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CONCEITOS IMPORTANTES

O processo de introducao de sequéncias (genes) de interesse
em organismos chama-se transformacao genética;

O gene sendo transferido para o organismo é chamado de
transgene;

Organismos com modificacdes genéticas que recebem um
transgene sao denominados de transformados ou
transgénicos;

Denominacao mais ampla = Organismos Geneticamente
Modificados (OGM);

NAO E TODO OGM QUE E UM TRANSGENICO!


http://2.bp.blogspot.com/-66enncofmZE/Te1Nngt4vnI/AAAAAAAAAA0/GOCQc_SyCPw/s1600/Manipulacao_genetica_Marionete%255B1%255D.jpg

METODOS DE INTRODUCAO DE DNA NA
CELULA

Microinjecdo

Eletroporagao

Altamente dependente do organismo!



ENGENHARIA GENETICA EM PLANTAS

OGMs = Organismos Geneticamente Modificados, ou

GMOs = Gene

Culturas resistentes resistentes a insetos
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http://cera-gmc.org/index.php?action=gm crop database



http://cera-gmc.org/index.php?action=gm_crop_database

ETAPAS PARA A TRANSFORMACAO
GENETICA DE PLANTAS

Selecao de tecido vegetal competente para propagacao ou
regeneracao,

Método de transferéncia do gene de interesse (bioldgico ou fisico),
Identificacao de células transformadas por selecao,
Regeneracao de plantas a partir de células transformadas,

Plantas transgénicas analisadas para confirmar presenca do transgene -
heranca e estabilidade,

Plantas transgénicas avaliadas para performance no campo.
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EM SINTESE:

Construcao sintética do transgene

l

Introducao do DNA dentro da célula vegetal

l

Selecao

30 d | Totipoténcia = capacidade de
Regeneragao a planta regeneracao da planta a

l partir de uma unica célula

Confirmacao

l

Melhoramento




CONSTRUCAO SINTETICA DO TRANSGENE

A caracteristica de interesse pode e deve ser
engenheirada...

Precisa conter no minimo:

1. Gene de interesse

e A regiao de interesse e seus elementos controladores

2. Marca de selecao

e Diferencia plantas transformadas e nao transformadas



CONSTRUINDO O TRANSGENE

PROMOTOR REGIAO CODANTE Sinal poli A
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Marca de selecao na planta
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CONSTRUCAO
SINTETICA

Genes bacterianos A
eResisténcia a antibidtico
*Origem de replicacao—>

VETOR PLASMIDIAL



TRANSFERINDO DNA PARA CELULAS DE
PLANTAS

1. DNA pode ser transferido para a célula
vegetal por meio bioldgico (via
Agrobacterium) ou fisico
(bombardeamento com microparticulas),

2. DNA deve cruzar varias barreiras,

3. DNA deve se integrar ao cromossomo
no nucleo da célula vegetal,

4. Cada célula transformada é unica,

5. NUmero de células transformadas é
minimo.

transgene —’—

Célula Vegetal

citoplasma

parede celular membrana
citoplasmatica



METODOS PARA A INTRODUCAO DO
TRANSGENE NA PLANTA

Agrobacterium

* Bactéria do solo que tem a capacidade de transferir parte do seu DNA para dentro da
célula da planta;

* No laboratério, a bactéria é colocada em cultura junto com as células de plantas, ou
inoculada no tecido da planta, transferindo parte do seu DNA para as células da planta;

Bombardeamento

* Particulas de ouro ou tungsténio sao cobertas com DNA e aceleradas em direcao ao
tecido da planta (hélio comprimido);

* As particulas perfuram a parede celular e penetram dentro da célula;

» Utilizado quando nao é possivel por incompatibilidade bioldgica o uso de
Agrobacterium - em monocotiledoneas.




METODO BIOLOGICO X FiSICO

Bombardeamento de microprojéteis
“Biolistica” ou “gene gun”

Agrobacterium tumefaciens

Propriedade natural da bactéria
Agrobacterium de transferir DNA para
dentro da célula da planta.

Particulas sao cobertas de DNA e atiradas
para dentro da célula da planta.



Agrobacterium tumefaciens

Bactéria de solo Gram-negativa, tipo bacilo;
Causa galha da coroa (“crown gall”): videira, maca, etc.;
Afeta mais dicotileddneas e pouco monocotiledéneas;
Familia Rhizobiaceae.

