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Relatério Descritivo de Patente de Invencao
METODO DE TRANSFORMAGCAO DE LEVEDURAS MEDIADA POR

AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

Campo da Invencgdo

[0001] A presente invengac descreve um metodo de transformacgéo de
células, em especial, leveduras de interesse biotecnoldgico, transformadas
geneticamente por meio da bactéria comumente encontrada em solo e utilizada
como vetores para a produgao de OGM's em dicotileddneas, a Agrobacterium
tumefaciens. A presente invencado situa-se principalmente no campo da
biotecnologia.

Antecedentes da Invencdo
L eveduras

[0002] Com o advento das técnicas de DNA recombinante uma série de
estudos foram realizados para a determinagdo de genes e proteinas em
organismos de interesse que podem ter seu uso ampliado em processos
industriais. Dessa forma, dentre todas as leveduras existentes, somente
Saccharomyces cerevisiae possui seu genoma sequenciado e todas suas
ORFs (Open read frames) determinadas.

[0003] Dessa maneira, a utilizagzo de um vetor que possui taxia celular
in natura por tecidos do hospedeiro e formas de integracdo de porcdes
especificas do seu DNA no interior do genoma desses, tem sido uma
alternativa importante para a verificagdo de genes e enzimas, uma vez que
essa tecnologia possui reduzidos custos e alta eficiéncia na obtencado de
mutantes por insergao, transformacé&o e clonagem génica.

Agrobacterium

[0004] As biovariedades de Agrobacterium se distribuem em quase todos
os tipos de solos, cultivados ou ndo e, especificamente na rizosfera de plantas

contaminadas, podendo ser encontradas nas raizes, como formadora de
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galhas ou excesso de raizes, ou ainda no solo adjacente.
[0005] O conceito de utilizagdo dessa bactéria como vetor para criagdo
de plantas transgénicas teve inicio ha pelo menos 25 anos atras. Hoje, esse
vetor de transformagéo genética de plantas é amplamente empregado em
espécies agrondmicas e ornamentais de interesse econdmico mundial.
[0006] A taxonomia atual de Agrobacterium foi determinada por meio do
seqlienciamento total do genoma da linhagem C58 de A. tumefaciens. Assim,
foram criados 3 grupos de classificagédo dessas espécies em relacédo a sua
biovariedade - A. tumefaciens e A. rubi pertencem a biovariedade I, A.
rhyzogenes a biovariedade Il e A. vitis a biovariedade Il (Gelvin, 2003).
[0007] Em geral, o género Agrobacterium caracteriza-se por apresentar
organismos, que possuem a capacidade de transferir por¢des de DNA para
outros seres, incluindo numerosas espécies de plantas dicotiledéneas e
monocotiledéneas, fungos filamentosos, leveduras e células animais.

I-DNA
[0008] T-Dna é o DNA de transferéncia do plasmideo indutor de tumor
(Ti) de algumas espécies de bactérias, como Agrobacterium, que transferem
parte do seu DNA para o hospedeiro (células de plantas e nao-plantas). Os
genes de viruléncia (vir), também localizados no plasmideo Ti, codificam
proteinas envolvidas com o transporte do T-DNA para dentro da célula de
plantas. Uma vez dentro do nucleo, o T-DNA possui habilidade de se integrar
ao genoma da planta por um mecanismo de recombinagdo. Com isso, a
bactéria reprograma a célula para crescer como um tumor e produzir a unica
fonte de alimento da bactéria.
[0009] Em publicagbes recentes tém se demonstrado a utilizacdo desse
vetor em células humanas, como em tecidos laboratoriais HeLa (Kunik et al.,
2001), na tentativa de induzir a expressao de genes de interesse, introduzindo
tal ferramenta molecular na terapia génica.
[0010] Além disso, apesar dessa forma de transformacéo ja ser bastante

conhecida em plantas, por exemplo, em muitas leveduras ainda n&o tinha sido
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descrita. Utilizamos a forma de processamento segundo Bundock et al, 1999,
modificado em relagdo as micras das membranas indicadas pelos autores.
Esse fator fez com que obtivéssemos numeros de transformantes elevados
perante a bibliografia, 0 que nos evidencia a importancia da patente para esse
processo de obtencdo de leveduras transformadas geneticamente com
membranas distintas e poros diferentes.

