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T IRequlagko genical

Genes estruturails - codificam algum composto
(proteina, tRNA, rRNA, RNA nuclear);

Genes reguladores: promotores, operadores,
terminadores (nao sao transcritos);

Operons: sequéncia nucleotidica do DNA formada por
regioes reguladoras e dois ou mais genes estruturais
(somente em procariotos);

Enzimas induziveis: produzidas apenas quando um
indutor (substrato, hormonio, etc...) esta presente;

Enzimas constitutivas: produzidas continuamente;
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A  ativacao, desativacao, aceleracao ou
desaceleracao da expressao (énica ocorre na
transcricao, evitando que todo o sistema seja acionado
sem necessidade e fazendo funcionar nos locais e
momentos necessarios.



Modelo operon em procariotos
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Controles positivo e negativo
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‘ ‘ Tipos de Sistemas Reguladores da
Transcrigcao

-Induzivel -Positivo
c -Repressivel C -Negativo
Tipo de proteina Inibir ou ativar
reguladora

1. Operons com inducao positiva
2. Operons com indu¢ao negativa
3. Operons com repressao positiva

4. Operons com repressédo negativa
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Operon da lactose — Inducao negativa
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Operon do Triptofano — Repressao negativa
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Regulacéo histoespecifica

— Mudancas somaticas em nivel de estrutura do DNA ou no
numero de copias do gene podem ser usadas para regular a
atividade génica;

— A producdo de uma proteina ativa pode ser regulada
controlando-se o processamento do RNA.



— Instrucbes reguladoras tambéem estdo contidas dentro
das regioes nao codificantes do mRNA. Interacao de

molécu
dos m

as reguladoras com sequéncias nas extremidades
RNAs, podem interferir na vida utl do mesmo

(degrac

acao) ou bloguear sua traducao;

— Interferéncia na disponibilidade de ribossomos livres.
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»Como o DNA esta complexado com histonas, essas
proteinas sao as primeiras a estarem envolvidas no
processo de regulacao;

» A maioria dos genes eucarioticos é controlada no nivel de
transcricao;

» Os genes sao maiores gue dos procariontes e, as vezes,
é necessaria uma bateria de fatores reguladores para
efetuar a regulacao apropriada,
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Regulacao em eucariotos

— Para que a RNA pol Il realize a taxa maxima de
transcricAo € necessaria a cooperacdo de Inumeras
sequéncias de DNA de acéao cis, pois o promotor é
Incapaz de mediar uma transcricao eficiente por si mesmo;

— InUmeras sequéncias desse tipo estao proximas ao
promotor e ligam-se a proteinas ativadoras que ajudam na
ligacao da RNA pol Il ao mesmo;
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Regulacao em eucariotos

(1P 7

— Acentuadores - sequéncias “cis” que se ligam a
proteinas capazes de aumentar a taxa de transcricao;

(1P 7

— Silenciadores - sequéncias “cis” que se ligam a
proteinas repressoras, inibindo as proteinas ativadoras da
transcricao;

— Os acentuadores e silenciadores distam muitos
milhares de pares de bases do operador e a maioria dos
modelos inclui algum tipo de dobra do DNA,;



Estas proteinas ligam-se a genes em

sitios conhacidos camo acenfuadores e

aumenlan;u\ a taxa de transcrigao Repressores

i Estas proteinas ligam-se a grupos selecionados de
i genes em sitios conhecidos como sienciadores e

, Acentuador assim diminuem a transcrigdo

Regido
codificante

-
-~
!

ativadores ! TATA hoxe Cerne do
Estas moléculas “adaptadoras’ - promotar \
Integram sinais dos ativadores e

etalvez dos repressores Fatares basais de transcrigido

3 - Em resposta a injungdes dos ativadores, estes fatores

posicionam a RNA polimerase no comeco da
transcrigdo e ihiciam o pracesso de transcricao
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Regulacao em eucariotos (Exemplo)

