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Campo da Invencdo

.~ A presente invengdo estd no campo de Biotecnologia e Biologia
Molecular. Mais especificamente, a presente invengdao proporciona uma
construgdo génica que compreende o gene cryfAc de Bacillus thuringiensis
funcionalmente ligado a um promotor funcional em plantas. Em uma
concretizagado preferencial, plantas transformadas com a construgéo génica da
ihvengéo, expressam o gené cry1Ac de Bacillus thuringiensis e apresentam
adequado desempenho agronémico/produtividade e proporcionam completa
eficacia contra A. gemmatalis, oferecendo um efetivo potencial para resisténcia
a insetos em soja.

Antecedentes da Invencio

A soja

A soja cultivada [Glycine max (L.) Merrill] € uma espécie de planta anual,
dipléide (2n = 40), de autofecundagao, nativa da China e explorada no oriente
ha mais de cinco mil anos. No Brasil, esta cultura foi estabelecida a partir da
década de 1960 e, hoje, € uma das espécies vegetais de maior interesse
econdmico do pais. Atualmente, a produgéo de soja nos paises da América do
Sul ultrapassa a dos Estados Unidos da Ameérica (EUA). Em conjunto, os
paises produtores do Cone Sul produzem 47% de toda a soja no mundo. Os
trés maiores produtores sa@o o Brasil, que participa com 57% da produgéo sul-
americana, seguido pela Argentina, com 40% e pelo Paraguai, com 3% (ERS-
USDA, 2008). Nos Ultimos anos, a area plantada de soja cresceu 106% no
Brasil, 170% na .Argentina e, aproximadamente, 125% no Paraguai e na
Bolivia.
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Como a maioria das espécies de plantas cultivadas que fazem parte do
sistema agricola atual, a soja possui uma baixa variabilidade genética, o que
tem dificultado o seu melhoramento através de técnicas classicas de
cruzamento. A fonte dos recursos genéticos representada por espécies afins é
inacessivel para a soja, devido a incompatibilidade sexual dos cruzamentos
interespecificos e intergenéricos (Hu e Bodanese-Zanettini, 1995). Desta forma,
a manipulagao genética in vitro abriu a perspectiva de que genes derivados de
plantas relacionadas ou ndo, e mesmo de outros. organismos, possam ser
utilizados em programas de melhoramento, através da utilizacdo de técnicas
moleculares de transferéncia de genes.

Transformagao genética vegetal

A transformagdo genética vegetal é caracterizada pela introdugéo de
DNA exdgeno em células de plantas, utilizando-se os métodos de engenharia
genética. Este procedimento de manipulagdo genética visa a expressido de
genes heterdlogos ou também a superexpressdo ou supressdo de genes
enddgenos nas plantas. As plantas que tém seus genomas modificados por

~ transformagdo genética sdo denominadas de transgénicas ou geneticamente

modificadas (GM).

Os principais objetivos na geragdo de Plantas Geneticamente

Modificadas (PGM) consistem em aumentar a resisténcia vegetal a herbicidas e

patégenos, aumentar a tolerancia a estresses abiéticos,vmélhorar é 'qualidadé
nutricional do produto vegetal e produzir proteinas e biopolimeros de interesse
técnico e farmacéutico (Yuan e Knauf, 1997; Herbers e Sonnewald, 1999,
Grover et al., 1999). )
Os avangos na utilizagao da transgénese vegetal tém sido relafados em
um grande nimero de espécies de plantas, utilizando-se diferentes métodos de
transformagdo genética. Estes métodos incluem a transformagéo genética

mediada por polietilenoglicol (PEG) e lipossomos (métodos quimicos), a

“microinje¢do, a eletroporagdo € o bombardeamento de particulas (métodos

fisicos), 0 uso de vetores virais e/ou bacterianos, como a agroinfec¢édo e o
sistema Agrobacterium (métodos biolégicos).
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O método de transformacgao genética por bombérdeamento de particulas
(Sanford, 1988), também denominado de aceleragéo de particulas ou.projéteis,
biolistica ou biobalistica, é caracterizado pela introdugdo de moléculas de DNA
em células e tecidos intactos, por meio de microprojéteis acelerados em alta
velocidade, capazes de atravessarem a parede e as membranas celular e
nuclear, liberando no nucleo os fragmentos de DNA. Nesta organela, por
processos de recombinagdo ilegitima ou homéloga, e dependentes
exclusivamente de componentes celulares, o DNA exbégeno eventualmente
pode integrar-se ao DNA cromossomico (Sanford, 1990).

A principal vantagem do método de bombardeamento de particulas é a
possibilidade de transferéncia de genes, independentemente do genétipo, para
qualquer tipo de tecido ou célula, sem a hecessidade da compatibilidade
bactéria/hospedeiro, exigida pelo sistema Agrobacterium.

O bombardeamento de particulas permite a introdugdo de DNA nas
células vegetais utilizando-se usualmente plasmideos. Estes sao aderidos as
particulas de metais, como ouro ou tungsténio (microcarreadoras). Os metais
devem ser quimicamente inertes para evitar reagbes com o DNA ou com
componentes celulares. O complexo DNA-particulas € acelerado em dire¢ao as
células-alvo, utilizando-se varios aparatos e propelentes baseados em diversos -
mecanismos de aceleragdo. Finer et al. (1992) desenvolveram um acelerador
de particulas denominado “Particle Inflow Gun” (PIG). Este aparelho tem sido
utilizado com sucesso pelo fato de empregar baixas pressées de gas hélio,
resultando em menores danos aos tecidos bombardeados (Droste et al., 2002).

Nos trabalhos de transformagéo genéfica vegetal sado utilizados,
usualmente, além do gene de interesse, genes denominados de marcadores de
selecdo e genes repdrteres. Os genes marcadores de selegdo sdo aqueles
capazes de conferir resisténcia ou tolerancia a antibiéticos e a herbicidas,
permitindo a sele¢do do material transgénico. Os genes repérteres, por sua
vez, codificam proteinas cuja presenga ou atividade enzimatica sao faciimente
percebidas‘e mensuraveis, denotando a condigdo transgénica de células,

tecidos e organismos (Walden e Wingender, 1995).
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O gene repoérter mais utilizado na avaliagdo da condi¢ao transgénica de

celulas e tecidos € o uidA ou gusA, isolado da bactéria Escherichia coli e que

codifica a enzima B-glucuronidase (GUS). As células transformadas com este
gene podem ser visualizadas por meio da coloragdo azul decorrente da
conversao do substrato acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glicurdnico em um
precipitado inddlico azul, na presenga de oxigénio. _

Entre os genes capazes de conferir resisténcia a antibidticos e
freqﬂenterﬁehte utilizados em plantas, estdo o0 gene da neomicina-
fosfotransferase (nptll) ou aminoglicosideo-fosfotransferase 3'll (afp3') e o gene
da higromicina-fosfotransferase (hpf). O gene nptll foi origihalmente isolado do
transposon Tn5 de E. coli e & capaz de conferir resisténcia a neomicina e aos
seus analogos estruturais como kanamicina, geneticiha (G418) e
paromomicina. O gene hpt, isolado de E. coli, codifica a enzima higromicina-
fosfotransferase (HPT) e confere resisténcia ao antibiético higromicina (Van
Den Elzen et al., 1985). '

Embriogénese somatica e transformagdo genética de soja

A embriogénese somatica consiste no desenvolvimento de embriées a
partir de micrésporos ou tecidos somaticos, dando origem a uma planta, sem

que ocorra a fusao de gametas (Williams e Maheswaran, 1986). Este processo

envolve uma série de mudancas morfolégicas que s&o semelhantes, em varios
aspectos, aquelas associadas com o desenvolvimento dos embrides zigoticos.

Embora para outras espécies vegetais como, por exemplo, Daucus
carota (Steward, 1958), a embriogénese somatica tenha sido descrita ha
bastante tempo e possa ser considerada rotineira, em soja, o primeiro registro
foi de Beversdorf-e Bingham (1977), mas apenas poucos embrides foram
induzidos. Christianson et al. (1983) regeneraram, pela primeira vez, plantas de
soja in vitro via embriogénese somatica.

Vérios trabalhos postefiores relataram a obtengdo de embrides
somaticos, por via direta ou indireta, a partir de cotilédones de embrides
imaturos (Lippmann e Lippmann, 1984, Lazzeri et al., 1985, Barwale et al,
1986; entre outros). Contudo, a maioria dos protocolos se mostrava pouco
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eficiente para a transformagdo. Em parte, essa limitagdo provinha da
incapécidade de produzir um grande nimero de embrides, obstaculo superado
com a descoberta do uso de altas concentra¢des do regulador de crescimento
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) nas etapas de indugado e proliferagdo dos
embrides somaticos. Por outro lado, a transformagdo dos embrides somaticos
originava plantas quiméricas (Parrott ef al., 1989) devido a origem multicelular
dos embribes somaticos primarios, a partir de células superficiais da epiderme
dos explantes (Finer, 1988). Entretanto, este ultimo autor mostrou que a
proliferagdo dos embriées somaticos secundarios ocorria a partir de células
Unicas da superficie dos embrides primarios, e que a embriogénese secundaria
poderia _sér obtida com a manutengdo do tecido em meio com alta
concentragdo de 2,4-D. A origem unicelular dos embrides secundarios faz
deste tecido o principal alvo para a transformagéo genética, afastando o
problema do quimerismo.

Dois métodos de transferéncia de genes tém sido utilizados na
transformagdo de diferentes tecidos de soja. Estes incluem: (1)
bombardeamento de particulas, utilizando comb alvo meristemas de brotos
(McCabe et al., 1988; Christou et al., 1989) e culturas embriogénicas em
suspensdo (Finer e McMullen, 1991; Stewart et al, 1996); (2) sistema
Agrobacterium tumefaciens, utilizando como alvo nos cotiledonares derivados
de plantulas de 5 a 7 dias (Hinchee et al., 1988; Donaldson e Simmonds, 2000;
Olhoft et al., 2003), sementes maduras (Paz et al., 2006), embrides somaticos
provindos de cotiledones imaturos (Parrott et al, 1989; Yan et al.,, 2000) e
culturas embriogénicas em suspensado (Trick e Finer, 1998). |

Um procedimento simples para o estabelecimento e proliferagdo de
embrides somaticos de cotilédones imaturos, mais rapido e menos laborioso do
que as culturas embriogénicas em suspensao, foi desenvolvido por Santarém
et al. (1997), utilizando um meio semi-sélido descrito por Wright et al. (1991).
Seguindo este procedimento, Santarém e Finer (1999) e Droste et al. (2002)
produziram plantas transgénicas de soja das cultivares “Jack” e “IAS 5,
respectivamente, expressando o gene reporter gusA. As plantas transgénicas



10

15

20

25

30

6 /55

obtidas em ambos os trabalhos eram férteis, indicando que esta estratégia é
bastante promissora para a recuperagdo de plantas transgénicas de soja.
Inimeros trabalhos tém indicado que a regeneragdo de soja é gendtipo-
especifica e que a grande maioria das cultivares permanece recalcitrante &
cultura in vitro e a transformagdo. Nao existe um sistema de tfansformagéo
eficiente para a maior parte das cultivares de soja (Trick et al., 1997; Hofmann
et al., 2004; Ko et al., 2004). Isto explica, em parte, a escassez de publicagbes
relacionadas a transformacgéao genética de cultivares comerciais desta cultura.
De acordo com Meurer et al. (2001), existem dois caminhos para
ofimizar a regeneracdo das culturas embriogénicas e os protocolos de
transformacgédo de soja: 1) testar um grande nimero de novas cultivares, para
identificar aquelas com potencial embriogénico; 2) utilizar protocolos
estabelecidos para cultivares como “Jack”, que tem sido a mais empregada em
trabalhos de transformagdo de soja nos EUA. Neste caso, a obtengdo das
plantas geneticamente modificadas deve estar associada a programas de

melhoramento tradicional, com o objetivo de introgredir os tragos transgénicos

~em outros gendtipos. Esta segunda opgéo‘foi seguida por Stewart et al. (1996)

e Yan et al. (20'00) para a transformagéo de soja visando resisténcia a insetos e
a modificagao de proteinas, respectivamente.

A -cultivar brasileira de soja IAS 5 ainda tem sido, freqiientemente,
utilizada em programas de melhoraménto gehético e & recomendada para o
cultivo nos estados do Rio Grandé do Sul, Parana, Sao Paulo, Minas Gerais e
Goias (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 2007). Esta cultivar
tem mostrado uma boa resposta em sistemas embriogénicos (Santos et al.,

' 1997; Droste et al., 2001; Droste ef al., 2002).

