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Organismos transgeénicos
Y

Organismos Geneticamente Modificados (OGM)

Defini¢do:

Sdo organismos em cujo genoma foram introduzidos um ou
mais genes de outro organismo (bactéria, vegetal, animal, etc.)
por técnicas de Biologia Molecular.

O OGM passa a expressar a caracteristica codificada pelo gene
exdgeno.

A caracteristica é transmitida aos descendentes



Objetivos Finais da Transgenia em Plantas
- 00000000

- Aumentar a produtividade das colheitas
- Reduzir o custo da produgado



Area plantada com Transgénicos
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Outros 19 paises que
adotam transgénicos

Brasil responsavel por 26% de todo o cultivo global de transgénicos
Cultivo de soja, milho e algodao.



Plantas Transgeénicas
e

Vantagens de se transformar Vegetais
- Auto-fecundagdo

- Alta capacidade de regeneragdo
Desvantagens

- Genomas muito grandes

Monocotiledoneas (ex|milho,|arroz, trigo)

» Dicotiledoneas (ex. feijdo| soja) \(genomas maiores)
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Como fazer uma planta transgénica
]

Etapas

1. Clonagem do gene de interesse em um vetor

2. Transferéncia do vetor recombinante na célula vegetal

3. Integragdo do gene de interesse no genoma da célula

4. Regeneragdo da planta inteira a partir da célula
transformada

5. Levar para o campo

Resultado
Havera transmissdo do gene para as geragoes futuras da

planta.

Referéncia

https://www.esalqg.usp.br/visaoagricola/sites/default/files/VA 13 _Melhoramento
_Genetico-artigo2.pdf



Métodos para transgenia em plantas
]

+ Sistema da Agrobacterium tumefaciens

- Biobalistica



Sistema da Agrobacterium tumefaciens

Bactéria de solo, Gram negativa.

Promove a formagdo de tumores na planta que
infecta

A bactéria induz divisdo descontrolada das s
células vegetais infectadas. —




Agrobacterium tumefaciens possui um plasmideo

Chromosomal DNA

O plasmideo Ti induz o tumor na planta
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Plasmideo Ti
e

No plasmideo Ti hd uma regido - T-DNA - (~20 kb) - que se integra no genoma
da célula vegetal no processo de infecgdo pela bactéria.

T-DNA

Cytokinin

T-DNA contém os genes que

promovem a formagdo do fumor -

tBorder  Genes codificam horménios que
promovem a divisdo celular:
Auxina, Citocinina e Opina

T-DNA Region

Ti Plasmid

Opine

Catabolism
Virulancs Right and Left border
Region Origin of - regloes que permitem
Replication a integragdo no DNA

(ORD) da planta



Infecgdo por A.tumefaciens

Bactéria adere a superficie da célula vegetal

Electron microscopy of Attachment of Agrobacterium cells to plant cell

https://www.slideshare.net/DARSHANDHARAJIYA1/molecular-biology-of-
agrobacterium-infection



Infecgdo por A.tumefaciens

Bactéria injeta T-DNA, que se integra no DNA da célula

Célula passa a se dividir descontroladamente =) Tumor

Agrobmcterium wriefaciens Planit cell

Transport channal I MNuclous
Witochondrion
Ghloropiast

https://slideplayer.com.br/slide/2925053/

https://www.slideshare.net/DARSHANDHARAJIYA1/molecular-biology-of-
agrobacterium-infection




Ndo queremos que a planta transgénica tenha tumor...

Entdo os bidlogos moleculares "engenheiraram” o
plasmideo Ti




Construgdo do Plasmideo Ti para torna-lo um vetor de clonagem

Estratégia: Retirar do plasmideo Ti parte da regiao do T-DNA que promove tumores

Deixar regides que permitem a integracdo no genoma da célula vegetal: left border e
right border
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Construgdo do Plasmideo Ti para torna-lo um vetor de clonagem

1. Colocar sitios para enzimas de restricao.
2. Adicionar regiao AmpR (que codifica a beta-lactamase ) lllm

Clonagem do gene
1. Amplificar o gene de interesse por PCR
2. Ligar o gene exdgeno no local indicado # N

Gene
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Replication Replication
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Plasmideo Ti recombinante construido in vitro

Plasmideo € inserido por transformagdo em A. tumefaciens

Gene
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Como inserir o vetor recombinante na célula vegetal?

Infecgdo da A. tumefaciens recombinante na célula vegetal



Procedimento para obter Planta Transgénica

1. Cortar discos das folhas da planta. Colocar em meio de cultura
apropriado.
2. Adicionar A. tumefaciens carregando o Ti com o gene de inferesse.