—~Em levedura a proteina HSTF (fator de
transcricao) € fosforilada quando as celulas
sao expostas a altas temperaturas, passando a
sua forma ativa, ligando-se a seguéncia de
DNA adjacente aos promotores dos genes
“heat shock”, promovendo sua transcricao.
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CIAUNENLO NG OIDINA

— Meétodo de Fred Sanger — baseado na sintese de DNA na
presenca de didesoxirribonucleotideos, que ndo possuem 0 grupo
hidroxila no carbono 3’;

— Os didesoxirribonucleotideos terminam a sintese quando
incorporados a cadeia crescente;



[2UNENLOIGOIDINA

Os passos sdo 0s seguintes:

1. Obtencao de uma populacado de fragmento
unifilamentares (DNA desnaturado) definido;

> ATCGCCAAGGCCTTT 3

2. Marcacao em uma ponta com um primer, com marcacao
radioativa ou fluorescente (emissor de cor diferente para
cada reacao);

> ATCGCCAAGGCCTTT ®

AAA °

3. Estabelecimento de quatro tubos (recipientes) de reacao
gerando conjunto de moléculas que diferem em tamanho
por uma base, que podem ser separadas por eletroforese;



ClAUNENLOIE OIDNA
a) ddATP+A, G,CeT c)ddCTP+A,G,CeT

IAGCGGTTCCGGAAA S "CGGAAA~

SCCGGAAA®

STAGCGGTTCCGGAAA % ¥CGGTTCCGGAAAY®
b) ddTTP+A,G,CeT d)ddGTP+A,G,CeT

| | IGAAAS

STCCGGAAA FGGAAA 5

STTCCGGAAA 5 SGTTCCGGAAA®

SGGTTCCGGAAA >
STAGCGGTTCCGGAAA > SGCGGTTCCGGAAA >
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-Organismos hapldides, alguns com duas fases de vida;

Bactérias, cianoficeas e bacteriofagos — cromossomo

simples nao complexados por histonas e sem
membrana nuclear;

Plasmideo —» DNA bacteriano circular extra, capaz de se
autoduplicar e se inserir no cromossomo bacteriano.
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Bacterial chromosome

Plasmids




1. Conjugacao : transferéncia unidirecional de material
genético por contato celular;

—0Os passos sao: contato celular, transferéncia, parea-
mento (merozigoto), integracao;
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MAPA GENETICO DE E. coli (1963) COM BASE EM C ONJUGACAO
INTERROMPIDA
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2. Transformacao: transferéncia de material genético
exogeno livre (do meio);

- Os passos sao: extracao (liberacao), contato, entrada,
pareamento, integracao;
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3. Transducao : transferéncia de DNA de uma célula
para outra por virus (bacteriéfagos);

Célula de E. coli
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Transducao generalizada — fragmentos cromossomicos
aleatorios séo incorporados as cabecas de alguns fagos
e transferidos a outras células por infeccéo;

Transducao especializada — genes especificos, proxi-
mos aos sitios de integracdo do fago no cromossomo
bacteriano sao erroneamente incorporados ao genoma

do fago e transferidos para outras bactérias por
Infeccao.



TRANSDUCAO GENERALIZADA

Transduced bacterium Recipient bacterium

TRANSDUCAO ESPECIALIZADA
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RECOMPINACA0 . EM TUNGOS

- ciclo parassexual (heterocariose e haploidizacao);
- permuta mitoética.

- ciclo sexual:
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Ascosporos de Neurospora




Meiose inicial ou zigotica (Neurospora)

Meicsis

i Synchronous division and fusion it
to form diploid meiocytes
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Nocozs da 2ngannariz ganaiics

Biotecnologia

Utilizacao de organismos no desenvolvimento de novos
produtos e processos para a alimentacdo, salude e
preservacao do ambiente.

Algumas tecnicas biotecnoldgicas
Cultura de tecidos

Multiplicacao celular a partir de um “pedaco de tecido”
de um organismo.
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Protoplastos

Células vegetais ou de microrganismos,
sem a parede celular, que fol digerida
enzimaticamente.

