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BIOTECNOLOGIA? TRANSFORMACAO BAC-
TERIANA POR METODO DE CHOQUE TERMI-
CO

RESUMO

A Biotecnologia proporciona beneficios em diversas areas, como na agricultura, propician-
do a produgdo de alimentos transgénicos com maior qualidade nutricional/funcional e
resisténcia a pragas e herbicidas. Na area ambiental serve como remediador das desor-
dens causadas pelas atividades antropogénicas. A Biotecnologia utiliza técnicas onde
genes especificos podem ser isolados, redesenhados e introduzidos as células, adicio-
nando ao respectivo organismo uma nova caracteristica. A insercdo de genes no interior
de uma célula hospedeira € um processo fundamental a transgenia. Desta forma, o pre-
sente trabalho descreve a importancia das técnicas hiotecnolégicas moleculares desta-
cando os processos de transformacdo genética bacteriana para o desenvolvimento de
produtos e processos biotecnoldgicos, para tanto visa demonstrar em sua parte pratica
uma transformacéo genética bacteriana utilizando o método de choque térmico.

Palavras-Chave: Biotecnologia. Transformacdo Génica. Recombinantes por chogue
térmico.

BIOTECHNOLOGY: BACTERIAL TRANSFORMATION METHOD FOR
THERMAL SHOCK

ABSTRACT

Biotechnology provides benefits in several areas, including agriculture, enabling the pro-
duction of genetically modified foods with higher nutritional / functional quality and resis-
tance to pests and herbicides. In the environmental area serves as remediation of disor-
ders caused by anthropogenic activities. Biotechnology techniques used where specific
genes can be isolated redesigned and introduced to cells by adding to its body with a new
feature. The insertion of genes into a host cell is a key to transgenesis process. Thus, this
paper describes the importance of molecular hiotechnology techniques highlighting the
processes of bacterial genetic transformation for the development of biotechnology pro-
ducts and processes, both aimed to demonstrate in practice of a bacterial genetic trans-
formation using heat shock method.

Keywords: Biotechnology. Gene transformation. Recombinant heat shock.
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INTRODUCAO

A transformagdo genética fundamenta-se na introducdo de um gene especifico em uma célula receptora
e a subsequente expressdo génica, adicionando & célula hospedeira uma nova caracteristica. Esse desenvolvimento
abre novas possibilidades ao melhoramento genético de diversas espécies de organismos existentes (KLUG et al,
2010)

Mesmo numa divergéncia entre os variados seres vivos existentes, todos possuem algumas caracteristi-
cas em comum, dentre estas, a composi¢do de nucleotideos em seu material genético, processos metabdlicos como a
replicacdo de DNA, transcri¢do de RNA, tradugdo proteica e sintese de energia quimica (ZAHA, 2001; BROOKS, 2012).

A era da engenharia genética comegou com a primeira transformagé@o génica obtida com sucesso em
1973, conduzida por Herbert Boyer e Stanley Cohen na Califérnia. Eles construiram um gene com parte de DNA bacte-
riano e parte de DNA de Sapo (Xenopus laevis). Esta experiéncia abriu as portas para uma nova forma de se fazer o
melhoramento genético. A partir dai foram desenvolvidos crescentes estudos e pesquisas baseadas na manipulacéo
genética, nas quais impactaram diversas areas da sociedade possibilitando o melhoramento dos produtos gerados, tais
tecnologias foram designadas de biotecnologia (ZAHA et al, 2012).

A biotecnologia por ser uma ciéncia multidisciplinar compreendida como o ramo da tecnologia que se
ocupa da aplicabilidade de dados da microbiologia, biologia molecular, engenharia, bioética, entre outras, aos proble-
mas decorrentes do relacionamento do homem com a natureza que o cerca. Deste modo, 0 conceito de biotecnologia
pode incluir qualquer técnica que utilize organismos vivos ou partes deles, visando, entre outros, a produgéo e/ou apri-
moramento de produtos, aperfeicoamento de plantas ou animais e descobertas de novos microrganismos para usos
especificos (CASTRO, 2003).

