Transformacao

Geneética Nuclear de
Plantas

BIB452 e BIB5741- Biologia Molecular de
Plantas

Abril, 2023




Transformacao Genética de Plantas

Introducao de
fragmentos de DNA
exogeno dentro de

células de um
organismo receptor

>

Insercao de um gene de
interesse = transgénicas

)

----------

Insercdo/remocao de um gene
de interesse = transplastomica

>
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Passo a passo para obter uma transgénica

. Clonagem génica

Incorporacao da sequéncia de interesse no genoma da
planta

. Regeneracao in vitro

A

. Triagem de individuos homozigotos




ldentificacao do gene alvo

indeterminado determinado

Qual é o gene responsavel pelo fenotipo? Qual é a funcao do gene?

\

Mapeamento génico, NGS, GWAS
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Clonagem génica
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Incorporacao da sequéncia de interesse no genoma da planta
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Modificado de Chan, H. T., & Daniell, H. (2015). Plant-made oral vaccines against human infectious diseases—are we there yet?. Plant
biotechnology journal, 13(8), 1056-1070.



Transformacao via Biobalistica “gene gun”

Bombardeamento de
ordeameniode  — . GO| [{fl— o (NPTII -

de ouro ou tungsténio,
revestidas com DNA




Transformacao via Biobalistica “gene gun”
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Incorporacao da sequéncia de interesse no genoma da planta
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Cloning and expression
vector construction

Modificado de Chan, H. T., & Daniell, H.
biotechnology journal, 13(8), 1056-1070.
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(2015). Plant-made oral vaccines against human infectious diseases—are we there yet?e. Plant



Transformacao via Agrobacterium sp.

Agrobacterium € um
patégeno de plantas

Bacterium

Agrobacterium sao
bactérias Gram-
negativas

do solo que induzem Bacterial Plasmid
, chromosome
crescimento tumoral




Transformacao via Agrobacterium sp.

Uma regiao do plasmideo Ti é transferido para as células vegetais (1977)

(1) 2 (3)

Plant chromosomal DNA

Bacterial
Ti plasmid T/-DNA chromosome

/) | Infection ||>—\\GS) | Crown
~/ of plant ¥ il

cell and
integration
of T-DNA

A. tumefaciens

Transformed
plant cell

Agrobacterium
(a) tumefaciens



Transformacao via Agrobacterium sp.

Estrutura do plasmideo Ti

Genes T-DNA:

Transferéncia e E “Tumorigénese
Integracao para o Cytokinin - Nutricao
genoma da planta i Opine

T-DNA Region
Left Border 10-30 kb Right Border
Ti Plasmid
200-800 I(b Opine
Catabolism
Genes vir: Virulance l Bordas (25 bp):
. ~ Region Origin of ,
- Colonizacgao Replication - Altamente homologas,
(ORI)

- Integracao do T-DNA repeticoes diretas



Transformacao via Agrobacterium sp.

O processo de transferéncia génica de Agrobacterium para a planta
hospedeira:

1. Sinalizacao na rizosfera

2. Inducao do sistema de viruléncia

3. Geracao do complexo de transferéncia do T-DNA
4. Transporte do T-DNA

5. Integracao do T-DNA no genoma da planta

6. Selecao de plantas transgénicas e homozigotas




Transformacao via Agrobacterium sp.

O processo de transferéncia génica de Agrobacterium para a planta
hospedeira:

1. Sinalizacao na rizosfera




Transformacao via Agrobacterium sp.

Colonizacao bacteriana: A bactéria responde a sinais externos
para ativar a maquinaria de viruléncia

=\ Compostos fendlicos Sao
Oy OHs §« A normalmente de defesa. Porém, a
2z o oA o
/&L | Agro. desenvolveu resisténcia e
H,CO OCHs ope -
oH utiliza eles como indutores.

. _.COOH HO ~%,_-COOH CH:O. - %, - COOH
HO HO HO

Acido p-Cumarico Acido cafeico Acido ferilico




Transformacao via Agrobacterium sp.

O processo de transferéncia génica de Agrobacterium para a planta
hospedeira:

2. Inducao do sistema de viruléncia




Transformacao via Agrobacterium sp.

umsistema de dois
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Transformacao via Agrobacterium sp.

