
INTRODUÇÃO
A madeira e seus derivados justificam a grande importância econômica do eucalipto e de outras
arbóreas, sendo a regulação da sua gênese uma das áreas de mais alta complexidade no estudo de
plantas. A família de fatores de transcrição Dof (ligação a DNA com um dedo, do inglês, ‘DNA binding
with One Finger’) compreende proteínas exclusivas de plantas, caracterizadas pela presença de um
motivo de ligação ao DNA formado por quatro resíduos de cisteína ligados a um átomo de zinco,
semelhante ao domínio ‘dedo-de-zinco’ (do inglês, ‘zinc finger’; Figura 1). Estas proteínas podem agir
tanto como ativadores quanto repressores da transcrição gênica e parecem ter evoluído para controlar
a expressão de genes de processos característicos de plantas.

Considerando o número de fatores Dof descritos em plantas bem como a diversidade de metabolismos
controlados por estas proteínas, a manipulação gênica dos genes codificadores oferece grande
potencial para a obtenção de plantas mais produtivas ou com características mais benéficas às práticas
agrossilviculturais.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS

(i) Identificar gene(s) Dof de Eucalyptus grandis potencialmente crítico(s) à gênese da madeira;
(ii) Clonar gene(s) Dof de interesse e adaptar o(s) mesmo(s) a vetores plasmidiais para a expressão em
bactérias e superexpressão/inibição em plantas;
(iii) Produzir em Escherichia coli e caracterizar bioquímica e funcionalmente proteína(s) Dof
recombinante(s);
(iv) Transformar geneticamente plantas de Arabidopsis thaliana com vetores binários capazes de
promover a superexpressão e a inibição da expressão de gene(s) Dof, caracterizando os efeitos.

METODOLOGIA E RESULTADOS

Paralelamente realizaram-se experimentos para a produção das proteínas DOF em E. coli e
caracterização bioquímica e funcional das mesmas.

PERSPECTIVAS 
Será realizada a técnica de Western Blot para a confirmação da presença de proteínas Dof das
linhagens testadas. Além disso, a linhagem BL21 CodonPlus (DE3)-RP também será testada.
Futuramente, as proteínas serão analisadas quanto a seu peso molecular; ponto isoelétrico;
estabilidade estrutural proteica sob diferentes pHs, temperaturas e agentes redutores; estudos da
termodinâmica de desnaturação; calorimetria de titulação isotérmica; e estudos de interação
intermolecular.
Em relação às plantas de A. thaliana, transformadas com o vetor pH7WG2D, estão sendo realizadas a
coleta e antissepsia de sementes da linhagem T1, com o objetivo de obtenção de plantas da linhagem
T3 e consequente análise anatomomorfológica.

Figura 1: Representação do domínio DOF, mostrando regiões altamente conservadas. (Fonte:
Characterization of the role of selected transcription factors in seed filling in Medicago truncatula. Atif
R, SANCHEZ M, Thompson R, Signor C, Verdier J, Ochatt S. 2011/05/16.

Os genes D00607, D01698 e K00405 potencialmente codificadores de proteínas Dof foram
escolhidos devido ao perfil de expressão preferencial em tecidos vasculares de caules, raízes e
folhas, bem como apresentando mais alta homologia a genes Dof anteriormente caracterizados
por outros autores e comprometidos com a gênese dos tecidos vasculares.

Obtenção de amplicons das sequências codificadoras dos três genes a partir da extração de RNA
total de floema de E. grandis.

Realização de RT-PCR para a síntese de cDNA e adaptação dos três genes ao vetor pENTR/D-
TOPO (Invitrogen) para clonagem em E. coli One Shot Mach1 T1 (Invitrogen). Os genes em
pENTR/D-TOPO foram sequenciados integralmente, comprovando-se a identidade das
sequências.

Os insertos foram transferidos por recombinação para o vetor binário pH7WG2D (VIB) com
vistas à superexpressão em plantas.

Foi realizada a transformação genética de Agrobacterium tumefaciens EHA105 via choque
térmico com os plasmídeos pH7WG2D contendo os três cassetes gênicos.

Realizou-se a transformação genética de plantas de A. thaliana Col-0 com as linhagens de A.
tumefaciens::pH7WG2D-Dof pela metodologia de imersão de inflorescências.

Foram realizadas PCRs para a amplificação dos três genes previamente clonados em pENTR/D-
TOPO utilizando-se primers específicos às regiões 5’ e 3’ dos genes, de forma a permitir a ligação
dos três genes ao vetor de expressão pGEX-4T-1 (Figura 2). Sequências dos sítios de clivagem
das enzimas BamHI e EcoRI foram adicionados aos primers forward e reverse, respectivamente.

Figura 2: Obtenção do plasmídeo pGEX-4T-1 com o gene D01698 realizada no programa SnapGene. São
mostrados os sítios de clivagem do plasmídeo, assim como a marca de seleção (Ampicilina).

Os três produtos de PCR (D00607, D01698, K00405) e a amostra de pGEX-4T-1 foram submetidas
a reações de clivagem e purificadas. A ligação do plasmídeo aos fragmentos foi realizada
utilizando-se a enzima T4 DNA ligase (Fermentas).

Foi realizada a transformação de E. coli por choque térmico e colônias para os genes D00607 e
D01698 foram obtidas.

Os plasmídeos foram purificados em minipreparações plasmidiais e PCRs foram realizadas para
confirmação das colônias que apresentam os insertos correspondentes aos genes D00607 e
D01698. As amostras foram sequenciadas, comprovando-se a inserção dos genes.

Foram selecionadas as linhagens de E. coli BL21 CodonPlus (DE3)-RIL, BL21 CodonPlus (DE3)-RP e
BL21 (DE3) Star para a transformação com o vetor pGEX-4T-1-D00607 e pGEX-4T-1-D01698.

Foi realizada a transformação por choque térmico das três linhagens de E. coli com os genes
D00607 e D01698, além do plasmídeo vazio como controle. Como resultado, obteve-se todas as
colônias positivas.

Até o momento, as linhagens Star e RIL foram submetidas a duas condições de tratamento
(Figura 3).
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Figura 3: Representação esquemática das condições em que
foram submetidas as colônias positivas das linhagens Star e RIL.

Foi realizada a lise celular dos sedimentos após centrifugação das culturas e com a fração solúvel
foram migrados géis de SDS-PAGE para a linhagem transformada Star. Foi possível verificar a
presença de bandas entre 50 e 75 kDa (Figura 4), as quais podem ser correspondentes à proteína
fusionada a GST (Dof D00607 31 kDa + GST 26 kDa; Dof D01698 32 kDa + GST 26 kDa).

Figura 4: SDS-PAGE de colônias transformadas da linhagem Star. São observadas 3 colônias para cada gene e duas para o vetor vazio, sendo cada uma delas
submetida aos dois tratamentos (3 h, 37°C e overnight, 20°C). São indicadas pelas setas, bandas mais intensas de GST (26 kDa) para os vetores vazios. Dentro dos
retângulos é possível se observar bandas entre 50 e 75 kDa para todas as colônias e condições testadas para os dos dois genes.
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