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Introdução 

Genética Direta Genética Reversa X 

• Observações (fenótipo) 

• Isolamento 

• Identificar gene (mapeamento, 

sequenciamento) 

• Escolha de um gene 

• Alteração de seu funcionamento 

(knockdown, knockout) 

• Observações (fenótipo) 



Introdução 

FENÓTIPO GENÓTIPO 
Genética Direta 

Genética Reversa 

• Várias áreas de utilização 
• Saúde humana 
• Saúde e comportamento animal 
• Genética e melhoramento de plantas 

• Importante papel complementar à genética direta 
• Compreender famílias de genes 
• Identificar mutações deletérias 
• Identificar genes de resistência 



Introdução 

Genética Reversa 

Vantagens 
• Velocidade 
• Dispensa conhecimento do gene estudado 
• Grande número de possibilidades de exploração 

Desvantagens • Em alguns casos inconclusiva / incoerente 
• Especificidade de métodos (necessidade 

constante de atualização) 



Técnicas Knockout e Knockdown 

RECOMBINAÇÃO HOMÓLOGA 

MUTAGÊNESE DE INSERÇÃO 

RNAi 



Fonte: AMRITHA; SHAH, 2021 

KNOCKOUT DIRECIONADO 
 

 Entrega de DNA exógeno por métodos indiretos (Agrobacterium) ou diretos 
(físicos e químicos); 

 Substituição de um alelo selvagem funcional por um alelo inativo. 

Desvantagens 
 
 Eficiência variável entre grupos; 
 Em plantas, estudos desenvolvidos como prova de conceito. 

Recombinação homóloga 



Fonte: Adaptado de  HARDY et al., 2010 

KNOCKOUT ALEATÓRIO 
 

 Entrega de DNA exógeno por métodos indiretos (Agrobacterium) ou diretos (físicos e químicos); 
 Integração aleatória no genoma para a geração de fenótipos alterados; 
 Triagem para a identificação do mutante de interesse: PCR; sequenciamento. 

Desvantagens 
 
 Efeitos variáveis dependendo do local de inserção; 
 Distribuição tendenciosa de inserções no genoma; 
 Incapacidade de caracterizar mutações letais; 
 Inviabilidade em gerar e armazenar população necessária.  

Mutagênese de inserção 



Fonte: SINGH et al., 2016 

KNOCKDOWN DIRECIONADO 
 

 Entrega de DNA exógeno por métodos 
indiretos (Agrobacterium) ou diretos 
(físicos e químicos); 

 dsRNA: expressão constitutiva ou 
transiente 
 

 Elevada eficiência 
 Rotineiramente utilizado para a 

determinação da função gênica 
 

DESVANTAGENS 
 Inconsistência fenotípica  
 Silenciamento de genes não-alvo 

RNAi 



CONTEXTUALIZAÇÃO 
 

 Gene PtrPRP  
 Altamente responsivo ao frio 
 HyPRP 

 
 

OBJETIVO 
 

 Realizar a caracterização e a análise 
funcional do gene PtrPRP 

Técnica Knockdown - Aplicação RNAi  



PRINCIPAIS RESULTADOS 

Técnica Knockdown - Aplicação RNAi  



PRINCIPAIS RESULTADOS 

Técnica Knockdown - Aplicação RNAi  



CONCLUSÃO 
 

 
O knockdown de PtrPRP conferiu maior sensibilidade ao frio nas linhagens de 
RNAi sob resfriamento, manifestada por dano de membrana mais severo, 
maior acúmulo de EROS e redução do conteúdo de prolina sob resfriamento. 
Portanto, o PtrPRP pode contribuir para a tolerância ao frio via modulação da 
prolina, um importante osmólito e eliminador de EROS. 
 
 
 

Técnica Knockdown - Aplicação RNAi  



Técnicas Knockout e Knockdown  - Mutagênese Química 

Targeting Induced Local Lesions IN Genome (TILLING) 

 Anos 2000 - Início do crescimento dos bancos de 
dados - Popularização da genética reversa 
 

 Técnica desenvolvida na tentativa de criar uma 
estratégia que seja automatizada, funcione de 
forma geral para todo o genoma e produza 
ampla quantidade de alelos. 
 

 Arabidopsis thaliana - única planta com um 
banco de dados genético quase completo 



Targeting Induced Local Lesions IN Genome (TILLING) 

O que é? 
 Método que utiliza a técnica de 

mutagênese, unida a estratégias de 
busca de mutações para encontrar 
as mutações induzidas em um gene 
de interesse. 
 

 EMS - Metanossulfonato de etila, 
mutagênico, tipicamente causa 
substituições de CG para AT 

 
 DHPLC - Cromatografia líquida de 

alta performance desnaturante. 



