Deteccao de Proteina Cry 1Ac em Soja
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INTRODUCAO

A producao de plantas resistentes a pragas e patdgenos € um dos objetivos
da transformacao genética de plantas. Dentre esses, destaca-se a transferéncia de
genes de resisténcia a insetos. Os genes cry isolados da entomobactéria Bacillus
thuringiensis (Bt), sdo responsaveis pela codificacao de proteinas Cry de atividade
Inseticida, através da qual a morte do inseto se da, entre outros fatores, ao
desequilibrio osmatico e ionico do epitélio intestinal. A incorporacao de genes cry 1
Ac na cultura da soja para o controle da lagarta Anticarsia gemmatalis visa a
reducao dos custos de producéo e a protecao do ambiente, pela reducao no uso

Planta-méae Progénie (T,)
(To) transgénica
A 28
B 07
C 09
D 11
E 02
F 07
G 09

Tabela 1. Numero de plantas

de agroquimicos na lavoura.

OBJETIVO

Detectar a presenca da proteina Cry 1Ac de Bt em soja IAS-5 co-
transformada, atraves do teste de fitas de fluxo lateral e a expressédo da delta-
endotoxina Cry 1Ac em bioensaio com a lagarta da soja, paralelo a presenca do
transgene gene cry 1Ac via Reacao de Polimerase em Cadeia (PCR).

MATERIAL E METODOS

O presente estudo esta sendo realizado conjuntamente pelo Departamento
de Genéetica, Biologia Molecular e Biotecnologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul e o Nucleo de Biotecnologia Aplicada a Cereais (NBAC) da
Embrapa Trigo. Em casa-de-vegetagao, foram semeadas plantas T, da cultivar
IAS-5 co-transformada com cry 1Ac de B. Thuringiensis, nas quais foi determinada
a presenca do referido transgene em geracgao T, (Fig.2). Para o teste de tiras de
fluxo lateral, foram selecionadas 280 plantas T,, das quais foi retirado um disco
foliar e macerado com tampao de extracao em tubo 1,5mL para introducao da tira
de deteccao da proteina. Paralelamente, a presenca do transgene, independente
de sua expressao, € realizada pelo teste de PCR, utilizando um primer para cry
1Ac que amplifica um fragmento de 180 pb. Para o bio-ensaio (Fig.1l), foram
selecionadas 65 plantas T, e utlizadas 5 plantas da cultivar IAS 5 nao-
transformada como controle negativo, das quais foi colocado um foliolo/placa de
Petri, arranjadas em delineamento completamente casualizado com 4 repeticoes.
Em cada unidade experimental, foram depositadas 20 lagartas Anticarsia
gemmatalis do 3° instar e as avaliacdes quanto ao indice de mortalidade das
lagartas foram realizadas 24, 48, 72 e 120 horas ap0s a inoculacéao.

Figura 1. Bioensaio com lagartas
Anticarsia gemmatalis: a) e b)
Inoculacao, c) placas em camara de
crescimento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste de tiras de fluxo lateral realizado, em 73 plantas (Tabela 1)
expressaram o0 gene cry 1Ac, resultado da segregacao do transgene na
geracao T,.

transgénicas determinado por | | N
tiras de fluxo lateral para a Figura?2. Plantas T, negativas (1linha) e positivas

proteina Cry 1Ac. (2 linhas) para a expressao do transgene cry 1Ac
em teste de tiras de fluxo lateral.

Atraves da amplificacdo de DNA via PCR, esta sendo estimada a
relacao entre a presenca do transgene e sua expressao (resultado positivo
no teste de tira de fluxo lateral). Até o0 momento foi confirmada a presenca do
gene cry 1Ac em 16 plantas originarias da planta mae A (Fig.3).
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Plantas positivas originarias
da planta-mae A: 61, 64,
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A morte das lagartas ao se alimentarem dos foliolos de plantas
transformadas observada no bio-ensaio realizado, em oposicdo as lagartas
alimentadas com plantas nao-transformadas, indica que a delta-endotoxina se
expressa no tecido foliar. A morte destas lagartas pode ser explicada pelo
mecanismo de acado das proteinas Cry, gue inicia com a solubilizacao do
corpo de inclusao, terminando pelo desequilibrio ibnico entre o citoplasma e o
meio externo a célula; destruicdo das microvilosidades, hipertrofia das celulas
epiteliais; vacuolizacdo do citoplasma e lise celular, levando o intestino a
paralisia e morte da larva (FIUZA, 2004).

CONCLUSAO

A presenca das proteinas Cry em tecidos foliares de plantas de soja
transformadas com o transgene Cry 1Ac, detectado via PCR, pode ser
determinada via teste de tira de fluxo lateral e seu efeito sobre a lagarta-da-
soja, Anticarsia gemmatalis, sugere a Iimportante contribuicao desta
biotecnologia para a preservacao da biodiversidade, preservando o ambiente
da acao toxica de agroquimicos.
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