A primeira aplicagdo comercial da biotecnologia ocorreu em 1982, pela empresa Genentech®, que produziu o primeiro
produto biotecnolégico, a insulina humana para o tratamento do Diabetes. Para gerar este produto biotecnoldgico o
gene humano da insulina foi isolado e introduzido em bactérias Escherichia coli, na qual se multiplicaram em tanques e,
por expressao génica, produziram grandes quantidades da proteina para posterior etapa de purificacdo. Essa descober-
ta foi de essencial importancia no tratamento de pessoas portadoras do Diabetes Mellitus (CAMARA, 2013).

A biotecnologia atua expressivamente no setor da agricultura com o melhoramento genético das plantas
propiciando resisténcia as pragas, aumento de produtividade, bem como alimentos com alto teor nutricional. Sdo exem-
plos da aplicabilidade da biotecnologia no setor alimenticio os alimentos como: iogurtes, queijos, vinhos, cervejas entre
outros (GAZZONI, 2013).

No setor do meio ambiente a biotecnologia contribui para a recupera¢do de aguas contaminadas por
compostos inorganicos e organicos presentes em efluentes domésticos e industriais descartados aos corpos receptores
de forma inadequada. Como ocorre com a Petrobras que utiliza o processo da biorremediacéo, tratamento de areas
contaminadas com o uso de microrganismos, no contexto de contengdo de vazamentos de petréleo no meio ambiente.
Cientistas da Estacdo Experimental do Zaidin, em Granada/Espanha, identificaram bactérias marinhas que possuem a
capacidade de biodegradar naftaleno, um composto derivado do refinamento do petréleo (DAVIS, 2013). No estudo de
RUGH e colaboradores (1998) plantas de alamo amarelo (Liriodendron tulipifera) foram transformadas com o gene
merA, responsavel por produzir a enzima mercurio-reductase. Dessa forma essas plantas foram capazes de minimizar o
mercUrio de sua forma mais toxica (Hg2+) para sua forma menos toxica/volatil (Hg), j& que Hg2+ devido a sua alta solu-
bilidade em relacdo ao Hg0, pode facilmente ser depositado nas superficies terrestres.

Mediante a todas estas importantes aplicabilidades da biotecnologia torna-se fundamental o processo da
manipula¢do genética para gerar organismos com caracteristicas especificas e/ou aprimoradas, o uso da tecnologia do
DNA recombinante € um dos passos-chave para que todos esses processos de fato possam ocorrer.

TECNICAS DE DNA RECOMBINANTE

A tecnologia do DNA recombinante emprega técnicas desenvolvidas pelos geneticistas bacterianos para
purificar, amplificar, modificar e expressar sequéncias génicas especificas. O uso da engenharia genética e da clona-
gem revolucionou a biologia e a medicina (PENNA; CANOLA, 2009).

A Lei de Biosseguranca Nacional define engenharia genética como sendo a “atividade de produgdo e
manipulacdo de moléculas de DNA/RNA recombinantes”. Esta técnica € um processo laboratorial de troca de informa-
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cao hereditaria entre dois organismos independentes, acarretando a producao de novas combinag@es-de genes e facili-
tando o aparecimento de organismos variantes dentro de uma espécie (PENNA; CANOLA, 2009).

Gracas a tecnologia do DNA recombinante, genes especificos podem agora ser isolados, redesenhados e
devolvidos as células de seus respectivos organismos. Para tanto, estas manipulacdes exigem a necessidade de enzi-
mas que possam cortar, ligar e replicar “in vitro” 0 DNA, bem como transcrever reversamente o RNA como € o caso da
técnica RT — PCR (reacdo da transcriptase reversa) a qual se utiliza a enzima isolada de retrovirus, a transcriptase
reversa, seguida de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (LADEIRA et al., 2011).

TECNOLOGIA DO DNA RECOMBINANTE
EXTRACAO DE DNA

A extracdo e a purificacdo de acidos nucléicos a partir de amostras experimentais € uma etapa criteriosa
para obter alta eficiéncia de amplificacdo nos protocolos da reagdo da PCR (KLUG et al., 2010).

