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RESUMO

O género Eucalyptus, pertencente a familia Myrtaceae, inclui diversas espécies de
importancia florestal e industrial que se destacam pelas suas excelentes
caracteristicas silviculturais e pela aplica¢éo na produc¢éo de madeira macica, celulose
e papel. A geragdo de variantes geneticamente modificadas (GM) de eucalipto que
possam conferir vantagens fenotipicas e, consequentemente, atender a crescente
demanda por produtos derivados da madeira, € de grande importancia. Porém, a
transgenia do eucalipto ainda apresenta grandes limitacdes, especialmente nas
etapas de regeneracdo de mudas GM derivadas de matrizes “elite”. Recentemente, a
tecnologia TraitUP ™ foi desenvolvida pela empresa Morflora (Israel) como alternativa
para a introducdo de genes de interesse em plantas, tendo sido comprovadamente
eficaz em diversas espécies e géneros. O método estd fundamentado em vetores
virais desarmados denominados “IL-60” (pIR e pl1470) contendo o(s) gene(s) de
interesse. Tais vetores comportam-se como plasmideos e sdo capazes de se
propagar pela planta de forma assintomatica e epissomal, levando a expressao do(s)
gene(s) de modo sistémico e duradouro. No presente trabalho, foi investigada a
aplicabilidade da tecnologia TraitUP™ em Eucalyptus urophylla, gerando e testando
versdes dos vetores IL-60 contendo genes capazes de conferir resisténcia a
herbicidas e a antibidticos seletivos. Os genes bar (ou pat, fosfinotricina-
acetiltransferase) e nptll (neomicina-fosfotransferase), capazes de conferir resisténcia
ao herbicida glifosinato e amonio e ao antibiotico canamicina, respectivamente, foram
utilizados no estudo e inseridos no vetor p28_35S-Gateway, variante do vetor pIR
(Morflora) adaptado a tecnologia Gateway (Invitrogen). Primers especificos para as
sequéncias codificadoras dos genes foram projetados e utilizados em PCRs para a
amplificacdo das mesmas a partir dos plasmideos comerciais pWBVec4a (Ming-Bo
Wang, 1996) e pCAMBIA2300 (Cambia). Os amplicons resultantes foram ligados
direcionalmente no vetor de entrada pENTR/D-TOPO (Invitrogen) e, apos,
recombinados com o vetor de destino p28 35S-Gateway. Os vetores resultantes

p28_35S-bar e p28 35S-nptll tiveram suas identidades e sequéncias confirmadas por



clivagens com enzimas de restricdo e por sequenciamento de DNA. Em paralelo as
clonagens moleculares, foram realizadas curvas de sele¢éo para a determinagéo das
doses letais minimas de glifosinato de aménio e de canamicina para a selecédo de
plantas de E. urophylla cultivadas em hidroponia e em solo, tendo sido obtidos
resultados conclusivos para o herbicida. A concentracao ideal de glifosinato de amonio
para a selecao de plantas em hidroponia foi experimentalmente definida em 10 mg/L
e, para plantas cultivadas em solo, em 120 mg/L. No primeiro caso, foram necessarios
35 dias de exposicdo para a selecao, enquanto no segundo caso foram requeridas
aplicacoes por 4 dias. Plantulas de E. urophylla serdo inoculadas com o plasmideo
p28_35S-bar e com o plasmideo auxiliar p1470 via contato direto com as raizes e
injecdo no caule, em concentracao experimental de 20 ug/mL. As plantas inoculadas
serdo submetidas a selecdo nas concentracdes e tempo definidos experimentalmente
e a resisténcia sera aferida por meio da comparacéao fenotipica. Ainda, plantas de E.
urophylla foram inoculadas com o plasmideo p28 35S-gfp e com o plasmideo auxiliar
pl470 via contato direto com as raizes e injecdo no caule, em concentracao
experimental de 10 pg/mL, e a expressao de gfp foi avaliada por microscopia de

fluorescéncia.

Palavras-chave: Eucalyptus, transgenia, vetores virais, TraitUP, resisténcia a

herbicida, glifosinato de aménio, canamicina, GFP.



ABSTRACT

The genus Eucalyptus belongs to the Myrtaceae family and includes several species
of industrial and forest importance that stand out for their excellent silvicultural
characteristics and their application in the production of solid wood, cellulose pulp and
paper. The generation of genetically modified (GM) variants of eucalypts capable to
provide phenotypic advantages and consequently meet the increasing demand for
wood-derived products is highly required. However, Eucalyptus transgenic techniques
still exhibit great limitations, especially when it comes to the regeneration of GM
seedlings derived from elite varieties. Recently, an Israeli company named Morflora
developed the TraitUP™ technology as an alternative for the introduction of foreign
genes into plants. This new method has been proven effective in several plant species
and genera and it is based on disarmed viral vectors, called "IL-60" (pIR and p1470),
containing the gene(s) of interest. Such vectors behave as plasmids and are capable
to propagate through the plant in an asymptomatic and epizomal manner, leading to
the expression of the gene(s) in a systemic and durable way. The present work aimed
to investigate the applicability of the TraitUP™ technology in Eucalyptus urophylla,
through the generation and test of versions of IL-60 vectors containing genes capable
of conferring resistance to selective herbicides and antibiotics. The genes bar (or pat,
phosphinothricine acetyltransferase) and nptll (neomycin phosphotransferase), which
confer resistance to the herbicide glufosinate-ammonium and to the antibiotic
kanamycin, respectively, were used in this study and inserted into the p28 35S-
Gateway vector, a variant of the pIR vector (Morflora) adapted to the Gateway
technology (Invitrogen). Specific primers for the coding sequences of the genes were
designed and used in PCRs for their amplification from the commercial plasmids
pWBVecd4a (Ming-Bo Wang, 1996) and pCAMBIA2300 (Cambia). The obtained
amplicons were ligated into the pENTR/D-TOPO entry vector (Invitrogen) and then
recombined with the p28 35S-Gateway final vector. The identities of the resulting
vectors p28 35S-bar and p28_35S-nptll were confirmed by restriction enzyme

digestions and DNA sequencing. In addition to molecular cloning experiments, we



established selection curves to determine minimal lethal doses of glufosinate-
ammonium and kanamycin required to select E. urophylla plants cultivated under
hydroponics and soil conditions. The ideal concentration of glufosinate-ammonium for
plant selection under hydroponics and soil were experimentally established at 10 mg/L
and 120 mg/L, respectively, while the ideal intervals for selection were 35 and 4 days,
respectively. E. urophylla seedlings shall be inoculated with plasmid p28 35S-bar and
the helper plasmid p1470 through root uptake and injection into the stem, both at an
experimental concentration of 20 yg/mL. The inoculated plants will be subjected to
selection at the concentration and time determined experimentally and resistance will
be measured by means of phenotypic comparison. Furthermore, E. urophylla plants
were inoculated with p28 35S-gfp and the helper plasmid p1470 through root uptake
and stem injection at an experimental concentration of 10 pg/mL, and gfp expression

was assessed by fluorescence microscopy.

Keywords: Eucalyptus, transgenic, viral vectors, TraitUP, herbicide resistance,

glufosinate-ammonium, kanamycin, GFP.
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1. INTRODUCAO
1.1. O Eucalyptus

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae e possui cerca de 700
espécies e mais de 3.000 hibridos, os quais correspondem majoritariamente a
arboreas florestais. Nativo da Australia, da Indonésia e do Timor Leste, atualmente é
cultivado em mais de 90 paises e distribuido por aproximadamente 22 milhdes de
hectares (POKE et al., 2005). Dentre os principais paises detentores de area plantada
de eucalipto, destacam-se Brasil, india, Africa do Sul, Espanha, Portugal, Chile,
Argentina e China (ENCE, 2009).

Os principais atributos que contribuem para a ampla distribuicdo geogréfica do
eucalipto sdo a sua adaptabilidade a solos e climas variados, rapido crescimento, alta
produtividade e grande numero de espécies e de hibridos naturais (KIRCH et al.,
2011). Além disso, suas excelentes caracteristicas silviculturais - como o alto teor de
celulose (43,8-54,4 %) e o relativo baixo teor de lignina (24,5-28,6 %) (MAGATON et
al., 2006) - e sua aplicacéo para a producdo de madeira macica, celulose e papel
atentam para a sua importancia econdmica e industrial (CORDEIRO, 2003). As toras
de eucalipto sdo empregadas principalmente na producdo de celulose para a
fabricacdo de variados tipos de papel, para o uso de madeira sélida na construcdo
civil, na industria moveleira, na producédo de madeira industrializada (MDP, MDF, HDF,
OSB, compensados e aglomerados) e na obtencao de lenha e de carvao vegetal para
geracao de energia térmica e elétrica (MORA & GARCIA, 2000). Nao obstante, a partir
do eucalipto podem ser obtidos 6leos essenciais, com 0s quais sao fabricados
alimentos, produtos de limpeza, perfumes e remeédios (CIBIO, 2008).

1.1.1. O Eucalyptus no Brasil

O cultivo de Eucalyptus no Brasil teve inicio no século XIX, com a introducao
de mudas oriundas da Australia nos estados do Rio Grande do Sul e do Rio de Janeiro.
Porém, foi apenas na década de 1950 que o eucalipto passou a ser plantado com o
objetivo de fornecer matéria-prima para o abastecimento das fabricas de papel e
celulose (FOELKEL, 2006).
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As condi¢cdes climaticas favoraveis ao cultivo, aliadas as tecnologias
desenvolvidas pelas empresas e instituicdes de pesquisa e aos incentivos fiscais para
a pratica do reflorestamento contribuiram para o sucesso e para a disseminacéo das
praticas de eucaliptocultura no pais (FOELKEL, 2006). Como reflexo desse cenario, 0
Brasil possui mais de 5 milhdes de hectares plantados de Eucalyptus, o que
corresponde a 76,6 % do total de area florestal cultivada no pais (ABRAF, 2012 —
dados disponiveis em http://www.bibliotecaflorestal.ufv.br/handle/123456789/3910).
Os estados detentores das maiores areas plantadas sdo Minas Gerais (28,2 %), Sao
Paulo (20,4 %), Mato Grosso do Sul (11,9 %), Parana (11,5 %), Espirito Santo (5,6
%), Bahia (3,9 %) e Rio Grande do Sul (2,1 %), conforme indicado na Figura 1. Ja as
principais espécies cultivadas no pais sdo Eucalyptus grandis, E. camaldulensis, E.
saligna e E. urophylla, além de hibridos destes (CIBIO, 2008).

TOTAL: 5.102.030 ha

Figura 1. Distribuicdo de plantios florestais com Eucalyptus nos estados do Brasil, area e
percentual de plantios por estado. Dados de 2012 da Associagéo Brasileira de Produtores de
Florestas Plantadas (ABRAF).

Em 2012, o Brasil encontrava-se na posi¢ao de quarto maior produtor de pastas
de celulose e nono maior produtor de papel do mundo (BRACELPA, 2012 - dados

disponiveis em


http://www.bibliotecaflorestal.ufv.br/handle/123456789/3910
http://www.bibliotecaflorestal.ufv.br/handle/123456789/3910
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http://www.bibliotecaflorestal.ufv.br/bitstream/handle/123456789/7743/Bracelpa-

Relatorio_Estatistico-2011.pdf?sequence=1). Ressaltando a importancia econdmica e
social do setor no pais, dados de 2008 apontam que a eucaliptocultura é responsavel
por 3,5 % do Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro e pela geracdo de 4,6 milhdes de

empregos diretos e indiretos (CIBIO, 2008).

Além disso, o Brasil € detentor de um elevado nivel técnico e cientifico no ramo
da eucaliptocultura, sobretudo nas areas de fisiologia e melhoramento vegetal. Tais
aptidées possibilitaram o desenvolvimento de linhagens hibridas de espécies de
Eucalyptus para diversos fins académicos e industriais (ALZATE, 2004) e de linhagem
transgénica com fendtipo de crescimento acelerado e producdo aumentada de
celulose, aprovada em 2015 pela Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca

(CTNBIO) para uso comercial.

Entretanto, apesar da lideranca tecnoldgica do setor brasileiro, 0 segmento de
arvores plantadas ainda enfrenta contrariedades. Na Ultima década, houve um
significativo aumento nos custos de producédo de madeira no pais, além da diminuicéo
nas taxas de crescimento da producdo de papel e de celulose e das ameacas
impostas por fatores biéticos e abidticos (CAPO, 2015). Tais aspectos, somados a
relevancia econémica, social e industrial das arvores de eucalipto e a expressiva
demanda pelos produtos derivados da sua madeira, atentam para a necessidade de
buscar novas espécies, hibridos ou variedades geneticamente modificadas (GM) de
Eucalyptus que apresentem caracteristicas melhoradas e auxiliem no controle ou na
reversdo dos cenarios desfavoraveis. Dentre os atributos desejaveis, estdo melhores
propriedades da madeira (como maior balanco entre o teor de celulose e de lignina),
crescimento acelerado, tolerdncia a estresses abioticos, resisténcia a estresses

bibticos e resisténcia a herbicidas.
1.2. Transformacao genética do eucalipto e suas limitacdes

As estratégias comumente empregadas para a obtencdo de plantas com
caracteristicas melhoradas correspondem ao melhoramento genético convencional e
a transgenia (transgénese). No entanto, embora os programas de melhoramento

convencional tenham contribuido para a obtencéo de hibridos de eucalipto e para o
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aumento da produtividade no setor florestal, estes ainda apresentam grandes
limitacdes. Os entraves estao associados principalmente a caracteristicas intrinsecas
as espécies de Eucalyptus tais como o longo tempo necessario para que as plantas
atinjam a estabilidade fenotipica e a maturidade reprodutiva, a dificuldade no controle
de cruzamentos entre espécies, a baixa variabilidade genética e a incompatibilidade
sexual. Assim, os processos de cruzamento e de selecdo tornam-se bastante
demorados (SARTORETTO et al., 2008).