[0011] No ambito patentario, muitos documentos versam sobre leveduras
e Agrobacterium.
[0012] O documento EP 486,234 descreve 0 uso de espécies de

agrobactérias para transformagdo em plantas, produzindo altas taxas de
transformantes estaveis em monocotiledoneas e dicotileddneas. A presente
invencgao difere desse documento pela transformagéo néo ocorrer em plantas,
mas sim, em leveduras.

[0013] O documento WO 01/44482 descreve um T-DNA de transferéncia
otimizado para produzir plantas transgénicas, leveduras e/ou eucariotos, no
qual o T-DNA compreende bordas flanqueadoras geneticamente modificadas
para prevenir a integracdo do vetor de transformacdo no esqueleto das
sequéncias. A presente invencdo difere desse documento pela transformagao
nao compreender T-DNAs modificados e pelo processo descrito ser diferente
do respectivo documento.

[0014] O documento EP 1,130,105 descreve a transformacdo de células
eucarioticas por Agrobacterium compreendendo inserir material genético em
um plasmideo, transferir esse plasmideo para a Agrobacterium e cocultivar a
Agrobacterium com células eucaridticas. A presente invencédo difere desse
documento por utilizar suportes de celulose para o co-cultivo de leveduras e
Agrobacterium.

[0015] As referéncias aqui listadas circunscrevem a presente invengao,

sem, contudo, antecipa-la ou sequer sugerir seus objetos.

Objetos da Invencao
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[0016] E um objeto da presente invengdo o método de transformacéo de
células compreendendo:

a) realizar o crescimento das células-alvo em meio adequado;

b) realizar o crescimento de Agrobacterium em meio adequado

compreendendo pelo menos um vetor de clonagem;

c) contactar as células-alvo de a) com Agrobacterium;,

d) co-cultivar ¢) sob suportes de celulose, em meio adequado.
[0017] Em uma realizagdo preferencial, os suportes de celulose
compreendem 100% de celulose, papel Whatman® nimero 1 e papel
Whatman® nimero 42, os quais apresentam porosidade entre 2,5 ym e 11 pm.
[0018] Em uma realizagdo preferencial, o crescimento de a) e b) é
realizado sob temperatura de 22° a 28°C, sendo: i) crescimento por 16 a 24
horas seguido por ii) crescimento por 4 a 8 horas;
[0019] Em uma realizagdo preferencial as células-alvo séo leveduras e
seu crescimento ocorre em meio YEPD.
[0020] Em uma realizagéo preferencial, o crescimento da Agrobacterium
de b) ocorre em meio MYA com antibiético adequado, preferencialmente
canamicina.
[0021] Em uma realizagdo preferencial, a presente invencio utiliza o
plagueamento em gota para realizar os calculos posteriores da taxa de
transformantes.
[0022] Em uma realizagdo preferencial, a presente invencao utiliza um
gene repodrter (GFP) para verificar a presenga do vetor de clonagem nos
transformantes de c).
[0023] E um objeto adicional da presente invengdo uma célula-alvo
transformada compreendendo o transformante obtido acima.
[0024] E um adicional objeto da presente invengdo uma composigéo
farmacéutica compreendendo:

a) pelo menos uma célula-alvo transformada; e

b) veiculo aceitavel.
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[0025] Esses e outros objetos da invencao serao valorizados e melhor

compreendidos pelos versados na arte a partir da descrigdo detalhada a seqguir.

