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ISOLAMENTO DE GENES ENVOLVIDOS NA BIOSSINTESE DE ALCALOIDES E TRANSFORMAGAO
115 GENETICA DE PSYCHOTRIA BRACHYCERAS (RUBIACEAE). Maraschin, Felipe S., Pasquali, Giancarlo
(Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal, Centro de Biotecnologia do Estado do Rio Grande do Sul, UFRGS).

O género Psychotria tem sido alvo de vérias investigagfes quimicas e farmacoldgicas devido a presenga, em um
namero diverso de espécies, de alcaldides bioativos de importancia terapéutica. Estudos prévios demonstraram que extratos
alcaloidicos de espécies de Psychotria apresentam uma forte acdo opidide-analgésica. Este trabalho tem por objetivo isolar e
caracterizar a expressao de genes-chave da biossintese destes alcal6ides indélicos terpénicos de Psychotria, especialmente os
genes codificadores da triptofano descarboxilase (TDC) e da estrictosidina sintase (STR). Visando modular estas expressdes
génicas para 0 aumento da producéo total de alcal6ides, este projeto intenciona, também, viabilizar a transformagio genética de
tecidos de Psychotria e a regeneracdo de plantas transgénicas. Por meio do emprego da reacdo em cadeia da DNA-polimerase
(PCR) e oligonucleotideos sintéticos (primers) definidos a partir de sequéncias de tdc e str conservadas e disponiveis no
EMBL/GenBank, produtos de amplificacdo para ambos os genes foram obtidos de DNA gendmico de P. brachyceras. O
fragmento Unico gerado pela amplificagdo com os primers para tdc foi clonado no vetor pCRBIunt (Invitrogen) para o futuro
sequenciamento, enquanto 3 produtos de amplificagdo com os primers para str serdo também clonados e seqlienciados para
confirmagdo da sua identidade. Utilizando os fragmentos clonados de tdc e str como sondas, clones gendmicos serdo
esquadrinhados a partir de bancos enriquecidos de DNA. Com vistas a obtencdo de tecidos transgénicos de Psychotria, foi
primeiramente determinado que o antibiético higromicina é um melhor agente seletivo do que a canamicina para a selegdo de
tecidos (calos) transformados. A seguir, calos derivados de folhas foram infectados com Agrobacterium tumefaciens
LBA4404::pMOG22Gus. A atividade transitdria de gusA foi observada nos calos infectados uma semana ap6s a infeccdo. Apds 1
més de selecdo em higromicina, foram obtidos calos totalmente transformados. Diferentes condi¢bes de cultivo in vitro serdo
testadas para viabilizar a regeneracéo de plantas transformadas. (PADCT Il e Fapergs).
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