Nesse contexto, a transgenia configura-se como alternativa mais favoravel para
a obtencdo de arvores de eucalipto com caracteristicas de interesse pois amplia a
disponibilidade de genes, ultrapassando as barreiras impostas pela incompatibilidade
sexual, e permite a transferéncia génica em uma Unica geracao (GIRIJASHANKAR,
2011).

Métodos de transgenia como biobalistica e transformagdo mediada por
Agrobacterium tumefaciens ja foram explorados para a introducédo de DNA exdgeno
em eucalipto, por meio dos quais eventos transgénicos de E. grandis, E. globulus e E.
urograndis foram obtidos (GIRIJASHANKAR, 2011). No entanto, ambas as técnicas
apresentam restricdes. Pelo método de biobalistica, ha dificuldade na regeneracéo de
plantas apés a transformacédo, visto que as condicbes de cultura favoraveis a
regeneracdo dificultam a geracdo de tecidos transgénicos e vice-versa
(GIRIJASHANKAR, 2011). J4 o método de transformagdo mediada por A. tumefaciens
tem eficacia varidvel de acordo com a espécie no que diz respeito a taxa de
transferéncia génica e a integracdo e expressao do transgene. Desse modo, fatores
como a cepa de Agrobacterium, o tipo e a fisiologia do explante a ser transformado, a
concentracéo de reagentes e a duracao do cultivo precisam ser otimizados de acordo
com cada genétipo (CHAUHAN et al., 2014).

N&o obstante, embora existam diversos relatos da expressao estavel dos genes
exogenos ao longo dos anos, também existem evidéncias do contrario, como é o caso
de plantas transgénicas de eucalipto que sofreram alteracdo na expressédo do
transgene quando transferidas de estufas para o cultivo a campo, e plantas com
variacdo nos padrdoes de expressao do transgene em diferentes tecidos e idades
(CHAUHAN et al., 2014).
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Assim, é notorio que a transgenia do eucalipto, a exemplo de outras arvores
florestais, ainda apresenta grandes desafios metodolégicos. Além disso, a utilizacao
comercial dessas plantas ainda esta em estagio inicial devido ao alto custo para sua
geracao e a presenca de patentes (GIRIJASHANKAR, 2011).

Desse modo, o melhoramento de plantas de eucalipto carece de um método
que garanta a expresséao de transgenes de modo rapido, simples, sistémico e estavel
ao longo do ciclo de vida da planta, além de ser eficaz em todas as espécies e
genadtipos. Dessa forma, € de grande interesse o desenvolvimento e/ou o teste de

metodologias alternativas para a introducdo de genes de interesse em Eucalyptus.
1.3. Vetores virais

Uma das principais alternativas aos métodos de transgenia citados
corresponde ao uso de vetores virais, sobretudo virus naturalmente capazes de
infectar plantas. Estes destacam-se pela sua versatilidade, ampla gama de
hospedeiros, rapida entrega do DNA exdgeno e capacidade de producao de proteinas
recombinantes quando modificados para conter as sequéncias codificadoras de
interesse. Diversos virus de RNA e de DNA de diferentes familias ja foram
empregados para este fim, como o virus-do-mosaico-do-tabaco (TMV) e o virus X da
batata (PVX; YUSIBOV et al., 2006). No entanto, tais vetores ndo permitem a insercao
e a expressdo de insertos grandes visto que esses precisam ser inseridos em
detrimento dos genes virais, 0 que pode limitar a movimentacdo e restringir a
expressao do gene exdgeno apenas as células inicialmente infectadas. Além disso,
em alguns casos, o0 transgene pode ser gradativamente deletado (ZAIDI &
MANSOOR, 2017).

1.3.1. Tecnologia TraitUp™

Em 2007, um grupo de pesquisadores da Universidade de Jerusalém, em
Israel, relatou a construcdo de um vetor universal para o silenciamento e para a
expressao de genes exdogenos em diversas espécies de plantas (PERETZ et al.,
2007). Denominado “IL-60”, o vetor é derivado do virus do frisado amarelo do
tomateiro, ou TYLCV (do inglés Tomato Yellow Leaf Curl Virus).
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O TYLCV é um begomovirus da familia dos geminivirus e pode ser transmitido
pela mosca branca (Bemisia tabaci) a uma ampla gama de hospedeiros como tomate,
batata, tabaco e feijao. Conforme ilustrado na Figura 2, a doenca causada pelo virus
acarreta grandes perdas na producdo devido a severa inibicdo do crescimento, a
reducdo do tamanho foliar, ao enrolamento e a clorose das folhas e flores e a reducao
da producéo de frutos (KIL et al., 2016).

TYLCV TYLCV
-susceptible -tolerant

Figura 2. Comparacdo de sintomas em plantas de tomate (Solanum licopersicum) suscetiveis e
tolerantes ao TYLCV. As plantas suscetiveis apresentam os sintomas tipicos de amarelecimento e
enrolamento das folhas e severa reducdo no crescimento, ao passo que as tolerantes permanecem

saudaveis apos a infecgédo viral. Fonte: KIL et al, 2016.

O TYLCV apresenta genoma de ssDNA, monopartido, de 2.787 nucleotideos.
Conforme representado na Figura 3, 0 genoma € composto por 6 ORFs sobrepostas,
sendo duas transcritas no sentido senso (V1 e V2) e quatro no sentido antisenso ou
complementar (C1, C2, C3 e C4), a partir de uma regido intergénica (IR) que funciona

tanto como promotor bidirecional quanto como origem de replicacéo.
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Figura 3. Organizacdo gendémica do TYLCV. As fitas senso (V1 e V2) estdo representadas em
vermelho e as fitas complementares (C1, C2, C3 e C4) em verde, sendo transcritas a partir da regido

intergénica (intergenic region).

Uma vez introduzidas nas células da planta, as moléculas de ssDNA sédo
convertidas a dsDNA pela maquinaria do hospedeiro. Nessa versao, replicam-se e
movimentam-se pela planta e, novamente com o auxilio de proteinas do hospedeiro,
expressam seus RNAs e proteinas. Apos a producdo de varias copias de dsDNA,
ocorre a replicacao circulo rolante e consequente geracao da progénie de ssDNA,
sendo essas particulas encapsidadas e transportadas para outros tecidos da planta
ou para outras plantas por meio do inseto vetor (PERETZ et al., 2007).

Estudos prévios permitiram caracterizar a participagcdo da proteina C1,
codificada pela ORF de mesmo nome, na iniciacdo da replicacdo circulo rolante
(ARGUELLO-ASTORGA et al., 1994; HANLEY-BOWDOIN et al., 2000). As proteinas
V1, V2 e C4 tem papel dualistico, estando associadas ao aparecimento dos sintomas
e a severidade da doenca e, também, a movimentac¢éo do virus pela planta (controle
do trafico do virus para o nacleo, para fora do ndcleo em direcdo a periferia das células
e para as celulas vizinhas por meio dos plasmodesmos). Sabe-se que essas proteinas
interagem umas com as outras e com proteinas do préprio hospedeiro e que diferentes
complexos proteicos estdo envolvidos nos varios estagios de mobilizacdo. O TYLCV,
assim como grande parte dos geminivirus, tem sua movimentacao restrita ao floema,
embora haja relatos da sua propagacao para o mesofilo (ZAMIR & CZOSNEK, 1994).
Acredita-se que as proteinas codificadas pelas ORFS V1, V2 e C2, bem como a IR,

estejam associadas com esse tropismo.
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No trabalho anteriormente citado a respeito da tecnologia IL-60 (PERETZ et al.,
2007), os autores prospectaram o potencial do TYLCV como ferramenta
biotecnoldgica para a transformacéo de plantas devido a sua capacidade de infecta-
las, propagar-se sistemicamente pelo floema e promover a expressao dos seus genes
por meio de interacdo com as proteinas do hospedeiro. O objetivo dos pesquisadores
era, portanto, desenvolver um vetor alternativo aos métodos comumente empregados

de transgenia e otimizado em comparacao aos vetores virais ja existentes.

Para tal, foram feitas modificacdes no genoma viral de modo a torna-lo
assintomatico e incapaz de gerar progénie de ssDNA por meio da mutacdo ou
remocao das ORFs associadas com essas caracteristicas. Mais especificamente, a
ORF V1 sofreu delecdo de 60 nucleotideos, ocasionando a eliminacdo de 20
aminoacidos na porcdo N-terminal da proteina, ao passo que a ORF C1 foi
interrompida pela introducdo de um plasmideo. O vetor gerado apds essas
modificagdes foi entdo denominado “IL-60”". As regides virais essenciais para a
expressao génica e movimentacdo célula-a-célula foram mantidas, dando origem a
um vetor de dsDNA capaz de se replicar pela planta como um plasmideo epissomal
(PERETZ et al., 2007). Quando introduzido mecanicamente em plantas de tomate via
inoculacéo direta no caule, o vetor ndo levou ao desenvolvimento de sintomas, mas
manteve sua capacidade de propagacao pela planta, sendo detectado em pontos
distantes do sitio de inoculac&o. Além disso, o vetor ndo se integrou ao genoma, nao
produziu progénie de ssDNA e nao pode ser transportado a outras plantas pelo inseto
transmissor (B. tabaci), provendo evidéncias da biosseguranca do sistema. Quando
genes exdgenos (como 0s genes reporteres gfp e gus) foram inseridos no vetor e
introduzidos em plantas, estes foram eficientemente expressos em todos os tecidos,
sendo a expressao estavel durante o ciclo completo de vida das mesmas (12 meses).
Ainda, os niveis de expressao foram comparaveis aos promovidos pelo promotor
constitutivo 35S do virus-do-mosaico-da-couve-flor (do inglés, Cauliflower Mosaic
Virus ou CaMV).

Com algumas modificagcbes na sequéncia do vetor, 0 mesmo foi com éxito
empregado no silenciamento de genes enddgenos e exdgenos, conforme verificado

por analises moleculares e fenotipicas (PERETZ et al., 2007). Recentemente, o



22

meétodo foi empregado para a expressao de um operon bacteriano de 7 kb, levando a
introducédo de uma rota metabodlica completa em plantas de tomate (S. lycopersicum)
e a consequente producdo do metabolito antifiungico pirrolnitrina (PRN), conferindo
resisténcia fangica as plantas inoculadas (MOZES-KOCH et al., 2012) (Figura 4).
Assim, comprovou-se a capacidade do vetor em conter e promover a expressao de
cassetes génicos grandes, sem prejuizos na sua movimentagdo e propagacdo pela
planta, o que configura-se como uma grande vantagem em relacdo aos demais
vetores virais. Ademais, foi demonstrado a capacidade do sistema em atribuir fenotipo
de resisténcia a um estresse bidtico, caracteristica de grande interesse e com vasto

potencial de aplicagao.

Figura 4. Comparacéo da resisténcia a fungos em planta tratada com o vetor IL-60 contendo o
operon prn versus planta controle. As plantas tratadas, a esquerda, expressam o operon, produzem
0 metabdlito PRN e apresentam resisténcia a doenga do “tombamento” (damping off) causada pelo
fungo Rhizoctonia solani quando plantadas em solo contaminado com o microrganismo. As plantas

controle, a direita, sao afetadas pela doenga quando expostas as mesmas condi¢des. Fonte: MOZES-

KOCH et al., 2012.

A tecnologia IL-60 foi empregada com sucesso em mais de 40 espécies de
plantas pertencentes a 14 familias botanicas diferentes incluindo plantas lenhosas e
de dificil manipulacdo como videiras, laranjeiras e macieiras (PERETZ et al., 2007,
CUSIN et al., 2017). Em todos os casos, o vetor foi introduzido nas plantas de forma
simples, seja por absorgdo direta pelas raizes ou por injecdo em tecidos vasculares
utilizando seringa e agulha hipodérmicas, o que permite a aplicagcdo do método em
plantas ja adultas. As quantidades de DNA utilizadas variaram de 200 nga 1 ou 2 ug
(MOZES-KOCH et al., 2012; PERETZ et al.,, 2007). Na maioria das espécies de
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plantas, a expressdo do(s) gene(s) heterdélogo(s) inicia-se poucos dias apos a
aplicacdo; em plantas lenhosas, o tempo médio € de 3 semanas.

