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Transformacao

Processo de introdug¢ao de um gene de
interesse no genoma de uma célula
receptora e sua posterior expressao

Sartoretto et al., 2008
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> A primeira transformacdao de bactéria foi demonstrada em 1928 pelo
bacteriologista Frederick Griffith — ficou interessado se apds inje¢ao de
calor em “células” se as mesmas poderiam ser usadas para vacinar
camundongos contra pneumonia.

> Com isso descobriu a cepa nao virulenta de ,
e hipotetizou que algum  principio transformante tornou a cepa
inofensiva.

> 1944 foi identificado esse principio como
sendo genético .

> E chamaram a absor¢ao e incorporag¢ao da
porcao de DNA pela bactéria de

“transformacao”.
> Studies on the Chemical Nature of the Substance
Inducing Transformation of Pneumococcal Types:

Induction of Transformation by a
Desoxyribonucleic Acid Fraction Isolated from
Pneumococcus Type III", e

, 1944 "
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> 1941-1953 — Conjugac¢ao/Transducao

> Aceita teoria da “Transformacao”

\
\\

Joshua Lederberg

“Originalmente, pensava-se que a Escherichia coli era

refrataria a transformacao.”



https://en.wikipedia.org/wiki/Joshua_Lederberg

Factors Influencing Competence of Escherichia coli for Lambda-
Phage Deoxyribonucleic Acid Infection

Akiko Higa, Morton Mandel

First published: April 1972 | https://doi.org/10.1111/j.1348-0421.1972.tb00657.x | Citations: 4

E. coli pode ser induzida a absorver DNA do bacteriéfago A sem o uso

do fago auxiliar, apds tratamento com solugcao de CaClz




Nonchromosomal Antibiotic Resistance in
Bacteria: Genetic Transformation of
Escherichia coli by R-Factor DNA

Stanley N. Cohen, Annie C. Y. Chang, and Leslie Hsu Authors Info & Affiliations

August 1, 1972 69(8)2110-2114 https://dol.org/10.1073/pnas.69.8.2110

Demonstraram que o tratamento com CaClz é eficiente para

transformacao de DNA plasmidial.
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Journal of Molecular Biology

Volume 166, Issue 4, 5 June 1983, Pages 557-580

Studies on transformation of Escherichia
coli with plasmids

Douglas Hanahan

> O meétodo de transforma¢ao de Mandel e Higa foi aprimorado
por Douglas Hanahan.

> A descoberta da competéncia induzida artificialmente em E.
coli criou um procedimento eficiente para transformar
bactérias que permite métodos de clonagem molecular mais

simples em biotecnologia e pesquisa.
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Transformation of various species of gram-negative
bacteria belonging to 11 different genera by
electroporation

Reinhard Wirth, Anita Friesenegger & Stefan Fiedler

Molecular and General Genetics MGG 216, 175-177 (1989) | Cite this article
Dramatic growth of mice that develop from eggs
microinjected with metallothionein-growth hormone
fusiongenes

Richard D. Palmiter, Ralph L. Brinster, Robert E. Hammer, Myrna E. Trumbauer, Michael G. Rosenfeld, Neal

C. Birnberg & Ronald M. Evans

Nature 300, 611-615 (1982) ‘ Cite this article

Ti plasmid vector for the introduction of DNA into
plant cells without alteration of their normal
regeneration capacity

P. Zambryski, H. Joos, C. Genetello, J. Leemans, M. Van Montagu, J. Schell

Author Information

The EMBO Journal (1983) 2: 2143-2150 https://doi.org/10.1002/j.1460-2075.1983.tb01715.x
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Genetic construct

1 - Design do cassete genético ! \ ! E

‘ Promoter Gene of interest Marker gene Terminator

2 - Insercao do cassete em um vetor

l ~
3 - Amplificagao do vetor Eficiéncia pretendida, Quantidade e

tamanho de genes,
< Reprodutibilidade, célula alvo,
Caracteristicas do organismo,
Estabilidade, Local para

5 - Selecdo de células (individuos) transformados \_ transformagao (nucleo, cloroplasto,
‘ mitocondria)

4 - Escolha do método e insercao do DNA dentro da célula

6 - Recuperacao/ Regeneracao

1 - Confirmacao

€
Cai et al., 2005 O



Vetores - Veiculos que transportam o gene de interesse dentro de uma célula alvo para
replicagao e expressao (Plasmideos. cosmideos. cromossomos artificiais. vetores virais, etc)