Desde a extracdo do acido nucléico até a rea¢do de PCR, muitos processos devem ser seguidos cuida-
dosamente. Para evitar a degradacdo das amostras de DNA, a extracdo de DNA inclui procedimentos de lise celular
simultaneamente com inativa¢do das DNAses, visando proteger o material genético, seguida da sua purificagdo. A partir
do DNA purificado usado como molde é realizada a PCR, que possibilitara a amplificagdo de sequéncias nucleotidicas
de interesse (OLIVEIRA et al., 2007).

REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A técnica da PCR criada por Kary Mullis em 1983 foi utilizada pela primeira vez para a amplificagdo da
beta-globulina humana. Essa reacao permite que um determinado gene seja multiplicado em varias cdpias a partir de
uma Unica amostra, facilitando sua analise, permitindo alta sensibilidade e especificidade na geracéo de diagnosticos e
prognasticos. Para realizacdo da técnica sdo necessarios diversos compostos que possuem fungdes especificas (LA-
DEIRA et al, 2011).

A localizacdo da sequéncia alvo é feita pelos iniciadores (primers), que séo pequenas moléculas de fita
simples de DNA (oligonucleotideos), que delimitam e complementam a regido alvo no material genético. Cada uma das
novas fitas de DNA estendidas a partir dos iniciadores servira como molde para a sintese de uma nova fita (ZAHA,
2001).

A enzima Taq DNA polimerase, extraida da bactéria Thermus aquaticus, € uma enzima termoestavel que
exibe alta atividade na temperatura de 72°C e é estavel por longas incubacdes a elevadas temperaturas (95°C) neces-
sarias a reacdo. Ela é a enzima responsavel por introduzir nucleotideo a nova fita de DNA que esta sendo formada,
tendo como base uma fita-molde (VIEIRA, 2013).

Os desoxinucleotideos servem de matéria-prima para a producdo das novas fitas. S&o compostos por
nucleotideos (ATP, TTP, CTP, GTP) que apresenta uma hidroxila na posicédo 3', a partir desta hidroxila que a fita nas-
cente é estendida (VIEIRA, 2013).

Para que ocorra o anelamento de primers, ligacdo da enzima Tag DNA polimerase e extensdo da nova
fita de DNA séo necessarias varia¢des de temperatura. A utilizacdo do aparelho Termociclador permite automaticamen-
te 0 controle e alternancia de temperaturas fielmente durante periodos programados de tempo em diferentes ciclos,
onde cada ciclo de amplificacdo sdo constituidos por 3 fases designadas desnaturacdo, anelamento e extensdo. A
repeticdo dessas etapas permite a amplificacdo de um segmento de DNA onde a taxa de replicagdo € exponencial,
gerando milhares de segmentos de DNA idénticos no final do processo (KLUG et al., 2010).

ELETROFORESE

Uma das formas mais tradicionalmente utilizada para analise de fragmentos de DNA é a técnica da eletro-
forese em gel, a qual permite a separacédo das moléculas de &cidos nucleicos (ALBERTS et al., 2010; BOLLELA et al.,
1999).
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A eletroforese é capaz de separar moléculas por carga e tamanho. A fonte elétrica € composta por-um
eletrodo negativo e outro positivo em diferentes polos, que produzem um campo elétrico no interior da cuba eletroforéti-
ca (ALBERTS et al., 2010; BOLLELA et al., 1999).

As moléculas de DNA amplificadas séo associadas a um agente intercalante, introduzidas para o interior
de pocos em uma matriz de agarose. Posteriormente sdo submetidas a um campo elétrico onde irdo migrar para o polo
(ue as atrai, ou seja, como 0 DNA é molécula negativa migrar para o polo positivo. Tamanho e forma da molécula séo
critérios que influenciam na sua velocidade de migragdo, pois quanto maior o tamanho e complexidade de forma, maior
tempo seré necessario para seu deslocamento no interior do gel (ALBERTS et al., 2010).

