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RESUMO

A utilizacdo de promotores tecido-especificos € uma das principais estratégias para direcionar a
expressdo de transgenes a determinados orgdos ou tjpos celulares. Por isso, o objetivo deste
trabalho foi a clonagem de promotores raiz-especificos, a partir de dados de RNA-Seq obtidos
de bibliotecas de raiz, xilema e folha de eucalipto. Dois genes com padrdo de expressdo
preferencial em raiz foram inicialmente selecionados para isolamento da regido promotora.
Fragmentos de 1kb foram clonados em vetor bindrio pCAMBIA2301, fusionados ao gene
reporter da beta-glucuronidase (GUS), para transformacdo de Populus tremula x Populus alba
via Agrobacterium tumefaciens.
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INTRODUCAO

Uma das estratégias para obtencdao de plantas com caracteristicas desejadas é a
introducdo de genes de interesse via transformacdo genética. Tecnologias transgénicas
permitem a incorporacao de genes capazes de alterar e aprimorar caracteristicas de interesse
econdmico, como alta producdo de biomassa, resisténcia a doencas e qualidade da madeira em
espécies florestais, de maneira rapida e com a minima alteracdo do genoma.!

A identificacdo e caracterizacdo de promotores oOrgao-especificos ou estimulo-
dependentes representa uma prioridade entre as ferramentas moleculares. Os promotores
podem ser usados em construcdes génicas que visam a producao de variedades comerciais, nas
quais a expressdo generalizada do transgene na planta muitas vezes ndo é desejada.’

O objetivo deste trabalho foi isolar e clonar promotores raiz-especificos de Eucalyptus
spp., visando seu uso em construgdes génicas para a geracao de plantas transgénicas tolerantes
a estresses abidticos.

MATERIAL E METODOS
As estratégias de RNA-Seg e analise de expressao diferencial de genes foram utilizadas
para avaliar as sequéncias produzidas a partir de bibliotecas de cDNA de raiz, caule e folha de
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rondrinazons em raiz foram selecionados, dos quais amplificou-se 1 kb da regidio

promotora a partir do DNA extraido de folha de eucalipto pelo método

CTAB’. As regides amplificadas foram clonadas primeiramente em plasmideo pGEM-T Easy

(Invitrogen) para posterior insercdo no plasmideo pCAMBIA2301, vetor binario de transformacao

de plantas que contém o gene repdrter GUS, a partir de sua digestdo com as enzimas de
restricao EcoRI e Bgil.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A fim de otimizar as condigdes para isolar a regiao promotora dos genes selecionados,
reacoes de PCR em gradiente foram realizadas, testando-se diferentes temperaturas de
anelamento. De acordo com a Figura 1, observa-se que a melhor temperatura foi a de 62°C, na
qual obteve-se a amplificagdo das regides promotoras dos dois genes, com menor produgao de
bandas inespecificas.

Figura 1: Gel de agarose 1% das reacoes de PCR em gradiente, mostrando as diferentes
temperaturas de anelamento utilizadas. 1: Promotor A; 2: Promotor B.

Depois de amplificadas, as regides promotoras (com sitios de restricdo EcoRI e BgAl
flanqueando as extremidades dos fragmentos) foram clonadas em vetor pGEM-T Easy para
posterior insercdo no plasmideo pCAMBIA2301. O plasmideo pCambia2301 é um vetor binario
que apresenta o gene de selegao de plantas NPTII (resisténcia ao antibidtico canamicina) e
também o gene repdrter UIDA (GUS) sob o controle do promotor constitutivo 35S. Para liberar o
fragmento correspondente a regido do promotor 35S e, dessa forma, permitir que a regido
promotora especifica de raiz seja inserida no seu lugar, o pCAMBIA2301 foi digerido com as
enzimas de restrigao £coRI e Bgil.
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O vetor pGEM-T Easy, contendo as regides promotoras especificas
de raiz, foi digerido com as mesmas enzimas EcoRI e Bgll, a fim de liberar
o fragmento de 1Kb. Conforme observa-se na Figura 2 houve a liberacao do fragmento de 1kb
referente a regido promotora dos dois genes selecionados.

Figura 2: Gel de agarose 0,7% da digestao do pGEM-T Easy com as enzimas de restricao £coRI
e Bgll, para liberacdo do fragmento de 1kb correspondente a regiao promotora especifica de
raiz. 1: Promotor A; 2: Promotor B.

O plasmideo pCAMBIA2301 e as regides promotoras especificas de raiz foram utilizados
na reagao de ligagdo. O vetor contendo o inserto foi entdo utilizado diretamente para
transformacao de £. coli TOP 10, por eletroporacao . As coldnias selecionadas tiveram o DNA
plasmidial isolado e digerido com as enzimas de restricdo EcoRI e Bglll, para a confirmagéo
da insercdo da regido promotora. ApOs sequenciamento, os vetores serdo usados na
transformacéo de Populus tremula x Populus alba via Agrobacterium tumefaciens.

CONCLUSOES
Os objetivos originalmente propostos (isolamento das regides promotoras e construcao
de um cassete de expressao contendo os promotores especificos de raiz em fusao com gene
reporter GUS) foram alcangados, o que permitird a transformagao de plantas de Populus via
Agrobacterium tumefaciens para comprovacao da tecido-especificidade dos promotores isolados.
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