Elementos
de vetor:

1 -Origem de
replicagao

2 -Sitio de
multipla
clonagem

3- Marcador
seletivo

Anton, 2013
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Elementos
Cassete:

1 -Promotor

2 - Regiado
codificadora
do gene

3- Regiao
terminadora
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Selecao de organismos transformados através de genes que conferem as células
transformadas alguma caracteristica para a sua identificacao (Marcadores seletivos).
Exemplo: Genes de resisténcia a antibioticos, a herbicidas (no caso de plantas) e genes de
proteinas fluorescentes, por exemplo.

Alan & Cook, 1990




Métodos de transformacao genética




Transiormacao em
procariotos




Transformation Recovery

<https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/cloning/cloning-learning-center/invitrogen-school-of-molecular-

THERMOFISCHER. Bacterial Transformation Workflow—4 Main Steps - BR. Disponivel em: @
biology/molecular-cloning/transformation/bacterial-transformation-workflow.html>. Acesso em: 25 abr. 2023.



Preparag¢ao da celula competente
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O método de preparo depende
do método de transformacao

Cell growth at 37°C Cell preparation at 4°C Aliquoting and storage at -70°C THERMOFISCHER'
Bacterial
Transformation

Treat with
cations
(e.g., Ca*)

- - Workflow—4 Main
Steps - BR.

. - Disponivel em:

! ! <https://www.ther
mofisher.com/br/
‘ en/home/life-

science/cloning/cl

oning-learning-

center/invitrogen-

school-of-

molecular-

biology/molecular

For chemical competency

Deionized
sterile
water

Wash

-70°C

cloning/transform
ation/bacterial-
transformation-
workflow.html>.
Acesso em: 25
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Transformacgao quimica x
eletroporacgao

n Chemical transformation

Chemically Ligated
competent mixture
cells (1-5 pl)

-~ @

Incubate
5-30 min

n Electroporation

Electrocompetent
cells

Purified
ligated DNA
(1-2 pl

Transfer

Heat shock

o
m

Electric shock

42°C

Return

-'

Return

THERMOFISCHER.
Bacterial
Transformation
Workflow—4 Main
Steps - BR.
Disponivel em:
<https://www.ther
mofisher.com/br/
en/home/life-
science/cloning/cl
oning-learning-
center/invitrogen-
school-of-
molecular-
biology/molecular
cloning/transform
ation/bacterial-
transformation-
workflow.html>.
Acesso em: 25
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Incubacao das celulas

S.0.C.
medium 37°C

. ‘ 1 hour
=

N
= (020 )
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cells

THERMOFISCHER. Bacterial Transformation Workflow—4 Main Steps - BR. Disponivel em:
<https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/cloning/cloning-learning-center/invitrogen-school-of-
molecular-biology/molecular-cloning/transformation/bacterial-transformation-workflow.html>. Acesso em: 25 abr.
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5-5B

Cell membrane Cell membrane Cell membrane
before pulse dunng pulse after pulse
{Cell returns to orginal state)

Applicator

DOI:https://doi.org/10.1038/mt.2009.27 @



Plaqueamento
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Engineering a newly isolated Bacillus
licheniformis strain for the
production of (2R,3R)-butanediol

Chan Woo Song, Rathnasingh

Chelladurai, Jong Myoung Park, Inddstrlal
Hyohak Song & Microbiology

B:otech nology

Journal of Industrial Microbiology and
Biotechnology, Volume 47, Issue 1, 1
January 2020, Pages 97-108,
https://doi.org/10.1007/s10295-019-
02249-4




(A)

(B) 30
25

20 -

15
> 10

5

GSC4071 GSC4101 GSC4111 GSC4141 GSC4151

®(2R,3S) = (2R,3R)

00

00000000
00000000
00000000
00000000
00000000
00000000
Q00000

00000®

00000000

2,3-BDO (g/L)

2 R VR D)

©)
_{ Bacillus_cereus_ ATCC14579

l Bacillus_thurigiensis_ATCC10792
Bacillus_anthracis_T42

— _| Bacillus_licheniformis_DGT 14
Bacillus_licheniformis_GSC4071

Bacillus_pumilus_RC13
Bacillus_stamensis_N-12

a - Bacillus_subtilis_168

S TP Bacillus_amyloliquefaciens_FJAT25563

©

0.01



( Electroporation

High osmolarity growth

S ‘f 85 Wild type UV miutaint
(4071-15)