SEQUENCIAMENTO DE DNA

Em 1970 Frederick Sanger desenvolveu método para determinacdo da sequéncia de nucleotideos de
moléculas de DNA manualmente. Com o avanco tecnol6gico e interesse em pesquisas o sequenciamento de Sanger foi
automatizado. Os sequenciadores automaticos utilizam nucleotideos terminadores, os didesoxirribonucleosideos trifos-
fatos (ddATP, ddCTP, ddGTP e ddTTP) marcados com fluor6foros sem 3°OH (pentose) resultando no término precoce
da sintese. Através da fluorescéncia de cada ddNTPs, é possivel a identificacdo das bases nucleotidica da sequéncia
de DNA em andlise (ZAHA, 2001). Esta técnica foi utilizada no trabalho de Bueno (2013), com objetivo de mapear ge-
nes humanos marcadores para diagnostico de doencas genéticas, bem como na identificacdo de novos genes.

Na tecnologia do DNA recombinante esta técnica € utilizada para analise da sequéncia nucleotidica do
DNA recombinante previamente a expressao proteica. No presente trabalho ndo foi necessaria sua aplicabilidade ja que
0 plasmideo utilizado nédo foi manipulado geneticamente, ou seja, ndo foi inserido um fragmento de interesse no sitio
mdltiplo de clonagem deste vetor.

PROCESSO DE TRANSFORMAGAO GENICA

Os métodos utilizados para a codificacdo e expressdo do gene de interesse exigem que o material génico
seja manipulado fora da célula e depois introduzido em organismos vivos. Os vetores de clonagem exercem um papel
fundamental na incorporagdo do gene ao interior das células vivas.

VETORES DE CLONAGEM

Os vetores de clonagem séo elementos génicos de replicagdo independentes e sdo utilizados para permi-
tir a insercdo (in vitro) de uma sequéncia de nucleotideos de interesse (DNA exdgeno) no interior de uma célula hospe-
deira. Com a utilizagao de enzimas de restricdo e da DNA ligase, dentre outros componentes moleculares, é possivel
clivar o vetor de clonagem em sitios de restricdo especificos e liga-lo ao gene desejado, visando a aquisi¢do de nova
caracteristica. Existe uma variedade de vetores de clonagem dentre eles os plasmideos.

PLASMIDEOS

Os plasmideos sdo moléculas de DNA circular encontradas em bactérias ou em células de leveduras,
podendo ser considerados parasitas moleculares. Eles possuem entre 5.000 a 400.000 pares de bases (pb) e fazem
uso dos recursos da célula para sua propria replicagdo e expressao génica.

Eles sdo Uteis em pesquisas moleculares que desejam modificar geneticamente um vetor por adicdo de
novos fragmentos de DNA em sua sequéncia e sdo facilmente inseridos em bactérias pelo processo de transformacao
genética. Dessa forma sdo utilizados para o transporte de segmentos de DNA especificos para o interior de células
alvo. Os fragmentos inseridos nos plasmideos ndo podem exceder 10 Kb (COX; DOUDNA; O'DONNELL, 2012; VOET;
VOET, 2007).

Os plasmideos devem possuir algumas caracteristicas importantes: devem ser pequenos, de facil mani-
pulacéo e replicagdo, possuir genes que conferem resisténcia a um ou mais antibiticos para selecéo das células trans-
formadas, além de conter sitios de restricdo localizados estrategicamente para a inser¢do do DNA de interesse. Neste
trabalho foi utilizado o plasmideo de clonagem de Escherichia coli denominado pUC19 (pUC - Plasmideo Universal de
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Clonagem). Porter e colaboradores (1998) utilizou 0 pUC19 em seu trabalho que envolve a eficacia-de uma vacina de
DNA contra dengue em ratos e o efeito imuno-estimulatério da CpG em respostas aos anticorpos (PORTER, 1998):

ENZIMAS DE RESTRICAO

As enzimas de restricdo sdo encontradas em varios organismos procariéticos como forma de protecéo e
sua principal funcdo € de clivar moléculas de DNA invasor (ZAHA et al., 2012)

Na biotecnologia as enzimas fazem o reconhecimento de sequéncia nucleotidica especifica no duplex de
DNA alvo cortando ambas as fitas em locais determinados. A maioria delas reconhecem sequéncias entre quatro a oito
pares de bases e hidrolisam uma ligacéo fosfodiéster, realizando um corte palindrémico, ja que os sitios de restricao
possuem dupla simetria rotacional (ZAHA et al., 2012).

