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Plasmideos s&o moléculas circulares de DNA, capazes de se replicar de
maneira independente do DNA cromossomal do hospedeiro. Ocorrem
naturalmente em bactérias e sdo importantes ferramentas para a engenharia
genética, usados para inserir genes ou promotores em organismos de
interesse. Nesse caso, sdo chamados de vetores e contém genes que
conferem resisténcia a antibiéticos nas células transformadas por eles, além de
uma regido chamada de sitio de clonagem multipla, onde fragmentos de DNA
sdo inseridos. Para transformacgédo de plantas, existem diferentes tipos de
plasmideos, utilizados em analises de forca e tecido-especificidade de
promotores ou clonagem de genes. O objetivo deste trabalho foi estabelecer na
Embrapa Florestas uma colecdo de plasmideos para transformacao genética
de eucalipto. Para isso, foram obtidos cerca de 20 plasmideos provenientes do
CAMBIA e do CSIRO, cujos DNAs foram enviados por essas instituicoes
australianas aderidos em folhas de papel. Os DNAs dos plasmideos foram
eluidos em 20 ul de agua deionizada e 3 ul foram usados para transformacéo
de Escherichia coli, linhagem DH5a (Invitrogen), por meio de choque térmico.
As células bacterianas transformadas foram selecionadas em meio LB sdlido,
contendo como antibidticos canamicina ou ampicilina. Cerca de 10 colbnias
bacterianas foram isoladas apds cada transformacéo e colocadas para crescer
por 12 horas em meio LB liquido. O DNA plasmidial foi extraido pelo método de
lise alcalina, utilizando-se o kit Wizard Plus SV (Promega). Apos quantificacdo
do DNA de cada plasmideo, foram digeridos 500 ng de DNA plasmidial com a
enzima de restricdo Hindlll, de modo a obter perfis de restricdo para confirmar
a identidade dos plasmideos obtidos. Até o momento foram isolados os DNAs
dos plasmideos pCAMBIA1300, pCAMBIA1303, pCAMBIA2301, pCAMBIA3301
e PpHANIBAL. Eles serdo utilizados em experimentos para estudos de
promotores raiz-especificos e andlise de funcdo de genes envolvidos em
mecanismos de alocacéo e particdo de carbono nos projetos “Transformacao
genética de Eucalyptus sp. com construcbes génicas contendo 0s genes
AtDREB1A e AtDREB2A visando tolerancia a seca e ao frio” e “Controle
genético da alocacao e particdo de carbono em Eucalyptus”, respectivamente.
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