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Projeto de Pesquisa

O objetivo da disciplina é que os alunos criem um projeto de pesquisa

tedrico em Biotecnologia Vegetal, integrando a sua bagagem biolbdgica

com os conhecimentos incorporados na disciplina e os seus interesses

cientificos. O projeto deve ser criado em dois formatos: i) apresentacoes

com o contetido para toda a turma e ii) trabalho escrito.
Serao avaliados: i) originalidade; ii) apresentacao (estrutura,
organizacao, embasamento teorico-cientifico, escrita — no caso do projeto

escrito), e iil) embasamento técnico.

Um texto oriundo da disciplina sobre como fazer projetos pode ser obtido no
link:
http://journals.plos.org/ploscompbiol/article?id=10.1371/journal.

pcbi.1005289



BIB0306 - Metabolismo Vegetal e Biotecnologia

Ano 2023
Terca-Feira: 19h-22h
Quarta-Feira: 9h-12h

Local: Minas 3

DATA

ATIVIDADE

14/03 e 15/03

Apresentagao do curso
Divisao dos grupos de trabalho e apresentacao do projeto
Como escrever um projeto de pesquisa?
(IC)

21/03 e 22/03

Ferramentas em biotecnologia vegetal (IC)

28/03 e 29/03

Biotecnologia em sistemas vegetais (EF)

11/04 e 12/04

Biotecnologia na alimentacao e saude (MP)

18/04 e 19/04

Meio ambiente e biotecnologia (MB)

25/04 e 26/04

Biotecnologia na bioeconomia (BN e DP)

02/05 e 03/05

Sustentabilidade e biotecnologia (Igor Ferrari)

09/05 e 10/05

Prévia dos projetos (MB, EF, IC, MP)

16/05 e 17/05

Palestra Regulamentagdo - CTNBio (Ana Lucia T. O.
Nascimento)

23/05 e 24/05

Prévia dos projetos (MB, EF, IC, MP)

30/05 e 31/05

Biotecnologia e Empreendedorismo (Lucas Moreira)

06/06 e 07/06

Prévia dos projetos e Prévia Escrito (MB, EF, IC, MP)

13/06 e 14/06

Palestra Bayer

20/06 e 21/06

Forum Discussao

27/06 e 28/06

Apresentacoes dos projetos (MB, EF, IC, MP)
Feedback da disciplina
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Avaliacao

A nota final sera calculada pela média das notas referentes
a:

1) Média das 3 prévias

2) Apresentacao final

3) Projeto escrito



Apresentacao dos alunos

Apresentem-se, gostariamos de saber:

1) Nome

2) Curso/Ano

3) Por que escolheu cursar a disciplina? Quais siao suas

expectativas?



Como escrever um projeto de pesquisa?



1) Qual a sua pergunta?




Atencao
Fenomeno de interesse deve ser suficientemente bem

definido e os parametros que o descrevem devem ser

mensuraveis -> aplicacao de método cientifico

Observacao: os niveis de acido abscisico (ABA)

aumentam com uma maior exposicao da planta a seca

Pergunta: estaria o ABA envolvido com as respostas ao

estresse hidrico?



2) Procure por informacoes

- Certifique-se que a sua pergunta nunca foi feita, e
principalmente, respondida anteriormente

- Procure por informacoes que auxiliem na formulacao do
projeto -> O que se sabe sobre o assunto até entao? Qual

¢é 0 estado-da-arte neste assunto?

- Ferramentas de busca:

Google Académico
| =]

©) Em qualquer idioma Pesquisar péginas em Portugués Select a database ‘ Web of Science Core Collection v ‘

https://scholar.google.com.br [comme e _ 0 ][ - B
https://login.webofknowledge.com/



3) Formule uma hipoétese

- Uma hipotese € uma possivel explicacao para um fenomeno
previamente observado (ou resultado esperado)