Outras espécies:

— Agrobacterium rhizogenes -raiz em cabeleira (“hairy root”) Chromosome
T-DNA
Ti plagmid

— Agrobacterium radiobacter - nao tumorogénica (sem Ti) £



GALHA DA COROA




e Libera substancias que atraem a agrobactéria;

Planta , % e
e Ativa genes da regiao de viruléncia;

ferida

e As bactérias sintetizam microfibrilas de celulose para favorecer a
Contato formacao de agregados de células bacterianas em volta do tecido
planta- vegetal ferido;

bactéria

e 0 T-DNA integrado ao genoma vegetal € expresso de forma estavel ;

Insercao A sintese de auxinas e citocininas (oncogenes) levam a planta a um
do desbalanco hormonal;
T-DNA

e Quanto mais a célula da planta se divide maior é a producao de
opina e o nicho da agrobactéria se torna extremamente favoravel;

Sintese . Somente a linhagem indutora é capaz de catabolizar a opina
de Opina produzida como fonte de energia, carbono e nitrogénio;




APESAR DE SUA ORIGEM PROCARIOTA, A
EXPRESSAO DOS GENES PRESENTES NO T-DNA
SO E POSSIVEL POR SEREM OS SINAIS DE

REGULACAO DESSES GENES RECONHECIDOS
PELO SISTEMA DE TRANSCRICAO EUCARIOTA
VEGETAL!!




Agrobacterium

Infeccao natural — ferimentos;
Quimiotactismo - fendis, acucares, amino acidos;

Expressao de genes da bactéria transferidos e integrados de forma
estavel ao genoma vegetal

Formacao de tumores;
Capacidade tumorogénica - plasmideo Ti =
— Ti =Tumor Inducing - 150 a 250 kpb
Regidoes do plasmideo Ti importantes:
— regiao T-DNA - Transfer DNA
— regiao vir - genes de viruléncia
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‘ Agrobacterium turmefaciens

PATOGENICIDADE
NATURAL DE A.
tumefaciens

Bacterial
chromoscme

Transport channel

Mitochondrion

Plant cell

Nuclaus

Chloroplast

Agricultural biotechnology: Gene exchange by design (Nature 433, 583-584 (10 February 2005)




Agrobacterium

Regidao T-DNA
e Tamanho:de 12 a 24 kb
e Limitada por seqgtiéncias repetidas = bordas
— bordas direita (RB) e esquerda (LB) - delimitam T-DNA
 Contém genes de sintese de reguladores de crescimento (hormonios
vegetais) e de opinas
* Transferem genes para direcionar metabolismo para manutencao da
Agrobacterium T-DNA
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Agrobacterium

Regiao vir
* genes responsaveis pela sintese de enzimas da transferéncia e
integracao do T-DNA

T-DNA
region

Cytokinin

Left
border

£\
AN

Regiao vir é suficiente para transferir
gualquer T-DNA - reconhece bordas

Gene indutores de tumores podem ser
retirados e substituidos no T-DNA
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vir N
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TRANSFERENCIA DO TRANSGENE

plant cell \

\ Caracteristica de interesse

insertion into
chmmnsnﬂj’/

Elementos essenciais ao
processo de transferéncia Bordas 25pb T-DNA

Regiao vir funcional

Transgene de interesse




TRANSFORMACAO VIA BIOBALISTICA




TRANSFORMACAO VIA BIOBALISTICA
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Promoter for
plant expression
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TRANSFORMACAO — CELULA ALVO

Todos os protocolos de transformacao introduzem o DNA
nas células de plantas em cultura de tecidos

v'Cultura de tecidos permite a regeneracdo de
plantas férteis a partir de uma unica célula;

v'Grande numero de células alvo na forma de
calo;

v'Estabelecimento, manutenc3o e regeneragdo
de plantas é bastante trabalhoso e com um alto
grau de dificuldade;

v'Métodos estdo limitados a alguns genétipos,
geralmente de variedades nao comerciais;

v'Pode introduzir mutacdes ndo desejaveis.