Cultura de protoplastos






Nocozs da 2ngannariz ganaiics

Engenharia genética (Técnica do DNA recombinante)

Processo de criacao de novas combinacdes génicas
pela manipulacao direta do DNA,;

Finalidades principais
Isolamento, modificacao e construcao de genes;
Introducao de genes em organismos;

Transferéncia de genes de uma espéecie para outra
(transformacao);

Manipulacao de genes e reintroducao na mesma
espeécie.



Nocoas da anga2nnaria ganaije:

Transgénicos (OGMs)

Organismos que contenham material genético (DNA)
construido artificialmente, modificado ou retirado de
outra espécie, ou seja, que sofreu uma processo de
transformacao.

Protocolo geral resumido para produzir um transgénico
- ldentificacao do gene em um doador ou construcao;
-Clonagem do gene em hospedeiro intermediario;

- Caracterizacao do gene no hospedeiro intermediario;

- Modificacao do gene se for o caso;

- Introducao no hospedeiro alvo (transformacao);



H
o Noecoas d2 anganizriz gandije:

Clonagem de genes

Obtencao do fragmento de DNA (gene desejado) e
colocacdo em um hospedeiro intermediario.

Ferramentas
Enzimas de restricao
Ferramenta cuja descoberta deu inicio a tudo;

Sao enzimas que cortam o DNA em regibes especificas
(normalmente sequéncias palindromicas).
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Enzimas Sitio de clivagem Origem
BAM HI GGATCC Bacillus amyloliquefaciens
Eco RI GAATTC Escherichia coli
Eco RII GCCTGGC Escherichia coli
Sal | GTCGAC Streptomyces albus
Pst | CTGCAG Providéncia stuarti
Hind II AAGCTT Haemophilus influenzae
Hae 1| GGCC Haemophilus aegyptius
Hpa Il CCGG Haemophilus parainfluenzae
Sma | CCCGGG Serratia marcescens
Bgl Il AGATCT Bacillus globiggi




‘ N g—

v
CTGCAG
GACGTC

4 lPst I
CTGCA G

G + ACGTC

GGCC
CCGG

ala II

GG cC

3] @ + GG

Mapa de restricAdo — mapa de um trecho cromossOomico
ou de DNA, indicando os sitios de clivagem de uma ou
mais enzimas de restricao.
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Mapa de restricdo do Plasmideo pBR 322

Hind Il 29
EcoR Vv 185
BamH | 375

EcoR | 4360

‘ h
cal ; Sph 1 s61

Sol 1 650

Xmao Il 938

- —Nrulo71

Pvu Il 2065

Sno | 2245
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Outras ferramentas

*DNA polimerase |;

DNA ligase — algumas podem ligar até DNAs de pontas
retas;

‘Transcritase reversa — faz DNA a partir de RNA;

Desoxinucleotidil transferase terminal - adiciona
desoxirribonucleotideos nas extremidades do DNA;

‘Vetores — moléculas de DNA de replicacdo autdbnoma,
gque levara 0 gene obtido para um hospedeiro
intermediario e algumas vezes para o hospedeiro final.
Normalmente sao DNAS virais ou plasmideos;




"
Plasmideo pBR 322

Um dos vetores mais utilizados:

Possui genes para resisténcia a ampicilina e a tetra-
ciclina que sao usados como marcadores;

Possui aregiao ori de E. colli;

Possui sitios de restricdo bem conhecidos, muitos que
cortam os genes da ampicilina e tetraciclina.

