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Conceitos Importantes

* O processo de introdug¢do de sequéncias (genes) de interesse em
organismos chama-se transformacao genética

* O gene sendo transferido para o organismo ¢ chamado de transgene

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

* Denominagio mais ampla = Organismos Geneticamente
Modificados (OGM)

NAO E TODO OGM QUE E UM TRANSGENICO!



M¢étodos de Introdugao de Genes na Célula
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Altamente dependente do organismo!



Engenharia Genética em Plantas

OGM = Organismos Geneticamente Modificado
GMO = Genetically Modified Organism

Exemplos de culturas atuais

Culturas resistentes a herbicida Culturas resistentes a insetos

ot

*soja ealgodao
*milho VieldGard ~ ebatata

° canola Insect Protected Corn ° mﬂho
*outras




Etapas para a Transformacao Genética da
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 — marca de selecao

Regeneracao de plantas a partir de células transformadas

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

Plantas transgenicas 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

l

Regeneracao da planta

Totipoténcia = capacidade de

regeneracao da planta a partir

l de uma tnica célula

Confirmacao

l

Melhoramento




Transferindo DNA para Células de

Plantas
t

1. DNA pode ser transferido para a célula ransgene
vegetal por meio biologico (via
Agrobacterinm) ou fisico (bombardeamento Célula Vegetal
com microparticulas),

, . ) / nucleo \
2. DNA deve cruzar varias barreiras,
3. DNA deve se integrar a0 cromossomo no citoplasma
nucleo da célula vegetal,
4, Cada célula transformada é unica \_ )

5. Numero de células transformadas ¢é
parede celular membrana

minimao. citoplasmatica



Métodos para a Introducao do Transgene
na Planta

Agrobacterium

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

* No laboratorio, a bactéria é colocada em cultura junto com as células de plantas,
ou 1noculada no tecido da planta, transferindo parte do seu DNA para as células
da planta

Bombardeamento (Biobalistica)

* Microparticulas de ouro ou tungsténio sao recobertas 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 ¢ possivel por incompatibilidade biologica o uso de
Agrobacterinm - em monocotiledoneas.




Método Biologico x Fisico

Bombardeamento de microprojéteis

Agrobacterinm tumefaciens S
“Biolistica” ou gene gun

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

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



Agrobacterium tumefaciens

Bactéria de solo Gram-negativa, tipo bacilo

Causa ‘galha da coroa’ (crown gall disease): videira, maca, etc.

Afeta mais dicotiledoneas e pouco monocotiledoneas

Familia Rhizobiaceae

Outras espécies:

— Agrobacterinm rhizogenes -ra1z em cabeleira (“hairy root”)

— Agrobacterium radiobacter - nao tumorogénica (sem T1)

Tl W

A. tumefaciens

Chromosome
T-DMA




Galha da Coroa




Patogenicidade
natural de
A. tumefaciens
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Patogenicidade
natural de
A. tumefaciens

Transport channel
Mitochondrion

Chloroplast

Agricultural biotechnology: Gene exchange by design (Nazure 433, 583-584 2005)




Libera substancias que atraem a agrobactéria

Planta . e A
ferida e Ativa genes da regiao de viruléncia
* As bactérias sintetizam microfibrilas de celulose para favorecer a
Contato formacao de agregados de células bacterianas em volta do tecido
planta- vegetal ferido;
bactéria

* o T-DNA integrado ao genoma vegetal é expresso de forma estavel

Inser¢ao « A sintese de auxinas e citocininas (oncogenes) levam a planta a um
do desbalanco hormonal

T-DNA

* Quanto mais a cé¢lula da planta se divide maior ¢ a producao de opina
e o nicho da agrobactéria se torna extremamente favoravel

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



Apesar de sua origem procariotica, a eXpressao
dos genes presentes no T-DNA so6 € possivel

por serem os sinais de regulacao desses genes
reconhecidos pelo sistema de transcrigao

eucarioto vegetal!!



