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Clonagem e caracteriza¢ao funcional do gene EuGene2 de Eugenia uniflora

Giovana Flavia Rosin; Carolina da Silva Silveira; Fernanda Lazzarotto; Marcia
Margis-Pinheiro
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

O estresse hidrico ¢ um dos principais obstaculos para a produtividade de culturas de
interesse econdmico. Devido as mudangas climaticas, foi previsto que as secas se tornem
ainda mais intensas e prevalentes nas proximas décadas, € que o aumento de temperatura
global resulte em maiores taxas de evapotranspiracdo. Além disto, a irrigagdo corresponde a
cerca de 70% do consumo mundial de agua, compondo um custo para a agricultura e um peso
ambiental. Dentre os meios utilizadas para a obten¢do de plantas mais tolerantes ao déficit
hidrico, a busca por recursos genéticos em espécies naturalmente adaptadas a condigdes
extremas ¢ uma importante estratégia com aplicacdes biotecnologicas. Nesse contexto, a
espécie nativa brasileira Eugenia uniflora, conhecida popularmente como pitangueira, ¢ um
modelo de estudo promissor. A pitangueira estd presente do Nordeste até o Sul do Brasil além
da Argentina, Uruguai e Paraguai, abrangendo os ecossistemas tropical, subtropical e
temperado. Dependendo das condigdes do ambiente, pode desenvolver-se como um arbusto
na restinga ou uma arvore de até 9 metros na mata ciliar. A plasticidade da espécie em
diferentes ecossistemas motivou a busca por novos genes relacionados a adaptacdo destas
plantas a diferentes regimes hidricos. Para tal, foram coletadas amostras de folhas de plantas
naturais da restinga e da mata ciliar. Sementes destas plantas foram coletadas e
posteriormente germinadas em casa de vegetagdo, onde foram submetidas a condicao de
déficit hidrico apds seis meses de cultivo. Apds analise do transcriptoma do material obtido,
foram selecionados 12 genes com potencial aplicacao biotecnologica visando a obtencao de
plantas mais tolerantes ao estresse hidrico. O objetivo deste trabalho foi caracterizar um
destes genes, denominado EuGene2, o qual possui 241 pb e ndo possui similaridade com
nenhum outro gene de outras espécies vegetais. As bibliotecas de cDNA geradas para o
sequenciamento foram utilizadas como molde para a amplificagdo da sequéncia codificadora
do gene através da técnica de PCR. O fragmento amplificado foi clonado em vetor de entrada
pENTR/D-TOPO, sendo a clonagem confirmada por meio de sequenciamento. Para a
identificacdo da localizagdo subcelular da proteina EuGene2, foi realizada recombinacao do
vetor de entrada com o vetor pART7-YFP. A construgao final foi analisada por meio de PCR,
digestdo com enzimas de restricdo, ¢ sequenciamento, além disso foi utilizada para a
transformagdo de protoplastos de Arabidopsis thaliana, os quais foram analisados por
microscopia confocal. A partir das imagens obtidas, foi observada a localizag¢ao subcelular da
proteina, aparentemente, no citoplasma destas células. Sendo os resultados deste ensaio
apenas iniciais, sera necessario realizar um experimento de co-localizagdo com marcadores a
fim de confirmar o que foi observado. Como perspectivas deste trabalho, a sequéncia
codificadora obtida serd clonada em vetor binario de expressdo a fim de obtermos plantas de
Arabidopsis thaliana superexpressando FEuGene2. Estas plantas serdo desafiadas sob
diferentes regimes hidricos a fim de avaliarmos sua potencial aplicacdo biotecnoldgica.