Mais de 3.500 enzimas de restri¢do ja foram identificadas e cerca de 150 delas sao utilizadas. A aplicabi-
lidade das enzimas de restri¢do é essencial para técnicas de recombinacéo génica, devido ao corte produzido em sitios
especificos tanto no fragmento de DNA de interesse quanto em plasmideos. A a¢do da enzima DNA ligase permite que
ambas moléculas se hibridizem nas regides complementares geradas pelo processamento das enzimas enzimas de
restricdo (ALBERTS et al., 2010).

DNA LIGASE

A DNA ligase catalisa a ligacdo entre duas fitas de DNA complementares pela formag&o de uma ligag&o
fosfodiéster. E necessario um grupamento hidroxilico livre na extremidade 3' e um grupamento fosfato na extremidade
5°, além de diversas reacdes subsequentes para que ocorram as ligagdes entre 0 gene de interesse e o plasmideo
(ALBERTS et al., 2010).

TRANSFORMAGAO GENICA

Na natureza, os plasmideos sdo transferidos naturalmente pelo contato direto entre duas bactérias pelo
processo de conjugacdo. Na engenharia genética foram criados métodos similares in vitro que auxiliam na transforma-
¢ao genética de bactérias e outros microrganismos (DIONISIO, et al., 2005)

Dentre os métodos fisicos mais comumente utilizados na técnica de DNA recombinante destacam-se a
eletroporacéo, biobalistica e o choque térmico. No método quimico utiliza-se cloreto de célcio paralelamente a técnica
de choque térmico (CASE; FUNKE; TORTORA, 2012).

A eletroporacdo utiliza a agdo da corrente elétrica de alta voltagem, sobre os componentes da membrana
citoplasmatica, polarizando a célula e gerando uma diferenca de potencial. Quando este potencial ultrapassa um limiar
de voltagem, ocorre micro rupturas (abertura dos poros) provisérias na membrana celular, promovendo um fluxo de ions
e moleculas através das membranas, como exemplo, a entrada intracelular de um plasmideo. A remocéo do campo
elétrico resulta no fechamento espontaneo dos poros bacterianos (FURLANETO, 2006).

A biobalistica, outro método de inser¢do de DNA exdgeno por bombardeamento de particulas (Ex: tungs-
ténio ou ouro) cobertas com o material genético de interesse e disparadas em dire¢do as células-alvo. Essa técnica é
mais comumente utilizada em células vegetais e necessita de um equipamento chamado “Canhdo Génico”. Como 0
microprojétil ultrapassa a membrana citoplasmatica e nuclear, este método dispensa a utilizagdo de corrente elétrica. O
projétil atinge diretamente o nucleo, ndo estando sujeito a acdo de nucleases citoplasmaticas. Segundo Possa et al.
(2010) na pesquisa realizada com milho transgénico produzido por biobalistica, a técnica apontou baixo ndmero de
copias do DNA alvo (POSSA et al., 2010).

A técnica mais econdmica (por ndo necessitar de equipamentos onerosos) dentre as citadas anteriormen-
te é a técnica do choque térmico. Existem duas formas desta técnica ser empregada: Choque térmico e Choque térmico
com cloreto de calcio. A técnica de choque térmico é 0 aumento repentino de temperatura criando diferenca de presséo
entre o exterior e o interior da célula induzindo a formagao de poros na membrana plasmética da bactéria e permitindo
que o plasmideo entre intracelularmente na célula hospedeira e/ou bacteriana. Quando a técnica utiliza cloreto de cél-
cio, as bactérias receptoras do vetor sdo tratadas previamente com essa solugao para neutralizar a repulsdo eletrostati-
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ca entre o DNA plasmidial e a membrana celular bacteriana, antes de iniciar o choque de temperatura (BROOKS et al;,
2012).