Plasmideo Ti de Agrobacterium tumefasciens

Usado para transformacao do hospedeiro alvo.
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Plasmideo pBR 322

Hind Il 29
EcoR | 4360

EcoR Vv 185
BamH | 375

' Sph 1 561
cal . Sph 1 56

Sol 1 650

Xmao Il 938

- —Nrulo71

Pvu Il 2065

Sno | 2245




"
Plasmideo pUC

Possui uma parte do gene de B-galactosidase, cujo
produto protéico converte o substrato x-gal em corante
azul;

Possui um sitio de clonagem multipla no meio desse
gene,

Cosmideos

Vetores hibridos de fago A e plamideos, podendo se
replicar na célula como um plasmideo e também ser
embalado como o de um fago. Podem levar DNA com
ate 45 kb;
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Vetores de expressao

Maioria dos vetores nao expressa o gene exogeno;

Para haver expresséo o gene deve ser inserido proximo
a sinals bacterianos apropriados de transcricao e
traducao (regiao reguladora de lac, por exemplo);

Sequéncias devem ser livres de introns, que nao sao
processados pelas bactérias

Hospedeiros intermediarios

Usados para multiplicar e armazenar o DNA clonado.
Normalmente sao bactérias ou virus;



- S

Obtencao do segmento de DNA (gene desejado)

Enzimas de restricao, Sintese quimica, Metodologia do
cDNA (DNA complementar ao RNA).
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molecula
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CLONAGEM E AMPLIFICACAO

Restriction enzyme sites
Donor DNA # * ‘ *
Resiriction fragments S — S — " N ———
—— iy

Recombinant vector
with insert 1 or 2 © ©

Replication,

amplification,

and cell division

Clone of Clone of
donor donor
fragment 1 fragment 2
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Esquema de
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CLONAGEM E AMPLIFICACAO

Cellular M }ﬁ}. Bacteriophages
genome

restriction enzyme.
P Cleave
/ s : \\\ _E.m, _~3”_ h—"!‘v

—— o~~~ Recombinant DNA

T N T I

???????????????

- Phage clone
in plaque

ibrary of phage clones

???????????????
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filter /

ncubate
“ filter with

radioactive

Filter | k.
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to locate desired
L clone.

Infect fresh
bacterial host.
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foreign gene. -
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Obtencao do cDNA
(DNA complementar
ao RNA)

RNA Total

* cromatografia em

oligo

dT celulose

AAAA? uin

v

oligo dT

hibridacéao
s

AAAA ¥

dNTP

$ tran

TTTT®
, Mg"

scritase reversa

AAAA ¥

TTTT®

l

hidrdlise
alcalina

T

¥CCcCC

dCTP, Co™
terminal transfer

: -

¥CCCC.

oligo dG

hibridacgado

- -

¥ GGGG

¥CCCC

v

dNTP, Mg++
transcritase reve
ou DNA polimerase

TTTT®

¥ GGGG

AAA*®

cDNA fita dupla
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Alguns promotores utilizados para expressao de genes

PROMOTOR ORIGEM
P.c Operon lac de Escherichia coli
P, Operon N de bacteriéfago A
Pio Operon do triptofano de Escherichia coli
P jact Operon B—lactamase do pBR 322 de Escherichia coli
P., Operon 42 D da estafiloquinase de Escherichia coli
P, Gene de a—amilase de Bacillus subtillis
Poro Gene da protease alcalina de Bacillus amyloliquefasciens

P, Gene do fago T7

Pip + I:)Iac

trp
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MONTAGEM DO GENE Bt PARA TRANSFORMACAO DE PLANTAS

DE FUMO
Gene Bt2
607 683 (Bt neo 860) 1155 (B12)
toxina ativa
610 (Bt 884) 724 (Bt neo 23)
pGS 1161
3'ocs  neo PTR B2 317

pGS 1163

3'ocs  neo PTR Bt 884 3't7
B I

pGS 1152
PIR Bt neo 860 neo  3't7
pGS 1151
-W—
pGS 1160

3'ocs  neo PTR




Métodos de transformacao

m Microinjecao (animais)
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Metodos de transformacao
m Choque de calor (protoplastos);
m [rradiacao com dose baixa (protoplastos);
m PEG (polietilenoglicol) (protoplastos);
m Ultrassom (protoplastos);

