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Clonagem de promotores visando a transformacéao genética de plantas
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A biotecnologia tem se destacado entre as areas cientificas como uma das com
maior potencial de geracdo de inovacdo tecnoldgica, capaz de agregar
riquezas a diferentes setores produtivos. A producao de plantas geneticamente
modificadas com caracteristicas especificas € um processo altamente
promissor. Pesquisas sobre o uso de promotores-especificos sdo importantes,
uma vez que esses direcionam a expressao de transgenes apenas nos
orgaos/tecidos de interesse. Dessa forma, evitam a expressao generalizada em
toda a planta, que, além do elevado custo energético, pode causar efeitos
fenotipicos indesejaveis. Por isso, 0 objetivo deste trabalho foi a clonagem de
promotores raiz-especificos de eucalipto, visando seu uso em construcdes
génicas para geracao de plantas transgénicas tolerantes a estresses abidticos.
As estratégias de RNA-Seq 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 diferentes genétipos de eucalipto. Dois genes
com expressao preferencial de raiz foram selecionados e dos quais amplificou-
se 1 kb da regido promotora a partir do DNA de folha de Eucalyptus. As regides
amplificadas foram purificadas e clonadas em plasmideo pGEM-T (Invitrogen).
Apds essa etapa, o plasmideo foi digerido com enzimas de restricdo Eco Rl e
Bgl 1l para liberar a regido promotora, sendo essa posteriormente inserida no
pCAMBIA 2301, vetor binario de transformacéo de planta que contém o gene
reporter GUS. O plasmideo pCAMBIA2301 e as regides promotoras especificas
de raiz foram utilizados na reagéo de ligagdo. O vetor contendo o inserto foi
entdo utilizado diretamente para transformacdo de E. coli TOP 10, por
eletroporagéo. As colbnias selecionadas tiveram o DNA plasmidial isolado e
digerido com as enzimas de restricdo EcoRI e Bglll, para a confirmacdo da
insercao da regido promotora. Depois de ter sua sequencia validada, o vetor
sera utilizado para transformacédo de Populus via Agrobacterium tumefaciens
para comprovacao da tecido-especificidade dos promotores isolados.
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