Desse modo, a tecnologia permite a obtencéo de plantas modificadas em um
periodo muito menor quando comparado aos métodos tradicionais de transformacéo,
além de eliminar a necessidade de transformar e de regenerar plantas por cultura in
vitro de tecidos. Adicionalmente, as plantas geradas s&do consideradas nao
transgénicas segundo decisfes e legislacfes de alguns paises, visto que os vetores
propagam-se e replicam-se nas células vegetais sem integrar-se no genoma da
planta. No entanto, € importante salientar que, no Brasil, a tecnologia envolve praticas
de engenharia genética e, portanto, os produtos dela derivado deverdo ser
considerados, segundo a legislacdo vigente, organismos geneticamente modificados
(OGMs), ou seja, transgénicos [Lei Federal N° 11.105 de 24 de marco 2005].

Em mais recente aperfeicoamento do sistema IL-60, pesquisadores
investigaram quais regides do genoma do TYLCV sdo minimamente essenciais para
a sua funcionalidade (GOVER et al., 2014). O resultado da otimizacdo foi o
desenvolvimento de dois vetores que, juntos, constituem a plataforma IL-60. O
primeiro vetor, intitulado pl1470, funciona como auxiliar (helper plasmid) e é o
responsavel pela manutencdo, replicacdo e movimentacdo do outro vetor, assim
permitindo a expressédo do(s) gene(s) de interesse em locais distantes do sitio de
inoculacao, ao passo que o segundo vetor, intitulado pIR, é o portador do(s) gene(s)

de interesse.

O pl1470 contém apenas a regido IR, necessaria para sua replicacéo, e as
ORFs V1 e V2, cujas proteinas correspondentes sd80 necessarias para a expressao
dos genes de interesse e movimentacdo do vetor pIR, conforme comprovagao
experimental. O pIR, por sua vez, possui apenas a regido IR, a jusante da qual é
introduzido o gene de interesse (Figura 5). Por funcionar como promotor, a IR permite
a expressao do transgene, mas essa ocorre apenas de modo basal, nas primeiras
células na qual o vetor foi introduzido. Do mesmo modo, por sua acdo como origem
de replicacdo, permite o0 aumento do nimero de copias do vetor, de modo local. Para
gue o pIR seja propagado para outras células e para que o0 gene de interesse seja

expresso em locais distantes do sitio de inoculacdo, é necessaria a presenca das
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proteinas V1 e V2, produzidas a partir do vetor auxiliar. Percebe-se entdo que todas
as demais proteinas (C1, C2, C3 e C4) séo dispenséaveis e suas ORFs ndo estado

contidas em quaisquer dos vetores.

> | v o<
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Figura 5. Vetores pIR e pl1470 da plataforma IL-60. Os vetores apresentam apenas regides do
genoma do TYLCV que séo necessarias para sua aplicacdo como ferramenta biotecnoldgica. GOI =

gene de interesse, do inglés gene of interest. Fonte: GOVER et al., 2014.

A tecnologia foi patenteada e é de propriedade da empresa israelense Morflora
(http://www.moreflora.com/) sob o nome TraitUp™. A empresa define a tecnologia
como uma plataforma inovadora, rapida e ndo-transgénica para a introducdo de
caracteristicas em sementes, expressao eficiente de genes exdégenos, protecdo de

plantas contra agentes externos e producdo de plantas melhoradas.

Apesar de ja ter sido efetivamente utilizada em inUmeras espécies e familias
botanicas, ndo existem relatos do uso da metodologia em plantas de Eucalyptus ou

em quaisquer outras da familia das mirtaceas.
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2. JUSTIFICATIVA

Espécies do género Eucalyptus apresentam excelentes caracteristicas
silviculturais que despertam o interesse para o plantio e exploracdo de sua madeira.
O Brasil possui grande area plantada de Eucalyptus e figura entre os maiores
produtores de pasta de celulose e de papel do mundo. No entanto, devido sobretudo
as ameacas trazidas por fatores bioticos e abidticos, a busca por novas variedades de
Eucalyptus € de grande importancia. Neste ambito, a transformac@o genética
(transgenia) configura-se em ferramenta biotecnolégica adicional aos programas
classicos de melhoramento genético e selecdo. No caso do eucalipto, porém, a
transgenia ainda € limitada devido ao numero reduzido de protocolos para
transformacdo e regeneracdo de plantas transgénicas, além da recalcitrancia dos
genodtipos de interesse. A tecnologia de vetores do sistema IL-60, denominada
TraitUP™ (Morflora), € um método alternativo de introducdo mecéanica de genes em
plantas. A tecnologia tem sido aplicada em plantas de diferentes espécies, as quais
foram obtidas de maneira mais rapida e simples quando comparado aos métodos de
transformacdo genética mediados por agrobactérias, biobalistica, eletroporacdo e
outros. Portanto, a validacdo da aplicacdo da tecnologia de vetores IL-60 para a

introducdo de genes de interesse em espécies de Eucalyptus € de grande valia.
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2. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho é avaliar a aplicabilidade da tecnologia IL-
60 (TraitUp™) para a transferéncia e expressédo de genes em Eucalyptus urophylla,

com vista a conferéncia da resisténcia a herbicidas ou a antibidticos.
3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Construir versdes do vetor pIR, da plataforma IL-60, contendo separadamente
0s genes de interesse bar e nptll, capazes de conferir resisténcia a agentes seletivos;

3.2.2. Determinar as doses letais minimas dos agentes de selecdo para plantas de E.

urophylla em condi¢des experimentais de cultura vegetal em solo e em hidroponia;

3.2.3. Tratar plantas de E. urophylla com os vetores da plataforma IL-60 adaptados
para a expressao dos genes de interesse, via absorcao pelas raizes e/ou injecdo no

caule;

3.2.4. Expor as plantas aos agentes seletivos, nas doses e tempo determinados

experimentalmente;

3.2.5. Avaliar a resisténcia conferida pelos vetores, por meio da avaliacédo e registro

de fendtipos;

3.2.6. Detectar a presenca sistémica e duradoura dos plasmideos nas plantas, por

meio de analises moleculares;

3.2.7 Tratar plantas de E. urophylla com vetor da plataforma IL-60 adaptado para a
expressao do gene reporter gfp, via absorcdo pelas raizes e/ou injecdo no caule e

verificar a expressao de GFP por microscopia de fluorescéncia.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Insercdo dos genes bar e nptll em vetor da série IL-60

4.1.1. Projecdo e sintese de oligonucleotideos iniciadores (primers) para as

sequéncias codificadoras de BAR e de NPTII

Os genes selecionados para o estudo s&o os codificadores das enzimas
fosfinotricina acetiltransferase (do inglés, phosphinothricin acetyltransferase ou pat,
também conhecido como bialaphos resistance ou bar) e neomicina fosfotransferase
(do inglés, neomycin phosphotransferase ou nptll). O gene bar confere resisténcia aos
herbicidas que possuem glifosinato de amdnio como principio ativo, como Basta e
Finale, por exemplo, enquanto o gene nptll confere resisténcia a antibiéticos da familia
dos aminoglicosideos como neomicina, canamicina e gentamicina (THOMPSON et
al., 1987, RATHORE et al., 1993, ROA-RODRIGUEZ & NOTTENBURG, 2002).

A regido codificadora de bar foi isolada a partir do vetor pWBVec4a, gentilmente
cedido pelo Dr. Ming-Bo Wang, enquanto a de nptll foi isolada a partir do vetor
pCAMBIA2300 (Cambia), ambas por meio de amplificacédo via PCR. Para as reacoes,
foram utilizados primers forward e reverse especificos, projetados com base nas
sequéncias codificadoras de BAR e de NPTII obtidas dos vetores pCAMBIA3300 e
pPpCAMBIA2300, respectivamente (Figura 6).

Para a projecéo, foi utilizada a ferramenta online OligoAnalyzer, por meio da
qual foram aferidas as temperaturas médias de desnaturacdo (Tm) e avaliados
parametros como estabilidade de estruturas secundarias resultantes de
autoanelamento, homo- e heterodimerizagéo. Os primers forward foram projetados de
modo a iniciar com a sequéncia CACC, para consequentemente gerar amplicons
contendo essas bases na extremidade 5’ e permitir a realizagao da etapa subsequente
de clonagem. As sequéncias projetadas foram sintetizadas pela empresa IDT
(Integrated DNA Technologies), representada no Brasil pela empresa Sintese

Biotecnologia Ltda. (http://www.sintesebiotecnologia.com.br/).
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pCAMBIA3300
8429 bp

pCAMBIA2300
8742 bp

Figura 6. Mapa dos vetores pCAMBIA3300 e pCAMBIA2300. As setas vermelhas indicam as
sequéncias codificadoras de BAR e de NPTII, as quais foram isoladas dos vetores por meio de PCR.
Também é possivel identificar os elementos: ori, origem de replicacéo; gene de selecao de resisténcia
frente a canamicina em bactérias (KanR); lac operator; lac promoter; gene que codifica a proteina -
galactosidade (lacZa); origem de replicacéo referente ao organismo mutante Pseudomonas aeruginosa
resistente a vanadio (pVS1 RepA); regido de estabilidade do genoma do organismo mutante P.
aeruginosa resistente a vanadio (pVS1 StaA); regido responsével pela mobilizacdo do plasmideo entre
as células (BOM, do inglés, basis of mobility); bordas direita (RB, do inglés, right border) e esquerda
(LB, do inglés, left border) flanqueando o T-DNA. O T-DNA dos plasmideos é composto por: gene de
selegdo de resisténcia a glifosinato de aménio ou canamicina em plantas (bar/nptll) sob regulagao do

promotor 35S CaMV; MCS, sitio de multiclonagem; sinal de poliadenilagcéo do CaMV.
4.1.2. Amplificagdo das sequéncias codificadoras de BAR e NPTIl por PCR

A PCR para amplificacdo das sequéncias de interesse de bar e nptll foi
realizada utilizando-se termociclador TC-XP-G (Bioer Technology). O programa da
reacdo estd representado na Tabela 1. Foram realizadas duas reac6es utilizando
guantidades experimentais diferentes dos DNA molde: 25 ou 200 ng. Assim, o0s
componentes e quantidades da PCR foram: agua MiliQ autoclavada (37 ou 33,5 pL),
dNTP a 5 mM (2 pL), 10x Pfu Buffer com MgSOa (5 pL), Primer Forward e Reverse a
10 mM (2,5 L), Pfu DNA Polymerase a 2,5 U/uL (0,5 pL), DNA molde a 50 ng/uL (0,5

ou 4 pL), totalizando 50 pL. Foram aplicados 5 pL dos amplicons resultantes em gel
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de agarose a 0,8 % corado com EtBr a 0,01 pg/mL. O gel foi submetido a eletroforese
por 1,5 h a 65 mA.

Tabela 1. Programa do termociclador para PCR de amplificacdo das regifes codificadoras dos
genes de interesse bar e nptll a partir dos DNAs molde pWwBVec4a e pCAMBIA2300

Etapa Temperatura Tempo Numero de ciclos
Desnaturacéo inicial 95 2 min 1
Desnaturacéo 95 30s 30
Anelamento 50 30s 30
Extenséo 73 2 min 30
Extenséo final 73 15 min 1
4 o0

4.1.3. Clonagem das sequéncias codificadoras de interesse no vetor pENTR/D-
TOPO

As sequéncias obtidas apds a PCR foram clonadas direcionalmente no vetor
de entrada pENTR/D-TOPO (Invitrogen) (Figura 7), seguindo as recomendacdes do
protocolo “bENTR™ Directional TOPO® Cloning Kits”. Resumidamente, a clonagem é
mediada pela enzima topoisomerase, que se encontra covalentemente ligada ao vetor
e apresenta atividades de endonuclease de restricdo e de ligase. A enzima cliva uma
das fitas do vetor, gerando uma extremidade coesiva (overhang) GTGG no mesmo, a
qual é complementar a sequéncia CACC da extremidade 5 do produto de PCR.
Conforme representado na Figura 8, a sequéncia GTGG invade a extremidade em
qguestao, anela com a sequéncia CACC e estabiliza o produto de PCR na orientacao

correta, permitindo assim a clonagem direcional.
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pPENTR"/D-TOPO®
2580 bp

Figura 7. Representacao do vetor de entrada pENTR/D-TOPO. E possivel identificar os elementos:
gene de resisténcia frente & canamicina em bactérias (Kanamycin); origem de replicagdo em bactérias
(pUC ori); sequéncias para término de transcricdo (T1 e T2), sequéncias para recombinacao do gene
de interesse a partir do vetor de entrada para vetores de destino Gateway® (attL1 e attL2). No detalhe
verifica-se a extremidade coesiva GTGG e a enzima topoisomerase (TOPO) ligada covalentemente aos

seus sitios de reconhecimento.

