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RESUMO

O objetivo deste ftrabalho é avaliar a indugdo de competéncia bacteriana visando sua posterior
transformacé&o. A transformacgao bacteriana € um processo crucial na tecnologia do DNA recombinante. Na
natureza, bactérias capturam o DNA livre no ambiente em circunstancias extremamente especificas e de
maneira transitoria. Métodos in vitro para induzirem essa transferéncia, primeiramente precisam tornar as
bactérias competentes para posteriormente realizarem a transformagdo. Assim, este trabalho testa
protocolos in vitro para ambas as etapas. Todos os protocolos foram realizados nas dependéncias do
laboratério de bioengenharia da UTFPR campus Ponta Grossa. A linhagem de E. coli DH5-alpha foi
utilizada para a indu¢do de competéncia e o plasmideo pUC19 para a transformacgéo. Os resultados obtidos
demonstraram crescimento bem-sucedido de células transformadas, as quais puderam ser selecionadas em
meio seletivo para a resisténcia ao antibiético que o plasmideo possuia. Essas técnicas tém implicagoes
significativas na biologia molecular e engenharia genética, permitindo a manipulagao controlada do material
genético bacteriano para aplicacbes biotecnoldgicas diversas, como a producéo de proteinas heterdlogas,
desempenhando assim papel fundamental na expansédo do conhecimento genético e no desenvolvimento
de novas biotecnologias
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ABSTRACT

The aim of this work is to assess the induction of bacterial competence for subsequent transformation.
Bacterial transformation is a crucial process in recombinant DNA technology. In nature, bacteria capture free
DNA from the environment under highly specific and transient circumstances. In vitro methods to induce this
transfer first need to make the bacteria competent for the subsequent transformation. Thus, this work tests in
vitro protocols for both stages. All protocols were conducted within the facilities of the bioengineering
laboratory at UTFPR, Ponta Grossa campus. The E. coli DH5-alpha strain was used for competence
induction, and the pUC19 plasmid for transformation. The results obtained demonstrated successful growth
of transformed cells, which could be selected in a selective medium for antibiotic resistance carried by the
plasmid. These techniques have significant implications in molecular biology and genetic engineering,
enabling controlled manipulation of bacterial genetic material for various biotechnological applications, such
as the production of heterologous proteins, thereby playing a crucial role in expanding genetic knowledge
and the development of new biotechnologies..
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INTRODUCAO

A transformacado bacteriana € um processo que envolve a troca de material
genético entre bactérias, desempenhando um papel fundamental na técnica de
manipulagdo genética (CANDURI, 2022; MARQUES, 2012). Através desse processo, a
transferéncia de DNA exdgeno para as células bacterianas resulta na aquisi¢do de novas
caracteristicas genéticas, promovendo avangos significativos na pesquisa biolégica e na
industria (CANDURI, 2022; CALVETE; CASEIRO; SOUZA, 2015).
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Entre os métodos ja estabelecidos, a transformacéo induzida por ions de calcio
seguida por choque térmico e a eletroporagdo sao amplamente utilizados para introduzir o
DNA plasmidial nas células (POTTER; HELLER, 2018; MARQUES, 2012), entretanto,
para que a incorporagao ocorra, as bactérias precisam adquirir competéncia, tornando-as
capazes de receber e integrar o material genético exdbgeno em seu proprio genoma
(CHANG, 2017; PANJA et al., 2008).

Para este artigo destaca-se o método quimico, o qual envolve o cultivo celular até a
densidade optica proxima de 0.4 a 0.6 em 600 nandbmetros, etapa onde surgem
naturalmente poros na membrana celular, e posterior tratamento das células bacterianas
com uma solugdo contendo cloreto de calcio (CaCl,), responsavel por permeabilizar
temporariamente a membrana permitindo assim a entrada do plasmideo recombinante
(FRANCISCO, 2020; PANJA et al., 2008).

Somente apds o estabelecimento da competéncia celular € que as bactérias estao
aptas a serem submetidas ao processo de transformacéao, etapa em que o subsequente
choque térmico possibilita a entrada eficiente do DNA nas células, que entdo se tornam
células transformadas (CHANG, 2017; PANJA et al., 2008). Segundo os mesmos autores,
em Escherichia coli, a transformagdo mediada por CaCl, e choque térmico envolve
adsorcao de DNA a superficie celular, formando complexos com calcio e membrana, e
posterior penetracdo do DNA no citosol.

Embora os mecanismos precisos de incorporagao ainda ndo sejam completamente
compreendidos, estudos sugerem que o DNA se liga a moléculas receptoras de
lipopolissacarideo na superficie da célula, e o pulso de calor despolariza a membrana
celular, permitindo a passagem do DNA plasmidial (CANDURI, 2022; PANJA et al., 2008).
Embora haja avangos recentes, lacunas persistem no entendimento completo do
mecanismo de incorporagcdo de DNA, requerendo mais pesquisas para elucidar os
eventos bioquimicos envolvidos (CANDURI, 2022; PANJA et al., 2008).