Targeting Induced Local Lesions IN Genome (TILLING) 

Tipos de TILLING 
 TILLING Clássico - Conforme originalmente descrito no artigo 

 
 TILLING enzimático - Utiliza Nucleases para clivar o DNA na posição 

do mismatch (Cel I) seguido de eletroforese em gel 
 

 Eco-TILLING - Busca mutações naturais em uma população, 
substituindo a etapa de mutagênese pela coleta de material biológico 
 

 TILLING por sequenciamento - Utiliza métodos de sequenciamento 
de nova geração (NGS) para detectar as mutações 



Técnicas Knockout e Knockdown  - Aplicação TILLING 



 Altos teores de ácido oleico aumentam o tempo de vida do produto e necessitam de menos 
hidrogenação, tornando-os mais saudáveis para o consumo 
 

 Mutações nos genes GmFAD2-1A e GmFAD2-1B são bem estudadas e demonstraram alto teor 
de ácidos oleicos, mas prejudicam a germinação da planta em climas frios (conversão de ácido 
oleico para ácido linoleico) 
 

 Genes da família GmFAD2-2 (5 ao todo), são relacionados mas mal caracterizados. 
Recentemente CRISPR mostrou que mutações em dois genes dessa família também causam 
acumulação de ácido oleico 
 

 Objetivo: Desenvolver e caracterizar linhas de mutantes EMS para os genes da subfamília 
GmFAD2-2 

 
 Não transgênico 
 Potencial para o melhoramento 

Técnicas Knockout e Knockdown  - Aplicação TILLING 

INTRODUÇÃO E OBJETIVOS 



Técnicas Knockout e Knockdown  - Aplicação TILLING 

MATERIAL E MÉTODOS 

 Desenvolvimento de uma linha mutagênica 
• EMS 0,6% foi utilizado no cultivar Forrest (resistência a vários patógenos) 
• 4032 famílias na terceira geração 

 
 Obtenção das sequências e localizações dos genes 

• UNIPROT, NCBI, Soybase, Phytozome 
 

 Pooling do DNA, design das sondas e TILLING-por-sequenciamento 
• DNA foi organizado em grupos em 42 placas de 92 poços, amplificada por PCR e 

sequenciada por Illumina (NGS) 
• Controle de qualidade em todas as etapas 

 
 Densidade de mutações foi mensurada e em seguida, após a obtenção das sementes de 

cada linhagem mutante, o teor de ácido oleico foi medido 
 

 EXTRA: Análise de proteínas, análises filogenéticas, níveis de expressão (rnaseq), 
clonagem e transformação em células de cebola e análises estatísticas 



Técnicas Knockout e Knockdown  - Aplicação TILLING 

RESULTADOS 

 441 SNPs e 16 InDels 
com 74% típicas de EMS 
 

 Mutações missense 
obtidas: 
 
• 12 GmFAD2-2A 
• 8 GmFAD2-2B 
• 10 GmFAD2-2C 
• 9 GmFAD2-2D 
• 19 GmFAD2-2E 



Técnicas Knockout e Knockdown  - Aplicação TILLING 

RESULTADOS 

 Todos os mutantes isolados missense e 
nonsense das proteínas da subfamília 
GmFAD2-2 apresentaram aumento no teor 
de ácido oleico nas sementes! 

 
• GmFAD2-2A - até 31,9% 
• GmFAD2-2B - até 28,1% 
• GmFAD2-2C - até 29,6% 
• GmFAD2-2D - até 32,7% 
• GmFAD2-2E - até 35,7% 

 
 

 Trabalho revela enorme papel da família 
GmFAD2-2 via metabólica envolvendo ácido 
oleico 



Técnicas Knockout e Knockdown  - Aplicação TILLING 

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

 Estudos anteriores reportaram que a síntese de ácidos graxos não ocorre somente no retículo 
endoplasmático, mas também por uma via alternativa no citoplasma, onde vários das proteínas 
GmFAD2-2 estão presentes 
• Alto potencial para o melhoramento da soja 

 
 Mutações em locais de alta importância nas proteínas provavelmente prejudicaram suas 

atividades, levando a inibição na síntese de ácido linoleico e o acúmulo de ácido oleico 
• Processo inverso também pode ocorrer, com a escassez de ácido linoleico estimulando a 

síntese de ácido oleico 
 

 O estudo mostra que genes previamente mal estudados da família GmFAD2-2 podem ser uma 
poderosa ferramenta para o melhoramento da soja 
 



Técnicas Knockout  - Edição de Genoma 

Adaptado de: 
doi.org/10.1016/j.ymthe.2019.01.014 
doi.org/10.1016/B978-0-12-817876-8.00009-7 

