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Avaliacao

A avaliacao da disciplina serda composta por duas
provas, um trabalho e os questionarios, sendo pontuado
da seguinte forma:

Prova |l + Prova Il + Trabalho + Questionario = TOTAL

03 + 03 + 0,3 + 0,1 = 10,0

Plantao
Toda as segundas-feiras, realizaremos plantoes de

duvidas pelo Google Meets, das 13 as 14h.



NAO TEM RECUPERACAO!

SACANAGEM E VOCE TIRAR 2,9
NA PROVA E SEU PROFESSOR NAO
QUERER ARREDONDAR PRA 7.

O QUE CUSTA, GENTE?P?



GENETICA MOLECULAR X BIOTECNOLOGIA

v' Bio —vivo, vida
v' Tecnologia- a aplicacao da ciéncia para alcancar
objetivos industriais ou comerciais




APLICACOES MAIS RECENTES

Clonagem;
DNA fingerprinting;

Plantas geneticamente modificadas;
Diagndstico genético de doencas;
Terapia génica;

Producao de medicamentos...



Os organismos-modelo estao dispersos pela arvore da vida
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CONCEITOS
IMPORTANTES

O processo de Introducao de sequéncias (genes) de interesse
em organismos chama-se transformacao genetica;

« O gene sendo transferido para o organismo é chamado de
transgene;

« QOrganismos com modificacbes geneticas que recebem um
transgene sdo denominados de transformados ou transgénicos;

« Denominacdo mais ampla = Organismos Geneticamente
Modificados (OGM);

NAO E TODO OGM QUE E UM TRANSGENICO!


http://2.bp.blogspot.com/-66enncofmZE/Te1Nngt4vnI/AAAAAAAAAA0/GOCQc_SyCPw/s1600/Manipulacao_genetica_Marionete%255B1%255D.jpg

METODOS DE INTRODUCAO DE
DNA NA CELULA

Microinjeg\\

Eletroporagao

Altamente dependente do organismo!



Como eu faco a transformacao de
plantas?




ETAPAS PARAA TRANSFORMACAO
GENETICA DE PLANTAS

Selecao de tecido vegetal competente para propagacao ou regeneracao,
Metodo de transferéncia do gene de interesse (biologico ou fisico),
Identificacdo de células transformadas por selecéo,

Regeneracdo de plantas a partir de células transformadas,

Plantas transgénicas analisadas para confirmar presenca do transgene -
heranca e estabilidade,

Plantas transgénicas avaliadas para performance no campo.

pDAB 218
4928 bp




EM SINTESE:

Construcéo sintetica do transgene

l

Introducé@o do DNA dentro da celula vegetal

l

Selecao

l

Regeneracao da planta

Totipoténcia = capacidade de

regeneracio da planta a partir
l de uma Unica célula

Confirmacao

l

Melhoramento




CONSTRUCAO SINTETICA DO
TRANSGENE

A caracteristica de interesse pode e deve ser

engenheirada...
[ |

Precisa conter no minimo:

1. Gene de interesse
 Aregiao de interesse e seus elementos controladores

2. Marca de selecao
» Diferencia plantas transformadas e nao transformadas



CONSTRUINDO O
TRANSGENE

PROMOTOR REGIAO CODANTE Sinal poli A

Marca de selecdo na planta

ONSTRUCAO
SINTETICA

Genes bacterianos A
*Resisténcia a antibidtico
«Origem de replicacao—> VETOR PLASMIDIAL




TRANSFERINDO DNA PARA
CELULAS DE PLANTAS

1. DNA pode ser transferido para a célula
vegetal por meio biologico (via
Agrobacterium) ou fisico
(bombardeamento com microparticulas),

2. DNA deve cruzar varias barreiras,

3. DNA deve se integrar a0 Cromossomo
no nucleo da célula vegetal,

4. Cada célula transformada é Unica,

5. NUmero de células transformadas é
minimo.

transgene T

Célula Vegetal

parede celular membrana
citoplasmatica



METODOS PARA A INTRODUCAO DO
TRANSGENE NA PLANTA

Agrobacterium

« Bactéria do solo que tem a capacidade de transferir parte do seu DNA para dentro da
célula da planta;

 No laboratoério, a bactéeria é colocada em cultura junto com as células de plantas, ou
inoculada no tecido da planta, transferindo parte do seu DNA para as células da planta;

Bombardeamento

« Particulas de ouro ou tungsténio sdo cobertas com DNA e aceleradas em direcéo ao
tecido da planta (hélio comprimido);

* As particulas perfuram a parede celular e penetram dentro da célula;

« Utilizado quando ndo é possivel por incompatibilidade biologica o uso de
Agrobacterium - em monocotiledoneas.