High osmolartiy (4071)
washing

: O lTransformation

O

(©)
Efficiency (CFU/ug DNA)

( ) Plasmid
4071-15

4071

\ / pC194 0 2.8 X 102
pUB110 2.0X10 1.5 X 102

pUCB129 1.0 X 10 6.0 X 10

UV random mutagenesis

©



pUCB129
7.2kb

C__ '

Competent cell Transformant

°© =)
. < ) < °
° € ) <€ °

Enrichment in Selection on Km plate
LB broth with Km (37°C) (37°C)
Confirm by
colony PCR M WT AbudC
Confirm by
o - " colony PCR
o8 > ° >
= : 2.0kb 9
Enrichment in Dilution plating on plane LB agar
LB broth without Km (58~62°C) 1.0 kb 9

(58~62°C)




Monosaccharide

111
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N T NS

NAD+ NADH CoA NAD+ NADH CO,
Pyruvate, TPP 9
> als CH;
CO2, TPP HsC
A Spontaneous . ©
a-Acetolactate ------=-==---- > Diacetyl
'/
A
NADH 7 1 .~ NADH
> ald levo-BDH ,+*" meso-BDH |
NAD+ e 1 S NAD+
A4 y ,/' v
’
0O " " 0
CH3 )]\/CHfi
HsC HsC
OH OH
R-acetoin S-acetoin
levo-BDH eso-BDH levo- BDH ’ \\ meso-BDH
(budC) , N
\
N
OH OH
H3C /'\/CHS H3C :
9 CHa HaC " CH,
OH OH

(2R,3R)-2,3-BD (2R,3S)-2,3-BD (2S,3S)-2,3-BD




Transformacao em
Eucariotos




Transformacao mediada por Agrobacterium tumefaciens

e Bactéria de solo Gram-negativa, tipo bacilo

e Causa galha da coroa: roseiras, macieiras, videiras

e Afeta mais dicotiledéneas e pouco monocotiledoneas
e Cromossomo linear de 2 Mb e um circular de 2.8 Mb
e Plasmideo Ti (tumor-inducing) de até 250 Kb

e Familia Rhizobiaceae

d Outras espécies:
e Agrobacterium rhizogenes - raiz em cabeleira

e Agrobacterium rubi - hospedeiros limitados

e Agrobacterium radiobacter - ndo tumorogénica (sem Ti) T —



Transformacao mediada por Agrobacterium tumefaciens

Circular
chromosome LB

e Infeccdo natural - ferimentos

RB
T-DNA b

e Quimiotactismo - fendis, agucares, aminoacidos O Ti plasmid

~ 120 kbp

e Expressdo de genes da bactéria transferidos e

A. tumefaciens

integrados de forma estavel ao genoma vegetal

e Capacidade tumorigénica - plasmideo Ti = Tumor Inducing

Cytokinin

Auxin Opine

J Regides importantes do plasmideo Ti: ’ ONA Ro ‘
- egion
e regido T-DNA - Transfer DNA Left Border Right Border

- transferem genes para direcionar metabolismo

Ti Plasmid ‘

Opine
® regiado vir - genes de viruléncia Virulence '

Catabolism
Region Origin of {
Replication

(ORI

visando manutenc¢ao da Agrobacterium



Transformacao mediada por Agrobacterium tumefaciens

Cytokinin

Auxin Opine

Left Border

A. tumefaciens T-DNA Structure

LB RB
(S

Shi Roi
sp S RO “Nos

LB e RB — repeti¢des diretas de 25 bp
Nos - nopalina sintase - gene para sintese de opina

Roi - indutor de raiz - gene para sintese de citocinina

4 T-DMA Region ‘
‘Righl Border

Ti Plasmid

Opine
Catabolism

Virulence '

Region

Origin of
Replication
(ORI)

