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INTRODUCAO

Eucalyptus globulus € uma especie arborea florestal natural da
Australia que, atualmente, esta amplamente disseminada e
cultivada por diversas regioes do mundo para a producao de
celulose e papel. No Brasil, esta especie e seus hibridos
encontram-se principalmente nos estados da regiao sul. Aléem da
producdo de papel e celulose, hibridos de E. globulus séo
utilizado na producao de pellets (carvao), pisos e laminados, na
construcao civil e na industria moveleira. Empresas fortes do
setor tém elevado seus plantios de Eucalyptus, uma vez que
resultados melhores vém sendo apresentados a cada ano.
Entretanto, devido ao clima frio da regiao sul do Brasil, as
variedade desta arborea apresentam deficiéncias em relacdo ao
crescimento e, consequentemente, perda de massa. Atualmente,
ha um numero bastante reduzido de protocolos de transformacao
geneética e de regeneracao de plantas transgénicas de Eucalyptus
disponiveis na literatura cientifica. Assim, o desenvolvimento de
linhagens de Eucalyptus tolerantes ao frio e/ou ao congelamento
é extremamente importante.

'OBJETIVO

E objetivo principal a obtencdo de plantas transgénicas de E.
globulus expressando genes potencialmente capazes de
conferir a tolerancia ao frio/congelamento. Plantas de
Arabidopsis thaliana e Nicotiana benthamiana, por se tratarem
de modelos, também serdao transformadas para avaliar o
potencial dos genes em relacao a tolerancia pretendida.

METODOLOGIA

Com base em ampla bibliografia, duas potenciais sequéncias
codificadoras de proteinas relacionadas a tolerancia ao frio foram
escolhidas para compor cassetes génicos de expressao, além de
duas regioes promotoras descritas como responsivas ao frio e uma
regiao terminadora. As sequéncias codificadoras escolhidas foram
a dos genes IRIP4 e AnAFP derivados de Deschampsia antarctica e
Ammopiptanthus nanus, respectivamente. As regioes promotoras
escolhidas foram COR15B e Ppbecl derivadas de A. thaliana e
Prunus persica. A sequéncia terminadora para 0s cassetes de
expressao fol aregiao 3’-nos da nopalina sintase de Agrobacterium
tumefaciens. Foram assim definidos dois cassetes de expressao
para sintese: PcorisglRIP1-T os € Pppeci-ANAFP-T . Foram
adicionados sitios de reconhecimento e clivagem das enzimas de
restricao Ncol e BamH1 nas regidoes 5’ e 3’, respectivamente, das
sequéncias codificadoras, sendo eliminados quaisquer outras
sequéncias de restricao equivalentes. Os cassetes génicos assim
projetados foram encaminhados a empresa GenScript (EUA) para
sintese. ApoOs recebimento dos cassetes de expressao clonados no
vetor pUC57, as sequéncias codificadoras e promotoras serao
recombinadas como indicado na Figura 1. Posteriormente, como
representado na Figura 2, as construcOes serao transferidas de
pUC57 para pENTR/D-TOPO (Invitrogen) e recombinadas com
PKGW (VBI) para a transformacao de A. tumefaciens e, finalmente,
das plantas A. thaliana , N. benthamiana e E. globulus.
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Figura 1. Representacao dos cassetes de expressao definidos que seréao usados para
transformacao das plantas de A. thaliana, N. benthamiana e E. globulus. Os dois cassetes
apresentados no topo da figura foram sintetizados pela GenScript e recebidos para as
etapas seguintes de clonagem.

PROXIMOS PASSOS

Recebimento dos plasmideos pUC57 com
genes artificiais e maxiprep
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Recombinacao de promotores, genes e
terminadores
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PCR das construcoes e clonagem de
amplicons em pENTR/D-TOPO
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Recombinacdo de pENTR/D-TOPO com
pKGW
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Transformacdo e sele¢do de A. tumefaciens
LBA4404::pKGW-Genes
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Figura 2. Proximas etapas do projeto. Atualmente estao sendo realizadas as
recombinacoes dos elementos promotores em relacdo aos genes e
terminadores de interesse.