O processo de transferéncia génica de Agrobacterium para a planta
hospedeira:

3. Geracao do complexo de transferéncia do T-DNA




Transformacao via Agrobacterium sp.

virC1 e C2 = proteinas adaptadoras
virD1 = topoisomerase
virD2 = endonuclease



Transformacao via Agrobacterium sp.




Transformacao via Agrobacterium sp.
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Transformacao via Agrobacterium sp.

O processo de transferéncia génica de Agrobacterium para a planta
hospedeira:

4. Transporte do T-DNA




Transformacao via Agrobacterium sp.

CYTOPLASM

O complexo virB/D4 forma
um canal entre as duas
células transporta varios
componentes para a célula
Hospedeira.

,/'f& -4—bordernn—»- mnl
L S

ViD1/D2 |




Transformacao via Agrobacterium sp.

O transporte para o
nucleo é um processo
ativo

VirE2 = proteina de uniao a DNA
VIP = E2-interacting protein

Empacotamento do T-DNA, protecao contra a degradacao,
direcionamento para o nucleo (NLS)



Transformacao via Agrobacterium sp.

O processo de transferéncia génica de Agrobacterium para a planta
hospedeira:

5. Integracao do T-DNA no genoma da planta




Transformacao via Agrobacterium sp.
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RNA or DNA primers
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fatores do hospedeiro




Transformacao via Agrobacterium sp.

Integracao do T-DNA no genoma da planta:

Agrobacterium

Transporte

do T-DNA

............... -
T-DNA
genes ™. |
vir Plasmideo
- Ti
Indugao do
sistema de
viruléncia

Sinalizacao na
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Célula da ‘
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2}

\ Integragdo do
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Expressao do
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citocininas, opinas
Fenodlicos




Transformacao via Agrobacterium sp.

O plasmideo Ti € muito
Grande, dificil de
manipular

Presenca de oncogenes
no T-DNA

Os genes dentro do T-DNA
Nao Sao necessarios para
transferir o T-DNA para a
planta

Virulance
Region

- Ti desarmado

T-DNA Region
Left Border Right Border

Ti Plasmid

2

Y, ¥-

| Origin of
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Transformacao via Agrobacterium sp.

Plasmideo
desarmado

Vetor
intermediario -

Gene de Y

interesse Recombinagao

homdloga Gene de interesse +
— gene de selecao
O gene de interesse e 0s Vetor
genes vir estao no mesmo vetor co-integrado

usado para transformar . ,
vIr ori




Transformacao via Agrobacterium sp.

Vetor -
binario o

Qene de Y
Interesse

B i
I g s genes

No sistema binario, um
plasmideo carrega o gene
de interesse e outro os
genes vir

Agrobacterium binario



Transformacao via Agrobacterium sp.

Metodo do vetor Binario: Sitio de clonagem
(enzimas de restricao ou
Cloning site for Gatewaym)
plant genes
i Okt it Marcador de selecao

(Plants) para plantas

Marcador de selecao

Selectable para bactérias
marker
- Origem de replicacdo

para E. coli e para Agro.

(E.coli)

ori
(Agrobacterium) Bordas LB e LR



Transformacao Genética de Plantas
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Modificado de Chan, H. T., & Daniell, H. (2015). Plant-made oral vaccines against human infectious diseases—are we there yet?. Plant
biotechnology journal, 13(8), 1056-1070.



Transformacao via Agrobacterium sp.

Seed germination in Cotyledons sectioned Inoculation in medium
MS medium 8 days old containing auxin (2 days)




Transformacao Genética de Plantas
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Modificado de Chan, H. T., & Daniell, H. (2015). Plant-made oral vaccines against human infectious diseases—are we there yet?. Plant
biotechnology journal, 13(8), 1056-1070.



Transformacao via Agrobacterium sp.

Tipos de regeneracao de orgaos vegetais

ORGANOGENESIS EMBRYOGENESIS

TYPES TYPES

DIRECT INDIRECT DIRECT INDIRECT

S S

THERE IS NOT A THERE IS A THERE IS NOT A THERE IS A
CALLUS STAGE CALLUS STAGE CALLUS STAGE CALLUS STAGE




Capacidade de regeneracao in vitro

E um requisito fundamental

para transformagao! ﬁ

O balango entre auxina e EASSE
citocinina determina a ﬁt

organogenese in vitro

Cytokinin

35S5::0BV #12




Transformacao Genética de Plantas

Imersao de botoes florais — floral dip

e Técnica eficiente

* Pratica e rapida

 Nao precisa de técnicas de cultura de
tecidos

* Funciona em poucas sp.




