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Ferramentas biotecnológicas
para a engenharia genética



O que é Biotecnologia?

“Aplicação de sistemas biológicos, organismos
vivos ou derivados destes, para fazer ou
modificar produtos ou processos, ou seja, produzir
bens ou serviços.”



Uso da biotecnologia data milhares de anos:
agropecuária, medicina e produção de alimentos

Domesticação de animais, cultivo de plantas e seu
melhoramento usando cruzamentos



Biotecnologia Moderna

- Bases: Estrutura do DNA 
(Watson & Crick, 1953)

- A partir dos anos 70: 
manipulação do DNA

- Interdisciplinar: genética, biologia
molecular, bioquímica, biologia
celular, além de engenharia
química, tecnologia da 
informação, robótica, bioética e o 
biodireito, etc
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Domesticação e Seleção Artificial

Variação natural 
dentro da 

população

Image courtesy of University of California Museum of Paleontology, Understanding Evolution - www.evolution.berkeley.edu

Plantando sementes de 
plantas “boas” 
aumentou a sua
frequência nas próximas
gerações

http://www.evolution.berkeley.edu/
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Como o Melhoramento Clássico é
feito?

Tomate Elite Tomate pobre mas 
resistente (gene de 

resistência indicado)

Objetivo: introduzir
resistência à
doença em um 
tomate elite.
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Introgressão de um gene de 
resistência

Cruzamento das plantas. 
Algumas filhas herdam o 
caráter de resistência, 
outras não. Seleciona-se 
as resistentes para a 
próxima fase.

Photo by Stephen Ausmus USDA

http://www.ars.usda.gov/is/graphics/photos/jul03/k10498-2.htm
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Esta planta é um tomate elite? 
Não, metade dos seus genes 
são oriundos do tomate pobre

Introgressão de um gene de 
resistência
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Diversos rounds de 
retro-cruzamento com 
o genótipo elite são
feitos para “limpar” o 
background do 
genótipo pobre.

Introgressão de um gene de 
resistência
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Após diversas
gerações, gerou-se 
um tomate elite e
resistente

Introgressão de um gene de 
resistência
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Melhoramento Clássico

Limitações do Melhoramento Clássico

1. Característica no pool 
genético

2. Baixa especificidade
(afeta vários genes)

3. Planta deve ser
propagada sexualmente

Photo credits: Gramene.org

4. Demorado

http://www.gramene.org/species/zea/maize_intro.html
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Engenharia Genética (EG) é uma alternativa

Tomate Elite Planta Resistente à
Doença (não
precisa ser da 
mesma espécie)

Tomate Elite e Resistente

EG permite a 
introdução de um 
ÚNICO GENE no 

genoma. Este método
pode ser mais rápido
que o melhoramento

convencional.
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Engenharia Genética

3. Planta pode ser
propagada

vegetativamente
Photo credits: Gramene.org ETH Life International

Melhoramento x Engenharia

Melhoramento Clássico

1. Gene pode vir de 
qualquer fonte

2. Altamente
específico

4. Rápido

1. Característica no pool 
genético

2. Baixa especificidade
(afeta vários genes)

3. Planta deve ser
propagada sexualmente

4. Demorado

http://www.gramene.org/species/zea/maize_intro.html
http://archiv.ethlife.ethz.ch/e/articles/sciencelife/cassava.html
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Fonte do gene  
(planta resistente)

Gene de interesse

Isolamento do gene 
de interesse usando
métodos de biologia
molecular

Recombinação
no DNA da planta
receptora

Uma vez integrado
no genoma da 
planta, o gene 
funciona como
qualquer outro



Cesarino & Mortimer (unpublished)

Pipeline da Biotecnologia Vegetal



Como funciona a Engenharia Genética de 
Plantas?

Cultura de Tecidos

Biobalística, Agrobacterium



1. Estratégia: Qual o objetivo?1. Estratégia: Qual o objetivo?
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Fonte do gene 

Gene de interesse

Planta Receptora

INTRON
PROMOTOR EXON
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INTRON
PROMOTOR EXON

Park et al. (2016) Plant Biotech J
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INTRON
PROMOTOR EXON

ENZIMA

ENGENHARIA METABÓLICA

Produto
Desejado

e1

e2

e3

e4

CONSTITUTIVO

SUPEREXPRESSÃO

Ex: p35S
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Resistência a insetos pela introdução
do gene Bt

Amendoim selvagem Amendoim expressando gene Bt

Photo by Herb Pilcher USDA

http://ars.usda.gov/is/ar/archive/nov99/pest1199.htm
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Bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) 
produz proteínas inseticidas

Bacillus 
thuringiensis
expressando
toxina Bt

Célula vegetal 
expressando

toxina Bt

Bacillus thuringiensis
expressando a toxina
inseticida Bt toxin pode
ser aplicada na planta

Ou a planta pode ser
modificada para
expressar o gene que
codifica a toxina Bt



Efeito da toxina Bt é altamente específico

Koch et al. (2015) Trends Biotech
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INTRON
PROMOTOR EXON

FATOR DE TRANSCRIÇÃO

ENGENHARIA METABÓLICA

Produto
Desejado

e1

e2

e3

e4

VANTAGEM
vários genes ao
mesmo tempo





Butelli et al., 2011
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INTRON
PROMOTOR EXON

