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Eucalyptus globulus é uma espécie arborea florestal natural da Australia que, atualmente,
estd amplamente disseminada e cultivada por diversas regiées do mundo para a producéao
de papel e celulose. No Brasil, esta espécie apresenta-se nos estados situados na regido
sul do pais. Além da producéo de papel e celulose, na forma de hibridos de E. globulus
com outras espécies de Eucalyptus, genotipos derivados de E. globulus sdo também
empregados na producéo de carvao vegetal, pisos, construgdo civil e 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 regido
sul do Brasil, as cultivares apresentam deficiéncias em relacdo ao crescimento e,
consequentemente, perda de massa. Atualmente, h4 um nimero bastante reduzido de
protocolos de transformacdo genética e de regeneracdo de plantas transgénicas de
Eucalyptus disponiveis na literatura cientifica. Devido a pouca informacdo na literatura e
poucos trabalhos com respectivos sucessos, tem-se como objetivo neste projeto a
obtencdo de plantas transgénicas de E. globulus expressando genes potencialmente
capazes de conferir a tolerancia ao frio e/ou ao congelamento. Plantas de Arabidopsis
thaliana, por se tratarem de plantas modelo, também serdo transformadas para avaliar o
potencial dos genes em relacdo a tolerancia ao frio e/ou ao congelamento. Com base em
revisdes bibliograficas, duas potencias sequéncias codificadoras de proteinas foram
escolhidas para compor os cassetes de expressao, além de duas regibes promotoras
potencialmente responsivas ao frio e uma regido terminadora. As sequéncias
codificadoras escolhidas foram a dos genes IRIP4 e AnAFP derivados de Deschampsia
antarctica e Ammopiptanthus nanus, respectivamente. As regides promotoras escolhidas
foram COR15B e Ppbecl derivadas de A. thaliana e Prunus persica var. O terminador
escolhido para os cassetes de expressdo foi 3’nos. As sequéncias codificadoras e
promotoras serdo sintetizadas e ligadas ao plasmideo pUC57 (GenScript). As sequéncias
sintetizadas serdo amplificadas pela reacdo em cadeia da DNA-polimerase (PCR) com
primers especificos, ligadas ao terminador 3’nos e introduzidas no vetor pENTR/D-
TOPO (Invitrogen). Por meio do sistema de recombinacéo, de acordo com o sistema
Gateway (Invitrogen), os cassetes de expressao serdo transferidos do vetor pENTR/D-
TOPO para o plasmideo binario pKGW (Plant Systems Biology). Linhagens LBA4404
de A. tumefaciens serdo transformadas com o vetor pKGW contendo os cassetes de
expressao e serdo utilizadas nas transformacdes de E. globulus e A. thaliana. Por fim,
serdo feitas as caracterizacbes moleculares e bioquimicas das plantas transformadas e as
analises quanto a tolerancia ao frio e/ou ao congelamento.