Co-transformagao

A co-transformagéo caracteriza-se pela utilizagéo de dois cassetes de
transformagéo (ou plasmideos) independentes, um dos quais port-ando 0s
genes reporter/marcador de selegio e o outro, o gene de interesse. O sistema

de co-transformagao permite a segregagdo do gene de interesse e dos genes'

| repérter/marcador de selegdo na progénie das plantas transformadas, desde
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que tais genes tenham sido inseridos em loci ndo ligados (Ebinuma et al.,
2001). Desta maneira, a co-transformagdo pode ser vista como uma estratégia
promissora para a obtengdo de plantas transgénicas livres de genes
marcadores de selegao.

A maioria dos trabalhos de co-transformagdo foi realizada com a
utilizagao do sistema Agrobacterium. Na revisao publicada por Ebinuma et al.
(2001), esta registrado o0 sucesso de co-transformagao via Agrobacterium em
diferentes espécies e diferentes tecidos-alvo: protoplastos de tabaco, discos de
folhas de tabaco, segmentos de hipocétilo de canola, discos de folhas de
Arabidopsis e em arroz. Segundo os autores, embora a freqiiéncia de co-
transformagéo tenha apresentado uma ampla variagdo (de 10 a 90%), na
maioria dos trabalhos, foi verificado que esta frequéncia foi superior a prevista
para eventos de transformagao independentes.

Utilizando técnicas de transferéncia direta, especialmente transformagao
de protoplastos mediada por polietilenoglicol € bombardeamento de par’ticul'as,‘
varios grupos de pesquisa registraram freqiéncias de co-transformagao
variando de 18 a 88% (Bettany et al., 2002). Em soja, uma freqéncia de co-
transformégéo de aproximadamente 25% foi encontrada em experimentos
envolvendo aceleragao de particulas ou eletroporagdo de protoplastos, bem
como aceleragao de particulas utilizandb meristemas como alvo (Christou et
al., 1990). Nao existem, até o momento, relatos de trabalhos, em soja,
utilizando embrides somaticos como alvo para estudos de co-transformagéo.

Bacillus thuringiensis e Anticarsia gemmatalis

Bacillus Vthurihgiensis (Bff €& uma Dbactéria Gram-positiva,
entomobatogénica, -aerdbica (ou facultativamente anaerdébica) e amplamente
utilizada como biopesticida para o controle de insetos-praga de culturas
agronomicamente importantes. A semelhanga de outras bactérias, esta espécie
pode manter-se em laténcia na forma de endosporos, sob condigdes adversas.
Durante a fase de esporulagdo, as bactérias sintetizam proteinas que se
acumulam na periferia dos esporos sob a forma de cristais (Peferben, 1997).

Estes cristais sdo compostos de varias proteinas Cry, também chamadas de &-
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endotoxinas ou Insecticidal Crystal Proteins (ICPs). Estas proteinas tém uma
atividade téxica especifica, princ‘ipalmenté, contra larvas de lepidopteros,
dipteros e coledpteros (Hongyu ef al., 2000).
~ Alguns modelos tém sido propostos na tentativa de elucidar o
mecanismo de agdo das proteinas Cry. Atuaimente, o modelo “guarda-chuva” é
0 mais aceito na comunidade cientifica. De acordo com este modelo, as &-
endotoxinas cohstituintes dos cristais sdo protoxinas solubilizadas e
proteoliticamente convertidas em pequenos polipeptidios no trato digestivo dos
insetos suscetiveis. Nesse processo, ocorre a remogédo de um peptideo amino- |
terminal, composto de 25 a 30 aminoacidos e de, aproximadamente, metade da
proteina restante, correspondente a por¢do C-terminal. Estes pequenos
polipeptidios associam-se a sitios especificos de ligagdo nas microvilosidades
apicais das células do intestino dos insetos, causando lise osmética por meio
da formagao de poros na membrana celular (Schnepf ef al., 1998; Bravo et al.,
2004).
Um ségundo modelo de agdo das proteinas Cry foi descrito por

- Broderick ef al. (2006). Segundo estes autores, as lesdes causadas no intestino

do inseto, por acdo das d-endotoxinas, possibilitariam a colonizagdo de sua
hemolinfa ’pela microbiota enterobacteriana residente, e o inseto morreria
devido a uma “infecgdo generalizada”. |

Desta maneira, modelos anteriores sugerem que a causa da morte do
inseto ocorre por inanigdo devido a paralisia da digestdo, causada pelas
les6es. No entanto, Broderick et al. (2006) mostraram que os insetos, cujo trato
digestivo havia sido esterilizado com antibiéticos, ndo morriam ao 'ingerir a
toxina e, ainda, eram capazes de regenerar seu epitélio intestinal, retomando a
alimentag&o normal. | |

A lagarta Anticarsia gemmatalis Hibner é a principal praga da soja e
ocorre, principalmente, nas Américas do Norte e Sul (Panizzi e Corréa-Ferreira,
1997; Macrae et al, 2005). Esta lagarta causa danos ao reduzir
substancialmente a area foliar, promovendo uma significativa reducdo na

produgio de grios. Uma unica larva pode consumir mais de 110 cm?® da
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folhagem da soja (Walker ef al., 2000). Para o controle deste inseto tém sido
utilizados, predominantemente, inseticidas quimicbs, com até trés aplicagdes
por safra, ocasionando enormes prejuizos ambientais e custos elevados aos
produtores. Além disso, os inseticidas quimicos provocam a mortalidade de

outros insetos, até mesmo de inimigos naturais, que contribuem para o controle

de pragas. A busca por métodos alternativos de controle de insetos-praga tem
sido realizada por varios laboratérios ao redor do mundo devido,
principalmente, & necessidade de preservagio do meio ambiente. Os
inseticidas biologicos tém sido a alternativa encontrada para a chamada
“agricultura orgénica” e para o controle mais seletivo de insetos. Bioinseticidas
contra A. gemmatalis baseados em formulagées de esporos de B. thuringensis
demonstraram varias vantagens sobre o uso de agentes quimicos de controle,
no que diz respeito a alta especificidade e toxicidade desta bactéria a
determinados insetos-praga, enquanto €& atéxica a outros insetos, plantas e
vertebrados (Hongyu et al., 2000). Estes bioinseticidas, mesmo utilizados ha
mais de 50 anos e com claras indicages d_é serem menos impactantes ao
meio ambiente do que os agroquimicos, nunca ocuparam um lugar de
destaque no mercado de inseticidas, principaimente, por problemas
relacionados a perda de estabilidade, a auséncia de translocagdo nas plantas,
ao espectro limitado de agdo e a rapida degradagdo pela agcdo da luz

ultravioleta (Navon, 2000).

Recentemente, a possibilidade de gerar plantas transgénicas resistentes
a insetos, através da introducdo nestas de genes codificadores de &-
endotoxinas, tem sido éxplorada em diferentes culturas. Em 1981, o primeiro
gene cry foi clonado e expresso em Escherichia coli (Schnepf e Whiteley,
1981). Poucos anos depois, foi produzida a primeira planta de tomate com

genes de Bt (Fischhbff et al, 1987). O milho Maximizer™ da Novartis, o

algodao Bollgard™ e a batata Newleaf™ da Monsanto foram introduzidos no
mercadb norte-americano em 1995, sendo genericamente conhecidos como
plantas-Bt (Jouanin ef al., 1998). Em 2006, 19% e 13% da area global de
transgénicos (102 milhdes de hectares) foi ocupada por culturas Bf e por
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culturas Btftolerantes a herbicida, respecfivamente (James, 2006). Além do
milho, do algodao e da canola, que ja se encontram em comercializagéo, outras
plantas cultivadas expressando uma ou vérias proteinas Cry para o controle de
lepid6pteros e colebpteros estdo em fase de desenvolvimento em laboratérios
ou em testes a campo.

Apesar de plantas de soja-Bf ainda ndo terem sido liberadas para cultivo,

vérias linhagens transgénicas ja foram obtidas. A atividade inseticida de &-

- endotoxinas de B. thuringiensis no controle de larvas de A. gemmatalis foi

demonstrada através de bioensaios com plantas de soja-Bt por Stewart et al.
(1996), Walker et al. (2000), Macrae et al. (2005) e, mais recentemente, por
Miklos et al. (2007) e Homrich et al. (2008).
Vantagens do uso de plantas modificadas com genes de Bt
Levando em conta os dados relativos a seguranga, aos riscos
ambientais e a eficiéncia no controle de pragas, avaliados durante os 50 anos
de utilizagdo do Bacillus thuringiensis como biopesticida, pode-se considerar
que as plantas-Bf oferecem seguranga e controle efetivo dos insetos (De
Maagd et al, 1999). Em nivel mundial, os produtores perdem bilhdes de
dolares com a redugdo da produtividade ocasionada pelo ataque de insetos e
pelo alto custo de defensivos agricolas. Assim, a necessidade de diminuir os
custos, minimizar os danos ambientais e reduzir os riscos a salde dos
produtores, tem tornado as plantas-Bf uma alternativa promissora para o
controle de insetos. -
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de forma que a solugédo aqui proposta possui novidade e atividade inventiva

frente ao estado da técnica.

Sumario da Invencdo |
E um dos objetos da invengao proporcionar uma construgio génica que

compreende o promotor 35S funcionalmente ligado a um gene de interesse
agrondmico. Em uma concretizagdo preferencial, plantas transformadas com a
conétrugéo génica da invengdo, na qual o referido gene de interesse
agrondmico & o gene cry1Ac de Bacillus thuringiensis, apresentam adequado
desempenho agrondmico/produtividade e proporcionam completa eficacia

‘contra A. gemmatalis, oferecendo um efetivo potencial para resisténcia a

insetos em soja.
E um outro objeto da invengdo proporcionar um método de

transformagdo de soja que compreende a co-transformagédo via

bombardeamento de tecido embriogénico.

E ainda outro objeto da invengéo proporcionar um processo de produgéo
de substancias de interesse econémico em plantas. Em uma concretizagao
preferencial, a substancia de interesse econémico &€ um praguicida.

E um outro objeto da invengéo proporciohar um processo de controle de
pragas que compreende a expressao de praguicidas em plantas transformadas
geneticamente.

Estes e outros objetos da invengdo serdo imediatamente valorizados
pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e serao
descritos em detalhes suficientes para sua reprodugio na descrigao a seguir.

Breve Descricdo das Figuras
A Figura 1 mostra a detec¢do da proteina recombinante crylAc-em

plantas de soja por hibridizagdo western blot. Amostras de plantas Ty
cry1AclgusA-positiva sd0 mostrados nas linhas 3, 4, 6, 7, 8, 9 do blot,
juntamente com um protoxiﬁa cry1Ac de Bt como controle positivo (linha 1), e
da planta ndo transformada (linha 2). A linha 5 foi apresenta um extrato de
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proteina de uma planta cry1Ac-negativa/gusA-positiva. As setas indicam a
posicéo da toxina cry1Ac em ~70 kDa e da protoxina cry1Ac a ~130 kDa.

A Figura 2 mostra a amplificagdo por PCR dos genes cry1Ac (A) e gusA
(B) de uma amostra da progenia 18a4 T,. Linhas: 1, controle positivo
(plasmidios pGEM4Z/pGusHyg); 2, 6, 7, 10, 11, 12, 14, 15, 18, 19, plantas
CRY1AC/GUSA-positiva, 3, 4, 5, 8, 9, 13, 16, 17, plantas CRY1AC/GUSA-
negativa; 20, controle negativo (planta nao-transformada).

A Figura 3 mostra a analise por hybridizagdo Southern blot da progenia
Ty de plantas Ty 18a1 e 18a4. Dez pg de DNA gendmico foi digerido com
BamH| e separado por eletroforese em gel de agarose 0,8%, aplicado em
nitrocelulose e hibridizado com uma sonda cry1Ac de 1,8 kb. Linhas: 1, controle'
positivo (pGEM42Z), 2, 3, CRY1AC/GUSA-positive plantas de 18a1 familia, 4, 5,
6, 7, 8, plantas da familia 18a4 CRY1AC/GUSA-positiva, 9, 10, plantas
cry1Ac/gusa-negativa; 11, controle negativo (planta nao-transformada).

A Figura 4 mostra o bioensaio com insetos. Desfoliagao do controle (A) e
folhas transgénica (B) apds 24 horas de infestagdo por larvas de Anticarsia
gemmatélis. (C) Larva alimentada com folha transgénica mostrando
escurecimento e retardo severo do crescimento (f) em comparagdo com Iarvaé
alimentadas com folhas do controle (c). ; .

A Figura 5 mostra a amplificagao por PCR dos genes cry1Ac e gusA de
uma amostra de progénie T, 18a1. Linhas: 1, pédréo de 1 Kb; 2, controle
positivo (plasmidios pGEM4Z/pGusHyg), 3, 4, 6, 7, 8, 10, plantas
CRY1AC/GUSA—p4ositiva, 5, 9, plantas CRY1AC-negativa/GUSA-positiva; 11,
controle negativo (planta nao-transformada);

A Figura 6 mostra ensaio de alimentagdo com folha solta. Desfoliagéo
dos controles (IAS 5 nao-transgénicas, isolinha b-gusA) e folhas transgénicos
cry1Ac (isolinha ¢-162; isolinha d-438) apds 24 horas de infestagédo por larvas

de Anticarsia gemmatalis.

