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INTRODUCAO

O género Eucalyptus pertence a familia Mirtaceae e € composto em sua maioria por arboreas florestais. Entre as principais especies deste
género, E. grandis, E. urophylla, E. dunnii, E. saligna, E. globulus e hibridos destes apresentam destaque na producao de papel e pastas de
celulose. Entretanto, as baixas temperaturas registradas no inverno da regiao sul do Brasil e a auséncia de tolerancia ao frio e/ou ao
congelamento na maioria das espécies de Eucalyptus limitam o crescimento e o desenvolvimento de plantas deste género. Frente a estas
limitacOes, buscamos na literatura genes potencialmente capazes de conferir tolerancia as baixas temperaturas com vistas a testa-los em plantas
modelo e em Eucalyptus. Linhagens hibridas de E. urophylla x E. globulus tém demonstrado resultados promissores em relacao a transformacéao
geneética mediada por agrobactérias e ao processo de regeneracao in vitro. Alem destas, plantas de Arabidopsis thaliana e Nicotiana tabacum
estao sendo utilizadas para avaliar o potencial dos genes em conferir a tolerancia pretendida.

OBJETIVOS

Obtencao de plantas transgénicas de E. urophylla x E. globulus
expressando genes potencialmente capazes de conferir a tolerancia
ao frio e/ou ao congelamento. Plantas de A. thaliana e N. tabacum, por
se tratarem de plantas-modelo, também serdo transformadas para
avaliar o potencial dos genes em relacéo a tolerancia pretendida.

METODOLOGIA

A) Eco0109l 2608 Pfol 46  BstAPl 178
Aatll 2541 Ndel 153
Sspl 2525 Enel 235

Busca bibliografica e selecao de
sequéncias génicas

\ 4

Projecdao dos cassetes génicos
artificias para expressao em

Pami 2318

Begl 2238
g7
Scal 2201
R

pUC57
(2710 bp)

plantas % Aflll, Pscl 830
Gsul 1808~ b5
erol 1803 7/ £ s
Eco31l 1790 7 . \!
y “&'\
Eamri1051 1718 /7 rep\®
BseYl 1134
Sintese de sequéncias \c,an 1241

nucleotidicas artificiais e
projecao de primers

\ 4

Recebimentos dos vetores
pUC57 contendo os genes
artificiais e maxiprep

$

Isolamento dos cassetes génicos
e ligacdo nos vetores pCAMBIA

\ 4

Transformacgado genética e
selegao de A.tumefaciens
EHA105::pCAMBIA-Genes

\ 4

Transformacgdo genética de
Eucalyptus, A.thaliana e N.
tabacum i L

7
‘ S
Chromosomal
DNA

Selecdo, regeneracao,
caracterizacdo molecular e

T-DNA
A. tumefaciens
bioguimica das plantas
geneticamente modificadas '

Figura 1. Fluxograma das etapas do projeto D) Chromosormal
em desenvolvimento. A seta em cor vermelha TP 2
representa a atual etapa deste projeto. i
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Figura 2. Etapas de clonagem molecular e transformagéo genética de plantas. A) Vetor
de clonagem molecular pUC57. B) Vetor binario de expressdo pCAMBIA2300. C) Célula
de A. tumefaciens contendo o plasmideo binario de expressédo. D) Célula vegetal
contendo 0s genes de interesse inseridos no genoma.

PROXIMOS PASSOS

Regeneracao e selecao das plantas geneticamente modificadas.
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2. Caracterizacao molecular das plantas geneticamente modificadas

por PCR, RT-qPCR e AFLP.
Ensaios para averiguar a aquisicao de maior tolerancia ao frio.
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transgénicas de E. urophylla x E. globulus.

Transformacao, regeneracao, selecao e caracterizacao de plantas

RESULTADOS

Apods robusta busca bibliografica, foram definidas as regides
promotoras, codificadoras de proteinas e terminadoras para compor 0s
genes artificiais. Como demonstrado na Figura 3, as sequéncias
génicas foram organizadas em dois cassetes de expressao.
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Figura 3: Representacao dos cassetes génicos de expressdo Ppbecl-AnAFP-Tnos e Pcorl5B-IRIP1-Tnos.

Os cassetes Pcy15p-IRIP1-T, (s € Pyyeci-ANAFP-T o foram isolados do
vetor pUC57 utilizando-se a enzima de restricao Hindlll e a combinacao
entre as enzimas Hindlll e EcoRI, respectivamente. Paralelamente, 0s
vetores binarios de expressdao pCAMBIA1300 e pCAMBIA2300 foram
clivados com as mesmas enzimas referidas acima (Figura 4).
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose a 0,8 % de pCAMBIA1300 (1 e 2) e pCAMBIA2300 (3 e
4) ap06s defosforilacdo com a enzima Calf Intestine Alkaline Phosphatase (Promega) e cassetes
génicos Ppbecl-AnAFP-Tnos (5) e Pcorl5B-IRIP1-Tnos (6) purificados de pUC57 (GenScript).
Todas as amostras foram hidrolisadas pela enzima Hindlll ou com a combinacédo de Hindlll e
EcoRI. MM, marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Os cassetes génicos foram ligados pela enzima T4 DNA ligase aos
vetores Dbinarios da série pCAMBIA (Figura 5). Células de A.
tumefaciens EHA105 foram transformadas com o0s plasmideos
recombinantes por choque térmico e utilizadas para a transformacao
genética de A. thaliana e N. tabacum (Figura 6).
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose a 0,8 % de amostras

plasmidiais de pCAMBIA2300-P;oriss-IRIP1-T, o« (AM1 a AM6) e pCAMBIA2300-P becl'AnAFP'Tnos pCAMBIA2301
PCAMBIA2300-P ,ec-ANAFP-T, o (AM7 @ AM12). As amostras foram P . et
hidrolisadas pela enzima Hindlll ou com a combinagcédo de Hindlll e

EcoRIl. MM: Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). As setas

em azul e laranja indicam bandas de DNA referentes aos cassetes “,‘; '
génicos (1,6 e 2,1 kb) esperados. As setas em amarelo indicam os -

plasmideos recombinantes positivos selecionados e cujas

sequéncias foram confirmadas por sequenciamento de DNA. |

Figura 6. Plantas de A. thaliana ap6s o processo de transformacéo genética (A) e de N. tabacum em
processo de selecéo e regeneragao das plantas geneticamente modificadas (B).
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