m Eletroporacao (protoplastos e células
Intactas);

m Agrobacternum tumefasciens;
m Biolistica, Biobalistica ou “Gene gun”.
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Eletroporacdo: Em uma cubeta, células vegetais sem a parede celular (1) sdo colocadas em
contato com o DNA exdgeno (2) e lipidios polares tipo lipofectina (3). Os lipidios, ao formarem
micelas, engolfam moléculas de DNA (4). Essas micelas formam pontes com a membrana celular
(5). A aplicacéo do choque elétrico leva o DNA a atravessar a ponte micela-membrana. Uma vez
dentro da célula, o DNA exdgeno pode se instalar no nucleo, e eventualmente integrar-se ao DNA
nuclear da célula vegetal, por processos dependentes unicamente da bioquimica da célula.
FONTE: Zanettini, Maria Helena e Pasquali, Giancarlo (2004), “Plantas Transgénicas”, in Mir, Luis
(org.), Gendmica. Sao Paulo: Atheneu, 721-736.



Agrobacterium tumefasciens
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PLASMIDEOQ Ti DE Agrobacterium tumefasciens

Tumor production . .
?J» — Nopaline synthesis
4 i

"~
/

. Nopaline
utilization
T-DNA
transfer Ti plasmid
functions

Origin of replication
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PROCESSO DE INFECCAO NATURAL POR
Agrobacterium tumefasciens

Chromosomal
DNA
Chromosome
T-DNA
Tiplasmd ——
Agrobacterium Transformed
tumefaciens plant cell

(b) (©) (d)
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TRANSFORMACAO POR Agrobacterium tumefasciens

Tumor Nopajine (nos)

f5 e R L
:" Ti plasmid  — Disarmed Ti plasmid
'..\‘--- i Pd '-. “
R nos spch
Intermediate 7 mseﬂ&,\N\N\'
vector . |
interest
e _ - _&k, kanR P
Disammed 4 L
Ti plasmid
Cointegrate Insert of
plasmid L interest : spc” nos R
- R T VW —
Transgenic plant chromosome
Insert sp(:R nos -
e AR ANV e e—

(a)
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~_ Cointegrate
~ Tiplasmid

Tobacco-plant
cell

Transformed
cell

Y Cultured == Plantlet == Transgenic e Cell of
- cells Y tobacco ¢ transgenic
- ' plant plant

(b)
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Exemplos de transgénicos

PRODUZINDOINSULINA
VRAVIEN DA BIOTTECNOLOGEA

BACTIRIA CERLLA THOMANA

DNA Plasmidial

Placmiden : Gene
aberta por : hurmice
[SIATIHIN : produrar

de sl ina

Plismideo bacreriang com

o gene humano inserido
Plasmideo ——
remtroduzicdo

na bacréria

Bacrérias

muoxlificzicdas ——

=

st multiplicam
em um cangue de
fermenragao ¢ produzem
sulina.

Separiciv Purificacin

lesulinn

[rimana




Exemplos de transgénicos

Gene of
interest
B-Lactoglobulin -
promoter
DNA Is Injected /
into pronucleus./

Sheap ovum | Holding

___ Expression of gens of interest is
" restricted to mammary tissus.

. Product of gene of interest
2. s secreted Into milk.

-
.
s

T Fractionate milk proteins.
!
|

Pure product of gene of Interest




Tomate longa vida
*Primeira cultura transgénica;

Comercializado desde 1994;
*Gene “flavr savr” (Calgene);

*Inibicao da producéao de
poligalacturonase ;

Fruto mais resistente a
murcha, impacto e

amadurecimento;

Dura 40 dias fora da
geladeira.