Agrobacterium

Infeccao natural — ferimentos;

Quimiotactismo - fendis, acucares, amino acidos;

Expressao de genes da bactéria transferidos e integrados de forma estavel

a0 genoma vegetal

Formacao de tumores;

Capacidade tumorogeénica - plasmideo Ti =

* Ti = Tumor Inducing - 150 a 250 kpb

Regioes do plasmideo Ti importantes:
* regido T-DNA - Transfer DNA

* regido vir - genes de viruléncia
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Agrobacterium

Regido T-DNA
e Tamanho: de 12 a 24 kb

* Limitada por sequéncias repetidas = bordas
* bordas direita (RB) e esquerda (ILB) - delimitam T-DNA

* Contém genes de sintese de reguladores de crescimento (hormonios
vegetals) e de opinas
* Transferem genes para direcionar metabolismo para manutencao da

Agrobacterium T-DNA
region

Cytokinin
~ Auxin Opine
Left Right
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Agrobacterium

Regiﬁo VIr

* genes responsaveis pela sintese de enzimas da transferéncia e integracao do

T-DNA

T-DNA
region

Cytokinin

Regiao vir € suficiente para transferir
qualquer T-DNA - reconhece bordas

Gene indutores de tumores podem ser
retirados e substituidos no T-DNA

Opine
catabolism

vir
genes

i

Ti desarmado

orl



TRANSFERENCIA DO TRANSGENE

plant cell

Caracteristica de interesse
- ] ‘
@ "\I"-H— " -.-’/'J

Agrobacteriam tamefaciens
]
insertion into
chromosome

Transgene de interesse

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

Regiao vir funcional




Construcgao Sintética do Transgene

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

Precisa conter no minimo:

1. Gene de interesse

o A regiéo de interesse e seus elementos controladores

2. Gene Marcador de selecao

e Diferenciar células/plantas transformadas e nao transformadas



Construindo o Transgene

PROMOTOR REGIAO CODIFICANTE  Sinal poli A
m | ) )
............................ Transgene

Marca de selecao na planta
'

1] Construcao
‘ Sintética
Genes bacterianos A

sResisténcia a antibiético

*Origem de replicacao —> \\/

Vetor Plasmidial



Transformacao via Biobalistica




Transformacao via Biobalistica
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Promoter for
plant expression

\ /Cloned gene
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Transformacgao via
Bombardeamento
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Transformacao — Célula Alvo

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

v'Cultura 7z vitro permite a regeneracio de plantas
térteis a partir de uma unica célula

v'Grande nimero de células alvo na forma de calo

v'Estabelecimento, manutencio e regeneracio de
plantas ¢ bastante trabalhoso e com um alto grau de

dificuldade

v'Métodos estio limitados a alguns gendtipos,
geralmente de variedades nao comerciais

v'Pode introduzir mutacdes (alteracdes) nio

desejaveis (variantes somaclonais)




Agrobacterium method Particle gun method

Agrobacterium Ti plasmid carrying Particles coated
tumefaciens \ desired genes od :’.—:7with DNA encoding
® ®* " desired genes

=0 1

Cocultivation of
Agrobacterium with
plant pieces

Particle gun

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




Transformacgao - Sele¢ao

" 1 em 1.000 células tera o DNA integrado no
genoma na planta

" (Células transformadas sao marcadas pela
Co-introducao de um gene de resisténcia a agentes
seletivos

» (élulas transformadas sao selecionadas pela
morte de células nao transformadas pelo agente
seletivo

= Dois principais agentes seletivos:
= antibioticos
* herbicidas

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

Células em cultura
selecao

Ensaio resisténcia a herbicida

transgenico  Nao-transgenico

|

Resistente Susceptivel




Transformacao — Sele¢cao e Confirmagao

Antibiotico:
Canamicina
Higromicina

Herbicida:

Gene de selecao Glifosato

Genes reporters:

GFP, mRFP, CFP, YFP, mCherry etc
GUS

Luciferase

L
]
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Transformacgao -
Confirmacao




Principios da Cultura de Tecidos
Vegetais
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https://www.embrapa.br/en/cerrados/busca-de-publicacoes/-/publicacao/546466/principios-da-cultura-de-tecidos-vegetais

Regeneragao depende do explante..