Este trabalho tem como objetivo a aplicagdo das etapas inerentes a realizagao das
técnicas de inducdo de competéncia e transformacao via choque térmico no laboratério
de Bioengenharia da UTFPR campus Ponta Grossa. O plasmideo utilizado foi o pUC19,
havendo éxito na execucdo dos experimentos este sera responsavel por conferir a
bactéria resisténcia ao antibiético ampicilina e permitir seu crescimento em meio seletivo.

METODOLOGIA
PREPARO DAS CELULAS COMPETENTES

O processo de indugao de quimiocompeténcia foi adaptado com base no protocolo
disponibilizado por Chang (2017), incluiram-se etapas prévias para reativagéo de células
em estoque descritas nos primeiros dois dias de execug¢do devido a metodologia de
armazenamento em freezer aplicada nas culturas. Todas as etapas envolvendo a
manipulagédo direta dos microrganismos e do meio de cultura foram realizadas em fluxo
laminar visando um processo livre de contaminagdes.

No primeiro dia, inoculou-se 10 uL do estoque de Escherichia coli linhagem
DH5-Alpha em meio sélido LB. A cultura foi mantida na estufa em uma temperatura de
37°C por aproximadamente 12 horas.
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Apods, no segundo dia, uma unica colénia crescida na placa foi selecionada e
inoculada em um microtubo de 1,5 mL contendo 1 mL de meio liquido LB, o qual foi
incubado no thermomixer a 37°C e 200 rpm durante a noite, aproximadamente 12 horas.

Por fim, no terceiro dia, adicionou-se 1 mL da cultura de E. coli crescida no passo
anterior a 99 mL de meio liquido LB. Os 100 mL resultantes foram mantidos em shaker a
37°C e 200 rpm por um periodo de 2 a 4 horas. Durante esse periodo, a densidade 6ptica
(OD) da cultura foi monitorada a cada hora.

Apods atingir a OD600 desejada, transferiu-se todo o volume para microtubos
previamente resfriados em gelo, cada um contendo 1,5mL da cultura. Estes foram
incubados no gelo por 20 minutos. Em seguida, realizou-se uma centrifugagdo a 4000
rom por 10 minutos, resultando na separagdo dos microrganismos e do meio de
crescimento, o qual foi cuidadosamente descartado, evitando-se perturbar o pellet de
células formado.

Os pellets foram ressuspendidos em 400 uL de uma solugdo de CaCl, 0,1 M
gelada e incubados novamente por 30 minutos no gelo. Apds a incubagao, os microtubos
foram centrifugados novamente a 4000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi
descartado cuidadosamente.

Por fim, os pellets de microrganismos ja quimicamente tratados foram
ressuspendidos em 100 uL de uma solugao de CaCl, 0,1 M contendo 15% de glicerol, o
qual ajuda a proteger as células durante o armazenamento em baixas temperaturas. Os
microtubos foram entdo transferidos para um freezer adequado e armazenados a -20°C
para uso posterior.

TRANSFORMAGCAO POR CHOQUE TERMICO

As células competentes foram descongeladas previamente em geladeira por 15 a
20 minutos. Em seguida, adicionou-se 25 uL das células competentes e 1 uL de DNA
plasmidial a um tubo eppendorf esterilizado, homogeneizando a mistura com uma pipeta.

ApoOs essa etapa, a mistura de células competentes e DNA plasmidial foi incubada
na cuba de gelo por 30 minutos. Em seguida, o tubo foi transferido para um banho-maria
pré-aquecido a 42°C, onde a incubagao ocorreu por 1 minuto.

O tubo foi entdo retornado a cuba de gelo, sendo mantido por mais 2 minutos.
Apods, adicionou-se 500 uL de meio de cultivo, sem antibiético, a solugao presente nos
tubos eppendorf, realizando uma suave homogeneizagao.

Os tubos foram incubados no thermomixer a 37°C por 1 hora, sob agitagao de 250
rom. Apos a incubagdo, os tubos foram centrifugados a 16.000 G por 1 minuto.
Cuidadosamente, removeu-se 300 uL do sobrenadante, e realizou-se a ressuspensao do
pellet. Em seguida, pipetou-se de 50 a 100 uL do conteudo dos tubos em placas de petri
contendo LB + agar + antibiotico ampicilina.

As placas foram incubadas na estufa a 37°C durante a noite, aproximadamente 12
horas, permitindo o crescimento das células transformadas.

RESULTADO E DISCUSSAO

Os experimentos foram conduzidos conforme os protocolos descritos, com
pequenos ajustes realizados de acordo com as condigbes e protocolos de
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armazenamento estabelecidos no laboratério de cole¢gdes microbiolégicas da UTFPR
Ponta Grossa.