Transformacao Genética de Plantas

Imersao de botoes florais — floral dip

"~ Pollen( 3) }®

A . Stigma (9)7 |
o I
—_— E
- : T : 23°C. H : 40%, Self pollination
Agrobacterium inoculation (Dark.Wet) 1 day 16h light, 8h dark

J ,.,

Km' PCR (O) (%) 629)

S — —=— Homozygous seeds

T, seed v [Western blot (0) } o . e
T, see



Transformacao Genética de Plantas
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Modificado de Chan, H. T., & Daniell, H. (2015). Plant-made oral vaccines against human infectious diseases—are we there yet?. Plant
biotechnology journal, 13(8), 1056-1070.



Triagem de individuos homozigotos

GOl+Selecdo Geracao de plantas TO

[

. Hemizigoto




Triagem de individuos homozigotos

GOl+Selecao
i
Gametas

Hemizigoto i ii Ii




Triagem de individuos homozigotos

Sistema de selecao: antibioticos

4
— p GOl [T— p NPTI[T—

MT Control (+) MT Control (-)

Homozigotas
100% =l
resistentes

35S8::SP3C #1-1 355::SP3C #1-3 355::SP3C #1-10 355::SP3C #1-13




Transformacao Genética de Plantas - Aplicacoes

Aumento nos niveis da
- ,
proteina alvo




Transformacao Genética de Plantas - Aplicacoes

Inducao de Resisténcia

Bacillus thuringiensis
(bottom view showing internal structures)

Endospore

Retirado de
https://amtecbioagricola.com/2016/01/18/ins
eticida-biologico-a-base-de-bacillus-
thuringiensis/

Solubilization Activation

Bacillus thuringiensis (Bt)

crystal

Toxina Bt ’ Bt toxir, Ingestion

Binding to
receptor

; Membrane
}f"? Toxin insertion
A monomer

Y’l | {
Insect midgut cells Pores lead to Cell death

osmotic cell lysis

Jurat-Fuentes Laboratory
(http://web.utk.edu/~jurat/)



Transformacao Genética de Plantas - Aplicacoes

Inducao de Resisténcia »_
L

PCR com primers para cry1C
| —vetor

2 — linhagem selvagem

3-11 - linhagens transgénicas

] 2 3 4 5 &6 7T & 9 10 1]

| kb —-

—p - Bt (f— p NPT

Retirado de Cho, H. S., Cao, J., Ren, J. P, & Earle, E. D. (2001). Control of Lepidopteran insect pests in transgenic Chinese cabbage (Brassica rapa ssp. pekinensis) transformed with a synthetic
Bacillus thuringiensis cryl1C gene. Plant Cell Reports, 20(1), 1-7.



Transformacao Genética de Plantas - Aplicacoes

Localizacao subcelular
da proteina




Transformacao Genética de Plantas - Aplicacoes

Fruits Leaves

-

E 4.5 -
m mSp-SPA 0SI-SPA
Solam{m -l l 1
lycopersicum ‘:_3” .
TFard 7
R
- S
g 2.9
@
) -
2
Solanum | T ..
o0 E "—-:I =
pennellii o T
- T .
1cm 1cm 0.5 1 |
Retirado de Lockhart, J. (2013). A Quantitative - Source Stem MG Ripe -
Genetic Basis for Leaf Morphology is Revealed in a leaf -
Set of Precisely Defined Tomato Introgression Lines. Fruits

Retirado de Bermudez, L., Godoy, F., Baldet, P., Demarco, D., Osorio, S., Quadrana, L., ... & Rossi, M. (2014). Silencing of the tomato sugar partitioning affecting protein (SPA) modifies sink strength
through a shift in leaf sugar metabolism. The Plant Journal, 77(5), 676-687.



Transformacao Genética de Plantas - Aplicacoes

Onde essa proteina
atua?