A técnica por choque térmico € considerada acessivel por mostrar-se teoricamente uma metodologia
simples e de baixo custo, na parte préatica deste trabalho testaremos sua eficiéncia.

Para salientar a importancia do assunto retratado neste trabalho, foi desenvolvido uma pesquisa pela
pesquisadora Cruz (2013) tendo por objetivo comparar as técnicas de transformacéo por choque térmico, eletroporagao
e producdo de protoplastos em E.coli para producdo de penicilina G acilase (PGA) recombinante, mas até o presente
momento, 0 projeto ndo obteve sucesso nas tentativas de eletroporagdo do microrganismo com os protocolos utilizados.

MARCADORES DE SELECAO

Marcadores de selecdo é uma estratégia para selecionar apenas 0s organismos transformados geneti-
camente contendo o DNA alvo exdgeno. Neste trabalho a sele¢do sera realizada pelo uso de antibiético ampicilina,
assim, somente conseguirdo crescer no meio de cultura contendo ampicilina as bactérias que, de fato, receberem o
DNA exdgeno, que neste caso é um plasmideo que possui 0 gene de resisténcia a ampicilina (VOET; VOET, 2007).

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi realizar em sua parte pratica uma clonagem bacteriana, pelo processo de
transformacédo genética utilizando o método de choque térmico, demonstrando sua eficiéncia além de ser um método
fundamental para gerar processos e produtos hiotecnolégicos com baixo custo.

METODOLOGIA

E necesséria a realizagdo de todos os passos metodoldgicos com as células DH5a competentes sem
adicdo do DNA exogeno (pUC19), crescidas em placa de petri com meio de cultivo (Luria-Bertani [LB]) suplementado
com o antibidtico Ampicilina, estas foram denominadas placas controle negativo; e a mesma linhagem semeada em
placa contendo meio LB sem adi¢do do antibidtico, visando analisar a viabilidade celular da cepa bacteriana, foi deno-
minada controle positivo.

MEIO DE CULTIVO LURIA BERTANI

O Luria Bertani (LB) € um meio utilizado para o cultivo e manutencéo de cepas recombinantes tanto para
a recuperacao das células de E. coli (na forma liquida) ap6s o processo de choque térmico quanto para a semeadura
dos possiveis clones (na forma sélida).

Para o preparo de 300mL de meio de cultivo LB, em um erlemeyer, foi adicionado 100mL de agua desti-
lada, seguido da diluicio dos seguintes componentes: 1% de triptona; 1% de NaCl; 0,5% de extrato de levedura e 2%
de agar e ajustando o volume final para autoclavacéo por 15 minutos a 121°C objetivando sua completa esterilizagao.
Para produg&o do meio de cultura LB solido foi acrescido 2% de &gar.

Deixou-se 0 meio atingir aproximadamente 60°C e adicionou-se 100uL do antibiético Ampicilina na con-
centracéo final de 100ug/mL, homogeneizando posteriormente. Aproximadamente 25mL do meio de cultura, previamen-
te preparado, foi utilizado para o preparo das placas de petri.

TRANSFORMAGAO BACTERIANA POR CHOQUE TERMICO

Para analisar a eficiéncia da técnica de choque térmico foi obtido um kit de clonagem contendo bactérias
E. coli da linhagem DH5a competentes, e o plasmideo pUC19 que possui dentre varias caracteristicas o gene de resis-
téncia a ampicilina (Ampr).

TRANSFORMAGAO DE CELULAS COMPETENTES
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O tubo de células de E. coli competentes da linhagem DH5a (Invitrogen®) é descongelado em gelo mo-
Ihado.Também colocar um tubo estéril de microcentrifuga de tamanho 1,5mL em gelo molhado. Homogeneizar delica-
damente as células DH5a com a ponta da pipeta e para cada transformagéo aliquotar 50uL de células no tubo de mi-
crocentrifuga de 1,5ml previamente gelado.

As células DH5a n&o utilizadas no procedimento foram novamente congeladas, primeiramente, em gelo seco com eta-
nol por 5 minutos e posterior retorno ao freezer com temperatura de - 80°C.