Descricao Detalhada da Invencao

[0026] Os exemplos a seguir nao tém a intengao de limitar a invengao,
mas somente de exemplificar uma das inUmeras maneiras de concretiza-la.
Diversas variantes podem ser preparadas a partir dos ensinamentos da
presente invencao.

Células-Alvo

[0027] As "células-alvo” uteis na presente invengdo incluem todas as
células capazes de serem transformadas. Tais ceélulas incluem, sem contudo
limitar, leveduras. As leveduras (teis na presente invencao incluem, sem
contudo limitar, leveduras pertencentes aos géneros Saccharomyces, Candida,
Schwaniomyces, Pichia, Schizosacharomyces, Kloeckera, Lipomyces e
Kluyveromyces.

[0028] Em uma realizacdo preferencial, a presente invencao utiliza as
seguintes leveduras: Saccharomyces cerevisiae (AH22), K. marxianus var.
marxianus (1Z1339), Saccharomyces cerevisiae (W303), Candida albicans,
Candida pseudotropicalis, Schwaniomyces castelli (58-7), Pichia fermentalis
{12430), Schizosacharomyces pombe (1Z871), Kloeckera africana (1£298),
Kluyveromyces fragilis (IZ610) e Lypomices starkeyi (CBS5910).
Agrobacterium

[0029] As bactérias utilizadas para a etapa de transformacgéo incluem as
bactérias pertencentes ac género Agrobacterium, em especial a Agrobacterium
fumefaciens, ou guaisquer organismos que possuam material biologico de
Agrobacterium. Em especial, a presente invengao utiliza Agrobacterium
tumefaciens (637).

[0030] As bactérias possuem material genético em seu interior, 0s quais
serao transmitidos a célula-alvo no processo de transformacdo. Tal material

genetico inclui, sem contudo limitar, plasmideos compreendendo o gene de
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interesse. A construgdo desses plasmideos e a introdugido na bactéria sio
realizados a partir de métodos conhecidos no estado da técnica.

Método de Transformacéo

[0031] O "método de transformacao” das células-alvo compreende as
seguintes etapas:

a) realizar o crescimento das células-alve em meio adequado,

b) realizar o crescimento de Agrobacterium em meio adequado

compreendendo pelo menos um vetor de clonagem;

c) contactar as células-alvo de a) com Agrobacteriun,

d) co-cultivar ¢) sob suporte de celulose, em meio adequado.
Meio adeguado
[0032] O "meio adequado” da presente invencao compreende qualquer
meio de cultura adequado ao organismo que o utiliza para seu crescimento. Em
especial, a presente invengdo utilizou meio YEPD (2% glicose, 2% peptona, 1%
extrato de levedura e 2% de agar, pH 6,8) para leveduras. Em especial, a
presente invencao utilizou meio MYA (0,8% de manitol, 0,5% de extrato de
levedura, 0,5% de NaCl e 0,2% de sulfato de amdnia, 0,05% de caseina
hidrolizada e 1,2% de agar, pH 6,7) com canamicina para Agrobacterium.
Suporte de celulose

[0033] O “suporte de celulose” da presente invengdo compreende
qualquer suporte compreendendo celulose, um polimero de cadeia longa que
pode ser encontrado puro ou combinado com outros compostos nos ditos
suportes. Em especial, os suportes de celulose possuem elevado teor de
capilaridade, aumentando a absorcdo, a aderéncia célula-célula & a taxa de
transformantes. Em especial, a presente invencdo utiliza suporte de celulose
100%, papel Whatman® ndmero 1 e papel Whatman® nimero 42, os quais
apresentam porosidade entre 2,5 ym e 11 pm.

Exemplo 1 — Transformacao de leveduras

[0034] A presente invengao consiste da transformacac de leveduras



712

(descritas na tabela 1) de interesse biotecnolégico via Agrobacterium
fumefaciens. Para isso utilizou-se ¢ protocolo descrito por Bundock ef a/, 1999,
modificado.

