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Padronizacdo de Metodologia para Transformacéo Genética de Arabidopsis
thaliana e sua Aplicacdo na Introducéo de Genes de Resisténcia a Estresses
Ambientais
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Nos ultimos anos, a engenharia genética vem se destacando no setor agronémico,
por ser uma alternativa importante na obtencdo de novos cultivares resistentes a
estresses ambientais. Bactérias tolerantes estresses ambientais, como estresses
osmatico e oxidativo, sdo importantes fontes de genes para obtencdo de plantas
transgénicas que apresentem tolerancia a tais estresses. Uma das técnicas para a
transformacdo de plantas é via Agrobacterium tumefaciens, uma vez que esta
técnica permite a incorporacdo de genes exdégenos no genoma do vegetal. O
objetivo do presente trabalho € padronizar a metodologia de transformacédo de
plantas de Arabidopsis thaliana para, em seguida, realizar a introducdo de genes
potencialmente envolvidos na resisténcia a estresses. Para tanto, na primeira
etapa, células da bactéria A. tumefaciens foram submetidas a um banho de CacCl,
para obtencdo de células competentes. Posteriormente, 500ng de DNA plasmidial
(vetor de expressdo pA19-pdel001-RFP) foram adicionados a um tubo de 1,5 mL
contendo 200 uL de células competentes e, para a incorporacdo do vetor pelas
células, a amostra foi submetida as seguintes etapas do método de
congelamento/descongelamento: 15 minutos no gelo, 5 minutos no nitrogénio
liquido, 5 minutos a 37°C e, por fim, 5 minutos no gelo. Para que seja realizada a
transformacéo de A. thaliana, plantulas de 18-21 dias de idade serdo submetidas a
técnica de Floral Dip, onde ocorrerd o mergulho floral de suas inflorescéncias em
uma solugdo de imersdo contendo A. tumefaciens em suspensdo. A fim de
aumentar a eficiéncia de transformacdo, algumas varidveis serdo testadas na
técnica de Floral Dip, tais como a D.O. da A. tumefaciens na solucédo de imersao e
namero de repeticbes de aplicacdo da solucdo. Apds a identificacdo da
metodologia de transformacdo mais eficiente, genes de bactérias tolerantes a
estresses ambientais poderdo ser utilizados visando a obtencdo de plantas
transgénicas que melhor atendam aos interesses do setor agricola.
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