ZFN TALEN CRISPR/Cas9 

* 



Zinc finger nuclease (ZFN) - 1996 

Flavobacterium okeanokoites 
Inespecífica 

Zinc finger 

doi.org/10.1073%2Fpnas.93.3.1156 
dx.doi.org/10.1016/j.tibtech.2013.04.004 



Transcription Activator-Like Effector Nucleases (TALENs) - 2010 

doi:10.1534/genetics.110.120717 
doi.org/10.1016/j.ggedit.2021.100007 
doi:10.1242/bio.20149738 

Transcription activator-like effector (TALE)  

Proteínas efetoras de Xanthomonas spp. 



Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR/Cas9) - 2012 

doi: 10.1126/science.1225829 
doi.org/10.1038/s41594-019-0258-2 

de VASCONCELOS, M. J. V., and José Edson Fontes FIGUEIREDO. "Tecnologia CRISPR-Cas para edição genômica." (2015). 
Streptococcus pyogenes 



Técnicas Knockout  - Edição de Genoma 

Sítio de rec. Zinc-finger Regiões RVD (TALE) crRNA / sgRNA 

Dimerização ✓ ✓ X 

Tamanho Seq. Alvo  9 a 18 pb/Monômero 14 a 20 pb/Monômero ~23 pb 

Ligação no DNA Ricos em G 5’ T NGG (PAM) 

Especificidade Média (Missmatches) Alta Média (Missmatches) 

Citotoxicidade Média - Alta < ZFN Baixa 

Efeito off-target Médio Baixo Médio 

Construção Difícil (Proteína) Difícil (Proteína) Fácil (sgRNA) 

Multiplexação X X ✓ 

Custo ↑ ↑ ↓ 

ZFN TALEN CRISPR/Cas9 



 B. elkanii → Rizobitoxina → Clorose 

Técnicas de Edição de Genoma – Aplicação CRISPR/Cas9 

DOI: 10.1104/pp.15.01661 

Rj4 

G. soja 

Hayashi et al., 2014  → Glyma01g37060 (Glyma.01G165800) 



Técnicas de Edição de Genoma – Aplicação CRISPR/Cas9 

DOI: 10.1104/pp.15.01661 

População F2 (1 semana)  

Bradyrhizobium elkanii USDA61  

Sequência genômica 45 kb (Cr. 1) 

Clonagem posicional - lócus Rj4  
(Genoma de referência Willians 82) 

5 substituições de aa + 2 indels  

* Possível gene candidato → Validação  

* 



Técnicas de Edição de Genoma – Aplicação CRISPR/Cas9 

DOI: 10.1104/pp.15.01661 

Hayashi et al., 2014 
 
 

Glyma01g37060 (Glyma.01G165800) 
 
 

Rj4 
(?) 



≠ 

Técnicas de Edição de Genoma – Aplicação CRISPR/Cas9 

DOI: 10.1104/pp.15.01661 

BAC 

Inserções  
+ 

Dulicata Glyma.01G165800 

PCR: 
Rj4 → Glyma.01G165800 + Glyma.01G165800-D 
rj4 → Glyma.01G165800 

* 

* 



Técnicas de Edição de Genoma – Aplicação CRISPR/Cas9 

DOI: 10.1104/pp.15.01661 

Apenas Glyma.01G165800-D ou ambos genes restringem a nodulação por B. elkanii? 

KNOCKOUT na cv. Hill 

Ferramenta de genética reversa (CRISPR/Cas9)  

Vetores Genes individuais 

 Glyma.01G165800 e Glyma.01G165800-D  ≠* 



Técnicas de Edição de Genoma – Aplicação CRISPR/Cas9 

Apenas Glyma.01G165800-D ou ambos genes restringem a nodulação por B. elkanii? 

DOI: 10.1104/pp.15.01661 



Técnicas de Edição de Genoma – Aplicação CRISPR/Cas9 

Confirmação e Conclusão 

DOI: 10.1104/pp.15.01661 

Rj4 
 
 
 
 
 
Glyma.01G165800-D 



Considerações Finais 

• Genética Reversa + Genética Direta 

• Genética reversa exploratória 

• Desenvolvimento e aprimoramento de técnicas 

Perspectivas: genética reversa 



Considerações Finais 

Li, Guodong, Yan Li, Xinzhuan Yao, and Litang Lu. 2023. "Establishment of a Virus-Induced Gene-Silencing (VIGS) System in Tea Plant and Its Use in the Functional 
Analysis of CsTCS1" International Journal of Molecular Sciences 24, no. 1: 392. https://doi.org/10.3390/ijms24010392 