3. A bactéria entra pelas bordas dos discos das folhas e o T-DNA
recombinante se integra no cromossomo da célula vegetal

discs removed from leaf discs incubated with
tobacco |eaf genetically engineered
Agrobacteria for 24 h




Procedimento Ear'a obter Planta Transaénica

4. Cultivo dos discos das folhas num meio de selegdo apropriado
5. S6 crescem células que tém o plasmideo recombinante

6. Colocar em meio de cultura para formagdo de calos

,/.selectinn medium only
allows plant cells that

‘v‘E acquired DNA fron
o the bacteria to
/‘* = % | proliferate

shoot / ; ,
shoot-inducing

. medium %

callus

transfer grow up
e e shoot to root- rooted
inducing seedling
(A) medium

Alberts et al. (2002) Molecular Biology of the Cell 4/e



Calos e Plantulas transgénicas

Calos sdo tecidos que tém a capacidade de se diferenciar
em orgdos, regenerando plantas inteiras

Calos sdo transferidos para meios de cultura apropriados

Plantulas crescem



Plantulas sdo transferidas para estufa




ApOs crescer, as plantas sdo transferidas para o campo

Nota importante:

O gene foi inserido no genoma de UMA célula.

Todas as células da planta t€m o gene e expressam o gene
As sementes da planta contém o gene



Outro método: Biobalistica

Utilizado em algumas espécies vegetais que sdo intolerantes a
transformagdo por Agrobacterium



Bombardeamento (biobalistica)
ey
Método mecanico.

O gene (DNA) a ser inserido na planta € usado para revestir
microprojéteis de ouro (1,0 a 3,0 um) ou tungsténio (0,2 a 3,0
um).

Microscopic nucleic acid-coated gold particles.



Bombardeamento (biobalistica)

* Um acelerador (geralmente impulsionado
por He) bombardeia as particulas com
velocidades superiores a 1.500 km/h.

» As particulas atravessam a parede celular
e a membrana plasmadtica, levando o DNA
para o interior da célula

* Podem ser bombardeados embrioes,
hipocétilos, cotilédones, discos foliares,
calos e suspensoes celulares

- Eficiéncia de transformacdo de 1% a 5%.



https://www.youtube.com/watch?v=VgklIR 8YRfA




Calos e Plantulas transgénicas

Calos crescem a partir dos protoplastos
Plantulas sdo transferidas para estufa onde crescem

Em sequida, as plantas sdo transferidas para o campo



Referéncias

http://www.bespa.agrarias.ufpr.br/paginas/livro/capitulo%20transgenicos.pdf

http://slideplayer.com.br/slide/49875/

http://www.fruticultura.iciaqg.ufu.br/transgenicos.htm




Exemplos de Transgenias em Plantas

Objetivo Final:
Aumento da produgado
Redugdo do custo de produgao



Exemplo 1

Plantas transgénicas com resisténcia a herbicidas

Ervas daninhas crescem nas plantagoes e competem com elas
g \ ; super ervas}k
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Objetivo: Matar as ervas sem danificar a planta de interesse

Nota: A maioria das plantas transgénicas ja liberadas para plantio
comercial contém transgenes para essa caracteristica



Resisténcia a Herbicidas

Herbicida: Glifosato ((N-fosfonometil)glicina) = Roundup
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Glifosato mata vegetais pois inibe sintese de aminodcidos
aromaticos.

Aminodcidos aromadticos sdo essenciais para a sobrevivéncia
da planta

Glifosato inibe a enzima EPSPS (5-enolpiruvato- shiquimato-
3-fosfato sintase), que atua na sintese de aminodcidos
aromaticos.



Via de sintese de aminodcidos aromaticos nos vegetais

&- . @
g- Glifosato
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EPSPS
0 Glifosoto
Bloqueia o Enzima




Resisténcia a Herbicidas
-

A enzima EPSPS é codificada pelo gene cp4-epsps

Foi descoberta uma enzima EPSPS mutante que NAO é
inibida por Glifosato.

