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O Brasil é o segundo maior produtor de soja [Glycine max (L.) Merrill] do mundo e
previsdes indicam que a producdo agricola no nosso pais vai continuar crescendo.
Mesmo com este cendario positivo, diversos estresses ambientais limitam o rendimento
desta oleaginosa. Insetos estdo entre os principais limitadores bidticos, sendo as lagartas
e 0S percevejos as principais pragas. Ja existe no mercado a soja Bt, que € resistente a
lagartas, mas ainda ndo ha plantas de soja geneticamente modificadas com resisténcia a
percevejos. A identificacdo de genes que possibilitem a obtencdo de plantas de soja
mais resistentes a estes insetos pode contribuir para a liberagdo de cultivares
agronomicamente superiores. O presente projeto tem como objetivos principais a
identificacdo de genes com potencial para conferir resisténcia a insetos fitofagos e a
obtencdo de plantas de soja que expressem estes genes. A atividade inseticida de uma
proteina de Canavalia ensiformis contra insetos fitéfagos foi descrita pelo grupo de
pesquisa da UFRGS coordenado pela Dra. Célia R. Carlini, sendo o gene que codifica
esta proteina eleito como candidato para transformacgdo. Um vetor contendo a sequéncia
codificadora do gene foi cedido por este grupo. A identidade da sequéncia de
nucleotideos do gene foi confirmada através da realizacdo de testes moleculares (PCRs,
clivagens e sequenciamentos). Para amplificacdo do gene foram projetados
oligonucleotideos iniciadores (primers). O fragmento de tamanho desejado foi
amplificado por PCR e clonado no vetor de entrada pENTR-D/TOPO (Invitrogen). O
PENTR recombinante foi clivado com a enzima de restricdo ECORV e recombinado com
os vetores de destino pH7WG2D ou pEarleyGate100 via sistema GateWay (Invitrogen).
O vetor pH7WG2D possui um gene marcador hpt, que confere resisténcia a
higromicina, e um gene repdrter gfp, que induz uma fluorescéncia verde nos tecidos
transformados, permitindo acompanhar o desenvolvimento dos mesmos. J4 o vetor
pEarleyGate100 possui o gene marcador bar, que confere resisténcia ao herbicida
glufosinato. Este ultimo tem como vantagem a possibilidade de futura répida
identificacdo das plantas transformadas a campo. Paralelamente a construgdo dos
vetores, culturas embriogénicas de soja foram estabelecidas para garantir o tecido alvo
para os experimentos de transformacdo. Os conjuntos de embrides somaticos foram
submetidos & transformacdo via bombardeamento ou sistema integrado de
bombardeamento/Agrobacterium. Apds a transformacdo, os tecidos transformados
foram selecionados em meio contendo os agentes seletivos apropriados. Meios de
cultura especificos foram utilizados para indugdo da histodiferenciagdo, maturagdo e
regeneracdo dos embrides recuperados apds quatro meses em sistema de selecéo.
Atualmente, as plantas estdo no estdgio de regeneracdo, aclimatacdo ou
desenvolvimento em solo. Até o momento, o estado transgénico de plantas de 20
eventos, obtidos via bombardeamento, ja foi confirmado. Como perspectivas para o
presente projeto destacam-se a obtencdo de maior nimero de eventos de plantas
geneticamente modificadas, a caracterizacgdo molecular das mesmas, andlise da
estabilidade e padrdo de segregagdo do transgene e bioensaios. Os bioensaios com
insetos alvo e n&o-alvo servirdo como prova de conceito para avaliar a capacidade
inseticida do peptideo e confirmardo seu potencial para geracdo de um futuro produto
biotecnoldgico.