Topoisomerase

CACC ATG MNN --- --= --- NNN
TGG GTGG TAC MNN --- --= --- NNN
PCR product |
Overhang ﬁ
Overhang invades double-stranded o
DNA, displacing the bottom strand.
J Topoisomerase
~===CCCTTCACC ATG MNN ---= --= —== NNN AAG GG- ---
-——-GGGRAGTGG TAC MNN --- --- --—- NNN TTC CC- ——-

Figura 8. Representacdo da clonagem direcional TOPO®. Na imagem é possivel visualizar o produto
de PCR (PCR product) e segmento do vetor. Na extremidade 3’ da fita clivada do vetor, a enzima
topoisomerase encontra-se ligada covalentemente a um fosfato por meio de um residuo de tirosina

(Tyr-279).

Os componentes e quantidades empregados na reagao para a clonagem do
amplicon de bar foram: produto de PCR a aproximadamente 1,6 ng/pL (2,5 pL),
solucéo salina (1 pyL), agua MiliQ autoclavada (1,5 pL), pENTR/D-TOPO a 15-20
ng/uL (1 pL), totalizando 6 pL. A reacgdo foi incubada a temperatura ambiente
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(aproximadamente 20 °C) por 5 minutos e apds armazenada a -20 °C. Ja para a
clonagem do amplicon de nptll, foram utilizados: produto de PCR a aproximadamente
3,5 ng/uL (1,5 pL), solucéo salina (1 yL), agua MiliQ autoclavada (2,5 yL), pPENTR/D-
TOPO a 15-20 ng/uL (1 pL), totalizando 6 uL, e a reacao foi incubada a temperatura
ambiente por 30 minutos. Para ambas as reagdes, as quantidades utilizadas de vetor

e de amplicon foram calculadas para totalizar propor¢cdo molar de 1:1, seguindo a

x razdo molar 222 =
tamanho do vetor (kb) vetor

Quantidade de vetor (ng) X tamanho do inserto (kb)

formula

quantidade de inserto (ng) .

Dois L da reacado de clonagem para bar foram utilizados para a transformacao
genética de células termocompetentes de Escherichia coli OmniMax 2, seguindo
protocolo conforme descrito em Ausubel et al. (2002), enquanto 2 pL da reacao de
clonagem para nptll foram utilizados para transformacdo de One Shot Machl- T1
Chemically Competent E. coli, da Invitrogen, seguindo protocolo “Transforming One
Shot® Competent E. coli”. Apds a transformacgdo, 20 uL e 200 uL das suspensdes
bacterianas foram distribuidos com algca de Drigalski em placas de Petri com meio de
cultura de Luria-Bertani (LB) sélido contendo 50 mg/L de canamicina. As placas

permaneceram em estufa a 37 °C o/n.

As colbnias resultantes das transformacdes foram inoculadas com palitos
estéreis em tubos de ensaio com 1,5 mL de meio LB liquido contendo 50 mg/L de
canamicina. As culturas foram mantidas o/n a 37 °C e a 180 rotac8es por minuto (rpm)
em agitador rotacional (New Brunswick Scientific). Em seguida, as minipreparagdes
de plasmideos foram realizadas segundo Ausubel et al. (2002). Os acidos nucleicos
foram ressuspendidos em 20 pL de T.E. e posteriormente quantificados em Nanodrop

(Thermo Scientific) segundo orientagdes do fabricante.

As versdes parental e recombinante do plasmideo (sem e com os amplicons de
interesse, respectivamente) foram confirmadas por meio de clivagem com enzimas de
restricio e de eletroforese em gel de agarose. Os componentes e quantidades
empregados para a clivagem foram: 2 pL de plasmideo minipreparado, 1,5 pyL da
enzima EcoRV (10 U/uL, Promega), 2 pL de Buffer D 10x (Promega), 2 puL de RNAse
A (250 ng/pL) e 12,5 pL de agua MiliQ autoclavada, totalizando 20 pL. A reacéo foi
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incubada a 37 °C por 1,5 h e, apés, os 20 pL resultantes foram aplicados em gel de
agarose a 0,8%, corado com EtBr a 0,01 pg/mL. O gel foi submetido a eletroforese
por 1,5 h a 65 mA.

Versdes recombinantes dos plasmideos, denominadas “pENTR/D-TOPO-bar”
e “pENTR/D-TOPO-nptll”, foram selecionadas para a etapa subsequente, em

detrimento de versdes parentais.

4.1.4. Reacado de recombinacéao entre os vetores pENTR/D-TOPO-bar e pENTR/D-
TOPO-nptll e o vetor de destino p28 35S _Gateway

As sequéncias codificadoras de bar e nptll foram transferidas dos vetores
PENTR/D-TOPO-bar ou pENTR/D-TOPO-nptll, respectivamente, para o vetor de
destino p28 35S _Gateway por meio de reacdo de recombinacdo mediada pela
enzima LR Clonase (Invitrogen), de acordo com o protocolo descrito em “Gateway®

Technology with Clonase® II”.

O vetor p28_35S_Gateway é uma verséao do vetor pIR (da série IL-60) adaptado
a tecnologia Gateway (Invitrogen) por pesquisadores da Embrapa Uva & Vinho de
Bento Gongalves, RS (Dr. Luis Fernando Revers, comunicacdo pessoal). Assim como
o pIR, apresenta os elementos IR (origem de replicacdo) e AmpR (gene marcador) que
garantem a multiplicacdo do plasmideo e resisténcia ao antibiético ampicilina,
respectivamente. Além disto, conta com o gene ccdB flanqueado pelas sequéncias
attR1 e attR2 sob controle do promotor e do terminador 35S CaMV. Deste modo, 0s
fragmentos de interesse sdo recombinados por intermédio das sequéncias attR1 e
attR2, substituem o gene ccdB letal as bactérias e sdo expressos de maneira
constitutiva.

Resumidamente, para as reacdes foi respeitada a propor¢cdao de 1:1 de
concentracéo de vetor de entrada:vetor de destino. Os componentes e quantidades
utilizadas foram: 2 pL dos vetores pENTR-D-TOPO-bar ou pENTR/D-TOPO-nptll a 75
ng/uL, 1 puL do vetor p28 35S Gateway a 150 ng/uL, 5 uL de TE Buffer e 2 yL de
Gateway® LR Clonase® Il enzyme mix. Apés uma hora de incubagédo a 25°C, foi
adicionado 1 pyL de Proteinase K a 2 ug/uL e realizada incubagdo a 37°C por 10

minutos.
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Apos, 2 uL das reagdes de recombinacéo foram utilizados para a transformacéo
genética de células termocompetentes de E. coli OmniMax 2, seguindo protocolo
conforme descrito em Ausubel et al. (2002). Apds a transformagédo, 20 pL e 200 pL
das suspensdes bacterianas foram distribuidos com alca de Drigalski em placas de
Petri com meio de cultura LB sdlido contendo 100 mg/L de ampicilina. As placas

permaneceram em estufa a 37 °C o/n.

As colbnias resultantes das transformacdes foram inoculadas com palitos
estéreis em tubos de ensaio com 1,5 mL de meio LB liquido contendo 100 mg/L de
ampicilina. As culturas foram mantidas o/n a 37 °C e a 180 rpm em agitador rotacional
(New Brunswick Scientific). A seguir, as minipreparacdes de plasmideos foram
realizadas segundo Ausubel et al. (2002). Os &cidos nucleicos foram ressuspendidos
em 20 pL de T.E. e posteriormente quantificados em Nanodrop (Thermo Scientific)

segundo orientacdes do fabricante.

As versdes parental e recombinante do plasmideo foram confirmadas por meio
de clivagem com enzimas de restricdo e de eletroforese em gel de agarose. Os
componentes e quantidades empregados para a clivagem foram: 1 pL de plasmideo
minipreparado, 1 pL da enzima Sacl (10 U/uL, Sigma), 1 uL de Buffer SA 10x (Sigma),
2 uL de RNAse A (250 ng/ yL) e 5 yL de agua MiliQ autoclavada, totalizando 10 pL. A
reacdo foi incubada a 37 °C por 1,5 h e, apos, os 10 pL resultantes foram aplicados
em gel de agarose a 0,8%, corado com EtBr a 0,01 pg/mL. O gel foi submetido a

eletroforese por 1,5 h a 65 mA.

Versbes recombinantes dos plasmideos foram selecionadas e denominadas
“p28_35S-bar’ e “p28_35S-nptll”.

4.1.5. Sequenciamento dos vetores finais p28_35S-bar e p28_35S-nptll

Em complementacdo a confirmacdo da identidade via clivagem com
endonucleases de restricdo, uma amostra de p28_35S-bar e uma de p28_35S-nptll
foram sequenciadas. Especificamente, foram sequenciados amplicons
correspondentes as regides de juncdo entre o arcabougo original do vetor p28_35S-

Gateway e as sequéncias codificadoras dos genes de interesse, demonstrando assim



34

a correta insercdo das mesmas no vetor. Os amplicons foram gerados via PCRs com
diferentes combinacdes de primers, resultando em um total de 4 reacdes distintas para
cada um dos vetores. Os primers forward e reverse utilizados para cada uma das
reacoes (1 a 4), bem como suas respectivas temperaturas médias de desnaturacao e

tamanhos estdo representados nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Primers utilizados para a amplificacdo de regides de juncao entre o vetor de destino

p28 35S-Gateway e a sequéncia codificadora de bar

PCR Nome Sequéncia Tamanho Tm (°C)
(n°) (5°-3) (bp)
pCAMBIA3300-bar-For CACCATGAGCCCAGAACGAC 20 58,3
1
pCAMBIA3300-bar-Rev.  TCAAATCTCGGTGACGGGCA 20 59
M13-For GTAAAACGACGGCCAGT 17 52,6
2
pCAMBIA3300-bar-For CACCATGAGCCCAGAACGAC 20 58,3
M13-Rev CAGGAAACAGCTATGAC 17 47
3
pCAMBIA3300-bar-Rev.  TCAAATCTCGGTGACGGGCA 20 59
M13-For GTAAAACGACGGCCAGT 17 52,6
4

M13-Rev CAGGAAACAGCTATGAC 17 47
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Tabela 3. Primers utilizados para a amplificacao de regides de juncao entre o vetor de destino

p28 35S-Gateway e a sequéncia codificadora de nptll

PCR Nome Sequéncia Tamanho Tm (°C)
(n°) (5°-3) (bp)
pCAMBIA2300-nptll-For ~ CACCATGGGGATTGAACAAGAT 22 55,3
1!
pCAMBIA2300-nptll-Rev  TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGG 22 54,2
M13-For GTAAAACGACGGCCAGT 17 52,6
27
pCAMBIA2300-nptll-For ~ CACCATGGGGATTGAACAAGAT 22 55,3
M13-Rev CAGGAAACAGCTATGAC 17 47
3
pCAMBIA2300-nptll-Rev ~ TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGG 22 54,2
M13-For GTAAAACGACGGCCAGT 17 52,6
&
M13-Rev CAGGAAACAGCTATGAC 17 47

As PCRs foram realizadas utilizando termociclador TC-XP-G (Boyer
Technology). O programa para as reagdes 1, 1’, 2 e 2’ esta representado na Tabela 4,
enquanto o programa para as reacgdes 3, 3, 4 e 4’ esta representado na Tabela 5. A
distincdo de programas fez-se necessaria visto que alguns conjuntos de primers
requerem temperaturas de anelamento e tempos de extensdo diferentes em
comparacao a outros. Os componentes e quantidades da PCR foram: agua MiliQ
autoclavada (36,5 pL), dNTP a 5 mM (2 pL), 10x Pfu Buffer com MgSOa (5 L), Primer
Forward e Reverse a 10 mM (2,5 pL), Pfu DNA Polymerase a 2,5 U/uL (0,5 pL), DNA
molde a aproximadamente 35 ng/uL (1 pL), totalizando 50 pL. Para as reacgbes 1, 2, 3
e 4, o DNA molde foi o vetor p28_35S-bar e para as reagbes 1’, 2’, 3’ e 4’, o vetor
p28_35S-nptll.

Foram aplicados 5 pL dos amplicons resultantes em gel de agarose a 0,8 %

corado com EtBr a 0,01 pg/mL. O gel foi submetido a eletroforese por 1,5 h a 65 mA.
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Tabela 4. Programa do termociclador para PCR de amplificacdo de regiées de juncdo entre o

vetor p28_35S-Gateway e a sequéncia codificadora de bar ou nptll

Etapa Temperatura Tempo Numero de ciclos
Desnaturacéo inicial 95 2 min 1
Desnaturacéao 95 30s 30
Anelamento 50 30s 30
Extenséo 73 2 min 30
Extenséo final 73 15 min 1
4 o

Tabela 5. Programa do termociclador para PCR de amplificacdo de regiées de juncdo entre o

vetor p28_35S-Gateway e a sequéncia codificadora de bar ou nptll - condi¢céo 2

Etapa Temperatura Tempo Numero de ciclos
Desnaturacéo inicial 95 2 min 1
Desnaturacéo 95 30s 30
Anelamento 45 30s 30
Extensdo 73 4 min 30
Extenséo final 73 15 min 1
4 0

Os amplicons obtidos foram enviados para sequenciamento, realizado pelo
método de Sanger no Laboratorio ACTGene Analises Moleculares Ltda. utilizando o
sequenciador automatico ABI3500 GeneticAnalyzer armado com capilares de 50 cm
e polimero POP7 (AppliedBiosystems). As amostras foram preparadas em tubos de
0,5 mL, totalizando volume final de 6 pL. Foram adicionados 4,5 pL de agua MiliQ
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autoclavada, 1 uL de DNA molde (amplicons) em quantidade de aproximadamente 20
ng e 0,5 uL de primer a 10 uM. Cada amplicon foi sequenciado duas vezes, cada uma

delas utilizando um dos primers empregados na PCR.