PRODUÇÃO RNA DUPLA FITA

ENGENHARIA METABÓLICA

Produto
Desejado

e1

e2

e3

e4

SILENCIAMENTO
GÊNICO

NOXE
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INTRON
PROMOTOR GENE ALVO OVLA ENEG

PROMOTOR OVLA ENEG

PROMOTOR

ANTISENSO

HAIRPIN

amiRNA



Tomate FLAVR SAVR, o primeiro alimento
transgênico comercializado (1992)

Tomate “Longa Vida” 
(amadurecimento retardado)

Silenciamento de enzimas de 
degradação de parede celular



Combinação de Estratégias (Gene 
Stacking)

propro Gene 1 Gene 2 GENE A A ENEG

INTRON

Produção de um 
metabólito de 

interesse

Silenciamento de 
uma via 

competidora

O avanço das técnicas de biologia molecular e biologia sintética
oferece novas oportunidades para estratégias biotecnológicas
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Edição genômica: uma nova era na
biologia molecular

Adli et al. (2018) Nat Comm
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Belhaj et al. (2015) Current Opinion in Biotechnology

CRISPR: parte do sistema imune de 
bactérias
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CRISPR: muito mais do que edição
genômica

Pfeiffer et al. (2022) Cur Opin Plant Biol
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CRISPR-TSKO: edição genômica
tecido-específica
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Knockout de GFP especificamente em
raízes laterais em desenvolvimento

Decaestecker et al. (2019) Plant Cell
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Manipulação da deposição de lignina
em fibras por meio de CRISPR-TSKO

Li et al. (2010) Plant Cell; Zhong et al. (2007) Planta
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Manipulação da deposição de lignina
em fibras por meio de CRISPR-TSKO

Liang et al. (2019) Biotech Biofuels Bioproducts



Cultura de Tecidos

Biobalística, Agrobacterium

Como funciona a Engenharia Genética de 
Plantas?



galha-de-coroa

A. tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens:
Bactéria que provoca uma doença nas plantas 

(tumor no caule)

A. tumefaciens
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T-DNA: genes indutores de tumor e da 
síntese de opinas

vir genes

T-DNA

pTi Síntese de 
Auxinas Síntese de 

Citocininas

Síntese de 
opinas para
alimentar
Agrobacterium

Crescimento
Autônomo

Célula vegetal
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Plasmídio Ti pode ser usado para introduzir
genes de interesse

Hoekema, A., Hirsch, P.R., Hooykaas, P.J.J. and Schilperoort, R.A. (1983). A binary plant vector strategy based 
on separation of vir- and T-region of the Agrobacterium tumefaciens Ti-plasmid. Nature. 303: 179-180.

A descoberta que o T-DNA era inserido no 
genoma da planta indicou a possibilidade
de “qualquer gene” ser transferido para
plantas

vir genes

T-DNA

pTi

Genes indutores de tumor e de 
síntese de opinas do T-DNA 

podem ser substituídos por um 
“gene de interesse” e um 

gene de seleção

Gene de  interesse Gene de 
Seleção

http://www.nature.com/nature/journal/v303/n5913/abs/303179a0.html


Biobalística

Preparação do
Plasmídio

Encapsulamento com ouro/tungstênio
Gene gun

Integração do transgene 
no DNA nuclear



Alteramos o plasmídio, o introduzimos na bactéria, e a bactéria 
transforma a célula vegetal, mas......... 

?



Cultura de Tecidos

Biobalística, Agrobacterium

Como funciona a Engenharia Genética de 
Plantas?



Células vegetais são pluripotentes e 
totipotentes

Célula Meristemática

Sinais

PLURIPOTÊNCIA: vários tipos celulares



Sinais

TOTIPOTÊNCIA: indivíduo completo

Células vegetais são pluripotentes e 
totipotentes

Célula Meristemática



CULTURA
DE

TECIDOS

De célula à planta

Célula Meristemática



PLANTAS TRANSGÊNICAS

Agrobacterium
Biolistic

Cortesia Profa. Eny Floh, IB/USP



Hormônios

Como são selecionadas somente as células
transformadas?

Explante

Agrobacterium
Biobalística

Planta Transgênica



Plasmídio contém um gene de seleção

T-DNA
Gene de Seleção



Existem diversos tipos de genes de seleção

Tipo Exemplos

Resistência Antibiótico Kanamycin, Hygromycin, 
Streptomycin, Spectinomycin

Resistência Herbicida Glifosato, Sulfoniluréias, 
Cianamida, Bromoxinil

Resistência Aminoácidos Lisina, Treonina, Serina

Fonte Alternativa de Carbono Manose, Xilose, Arabitol

Crescimento na ausência de 
citocininas exógenas

Isopentenil transferase de 
Agrobacterium

Screening Visual GUS, GFP



Hormônios
+

Agente de Seleção

Seleção da Célula Transformada

Explante

Planta Transgênica

Explante



Transformação via Agrobacterium

Discos de folhas + bactérias

Diferenciação de brotos

Diferenciação de raízes

PLANTA TRANSGÊNICA

seleção

regeneração



Diferenciação de raízes

PLANTA 
TRANSGÊNICA

Partículas de tungstênio
carregando DNA 

Gene Gun

NÃO PRECISA SER DE AGROBACTERIUM!!!!

Diferenciação de brotos

Transformação via Biobalística

seleção
regeneração
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