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Roteiro da aula

1. Caracteristicas dos vetores e seu desenvolvimento

2. Elementos fundamentais dos vetores

3. Genomica Funcional

4. Consequencias da transformacgao genética



Caracteristicas desejaveis para um Vetor
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Caracteristicas desejaveis para um Veto

Lembranc¢a do Curso de Biologia Molecular
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Desenvolvimento de vetores para p
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- Sequencia das bordas do T-DNA
- Remoc¢ao dos oncogenes
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Vetores de clonagem em plantas

Preparando o vetor...

(LB) (RB)

T-DNA

Co-integrado —_—

Binario —=




Transformacao Genética de Plantas

- Regido de homologia Vir = Regido de viruléacia
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Aplicacao Biotecnologica do T-DNA

T-DNA Express: Arabidopsis Gene Mapping Tool ( aug. 21, 2015)
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http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress

Aplicacao Biotecnologica do T-DNA
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Desenvolvimento de vetores para plant

Promoter Gene of interest Promoter Gene of interest
Promoter Terminator Proeote: Terminstor
Plant selectable marker gene P P Right T- Plant selectable marker -
TYerminator Termnator
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- Marcador de selecao para planta

- Bordas precisam ser incorporadas em vetores desejaveis

- Genes requerem ajustes
< Promotor (forca, especificidade e tipo de regulacao)

Terminador



Desenvolvimento de vetores ps

CODON USAGE IN E. COLI GENES!
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Sequencias derivadas da Agrobact
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Sequencias derivadas da Agroba
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Genes marcador de selecao

- Inibe a sintese de proteina (Cloroplasto)

C - Uso de Antibidticos

- nptll (neomicina fosfotransferase 1) (1983) - canamicina

Streptomyces kanamyceticus

- hpt (higromicina fosfotransferase) (1985) - higromicina

Streptomyces hygroscopicus

TRENDS in Biotechnology

Antibidtico na selecao dos
transformantes

Bock e Warzecha, 2010 (Trends in Biotechnology)



Genes marcador de selecao

C - Uso de Herbicidas

- Acimulo de amoénia em plantasf\

Pynivats Inibidor da glutamina sintetase (GS)
3 AcetyI-CoA\‘ Herbicida PPT (fosfinotricina ou amodnia glufosinato)

Oxaloacetate Citrxte

St Isocitrate - pat (fosfinotricina acetiltransferase) (1989)

* 2-oxoglutarate Detoxifica PPT
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Glutamate  Glutamine - bar (fosfinotricina acetiltransferase) (1989)
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Genes reporteres

- Presente nos vetores de transformacao

- Indicador de transformacao
- Analise funcional de promotor

- Sistemas nao destrutivos x auséncia de atividade enddgena

B-glucuronidase (uidA/GUS)

Proteina verde fluorescente (GFP-green fluorescent protein)



Genes reporteres

B-glucuronidase (uidA/GUS) - 1987

- Acumulo sem prejuizo vegetal

- Ensaio histoquimico: facil, rapido e nao-radiotivo

o~ y p - = 4
.//”v“ ’r/’

- X-gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucuronideo) - A
Escherichia coli

- Quantitativo e qualitativo

- Uso de intron/procariotos

- Ensaio destrutivo e substrato é caro



Genes reporteres

Aula 02 — Célula vegetal, drgaos, tecidos e hormonios vegetais

Ptaa1.:TAA1-GUS DRS5::GUS




Genes reporteres

High throughput Agrobacterium tumefaciens-mediated germline
transformation of mechanically isolated meristem explants
of cotton (Gossypium hirsutum L.)