A Figura 7 mostra o ensaio de alimentagdo com planta inteira.
Desfoliagao dos controles (IAS 5 nao-transgénicas, isolinha b-gusA) e plantas
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transgénicas cry1Ac (isolinha c-162; isolinha d-438), 14 dias apés a infestagéao
por larvas de Anticarsia gemmatalis.

Descricao Detalhada da Invencéo _

A presente invengdo proporciona uma construgdo génica que
compreende o promotor 35S funcionalmente ligado a um gene de interesse
agrondmico. Em uma concretizagao preferencial, plantas transformadas com a
construgdo génica da invengdo, na qual o referido gene de interesse
agrondmico é o gene cry1Ac de Bacillus thuringiensis, apresentam adequado
desempenho agrondmico/produtividade e proporcionam completa eficacia
contra A. gemmatalis, oferecendo um efetivo potencial para resisténcia a
insetos em soja. |

A presente invengado proporciona também um método de transformagéo
de soja que compreende a co-transformagdo via bombardeamento de tecido
embriogénico. |

A presente invengéo proporciona também um processo de produgéo de
substancias de interesse econdmico em plantas. Em uma concretizagédo
preferencial, a substancia de interesse econdmico & um praguicida.

A presente invengao proporciona também um processo de controle de
pragas que compreende a expressdo de praguicidas em plantas transformadas
geneticamente.

Embora existam no mercado produtos transgénicos de soja utilizados
em larga escala, a transformagao genética desta espécie esta longe de ser
uma rotina. Inimeros trabalhos tém indicado que a regeneragéo de -soja €
gendtipo-especifica e que a grande maioria das cultivares permanece
recalcitrante a cultura in vitro e a transformagao.

A cultivar IAS 5, utilizada como modelo preferencial na presente
invengdo, destaca-se por apresentar alto potencial embriogénico e alta
capacidade de regéneragéo in vitro (Santos et al., 1997; Droste et al., 2001).
Droste et al. (2002) produziram plantas ferteis e totalmente transgénicas desta
mesma cultivar expressando o gene reporter gusA. No entanto, até entdo, a
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. experiéncia dos inventores havia sido demonstrada apenas na transformagao

de plantas com genes repérteres/nﬁarcadores de selegao.

A presente invengdo demonstra a eficiéncia de um gene sintético de
Bacillus thuringiensis (cry1Ac) em’ soja. Além disso, é pioneira na
transformagdo de uma cultivar recomendada para uso comercial no Brasil,
utilizando embriGes somaticos como alvo para a transformagao via biolistica. A
importancia econdmica da cultivar comercial IAS 5, aliada aos enormes
prejuizos causados por larvas de Anticarsia gemmatalis (lagarta-da-soja) que
afetam a cultura da soja, motivaram o desenvolvimento de uma linha resistente -
a tal praga. O sucesso na obtengdo de plantas geneticamente transformadas
com o gene cry1A¢, que mostraram alta resisténcia a lagarta-da-soja, abre a
perspectiva da utilizagdo deste mesmo protocolo para a obtengdo de outros
produtos trahsgénicos de soja, resultantes da integragdo do préprio gene
sintético cry1Ac, bem como de outros genes de interesse agronémico

Os efeitos técnicos da presente invengao incluem, mas nao. se
limitam a: |

1. Diminuicao dos efeitos ambientais sobre as toxinas: As plantas-Bt
ttm demonstrado vantagens sobre os biopesticidas, pois a eficiéncia da
producdo de proteinas Cry por estas plantas nao é afetada por fatores
ambientais, como: chuva apés a aplicagao, radiagdo solar e altas temperaturas
(Betz et al, 2000). Adicionalmente, as proteinas Cry recombinantes se
acumulam nos tecidos vegetais de forma homogénea, tornando mais eficiente
o efeito toxico aos insetos do que a aplicagao (pulverizagao) de esporos de Bt.

2. Maior seguranga na utilizagao: Varias caracteristicas inerentes as

wp|antas-Bt proporcionam a estes produtos um grau de seguranga que,

dificilmente, pode ser obtido por meio de inseticidas quimicos como, por
exemplo, o fato destas proteinas ndo serem téxicas para humanos e animais

domésticos, nem se acumularem nos tecidos adiposos ou persistirem no -

- ambiente (Siegel, 2001). Outra caracteristica importante & que as proteinas Cry

exibem um alto grau de especificidade aos insetos-alvo, e devem ser ingeridas

para exercerem seus efeitos, ja que ndo possuem atividade por contato (Betz
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et al, 2000). Ainda, a exposicdo de humanos e outros animais a estas
proteinas € muito menor do que aos inseticidas normalmente utilizados. Isto
porque os inseticidas quimicos e biolégicos sdo, normalmente, aplicados em
grandes quantidades, enquanto que as proteinas Cry, em plantas-Bt, s&o
produzidas em pequenas quantidades no interior da planta (mesmo com o uso
de seqiiéncias promotoras fortes) (Bishop et al., 1999).

3. Redugdo do uso de inseticidas quirhicos: Nos ultimos anos, o
impacto negativo dos produtos quimicos sobre o meio ambiente tem se
agravado com a poluigéo das terras e dos mananciais de agua doce, com seus
acumulos na cadeia alimentar, e com os consequentes problemas de salde
publica. O porcentual de redugéo nas aplicagbes de inséticidas quimicos com o
emprego de plantas-Bt foi variavel, dependendo da cultura. Na China, por
exemplo, o algodao-Bt proporcionou grande redugdo no uso de quimicos, que
variou entre 60 e 80% (Xia et al., 1999). '

4. Aumento da produgdo agricola pela redugio dos danos: A
protegdo inerente das plantas-Bt foi traduzida em aumento de produtividade
agricola. As perdas anuais de milho nos EUA, devido aos danos causados pelo
besouro L. decemlineata, variavam em tormo de 33 e 300 milhdes de
toneladas/ano, e a redugéo destas perdas com o emprego do milho-Bf levou ao
aumento significante da produgao final desta cultura (Betz et al., 2000). Em
1997, um aumento de produgédo de aproximadaménte 5% em 1/3 dos 30
milhdes de hectares de milho hibrido cultivado nos EUA representou um lucro
em torno de U$ 350.000.000 aos produtores (Peferéen, 1997).

5. Conservacao de inimigos naturais dos insetos-praga: Os efeitos
das toxinas de Bt sobre os inimigos naturais dos insetos-praga (parasitoides ou
pfedadores) tem sido estudados em laboratérios e a campo, indicando pouco
ou nenhum efeito sobre estes organismos (Wraight ef al, 2000). Os inimigos
naturais sédo extremamente importantes, pois as pragés secundarias podem
tornér—se um problema caso a‘populagéo de insetos benéficos seja reduzida
pelo uso de inseticidas quimicos de amplo espectro. Xia et al. (1999) relataram -
que, na China, o uso de algodao-Bt determinou a redug¢ao do uso de inseticidas
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quimicos, resultando em um aumento de 24% na populagdo de inimigos
naturais dos insetos-praga.

6. Diminuicao do surgimento de doengas flngicas como
conseqiiéncia da redugéo dos danos: As lesbes causadas por insetos em
Varios 6rgaos das plantas promovem redugdo na produgdo de graos e
oportunizam a infecgdo por fungos, principalmente, dos géneros Fusarium e
Aspergillus (Muhkvold e Hellmich, 1999a). A germinagdo dos esporos e a
proliferagéo de fungos do género Fusarium (F. verticillioides, F. prbliferatum ou
F. subglutinans), normalmente estdo associadas a lesdes causadas pela larva
Ostrinia nubilalis (Sobek e Munkvold, 1999). A importancia primaria destas
doengas esta associada as micotoxinas, particularmente fumosinas e
aflatoxinas, produzidas por fungos destes géneros (Munkvold e Hellmich,
1999b). As fumosinas podem ser fatais para cavalos e suinos, porém sua
relevancia para a saide humana ainda estd em debate. A aflatoxina é,
reconhecidamente, uma micotoxina extremamente téxica a animais e humanos.
As plantas-Bt, por permitirem consideravel controle do ataque de insetos,
levaram a redugdo da possibilidade de infecgao por Fusarium e Aspergillus
(Betz ef al., 2000). | |

‘7. Estabilidade cromossémica das plantas geneticamente
transformadas -

E bem conhecido que células vegetais propagadas in vitro podem sofrer
varias alteragdes genéticas e cromossémicas. Segundo Finer e McMullen
(1991), algumas plantas transgénicas produzidas pelo bombardeamento de
suspensdes embriogénicas eram estéreis e apresentavam varias alteragbes
morfolégicas. As analises citolégicas de células de cultura em suspensao, de

raizes de embrides germinados e de plantas Tg e T4, realizadas na tentativa de

determinar a causa da variagdo morfologica, revelaram varias aberragoes

cromossémicas, tais como delegdes, duplicagdes, trissomias e tetraploidia. Foi
mostrado, também, que os gendtipos de soja diferem em sua suscetibilidade a
instabilidade cromossomica induzida pela cultura de tecidos (Singh et al,
1998). Portanto, a analise cromossdémica de plantas regeneradas in vitro pode
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ajudar a eliminar material genético e cromossomicamente anormal obtido em
experimentos de transferéncia de genes. |

Os exemplos aqui mostrados t&m o intuito somente de exemplificar uma
das inumeras maneiras de se realizar a invengdo, contudo sem limitar, o
escopo da mesma.

Exemplo 1 — Obtencido de plantas transgénicas de soja resistentes a

lagarta da soja
A configuragdo preferencial da presente invengdo prové uma soja

transgénica com resisténcia a larva A. gemmatalis. Embries somaticos do
cultivar IAS5 proliferados em meio semi-solido foram transformados com um
gene sintético cry1Ac através do bombardeamento de particulas. O padrao de
insercdo do transgene bry1Ac nas plantas transgénicas foram analisadas no
transformantes primarios. ' | |

Além disso, a transmissdo e a expressdo dos transgenes foram
caracterizados nas geragdes Ty, Tz e Ts. Ensaios de alimentagdo de insetos
indicaram que as plantas transgénicas foram altamente téxicos as larvas A.
gémmatalis.
Plasmidios utilizados na transformagao da soja

Os vetores de transformagdo de plantas utilizados nesta configuracéo
preferencial sdo: 1) pGusHyg, um plasmidio derivado de pUC18 carregando o
gene repérter gusA e um gene de resisténcia a. higromicina (hpf), ambos
controlados pelo promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor (CaMV) e
terminador da nopalina sintase (nos) e 2) pGEM4Zcry1Ac, um plasmidio
derivado de pGEM4Z contendo o gene sintético truncado cry1Ac de Bacillus
thuringiensis sob o controle do promotor de ubiquitina de milho (Ubi-1) e.
terminador da nopalina sintase. Em termos de “codon usage”, o gene cry1Ac foi
desenhado para a expressao em dicotiledéneas e tem um conteido G + C de
47,7% (o gene bacteriano original tem contetido G + C de 37%).

A modificagdes em geral, resultaram em maiores niveis de expressao de
CRY1AC em plantas transgénicas (Sardana ef al., 1996). Ambos os plasmidios
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foram usados numa concéntrac;éo final 1 ug pl". Uma relagéo de 4:1 molar de
DNA plasmidial pGEM4Zcry1Ac e pGusHyg foi precipitada em particulas de
tungsténio (M10, Dupont, Wilmington, DE). .
Processo de Transformagao

Bombardeamento de particulas, utilizando uma “Particle Inflow Gun” -
PIG (Finer et al., 1992), a selegéo de tecidos transformados e regeneragao de
plantas foram seguidas como descrito anteriormente por Droste et al. (2002).
Vinte clusters embriogénicos (cerca de 70 mg de tecido), foram colocadas em
cada placa contendo meio D20. Quinze placas foram preparadas. Cada placa
foi bombardeada uma vez. A selecdo dos tecidos transformados foi feita em
meio D20 com 12,5 mg L' de higromicina-B por 14 dias, seguidos por trés
meses em cultura no mesmo meio contendo 25 mg L™ higromicina-B. Apds a

" selegao, com pedagos de tecido verde foram feitas subculturas para a criagéo e

multiplicagdo de tecidos embriogénicos em plabas contendo médio D20 fresco

sem antibidtico durante dois meses adicionais. As subculturas foram realizadas

~acada 14 dias.