O resultado foi analisado pelo programa SnapGene, em que o alinhamento de
bases entre 0 DNA molde a sequéncia gerada pelo sequenciamento foi verificado. O
eletroferograma foi analisado para conferir a atribuicdo de bases e, no caso de erros

ou nao atribuicéo, a correcao ou adicéo foi feita manualmente.

4.1.6. Midipreparacéo e purificacdo dos vetores p1470, p28_35S-bar e p28 35S-
nptll.

Apés a confirmacdo das suas identidade e sequéncia, os vetores p28 35S-bar e
p28_35S-nptll foram midipreparados e descontaminados para que atingissem as
concentracbes e pureza adequadas para sua futura aplicagdo nas plantas. Foram
submetidos aos mesmos procedimentos os vetores p28 35S-Gateway, que sera
futuramente utilizado como controle para aplicacdo nas plantas e o vetor p1470 da
série IL-60, cedido pelo Prof. Dr. Felipe dos Santos Maraschin (Departamento de
Botanica do Instituto de Biociéncias da UFRGS, comunicacdo pessoal).
Primeiramente, 1 yuL de cada vetor foi utilizado para a transformacédo genética de
células termocompetentes de E. coli OmniMax 2, seguindo protocolo descrito em
Ausubel et al. (2002). Ap6s a transformacdo, 20 yL e 200 pL das suspensdes
bacterianas foram distribuidos com alca de Drigalski em placas de Petri com meio LB
sélido contendo 100 mg/L de ampicilina, e as placas permaneceram em estufa a 37
°C o/n. Col6bnias resultantes das transformacdes foram inoculadas com palitos estéreis
em tubos de ensaio com 1,5 mL de meio LB liquido contendo 100 mg/L de ampicilina.
As culturas foram mantidas o/n a 37 °C e a 180 rpm em agitador rotacional (New
Brunswick Scientific). Em seguida, 1 mL dos pré-indculos foi transferido para 100 mL
de meio de cultura SM/SMPB contendo 100 mg/L de ampicilina e este foi cultivado o/n
nas mesmas condi¢cOes anteriores. As midipreparacdes foram realizadas pelo método
de “Multi-Miniprep” descrito pelo Prof. Dr. Jeverson Frazzon (Instituto da Ciéncia
Tecnologia e Alimentos da UFRGS). Ao final do procedimento, foram obtidos dois
tubos com plasmideos ressuspendidos em 600 puL de T.E. Os plasmideos foram

qguantificados em Nanodrop (Thermo Scientific) segundo orientacdes do fabricante e
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em seguida submetidos a purificacdo para a eliminagéo de proteinas, RNAs ou demais
contaminantes. Resumidamente, aos 600 pL de cada amostra eluida, foram
adicionados 70 pL de Buffer E 10X (Promega), 30 pL de agua MiliQ e 200 pL de RNase
A a 250 ng/pL. A mistura foi incubada a 37°C por 1 h e em seguida o volume total, ou
seja, aproximadamente 900 pL, foi distribuido em 9 tubos. A cada tubo foram
adicionados 100 pL de agua MiliQ, totalizando volume final de 200 pL, e realizada
extracdo com fenol:cloroférmio, seguindo protocolo descrito por Ausubel et al. (2002).
Ao final do procedimento, cada tubo foi eluido em 50uL de T.E. 1X e os volumes dos

tubos foram unidos, totalizando 450 pL para cada amostra.

4.2. Cultivo de E. urophylla

A espécie E. urophylla foi selecionada dentre as demais espécies de
Eucalyptus para a realizacdo do estudo. A escolha baseou-se no interesse por parte
de empresas do ramo de papel e celulose em validar a metodologia TraitUp™ nessa
espécie e na facilidade para o cultivo in vitro da mesma. Todas as sementes utilizadas

foram cedidas pela empresa Klabin S.A. (Telémaco Borba, PR).

Antes da realizagdo de quaisquer experimentos, as sementes foram
superficialmente descontaminadas, seguindo o protocolo: imersdo no fungicida
Dithane a 5 mg/mL durante 20 minutos, alcool a 70 % por 1 minuto e hipoclorito de
sédio a 2,5 % por 10 minutos. Por fim, as sementes foram lavadas diversas vezes com
agua destilada autoclavada até a completa eliminagdo do hipoclorito e secas sobre

papel filtro na presenca de chama.

Para os cultivos in vitro, as sementes foram germinadas em placas de Petri
contendo dois discos de papel filtro umedecidos com 3 mL de agua destilada, sendo
todos os materiais autoclavados. As placas foram seladas com parafilme, mantidas no
escuro por 4 dias para atender ao pré-requisito de estratificacdo e ap0s transferidas
para regime de 18 horas de luz/6 horas de escuro. O tempo necessario para que as
sementes germinassem e atingissem tamanho adequado para o0s tratamentos
manteve-se em torno de 20 a 30 dias, sendo a eficiéncia de germinacdo das sementes
em torno de 50 % e o numero de sementes usualmente distribuido por placa igual a
30 (Figura 9).
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Figura 9. Representacdo da germinacdo de E. urophylla em placas de Petri. As imagens
representam a germinacgdo 7 (a esquerda) e 21 dias (a direita) apds a disposicdo das sementes nas

placas. Neste caso, a eficiéncia de germinacéo foi de aproximadamente 63 % (19 das 30 sementes).

Para os cultivos em solo, as sementes foram depositadas em copos contendo
terra e vermiculita autoclavadas na proporcao de 2:1 e mantidas no mesmo regime de
luz/escuro empregado para o sistema in vitro. A terra foi molhada com agua destilada
para manter a umidade, sempre que necessario. Alternativamente, foram também
transferidas para solo plantulas germinadas em papel filtro, nas condi¢cdes acima
mencionadas. As plantas atingiram tamanho adulto, adequado para os tratamentos de

inoculacao no caule, apés cerca de 4 a 5 meses de cultivo.

4.3. Determinacdo das doses letais minimas dos agentes de selecdo para

plantulas de E. urophylla cultivadas em placas de Petri

Os compostos glifosinato de amonio (Basta) e canamicina foram utilizados para
selecionar as plantas que ndo expressam 0s genes bar e nptll, respectivamente. As
plantulas germinadas em placa de Petri foram submetidas a sele¢cdo assim que
atingiram tamanho e crescimento de raizes adequados (como representado na Figura

9).

Para a curva de selecéo, foram utilizadas cinco concentracdes diferentes de
cada agente seletivo, além do controle. Para o glifosinato de amoénio, as
concentracOes-teste foram: O (controle), 5, 10, 20, 40 e 50 mg/L, enquanto as

concentracbes de canamicina foram O (controle), 10, 25, 50, 75 e 100 mg/L. Cada
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diferente dose foi aplicada nas placas em triplicata, totalizando cerca de 45 plantulas
por concentragdo, como representado na Figura 10. Os agentes seletivos foram
diluidos em agua destilada autoclavada, sendo esta utilizada como controle. Os
efeitos de selecdo sobre as plantulas foram acompanhados por até 45 dias, sendo
considerada como dose letal minima a menor concentracdo do agente seletivo capaz

de impedir, com 100% de efetividade, o crescimento das plantas, levando-as a morte.

Antes das aplicacdes, as placas de Petri foram abertas em camara de fluxo
laminar e posicionadas préximas a chama até completa evaporacdo da agua e

desumidificac@o dos papéis-filtro.

Concentragéo: 1 2 3 4 5 Controle
Triplicata1 7" Si\:( PIS ::\c;\w} D K& :Ei&v} D) (K& :: \\.k\k o & t \L‘Lk IS :: k\\t\t
Triplicata 2 Vgikv:(“‘“ P Sik} O fl;\;(‘\ e Eii\l O Si\;( O ::1;&\\

Figura 10. Representacdo da curva de concentrac@es para cada um dos agentes seletivos, para

plantas de E. urophylla cultivadas em placas de Petri.

4.4. Determinacdo das doses letais minimas dos agentes de selecdo para

plantulas de E. urophylla cultivadas em hidroponia em pocos de 200 L

A determinacédo da dose letal minima de glifosinato de aménio e de canamicina
também foi realizada para plantulas de E. urophylla cultivadas em sistema de
hidroponia. Neste modelo, as plantulas previamente germinadas em papel filtro foram
transferidas para placas de RT-gPCR de 96 pocos, de modo que cada plantula fosse

inserida em um dos pogos com capacidade de 200 pL.

As concentracgdes teste de glifosinato de aménio foram: 0 (controle), 5, 10, 20,
40 e 50 mg/L, enquanto as concentracdes de canamicina foram 0 (controle), 50, 75,
100, 125 e 150 mg/L. Os agentes seletivos foram novamente preparados em agua

destilada autoclavada, e a mesma utilizada como controle. Desta vez, 16 plantulas
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foram submetidas a selecdo para cada concentracdo, conforme esquematizado na
Figura 11. As plantulas foram imersas em 100 pL de cada solugéo, e permaneceram

em selecéo por até 35 dias.

As placas de RT-gPCR utilizadas foram previamente descontaminadas por
meio de exposic¢ao a luz UV por 30 minutos e, ap0s a passagem das plantas, tapadas

e seladas com parafilme.

Concentragédo: Controle 1 2 3 4 5

- 4
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Figura 11. Representacdo da curva de concentrac@es para cada um dos agentes seletivos, para

plantas de E. urophylla cultivadas em placas de RT-qPCR.

4.5. Determinacédo de concentracéo letal dos agentes de selecdo para plantas de

E. urophylla cultivadas em solo

O glifosinato de amonio e a canamicina foram aplicados na forma de spray em
plantas de E. urophylla cultivadas em solo, em doses e tempos experimentais, a fim

de determinar os parametros adequados para selecao.

Para o glifosinato de aménio, foram empregadas doses de 120 mg/L, nos dias 1, 2, 5
e 7, sendo o dia 1 o primeiro dia de aplicacdo. Para a canamicina, foram aplicadas
doses de 100 mg/L nos dias 1 e 2, 200 mg/L no dia 3 e 500 mg/L nos dias 4 e 5.

Para o preparo das solu¢des de spray, foram testados diversos solventes, como

agua destilada e surfactantes como Triton X-100 a 0,1 %, e a 0,01 %, Silwet L-77 a
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0,02% e SLS (sodium laureth sulfate) a 0,01%, os quais foram avaliados em critérios
como dano causado a planta e capacidade de aumentar a superficie de contato entre

0 agente seletivo e as folhas.

Foram utilizadas 3 plantas por agente seletivo, além de 3 plantas controle
(borrifadas apenas com o solvente). Ambos agentes seletivos foram aplicados em
quantidade suficiente para molhar as superficies foliares e, apds cada aplicacdo, as
plantas foram tapadas com filme plastico por 16 h para prevenir a desidratacdo
excessiva. Todas foram acompanhadas por até 1 més e avaliadas em critérios como

sobrevivéncia, necrose ou amarelecimento das folhas.

4. 6. Tratamento de plantulas de E. urophylla com vetor da plataforma IL-60

adaptado para a expressao do gene reporter gfp, via absorcéo pelas raizes

O vetor p28_35S-gfp, uma versdo do vetor p28_35S-Gateway, da série I1L-60,
contendo o gene gfp, foi construido e disponibilizado para uso neste estudo pelo aluno
de mestrado Daniel Barletta Sulis (PPGBCM/CBiot/lUFRGS). O vetor foi

midipreparado e purificado por meio da mesma metodologia descrita no item 4.1.6.

Para o teste de aplicacao dos vetores via absorcéo pelas raizes, foi utilizado o
sistema de cultivo hidroponico em placas de RT-gPCR, descrito no item 4.4. Plantas
de E. urophylla, previamente germinadas em placas de Petri, foram transferidas
individualmente para pocos da placa contendo 100 pL de solucdo dos vetores ou
solucéo controle. Antes de serem imersas nas solucdes, as raizes das plantas foram

cortadas para facilitar a absorcdo e acomodacédo das mesmas nos pocos.

O experimento foi constituido por 3 grupos, sendo um tratado e dois controles.
O grupo tratado, composto por 20 plantas, foi imerso em solugcéo contendo 1 pg do
vetor p1470 e 1 ug de p28_ 35S-gfp. O grupo controle 1, composto por 10 plantas, foi
imerso em solucéo contendo 1 ug de p1470 e 1 ug de p28_35S-Gateway (vetor vazio),
enquanto o controle 2 constituiu-se de 10 plantas imersas em agua destilada

autoclavada.