METODO BIOLOGICO X FISICO

Bombardeamento de microprojéteis

Agrobacterium tumefaciens R ;,
Biolistica” ou ‘“‘gene gun

Propriedade natural da bactéria
Agrobacterium de transferir DNA para
dentro da célula da planta.

Particulas sdo cobertas de DNA e atiradas
para dentro da céelula da planta.



Agrobacterium tumefaciens

Bactéria de solo Gram-negativa, tipo bacilo;
Causa galha da coroa (“crown gall”): videira, maga, etc.;
Afeta mais dicotiledoneas e pouco monocotiledoneas;
Familia Rhizobiaceae.

Outras especies:

— Agrobacterium rhizogenes -raiz em cabeleira (“hairy root”) Chromosome
T-DMA
Ti plasmid

— Agrobacterium radiobacter - ndo tumorogénica (sem Ti) /£ \© l
' r T .||






« Libera substancias que atraem a agrobactéria;

Planta | = .. genes da regido de viruléncia;

ferida

« As bactérias sintetizam microfibrilas de celulose para favorecer a
Contato formacéo de agregados de células bacterianas em volta do tecido
planta- vegetal ferido;

bactéria

« 0 T-DNA integrado ao genoma vegetal € expresso de forma estavel ;

INSErcao . A sintese de auxinas e citocininas (oncogenes) levam a planta a um
do desbalanco hormonal;

T-DNA

« Quanto mais a célula da planta se divide maior € a producao de
Sintese opina e o nicho da agrobacteéria se torna extremamente favoravel,

de « Somente a linhagem indutora e capaz de catabolizar a opina
: produzida como fonte de energia, carbono e nitrogeénio;
Opina



Agrobacterium

Infeccao natural — ferimentos;
Quimiotactismo - fendis, aclcares, amino acidos;

Expressao de genes da bactéria transferidos e integrados de forma
estavel ao genoma vegetal

Formacao de tumores;

Capacidade tumorogénica - plasmideo Ti =
— Ti=Tumor Inducing - 150 a 250 kpb
Regides do plasmideo Ti importantes:

— regido T-DNA - Transfer DNA
— regi&o vir - genes de viruléncia

T-DNA
region

Cytokinin
- Auxin Opine
Left N Right
border border

Plasmideo Ti

Eé Opine
. =N catabolism
genes

ori
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PATOGENICIDADE NATURAL
DE A. tumefaciens
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Agricultural biotechnology: Gene exchange by design (Nature 433, 583-584 (10 February 2005)



Agrobacterium

Regido T-DNA
e Tamanho: de 12 a 24 kb
« Limitada por sequéncias repetidas = bordas
— bordas direita (RB) e esquerda (LB) - delimitam T-DNA
« Contém genes de sintese de reguladores de crescimento (hormonios
vegetais) e de opinas
« Transferem genes para direcionar metabolismo para manutencéo da
Agrobacterium T-DNA

region

Cytokinin




Agrobacterium

Regido vir
 genes responsaveis pela sintese de enzimas da transferéncia e
Integracéo do T-DNA

T-DNA
region

Cytokinin

Regido vir é suficiente para transferir qualquer
T-DNA - reconhece bordas

Gene indutores de tumores podem ser retirados
e substituidos no T-DNA

pine
catabolism

vir N
genes

ori



TRANSFERENCIA DO
== TRANSGENE

\”5 Caracteristica de interesse
|

plant cell

insertion into
chmmasnﬂj/

Elementos essenciais ao
processo de transferéncia Bordas 25pb T-DNA

Transgene de interesse

Regiao vir funcional



Marc Van Montagu

O descobridor dos mecanismos
de patogenicidade de
Agrobacterium tumafaciens e
sua aplicacao na transformacao
de plantas
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Marc Van Montagu

