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TRANSFORMAÇÃO EM FUNGOS

Primeira transformação genética foi feita com N. crassa (Mishra and Tatum 1973) 

Transformação por protoplastos e PEG (Hinnen et al., 1978)

Eletrotransformação (Karube et al., 1985), 

Biobalística (Armaleo et al., 1990)

Transformação por Agrobacterium tumefaciens (ATMT) (de Groot et al., 1998), 

RNA de interferência (RNAi) (Akashi et al., 2005)



Transformação celular

Desafio para transformação de fungos:

❑ Parede celular

• Digestão enzimática - Protoplastos

• Induzir a permeabilidade celular com altas concentrações de íons cátions como utilizando o 
acetato de lítio

• Pulso elétrico gera polarização de componentes estruturais da membrana celular a parede e 
rompida em áreas especificas

• Biobalistica onde partículas de ouro ou tungstênio são aceleradas contra a célula alvo

Gow NA et al. 2011 Nat Rev Microbiol. 



Transformação celular

Desafio para transformação de fungos:

❑ Seleção de marcadores

• Existem linhagens bem caracterizadas auxotróficas, mas estão limitadas a algumas espécies (S. 
cerevisiae, N. crassa, e A. nidulans)

• Marcadores auxotróficos comuns: leu2, ade2, his3, trp1, ura3

• Genes que conferem resistência a algumas drogas como Hygromicina B e nouseotrecina



Knockout (deleção)

Expressão condicional - Promotor induzível / expressão controlada ou constitutivo

Expressão heteróloga

Fusão de promotor do gene com proteína repórter

RNA de interferência

Métodos para estudar um gene / proteína



Knockout (deleção) - Remover geneticamente o gene de interesse e observar seus efeitos no fenótipo

Métodos para estudar um gene / proteína

Plasmídeo- normalmente clona-se as regiões franqueadoras do gene e um marcador em um 
plasmídeo
Alguns sistemas de recombinação podem ser utilizados para remover o marcador em um segundo 
passo

Cre-loxP recombination



Knockout (deleção) - Remover geneticamente o gene de interesse e observar seus efeitos no fenótipo

CRISPR-Cas9 - Vantagens:  Teoricamente pode ser usado para qualquer gene em qualquer organismo

não precisa de clonagem

Rápido e eficiente

Métodos para estudar um gene / proteína



Métodos para estudar um gene / proteína

Superexpressão/expressão controlada - Em geral as proteínas são fortemente reguladas para que seus 
quantidades sejam estritamente necessárias. Sendo assim, a superexpressão pode ser uma excelente 
ferramenta para estudo de um gene. 

Essa ferramenta vem sendo bastante utilizada para identificação de genes adaptadores que contrariam 
inibição de crescimento causadas por drogas, estresses ambientais ou mutações. 

Vantagem em relação ao knockout e a possibilidade de estudos quantitativos nos quais a quantidade de 
expressão de determinado gene pode ser controlada



Expressão heteróloga – expressão de um gene ou de um fragmento de um gene em um organismo 
hospedeiro que não o possui naturalmente

Organismos comummente utilizados: E. coli, leveduras (S. cerevisiae, P. pastoris), células imortalizadas 
de mamíferos e oócitos de anfíbios (ou seja, ovos não fertilizados)

Possibilidade de produção em grandes quantidades para estudos in vitro como estudos enzimáticos e 
resolução da estrutura por métodos como a cristalização

A escolha do organismo vai depender da complexidade da proteína

Métodos para estudar um gene / proteína

https://pt.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
https://pt.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces_cerevisiae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces_cerevisiae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pichia_pastoris


Fusão do promotor do gene ou do gene em si com proteína repórter – a expressão de Somente o 
promotor com proteínas repórter como luciferase,  Lac Z– quantificação da expressão

Fusão do gene com proteínas fluorescentes - localização

Métodos para estudar um gene / proteína

Dünkler A, Wendland J 2007. Candida albicans Rho-Type GTPase-
Encoding Genes Required for Polarized Cell Growth and Cell
Separation. Eukaryot Cell 6:.



RNA de interferência – sequencias pequenas de RNA que se ligam no RNA mensageiro levando a sua 
degradação ou supressão da tradução

Vantagem: 
◦ permite estudar os efeitos da redução da expressão de determinado gene sem alterar o DNA genômico

◦ Pode ser vantajoso para estudo de genes essenciais por exemplo

Desvantagem: 
◦ Inativação pode não ser completa e pode variar entre experimentos

◦ Possibilidade de inativação inespecífica de genes apresentando homologia 

Métodos para estudar um gene / proteína



Clonagem molecular

Enzimas para a manipulação de DNA Gibson assembly

Métodos para estudar um gene / proteína



Transformação celular

Choque térmico

Eletroporação

Protoplastos

Bombardeamento de Partículas

Agrobacterium tumefaciens



Transformação celular

Choque térmico – o aumento de temperatura aliado ao tratamento com PEG (polietilenoglicol) 
que liga o DNA a parede celular e ao acetato de lítio que cria poros na membrana facilita a 
entrada do DNA



Transformação celular

Eletroporação – quando expostos a uma corrente elétrica, os componentes da membrana se 
tornam polarizados criando um potencial de membrana. Quando ultrapassa um limite, a 
membrana quebra em pequenas áreas se tornando permeável ao DNA exógeno.