Shi - indugao de brotos - 2 genes para sintese de auxina

L




Transferéncia de T-DNA em plantas

Ativada quando entra em contato com tecido vegetal

danificado

O T-DNA é cortado na RB, replicado até LB e transferido para

Insorﬂbn into
chromosome

a célula vegetal, catalisados por produtos de genes vir

O T-DNA ¢ inserido no genoma nuclear da planta em locais g

DNA Region ‘
aleatorios Left Border Right Border

Ti Plasmid

Opine
Catabolism

V4

Origin of

integragdo do DNA, resultando em formac¢ao de tumores " pelcaton

(ORI

A célula transformada comeca a se proliferar apds a

A Células transformadas produzem opinas = nutrientes ricos em N (derivados de

aminodacidos) para bactéria (“colonizagao genética”) @



Agrobacterium como uma ferramenta na engenharia genética

Exclusdo: genes de auxina, citocinina e opina

Manutencao: vir, LB, RB e ori

O plasmideo Ti é enorme (~120 kb) - precisa torna-lo menor
Genes vir e T-DNA podem estar em plasmideos separados

Apenas as bordas esquerda e direita (LB e RB) sao necessarias para o T-DNA ser transferido

Cloning site for
plant genes

LB Selectable marke
(Plants)

Selectable
marker
(Bacteria)

Ti plasmid

Selectable
marker
(Bacteria)

ori

(Agrobacterium) (E.coli) ori
(Agrobacterium)




Passo a passo na transformac¢ao mediada por Agrobacterium

1. Propagar vetor binario em E. coli Jd - | +ONA

2. Isolar o vetor binario de E.coli e inserir um gene de interesse - mptn |
resistance

3. Reintroduzir o vetor modificado em E. coli para amplifica-lo

4. Isolar o vetor manipulado de E. coli e introduzir em Agrobacterium ja E T

contendo um Plasmideo Ti modificado (imenor) com genes vir

5. Infectar o tecido da planta com Agrobacterium modificada

1 Em cada célula, o T-DNA ¢ integrado em um local diferente no genoma
A Cada célula é hemizigdtica para a insercao — apenas 1 dos cromossomos homdlogos recebe a insercao
1 Transformacao de células vegetais em meio de cultura, selegdo de células transformadas e

regeneracao de toda a planta a partir da célula transformada. @
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ﬂ —_— — il
Pyd o F o " “» @
%
Fonte de explante Explantes Cocultivo com a Cocultivo em
bactéria desarmada meio solido sem
em meio liquido antibiéticos

Meio de indugéo de brotos

- Meio de enraizamento PP
. com antibidtico e agente
aclimatada em casa ¢

de vegetagao




Transformacao mediada por protoplastos

Protoplastos - Células livres de parede celular

4

Algumas enzimas removem a parede celular
(planta, fungos)- Celulases e quitinases

4

Reagentes quimicos sao utilizados para promover
a fusao entre protoplastos e DNA exdégeno

Hutchison & Hartwell, 1967




Transformacao mediada por protoplastos

\.’\\
. o
‘f.o, ‘\‘ i"\? w Q Q\\ Q\\ ﬁ
n% 1'(: x Q\ \3(
\ O\ &

100 um .

- S—
@ Preparacao dos
protoplastos usando

Coleta de hifas ou enzimas
esporgs

Observacao da formacao
dos prgtoplastos Filtracdo e

contagem dos

protoplastos

> Sorbitol - estabilizagdo osmotica

> Calcio - abertura de canais na citomembrana
> PEG - Promotor de fusdao nuclear

> Regeneracgao sem pressao seletiva

Lietal., 2017

A4

Tratar a mistura
usando Caz2+ e
PEG sob gelo

—

Regeneracgdo e
cultivo

©



Biolistica - Gene gun

v

Ampla variedade de células.

> DNA imobilizado em MPs de ouro ou tungsténio
(0,5-5 um).

> Descarga elétrica ou pulso de hélio

pressurizado.

> Superam a parede celular e epiderme.

> Transfec¢do in vivo e in vitro.

v

Uso em organismos dificeis de cultivar ou com

dificil preparo de protoplastos.

Microparticulas Microparticulas
de oro de tungsteno
0,6-3 um 0,2-3 um

Descrito por Sanford et al., 1987




Biolistica - Gene gun

T .' Go o=
‘ ‘|:, - om - \‘% =

Explantes

Bombardeamento Co-cultivo em
| com microparticulas meio sdlido
) com DNA adsorvido

Fonte de explante

49 ! |

‘9
microparticulas adsorvidas com DNA Q’ - - %
\—/

x
X X x 3
MUXNX x X
HAUAHHX 3 X
MRRHAX X X X X X Meio de inducBo de brotos

': Tecido-alvo » :
| _—— W S S e - Planta transgénica Meio de enraizamento com agentes de seleclo

=221 A4 placa em casa de vegetacso

Disco de ruptura

Tela de retencio

X Xx
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BMC
Biotechnology

METHODOLOGY ARTICLE Open Access

Nano-biolistics: a method of biolistic transfection

of cells and tissues using a gene gun with novel
nanometer-sized projectiles

John A OBrien and Sarah CR Lummis -

> Nanobiolistica - Uma modificagao
do método biolistico.