Para estimular a histodiferenciagao, clusters de embrides resistentes a
higromicina foram transferidos para meio de maturagdo MSM6 (Finer e
McMullen, 1991). Os embrides histodiferenciados foram posteriormente
colocadas em meio de conversdo MSO, contendo sais MS, vitaminas B5, 3%
de sacarose, 0,3% do PhytageIT"" e pH 6.4. Os embriées germinados foram
transferidos individualmente das placas de Petri para frascos de 100 mi (com o
mesmo meio) para continuar a suportar a regeneragdo das plantulas. As
piantulas regeneradés foram fransferidas para copos plasticos contendo
vermiculita e cobertas com filme plastico PVC. Elas foram expostas a umidade

-ambiente de forma gradual e depois transferidas para vasos de 1 kg com solo

organico e mantidos em uma camara de crescimento com fotoperiodo de 14h,
intensidade luminosa de 13.500 lux e temperatura de 26 + 3 °C.
Analise da progenia

Regenerantes primarios (To) referem-se as planfas transgénicas
recuperados a partir do explante inicialmente submetido ao bombardeamento
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de particula. T4, T e T s@o plantas derivadas de sementes obtidas a partir de
auto-polinizagao de plantas Ty, T e T, respectivamente, e foram cultivadas em
estufas com luz natural a 25 + 1 °C. O teste qui-quadrado (x?) foi utilizado para
confirmar a probabilidade das propor¢des conforme o esperado peloé padrées
de segregacdo mendeliana de 3:1 ou 2:1, onde a significancia foi determinada
para os valores com um valor P maior que 0,01. Na fase de florescimento,
algumas plantas transgénicas T3 foram mutuamente cruzadas com plantas nao-
tranéformadas. Dez plantas da familia 18a1 foram usadas como doadoras de
pélen e 10 como progenitor materno. Vinte e cinco plantas da familia 18%4
foram cruzadas com a brogenitora feminina. Dez flores foram polinizadas por
planta. '
Ensaio Histoquimico GUS

" Folhas destacadas ou mudas foram analisadas para atividade GUS
utilizando o protocolo melhorado de coloragdées histoquimicas (Jefferson,
1987). |
Anadlise de PCR

Reagdes em cadeia da polimerase (PCR) foram realizados utilizando

DNA genémico extraido de amostras de embrides histodiferenciados e tecidos
foliares de todas as plantas reg‘eneradas de acordo com o procedimento CTAB
descrito por Doyle e Doyle (1987) com algumas modificagdes. A prifners da
PCR utilizados para detectar o géne cry1Ac fofam d cryFOR. &'
GGGGATCCATGGATAACAATCCGAAC 3 e cryREV 5'
CAGTCGACATTCAGCCTCGAGTGTTG 3'. Esses primers propiciam a
amplificagdo de uma regido de 1845 pb do gene cry1Ac. Mistura para a reagédo
(25 pl) consiste de 200 UM dNTPs, 1 U Taq DNA polimerase (Invitrogen, 5 U
mi™"), tampao para reagao 1X com 2 mM de MgCl,, 100 nM de cada primer e
100 ng de cada amostra de DNA. As reagdes de amplificagdo foram realizadas
com pré-ciclagem a 94 °C por § min, seguido por 30 ciclos de 94.°C por 1 min,
52 °C por 1 min e 72 °C por 2 min, com um passo de exienséo final de 5 min a
72 °C. Os primers da PCR utilizados para detectar o gene gusA foram o
gusAFOR 5 GGTGGGAAAGCGCGTTACAAG 3'° e gusARev &
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GGATTCCGGCATAGTTAAAGG 3', e para detectar o gene hpt foram hptFor 5'
GCGATTGCTGATCCCCATGTGTAT 3 e hptRev 5'
GGTTTCCACTATCGGCGAGTACTT 3. Estes primers propiciam a
amplificagdo de fragmentos de 622 pb e 512 pb, respectivamente. A misturas
para reagdo de ambos os genes foram preparadoé como descrito acima. As
condigbes para amplificagdes foram: pré-ciclagem a 94 °C por § min, seguido
por 30 ciclos de 94 °C por 45 s; 52 °C por 45 s, e 72 °C por 45 s, com uma
etapa de extensao final de 2 min a 72 °C. Todas as reagdes de amplificagdo
foram realizadas em um termociclador Termo Hybaid.

Para confirmar os resultados da PCR, o produto amplificado foi
submetido a eletroforese em gel 1% de agarose e transferido durante a noite
em membranas Hybohd N+ (GE Healthcare) por Southern blot seguindo os
protocolos padrdes, 6omo descrito pof Sambrook e Russel (2001). Tratamento
com a sonda, hibridagao, banhos de estringéncia e detedgéo foram realizadas
conforme especiﬁcédo pelo kit ECL™ (GE Healthcare). As manchas de DNA
foram analisadas com um fragmento de PCR de 1,8 kb contendo é seqiiéncia
codificante do gene cry1Ac purificadas do gel de agarose utilizando o kit GFX
(GE Healthcare). As bandas hibridizadas foram detectadas por exposicéo a
filmes de autoradiografia Kodak X-Omat por 2 horas.

Hibridacao por Southern blot do DNA Gendmico

O DNA genﬁhico total (20 pg) dos possiVeis transformados e plantas
controle nao-transformados foram digeridos durante a noite com enzimas de
restricao BamHI, Kpnl e Sall a 37 °C. O DNA gendmico digerido de cada planta
foi separada através de uma eletroforese em gel de agarose 08% e
transferidos do gel para uma membrana de nylon Hybond N+. Tratamento com
a sonda, hibridagdo, banhos e detecgdo foram realizadas conforme
especificado acima.

Analise da Expressiao de Proteinas

Tecido foliar fresco (0,2 g) de plantas Ty foi homogeneizado em 500 pl'

| de tampao de extragdo [50 mM de 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 1% B-mercaptoetanol,

0,2% PVP-40]. As amostras foram agitadas durante 30 minutos a 4 °C e, em
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seguida, centrifugadas a 10.000 g. A concentragdo protéica foi determinada
utilizando o método de Bradford (Bradford, 1976) com albumina sérica bovina
como proteina padrdo. Cinglienta microgramas de proteina bruta extraida de
cada planta foram separadas em gel SDS-PAGE 10% e transferido para
membrana de nitrocelulose. A presen¢a da proteina CRY1AC foi detectada
utilizando um anticorpo policlonal especifico para 3-endotoxina CRY1AC de
Bacillus thuringiénsis. As bandas protéicas foram visualizadas utilizando o
Sistema de Detecgéo e Analise ECL Western Blot (GE Healthcare). A detecgdo
da proteina CRY1AC produzida pelas plantas T4, T2 e T3 foi monitorada por um
ensaio de EL/SA tipo “duplo sanduiche”, utilizando kits Trait Check Bt 1Ac
Cotton Leaf/Seed de Strategic Diagnostics Inc. (Newark, DE, E.U.A)).
Bioénsaios com Insetos

A atividade inseticida das plantas T» transgénicas para larvas A.
gemmatalis foi avaliada usando um ensaio de alimentagdo com folha
destacada. As plantas foram heterozigotas para o gene cry7Ac tal como
determinado pela analise de segregagéo e foram CRY1AC-positivas como
determinado pelo ensaio de ELISA tipo “duplo sanduiche”. Folhetos de grandes
folhas trifolioladas foram colocados em placas de Petri 100 mm x 20 mm
contendo papel de filtro de 90 mm Whatman N° 1 (Whatman International,

'Maidstone, Reino Unido), saturado com agua destilada para manter uma aita

umidade ambiente. A quantidade de tecido foliar foi mantida tdo uniforme
quanto possivel de uma placa para outra. As amostras foliares foram infestados
com 20 larvas neonatas A. gemmatalis por placa. Dez e 30 plantas
transgénicas das familias 1831 e 18a4, respectivamente, com quatro
repeticdes por planta, foram incluidas no bioensaio. Trés plantas nao-
transformadas IAS5 da mesma idade que os transgénicos, com quatro
repeticdes por planta, foram utilizadas como controle. Ap6s 24 h, o percentual
do consumo foliar foi ‘estimad‘o; as folhas remanescentes (se restantes) foram '
removidas e substituidas 'por um grdo de 1 cm® de dieta sélida artificial (Greene
et al., 1976). Os percehtuais do consumo foliar foram convertidos em valores
como segue. Zero (sem consumo), 1 (menos de 50%), 2 (mais de 50%) e 3
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(100% de consumo). O numero de larvas vivas e mortas foi determinada 24,
48, 72 e 96 h ap6s a infestacao.
Resultados e Discussao
Transformagao e regeneragao de plantas transgénicas

Trés meses ap6s o bombardeamento, os tecidos embriogénicos de soja
resiétentes a higromicina foram selecionadas visualmente, contados, e
cultivadas separadamente para a criagdo e proliferagdo das linhagens,
correspondendo a eventos putativos de transformacdo independente. Nove
linhagens proliferativa dos 60 pedagos independentes de tecidos resistente a -
higromicina foram .estabelecidos. Um total de 613 embries somaticos
histodife_fenciados foram obtidos. Os embrides histodiferenciados foram
transferidos para o meio de conversdo. Trinta plantulas bem desenvolvidas
foram transplantadas ex vitro. Vinte dessas plantas atingiram a maturidade e
floreceram. Quatorze plantas langaram sementes. Todos os embribes/plantas
derivadas de um pedago independente do tecido resistente a higromicina,
foram apontados como sendo embriées/plantas clonais. |
Integracao e Expressao Transgene

Setenta e dois embrides histodiferenciados e as 20 plantas recuperadas
foram rastreados para a presenga dos genes gusA, hpt e cry1Ac por PCR.
Duas (2/9 = 22%) linhagens, que n&o mostraram produtos de PCR para
qualquer gene testado, foram considerados "ruidos" e descartados. A analise
molecular revelou tambérm que um pedago de tecido resistente a higromicina
pode conter dois eventos de transformagdao independentes. Assim, as
linhagens numeradas de 18 e 43 foram subdivididos (a e b).

A caracterizagdo molecular das linhagens transformadas € apresentada

na Tabela 1. Todos os 64 embribes e 11 plantas das nove linhagens

independentes apresentou‘ os' fragmentos esperados de 622 e 512 pb dos
genes gusA e hpt, respectivamente. A presenga do fragmento esperado de
1845 pb de cry1Ac foi observada em 23 embries e sete plantas derivadas de
quatro linhagens (18, 26, 41 e 43a). Ocorréncia simultdnea de genes gusA/hpt
e cry1Ac nessas quatro linhagens permitiramto célculo da eficiéncia de co-
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transformacgéo (4/9 = 44%). A eficiéncia registrada na presente invengédo esta
de acordo com rélatos anteriores para a soja. Em situagdes em que dois genes
em plasmidios independentes s&o introduzidos por' bombardeamento de
particulas, as taxas de co-transformagdo demonstram variagdes de 18 a 50%
(Christou e Swain, 1990, Li et al., 2004).

A hibridazagdo Western blot foi utilizado para avaliar a exprésséo do
gene cry1Ac em nivel protéico. Quando as proteinas foram separadas em |
eletroforeticamente em gel SDS, uma banda de ~ 70 kDa correspondente a
toxina Bt foi detectéda em plantas positivas para cry1Ac/gusA (Figura 1).
Nenhuma proteina reativa aos anticorpos foi encontrada tanto em plantas
cry1Ac-negativo/gusA-positi\)o ou em plantas néo-transformadas.

Segregagao Transgénica ,

Apenas duas (18a1 e 18a4) das sete plantas To co-transformadas
produziram sementes e foram analisadas para os padrées de integracao e
heranca até a geragdo Ts. As plantas 18al e 18a4 derivaram do mesmo
(linhagem 18) evento de transformacgdo (Tabela 1). A expressdo dos genes
crylAc em plantas T4 e T, foi primeiramente determinada usando o -
procedimento com anticorpo do tipo “duplo sanduiche”. A expressdo de GUS
foi determinada, histoquimicamente, por ensaios com discos de folhas jovens.
Para validar os resultados dos ensaios preliminares, a presenga de transgenes |
foi confirmada pela analise da PCR em todas as plantas T¢ e Ts
CRY1AC/GUSA-positiva (Figura 2). A PCR também foi realizada para plantas
CRY1AC/GUSA-negativa e a auséncia de bandas sugeriu que nao foram
detectados transgenes a partir dessas plantas. A correlagdo entre a presenga
do DNA trahsgene e sua expressao foi perfeita.

Com base nas 48 plantas T avaliadas, verificou-se que gusA/hpt e
cry1Ac estavam ligados a um sitio de integragéo nas plantas To iniciais (Tabela
2). A progenia Ty de ambas as plantas T segregaram para um menor numero
de plantas cry1Ac/gusA-positiva do que previsto pelos principios mendelianos
para um unico dominante locus (3:1). As familias T, e Ts continuaram a

segregar de uma forma excepcional, com uma grande deficiéncia de plantas
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transgénicas (Tabela 3). Além disso, as proporgdes de segregagao indicaram
que as plantas T, foram uniformemente heterozigéticés para os tracos
transformantes.