Etapas no Laboratorio

Brotacao Raizes
adventicia




Planta regenerada
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Desenvolvimento

Sementes imaturas

Proliferacao
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Com o auxilio da
engenharia genética

Pelos métodos

classicos

Fonte de Genes

Plantas, Bactérias,
Fungos e Virus

Identificacao, Isolamento,
sintese de genes

Transferencia de
genes para células

Regeneracao de plantas

Plantas da mesma
espécie ou relacionadas

Y%

Avaliacao de caracteres
importantes
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Pedro C. Binsfeld, Biotecnologia, Ciéncia e Desenvolvimento

> Hibridizacao

V
Avaliacao
/ \A

Testes quantitativos Testes qualitativos

T Selecio —
Avaliacao Final

Variedade Comercial



Construgao da Cultivar Transgénica

Retrocruzamento e selecao (6 - 8 geracoes)

BT
S
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Linha Cultivar comercial
transgénica

, _ Linhagem transgénica
Biotecnologia

comercial




The Golden Rice Story

e Deficiéncia em vitamina A é um problema importante de saude

publica

e Causa ceguelra
* Influencia na severidade de diarréias e sarampo

e >100 milhoes de criancas tem este problema

e Para muitos paises a infraestrutura nao existe para entregar pilulas
de vitaminas

e Melhorar o conteudo 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

A 4

Lycopene
l Lycopene-beta-cyclase

Normal
Vitamina A -— B -carotene
“Deficiente” (precursor de vitamina A)

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 Um Gene de bactéria v
esta Completo realiza as duas funcoes
. ¢-carotene desaturase
e funcional !

Lycopene

Daffodil gene l Lycopene-beta-cyclase

B -carotene

Golden
' (precursor de vitamina A)

Rice




Teste Final dos Transgéncios

RoundUp Ready




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

Transformation of
Forest Trees

Transgenic tree

s 7N\

| v *\
BlOlIStlcs Agrobactenum 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 Transformagao via Microinjecao
- complexo e demorado




DNA recombinante + transgenia em embrides de frango

Muramatsu et al. (1997) - ELETROPORACAO DNA exo6geno

R




Eletroporagao in ovo

Eletropora¢ao dos embrioes - SOMITOS

B

.som II
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8000006000

neural tube

—— segmental
plate




Eletroporacao in ovo

Eletroporacao dos embrides — TUBO NEURAL

Nakamura et al., 2004



I} comparunar RERESE

CRISPR, do inglés Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats, &€ uma tecnologia de edicao
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 — comecgou a ser utilizada na
agriculiura em 2014.

"Ja existiam ferramentas de edicdo de genoma, mas eram muito complexas. O CRISPR & mais acessivel
Qualquer laboratdrio com treinamento adequado tem a capacidade de usar essa ferramenta para editar um
genoma"”, explica o pesquisador.

De acordo com ele, o CRISPR funciona como um corretor ortografico. "Por exemplo: no caso de uma doenca
genética, fruto de uma mutacio nas bases nitrogenadas da cadeia de DNA, € possivel corrigir isso por meio
dessa ferramenta".

Nepomuceno explica que o sistema CRISPR & composto por substdncias quimicas: uma molécula de RNA e
uma proteina. A combinacao dessas duas substancias consegue localizar a sequéncia de DNA que se quer
modificar dentro do nicleo da celula e a modifica.



CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) + Cas (CRISPR-associated)

Umea @

Québec City

%3 Vilnius

Chicago ° ° Boston Wageningen o
Wirzburg
Paris °
Barkeleyo Dangé-Saint-Romain 8 @ Vipnng

o 1993 Discovery of CRISPR o 2008 Programming CRISPR ° 2011 Reconstituting CRISPR
in a distant organism
© 2003 CRISPR is an adaptive © 2008 CRISPR targets DNA

immune system o 2012 Studying CRISPR in vitro

© 2010 Casvis guided by crRNAs and

e 2006 Experimental evidence creates double-stranded breaks o 2012 Genome editing in
that CRISPR confers mammalian cells

adaptive immunity ° 2010 Discovery of tracrRNA




CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) + Cas (CRISPR-associated)

tracrRNA CRISPR array L4 A L4
— | Sistema Imune Adaptativo
3—_—{ cas9 i casl Hcas2H csn2 M .—”—l"’{
|
Y l Figure 1. Class 2, Type [l CRISPR-Cas9Sys-
YracrRNA o Pro=otHNA tem from Streplococeus thermophilus
Type Il systems are the simplest of the three types
of CRISPR systems and have been the basis for
genome editing technology.
——— (A) The locus cortains a CRISPR array, four pro-
/' N tein-coding genes (cas9, casi1, cas2, and cns2)
cas9 ) and the tracrRNA. The CRISPR array contains
> repeat regions (black diamonds) separated by
'\\ 0 RNase Il spacer regions (colored rectangles) derived from

- - phage and other invading genetic elements. The
cas9 gene encodes a nuclease that confers im-
l munity by cutting invading DNA that matches ex-

isting spacers, while the cas?, cas?, and cns2

genes encode proteins that function in the acqui-
sition of new spacers from invading DMNA.

(B} The CRISPR array and the tracrRMNA are tran-
scribed, giving rise to a long pre-crRNA and a
tracrRMNA.

(C) These two RNAs hybridize via complementary
sequences and are processed to shorter forms by
Cas9 and RMase lIl.

() The resulting complex (Cas9 + fracrRMNA +
crAMNA) then begins searching for the DNA se-
guences that match the spacer sequence (shown
in red). Binding to the target site also requires the

presence ofthe protospacer adjacent motif (FAM),
which functions as a molecular handle for Caz9 to
grab on to.

(E) Once Cas9 binds to a target site with a match
between the crRNA and the target DMNA, it cleaves
the DMNA three bases upstream of the PAM site.
Casfd contains two endonuclease domains, HNH
and RuvC, which cleave, respectively, the com-
plementary and non-complementary strands of
the target DMNA, creating blunt ends.




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
site

Guide RNA

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

https://www.youtube.com/watch?v=0Mkie4R7haA

https://www.youtube.com/watch?v=47pkFev3CZ0



https://www.youtube.com/watch?v=0Mkie4R7haA
https://www.youtube.com/watch?v=47pkFey3CZ0

CRISPR-Cas9

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) + Cas (CRISPR-associated)

Genomic locus -- ] i— -
( Target (20bp) +  PAM
5 . .AATGGGGAGGACATCGATGTCACCTCCAATGACTAGGGTGGECAACCAC . . &
DMA target NEERRNARRRANEA Y TRV ARRRY
& .. TTACCCCTCCTGTAGCTACAGTGGAGGTTACTGATCCCACCCETTGETG. . &'
IIIIIIIIIIIIIIIIIIII /
JGTCACCTCCAATGACTAGGGGUUWUAGAGCUAG ,
LA D1 g
sgRMA fl:‘iJ CAACUAUUGCCUGAUCGGAALALAALL CGALA
11 / GAA
:‘ﬂahacuuccncch A
|11 II- -
3 UUUUULCEUGGEL - Casd

https:/ /www.youtube.com/watch?v=2pp17E4E-O8§
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Genome editing with Cas9 in adult mice corrects a
disease mutation and phenotype
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Animacoes

https://www.youtube.com/watch?v=UfA JAKV29¢

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

https://www.youtube.com/watch?v=j{AhjPd4uNFY



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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