- A hipé6tese deve ser testavel, sendo posteriormente

corroborada ou refutada

- Transformando sua pergunta em hipotese: Estado da arte

Observacao: os niveis de acido abscisico (ABA) aumentam com

uma maior exposicao da planta a seca

Pergunta: estaria o ABA envolvido com as respostas ao estresse
hidrico?
Hipotese: a modulacio da sinalizacao do ABA por meio de

engenharia genética pode produzir plantas resistentes a seca



4) Prepare um desenho experimental para
testar sua hipotese

Hipotese: a modulacao da sinalizacao do ABA por meio de

engenharia genética pode produzir plantas resistentes a

-

EXPERIMENTOS

SecCa



Hipotese: a modulacao da sinalizacao do ABA por meio de
engenharia genética pode produzir plantas resistentes a

SecCa

EXPERIMENTOS

Quais?

: Controles
Metodologia

Réplicas
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5) Resultados Esperados

- Qual a contribuicao para a area?

- Qual o avanco no conhecimento gerado?

- Quais perguntas foram respondidas?

- No caso da biotecnologia, qual o “produto” final?

- Como este produto poderia ser utilizado?



Estrutura de um projeto cientifico

Titulo, Autores, Afiliacao

Resumo

Introducao

Objetivos + Plano de Trabalho
Material e Métodos
Resultados Esperados
Cronograma

Referéncias
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Titulo

- Atraente para o leitor, porém conciso

A polymer of caffeyl alcohol in plant seeds

Fang Chen®?’, Yuki Tobimatsu®', Daphna Havkin-Frenkel?, Richard A. Dixon®?, and John Ralph“®?

X

A bacterial quercetin oxidoreductase QuoA-mediated
perturbation in the phenylpropanoid metabolic network
increases lignification with a concomitant decrease in
phenolamides in Arabidopsis

Sheela Reuben, Amit Rai, Bhinu V. S. Pillai, Amrith Rodrigues and Sanjay Swarup*

Preview

Every Breath You Take: New Insights into
Plant and Animal Oxygen Sensing

Daniel ). Gibbs 1 & &, Michael ). Holdsworth 2 & &



Resumo

« Modelo: contextualizacio, gap (justificativa), objetivos,

metodologia e resultado esperados
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Resumo

A lignina tem sido apontada como o principal fator responséavel por dificultar o processamento da biomassa vegetal nas
biorefinarias, pois limita o acesso de enzimas hidroliticas aos seus substratos polissacaridicos. Neste panorama, existe um
crescente interesse na caracterizacao do metabolismo de lignina, especialmente em gramineas C4 que representam potenciais
matérias-primas vegetais para a bioeconomia devido a sua grande capacidade de acumular de biomassa. Historicamente,
lacases tem sido relacionadas ao processo de polimerizacao de lignina devido a sua co-localizacao em sitios de lignificacao e a
sua capacidade de oxidar monémeros de lignina in vitro. Por serem agentes mais terminais no processo de lignificacao, a
manipulacdo genética destas enzimas representa uma estratégia biotecnologica interessante para reduzir a recalcitrancia da
biomassa, visto que permite a manipulacdo da lignina sem maiores efeitos em vias biossintéticas paralelas dentro do
metabolismo dos fenilpropanéides, minimizando possiveis efeitos negativos no fitness da planta. No entanto, existem poucas
evidéncias genéticas da participacdo de lacases no processo de polimerizacao de lignina, especialmente em gramineas.
Previamente, nosso laboratério identificou lacases potencialmente envolvidas neste processo na graminea-modelo Setaria
viridis por meio de estudos filogenéticos e analise de transcriptomas publicos. Este projeto propde a caracterizacao funcional
destes candidatos por meio de i) analise de expressao tipo celular-especifico pelo método de hibridizacao in situ; ii)
complementacdo genética de mutantes duplos lacglaci7 de Arabidopsis thaliana com os genes de S. viridis e subsequente
caracterizacao das linhagens; e iii) silenciamento dos genes candidatos em S. viridis e subsequente caracterizacdo das
linhagens. A identificacao de lacases envolvidas no processo de polimerizacao de lignina em S. viridis contribuira nao somente
para suprir uma lacuna de conhecimento do metabolismo fen6lico em gramineas mas também para validar uma estratégia

biotecnoldgica de reducao da recalcitrancia da biomassa vegetal.
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contextualizacdo, gap (justificativa), objetivos, metodologia e resultado esperados