As plantas ficaram imersas nas solugbes por 3 dias e, em seguida, foram

mantidas imersas apenas em agua destilada, pelo maior intervalo de tempo possivel.
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4. 7. Tratamento de plantulas de E. urophylla com vetor da plataforma IL-60

adaptado para a expressao do gene reporter gfp, viainjecdo no caule

Para a inoculacéo de vetores diretamente no caule, foram utilizadas plantas de
E. urophylla cultivadas em terra, com comprimento aproximado de 20 cm. Para a
aplicacéo, foram empregadas seringas com agulhas hipodérmicas, com capacidade

méaxima de 1 mL.

Em todos os casos, foram inoculados 100 pL de solucdo de vetores, distribuidos
por mais de um local da planta, com preferéncia para pontos do caule distantes uns

dos outros (Figura 12).

O experimento foi composto por um grupo tratado, com 6 plantas, e dois grupos
controle com 2 plantas cada. Cada planta do grupo tratado foi inoculada com solucéo
contendo 1 pug de pl470 e 1 pug de p28 35S-gfp. As plantas do grupo controle 1
receberam solugcéo contendo 1 ug de p1470 e 1 ug de p28_35S-Gateway (vetor vazio),
enquanto as plantas do grupo controle 2 ndo foram inoculadas. As diluicbes dos

vetores foram preparadas em agua MiliQ autoclavada.

Apos 45 dias da primeira aplicacéo, as plantas receberam inoculacao adicional

de 100 pL com 2 ug de cada vetor previamente utilizado.

Figura 12. Demonstracdo dainoculacdo mecanicados vetores p1470 e p28_35S-gfp ou p28 35S-

Gateway no caule de plantas de E. urophylla.



44
4. 8. Analise da expressao de GFP por microscopia de fluorescéncia

As plantas de E. urophylla tratadas com os vetores contendo o gene gfp (tanto
pelo método de absorgcdo pelas raizes quanto pela inoculagdo mecanica no caule)
foram observadas em microscopio de fluorescéncia (Leica) para verificacdo da
expressdo de GFP, em intervalos de 3, 9, 20, 30, 50 e 65 dias ap0s a primeira

inoculacgao.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Insercédo dos genes bar e nptll em vetor da série IL-60
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5.1.1. Oligonucleotideos iniciadores (primers) para as sequéncias codificadoras

de BAR e de NPTII

Na Tabela 6 estdo representados os primers forward e reverse projetados para

a amplificacdo de sequéncias de bar e nptll com base nos vetores pCAMBIA3300 e

pCAMBIA2300, bem como seus respectivos tamanhos e temperaturas média de

desnaturacdo. Na Figura 13 estd ilustrada a regido de anelamento dos primers nos

vetores, no inicio e final das sequéncias codificadoras e o tamanho esperado para

cada um dos amplicons.

Tabela 6. Primers utilizados neste trabalho para a amplificagdo de sequéncias dos genes de

interesse a partir de vetores de origem.

Nome Sequéncia Tamanho Tm (°C)
(5’ -3) (bp)
pCAMBIA3300-bar-For CACCATGAGCCCAGAACGAC 20 58,3
pCAMBIA3300-bar-Rev TCAAATCTCGGTGACGGGCA 20 59
pCAMBIA2300-nptll-For CACCATGGGGATTGAACAAGAT 22 55,3
pCAMBIA2300-nptll-Rev TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGG 22 54,2
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Figura 13. Regido de anelamento dos primers forward e reverse nas sequéncias de bar e de nptll.
A, anelamento dos primers pCAMBIA3300-bar-For e pPCAMBIA3300-bar-Rev na sequéncia codificadora
de bar. B, Anelamento dos primers pCAMBIA2300-nptll-For e pCAMBIA2300-nptll-Rev na sequéncia

codificadora de nptll.
5.1.2. Obtencao das sequéncias codificadoras de BAR e NPTII

As sequéncias codificadoras de bar e de nptll foram obtidas a partir dos vetores
de origem por meio de PCRs, cujos parametros estdo descritos no item 4.1.2. Os
amplicons gerados estao representados no gel de agarose da Figura 14. Conforme
ilustrado na imagem 13, os tamanhos esperados para os amplicons correspondem a
552 bp para bar e 789 bp para nptll. Para bar, a reagéo feita com 25 ng de DNA molde
apresentou maior rendimento, mas gerou bandas de amplificagéo inespecificas. Deste
modo, o amplicon obtido pela PCR feita com 200 ng de DNA molde (destacado na
figura) foi selecionado para uso nas etapas subsequentes. No caso de nptll, o
amplicon obtido a partir da reacdo com 25 ng de DNA molde (em destaque) foi
selecionado em detrimento do outro, por apresentar maior rendimento e inexisténcia

de bandas inespecificas.
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Figura 14. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% das regifes codificadoras de bar e nptll
amplificadas a partir dos DNAs molde pWBVec4a e pCAMBIA2300 nas concentra¢cdes de 25 ou
200ng. 1-2, amplicons de bar obtidos a partir de 200 (1) e 25 ng (2) de DNA molde. 3-4, amplicons de
nptll obtidos a partir de 200 (3) e 25 ng (4) de DNA molde. MM, marcador 1 Kb DNA Ladder (Ludwig).

5.1.3 Geragéao dos vetores pENTR/D-TOPO-bar e pENTR/D-TOPO-nptli

Os amplicons de bar e de nptll foram clonados separadamente no vetor de
entrada pPENTR/D-TOPO e as reacdes de clonagem foram utilizadas na transformacao
de bactérias competentes, conforme descrito no item 4.1.3. Apds a selecdo das
mesmas em meio contendo canamicina a 50 mg/L, foram observadas 13 col6nias para
a reacdo de bar e 12 para a reacéo de nptll, indicativas da presenca do vetor. Todas
as col6nias foram inoculadas em meio, minipreparadas e os DNAs plasmidiais obtidos
foram clivados com a enzima de restricdo EcoRV nas condi¢des previamente citadas,
para verificacdo da natureza parental ou recombinante do vetor. Conforme
representado na Figura 15, a enzima EcoRV possui sitio unico de clivagem no vetor
PENTR/D-TOPO e nas versdes pENTR/D-TOPO-bar e pENTR/D-TOPO-nptll. Desse
modo, a clivagem lineariza os mesmos, resultando em tamanhos esperados de 2.580,

3.132 e 3.378 bp, respectivamente.
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pENTR/D-TOPO
2580 bp

pENTR/D-TOPO-nptil
3378 bp

pENTR/D-TOPO-bar
3132 bp

Figura 15. Mapa dos vetores pENTR/D-TOPO (parental), pENTR/D-TOPO-bar e pENTR/D-TOPO-

nptll (recombinantes), com destaque para o sitio de clivagem da endonuclease EcoRV.

Analisando o gel de agarose para o resultado das clivagens, representado na
Figura 16, podemos verificar que para o caso de bar, apenas a amostra de numero 10
corresponde a versao recombinante do vetor (banda de aproximadamente 3 kb). Ja
para o caso de nptll, ilustrado na Figura 17, as amostras 1, 5, 8, 10 e 12 apresentam
tamanho de banda correspondente ao vetor recombinante (aproximadamente 3,4 kb).
Assim, a amostra pENTR/D-TOPO-bar de numero 10 e a amostra pENTR/D-TOPO-

nptll de numero 8 foram selecionadas para a etapa seguinte.
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alaly 3l 13 MM

Figura 16. Eletroforese em gel de agarose a 0.8% dos produtos da clonagem TOPO para o gene
bar, clivados com enzima de restricdo EcoRV. A esquerda, amostras 1 a 6. A direita, amostras 7 a
13. MM, marcador 1 Kb DNA Ladder (Ludwig). A banda indicada pela seta apresenta tamanho

correspondente a verséo recombinante do vetor (contendo o amplicon de bar).

Figura 17. Eletroforese em gel de agarose a 0.8% dos produtos da clonagem TOPO para o gene
nptll, clivados com enzima de restricdo EcoRV. MM, marcador 1 Kb DNA Ladder (Ludwig). As
bandas indicadas por setas apresentam tamanho correspondente a versao recombinante do vetor

(contendo o amplicon de bar).

5.1.4 Obtencdo do vetor p28 35S-Gateway, da série IL-60, contendo as

sequéncias de interesse

As sequéncias de bar e de nptll foram transferidas dos vetores de entrada para
o vetor de destino p28_35S_Gateway por meio de reacdo de recombinagcdo mediada
pela enzima LR Clonase, seguindo as condi¢des relatadas no item 4.1.4. As reacdes
de recombinacdo foram utilizadas na transformacéo de bactérias competentes, as

quais foram selecionadas em meio contendo ampicilina a 100 mg/L. Apos a selecéo,
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foram observadas diversas colbnias para as recombinagdes envolvendo ambos os
genes. Seis colbnias de cada reacao de recombinacao foram inoculadas em meio LB,
minipreparadas e os DNAs plasmidiais obtidos foram clivados com a enzima de
restricdo Sacl, nas condi¢des citadas no item 4.1.4. para verificacdo da natureza
parental ou recombinante do vetor. Conforme representado na Figura 18, a enzima
Sacl possui dois sitios de clivagem no vetor parental p28_35S_Gateway e nas versdes
p28_35S-bar e p28_35S-nptll, os quais flanqueiam o gene ccdB ou 0sS genes de
interesse. Desse modo, apos a clivagem, dois fragmentos de tamanhos diferentes sao
gerados para os plasmideos vazio versus recombinante, visto que o gene ccdB e os
genes bar e nptll tem tamanhos distintos: para p28 35S _Gateway, sao esperadas
bandas de aproximadamente 3 e 3,2 kb (indistinguiveis na eletroforese em gel de
agarose); para p28_35S-bar, aproximadamente 2 e 3,2 kb e para p28_35S-nptll,

aproximadamente 2,2 e 3,2 kb.

p28_35S_Gateway
6283 bp

p28_35S-bar
5216 bp

p28_35S-nptll
5462 bp

Figura 18. Mapa dos vetores p28 35S-Gateway (parental), p28_35S-bar e p28_35S-nptll

(recombinantes), com destaque para os sitios de clivagem da endonuclease Sacl.
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Analisando o gel de agarose para o resultado das clivagens, representado na
Figura 19, podemos verificar que para o caso de bar, as amostras de nimero 1, 2, 5
e 6 correspondem a versdo recombinante do vetor, enquanto que para o caso de nptll,
sdo recombinantes as amostras 3, 4, 5 e 6. Assim, a amostra p28_35S-bar de niUmero
6 e a amostra pENTR/D-TOPO-nptll de nimero 5 foram selecionadas para uso em

todas as etapas posteriores.

Para todas as clivagens, além das duas bandas esperadas, foi visualizada uma
banda adicional de maior tamanho, que provavelmente corresponde ao vetor na sua

forma néo-clivada, devido a digestéo parcial.
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Figura 19. Eletroforese em gel de agarose a 0.8% dos produtos de recombinacéo para os genes
bar e nptll, clivados com enzima de restricdo Sacl. B1-B6, amostras 1 a 6 da recombinacé&o para o
gene bar. N1-N6, amostras 1 a 6 da recombinacdo para o gene nptll. MM, marcador 1 Kb DNA Ladder
(Ludwig). As bandas indicadas por setas apresentam tamanho correspondente a versdo recombinante

do vetor.

5.1.5. Confirmacgé&o da sequéncia dos vetores finais p28_35S-bar e p28_35S-nptll

Regifes de jungdo entre as sequéncias codificadoras de bar e de nptll e 0
arcabouco do vetor p28_35S-Gateway foram amplificadas por PCR e os amplicons
resultantes foram sequenciados. Esse método foi escolhido em detrimento do
sequenciamento direto dos vetores p28 35S-bar e p28 35S-nptll pois as PCRs

aumentam a quantidade de DNA correspondente as regides de interesse.
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Na Figura 20 estdo ilustrados os vetores p28 35S-bar e p28 35S-nptll, a
regido de anelamento dos primers utilizados nas PCRs e os tamanhos esperados para
as 4 reacdes utilizando diferentes combinacdes dos mesmos. A Figura 21
corresponde ao resultado da eletroforese em gel de agarose para os amplicons

obtidos apds as PCRs, cujos parametros de reacao estao descritos no item 4.1.4.

