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3.1. Conversão de metabolismo C3 em C4 em arroz.

3.2. Evolução de moléculas em laboratório.

ConceitosConceitos

Biologia Evolutiva de sistemas; design racional e seleção dirigida; coeficiente seletivo; probabilidade de fixação; seleção e deriva



  

Variação da produtividade e 
necessidades previstas para 2050 

Henry & Nevo (2014). Exploring natural selection to guide 
breeding for agriculture. PlantBiotechJ

Conversão de metabolismo C3 em C4 em arrozConversão de metabolismo C3 em C4 em arroz

O problema – produtividade prevista inferior às necessidades alimentares 

Consumo diário individual de calorias por 
tipo de alimento



  

Conversão de metabolismo C3 em C4 em arrozConversão de metabolismo C3 em C4 em arroz

O problema II – fotorrespiração reduz produtividade

Walker et al (2016) The costs of photorespiration to food production now and in the future. AnnuRevPlantBiol



  

Conversão de metabolismo C3 em C4 em arrozConversão de metabolismo C3 em C4 em arroz

Plantas C3 Plantas C4

→ Cevada

→ Aveia

→ Arroz

→ Trigo

→ Alfafa

→ Algodão

→ Girassol

→ Soja

...

→ Milho

→ Cana-de-açucar

→ Sorgo

→ Painço/Milhete

...



  

Conversão de metabolismo C3 em C4 em arrozConversão de metabolismo C3 em C4 em arroz

Plantas C3 Plantas C4

Fixação do CO2 em células do mesófilo

vs células do feixe vascular

Mecanismo de concentração de CO2 em 

plantas C4

Anatomia Kranz (2 células)



  

Gowik & Westoff (2011). The path from C3 to C4 photosynthesis. PlantPhysiol

Conversão de metabolismo C3 em C4 em arrozConversão de metabolismo C3 em C4 em arroz

A evolução de C3 em C4 é polifilética 

Todos os genes necessários a C4 já existem em plantas C3

Expressão génica de folhas C3 e C4 difere apenas 3%



  

Conversão de metabolismo C3 em C4 em arrozConversão de metabolismo C3 em C4 em arroz

Schuler et al (2016). Engineering C4 photosynthesis in C3 chassis in the synthetic biology age

Biologia de sistemas utilizada para identificar 

quais os componentes (genes) essenciais 

para o fenótipo C4

→ Modelação computacional 

→ Rede metabólica da fotossíntese C4

→ Estimação de fluxos metabólicos

→ Estimação da energia necessária



  

Conversão de metabolismo C3 em C4 em arrozConversão de metabolismo C3 em C4 em arroz

Engenharia de C4 a partir de plantas C3

Concentração de CO2 no cloroplasto de Hydrilla

Clonagem de genes de milho em arroz

Sub-expressão de genes de arroz

Transferência da fotorrespiração para as células do feixe vascular

Dificuldades com a alteração de genes com efeitos pleiotrópicos 



  

Conversão de metabolismo C3 em C4 em arrozConversão de metabolismo C3 em C4 em arroz

Evolução dirigida

1. Edição de genomas/transformação génica (genes de sister taxa)



  

Conversão de metabolismo C3 em C4 em arrozConversão de metabolismo C3 em C4 em arroz

Evolução dirigida

1. Edição de genomas/transformação génica (genes de sister taxa).

2. Screening de linhas com maior biomassa em condições de baixo 

CO2. 



  

Conversão de metabolismo C3 em C4 em arrozConversão de metabolismo C3 em C4 em arroz

Evolução dirigida

1. Edição de genomas/transformação génica (genes de sister taxa).

2. Screening de linhas com maior biomassa em condições de baixo 

CO2. 

3. Seleção artificial para performance fotossintética e/ou anatomia 

Kranz.



  

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

O problema – como obter novas moléculas de interesse? 

Design racional

Evolução dirigida

“Thus (directed protein) evolution becomes a search on a new fitness landscape, where fitness is 

performance and is defined by the artificial selection I impose” (Frances H. Arnold, Nobel lectures 2019) 



  

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

O problema – como obter novas moléculas de interesse? 

Evolução dirigida 

- mutação + screening

Arnold (2019). Innovation by Evolution: Bringing new chemistry to Life. Nobel lecture



  

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

O problema – como obter novas moléculas de interesse? 