Adicionar 2,5ul do DNA pUC19 (250pg) aos 50l de células DH5a previamente descongeladas e homogeneizando
suavemente como mostrado na figura 1.

Figura 1 — Adicao de 50uL de células competentes DH5a em tubo pléastico de microcentrifuga
de 1,5mL.

O tubo contendo 50pl de células DH5a com 2,5ul do DNA pUC19 devem ser incubados em gelo durante
30 minutos, como mostra a figura 2.

Figura 2 — Incubacdo em gelo.
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Neste passo, o tubo contendo 50l de células DH5a com 2,5ul do DNA pUC19 previame'r'irté"'i"ri'C'U'badas——

no gelo devem ser colocadas por 20 segundos em um banho maria a 42°C para a realiza¢do de um choque térmico nas
células, visando desestabilizar as membranas de parede celular (figura 3).

Figura 3 — Choque térmico em banho-maria a 42°C.

Os tubos foram recolocados em gelo molhado por 2 minutos. Adicionar 950pL de meio de cultura LB
(Luria Bertani) liquido pré-aquecido em cada tubo, visando a recuperagéo das células.

Em seguida, os tubos devem ser incubados em estufa microbioldgica a 37°C por um periodo de 1 hora,
em agitacdo. Apos a incubacéo em estufa, as células transformadas devem ser semeadas, em duplicata, em placas de
petri contendo meio sélido LB suplementado com antibiético Ampicilina (100pg/ml), com alca de Drigalski visando uma
distribuicdo celular homogénea (figura 4). Os volumes semeados em cada placa foram: 50, 100l e 200pl.

Figura 4 - Semeadura das células.
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Apds semeadura das células transformadas, dentro do fluxo laminar, € im
da cultura. No passo final, as placas semeadas e secas foram incubadas por um periodo de 16 horas em
biologicas a 37°C.

RESULTADOS
PLACAS CONTROLE NEGATIVO

A auséncia do crescimento nas placas controle negativo confirma a funcionabilidade do meio de cultura
contendo ampicilina, impedindo o crescimento das células da bactéria E. coli competente que ndo possuem o DNA
exogeno (pUC19) o qual apresenta 0 gene responsavel pela resisténcia ao antibiotico ampicilina (Ampr), conforme
ilustrado na figura 5.

Figura 5 — Auséncia de crescimento em placa contendo: A) 50ul de células; B) 100ul de células; e, C) 200pl de células.

CONTROLE POSITIVO

O crescimento das células na placa controle positivo garante a viabilidade das células em se desenvolver
em meio de cultura que ndo possuem ampicilina no meio. Este é um procedimento usual e importante para analise da
qualidade e perfil das cepas bacterianas utilizadas no procedimento (Figura 6).

Figura 6 — Crescimento celular em placa (seta) com meio de cultura LB sem ampicilina.

PLACAS TESTE
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A presenca de crescimento de col6nias nas placas testes confirma a funcionalidade do processo de clo-
nagem realizado. As col6nias de bactérias E. coli presentes na placa de Petri (contendo meio de cultivo LB e ampicilina)
mostram que estas bactérias receberam, de fato, o plasmideo (pUC19 - DNA exdgeno), pela técnica de transformacdo
genética por choque térmico. O DNA exdgeno (contendo gene Ampr) que foi inserido na célula bacteriana conferiu
resisténcia ao antibiotico ampicilina presente na placa. De forma geral, cada célula transformada exibiu o fenétipo de
resisténcia ao antibiotico, conferido pelo gene presente no plasmideo, crescendo coldnia bacteriana no meio de cultura.

Os resultados dos testes apontaram crescimento de 08 col6nias isoladas (figura 7) e uma placa com
crescimento bacteriano em toda extenséo da placa, ou seja obtivemos uma Unica placa forrada (figura 8).

Figura 7 — Crescimento de E.coli transformada em meio LB com antibiético ampicilina. A) Crescimento de 2 coldnias na
concentracao de 50 ul de cultura com células transformadas; B) Crescimento de 3 coldnias na concentracdo de 100 pl de
cultura com células transformadas; C) Crescimento de 3 col6nias na concentragdo de 200 pl de cultura com células trans-

formadas.