Transformação celular

Protoplastos – a parede celular e digerida enzimaticamente com liticase seguido por 
tratamento com cloreto de cálcio e PEG para produção de poros na membrana, o que 
permite a passagem do DNA.

Vantagens: boa eficiência,  possibilidade de transformação cromossomos artificiais e grandes 
plasmídeos e abrangência de espécies

Desvantagens: Precisa de um estabilizantes osmótico uma vez que as células sem parede se 
tornam bastante frágeis
Seleção com antibióticos não e fácil já que normalmente eles são sensíveis a antibióticos
Processo longo – 1 semana



Transformação celular

Bombardeamento de Partículas –micropartículas de ouro ou tungstênio são adsorvidas com 
DNA a ser transformado são aceleradas a uma alta velocidade por pressão  de gás hélio em 
direção a células a serem transformadas. As partículas atravessam a parede célula 
entregando o DNA exógeno.

A distancia do bombardeamento, a aceleração e a escolha das partículas são importantes e 
devem ser ajustadas para a célula alvo



Transformação celular

Agrobacterium – A observaram que a maquinaria de transferência T-DNA poderia agir não 
somente no plasmídeo-Ti-plasmid permitiu a criação de sistemas binários de vetores. Nesses 
a maquinaria T-DNA do Ti-plasmídeo foi Movida para plasmídeos menores e os genes que 
causariam tumor foram removidos. 

Essa técnica pode atingir um alto numero de transformantes sendo ate seis vezes mais 
eficiente comparada com transformação por protoplastos/PEG (Michielse et al. 2005)

Seu uso em ascomicetos vem sido feito com sucesso desde seu inicio mas o uso em 
basidiomicetos tem sido problemático devido a incompatibilidade de marcadores e 
promotores ( Lugones et al. 1999 ). 

Mais recentemente  esse problema vem sendo solucionado com manipulação genético 
atingindo alguns sucessos em basidiomicetos. 



Transformação celular

Comparada com outras técnicas de transformação AMT permite transferir grandes  
fragmentos de DNA. Takken e colaboradores transferiram fragmentos de ate 75 kb DNA para 
Fusarium oxysporum (Takken et al. 2004 )

Desvantagem: técnica mais demorada e complexa e possibilidade de integração em pontos 
aleatórios do genoma















Referencias

O L ME D O - M O NF I L ,  V. ,  C O RT É S- PE N AG O S ,  C . ,  H E RR E R A - E S T RE L LA ,  A .  ( 2 0 0 4 ) .  T HR E E D E CA D E S
O F F U N GA L T R AN S F O R M ATI O N .  I N:  B AL BÁ S ,  P. ,  LO R E NC E ,  A .  ( E D S )  R EC O M BI NA N T G EN E  
E XP RE S S I O N.  M E TH O D S I N  M O LE CU LA R  B I O LO GY,  V O L 2 6 7 .  HU MA N A P R E S S .  
HT T P S :/ / D O I . O RG / 1 0 . 1 3 8 5 / 1 - 5 9 2 5 9 - 7 7 4 - 2 : 2 9 7

B AC HE LL I E R - B AS S I ,  S . ,  D ’ E N F E RT,  C .  ( 2 0 1 5 ) .  CH EM I C A L  T R AN S F O R M ATI O N O F C AN D I D A
A LB I C AN S .  I N:  VA N D E N B E RG ,  M . ,  M AR U T HAC HA LA M ,  K .  ( E D S )  G EN E T I C T R AN S F O R M ATI O N
S Y S T EM S  I N  F U NG I ,  V O L UM E  1 .  F U N GA L B I O LO GY.  S P R I N GE R ,  C HA M.  
HT T P S :/ / D O I . O RG / 1 0 . 1 0 0 7 / 9 7 8 - 3 - 3 1 9 - 1 0 1 4 2 - 2 _ 7

Pham, T.A., Kawai, S., Kono, E. et al. The Role of Cell Wall Revealed by the Visualization of Saccharomyces 
cerevisiae Transformation. Curr Microbiol 62, 956–961 (2011). https://doi.org/10.1007/s00284-010-9807-y