Esta enzima é codificada pelo gene cp4-epsps®



Abordagem: Introduzir na soja o gene cp4-epsps®

. — EPSPS

mutante

Ha sintese de aminodcidos aromdticos MAS A ENZIMA
NAO E INIBIDA POR GLIFOSATO



Transgenia - Estratégia Monsanto
]
« Amplificar o gene cp4-epsps® por PCR
* Clonar o gene

« Transferir o gene para plantas que se quer tornar
resistentes a Glifosato (por Biobalistica ou Plamideo Ti)

e Cultivar as plantas e obter SEMENTES que carregam o
gene cp4-epspsr®

Vender as sementes aos agricultores

http://www.pioneersementes.com.br/biotecnologia/tolerante-ao-glifosato



Resisténcia a Herbicida
e

« As sementes ddo origem a plantas

* A planta expressa a enzima EPSPS mutante e fica
resistente ao Glifosato

 Quando pulverizar Glifosato, as ervas daninhas morrem

https://www.fcav.unesp.br/Home/departamentos/fitossanidade/leonardobiancodecarvalho/disciplinas530
7/matologia/aula12-13.06.2017.pdf



Resisténcia a Herbicida

Aspecto apods aplicar Glifosato na lavoura

Soja Transgénica 0" Soja Convencional
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Resisténcia a Herbicidas

]
Resultado:

A planta transgénica cresce porque é resistente ao glifosato.
Nota: Discussdo sobre as vantagens economicas para o agricultor.
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A soja Roundup Ready® da empresa Monsanto possui resisténcia
ao herbicida glifosato.



Problema  Qual das duas sementes é transgénica para a
resisténcia a glifosato?

Nota: ndo € necessdrio ver se o gene é expresso.
Basta ver se o gene estd presente na semente.

Como?

Por PCRI



Qual das duas sementes é transgénica para resistéencia a
glifosato?
e

Procedimento
- Extrair o DNA das duas sementes

» Desenhar primers para fazer PCR do gene cp4-epsps®
* Fazer PCR com DNA de cada semente

- Fazer PCR de um controle do gene (C+) e um controle sem DNA (C-)

* Eletroforese dos produtos da PCR.



Qual das duas sementes é transgénica para resistéencia a
glifosato?

C+: DNA do plasmideo com o gene cp4-epsps®

Qual a semente transgénica?



Exemplo 2
o T

Plantas com resisténcia a insetos (pragas)

Inseticidas sdo usados fambém para o controle de pragas nas
plantagoes

A utilizagdo de plantas transgénicas com resisténcia a insetos
reduz a aplicagdo de agrotoxicos,

Consequente redugdo dos custos de produgdo e menor
toxicidade para o ambiente.






Resisténcia a insetos (pragas)

A bactéria Bacillus thuringiensis produz uma proteina chamada Cry
que € téxica para insetos.

Se o inseto se alimentar de Cry - MORRE

Proteina Cry

Bactéria B. thuringiensis




Resisténcia a insetos (pragas)
e

Objetivo: Obter plantas de interesse comercial transgénicas
contendo o gene Cry

Procedimento:
» Isolar DNA da bactéria Bacillus thuringiensis
* Amplificar o gene Cry por PCR
Clonar o gene Cry em vetor apropriado
Introduzir a construgdo na planta (qualquer método)

Gene exdgeno integra-se no genoma da planta

Obtengdo de plantas transgénicas que expressam Cry

Inseto come a planta e morre



Milho-Bt com gene Cry Milho Selvagem
'E . . '.! '

-http://www.cnpms.embrapa.br/mipmilho/arquivos/500PRMT .pdf

https://www.embrapa.br/documents/1344498/2767891/milho-bt-teoria-e-pratica-
da-producao-de-plantas-transgenicas-resistentes-a-insetos-praga.pdf/4af81f7d-
c402-4¢02-8ad2-a3700588388f



Problema

Qual das plantas é transgenica para o gene Cry?

Proponha um procedimento utilizando técnicas de Biologia
Molecular para responder a pergunta



Exemplo 3
)

Melhoramento nutricional
* Clonagem de genes que codificam enzimas das vias metabdlicas

Exemplo: "arroz dourado™: produz cerca 20 vezes mais beta caroteno
(precursor da vitamina A).




Plantas Transgeénicas
e

‘Vantagens :
Aumento da Producdo de 10 a 20%

- Desvantagens:
Alteracdo do ecossistema

Conclusdo: NECESSIDADE de:
Controle cientifico e governamental
Normatizacao



Animais Transgénicos

"Animais contendo moléculas de DNA recombinante

infroduzidas em seu genoma por intervenc¢do humana”



APLICACOES
]

Melhoramento Animal

Estudo da Regulagdo génica e do Desenvolvimento
Estudo de doengas genéticas

Animais como fdbrica de proteinas

Diagndstico por imagem

Terapia génica



Transgénicos 1001 aplicagdes