Figura 8 — Placa contendo meio de cultivo LB com ampicilina. Crescimento em toda extenséo
da placa, na concentragdo de 100pl de cultura com células transformadas.

Todas as coldnias isoladas (8 clones isolados - figuras 7 e 8) crescidas nas placas de origem foram res-
semeadas em uma nova placa de petri contendo 0 mesmo meio LB suplementado com ampicilina visando confirmar,
preservar e proteger os clones de contaminagdes por coldnias satélites (figura 9).

Figura 9 — Placa Gride das 8 col6nias em nova placa contendo LB com ampicilina, com intuito
de confirmacao, preservacao e protecdo de invasores.
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A figura 10 representa 0 mesmo procedimento com a placa forrada em duplicata. Concluindo que todos
os clones ressemeados eram de fato constituidos de bactérias recombinantes e que o nosso objetivo foi atingido com
Sucesso.

Figura 10 — Placa contendo meio de cultivo LB com ampicilina. Placas A e B: duplicata con-
firmatdria (resultado dos dois riscos na cultura crescida da placa forrada).

CALCULO DA VERIFICACAO DA EFICIENCIA DE TRANSFORMACAO

E necessario contar o nimero de coldnias transformantes e estimar a eficiéncia de transformag&o (ntime-
ro de coldnias por micrograma de DNA utilizado na transformag&o). O teste mostra-se eficiente em resultados de UFC
superiores a 1 x 108,

NUmero de coldnias = 8 colbnias isoladas + 5000 col6nias (placa forrada)

[ ] Plasmideo =250 pg equivale a 0,00025 pg

Unidade Formadora de Coldnia (UFC) = nimero de colbnias / [ ] plasmideo (ug)

UFC =5.008 col6nias/0,00025ug

UFC =2 x 107 transformantes/ug plasmideo
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DISCUSSAO

E possivel observar a viabilidade das células competentes através dos resultados obtidos nos controles
positivos e negativos incubados em meio LB com e sem antibiético.

O crescimento do controle positivo em meio LB sem ampicilina garante que as células comerciais estéo
em perfeito estado garantindo a integridade do teste, assim como a auséncia de crescimento em meio LB com antibiéti-
co garante que as células ndo possuem a capacidade de degradar ampicilina sem a aquisi¢do do plasmideo. Portanto,
os resultados sdo confiaveis, as células crescidas no meio de cultura com o antibiético representam as células que
adquiriram o plasmideo pela técnica de transformacéo, garantindo a eficiéncia da técnica.

A importancia da técnica de choque térmico esta diretamente ligada a diversas areas da biotecnologia.
Testar a funcionalidade da técnica mostra-se fundamental no desenvolvimento de alguns projetos especificos, como
demonstrou Cruz (2013) da Faculdade Federal de Sao Carlos (UFSCAR) onde o objetivo foi a comparagéo das técnicas
de transformacéo genética por choque térmico, eletroporacéo e producdo de protoplastos em E.coli para produgdo de
penicilina G acilase (PGA) recombinante (CRUZ, 2013).

Alguns estudos em sistemas procariotos, quando comparados a eucariotos, apresentam suas vantagens
de serem simples, rapidos, de baixo custo e eficientes, auxiliando e orientando estudos e pesquisas (BHOPALE; NAN-
DA, 2005; CARUSO, 2007).

CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou a real possibilidade, ja bem estabelecida na literatura, de que o processo de
transformacdo genética bacteriana é umas das bases de qualquer trabalho biotecnolégico (CREMONEZI, 2009; FER-
RO, 2010).

Dessa forma este trabalho corroborou com as pesquisas que demonstram as vantagens da técnica de transformacéo
genética bacteriana por choque térmico é uma técnica simples, baixo investimento financeiro, 6timo retorno nos resulta-
dos e a contribuicdo com futuros estudos que utilizem a técnica do DNA recombinante para a geragdo de produtos e
processos hiotecnoldgicos
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