[0035] Nesse sentido as amostras de leveduras foram crescidas de 16 a
24 horas em meio YEPD ((2% glicose, 2% peptona, 1% extrato de levedura e
2% &agar, pH 6,8), sob agitacio vigorosa e temperatura na faixa de 22 a 28°C.
Da mesma maneira a A. tumefaciens também foi crescida de 16 a 24 horas em
meio MYA com adi¢ao de canamicina na faixa de 20 a 80 pg/ml, agente seltivo
do plasmideo introduzido, pCAMBIA 1302 (0,8% de manitol, 0,5% extrato de
levedura, 0,5% de NaCl e 0,2% sulfato de amdnia, 0,05% caseina hidrolizada e

1,2% agar pH 6,7) nas mesmas condigdes.

Tabela 01. Leveduras utilizadas no presente trabalho

Organismo Origem Linhagem
1. Saccharomyces cerevisiae ESALQ (AH22)
2. Kluyveromyces marxianus var. ESALQ {r4
marxianus 1339/Killer)
3. Saccharomyces cerevisiae ESALQ {(W303)
4. Candida albicans PUCRS -
5. Candida pseudotropicalis ESALQ (1Z809)
6. Schwaniomyces castelli ESALQ (1258-7)
7. Pichia fermentalis ESALQ {(12430)
8. Schizosacharomyces pombe ESALQ (1£871)
9. Kloeckera africana ESALQ {1298)
10. Lipomyces starkeyi Center for (CBS5810)
Biological
Sequence
Analysis
(Alemanha)
11. Kluyveromyces fragilis ESALQ (12610)
[0036] A sequir essas amostras foram novamente crescidas na faixa de

tempo de 4 a 8 horas sob as mesmas condigdes citadas antericrmente, em
meio renovado, com a adigao dos respectivos agentes seletivos.
[0037] Em seguida, em torno de 0,5 a 1 mL de cada um dos organismos



8/12

foram misturados e adicionados sob membrana millipore de poro de 0,22u e
papel filtro qualitativo fitec sob meio YEPD adicionado de canamicina para a
levedura Candida pseudotropicalis. Sob tais membranas, as células misturas
gentiimente foram dispostas numa faixa de aliquota em torno de 0,5 a 1 mL.
Essa placa permaneceu em temperatura controlada na faixa especifica de 22 a
28°C, de 1 a 5 dias. As mesmas membranas foram também testadas para S.
cerevisiae (AH22), juntamente com os filtros millipores de 0,45, papel
Whatman® nimero 1 e papel Whatman® nimero 42, os quais apresentam
porosidade entre 2,5 pm e 11 pm.

[0038] Neste mesmo momento sao feitas placas de analise da
quantidade de A. tumefaciens e leveduras totais que foram adicionadas no co-
cultivo em meios de cultura com agentes seletivos préprios para cada um dos
organismos (canamicina e fungicida — teraciclina). Esses plagueamentos se
deram pelo método da gota usando cerca de 0,05 mL. Cada crescimento de
coldnia foram contados apds cerca de 16 a 24 horas. O numero de colbnias
totais obtidas foram utilizados para o calculo do numero total de
transformantes.

[0039] Assim, a presente invengdo consiste na producdo das onze
leveduras indicadas na tabela 1 como organismos geneticamente modificados
por meio da introdugao do vetor com taxia natural por células hospedeiras em
geral, A. tumefaciens. Dessa forma, apds a incubagdo do co-cultivo, a
membrana é lavada em cerca de 1 a 5 mL de Cloreto de sédio 0,9%. Apds a
liberagédo total das células co-cultivadas foi utilizado o método da gota para
contagem do numero de leveduras transformantes e a produgdo dos
percentuais finais para a constatagao elevada da taxa de transformante obtida
nessa patente.