Os transgenes sao geralmente esperados com comportamento de genes
dominantes e segregam-se numa proporgdo de 3:1 na progenia de
transgénicos para nao-transgénicos, quando a planta é auto-polinizada, porque
0 Iocus.'transgene é considerado como hemizigético nos transformantes
primarios (To) (Cémpbell et al., 2000). No entanto, os loci transgénicos
introduzidos na maioria das espécies vegetais frequentemente exibem padroes
imprevisiveis de heranga e de expressio, o que tem ocorrido &€ uma frequéncia
entre 10% e 50% de algum'as das Iinhégens transgénicos (Yin et al., 2004).

Taxas de segregagdo excepcionais poderiam resultar de uma série de
fatores, incluindo inativagéo da expressao do transgene, insergao conduzindo a
uma mutacgéo letal e baixa transmissao de transgene a progenia. A inativagao
da expressao é freqiientemente observada quando transgenes estao presentes
em multiplas copias e é responsavel por causar segregacao anormal (Yin et al.,
2004). No entanto, amplificacdes por PCR realizadas em plantas T1 e T»
CRY1AC/GUSA-negativa confirmaram a auséncia do DNA transgene nestas
plantas. Portanto, a inativagao da expressdao do transgene ndo pode ser
considerada para explicar a segregacdo ndo-mendeliana observada nesta
invengao. .

A integragdo de DNA exdgeno em genoma de plantas pode produzir
uma mutagéo por insergdo em um gene essencial. Uma mutacao letal refletida
pela falta de homozigotos, pode levar a uma segregagéo 2:1 para transgénicos
e tragos nao-transgénicas na progenia de uma planta transgénica. A
segregacdo 2:1 observada na progehia T, de uma linhagem transformada de
Asparagus officinalis foi explicada pela auséncia de homozigotos (Limanton-
Grevet e Jullien, 2001). No entanto, os resultados obtidos na presente invengéo
ndo se enquadraram nesta segregacdo 2:1 (Tabelas 2 e 3), sugerindo que
outros fatores podem estar atuando. |
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Além disso, a segregagdo nao-mendeliana dos transgenes poderia ser
contabilizada pela falta de transmisséo através de um dos gametas. Christou et
al. (1989) creditou a propor¢do de segregacdao 1:1 observada a progenia
resultante da autopolinizagao de uma planta de soja transgénica ao fracasso de
passar um transgene a préXima geragao afravés do poélen. Retrocruzamentos
reciprocos com plantas Avrabidopsis nao-transformadas mostram transmissao
desigual da caracteristica de resisténcia a canamicina através do gametas em:
sete linhagens excepcionais para até seis geracgdes sucessivas (Feldmann et

- al.,, 1997). Duas destas linhagens ndo conseguiram transmitir a caracteristica

de resisténcia a canamicina através do sexo feminino, enquanto a extrema
caréncia de mudas Kan® nas outras cinco linhagens foi principalmente devido
ao pdlen. |

Para investigar a transmissao do transgene através dos gametas, varias
de nossas plantas transgénicas foram cruzadas com plantas néo-
transformadas. A segregacdo dos genes gusA e cry1Ac em pléntas BCF, foi
determinada por ensaios histoquimicos GUS e procedimento anticorpo do tipo
“duplo sanduiche”, respectivamente. Os resultados mostraram a transmissdo
do transgene através de gametas masculinos e femininos, mas a uma taxa
significativamente reduzida (Tabela 4). Na familia 18a1, a transmissdo dos
transgenes através do pélen e do ovo foi reduzida para 60-75% e 33-49%,
respectivamente, do que o esperada para um heterozigoto. A familia 18a4
exibiu uma taxa de transmissdo semelhante (30-47%), através do lado
feminino; nao foram realizados cruzamentos em que os transformantes
serviram como o doa'dores“de pélen. O baixo nimero de cruzamentos em que
os transformantes serviram como o doadores de pélen nao permitem concluir
inequivocamente que a transmissdo através do sexo masculino foi afetada
menos severamente do que a transmissado através do sexo feminino. '
Plantas CRY1AC/GUSA-positiva Homozigoéticas

Uma planta transfbrmada T3 da familia 18a4 que serviu como méae no
retrocruzamento para quatro sementes, que deu origem a quatro plantas
CRY1AC/GUSA-positivo. Este resultado indicou que a planta transformada T3
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seria homozigética. Para verificar essa hip6tese, foram testadas 20 sementes
de autofecundagao obtidas a partir dessa planta transformada Ts. As sementes
foram germinadas em papel de filtro molhado e as mudas foram analisadas
para atividade GUS e expressdao cry7Ac. Os resultados confirmaram a
condigdo homozigética. Baseado neste fato, foi decidido investigar os possiveis
estados homozigéticos de outras plantas transgénicas Ts. Vinte semenfes de
autofecundacdo de 253 das 309 plantas CRY1AC/GUSA-positiva T3 foram
germinadas e as mudas analisados conforme descrito acima. Além da planta ja
referida, a analise detectou 12 plantas CRY1AC/GUSA-positiva Ts
homozigoéticas. Portanto, a possibilidade de uma mutagao letal por insergéo,
que seria refletida pela falta de homozigotos também foi excluida para explicar

‘a segregacdo nao-mendeliana observada. Por outro lado, foi assumido que a

dificuldade de se obter plantas homozigotas na geragao T pode ser atribuida a
baixa transmissao dos transgenes através do sexo mascﬁlino, em especial
através dos gametas femininos. |
Analise por Southern das plantas transformadas

O DNA gendémico deé plantas CRY1AC/GUSA-p03|t|va Ty, To e T3 foi
digerldo com Kpnl, uma enzima que corta o plasmideo pGEM4Z apenas uma
vez, com Sall que nao cliva o plasmidio de transformagao, e com BamHI, que -
liberte o cassete cry1Ac de 2,1 kb (regiéo codificadora do gene e terminador
nos). A Figura 3 mostra uma Southern blot representativa de sete plantas
CRY1AC/GUSA-positiva T derivadas de plantas To 18a1 e 18a4. A detecgéo
da banda de 2,1 kb do DNA digerido com BamH! em todas as plantas indicou a
presenca de pelo menos uma cépia intacta do gene. A presengé de bandas
maiores que 2,1 kb é evidéncia de rearranjos do DNA transgene. Analise do
produto digerido com Kpnl revelou trés fragmentos cry71Ac em todas as plantas.
A analise com Sall confirmou a presenca de trés cépias para o dado gene
(dados nao mostrados). A Southern blot foi também realizado em plantas
CRY1AC/GUSA-negativa, a fim de deferminar se os transgenes estavam
presentes. A auséncia de qualquer sinal de hibridizagédo indicaria que tais
plantas provavelmente ndo tinham o transgene inserido. Todas as plantas
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transgénicés das progenias T4, T» € T3 analisadas, apresentaram o mesmo
padrao hibridizagao como as duas plantas parentais Ty (dados ndo mostrados)
e, consequentemente, 0 mesmo numero de cépiés. Estes resultados indiéam
que todas as copias do gene sé&o herdadas como uma unidade e que o padréo
original de integragdo do transgene observado nas plantas regeneradas
primarias foi estavel, passando-a para todas as plantas descendentes.
Atividade inseticida

Para confirmar que a proteina CRY1AC produzidas na planta
transgénica foi funcional, folhas isoladas de plantas transgénicas e plantas
controle nao-transformadas foram ihfestadas com larvas neonatas de A.
gemmatalis. Apbs 24h, todas as folhas controle foram completamente
desfolhadas (Figura 4a). Em contrapartida, o consumo foi significativamente
reduzido nas folhas transgénicas (Tabela 5, Figura 4b). As larvas alimentadas

com folhas transgénicas mostraram escurecimento e grave retardo do

~crescimento em comparagdo com larvas alimentadas com folhas controle

(Figura 4c). Apos o periodo de 24 h em que as larvas ficaram se alimentando
com as folhas soltas, os restos foliares foram removidos e substituidos por uma
dieta artificial. As larvas foram monitoradas por mais trés dias. Para é
sobrevivéncia dos inseto apos 96 h de infestagdo, mais de 19 das 20 larvas
tratadas com as folhas controle sobreviveram, em comparagédo com menos de
duas larvas sobreviventes quando alimentadas com as folhas das plantas
transgénicas. As larvas das folhas transgénicas pararam a alimentagdo e a
maioria delas morreram dentro de 48 h. A mortalidade de A. gemmatalis
afetadas pela expressdo de cry7Ac em folhas de transgénicos das familias
18a1 e 18a4, foi semelhante. Estes dados poder&o ser contabilizados para o
fato de ambas as familias terém derivado do mesmo evento de transformagao.
Cultivares de soja Bt ainda néo‘ foram comercializados, embora
linhagens | experimentais terem sido desenvolvidas. Parrott et al. (1994)
relataram que a expressdo de um gene cry1Ab nativo impediu a alimentagao e
crescimento da larva A. gemmatalis. Uma linhagem transgénica de soja cultivar
"Jack" expressando altos niveis de um gene sintético cry1Ac causou
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mortalidade completa nas larvas A.' gemmatalis e reduziu significativamente a
sobrevivéncia e alimentacao das larvas Pseudoplusia includens e Helicoverpa
zea em bioensaios em laboratério (Stewart et al., 1996) e em gaiolas de campo
infestadas artificialmente (Walker et al., 2000). Mais rece’ntement'e, linhagens
de soja transgénica ('A5547') expressando um gene sintético cry1A foram
avaliados para a resisténcia contra varios lepidopteros em viveiro-telado e
ensaios convencionais de campo, realizados nos Estados Unidos e Argentina.
As linhagens Bt apresentaram praticamente eficacia completa contra todas as
pragas testadas (Macrae et al., 2005).
Recombinacao Intralocus

A co-transformacdo, € uma das melhores estratégias para se obter
plantas transgénicas livres de mafcadorés, uma vez que € baseada no principio
de que uma proporgdo de plantas transformadas carreando o gene marcador
selecionavel também teré integrado o transgene de interesse em um segundo,
sitio ‘de insergdo desvinculado e os genes poderdo ser posteriormente
removidos de tais plantas, por segregagdo genética (Bettany et al., 2002;
Ebinuma et al., 2001, Park et al., 2004). A estratégia da co-transformagéao foi
eleita para a introducdo do gene cry7Ac em soja com a expectativa de obter
plantas transgénicas livres de marcadores. No entanto, como os genes co-
transformados cry1Ac e gusAlhpt se integram em um Unico locus eles sdo
segregado juntos. Uma alta incidéncia de ligagbes foi demonstrada usando
biobalistica quando mediada por co-transformagéo (Miki e McHugh, 2004). No
entanto, trés plantas transgénicas CRY1AC-negativa/GUSA-positiva foram

. obtidas (Tabela 3, -Figura' 5). Uma explicagdo provavel para este resultado,

pode ser que a recombinagdo intercromossomial dividiu os transgenes. E
possivel que o locus transgene contenha DNA gendmico interespagado dentro
dele (Kohli et al., 2003).
Conclusdes

Este exemplo fornece plantas de soja transgénicas IAS5 resistentes a A.
gemmatalis com um gene sintético cry1Ac sob o controle do promotor da

ubiquitina-1 de milho. Embora a segregagéo nao seja mendeliana nas primeiras
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geragbes, este exemplo demonstra claramente, que os transgenes sao
transmitidos de maneira estdvel e expressos nas progenias. Plantas
transgénicas homozigética foram obtidas na geragio Ts. O desempenho
agrondémico e da resposta destas plantas em relagdo as populagoes
campestres de A. gemmatalis ainda estdo sob andlise.

Tabela 1. Caracterizagéo molecular de embrides de soja histodiferenciada e plantas
recuperadas derivadas de eventos independentes de transformagéo (linhagens) determinado
por andlise de PCR.

Numero de analisados analise de PCR
Linhagens embrides plantas : cry1Ac gusA/hpt
4 11 0 - +
5 10 0 - +
18a 2 4 + +
18b 6 1 - +
19 11 3 , - +
26 9 1 + +
41 4 2 ' + +
43a 8 0 * s
43b 3 0 - ' +
9 64 11 4 9
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Tabela 2. Segregacéo da geragdo T, obtida a partir de plantas T, cry1Ac/gusA-positiva.

2(1)

plantaTo cry'gus® crygus  cry'gus’lory gus proporgio testada X
‘ 3:1 16.13
18a1 2 8 025 .
2:1 10.00
: 3:1 77.51
18a4 5 33 0.15
2:1 48.94

X Qui~quadrédo

Tabela 3. Segregacdo da geracéo T, e T obtida a partir de familias Ty e T, cry1Ac/gusA-

positiva, respectivamente.