MONSANTO



Genes reporteres

Reproductive MeristemZ22 is a unique marker
for the early stages of stamen development

ELISSON ROMANEL', PRADEEP DAS?, RICHARD M. AMASINO?3, JAN TRAAS?,
ELLIOT MEYEROWITZ* and MARCIO ALVES-FERREIRA*

Meétodo de transformacao: Infiltracao da Inflorescéncia




Genes reporteres




Genes reporteres

Proteina verde fluorescente (GFP-green fluorescent protein) - 2001

- Acumulo sem prejudicar vegetal

- Nao requer substrato (requer equipamento adequado)

Aequorea victoria



Genes reporteres
Proteina verde fluorescente (GFP-green fluorescent protein) - 2001

- Acumulo sem prejudicar vegetal

- Nao requer substrato (requer equipamento adequado)

- Quantitativo e qualitativo (maior sensibilidade)

Aequorea victoria



Genes reporteres

Reproductive MeristemZ22 is a unique marker
for the early stages of stamen development

ELISSON ROMANEL', PRADEEP DAS?, RICHARD M. AMASINO?3, JAN TRAAS?,
ELLIOT MEYEROWITZ* and MARCIO ALVES-FERREIRA*!
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Genes reporteres

Meétodo de transformacao: Infiltracao da Inflorescéncia

LHP1, the Arabidopsis homologue
of HETEROCHROMATIN PROTEINA1, is required

for epigenetic silencing of FLC

Joshua S. Mylne*!, Lynne Barrett**, Federico Tessadorif, Stéphane Mesnage*7, Lianna Johnsonl,
Yana V. Bernatavichute!, Steven E. Jacobsen!, Paul Fransz% and Caroline Dean*-**



Genes reporteres

Proteina verde fluorescente (GFP-green fluorescent protein) - 2001

- Acumulo sem prejudicar vegetal

- Nao requer substrato (requer equipamento adequado)

- Quantitativo e qualitativo (maior sensibilidade)

- Ensaio nao destrutivo

- Andlise em tempo real Aequorea victoria

- Sensibilidade ao nivel subcelular



Genes reporteres

Meétodo de transformacao: Agroinfiltracao




Genes reporteres




Genes reporteres

Proteina verde fluorescente (GFP-green fluorescent protein) - 2001

- Acumulo sem prejudicar vegetal

- N3o requer substrato (requer equipamento adequado)
- Quantitativo e qualitativo (maior sensibilidade)

- Ensaio nao destrutivo

- Analise em tempo real

Aequorea victoria

- Sensibilidade ao nivel subcelular

- Triagem de transformantes iniciais, cultura de
tecidos e pdélen em campo

- Ampla variedade de proteina fluorescente



Genes reporteres

Proteina verde fluorescente (GFP-green fluorescent protein) - 2001

Fluorescence Imaging of Anthozoa Fluorescent Protein Subcellular Localization Fusions

http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/probes/anthozoafps.html



Genes reporteres

Proteina verde fluorescente (GFP-green fluorescent protein) - 2001

The Nobel Prize in
Chemistry 2008

Aequorea victoria

Photo: U. Montan Photo: U. Montan Photo: U. Montan
Osamu Shimomura Martin Chalfie Roger Y. Tsien

Prize share: 1/3 Prize share: 1/3 Prize share: 1/3

The Nobel Prize in Chemistry 2008 was awarded jointly to Osamu
Shimomura, Martin Chalfie and Roger Y. Tsien "for the discovery
and development of the green fluorescent protein, GFP".



Consequencias da transformaca




Consequencias da transforma

Ainda é uma arte imprecisa...

- Arranjo dos genes no vetor

> 1 gene — evitar o uso do mesmo promotor e terminador (regides repetitivas)

Multiplos genes — devem estar na mesma orientacao (regides repetitivas)

- Numero de cépias do transgene
- Posi¢ao do transgene
- Caracteristicas do transgene

- Diferencas no conteudo G+C

- Arquitetura dos codons e regiao promotora



Preocupacao Publica

Tecnologia de Limpeza génica

- Marcadores: antibiéticos/herbicidas

Sarewitz, 2015 (Nature)



Preocupacao Publica

Tecnologia de Limpeza génica A Agrobacterium 1
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Yau e Stewart, 2013 (BMC Biotechnology)



Preocupacao Publica

Tecnologia de Limpeza génica

C - Marcadores: antibidticos/herbicidas
- Uso de PCR para identificacao

- GOl e SMG nao ligados

- Sistema recombinase sitio-especifico
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Yau e Stewart, 2013 (BMC Biotecnology)