[0040] Dessa maneira, as células co-cultivadas sao plaqueadas pelo
método da gota em meio YEPD adicionado de canamicina, tetraciclina
(concentracdo comumente utilizada para inibicdo bacteriana e higromicina

(faixa de concentragdo usada 0,5 -35ug/mL). Da mesma maneira as células
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sdo também plaqueadas em meio MYA (fungicida e canamicina) e YEPD
(tetraciclina), para a deteccéo dos controles.

[0041]
incubadas em temperatura de 22 ate 28°C, foi possivel a contagem do nimero

Posteriormente a um periodo de cerca de 16 a 24 horas

de leveduras transgénicas obtidas na patente (tabela 2 e tabela 3).

Tabela 02: Correlagdc entre a quantidade de bactéria e levedura antes e

depois do co-cultivo e a taxa de transformantes.

Amostras Levedura Agrobactéria Transformante
Anterior (a) Postcrior Anterior Posterior Total
LDFC/ml (b UIFC il {ay UFCaml (b} UFCAnl VIEC 'ml
[ g x 107 256x 10° | 305x10° | 107 x 107 561 x 107
2 1x 10" 19.0x 10° | 13.6x 10° | 523 x 10 8,63 x 107
3 3,0 x 107 30,7x 10 | 1053x 107 | 181 x 107 792x 107
4 84x10° 34x 107 | 996x 107 | 105x10° 298 x 10°
5 52x 10° 6,7 x 10° 6,3x 107 | 99x 10 9.1x 10
6 52x 107 223x10° | 197x10° | 972x 10° 32,1 x 10
7 243x 100 | 1022x10° | 196x10° [ 1042x10°] 208x 10
8 309x 100 | 7,73x 107 | 21.2x10° | 795 x 10° 423x 10°
9 Sem Sem 202 x 108 | 795 x 10° Sem
Crescimento Creseimento crescimento
10 304 x 10° 46 x 10° 573x 10° | 94 x 10° 17,6 x 107
1 1594 x 10° | 132,01 x 10° | 573x10° | 94 x 10° Sem
crescimento

Legenda da tabela 02: a: anterior ao co-cultivo (média das trés placas e das
cinco repeticbes); b: posterior ao co-cultivo (média das trés placas e das cinco
repetigbes); Transformantes: Taxa de transformagao (media das trés placas e
cinco repetigdes) - Amostras 1: S. cerevisiae AH22, 2: K. marxianus var.
marxianus 121338, 3. Saccharomyces cerevisiae W303; 4. Candida albicans, 5:
Candida pseudotropicalis 6. Schwaniomyces castelli (IZ 58-7);, 7. Fichia
fermentatis (1Z430); 8: Schizosacharomyces pombe { |Z 871), 9: Kloeckera
africana (IZ 98) - floculante, 10: Kluyveromyces fragilis (IZ 610) e 11:

Lipomyces starkeyf (CBS5210); todos resultados dades em UFC/mi.

Tabela 03. Percentagens total das leveduras transformadas, calculo normal de
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porcentagem feito com base no numero de crescimentos posteriores e dos

transformantes.
Leveduras Percentagem total de transformantes
Saccharomyvees cerevisiae AH22 107.5% (9.6x 10" =10, 3 x 10%
K. marxianus var, marxianus 121339 44,1% (39x 10° - 17,2 x 10%)
Saccharomyees cerevsiasiae W303 16,1% (098 x 10" — 0,158 x 1(]3}
Candida albicans 116,9% (69 x 10" - 59 x 10%)
Candida pseudotropicalis 0,135% (1348 x 10° - 0,182 x 10“)
Schwaniomvees castelli (12 58-T) 14.34% (4,40x 107 - 0,64 x 103)
Pichia fermentatis (12430) 2.039% (204 x 10"~ 0,416 x lﬂ}’j
Schizosacharamyees pombe (17 871) 0.543% (15,46 x 10" — 0,084 x 107
Kloeckera africana (12 98) — floculante (% - floculante
Kluyveromyees fragilis (1Z 610) (46 x 10°- 17,6 x 107
Liponivees starkevi (CBS5910) 0%
[0042] Cabe salientar nessa patente que a levedura Kloeckera africana

(IZ 98), nao transforma por esse metodo in natura de produgdo de
transgénicos, por ser uma linhagem floculante.