Introducao

 Preparar o leitor para entender os aspectos relevantes do
projeto: o que se sabe sobre o tema, o “estado-da-arte”

« 3 dimensoes:
» Informacao: contextualizacao, estado-da-arte, a importancia do
seu estudo
» Fluxo de informacoes: do geral pra o mais especifico

 Citacoes (as mais atuais possiveis)



Introducao

Contextualizacao
Apresente a area, demonstre sua importancia

Apresente o Estado-da-Arte

Evidencie as recentes descobertas

Apresente o Gap

Questoes em aberto, limitacoes, lacunas

Apresente a Importancia do seu Estudo

Evidencie as implicacoes e/ou aplicacoes




Introducao

GERAL

Contextualizacao

Descobertas
Recentes

Dbjetivd
SEU
PROJETO

ESPECIFICO



Introducao

« Citacoes:
 Citar a referéncia correta (cuidado com revisoes, elas nao
sao o trabalho/descoberta original)
« Utilize os trabalhos mais recentes possiveis
 Leia minimamente o artigo a ser citado, verifique o que
exatamente foi feito
« Nao reaproveitar textos, descreva com suas palavras

(cuidado com plagio!)
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Objetivos

* Objetivo Geral: qual é a sua pergunta? Qual a sua
hipotese?

» Objetivos especificos: quais sao as metas do seu trabalho?

O objetivo geral do projeto é realizar uma caracterizacdo funcional de genes de lacase potencialmente envolvidos no
metabolismo de lignina em S. viridis, previamente selecionados a partir de dados filogenéticos e de transcriptomica. Assim, os
objetivos especificos do projeto sao:

- Anélise de expressao tipo celular-especifico por hibridizacao in situ dos genes de lacase previamente selecionados em S.
viridis;

- Clonagem, sequenciamento e producao dos vetores de expressao;

- Complementacdo do mutante duplo lacglaci7 de Arabidopsis thaliana com genes de lacase de S.viridis e posterior
caracterizacao das linhagens transgénicas

- Silenciamento dos ortélogos de AtLAC4, AtLAC11 e AtLAC17 em S. viridis e selecao de linhagens homozigotas



Material e Métodos

* Descrever a metodologia que sera aplicada para gerar as
evidéncias para corroborar ou refutar sua hipotese

 Atente-se para a ordem de descricao dos métodos: ela
deve seguir a ordem da sua historia

« Atencao: provavelmente vocé nao desenvolvera nenhum
método; assim, os métodos a serem utilizados ja estao
descritos na literatura; USE A LITERATURA!!!

« Evite explicacoes prolongada dos métodos! Somente

mencione o que é importante para o entendimento



Plano de Trabalho

EXperimento Experimento éa e v e SOLU(;AO
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Plano de Trabalho

Inicialmente, os 5 genes candidatos pré-selecionados nas analises filogenética e transcriptomica serao analisados para o seu
padrao de expressao tipo-celular especifico por meio de hibridizacao in situ. Esta analise permitira avaliar se os genes sao
expressos em tipos celulares que constituem os sitios de lignificacao caracteristicos, como bainha de esclerénquima e xilema.
Posteriormente, iniciar-se-ao as caracterizacoes funcionais destes genes. No caso dos ortologos de AtLAC4 e AtLAC11, somente
um gene de cada subclado foi selecionado e sera caracterizado nas etapas seguintes por genética reversa. No caso dos genes do
subclado AtLAC17/AtLAC2, duas estratégias sao propostas: i) silenciar unicamente o ortélogo de SofLAC e BALAC5 e ii)
silenciar os trés genes concomitantemente. O fato do mutante simples de BdALAC5 em Brachypodium distachyon ser afetado
no metabolismo de lignina sugere que talvez o silenciamento de somente um destes genes seja suficiente para a observacao do
fenotipo. De fato, os dados de transcriptomica de Martin et al. (2016) mostram que Sevir.9G457500 apresenta o padrao de
expressao mais significativo entre os genes de lacase nas diferentes zonas morfolégicas do entrené de S. viridis. Todas as
linhagens transgénicas serao caracterizadas para parametros de biomassa e parede celular secundaria, além de serem avaliadas
quanto a performance em ensaios de sacarificacao. Ademais, o mutante duplo lacglaci7 de Arabidopsis sera complementado
com os genes de lacase de S. viridis, para servir como estratégia complementar de caracterizacao funcional, em vista da
possibilidade do silenciamento em S. viridis nao gerar dados conclusivos devido a redundancia genética. A descricdo dos