P oSS | PCAMBIAZ300-barRey

N Yeggy T
M13-For 5, 920 bp

552 bp

2622 bp

p28_35S-bar
5216 bp

2240 bp

798 bp

1170 bp

[ p28_35S-nptll 1] e
2867 bp ‘ ‘I 5462 bp g | pCAMB\AZBDO—nptH—FQ;

2490 bp

Figura 20. Mapas dos vetores p28_35S-bar e p28 35S-nptll, e representacdo do sitio de
anelamento de diferentes primers. Os primers pCAMBIA3300-bar-For, pCAMBIA3300-bar-Rev,
pCAMBIA2300-nptll-For e pCAMBIA2300-nptll-Rev sdo especificos para as sequéncias codificadoras
de interesse, enquanto os primers M13-For e M13-Rev anelam no arcabouco do vetor. Os tamanhos
esperados para os amplicons, em bp, sé@o: 552 (1), 920 (2), 2.240 (3), 2.622 (4), 798 (1°), 1.170 (2'),
2.490 (3') e 2.867 (4).
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Figura 21. Eletroforese em gel de agarose a 0.8% dos produtos de PCR pararegides dos vetores
p28 35S-bar e p28_35S-nptll. 1- 4, amplicons de regides do vetor p28 35S-bar, com tamanhos
esperados de 552 (1), 920 (2), 2.240 (3) e 2.622 bp (4). 1’- 4’, amplicons de regides do vetor p28_35S-
nptll, com tamanhos esperados de 798 (1°), 1.170 (2°), 2.490 (3’) e 2.867 bp (4’). MM, marcador 1 Kb
DNA Ladder (Ludwig). C1, controle negativo para a reagdo de PCR descrita na Tabela 4. C2, controle

negativo para a reacéo de PCR descrita na Tabela 5.

A eficacia das reacdes e a obtencao dos fragmentos de tamanho esperado foi
confirmada, possibilitando o envio dos mesmos para sequenciamento. Cada amplicon
foi sequenciado duas vezes, cada qual em orientacdes distintas e utilizando um dos
primers empregados na PCR. Na Figura 22 estéo representadas as regides cobertas
pelos sequenciamentos de DNA. Os alinhamentos utilizando a ferramenta SnapGene
permitiram demonstrar um alto grau de identidade em comparacdo as sequéncias
originais de ambos os cassetes génicos, confirmando a integridade das sequéncias e
a correta insercao das sequéncias de bar e nptll entre o promotor e o terminador 35S
do CaMV. As linhas continuas em vermelho e azul representam regides de perfeito
alinhamento, enquanto as por¢des em branco correspondem a incompatibilidade de
bases. No entanto, foi possivel perceber que, na maioria dos casos, as
incompatibilidades devem-se a baixa qualidade do sequenciamento e a consequente
impossibilidade de atribuir corretamente as bases. Ainda, 0 sequenciamento de uma
mesma regiao, na orientacdo contraria, resolveu o problema de cobertura na maioria

dos casos.
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1A Amplicon 1 sequenciado com o primer pCAMEBIA3300-bar-For

1B: Amplicon 1 sequenciado com o primer pCAMBIA3Z00-bar-Rev

2A8° Amplicon 2 sequenciado com o primer pCAMBIA3Z300-bar-For
2B: Amplicon 2 sequenciado com o primer M13-For

34 Amplicon 3 sequenciade com o primer pCAMBIA3300-bar-Rev
3B- Amplicon 3 sequenciado com o primer M13-Rev

44 Amplicon 4 sequenciado com o primer M13-For

4B: Amplicon 4 sequenciado com o primer M13-Rev
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1A Amplicon 1" sequenciado com o primer pCAMBIAZ2300-npt!-For
1TB: Amplicon 1" sequenciado com o primer pCAMBIAZ 300-nptil-Rev
2°A- Amplicon 2' sequenciado com o primer pCAMBIAZ2300-nptli-For
2'B: Amplicon 2' sequenciado com o primer M13-For
FA Amplicon 3' sequenciado com o primer pCAMBIAZ 300-npt/-Rev
FB: Amplicon 3 sequenciado com o primer M13-Re'-.f|
4'A: Amplicon 4' sequenciado com o primer M13-Far
4'B: Amplicon 4" sequenciado com o primer M13-Rev

Figura 22. Representacdo da cobertura dos sequenciamentos de DNA ao longo dos cassetes

génicos de p28_35S-bar (A) e p28_35S-nptll (B).
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Em um caso pontual, a sobreposi¢céo de varias sequéncias confirmou troca de
bases de G para A no gene nptll, na posicéo 114 (Figura 23). No entanto, tal mudanca
nao impacta em troca de aminoacido na proteina, que permanece sendo a fenilalanina
(UUC — UUU). Assim, essa mutacdo no gene provavelmente ndo afetara a funcao da

proteina codificada por ele.

A *++ AAAAAGAACCOOGCGCCCCTOCOCTOACAGCCPOMACACGOCOOCATCAGAGCAGCCOATTGTCTGTTIGTGE o v
B soe AAAAAGAACCHOGOLGLCCCTOOGCTOACAGCCRARACACGOLGOCATCAGAGCAGCCOGATTGTCTAETTIGLTO!

? A s ’ ) [\ A A »
/\ /! AN W\ A Lf\' | N A
W VWYV AR AN T AWV
C so o ARAAAAGAACCHGGEGLCCCTGUGLTOACAGCCRAMACACGOGLOGLGCATCAGAGCAGCCOGATTGTCTGTTGTGE oo e

e AL R LACHIA XA Rt S ORI

D o AAAAAGAACCHOGGCGLCCCTGLOLTOACAGCCRARACACGOGLGLGCATCAGAGCAGCCGATTGTICTGTTGTIGE oo e

\ N AN, A \ AMA AR WUETYN | |
W Y VT Y IU WL VN LY h_L.JTLM_L_i:\\M/.LL\'JAL

Figura 23. Trocade bases na OFR de nptll, revelada pelo sequenciamento. A, sequéncia referéncia
de porcao nptll em que a base ocupada na posicao 114 (em destaque) é uma guanina (G). B, C e D,

sequéncias 1'A, 1'B e 2’A obtidas pelo sequenciamento, revelando troca de base para adenina (A).

5.1.6. Midipreparacéo e purificacdo dos vetores p1470, p28_35S-bar e p28 35S-
nptll.

Apoés a confirmacgdo das suas identidade e sequéncias, 0s vetores p28 35S-
bar e p28_35S-nptll, juntamente com os vetores pl1470 e p28_35S-Gateway, foram
midipreparados e descontaminados para que atingissem as concentracdes e purezas
adequadas para sua futura aplicagéo nas plantas. Ao final dos procedimentos, todos
0S vetores apresentaram concentracao igual ou superior a 1 pg/pL, estando assim

prontos para futura aplicacdo nas plantas.

5.2. Doses letais minimas dos agentes de selecéo para plantulas de E. urophylla

cultivadas em placas de Petri

Os compostos glifosinato de amonio (Basta) e canamicina foram utilizados para

selecionar as plantas que ndo expressam os genes bar e nptll, respectivamente.
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O herbicida glifosinato de amonio inibe a agdo da enzima glutamina sintetase,
responsavel pela sintese de glutamina a partir da aménia e do acido glutdmico. Desse
modo, leva ao acumulo de amoénia nas células vegetais e esta, por ser fortemente
fitotoxica, leva as células a morte. Macroscopicamente, os efeitos sdo manifestados
por manchas necroticas e, finalmente, murchamento da planta. A enzima fosfinotricina
acetiltransferase, codificada pelo gene bar, catalisa a conversao do glifosinato de
amonio em produtos ndo toxicos por meio da transferéncia de um grupamento acetila,

conferindo a planta a caracteristica de resisténcia ao herbicida.

O mecanismo de acdo da canamicina consiste na inibicdo da sintese proteica
no cloroplasto, assim impedindo o crescimento celular (PADILLA & BURGOS, 2010).
A enzima neomicina fosfotransferase, codificada pelo gene nptll, fosforila e inativa a

canamicina, conferindo resisténcia ao antibiodtico.

Plantulas de E. urophylla cultivadas em placas de Petri foram submetidas a
selecdo com diferentes concentracbes de glifosinato de amonio e canamicina,
conforme descrito no item 4.3. O efeito dos agentes seletivos foi observado durante
45 dias. Nas Tabelas 7 e 8 sédo informados o numero total de plantulas (considerando-
se as 3 triplicatas) em cada um dos grupos, ao inicio e final da selecdo com glifosinato
de amdnio e canamicina, respectivamente, bem como a porcentagem de plantas
eliminadas. As Figuras 24 e 25 ilustram o resultado da selecédo para as diferentes
concentracfes de glifosinato de amdnio e canamicina, respectivamente, nos dias 1

(aplicacéo inicial) e 45.

Tabela 7. Sobrevivéncia de plantas de E. urophylla cultivadas em placas de Petri ao tratamento

com diferentes concentracfes de glifosinato de aménio.

Concentragéo 0 5 10 20 40 50
(mg/L) (controle)
N° de plantas 28 34 46 39 52 41
Dia 1
N° de plantas 28 15 13 11 12 9
Dia 45
Porcentagem de 0 56 72 72 77 78
plantas eliminadas




57

Tabela 8. Sobrevivéncia de plantas de E. urophylla cultivadas em placas de Petri ao tratamento

com diferentes concentracdes de canamicina.

plantas eliminadas

Concentracéo 0 10 25 | 50 75 100
(mg/L) (controle)
N° de plantas 23 35 49 | 35 48 34
Dial
N° de plantas 23 35 49 | 35 48 34
Dia 45
Porcentagem de 0 0 0 0 0 0
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Controle 5mg/L 10 mg/fL
B .
N 0
20 mg/L
) .
Dia 45

Figura 24. Curva de selecdo do herbicida glifosinato de aménio para plantas de E. urophylla
cultivadas em placas de Petri. As imagens representam as plantas de uma das placas de cada
concentracdo nos dias inicial e final do tratamento. Nas imagens do dia final, estdo destacadas em
vermelho as plantulas mortas. As setas azuis, por sua vez, indicam plantas que ndo somente resistiram

a selecao, mas apresentaram crescimento foliar e/ou radicular.



Controle 10mg/L 25 mg/L
h . .
N . .
50 mg/L 75 mg/L 100 mg/L

) . .
R . ‘

Figura 25. Curva de sele¢cdo do antibiético canamicina para plantas de E. urophylla cultivadas

em placas de Petri. As imagens representam as plantas de uma das placas de cada concentracdo nos
dias inicial e final do tratamento.
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A concentracéo ideal de glifosinato de amonio para a selecéao de plantas varia
de 5 a 10 mg/L dependendo da espécie, o que motivou a escolha de concentracdes
teste abrangendo valores iguais e maiores do que estes. Para a canamicina, valores
de 12,5 e 25 mg/L foram considerados ideias para selecionar explantes transgénicos
de E. urograndis (ZANELLA et al., 2013). Ja para E. saligna, a concentracdo minima
foi de 50 mg/L (DA SILVA et al., 2010), enquanto outras plantas, como tabaco,

necessitaram de concentracdes de 100 mg/L para selecao.

O tempo esperado para a acdo de ambos os agentes seletivos para plantas
cultivadas em meio MS in vitro € de aproximadamente 4 semanas. No entanto, apos
tempo superior a 4 semanas, nenhuma das concentragdes testadas para ambos 0s
agentes seletivos foi capaz de selecionar as plantas com 100% de efetividade
(Tabelas 7 e 8). No caso do glifosinato de amonio (Figura 24), diversas plantulas foram
selecionadas, visto que o crescimento foi restringido e a morte observada. Porém,
contraditoriamente, véarias demonstraram resisténcia, pois permaneceram
apresentando crescimento foliar e/ou radicular. Ja para o antibiético canamicina
(Figura 25), todas as plantas permaneceram saudaveis e com crescimento expressivo
independentemente da concentragcdo empregada. Foram realizados testes com doses
iguais a 200 e 400 mg/L, nas mesmas condi¢des de cultivo e experimentacdo, mas as

plantas permaneceram sadias (resultados ndo apresentados).

A principal hipétese levantada para justificar a ineficacia dos tratamentos foi a
de que as raizes das plantas ndo foram capazes de absorver os agentes seletivos ou
de permanecer efetivamente em contato com os mesmos. Desse modo, foi testado
um sistema alternativo de cultivo em hidroponia, descrito no item 4.4., em que as
raizes das plantas foram imersas nas solu¢des de agentes seletivos. O objetivo do
novo meétodo foi possibilitar uma selecdo eficiente, nas menores concentracoes

possiveis e em menor intervalo de tempo.

5.3. Doses letais minimas dos agentes de sele¢cdo para plantulas de E.

urophylla cultivadas em hidroponia em poc¢os de 200 pL

A curva de selecdo para glifosinato de aménio e canamicina também foi

realizada para plantulas de E. urophylla cultivadas em um sistema de hidroponia, em



61

que cada plantula foi individualmente transferida para um pogo em placa de RT-gPCR
e imersa em 100 pL de solugao seletiva. As plantulas foram mantidas em seleg&o por
35 dias, nas concentracdes descritas no item 4.4. Os resultados da selecdo para as
diferentes concentracbes de glifosinato de aménio e de canamicina estdo

representados nas Figuras 26 e 27 respectivamente.