— o SPA | GEP f— o« NPTI [B— "

Retirado de Bermudez, L., Godoy, F., Baldet, P., Demarco, D., Osorio, S., Quadrana, L., ... & Rossi, M. (2014). Silencing of the tomato sugar partitioning affecting protein (SPA) modifies sink strength
through a shift in leaf sugar metabolism. The Plant Journal, 77(5), 676-687.



Transformacao Genética de Plantas - Aplicacoes

Chlorophyll SPA::GFP
S. lycopersicum

S. pennellii

Retirado de Bermudez, L., Godoy, F., Baldet, P., Demarco, D., Osorio, S., Quadrana, L., ... & Rossi, M. (2014). Silencing of the tomato sugar partitioning affecting protein (SPA) modifies sink strength
through a shift in leaf sugar metabolism. The Plant Journal, 77(5), 676-687.



Transformacao Genética de Plantas - Aplicacoes




Transformacao Genética de Plantas - Aplicacoes

_—> regidoes com maior responsividade a auxina

B-glucoronidase de
E. coli

Converte o X-gluc
transparente em um
precipitado azul




Transformacao Genética de Plantas - Aplicacoes

Reducao nos niveis da
proteina alvo




Controle pos-transcricional: interferéncia de RNA (RNAI)

Silenciamento génico por expressao de um mRNA ANTISENSO

P 2¢do

57 ATGXXXXXXTGA 3’
3" TACXXXXXXACT 5’

DNA RNAmM endbégeno: 5" AUGXXXXXXUGA 3’

S LOVXXXXXXOVL €

Transgene ¢ vo I XXXXXXOLY .S

RNAm transgene: 5" UCAXXXXXXCAU 3’

5 AUGXXXXXXUGA 3’ =B SRS

ASRNA (o naon & —— T




Controle pos-transcricional: interferéncia de RNA (RNAI)

Silenciamento génico por expressao de um mRNA com estrutura de grampo

OU Long dsRNA
I]]]]]IH]]]]]]]]]IO IR AR
P Fragmento otnampo*
CDS 2aD | @
| NI T RNA-inducing
_ SRNAS silencing complex
[T I (RISC)
5" ATGXXXXXXTGA ', LIVXXXXXXOVL € i
Transgene _, Intron P
3" TACXXXXXXACT VOIXXXXXXDLV .S e T s —
Passenger
strand
. RisC
RIS 11 SR
RNAmM transgene: 5" ATGXXXXXXTGA intron 1JWVXXXXXXJVL .€ l P %
recognition

— siRNAs amplification

111114505 | gy 111
— T

/ J( \ Secondary siRNAs

mRNA cleavage DNA Translation
methylation inhibition




Transformacao Genética de Plantas - Aplicacoes

Solyc05g054030

Mesophyl » - — —

Vascular bundle
TTTAGAAGAAAACATAGCAATTACAAA

WT
Bundle sheath F R R K H S N Y K
extension
Abaxial epidermis —~LLAZ T T ____1} ) ahi TTTAGAAGAAAACGTAGCAATTACAAA
Heterobaric Solanum Homobaric S. lycopersicum F R R K R S N Y K

pennellii cv. M82

— » 0BV lintron /50 [—

WT-RNAI







Clonagem génica

Bacterium

O gene é inserido em um
f plasmideo recombinante e
multiplicado em bactérias

Bacterial Plasmid
chromosome

Gene de
interesse

Multiplas copias
(‘clones’) do gene
de interesse




l' /:A'/V.

"\’.i‘ . 2 __‘(\‘ ;

G < O DNA Ligase <O ( .,;:‘\,;:
- ).'(v‘

Vetor

Clonagem génica

DNA
Recombinante

Plasmideo Gene

T4
i'\:"‘% 3 |
Ju N R AR N
t t

A
g

l EcoRl l EcoRl

“":g.‘
snmes LLLLLLLL -

= Recomblnan:’ﬁ‘
DNA
% molecule 5

Introducao do Vetor

|. Digestdao do vetor e fragmento de DNA (gene de interesse)
usando enzimas de restricao;

Il. Ligacao dos fragmentos, vetor + gene de interesse = DNA
recombinante;

lll. Introducdo do DNA recombinante na célula de bactéria
(Transformacgao);

IV. Replicacao do DNA recombinante na célula hospedeira =
Clonagem!!
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