métodos a serem empregados consta abaixo.



Cronograma

 Defina a duracao total estimada do projeto
 Defina a duracao de cada etapa do projeto

« Lembre-se: em ciéncia, tudo pode dar errado!

Referéncias
 Listar ao final do texto os trabalhos Z

citados ao longo do trabalho

« Sugestao: utilizar um organizador de

zotero

https://www.zotero.org/

referéncias
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2019), as these genes were only slightly upregulated at the transition from Oh to 12h in induced
cells, whereas not differentially expressed in the same time point in the control (Fig. 6; Table
S7). Consistent with the increased levels of wall-bound pCA in induced cells, genes encoding

-coumaroyl-CoA:monolignal—transferase (PMT), a grass-specific enzyme that acylates

monolignols with pCR (Petrik et al., 2014), jre also upregulated at 12h in induced samples, but

their expression decreased 1n the rollowing time points.
Tricin is a flavonoid belonging to the flavone subclass that is incorporated into the lignin
established as an authentic lignin monomer mainly in the Poaceae
del Rio et al., 2020) Jn addition to its role in lignification, this flavone also occurs as
i n-Q-glycosides, flavonolignans, and flavonolignan glycosides in sugarcane
Bottcher et al., 2013).)JThe fact that GO term ‘flavonoid metabolism’ was overrepresented
OT induced samples advocated for a more detailed expression analysis of the tricin
biosynthetic pathway. Among the genes encoding the flavonoid entry point enzymes chalcone
synthase (CHS) and chalcone isomerase (CHI) that were differentially expressed, three CHS
and seven CHI genes were associated with clusters 1 or 2 (Table S8), suggesting that they may
be responding to the differentiation process. For the genes more downstream in the tricin

biosynthetic pathway, ten CYP93Gl1 and four CYP75B4 genes were differentially expressed
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Lembre-se:
Voceé esta contando uma HISTORIA!

Facilite para o leitor, traga as informacoes necessarias e
escreva da maneira mais simples e direta possivel. Nao
escreva para um grupo seleto de especialistas.



Como funcionam as
prévias/apresentacoes?

Serao avaliados: 1) originalidade; ii) apresentacao (estrutura,
organizacao, embasamento tedrico-cientifico, escrita — no caso do

projeto escrito), e iii) embasamento técnico.
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Prévia 1

Objetivo: avaliar a IDEIA

« Apresentacao em PowerPoint (ou similar)

« Apresentar o problema, utilizando o estado da arte
(introducao geral, panorama do problema, estratégias
desenvolvidas, etc)

« Justificar a escolha da espécie vegetal, da estratégia, etc

« Nao é necessario apresentar metodologia detalhada



L
Prévia 2

Objetivo: desenvolver a IDEIA

« Apresentacao em PowerPoint (ou similar)

« Uma vez aprovada a ideia, o grupo devera desenvolver
o projeto ADICIONANDO novas informacoes

« Utilizar a apresentacao anterior como base para
adicionar as novas informacoes

e Maior detalhamento técnico
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Prévia 3

Objetivo: desenvolver a IDEIA

« Apresentacao em PowerPoint (ou similar)

 Assimilar as criticas e sugestoes da banca e dos colegas

 Alguns grupos ja apresentam ideias maduras e
metodologias bem descritas desde o inicio, sendo que a

ultima prévia nao difere muito da prévia 2



Apresentacao final

« Apresentacao em PowerPoint (ou similar)
« Grupo apresenta o projeto e nao ha feedback dos

professores e monitores
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