Na curva de selecdo do glifosinato de amoénio, todas as plantas do grupo
controle permaneceram vivas ao final dos 35 dias, embora ndo apresentassem
aspecto completamente saudavel, provavelmente em funcdo da auséncia de
nutrientes no meio. No grupo cuja concentracédo de herbicida foi de 5 mg/L, ainda
verificou-se uma planta sobrevivente, ao passo que a partir da concentracao de 10
mg/L, todas foram efetivamente eliminadas. Desse modo, a dose letal minima de
glifosinato de amoénio inferida pelo experimento foi de 10 mg/L. Esta dose deve ser
futuramente utilizada para selecionar plantas que ndo contenham ou nao expressem

0 gene de resisténcia bar.

A eficacia deste sistema na determinacdo da dose letal minima do herbicida
demonstrou que a imersdo das raizes nas solucbes pode ser um fator determinante
para a acado dos agentes seletivos. No entanto, os resultados para a selecdo com
canamicina (Figura 27) contradizem essa conclusdo. Apos 35 dias de exposicao,
todas as plantas permaneceram saudaveis, independentemente da concentracdo

utilizada.

A inefetividade da selecdo com canamicina pode ser tentativamente explicada
pela variacdo nos efeitos desse antibidtico dependendo da espécie e do gendtipo
(OLIVEIRA et al., 2011). Embora existam informagdes consistentes sobre a acao da
canamicina em brotos e sementes ndo transgénicas, impedindo a formacéo de raizes
a proliferacao de células, ndo existem relatos da agdo da canamicina sobre plantas e
raizes ja formadas. Finalmente, embora o mecanismo de absor¢cdo da canamicina e
de outros antibioticos da familia dos aminoglicosideos ja esteja descrito para células
procariéticas e de mamiferos, o mecanismo de assimilacdo por parte de células
vegetais ainda ndo é conhecido, de modo que nao foi possivel assegurar que a
absorcdo do antibidtico pelas raizes tenha ocorrido efetivamente (PADILLA &

BURGOS, 2010).
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CONTROLE 5 mg/L 10 mg/L 20 mg/L 40 mg/L 50 mg/L

P —

one s e .

Dial

Dia 35

Figura 26. Curva de selecdo do herbicida glifosinato de aménio para plantas de E. urophylla
cultivadas em placas de RT-gPCR.

CONTROLE 50 mg/L 75 mg/L 100 mg/L

Dial

Dia 35

Figura 27. Curva de selecdo do antibiético canamicina para plantas de E. urophylla cultivadas
em placas de RT-qPCR.

5.4. Tratamentos com o0s agentes de selecdo para plantas de E. urophylla
cultivadas em solo

Diversos trabalhos demonstram a possibilidade de aplicar o glifosinato de
amonio na forma de spray para selecionar plantas cultivadas em solo, como

evidenciado para Arabidopsis thaliana, Phaseolus vulgaris (feijao), Nicotiana tabacum



63

e Solanum tuberosum (batata) (DE GREEF et al., 1989; ARAGAO et al., 2002; HADI
et al., 2002). Ademais, esse herbicida ja € registrado e pulverizado em diversas

plantacdes para o controle de plantas invasoras.

Quando aplicada na forma de spray, a canamicina também demonstrou-se
eficiente na selecéo de plantas de A. thaliana cultivadas em solo (XIANG et al., 1999),
embora as concentracdes empregadas nesse caso tenham sido muito mais elevadas

em comparacao as doses utilizadas para selecéo in vitro em meio de cultura.

No entanto, ndo foram encontrados trabalhos descrevendo as condi¢des e
concentracfes adequadas das preparacfes de spray para o uso destes agentes
seletivos em plantas de eucalipto. Deste modo, tais parametros foram determinados

experimentalmente, valendo-se das informacdes descritas para outras plantas.

Para tal, os agentes seletivos foram preparados em solucéo e borrifados sobre
as plantas nas concentracdes e condi¢coes descritas no item 4.5. Para o preparo das
solugdes, o surfactante Triton X-100 a 0,01 % foi utilizado em detrimento da agua
destilada pois, em funcéo da espessa cuticula hidrofébica que recobre as folhas de E.
urophylla, a 4gua nao foi capaz de promover o contato das solu¢cdes com as plantas
e 0 umedecimento da superficie foliar. Ademais, este surfactante foi escolhido em
detrimento de outros citados no item 4.5. pois ndo causou efeito nocivo as plantas.

Na Figura 28 estdo representados os resultados da selecdo, comparando as
plantas antes dos tratamentos e 15 dias ap0s a primeira aplicacdo. Para o glifosinato
de amonio, os efeitos da selecdo foram notados no dia seguinte a cada uma das
aplicagOes: as folhas secaram e ao final do tratamento as plantas estavam mortas,
mostrando que as concentracfes e condicbes utilizadas foram efetivas para

selecionar plantas ndo resistentes.

Para a canamicina, os primeiros efeitos nocivos nas plantas foram notados
cerca de uma semana apos a Uultima aplicacdo. No entanto, diferentemente do
tratamento com o herbicida, as plantas ndo morreram, apresentando apenas

amarelecimento e pontos pretos nas folhas, indicativos de necrose. As plantas foram
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acompanhadas por até um més, ao final do qual o fen6tipo permaneceu inalterado,
sem aumento de severidade (resultados nao apresentados).

Embora haja indicios do efeito do antibiético, este ndo ocorreu de forma
sistémica e néo foi capaz de ocasionar morte. Frente a dificuldade de selecionar as
plantas mesmo com concentragcbes bastante elevadas de canamicina, e
considerando-se o0s resultados negativos para a selecdo feita no sistema de
hidroponia, ndo foi dada continuidade ao uso deste antibiético, bem como dos vetores

contendo o gene nptll nos proximos experimentos.

DIAO DIA 15

CONTROLE

GLIFOSINATO
DE
AMONIO

CANAMICINA

Figura 28. Resultado da selegcdo com glifosinato de aménio e canamicina para plantas de E.

urophylla cultivadas em solo.

5.5. Expressédo de GFP nas plantas de E. urophylla tratadas com os vetores da

série IL-60 via inoculagcdo direta no caule ou absorcéao pelas raizes

Conforme citado nos itens 4.6. e 4.7., plantulas de E. urophylla cultivadas em
sistema hidropdnico foram tratadas com os vetores p1470 e p28_35S-gfp via imersao
nas solucdes plasmidiais e absorcao pelas raizes, enquanto plantas adultas foram

inoculadas com os vetores diretamente no caule. Para ambos 0s casos, as plantas
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foram observadas em microscépio de fluorescéncia em diferentes intervalos de tempo,
para verificar a expressdo de gfp em pontos proximos e distantes dos sitios de

inoculacao.

O objetivo dos experimentos foi fornecer uma validacdo mais rapida da eficacia
dos métodos empregados para a administracéo dos vetores TraitUp™ nas plantas de
E. urophylla e da efetividade dos mesmos em promover a expressdo de genes
exdgenos. Além disso, objetivava-se estimar com mais facilidade e precisdo o tempo
necessario para o inicio da expressao do gene exdgeno nas plantas. Esse resultado
poderia entao ser extrapolado para estimar o tempo necessario para a expressao dos
genes bar e nptll e, consequentemente, para determinar o momento adequado para

realizar a aplicacdo dos agentes seletivos apds tratamento com os vetores.

No entanto, em nenhuma das observacdes realizadas foi possivel detectar
diferenga nos niveis de fluorescéncia entre as plantas tratadas com os vetores e as
plantas controle, tanto para as plantulas cultivadas em hidroponia quanto para as
mantidas em solo. No caso daquelas, foram analisadas as raizes e a parte aérea, e
no caso destas, a parte aérea como um todo e folhas individuais coletadas proximas

e distantes aos sitios de inoculagéo.

Para exemplificar, na Figura 29 estdo representadas, lado a lado, folhas
provenientes de uma planta do grupo controle (ndo inoculada), a esquerda, e de uma
planta do grupo tratado (inoculada com os vetores p1470 + p28 35S-gfp), a direita,
ambas cultivadas em solo. Ja na Figura 30 estédo representadas folhas de planta do
outro grupo controle (inoculada com os vetores pl470 e p28 35S-Gateway), a
esquerda, e de planta do grupo tratada, a direita. Em ambos os casos, as imagens
foram registradas no 65° dia apds a primeira aplicagédo e foi possivel perceber uma
grande semelhanca no nivel de fluorescéncia entre as folhas tratada e controle, que

corresponde a fluorescéncia basal.

Na Figura 31 estdo retratadas imagens para as plantulas cultivadas em
hidroponia, registradas no 50° apds o inicio do tratamento: a esquerda, planta controle
(mantida apenas em agua), e a direita, planta tratada. Novamente, os niveis de

fluorescéncia das plantas controle se igualam aos da tratada.
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CONTROLE TRATADA

Figura 29. Comparacdo da expressdo de GFP em folhas de planta controle (hdo inoculada) e
tratada com os vetores p1470 e p28_35S-gfp, via inoculagcdo mecénica no caule. A, imagens em
campo claro, aumento de 2X. B, imagens com filtro eGFP, aumento de 2X e exposi¢do a 720 ms. As

imagens foram registradas em microscoépio de fluorescéncia (Leica).

CONTROLE TRATADA

Figura 30. Comparacgado da expressdo de GFP em folhas de planta controle (inoculada com os
vetores pl470 + p28 35S-Gateway (vazio)) e tratada com os vetores p1470 + p28_35S-gfp, via
inoculacdo mecéanica no caule. A, imagens em campo claro, aumento de 2X. B, imagens com filtro
eGFP, aumento de 2X e exposi¢cdo a 720 ms. As imagens foram registradas em microscopio de

fluorescéncia (Leica).
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CONTROLE TRATADA

Figura 31. Comparacéo da expresséo de GFP em plantulas controle (exposta aos vetores p1470
+ p28_35S-Gateway (vazio)) e tratada com os vetores p1470 + p28_35S-gfp, via absorg¢éo pelas
raizes. A, imagens em campo claro, com aumento de 0,73X. B, imagens com filtro eGFP, aumento de

0,73X e exposi¢do a 720 ms. As imagens foram registradas em microscopio de fluorescéncia (Leica).

Segundo os autores do método TraitUP™ (PERETZ et al., 2007), apds a
inoculacdo dos vetores IL-60 nas plantas, a expressdo dos genes exdgenos de
interesse deve ocorrer em apenas alguns dias, ou em intervalo de duas a trés
semanas no caso de plantas lenhosas. Por meio das condi¢des utilizadas neste
estudo, os resultados sdo contrastantes: ap6s mais de dois meses, nédo foi detectada

expressdo de GFP nas plantas de E. urophylla tratadas.

E possivel que a quantidade de vetor inoculada (1 ug de cada) tenha sido
insuficiente, embora esta tenha sido a quantidade descrita para uso em trabalhos
prévios (MOZES-KOCH et al.,, 2012). Novas aplicacdes deverdo ser feitas com
guantidades maiores. Ainda, objetiva-se realizar analises moleculares para detectar a
presenca de gfp nas folhas das plantas inoculadas, a nivel de DNA, para verificar se
o gene de fato foi entregue as plantas e se propagou de forma sistémica. Por fim, é
possivel que o resultado negativo justifique-se por uma limitacdo intrinseca a espécie
escolhida. Testes para a inoculacédo dos vetores em outras espécies de Eucalyptus

deverao ser conduzidos.
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6. CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O género Eucalyptus inclui diversas espécies de importancia florestal e
industrial que se destacam pelas suas excelentes caracteristicas silviculturais e sua
aplicacao na producdo de madeira macica, celulose e papel. A geracao de variantes
GM de eucalipto que possam conferir vantagens fenotipicas e atender a crescente
demanda por produtos derivados da madeira é de grande importancia. Considerando-
se as limitagBes técnicas na transgenia do eucalipto, a tecnologia TraitUP™, baseada
em vetores virais desarmados, € uma excelente alternativa para a introducéo de genes
de interesse em Eucalyptus, sendo assim de grande importancia a validacdo da

aplicabilidade dessa tecnologia nesse género.

No presente trabalho, foram geradas versfes dos vetores IL-60, da tecnologia
TraitUP™, contendo os genes bar e nptll, capazes de conferir resisténcia ao
antibiético canamicina e ao herbicida glifosinato de amoénio. Além disso, foram
determinadas as doses letais minimas do herbicida para selecdo de plantas de E.
urophylla cultivadas em sistema de hidroponia e em cultivo em solo. Tais dados
forneceram as informacdes e condicbes necessarias para o tratamento de plantas de
E. urophylla com os vetores e futura avaliacdo da capacidade dos mesmos em atribuir
os fendtipos de resisténcia. Desse modo, pretende-se cumprir 0s objetivos propostos
e 0s que nao foram atingidos até o presente momento, conforme indicados no item

3.2, ou seja:

1. Tratar plantas de E. urophylla com os vetores da plataforma IL-60 adaptados para

a expressado dos genes de interesse, via absorcao pelas raizes e/ou injecdo no caule;

2.. Expor as plantas aos agentes seletivos, nas doses e tempo determinados

experimentalmente;

3. Avaliar a resisténcia conferida pelos vetores, por meio da avaliacdo e registro de

fendtipos;

4. Detectar a presenca sistémica e duradoura dos plasmideos nas plantas, por meio

de andlises moleculares.
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