2(1)

familias T, cry'gus’ cry'gus™ cryqus’ cry'gus’lcryqus proporcdo testada X
18a1 20 90 1 ' 0.22 31 189.40
2.1 116.34
18a4 81 207 1 0.39 31 337.51
2:1 192.51
familias Ty
18a1 80 248 0 0.32 3:1 448.07
2:1 1263.82
18a4 229 760 1 0.30 A 31 1390.80
2.1 842.60°

&),

X' Qui-quadrado
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Tabela 4. Segregagéo em BCF, de cruzamentos de plantas cry1Ac/gusA-positiva com
plantas (de tipo selvagem) n&o-transformadas.

Segregacao observada

TowT®" ~ Bywr® Percentual esperado para
Familias cry'gus” Crygus  cry’qus’ crygus’ pélen (%)@ ovo (%)
18a1 9 15 15 46 60-75 33-49

18a4 41 135 ‘ 30-47

WT: tipo selvagem. ) Progenia sdo aqueles resultantes de um cruzamento, em que 0s
transformantes servem como doadores de pélen. @ Progenia $80 aqueles resultantes de um
cruzamento, em que os transformantes servem como o progenitor-do sexo feminino. @ plantas
cry1Ac/gusA-positiva esperadas quando um heterozigoto CIy1AclgusA é usado como poélen
numa planta do tipo selvagem, em porcento. Na familia 18a4, 41 plantas cry1Ac/gusA-positiva
foram observadas, mas de 88 (41+135/2) a 135 eram esperadas (41/135 - 41/88 = 30.37-
46.59). “ plantas cry1AclgusA-positiva esperadas quando um heterozigéta cry1AcigusA é
usado como fémea em um cruzamento com uma planta do tipo selvagem, em porcento. O
percentual esperado foi calculado de acordo com Feldmann et al. (1997).

Tabela 5. Ensaio alimentar de larvas neonatas de Anticarsia gemmatalis em folhas soltas de
plantas transgénicas T,.

consumo foliar

Familias (média) - Larvas vivas (média)
24 48h ~ %h
18a1 1.25 3.68 1.756
18a4 1.40 4 4.02 1.95
Controle - 3.00 19.92 19.33

Vinte larvas foram colocadas nas folhas soltas. Consumo foliar foi estimado ap6s 24 h da
infestacéo. Restos de folha (quando restaram) foram removidos e substituidos por um pedago
de uma dieta artificial sélida. A sobrevivéncia larvar foi registrada 48 e 96 h apés a infestagéo.
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Exemplo 2 — Andlise do desempenho agronémico de soja transgénica

resistente a lagarta da soja ¢

_ Isolinhas transgénicas homozigotas da cultivar comercial IAS 5 [Glycine
max (L.)] expressando um gene sintético truncado cry1Ac foram avaliadas em
relagdo aos possiveis efeitos do transgene na performance agrdnérhica.
Levando em conta todos os caracteres agronémicos analisados, a présenga do
transgene cry1Ac nao afetdu o desenvolvimento e a produtividade das plantas
transgénicas. A anélise citogenética mostrou que as plantas transgénicas
apresentaram cariétipo normal (2n=40). Tais plantas também foram avaliadas
em ensaios in vitro e in vivo para resisténcia a Anticarsia gemmatalis (lagarta-
da-soja). Dois controles negaﬁvos (IAS 5 nao transgénica e isolinha
homozigota gusA) foram utilizados. Em um bioensaio com folhas destacadas,
as plantas cry1Ac exibiram completa eficacia contra A. gemmatalis, enquanto
os controles negativos sofreram dano significante. Dados do ensaio com
plantas inteiras confirmaram uma elevada prote¢édo das plantas cry1Ac contra a
lagarta-da-soja, enquanto a planta ndo transgénica e a isolinha homozigota
gusA exibiram 56,5 e 71,5% de desfolhagao, respectivamente. Os resultados
dos bioensaios in vitro e in vivo confirmam a resisténcia das plantas a
Anticarsia gemmatalis.

O objetivo deste exemplo € o de analisar o desempenho agronémico das
linhagens transgénicas homozigéticas, e para confirmar a resisténcia dessas
plantas contra larvas A. gemmatalis através de bioensaios de alimentagcido com
folhas soltas ou da planta inteira. | '
Materiais e Métodos

“As isolinhagens transgénicas do cultivar IAS 5 utilizado na presente
invengdo foram desenvolvidas pelos presentes inventores, e carregam pelo
menos, uma copia génica intacta da construgdo sintética cry7Ac, onde a
seqiiéncia codificante de 1,8-kb € orientada pelo promotor 35S e terminador da
nopalina sintase. Em termos de “codon usage”, o gene cry1Ac foi concebido

para a expressao em dicotiledéneas e tem um contelido G+C de 47,7%. A
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maioria das alteragdes, resultaram em maiores niveis de expresséo de Cry1Ac
em plantas transgénicas (Sardana et al., 1996).
Desempenho agronomico ,

Progenias (= isolinhagens) foram obtidos por auto-polinizagdo de 11
plantas transgénicas Ts homozigéticas (44, 46, 162, 169, 438, 497, 507, 520,
551, 937, 1274). Sementes IAS 5 ndo-transgénicas fdram utilizadas como
controle. As sementes foram individualmente plantadas em vasos plasticos de |
30 cm contendo solo organico, que foram mantidas em casa de vegetagdo com -
luz natural, a 25 + 1 °C. Os vasos foram dispostos aleatoriamente em blocos
alinhados com seis repetigdes por linha. |

Os seguintes caracteres foram analisados: data de emergéncia,
desenvolvimentd inicial, cor do hipocétilo da plantula, cor da flor, cor da
pubescéncia, habito de crescimento, altura de planta, nimero de nés, data de
floragao, data de matufidade, cor do tegumento das sementes, cor do hilo das
sementes, peso de 100 sementes, nimero de sementes e peso total do grao. o

~desenvolvimento inicial foi avaliado 15 dias apés o plantio utilizando uma
“escala de 1 (baixo desenvolvimento da primeira folha trifoliada) a 5 (tbtal

desenvolvimento da primeira folha trifoliada).

As andlises de varidncia foram realizadas nos dados, utilizando o
procedimento GLM do SAS (SAS Institute, Cary, NC). Quando os pressupostos
para este teste, foram variaveis desconhecidas transformagc")es foram
selecionados de acordo com Box & Cox (1964). As transformagdes foram -
realizadas nos dados de data de florescimento, altura de planta, nimero de nés
e peso Atota| grao. Comparagbes multiplas foram feitas utilizando o teste
Tukey’s HSD.

Anilise Citogenética

O ndmero de cromossomos foi determinado em cinco isolinhagens
transgénicas (44, 169, 438, 937 e 1274)'e plantas controle ndo-transgénicas,
com trés repeticdes (plantas) por gendtipo. Dez células foram analisadas por
planta.
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Pontas de raiz com 1 cm de comprimento foram retiradas das mudas,
pré-tratadas com uma solugdo saturada de paradiclorobenzeno por 18-20 |
horas a 4 °C, fixadas em etanol-acido acético 3:1 por 12-24 h e armazenados
em etanol 70% a -18 °C. As laminas foram preparadas apenas com uma ponta
de raiz por lamina, cada plantula foi considerada como uma planta. As pdntas
de raiz foram hidrolisadas'em HCI 1N a 60 °C por 8 min e coradas com
Feulgen. A contagem cromossdmica foi feita durante a metafase das células
intactas, diretamente com o microscopio.

Bioensaios com Insetds

Duas isolinhagens transgénicas cry1Ac homozigéticas (162, 438) foram
avaliadas por ensaios in vitro e in vivo de resisténcia a Anticarsia gemmatalis.
Uma isolinhagem gusA homozigética (732) e plantas ndo-transgénicas IAS 5
foram utilizadas como controles negativos. plantadas em vasos plésticos de 30
cm contendo solo organico, que foram mantidas em casa de vegetagédo com luz

‘natural, a 25 + 1 °C. Os vasos foram dispostos aleatoriamente em blocos

alinhados com seis repetigdes (plantas) por genétipo. Cerca de 2.000 ovos de
A. gemmatalis foram utilizados. | |

A atividade inseticida de plantas transgénicas e controle in vitro para
larvas A. gemmatalis foi avaliada usando um ensaio de alimentagao com folha
solta. Foliolos de folhas trifoliadas grandes foram colocadas em placas de Petri
100 mm x 20 mm contendo um pedaco de papel de filtro umedecido e foram
incubadas por 72 horas a 25°C (com fotoperiodo de 12h). A quantidade de |
tecido foliar foi mantida tdo uniforme quanto possivel de uma placa para outra,
com as folhas sendo substituidas conforme necessario. Amostras de folhas
foram infestados com 20 larvas neonatas de A. gemmatalis por placa. Apds
24h, o consumo percentual de folhas foi estimado. Os percentuais do consumo ' _
de folhas foram convertidos em pontuagbes como segue: 1 (consumo muito
baixo), 2 (menos de 50%), 3 (cerca de 50%) e 4 (~ 100% consumo). O nimero
de larvas vivas e mortas foi determinado apbs 24, 48 e 72h de infestagéo. Ao
fim do experimento, as larvas ‘sobreviventes tiveram seu desenvolvimento e

peso avaliados.
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Todo o ensaio de alimentagao com planta foi realizado em uma casa de
vegetacdo. Cada planta foi infestada com 50 larvas de lagarta de soja, quando
as plantas estavam nas fases V3 a V4 de désenvolvimehto. A resisténcia foi

avaliada através de estimativas visuais de defoliagdo percentual e

.sobrevivéncia do inseto em sete e quatorze dias apés a infestagdo. A

defoliagdo percentual refere-se a porcentagem de folhas consumidas com area
superior a 50%. |
Resultados e discussio
Desempenho agronémico

Para as seguintes caracteristicas agronémicas, nao foram observadas
variagdes dentro e entre as isolinhagens transgénicas e o controle nao-
transgénico IAS 5: data de emergéncia (6-7 dias), cor do hipocétilo da plantula

'(verde claro), cor da flor (branca), cor de pubescéncia (cinzento), habito de

crescimento (determinado), maturidade (155 dias), cor do tegumento das
sementes (amarelo), cor do hilo das sementes (marrom claro). Esses
caracteristicas estdao em conformidade com descrigéo do IAS 5.

Foram observadas diferengas significativas para o desenvolvimento
inicial, data de floragao, altura de planta, nimero de nés, nimero de sementes,
peso de 100 sementes e peso total do grao (Tabela 6). Dez dias apés o plantio
os controles nao-transgénicos IAS 5 estavam em um estagio mais avangado de
desenvolvimento (pontuagéo = 4,67) do que as das isolinhage'ns tran'sgénicas
(escores variando de 2,33 a 3,83; Tabela 7). Curiosamente, apenas duas
isolinhagens transgénicas (937, 520) mostraram um florescimento tardio,
enquanto as outros isolinhagens nao diferiram dos controle ndo-transgénicos
IAS 5. Do mesmo modo, o nimero de nds e altura de planta na maturidade da
maioria das isolinhagens transgénicas nédo diferiram do controle. No que diz
respeito a avaliagéo de rendimento, cinco isolinhagens transgénicas (169, 438,
497, 520, 1274) tiveram uma baixa significativa do peso de 100 sementes,
enquanto as outras isblinhagens nao diferiram do controle. No entanto, para o
namero de sementes e peso totél dos gréos n&o foram detectadas diferengas
significativas entre as isolinhagens transgénicas e do controle. Tendo em conta
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todas as caracteristicas analisadas, a presenga do transgene cry/Ac néao
afetou o desenvolvimento e produtividade das plantas. O desempenho

agrondmico das isolinhagens transgénicas foi similar ao controle. Do mesmo

modo, Miklos ef al. (2007) apresentaram diferengas insignificantes no
desempenho agrondmico (emergéncia, ﬂoragéo, altura da planta, acamamento,
maturidade e produtividade) de plantas transgénica de soja contendo um gene
cry1A altamentev expresso. '

Analise Citogenética

Um total de 180 células da ponta. da raiz de cinco isolinhagens
transgénicas e plantas controle nao-transgénicos foram analisadas. O exame
citolégico (cromossomos de pro-metafase mitética a metafase) das células
demonstrou que as plantas transgénicas e controles apresentam caribtipo
normal (2n = 40) sem anomalias cromossémicas aparentes. '
Bioensaios com Insetos ' | '

Cultivares de soja Bt ainda nao foram comercializados, embora
linhagens experimentais tenham sido desenvolvidas. Uma linhagem de soja
transgénica, cultivar "Jack" expressando altos niveis de um gene sintético
cry1Ac causou mortalidade‘completa’da larvas A. gemmatalis em bioensaios
laboratoriais (Stewart et al., 1996) e em gaiolas de campo infestadas
artificialmente (Walker et al., 2000). Mais recentemente, linhagens transgénicas
de soja ("A5547") expressando um gene sintético cry1A foram avaliadas para a

resisténcia contra varios lepidopteros com experimentos em viveiro-telado e

“convencional em terreno. Linhagens Bt apresentaram praticamente completa

eficacia contra todas as pragas testadas (Macrae et al., 2005). Além disso,
Miklos et al. (2007) relataram a produgédo de trés Iinha‘gens transgénicas de
soja através de transferéncia génica mediada por Agrobacterium do gene cry1A
(tic107), que exibiram um alto grau de resisténcia .contra lepidépteros
(Pseudoplusia includens, Helicoverpa zea, e A. gemmatalis) em bioensaios
com disco foliar e com toda a folha. Nos bioensaios com disco foliar todas as
trés linhagens transgénicas Bt causaram 100% de mortalidade no periodo de
ensaio 4-d, enquanto a mortalidade .nas isolinhagens isogénicas variou de 25 a
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42%: No ensaio com toda a folha, tanto larvas de terceira e quarta fase nas
linhagens transgénicas Bt tiveram 100% de mortalidade ap6s ensaio 4d,
comparado com 6,7 e 0% de mortalidade, respectivamente, nos controles.