Institute of Plant Biotechnology for Developing Countries, Department of Plant
Biotechnology and Genetics, Ghent Unnversity, Ghent 9000, Belgrum;
email: Marc. VanMontagu@UGent be



TRANSFORMACAO VIA
BIOBALISTICA




TRANSFORMAGCAO VIA BIOBALISTICA

Disco de homucha

Mola

pe Agulhia

Cimara de
alta pressao
de hélio

Membram de
mapiur
Suporte da
mombrona
carreadon

Membram carccadora
contendo microparticulas
cabertas com DNA

Iela de retengdo
di membrana carreadora

Bombardeador
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TRANSFORMACAO — CELULAALVO

Todos os protocolos de transformacao introduzem o DNA
nas células de plantas em cultura de tecidos

v'Cultura de tecidos permite a regeneracao de
plantas férteis a partir de uma unica célula;

v'Grande numero de células alvo na forma de
calo:

v Estabelecimento, manutencao e regeneracdo de
plantas € bastante trabalhoso e com um alto grau
de dificuldade;

v'Métodos estdo limitados a alguns genotipos,
geralmente de variedades ndo comerciais;

v'Pode introduzir mutacGes ndo desejaveis.




Agrobacterium method Particle gun method

Agrobacterium Ti plasmid carrying Particles: coated
tumefaaens\ desired genes o2 : :'.‘.’7 with DNA encoding
Particle gun
Cocultivation of
Agrobacterium with
plant pieces Bombqrdment of
plant pieces with
particles
DNA transferred
to plant cells
Chromosomes with
integrated DNA
encoding desired genes

Shoot regeneration
followed by root
Cell multiplication (callus) regeneration Plant with new trait




Células em cultura

TRANSFORMACAO - SELECAO (selecio)

v'1 em 1.000 células tera o DNA integrado no
genoma na planta;

v'Células transformadas sdo marcadas pela co-
Introducao de um gene de resisténcia a agentes
seletivos;

v'Células transformadas sdo selecionadas pela
morte de celulas ndo transformadas pelo agente Ensaio resisténcia a herbicida
seletivo; transgénico  ndo-transgénico

L _ Resistente Susceptivel
v'2 principais agentes seletivos: | :

e antibioticos
 herbicidas

v'Marcadores seletivos auxiliam 0s passos
seguintes de estudos sobre a heranca do transgene.




TRANSFORMACAO - SELECAO E CONFIRMACAO

Antibiotico:
Canamicina
Higromicina

Herbicida:

Gene de selecao Glifosato

Genes reporters:

GFP, mRFP, CFP, YFP, mCherry etc
GUS

Luciferase

4 ‘-E"’_"J : y
y &-5.

-




PRINCIPIOS DA CULTURA DE
TECIDOS VEGETAIS
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www.cpac.embrapa.br/download/285/t



REGENERACAO DEPENDE DO EXPLANTE...




ETAPAS NO LABORATORIO
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Planta regenerada
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Com o auxilio da Pelos métodos

engenharia genética classicos
Fonte de Genes
Plantas, Bactérias, Plantas da mesma vV
Fungos e Virus espécie ou relacionadas A
Identificacdo, Isolamento, Avaliacao de caracteres F:
sintese de genes Importantes A
Transferéncia de ¢
genes para celulas é‘
Regeneracao de plantas N A
J : P Hibridizacéo
__— Avaliagéo\
Testes quantitativos Testes qualitativos

T Selecio —

Avaliacao Final

OrxOOMr MW

Variedade Comercial
Pedro C. Binsfeld, Biotecnologia, Ciéncia e Desenvolvimento



CONSTRUCAO DA VARIEDADE TRANSGENICA

Retrocruzamento e selecdo (6 - 8 geracdes)

£1.2 ¢
§ o S
£z 4
B

Linha Variedade
transgénica comercial | B
Biotecnologia Linhagem transgénica
® | comercial




Teste Final dos Transgéncios

Aceitacao do consumidor!!!