O'Meara TR, Hay C, Price MS, Giles S, Alspaugh JA. Cryptococcus neoformans histone acetyltransferase Gcn5 regulates fungal
adaptation to the host. Eukaryot Cell. 2010 Aug;9(8):1193-202. doi: 10.1128/EC.00098-10. Epub 2010 Jun 25. PMID: 20581290; 
PMCID: PMC2918934.

https://doi.org/10.1385/1-59259-774-2:297
https://doi.org/10.1385/1-59259-774-2:297
https://doi.org/10.1385/1-59259-774-2:297
https://doi.org/10.1385/1-59259-774-2:297
https://doi.org/10.1385/1-59259-774-2:297
https://doi.org/10.1385/1-59259-774-2:297
https://doi.org/10.1385/1-59259-774-2:297
https://doi.org/10.1007/s00284-010-9807-y
https://doi.org/10.1007/s00284-010-9807-y
https://doi.org/10.1007/s00284-010-9807-y
https://doi.org/10.1007/s00284-010-9807-y
https://doi.org/10.1007/s00284-010-9807-y
https://doi.org/10.1007/s00284-010-9807-y
https://doi.org/10.1007/s00284-010-9807-y


Transformação celular

Cátions monovalentes 
como Na + , K + , Rb + , 
Cs + , e especialmente 
Li + interagem com a 
membrana tornando-a 
mais porosa e a fazem  
ligar o DNA  



Upstream of ADH1 Downstream of ADH1

O gene ADH1 em Saccharomyces cerevisiae esta envolvido no metabolismo de álcool. 
Ele codifica uma álcool desidrogenase que reduz acetaldeído a etanol durante a fermentação da glicose. 

Inserção de promotor induzível por tetraciclina seguido da proteína fluorescente verde GFP

https://www.bing.com/ck/a?!&&p=eca36d6a38e9f721517848b375206e240836faef70052a174c13b82cb5580bfeJmltdHM9MTc0ODMwNDAwMA&ptn=3&ver=2&hsh=4&fclid=2b77a09f-2ee5-6254-2efd-b5492f9f63f4&u=a1aHR0cHM6Ly95ZWFzdGdlbm9tZS5vcmcvbG9jdXMvUzAwMDAwNTQ0Ng&ntb=1
https://www.bing.com/ck/a?!&&p=eca36d6a38e9f721517848b375206e240836faef70052a174c13b82cb5580bfeJmltdHM9MTc0ODMwNDAwMA&ptn=3&ver=2&hsh=4&fclid=2b77a09f-2ee5-6254-2efd-b5492f9f63f4&u=a1aHR0cHM6Ly95ZWFzdGdlbm9tZS5vcmcvbG9jdXMvUzAwMDAwNTQ0Ng&ntb=1
https://www.bing.com/ck/a?!&&p=eca36d6a38e9f721517848b375206e240836faef70052a174c13b82cb5580bfeJmltdHM9MTc0ODMwNDAwMA&ptn=3&ver=2&hsh=4&fclid=2b77a09f-2ee5-6254-2efd-b5492f9f63f4&u=a1aHR0cHM6Ly95ZWFzdGdlbm9tZS5vcmcvbG9jdXMvUzAwMDAwNTQ0Ng&ntb=1
https://www.bing.com/ck/a?!&&p=eca36d6a38e9f721517848b375206e240836faef70052a174c13b82cb5580bfeJmltdHM9MTc0ODMwNDAwMA&ptn=3&ver=2&hsh=4&fclid=2b77a09f-2ee5-6254-2efd-b5492f9f63f4&u=a1aHR0cHM6Ly95ZWFzdGdlbm9tZS5vcmcvbG9jdXMvUzAwMDAwNTQ0Ng&ntb=1
https://www.bing.com/ck/a?!&&p=eca36d6a38e9f721517848b375206e240836faef70052a174c13b82cb5580bfeJmltdHM9MTc0ODMwNDAwMA&ptn=3&ver=2&hsh=4&fclid=2b77a09f-2ee5-6254-2efd-b5492f9f63f4&u=a1aHR0cHM6Ly95ZWFzdGdlbm9tZS5vcmcvbG9jdXMvUzAwMDAwNTQ0Ng&ntb=1
https://www.bing.com/ck/a?!&&p=eca36d6a38e9f721517848b375206e240836faef70052a174c13b82cb5580bfeJmltdHM9MTc0ODMwNDAwMA&ptn=3&ver=2&hsh=4&fclid=2b77a09f-2ee5-6254-2efd-b5492f9f63f4&u=a1aHR0cHM6Ly95ZWFzdGdlbm9tZS5vcmcvbG9jdXMvUzAwMDAwNTQ0Ng&ntb=1


cartTA –Candida albicans reverse tetracycline-controlled activator – produz um fator de transcricao que ao se 
ligara tetraciclina se liga ao promotor Ptet induzindo a transcricao de caGFP

caSAT1 –Resistencia a nouseotricina
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