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RESUMO

Introducdo: Microrganismos fotossintetizantes produzem varios compostos de
interesse econémico, de 6leos a pigmentos, utilizados para diferentes propésitos, como
nutricdo humana e até producdo de biocombustivel. Entre as técnicas moleculares para
melhoramento genético de microalgas, a transformacdo genética tem sido usada em
diversas cloroficeas (Chlorophyceae, Chlorophyta). Entretanto, poucos trabalhos de
transformacdo genética foram publicados com Tetradesmus obliquus (Turpin)
M.J.Wynne (Sphaeropleales, Chlorophyta), uma microalga eucariética oleaginosa,
cosmopolita e com alto potencial biotecnoldgico. Objetivo: Neste trabalho, o objetivo
foi aprimorar um sistema de transformacao genética por eletroporacdo para T. obliquus
LGMMO1, linhagem isolada em Curitiba, Parand. Material e métodos: Para a
transformacéo, foi usado o vetor pCAMBIA1303 armazenado em Escherichia coli
TOP10/pCAMBIA1303. Ele contém o promotor CamV35S, marcadores de selecdo para
procariotos (aphA-3; resisténcia a canamicina) e para eucariotos (hph; resisténcia a
higromicina) e o gene repdrter gusA (B-glucuronidase). Depois de tragar a curva de
crescimento para T. obliguus LGMMO1 em meios CHU (autotrofico) e TAP
(mixotrofico), células da fase de crescimento exponencial desta microalga foram
tornadas competentes e eletroporadas sob 10 condicdes diferentes, considerando
conformacgdo do vetor (linear ou circular), tipo de choque (tempo constante ou
decaimento exponencial), pardmetros de choque (voltagem, capacitancia, resisténcia e
tempo) e nimero de choques consecutivos (1 ou 2). Resultados: Dos 10 tratamentos, 7
geraram unidades formadoras de colbnia resistentes a higromicina (UFC-Hg+), e o
ensaio GUS preliminar revelou atividade de p-glucuronidase nas células. Os
transformantes cresceram apenas em meio TAP. A média de eficiéncia de
transformacao foi de 8,09 + 0,65 UFC-Hg+ por 10° células, e a condigdo mais eficiente
apresentou 30 UFC-Hg+ por 108 células. O fenétipo de resisténcia se mostrou estavel
durante 3 meses de repiques quinzenais. Conclusdo: Esse estudo apontou novas
condi¢des de choque para eletroporacdo de T. obliquus e corroborou com trabalhos
prévios mostrando eficiéncia dos choques de tempo constante de 3 ms e 2 kV de
voltagem. Além disso, nas condicGes ensaiadas houve a necessidade de cultivo
mixotrofico para a transformagdo com pCAMBIAL1303. Também foi possivel
confirmar o uso de gusA como gene repérter em T. obliquus, pois foi observado o
fendtipo azulado em transformantes na presenca de X-gluc.
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