A competéncia € geralmente expressa apenas em uma pequena subpopulacao de
células, mesmo sob condi¢cbes aparentemente ideais, destacando a complexidade desse
processo (CANDURI, 2022; MARQUES, 2012). A obtencdo das células competentes sé
pode ser comprovada apos os eventos de transformagdo, uma vez que esta etapa
envolve o crescimento celular em meio seletivo com antibidticos, e a resisténcia a este é o
resultado da inser¢do bem-sucedida do plasmideo. Assim, ao seguir estritamente a
metodologia apresentada neste trabalho, verificou-se que a densidade 6ptica necessaria
para a obtencdo de células competentes varia entre 3 e 4 horas como exposto na tabela
1.

Tabela 1: Leitura de densidades épticas para obtengdo de células competentes utilizando o
espectrofotometro vis 325 - 1000 nm weblaborsp WV-M5

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
Leitura em Hora 0 0 0 0
Leitura em Hora 1 0.093 0.075 0.067
Leitura em Hora 2 0.156 0.132 0.135
Leitura em Hora 3 0.398 0.316 0.309
Leitura em Hora 4 0.644 0.605 0.593

Fonte: Autoria propria (2023)

Como resultado da transformacado das células competentes, observou-se o
sucesso com o crescimento de colbnias em meio seletivo para o plasmideo pUC19. Essa
evidéncia esta representada na Imagem 1 (A), onde apenas os transformantes positivos
demonstram resisténcia ao antibiético ampicilina, resultado da incorporagdo do
plasmideo, confirmando o desenvolvimento de competéncia nas células de E. coli
DH5-alpha e o éxito na etapa de transformagdo nas condi¢des do laboratério de
Bioengenharia da UTFPR Campus PG. Caso a indugéo de competéncia ou o processo de
transformagdo nao ocorresse de maneira ideal, o plasmideo n&o seria incorporado e
como consequéncia nao iria conferir resisténcia ao antibiotico, resultando em uma placa
sem crescimento bacteriano.
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Imagem 1 - (A) Foto a direita com as colonias de Clones transformados (B) Mapa plasmidial
pUC19 e ( C) Comprovagao em gel de agarose do tamanho do plasmado inserido

pUC19 (2686 bp)

(C)
Fonte: Autoria propria (2023).

Na Imagem 1 (B) é apresentado o mapa do plasmideo pUC19, onde verifica-se que
este possui um tamanho de 2686 pares de bases. De maneira complementar, a Imagem 1
(C) resulta de uma corrida de gel de agarose realizada com os plasmideos presentes nas
colonias transformadas da imagem 1 (A), esta analise aponta bandas préximas a 3000
pares de bases. A resisténcia a ampicilina aliada a detec¢do de um plasmideo com
aproximadamente 3000 pares de bases permite afirmar que o plasmideo nas col6nias
transformadas é, de fato, o pUC19, confirmando o sucesso das técnicas empregadas.

Visando pesquisas futuras, foi estabelecido um estoque de células competentes
com a capacidade de clonar o plasmideo pUC19, juntamente com as células portadoras
deste plasmideo. A clonagem e a amplificagdo dos plasmideos representam um marco
fundamental para a pesquisa em Engenharia Biologica, proporcionando uma base
independente e essencial. A construgdo plasmidial serve como o ponto de partida
primordial para a manipulagao genética, permitindo a insergéo de genes especificos em
organismos hospedeiros, como bactérias. Essa capacidade é fundamental para a
producdo de proteinas recombinantes, a criagcdo de organismos geneticamente
modificados e muito mais.

Os avancos alcangados na compreensao da transformagdo bacteriana e suas
técnicas associadas tém desempenhado um papel de destaque na pesquisa
biotecnoldgica e na engenharia genética, abrindo novas perspectivas para a modificagao
controlada do material genético bacteriano e a aplicagao de genes exdégenos em diversas
areas. Além disso, a habilidade de clonar plasmideos como o pUC19 desempenha um
papel fundamental na producdo de bibliotecas genémicas e na analise funcional de
genes, impulsionando ainda mais a compreensdo da biologia molecular e as suas
aplicacdes praticas.
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CONCLUSAO

Em sintese, os resultados demonstram claramente o sucesso da indugido de
competéncia e transformacao, culminando no crescimento das colonias transformadas em
meio com ampicilina devido a aquisicao de resisténcia conferida pelo plasmideo pUC19.
Este estudo contribuiu de forma substancial para o estabelecimento das técnicas e
protocolos a serem utilizados no laboratério de Bioengenharia da UTFPR Campus Ponta
Grossa, permitindo a aplicagdo real da tecnologia do DNA recombinante e
consequentemente o futuro desenvolvimento de inovagbes no ambito da engenharia
genética.
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