Milho RoundUp Ready
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Genetic Transformation of Forest Trees

Osvaldo A. Castellanos-Herndndez?, Araceli Rodriguez-Sahagan',
Gustavo . Acevedo-Hernandez? and Luis K. Herrera-Estrella®
"Centro Universitario de In Ciénega-Universidad de Guadalajara

IThe University of Western Ontario
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Transformation of
Forest Trees

Transgenic tree

Agrobacterium

BlOlIStICS Electroporation
\ l / Organogenesis Embryogenesis

Plant Cell

http://cdn.intechopen.com/pdfs/18820/InTech-Genetic transformation of forest trees.pdf



http://cdn.intechopen.com/pdfs/18820/InTech-Genetic_transformation_of_forest_trees.pdf

TRANSFORMACAO DE ANIMAIS
Microinjecao

Por meio de agulhas microscoépicas € injetado DNA no nucleo da
celula alvo

- rotina para transformacéao de célula animais
- utiliza micromanipulador
- oneroso, complexo e demorado

Transformagao via Microinjecao

| " 3




EXPRESSAO DO GENE DA GFP EM ANIMAIS

Coelho transgénico obtido por expressao
do gene da GFP®



ANIMAIS TRANSGENICOS

Carne “light”- Omega 3



Salmao transgénico para alimentacao humana

Depois de uma rigorosa averiguacdo cientifica, a Food and Drug Administration
(FDA), a agéncia que regula o comércio de remédios e alimentos nos Estados
Unidos, aprovou em novembro o primeiro animal transgénico para consumo
humano daquele pais. A empresa AquaBounty Technologies comegou a
desenvolver o peixe ha 20 anos. E um salmao do Atlantico (Salmo salar)
geneticamente modificado que cresce duas vezes mais rapido que os espécimes

utilizados em criagdes de cativeiro. Em vez de trés anos, o peixe chega ac tamanho . _
para a comercializagdo em até 18 meses e consome de 20% a 25% menos ragdo. AquaBounty Techno oaiesEmpresa desenvolve beixe
Em um comunicado, a FDA afirma ser o salmdc geneticamente modificado téo que cresce duas vezes mais rdpido e consome menos
. .. . £ - ragaofquaBounty Technologies

seguro e nutritivo como o tradicional. A engenharia genética para tornar o salmao : §

mais produtivo utilizou dois genes de dois cutros peixes. Um, relativo ao horménio

de crescimento do salmdo Chinook (Oncorhynchus tshawytscha), do oceano Pacifico, que cresce bem mais que o do Atlantico, e
outro gene — da enguia Zoarces americanus, dos mares do Noroeste Atlantico — que codifica um promotor de proteinas

anticongelamento que deixa o salmdo geneticamente modificado crescer no inverno.

Republish

https://revistapesquisa.fapesp.br/2015/12/15/salmao-transgenico-para-
alimentacao-humana/



https://revistapesquisa.fapesp.br/2015/12/15/salmao-transgenico-para-alimentacao-humana/

A transformacao genética consiste basicamente de
guatro passos:
Insercao, Integracao, Expressao e Replicacao do DNA
exogeno dentro da celula hospedeira




VISUALIZANDO O PROCESSO...

https://www.youtube.com/watch?v=UfA_jJAKV29g
https://www.youtube.com/watch?v=TnzcwTyr6¢cE
https://www.youtube.com/watch?v=jAhjPd4uNFY

https://www.ted.com/talks/jennifer_doudna_we_can_now _edit our _dna but let s
_do_it_wisely




ESTUDO DIRIGIDO

1. Conceitos referentes a transgénicos

2. Transformacao por agrobactéria

3. Transformacao por biobalistica

4. A importancia da cultura de tecido na transformacéo de plantas

5. Transformacao animal

NO ReSTAVRANTE
TNANSGENICO ..

pf (PXINHAS DE
LAMBAR
FLAMBADAS!

Leitura recomendada Se s («?ﬁ\

Biotecnologia Aplicada ao Melhoramento de Plantas
Ed(s) Borém, A. Fritsche-Neto, R. (2013)
Cap 7 — Plantas Transgénicas, pp. 229-266.