Na presente configuragao preferéncial duas isolinhagens homozigéticas
transgénicas cry1Ac (162, 438), uma isolinhagem homozigética gusA (732) e
plantas nao-transgénicas IAS 5 foram avaliadas em ensaios in vitro e in vivo de |
resisténcia a A. gemmatalis. Para os ensaios de folhas soltas in vitro, as folhas
isoladas foram infestadas com larvas neonatas de A. gemmatalis. Apbés 24 h,
as folhas da isolinhagem homozigética gusA e das plantas ndo-transgénicas
foram completamente desfolhadas (Figura 6a e b). Em contrapartida, o
consumo foi significativamente reduzido nas folhas transgénicas homozigéticas
cry1Ac (Tabéla 8, ﬁg.'6c e d). Lagartas alimentadas com folhas transgénicas
crylAc mostraram escurecimento e grave retardo do crescimento em
comparagdo com lagartas alimentadas com folhas do controle. Considerando o
peso larvar nas folhas nao-transgénicas como 100%, as larvas alimentadas em
folhas cry1Ac tiveram seu peso muito reduzido (64 e 66% para isolinhagens
162 e 438, respectivamente). O desenvolvimento das ‘larvas foi monitorado pc')r

mais dois dias. Setenta e duas horas apés a infestacéo, as larvas alimentadas

.com folhas cry1Ac apresentaram 100% de mortalidade, em comparagdo com

1,65% de larvas alimentadas com folhas de ambas as plantas nao-transgénicas
e gusA.

Os danos pelos insetos nos ensaios de alimentagdao com planta inteira
foram semelhantes aos ensaios de alimentagdo com folha solta, como as |
plantas controle, sofreram uma maior quantidade de danos nas folhas do que
as plantas transgénicas (T abellé 9; Fig. 7). A porcentagem de desfolhag¢éo da
isolinhagem homozigética gusA (732) e plantas ndo-transgénicas IAS 5
quatorze dias ap6s a infestagdo foi em média 56,5 e 71,5%, respectivamente.
Por outro lado, quase nenhum dano foi observado nas isolinhagens
transgénicas cry1Ac (162, 438). |
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Os resultados obtidos na presente configuragéo preferencial mostraram
que o alto nivel de resisténcia contra a larva de soja é semelhante ou até maior
do que o relatado por Miklos et al. (2007).

Concluséo dos resultados deste exemplo

1. Esta configuragéo preferencial relata o desempenho agronémico de
soja transgénica das isolinhagens IAS 5. Tendo em conta todas as
caracteristicas agrondmicas analisadas, a presenga do transgene cry7Ac néao
afetou o desenvolvimento e produtividade das plantas.

2. Andlises citogenéticas mostram que as plantas transgénicas
apresentam cariétipo normal (2n = 40) sem aparentes anomalias
cromossdmicas. '

3. Os resultados dos bioensaios in vitro e in vivo confirmaram a

resisténcia de plantas transgénicas para Anticarsia gemmatalis.



Tabela 6. Média quadrada, coeficiente de variagdo e Valor-P da anélise de variancia para o desenvolvimento inicial (D), data da floracéao

(DF), altura de planta (PH), numero de nés (NN), nimero de sementes (NS), peso de 100 sementes (10-PB) e peso total do grdo (TGW).

" Fontes de variagéo Graus de liberdade ID FD PH .NN NS 100-SW TGW
Linhagens | 11 .24,839647 7,63E-16 0,4217443 0,0003615 3205,226 5,2933177 104,74739
Blocos 5 2,1888889 1,07E-16 0,0546206 5,65E-05 1275,3806 1,4334856 26,09431
Erro 55 3,0358586° 1,24E-16 0,0589997 5,89E-05 1475,6108 1,0902522 36,906352
CcV. - 34,37007 4,45E-06 5616527 0,829181 26,30824 6,564811 26,62165
ph - 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0296 0,0001 0,0052

MValor-P relacionado a comparagéo entre as linhagens.

GG/ Ly



Tabela 7. Desempenho agrondmico das plantas transgénicas para T* inicial desenvolvimento (ID), data floragao (DF), altura de planta (PH), nimero de né (NN), nimero de
sementes (NS}, peso de 100 sementes (100-PB) e peso total grdo (TGW). :

linhagem iD linhagem FD linhagem PH linhagem NN linhagem NS linhagem 100-SW  linhagem TGW

NT® 4,67 a 937 59,33 a 551 107,00 a 551 15,83 a 162 204,33 a NT® 17,66 a 162 3200a
1274 3,83b 520 58,50 a 520 105,50 a 520 15,33 ab 507 164,33 ab 44 16,67 ab NT®  2005ab
551 3,50 be 551 57,00 ab 937 10367 2 NT® 15,33 ab NT" 162,33 ab 507 16,65 ab 507 26,69 ab
937 3,33bc 438 56,17 abc 507 87,67 a 507 15,33 abe 937 153,17 ab 162 16,22 ab 937 22,96 ab
438 3,17 be 507 53,00 abc NT® 96,00 a 937 15,00 abc 169 145,00 ab 937 16,21 ab 551 21,74 ab
169 3.(7 be 44 51,17 abc 162 74,33 ab 162 13,33 abcd 438 141,83 ab 551 16,20 aS 43'8 21,44 ab
162 3,17 be 1274 50,83 abc 438 71,83 ab 438 12,83 abed 520 140,50 ab 46 | i5,93 abc 169 21,23 ab
507 3,17 be NT 49,17 be 1274 68,00 ab 1274 12,83 bed 554 137,33 ab 497 15,59 be 497 20,28 ab
497 3,00 be 497 49,00 be 497 67,67 ab 497 12,67 bed 497 132,33ab 1274 15,56 bc 44 20,10 ab
520 - 3,00 be 162 4717 ¢ 44 56,83 b 46 12,33 cd 46 12550 b 438 15,24 bc 465 20,01b
46 267¢ 46 4717 ¢ 169 56,33 b 44 12,33 cd 1274 124,67 b 169 14,92 be 520 19,29 b
44 2,33¢ 169 47,00 ¢ 46 5367b 169 11,83 d 44 120,83 b 520 14,01 ¢ 1274 19,05 b

Meios seguidos pela mesma letra ndo sdo estatisticamente significantes no nivel 0,05. o NT n8o-transgénicas IAS 5 controle.

§5/8p
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Tabela 8. Ensaio de alimentacéo de larvas neonatas de A. gemmatalis em folhas soltas.

Cons. Foliar
(média) Peso Larvar (média) (mg) % Mortalidade (média)
Genotipo 24 h ' 24 h 24h  48h  72h
162 1 0.40 908 98.3 100
438 1 0.39 85 95 100
732 3.67 1.56 085 1.65 165 -
NT 3.83 1.12 1656 165 165 .

"plantas ndo-transgénicas IAS 5. Vinte larvas colocadas nas folhas soltas. Pontuagao para o
consumo foliar: 1 (Consumo muito baixo), 2 (menor que 50%), 3 (em torno de 50%) e 4 (~100%

de consumo).

Tabela 9. Ensaio de alimentagdo com planta inteira em-larvas neonatas de A. gemmatalis.

% desfolhagao
Gendtipo 7 dias ap6s a infestagéo 14 dias ap¢s a infestagéo
(média) (média)
162 0 ' 0
438 0 0
732 60 | 715
NTM 375 56.5

Plantas nao-transgénicas IAS 5. Cada planta foi infestada com 50 larvas de soja. O
percentual de desfolhacéo refere-se a porcentagem de folha com area consumida maior que
50%.

O Brasil & o segundo maior prddutpr mundial de soja e o Estado do Rio
Grande do Sul é o terceiro maior produtor de soja do Brasil. Sendo assim, o
grande interesse econdmico desta espécie torna-a um importante alvo para o
melhoramento genético. Como a maioria das espécies de plantas cultivadas
que fazem parte do sistema agricola atual, a soja possui uma baixa
variabilidade genética, o que tem dificultado o seu melhoramento através de
técnicas classicas de cruzamento. Neste sentido, técnicas de cultura de tecidos

e de transferéncia de genes apresentam-se como importantes ferramentas



10

15

20

25

30

50/55

auxiliares, permitindo que genes derivados de plantas relacionadas ou no e,
até mesmo, de outros organismos possam ser utilizados em programas de
melhoramento. Entretanto, o sucesso com estas abordagens tem sido limitado,
devido 2 falta de sistemas eficientes de regeneragdo e de transformagdo. A

maior vantagem da utilizagdo de técnicas de engenharia genética para a

“transferéncia de genes especificos é a redugédo no tempo necessario para a

obtencéo de cultivares comercialmente Gteis, com um minimo de rompimento
da integridade genética de genomas ja selecionados.

Considerando que um sistema eficiente de regeneragéo in vitro é pré-
requisito para o sucesso na transformagao genética, a partir de 1991, temos
testado, em nossos laboratérios, a regeneragao via embriogénese somatica de
mais de vinte cultivares de soja recomendadas para o cultivo no Brasil. A
cultivar IAS 5, utilizada na presente invengéo, destacou-se por apresentar alto
potencial embriogéhico e alta capacidade de regeneragdo in vitro (Santos et al.,
1997; Droste et al., 2001). Em relagdo ao método de transformagﬁéo, foi
estabelecido um protocolo de transferéncia direta de DNA, Vvia
bombardeamento de particulas, utilizando o tecido émbriogénico como alvo.
Através deste protocolo, foram geradas plantas férteis e totalmente
transgénicas da cultivar IAS 5 expressando o gene reporter gusA (Droste et al.,
2002).

A importéhcia econémica da cultivar comercial IAS 5, aliada aos
enormes prejuizos causados por lagartas de Anticarsia gemmatalis que afetam
a cultura da soja, motivaram o desenvolvimento de uma linha resistente a tal
praga. Desta maneira, um dos objetivos da invengéo € proporcionar meios para
introduzir, na cuitivar comercial IAS 5, o gene sintético cry7Ac de Bacillus
thuringiensis, visando a obtencao de plantas resistentés a lagarta-da-soja (A.
gemmatalis).

0 gene sintético cry1Ac codifica apenas as regides amino e central da 8-
endotoxina Cry1Ac, as quais sio as regides importantes para a toxicidade
desta pro_teina a lagarta-da-soja (Bravo et al., 2002). Este gene modificado

apresenta uma alteracdo de cédons com o objetivo de otimizar sua expressao
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em plantas e foi sintetizado a partir da unido de oligonucleotideos com o
contetido de bases G + C alterado (47,7%) em relagdo ao gene original (37%)

.(Sardana et al., 1996). O controle da expresséo do gene cryfAc é realizado

através do promotor 35S e do terminador da nopalina sintase (nos).

O mesmo gene cry1Ac sintético, utilizado na presente invengao, foi
primeiramente testado sob controle do promotor CaMV 35S, em algodao
(Perlak et al., 1990). Posteriormente, este gene, sob controle do promotor da
ubiquitina, foi testado em milho (Sardana et al., 1996). Nossos resuitados
mostram a eficiéncia do promotor 35S em soja..