  

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

Wang et al (2019). Biosystems design by directed evolution. AlChE Journal

Evolução dirigida na geração de novas reacções (ou otimização)

Desenvolvimento de high-throughput screening



  

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

Evolução dirigida na geração de novas reacções (ou otimização)

Desenvolvimento de high-throughput screening

Doyon et al (2003). Highly Sensitive in Vitro Selections for DNA-Linked Synthetic Small
Molecules with Protein Binding Affinity and Specificity. PNAS

Aplicação de metodologias diversas de geração 

de variabilidade 

→ Mutações individuais, N ciclos para N posições aa

→ Recombinação de mutações 

→ Utilização de machine-learning



  

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

Doyon et al (2003). Highly Sensitive in Vitro Selections for DNA-Linked Synthetic Small
Molecules with Protein Binding Affinity and Specificity. JACS Communications

Seleção in vitro de oligonucleótidos com aumento 

de afinidade



  

O problema – melhorar enzimas de interesse industrial

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

Celulose 

-  o polímero mais abundante

-  inibição de celulases por celobiose



  

O problema – melhorar actividade de β-glucosidade

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

Random drift mutagenesis process
Hardiman et al (2010). Directed evolution of a thermophilic B-glucosidase for cellulosic bioethanol production. ApplBiochemBiotech



  

O problema – melhorar actividade de β-glucosidade

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

Encapsulação numa emulsão 
Hardiman et al (2010). Directed evolution of a thermophilic B-glucosidase for cellulosic bioethanol production. ApplBiochemBiotech



  

O problema – melhorar actividade de β-glucosidade

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

Resultados – eficiência (Kcat/Km) 



  

O problema – melhorar actividade de β-glucosidade

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

Resultados – inibição



  

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

A evolução de uma arma molecular

Proteínas Cry – ação insecticida



  

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

A evolução de uma arma molecular

Proteínas Cry – ação insecticida e nematicida

Wei et al (2003). Bacillus thurigiensis crystal proteins that target nematodes. PNAS

A expressão de Cry21Fa1 afecta  

o crescimento e sobrevivência de 

C. elegans em condições 

laboratoriais



  

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

A evolução de uma arma molecular – design experimental

A morte de nemátodes reduz o consumo 

de bactérias que expressam Cry21Fa1, 

mantendo ODs elevadas



  

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

A evolução de uma arma molecular – design experimental

Iniciar o processo de seleção a partir de Wt 

(Ancestral) e de diferentes mutantes



  

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

Capacidade de seleccionar variantes de interesse

Mudança de frequências alélicas
Dp      =  Dp            +   Dp

total               seleção                   deriva

E (Dp) =  0,
Var (Dp) = f (Ne)

E (Dp) = sp(1-p)/(1+sp)



  

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

Capacidade de seleccionar variantes de interesse

Mudança de frequências alélicas
Dp      =  Dp            +   Dp

total               seleção                   deriva

E (Dp) =  0,
Var (Dp) = f (Ne)

E (Dp) = sp(1-p)/(1+sp)

Crescimento
r

1
= e1, r

2
 = e1+s

w
2
 = 1 , w

2
 = 1+s

Fitness (w) e coeficiente seletivo (s)



  

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

Capacidade de seleccionar variantes de interesse

Mudança de frequências alélicas
Dp      =  Dp            +   Dp

total               seleção                   deriva

E (Dp) =  0,
Var (Dp) = f (Ne)

E (Dp) = sp(1-p)/(1+sp)



  

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

Deriva genética

1. As frequências alélicas tendem a mudar devido a efeitos de amostragem.

Podemos definir uma distribuição de probabilidades para as gerações seguintes mas não as frequências exatas

2. Não existe uma direcionalidade nas frequências alélicas ao longo do tempo.

As frequências alélicas podem tanto aumentar como diminuir.

3. Os alelos fixar-se-ão nas populações a não ser que sejam novamente introduzidos por mutação ou migração

Seleção natural

A seleção natural pode introduzir um enviesamento nas alterações das frequências alélicas

Alelos favorecidos tendem a aumentar de frequências e eventualmente são fixados.



  

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

- Populações grandes

- Seleção fraca  

Evolução de frequências alélicas como um processo de difusão

Dp pode ser aproximado por um processo 
contínuo estocástico



  

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

(Kimura  1957,1962)

Probabilidade de fixação a partir de um processo de difusão

 n 
N

= 0.03

p = 0.03
N =100

A deriva reduz a 

probabilidade de fixação de 

alelos benéficos e aumenta 

a probabilidade de fixação 

de alelos deletérios  



  

Evolução de moléculas em laboratórioEvolução de moléculas em laboratório

(Kimura  1957,1962)

Probabilidade de fixação a partir de um processo de difusão

Mesmo alelos benéficos 

tendem a perder-se por 

deriva enquanto estão a 

frequências baixas

= 2s, para p=1/N

Menor capacidade 
de seleccionar 
variantes de 
interesse
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QuestõesQuestões

??