Agrobacterium method Particle gun method

Agrobacterium Ti plasmid carrying Particles coated
tumefaciens \ desired genes ol :'.‘:7 with DNA encoding
® ®* " desired genes

=0 1

Particle gun
Cocultivation of
Agrobacterium with
plant pieces Bombardment of
__~plant pieces with
particles
DNA transferred
to plant cells
Chromosomes with
integrated DNA
encoding desired genes

Shoot regeneration
followed by root
Cell multiplication (callus) regeneration Plant with new trait




TRANSFORMACAO — SELECAQ  ~ cciecio

v'1 em 1.000 células terd o DNA integrado no
genoma na planta;

v'Células transformadas sdo marcadas pela co-
introducdao de um gene de resisténcia a agentes
seletivos;

v'Células transformadas s3o selecionadas pela
morte de células nao transformadas pelo agente
seletivo;

v'2 principais agentes seletivos:
e antibioticos
e herbicidas

v'"Marcadores seletivos auxiliam os passos
seguintes de estudos sobre a heranca do
transgene.

Células em cultura

Ensaio resisténcia a herbicida
transgénico  ndo-transgénico
Resistente Susceptivel

|




TRANSFORMACAO - SELECAO E CONFIRMACAO

Antibiotico:
Canamicina
Higromicina

Herbicida:

Gene de selecao Glifosato

Genes reporters:

GFP, mRFP, CFP, YFP, mCherry etc
GUS

Luciferase




TRANSFORMACAO -
CONFIRMACAO




PRINCIPIOS DA CULTURA DE
TECIDOS VEGETAIS
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REGENERACAO DEPENDE DO EXPLANTE...




ETAPAS NO LABORATORIO

Calogénese

Raizes

Brotacao
adventicia




Planta regenerada
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Com o auxilio da Pelos métodos

engenharia genética classicos
Fonte de Genes
Plantas, Bactérias, Plantas da mesma
Fungos e Virus espécie ou relacionadas
Identificacao, Isolamento, Avaliacao de caracteres
sintese de genes importantes

Transferéncia de
genes para células

O O > — 0 > <

Regeneracao de
plantas

Hibridizacao

Avaliacao
/ \

Testes quantitativos Testes qualitativos

T—— Selecio —

Avaliacao Final
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Variedade Comercial

Pedro C. Binsfeld, Biotecnologia, Ciéncia e Desenvolvimento



CONSTRUCAO DA VARIEDADE TRANSGENICA

Retrocruzamento e selecao (6 - 8 geracoes)
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The Golden Rice Story

e Deficiéncia em vitamina A € um problema importante de
saude publica

e Causa cegueira
e Influencia na severidade de diarréias e sarampo

e >100 milhoes de criancas tem este problema

e Para muitos paises a infra-estrutura nao existe para entregar
pilulas de vitaminas

e Melhorar o contetudo de vitamina A em cereais parece uma
alternativa atrativa



Via do B-Caroteno em Plantas

IPP

|

Geranylgeranyl diphosphate

l Phytoene synthase

Phytoene

Problema: > Phytoene desaturase
Arroz faltam v

estas enzimas

v

¢-carotene desaturase

v

Lycopene
l Lycopene-beta-cyclase

B -carotene
(precursor de vitamina A)

Normal
Vitamin A
“Deficiente”
arroz




The Golden Rice

Adicionar os genes da via do 3-Caroteno
IPP

|

Geranylgeranyl diphosphate

[ Daffodil gene l Phytoene synthase
Phytoene
Via Phyt desat
: . ytoene desaturase
Vitamina A 1Gene de bactéria; !
esta completo | Realiza as duas fungdes
. ¢-carotene desaturase
e funcional |
Lycopene
Daffodil gene l Lycopene-beta-cyclase
Golden -— B -carotene
Rice (precursor de vitamina A)




Teste Final dos Transgéncios

Aceitacao do consumidor!!

Milho RoundUp Ready




http://cdn.intechopen.com/pdfs/18820/InTech-Genetic transformation of forest trees.pdf

Transformation of
Forest Trees

Transgenic tree

7

S B0y
Biolistics Agrobacterium Electroporation
\ l / Organogenesis  Embryogenesis

Plant Cell



http://cdn.intechopen.com/pdfs/18820/InTech-Genetic_transformation_of_forest_trees.pdf

TRANSFORMACAO DE ANIMAIS

Microinjecao

Por meio de agulhas microscopicas € injetado DNA no nucleo da
célula alvo

- rotina para transformacao de célula animais
- utiliza micromanipulador
- oneroso, complexo e demorado

Transformagao via Microinjecao




EXPRESSAO DO GENE DA GFP EM ANIMAIS




ANIMAIS TRANSGENICOS
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FIQUE DE OLHO, NOVAS TECNICAS VEM SURGINDO!

