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A agricultura sustentavel depende de boa ciéncia e de
desenvolvimento tecnoldgico. Estes fatores sao também essenciais
para gque se obtenha aumento de producao e da produtividade
agricola. A Dbiotecnologia pode trazer diversas vantagens
competitivas para a agricultura pela tecnologia de producao de
plantas transgénicas. Embora este potencial seja reconhecido, é
preciso garantir que a liberacao de um organismo transgénico nao
traga efeitos negativos a saude humana, a saude animal e ao meio
ambiente. Por estas razoes, a biosseguranca faz-se extremamente
necessaria.

O presente estudo esta vinculado ao “Projeto CDA Eucalyptus:
Centro Colaborador em Defesa Agropecuaria para a Biosseguranca
Relativa a Plantas Geneticamente Modificadas de Eucalyptus”, o
gual trata de compor métodos, protocolos e roteiros para avaliar a
biosseguranca do eucalipto transgénico. Pesquisas na area de
biologia molecular e biotecnologia estdo sendo conduzidas com a
finalidade de disponibilizar uma colecado de plasmideos binarios
contendo diferentes versdoes do gene codificador da proteina de
fluorescéncia verde (gfp), originalmente de Aequorea victorea, para
a futura geracao de plantas GM com fenotipos facilmente
detectaveis.

A GFP apresenta diversas propriedades favoraveis no seu uso
como proteina-reporter. Além de nao provocar interferéncia nas
atividades celulares, pode ser detectada por varios meétodos.
Contudo, apresenta limitacoes para o0 uso em vegetais em virtude
do espectro de sua fluorescéncia. Buscando superar estas
limitacoes, foram desenvolvidos genes codificadores de GFP em
diferentes versoes, exemplificados na Figura 1.
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Figura 1. Atividade fluorescente de diferentes versdes recombinantes da GFP. (A): Plantula transgénica de
Arabidopsis thaliana expressando mGFP (mutated green). (B): Ponta de radicula de A. thaliana expressando
eYFP (enhanced yellow) durante a germinacdo. (C): Células do mesoéfilo palicadico de A. thaliana. Talina,
uma proteina de ligacao a actina, foi fundida a eCFP (enhanced cyan), de modo que o citoesqueleto de actina
estd marcado. (D): Coxiella burnetii expressando mCherryFP (cherry = red).

A fluorescéncia das diferentes versoes da GFP sera utilizada
neste trabalho para o monitoramento de sementes, polen, folhas e
plantas transgénicas em estudos de biosseguranca em contencao
e no ambiente.

- Objctivos

* Introduzir os genes codificadores de mGFP, eYFP, eCFP, e
mCherryFP em plasmideos binarios para a transformacao
geneética e expressao em celulas vegetais;

* Transformar plantas-modelo e Eucalyptus grandis com
plasmideos binarios contendo genes codificadores de GFP, eYFP,
eCFP e mCherryFP para estudos de biosseguranca.
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B Resultados

Uma ampla colecdo de plasmideos contendo diferentes
versoes de gfp fol obtida a partir de doacbes ou aquisicoes
comerciais. Optou-se por trabalhar com os plasmideos da
Clontech pEYFP, pECFP e pGG463 (que contém mCherryFP), e
do CAMBIA pCAMBIA1302 (que contem mGFP). Este ultimo foi
0 Unico plasmideo binario obtido. Assim, foi necessario transferir
0S genes eyfp, ecfp e mcherryfp para este plasmideo, em
substituicao a mgfp. Todos os plasmideos foram produzidos e
purificados em escala e suas identidades confirmadas por
digestao com endonucleases (Figura 2). As atividades de
adaptacao dos genes a pCAMBIA1302 continuam em
andamento. A fluorescéncia das diferentes proteinas foi
confirmada pela exposicao das culturas de E. coli JM109
transformadas com o0s respectivos plasmideos, conforme
evidenciam as imagens representadas nas Figuras 3 e 4.

« Com vistas a avaliar o nivel de expressao basica da mGFP em

plantas, discos foliares de Nicotiana tabacum foram
transformados com Agrobacterium tumefaciens contendo
PCAMBIA1302 (Figura 5). A regeneracao de plantas

transgénicas expressando mGFP esta em andamento.

A confirmacéo da transgenia das plantas sera evidenciada pela
fluorescéncia da proteina sob estereoscopia confocal e por
analises moleculares como PCR, RT-gPCR e hibridizacoes de
Southern blot.
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Figura 2. Analises de preparacoes plasmidiais de pCAMBIA1302 e pGG463 (A), e de pEYFP e pECFP (B).
(C) Confirmacéo da identidade de plasmideos; bandas relativas aos genes eyfp (~ 760 pb), ecfp (~765 pb)

e mCherryFP (~765 pb) observadas em tamanho correto.

Figura 3. Tubos de ensaio (A) e placas de Petri (B) contendo culturas de E. coli IM109 transformadas
com pEYFP, pECFP, pCAMBIA1302 (contendo mGFP) e pGG463 (contendo mCherryFP), visualizados
pela exposicao a transiluminador de luz azul. Uma Unica faixa de luz azul foi utilizada para a produgcéao da
imagem, o que nao permite distinguir os tons de fluorescéncia tipica de cada proteina. Todas as culturas
evidenciaram uma fluorescéncia verde-amarelada, exceto a que contém mCherryFP, de cor alaranjada.
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Figura 4. Imagens por microscopia de fluorescéncia (40X) de esfregacos de E. coli IM109 transformada
com o plasmideo pCAMBIA1302 (controle negativo, uma vez que o promotor do gene mgfp € ativo
apenas em plantas) sob emissédo a 507 nm e filtro verde (A); E. coli JIM109 contendo o plasmideo
PEYFP sob emissdo a 527 nm e filtro verde (B); E. coli JM109 contendo o plasmideo pGG463
(mCherryFP) sob emissao de 610 nm e filtro vermelho (C).
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Figura 5. Procedimento de transformacéo genética de discos foliares de
Nicotiana tabacum (A). Discos de tabaco transformados com A.
tumefaciens::pCAMBIA1302 (B). Mapa do plasmideo pCAMBIA1302 (C).
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