Milho resistente a herbicidas




MECANISMO DE ACAO

Acicares

Chiquimato-3-fosfato

Herbicida
a base de
glifosato
bloqueia

a3 enzima
EPSPS

Gene Roundup Ready® 2

CP4 EPSPS

Aminoacidos

EPSPS + Pi
Proteinas

Compostos
aromaticos

Atividade da enzima CP4 EPSPS na planta geneticamente modificada tolerante ao herbicida glifosato



Sojaresistente a herbicida
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Arroz com maior conteudo de ferro

*Gene da ferritina da soja;

Quantidade de ferro trés
vezes maior que o
convencional




" oM
Arroz com genes do milho
m Genes da fotossintese do milho;
m Até 35%mais produtivo;

m 30% mais extracao de gas carbonico.

Gene “cab” em eucalipto

m Retirado da ervilha;

m Expande espaco interno das celulas;
= Maior nimero de cloroplastos;

Canola com oleo de melhor qualidade
m Gene do mangostao
m 55 a 68% mais gorduras beneficas



Batatinha resistente a virus




Mamao resistente a virus




S

Feiljao resistente ao mosaico dourado




Gene da capa proteica do virus (normal).

T P
3'GLGGEGACTCACCACCACCGCACACCACCGARARRA 5
' CCCCCTGAGTGGTGGTGGCGTGTGGTGGCTTTTTT 3
Multiplicagdo do DNA -—-j_

Transcngo ——» l

mPNA da proteina da capa proteica do virus (normal)

3'ACUCACCACCACCGCACACCACCE 35!

Traducio ————————p 1

Protema da capa proteica do virus

$-4-4-4-0-4-0

Encapsulamento do DNA e destnugdo da celula vegetal

Gene da capa proteica do virus, com promotor e termmador mvertidos,
colocado na planta fransgénica.

P T
J'AARARARACTCACCACCACCGCACACCACCGGGGEGE 3
o' TTTTTTGAGIGGIGGIGGCGIGTIGGTIGGCCCCCC 3

S |

mFNA da fita complementar do gene da capa proteica do wvirus
(produzido na planta transgemca)

2 'UGAGUGGUGGUGGCGUCUGGUGGL 3

5 '"UGAGUGGUGGUGGCGUGUGGUGGC 3
3"ACUCACCACCACCGCACACCACCG 35

Pareamento do mRNA normal (fransente do gene do virus) com o
mPNA da fita complementar do gene da capa proteica do virus

Nio havera fradugdo, ndc havera capa proteica e ndo havera
multiplicagdo do virus na planta.

Planta resistente ao vims.









O
PROTEINA Bt, EM PARTES POR BILHAO (ppb*), EM PLANTA DE
MILHO GENETICAMENTE MODIFICADA (EVENTO Bt 176)

ESTAGIO DE DESENVOLVIMENTO

PARTE DA | py inTyL4 | FLORES- |\ 0/ ATURACAO | SENESCENCIA
PLANTA | CIMENTO
FOLHAS 865 1440 460 126
RAIZES <8 <8 8" <8
POLEN 1888 = mess. 0000 e
GRAOS  ———— e <5 <5

*- I ppb =1 g por tonelada



-
MILHO PARA SILAGEM

>  SAO UTILIZADAS PLANTAS MADURAS;

> 4,7 g/ha DA PROTEINA Bt.

ANIMAIS DE LABORATORIO

»  5g DE PROTEINA Bt POR kg DE PESO VIVO;

» SER HUMANO COM 60 kg DE PESO PODE INGERIR 40 t DE

GRAOS DE MILHO BT;
> VACAS PODEM INGERIR 1,5 T DE MILHO VERDE BT



-

Clonagem reprodutiva

Ovulo sem nicleo

do doador totipotentes

Wwe oy 0 Ndicleo da célula com
Ky ?f somatica retirada células

Clone humano




Clonagem terapéutica

Ovulo sem nucleo

Fusao

totipotentes

@ Nucleo da célula Bl stoc'sto By
somaética retirada S
- do doador I

Cultura

2R de células &= 9
*,',. . - pluripotentes @S

p

Célula Msculo
ossea nervosa cardiaco