EDITING A GENE USING

THE CRISPR/CAS9 TECHNIQUE

Scientists create a genetic sequence, called E This sequence is added to a cell along with
a “guide RNA," that matches the piece of DNA a protein called Cas9, which acts like a pair
they want to modify. of scissors that cut DNA.
Cutting
Guide RNA site

Cas9
N

Guide sequence

N

The guide RNA homes in on the target DNA n Now, another piece of DNA is swapped into
sequence, and Cas9 cuts it out. Once their the place of the old DNA, and enzymes repair
job is complete, the guide RNA and Cas9 the cuts. Voila, you've edited the DNA!
leave the scene.
Guide RNA
Target DNA \’
(-
Cas9
SOURCES: Nature News; Carl Zimmer

http://www.businessinsider.com/how-crispr-will-revolutionize-biology-2015-10



Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacaos Melhoramento genetico

I} comparunar RERESE

CRISPR, do inglés Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats, € uma tecnologia de edigao
de genoma que permite identificar genes de interesse,
no DNA de qualquer espécie, e modifica-lo de acordo
com as necessidades da pesquisa, sem a inclusao de
genes de outras espécies.

Segundo o pesquisador Alexandre Nepomuceno, da
Embrapa Soja (Londrina, PR), um dos pioneiros na
utilizacdo do CRISPR na Empresa, essa tecnologia é
relativamente nova — comecou a ser utilizada na
agricultura em 2014.

existiam ferramentas de edicdo de genoma, mas eram muito complexas. O CRISPR é mais acessivel.
alquer laboratério com treinamento adequado tem a capacidade de usar essa ferramenta para editar um
1oma”, explica o pesquisador.

acordo com ele, o CRISPR funciona como um corretor ortografico. "Por exemplo: no caso de uma doenca
1ética, fruto de uma mutacdo nas bases nitrogenadas da cadeia de DMA, & possivel corrigir isso por meio
.sa ferramenta”.

pomuceno explica que o sistema CRISPR & composto por substancias quimicas: uma molécula de RNA e
a proteina. A combinacdo dessas duas substdncias consegue localizar a sequéncia de DNA que se quer
dificar dentro do nucleo da célula e a modifica.
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Genome editing with Cas9 in adult mice corrects a
disease mutation and phenotype

Hao Yin, Wen Xue, Sidi Chen, Roman L Bogorad, Eric Benedetti, Markus Grompe, Victor
Koteliansky, Phillip A Sharp, Tyler Jacks & Daniel G Anderson
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O MUNDO
DO
CRISPR

Nova técnica de edicao
genética pode mudar
completamente
desde a area da saide até
produc¢ao de combustivel

“thinglink..

SABER MAIS




Enzima Cas9 —

EDICAO GENOMICA
Conheca a técnica que permite fazer
mudancas precisas no DNA

-~

Enzima Cas9 —

EXEMPLOS
Um dos casos de sucesso ja reportados pelos cientistas envolve o
reparo de proteinas importantes para a contracido do musculo,
melhorando a distrofia muscular, em outro caso, alterou-se o DNA de
mosquitos, reduzindo a transmisséo de malaria



VISUALIZANDO O PROCESSO...

https://www.youtube.com/watch?v=UfA |AKV29q

https://www.youtube.com/watch?v=TnhzcwTyr6¢cE

https://www.youtube.com/watch?v=[|AhiPd4uNFY



https://www.youtube.com/watch?v=UfA_jAKV29g
https://www.youtube.com/watch?v=TnzcwTyr6cE
https://www.youtube.com/watch?v=jAhjPd4uNFY
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GENETICA

Uma ferramenta |
para editar o
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ESTUDO DIRIGIDO

1. Conceitos referentes a transgénicos

2. Transformacao por agrobacteéria

3. Transformacao por biobalistica

4. A importancia da cultura de tecido na transformacao de plantas

5. Transformacao animal

6. Técnica de CRISPR
NO ReSTAVRANTE
TRANSGENICO ..
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