> Particulas menores do que 40 nm.

> Apropriado para uso em células
pequenas e para entrega no

cloroplasto ou mitocéndria.




Algal Research

Volume 39, May 2019, 101453 “

Stable transformation of the green algae
Acutodesmus obliquus and Neochloris
oleoabundans based on E. coli conjugation

Conjugacgao

Antibiotic selection Plasmid construction Bacterial transformation
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Microinjecao

> Método direto para introduzir DNA no citoplasma ou no
nucleo de uma célula.

> Pipeta microcapilar de vidro + dispositivo de
posicionamento de precisao (200 a 400 x de ampliagado)
para controlar o movimento da micropipeta +

microinjetor.

> Extrusdao do material genético através da

micropipeta por pressao hidrostatica.

Barber et al, 1911

Holding Pipette Pronucleus

Injection
Needle

Successful injection
with swollen pronucleus
\




Métodos de Transformacao

Vantagens

Desvantagens

Mediada por Agrobacterium

Meio natural de transferéncia
Eficiente

Grandes fragmentos de genes
Integracdo do T-DNA ¢ precisa
Excelente estabilidade do gene

Genotipo especifica

Variacdo somaclonal

Regeneracido lenta

Incapacidade de transferir multiplos genes

Fusao de Protoplastos

Sem necessidade de equipamentos caros
Rapido
Alta taxa de trasnformantes estdveis

Muitas etapas
Citotoxicidade
Baixa regeneracdo

Capacidade de superar barreiras fisicas como a parede celular
Transfeccdo de grandes quantidades de células por uso tinico

Requer dispositivos e reagentes caros
Dano tecidual

Biobalistica Reduzida degradacao do gene Capacidade de regeneracdo limitada
Versatil e adaptavel a uma ampla gama de células e tecidos  [Integracdo de sequéncias de DNA rearranjadas ou truncadas
Genotipo independente
Nio requer equipamentos caros Baixa eficiéncia

Conjugacao Poucas etapas
Simples Dificil de aplicar

L Eficiéncia de até 100% em células vidveis Procedimento trabalhoso
Microinjecao

Dosagem precisa do material
Entrega seletiva do material no citosol ou nticleo

Nao € possivel injetar mais de 100-200 células em cada tratamento

Keshavareddy et al, 2018
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Organismos
modelos e desafios




Organismos Modelos

Saccharomyces

cerevisiae

Chlamydomonas
reinhardtii

Danio rerio

Drosophila
melanogaster

Caenorhabditis Arabidopsis thaliana
elegans

Estudos funcionais, desenvolvimento biotecnoldgico, terapia génica,
melhoria de plantas e animais, medicina...




Desafios

e Regulamentag¢do: muitos paises tém regulamentacdes rigorosas sobre a produgao e uso de OGMs, além da dificuldade
em harmonizar as regulamenta¢des de diferentes paises, o que pode limitar seu uso global;

e Baixa eficiéncia de transformacgao e regeneracdao em espécies de plantas recalcitrantes e protocolos genétipo
dependentes;

e Desenvolvimento de métodos de transformacao eficientes para espécies ndo modelo;
e Ciclo de vida heterocariético em fungos (cél. monocatidticas) e espessura da parede celular;

e O escurecimento e a necrose dos tecidos apds a infec¢cao por Agrobacterium na transformacao genética de cereais -
agentes inibidores de necrose, como nitrato de prata, para aumentar a eficiéncia da transformacao;

e Na infecgdo por patdégenos, um dos primeiros mecanismos de defesa ativados € a producao de espécies reativas de
oxigénio - explosao oxidativa, que ativa a morte celular programada (HR). Foi demonstrada correlacdo entre a redugao
na morte celular e a melhora na frequéncia de transformacgao;

e A supressdo da resposta de defesa do hospedeiro pode ser um fator para a transformac¢ao bem-sucedida da planta.
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