Atualmente, a. maioria das culturas transgénicas estd alterada em

~ caracteristicas controladas por um (nico gene. Entretanto, plantas com

caracteristicas transgénicas multiplas podem ser obtidas pelo processo de
retransformagéo de uma planta ja transformada ou pelo cruzamento sexual de
diferentes plantas transgénicas que contenham, cada uma, um gene exégeno.
Contudo, se por um lado ha um grande nimero de caracteristicas e genes
desejaveis a serem incorporados nas culturas, ha um nimero limitado de -
genes marcadores de selegdo disponiveis (Miki e McHugh, 2004). Quando uma
segunda caracteristica é introduzida em uma planta transgénica por
retransformagéo, a presenga de um gene marcador nesta planta receptora
impede o uso do mesmo marcador para a selegdo da planta duplo-
transformada. Por outro lado, se caracteristicas transgénicas forem reunidas
por cruzamento sexual, a redundancia do gene de sele¢do no genoma da
progénie pode ser problematica, pois aumentaria a possibilidade de
silenciamento génico dependente de homologia. Por estes motivos, varios
sistemas tém sido desenvolvidos para a remog¢dao do gene de selecdo das
plantas transgénicas, o que permite a utilizagdo de um mesmo gene de selegao
para transformagdes sequienciais (Bodanese-Zanettini e Pasquali; 2004).

Aliada as limitages acima, a preocupagéo publica com a disseminagao
de transgenes de resisténcia a antibiéticos tem incentivado o desenvolvimento
de tecnologias para a obtengdo de plantas transgénicas livres de genes
marcadores. Embora nenhum efeito deletério da liberagdo destes genes de
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resisténcia seja conhecido, a percepgdo pulblica de possiveis riscos tem
limitado a aceitacdo de produtos transgénicos. Tal preocupagédo encontra
fundamento na possibilidade da transferéncia horizontal do transgene marcador -
do vegetal para bactérias patogénicas do trato intestinal humano. Embora o
risco da transferéncia de genes de resisténcia das plantas transgénicas para |
bactérias patogénicas seja essencialmente hipotético e remoto, este ndo pode
ser totalmente afastado (Bennett et al., 2004).

Na presente invengdo, com a expectativa de se obter plantas
transgénicas cryfAc livres de genes marcadores, a estratégia de co-
transformagdo  foi  escolhida. Na = co-transformagdo 0s  genes
reporteres/marcadores de selegdo e o gene de interesse sdo introduzidos em
cassetes de transformagao ou plasmideos diferentes. Esse sistema permite a
segregagao do gene de interesse e do gene repérter/marcador de selegao na

progénie de plantés transformadas, desde que tais genes tenham sido

_inseridos em Joci ndo ligados (Ebinuma et al, 2001, Park et al, 2004). A

eficiéncia de co-transformacgéo obtida neste trabalho (44%) esta de acordo com
publicagbes anteriores para soja. Em situagbes em que dois genes, em

plasmideos separados, sdo introduzidos por bombardeamento de particulas, a

taxa de co-transformagéo tem variado de 18 a 50% (Christou e Swain, 1990; Li
et al., 2004).

A co-transformacgao pode resultar na ligagdo dos genes em um Unico
loco, o que fréqﬁentementé ocorre, quando é utilizado o método de biolistica
(Miki e McHugh, 2004). Confirmando esta tendéncia, as analises moleculares
das progénies T, T2 e T3 mostraram que os transgenes reporter/marcador de
selecao (qusA/hpt) co-segregaram com o gene de interesse (cry7Ac), indicando
sua integragdo em um Unico loco. Resultados semelhantes foram obtidos em
soja por Hadi et al. (1996).

A integracéo dos génes reporter/marcador de selegdo (gusA/hpf) e do
gene de interesse no mesmo loco, teoricamente, impediria a segregagao dos
mesmos nas progénies e, portanto, a obtengdo de plantas livres de marcador
de selegdo. Entretanto, no presente trabalho, a identificagdo de plantas cry1Ac-
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negativas/gusA-positivas na descendéncia de plantas cry7Ac-positivas/gusA-
positivas indicou a ocorréncia de recorhbinagéo, }o que & possivel se os genes
nao estiverem corhpletamente ligados, ou seja, se houver DNA gendmico
intercalado entre os transgenes. Se isto for confirmado, pode-se manter a
expectativa de buscar plantas livres de genes marcadores.. A estrutura do loco
pode variar de simples copias intactas até configuragbes complexas,
compreendendo coOpias intactas, repeticbes in fandem ou invertidas,
concatameros, sequéncias truncadas efou rearranjadas e presenca de DNA
gendmico intercalado entre os genes (Kohli et al., 2003).

A transmiss@o regular do transgene, bem como a manutengéo de sua
express3o & um pré-requisito para a produgao de linhagens e, posteriormente,
de novas cultivares a partir de transformantes primérios. Segundo Campbell ef
al. (2000), o loco transgénico € considerado hemizigoto nos transformantes
primarios. Desta forma, é esperado que os transgenes se comportem como
genes ‘dominantes e segreguem em uma broporgéo de 3:1 (descendentes
transgénicos e nao-transgénicos, respectivamente) quando a planta é
autopolinizada. No entanto, entre 10 e 50% 'das’linhagéns transgénicas, em
varias espécies de plantas superiores, apresentam padroes excepcionais de
expressao e heranga (Yin ef al., 2004).

Na presente inven¢do, as progénies T apresentaram um namero
significantemente menor de plantas transgénicas (cry1Ac—positivas/gasA-
positivas) do que o predito pelos principids Mendelianos de heranga para um
Gnico loco. As familias T, e T3 continuaram a segregar de forma excepcional,
com uma grande deficiéncia de plantas transformadas.

A segregagdo excepcional pode resultar de um grande numero de
fatores que incluem, principalmente: a inativagcéo da expresséao do transgene, a
inser¢do do transgene levando a uma mutagao letal, e a baixa transmissao do
trahsgene para a progénie (Yin et al., 2004). A inativagdo da expressao €
frequenteménte observada quando o transgene esta presente em mudltiplas
copias e é responsavel pela segregagdo anormal. Na presente invengéo , a

inativagdo da expressdo ndo pode ser considerada como alternativa para
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explicar a segregag@o nao-Mendeliana, uma vez que foi confirmada a auséncia
do DNA exogeno nas plantas descendentes que n&o expressavam 0s
transgenes. |

Por outro lado, a integragéo do transgene no genoma da planta poderié
ter provocado uma mutagao letal em um gene essencial. Esta mutagdo seria
refletida pela auséncia de homozigotos na progénie das plantas transformadas.
No entanto, a identificagdo de plantas homozigotas na geragéo Ts afastou a
possibilidade de ocorréncia de mutacéo letal vdevida a insergao do transgene.

Desta forma, diante do nimero reduzido de plantas transgénicas em
relacdo ao esperado, foi levantada, entdo, a hipétese de bloqueio na
transmissdo dos transgenes por um ou ambos os gametas. Para testar esta
hipétese, fora-m realizados cruzamentos reciprdcos de algumas plantas
transgénicas T; com plantas ndo transformadas. Os resultados destes
cruzamentos mostraram que os transgenes sdo transmitidos tanto pelo gameta
masculino como pelo feminino, embora em uma freqijéncia reduzida. A
reducdo na taxa de transmissao dos gametas portando os transgenes pode
explicar a dificuldade de obtengdo de plantas homozigotas nas primeiras
geragdes segfegantes. Entretanto, a homozigose foi atingida na terceira
geragéao é 11 isolinhas transgénicas foram estabelecidas. |

Como a transmissao reduzida dos transgenes por ambos os gametas
poderia comprometer a produtividade das plantas transgénicas, decidiu-se
investigar, de forma detalhada, a performance agrondmica das isolinhas
homozigotas T4. Apenas cinco das 11 isolinhas testadas apresentaram o peso
de 100 sementes mais baixo do que o controle (plantas de IAS 5 nao
transformadas). No entanto, para as caracteristicas nimero total de sementes
e peso total de graos, nenhuma diferenga significativa foi detectada entre as
isolinhas e o controle. De um modo geral, considerando-se todos os caracteres
agrondmicos analisados, a presenga do transgenye crylAc nao afetou o
desenvolvimento e a produtividade das plantas transgénicas. |

Os bioensaios realizados mostraram que tanto as plantas heterozigo{as
da geragdo T, (Exemplo 1) como as isolinhas homozigotas T4 (Exemplo 2)



10

15

20

25

30

55/55

apresentaram uma alta resisténcia quandb desaﬁadés com larvas de A.
gemmatalis. O nivel de resisténcia observado nos resultados da presente
invengdo é equivalente e, até mesmo, mais elevado do que o descrito por
Miklos et al. (2007). Estes autores demonstraram a completa protecdo das
plantas transgénicas de soja quando desafiadas por lagartas de A. gemmatalis.
Um aspecto relevante a ser considerado é o fato de que a expresséo do gene
cry1A descrita por Miklos ef al. (2007) é classificada como de “alta dose” e um
periodo de quatro dias de teste foi necessério para causar a total mortalidade
das lagartas quando em contato com as folhas transgénicas. No bioensaio com
folhas destacadas, realizado no presente estud‘o,. um periodo de 24 horas foi
suficiente para matar a grande maioria das lagartas em contato com as folhas
transgénicas, tendo sido registrada 100% de mortalidade trés dias apés a
inoculagdo das larvas (Exemplo 2). Os resultados obtidos no bioensaio com
plantas inteiras confirmaram a alta protegdo das mesmas contra a lagarta-da-
soja. A quantificagdo da expressao da proteina Cry1Ac sera uma das proéximas
etapas na caracterizagéo das plantas transgénicas.

O produto apresentado na presente invengao é o resultado do primeiro
trabalho desenvolvido pela equipe na obtengéo de plantas transformadas com
um gene de interesse agrondmico. Este &, também, o primeiro produto
transgénico de soja obtido no Brasil por co-transformagéo genética via
biolistica, utilizando embrides sométicos como alvo. Os resultados altamente
promissores, que demonstram expressiva resisténcia das plantas transgénicas
a lagarta-da-soja, abrem a perspectiva de uso comercial deste produto. A
presente invengdo tem o mérito de mostrar a eficiéncia do gene sintético
crylAc de Bacillus thuringiensis em soja. Além disto, o protocolo de
transformagado utilizado proporciona a obtengdo de outros produtos
transgénicos de soja, resultantes da integragdo do proprio gene sintético
cry1Ac, bem como de outros genes de interesse agronémico. o

Os versados na arte valorizardo os conhecimentos aqui apresentados e
poderdo reproduzir a invengdo nas modalidades apresentadas e em outros

variantes, abrangidos no escopo das reivindicagdes anexas.
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Reivindicacoes
CONSTRUGCAO GENICA, METODO DE TRANSFORMACAO GENETICA DE

SoJA, PROCESSO PARA PRODUZIR PRAGUICIDA, PROCESSO DE
CONTROLE DE PRAGAS

1. Construcdo génica para a transformagdo de células vegetais
caracterizada por compreender pelo menos parte do promotor 35S

funcionalmente ligado a pelo menos parte da sequéncia codificante do gene

cry1Ac de Bacillus thuringiensis.

2. Processo de produgdo agricola, caracterizado por compreender o
cultivo de sojé contendo uma construgdo génica compreendéndo pelo menos
parte do promotor 35S funcionalmente ligado a pelo menos parte da sequéncia
codificante do gene cry1Ac de Bacillus thuringiensis.

3. Método de transformacgéo de soja caracterizado por compreender a
co-transformagéo via bombardeamento de tecido embriogénico.

4. Método, conforme reivindicagdo 3, caracterizado pelo fato de que a
reférida co-transforagdo € conduzida com wuma construgdo génica
compreendendo pelo menos parte do promotor 35S funcionalmente ligado a
pelo menos parte da sequéncia codificante do gene cry7Ac de Bacillus
thuringiensis. _

5. Processo de produgdo de praguicida, carécterizado pelo fato de
compreender o cultvo de soja contendo uma construgdo génica
compreendendo pelo menos pérte do promotor 35S funcionalmente ligado a
pelo menos parte da sequéncia codificante do gene crylAc de Bacillus
thuringiensis. |

6. Processo de controle de pragas agricolas, caracterizado pelo fato de
compreender a expressdo, em soja transformada geneticamente, de pelo

menos parte da sequéncia protéica de cry1Ac de Bacillus thuringiensis.
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Resumo
CONSTRUGAO GENICA, METODO DE TRANSFORMAGAO GENETICA DE SOQJA,
PROCESSO PARA PRODUZIR PRAGUICIDA, PROCESSO DE CONTROLE DE
PRAGAS

A presente invengdo proporciona uma construgdo génica que
compreende o gene cry1Ac de Bacillus thuringiensis funcionalmente ligado a
um promotor funcional em plantas. Em uma concretizagéo preferencial, plantas

transformadas com a construgdo génica da invengdo, expressam o gene

crylAc de Bacillus thuringiensis e apresentam adequado desempenho
agrondmico/produtividade e proporcionam completa eficacia contra A.
gemmatalis, oferecendo um efetivo .potencial para resisténcia a insetos em
soja.



	Bibliography
	Claims
	Drawings
	Description
	Abstract