[0043] Pudemos verificar a capilaridade dos organismos em dois filtros
distintos, para que fosse possivel a verificagdo e a explicagdo da taxa distinta
em diferentes filtros.

[0044] Qs dados obtidos com suportes de celulose e nitrocelulose
mostraram-se diferentes em relagido a taxa de transformantes quando testados
para a mesma levedura, definindo dessa maneira, que o material empregado
nessa invencao demonstra uma maior taxa de transformante do que o
empregado em outros protocolos com leveduras, inclusive o de Bundock et al,
1999.

[0045] Assim, foi realizado o teste com membrana de nitrocelulose e
suporte de celulose 100% para Candida pseudotropicalis e Saccharomyces
cerevisiae. A primeira levedura apresentou um total de transformantes para a
nitrocelulose de 23 x 10'UFC transformadas, enguanto o suporie de celulose
foi responsavel pela transformacéo de 5 x 10° UFC.

[0046] Ja a levedura S. cerevisiae, também testada para os mesmos
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suportes, apresentou 97 x 10" UFC para nitrocelulose e 42 x 10° para o filtro
com 100% de celulose, o gue nos mostra que, mesmo testando duas leveduras
totalmente distintas, o suporte de celulose € muito mais eficiente que os
demais, mesmo quando comparado com protocolos ja existentes. Assim, pode
se definir que, na transformacao por tal método, o que interfere nas elevadas
taxas de transformantes é o tipo de suporte utilizado.

[0047] Nesse caso, o papel com 100% de celulose garante ao meétodo
apresentado nessa invengdo elevadas proporgées no numerc de OGMs
obtidos, além de ser uma forma facil e pouco onerosa de obtenc¢éo de produtos
transformados. Além disso, foram testados papel Whatman® numero 42 e
numero 1, o0s quais apresentam porosidade entre 2,5 ym e 11 um, para
verificacao da capilaridade das células ao papel de continha maior teor de
celulose.

[0048] Qs versados na arte valorizardo imediatamente os importantes
beneficios decorrentes do uso da presente invengao. Pequenas variagbes na
forma de concretiza-la devem ser compreendidas como dentro do espirito da

invencao e das reivindicacgdes anexas.
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Reivindicacoes

1. Método de transformacdo de leveduras mediada por Agrobacterium
fumefaciens caracterizado por compreender as etapas de:

a) crescimento das celulas de levedura em um meio de cultura
adequado;

b} crescimento de celulas de Agrobacterium tumefaciens
transformadas com um vetor de clonagem adequado;

¢) co-cultivo em um meio de cultura adequado das células de levedura
da etapa a) com as células de Agrobacterium tumefaciens da etapa b)
sobre um suporte sélido, o dito suporte solido correspondendo a um
filtro de celulose consistido de 100% de celulose e tendo porosidade
escolhida dentre 25 pm e 11 um.

2. Método de transformacio de células caracterizado pelas leveduras
serem selecionadas do grupo consistindo de: Saccharomyces cerevisiae AH22,
Kluyveromyces marxianus var. marxianus 121339, Saccharomyces cerevisiae
W303, Candida albicans, Candida pseudotropicalis, Schwaniomyces castelli
IZ58-7, Pichia fermentatis 12430, Schizosacharomyces pombe 2871 e
Kluyveromyces fragilis 12610.

3. Metodo de transformagac, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo crescimento de a) e b) ser realizado sob temperatura de
22° a 28°C, sendo: i) crescimento por 16 a 24 horas seqguido por ii)
crescimento por 4 a 8 horas.

4. Método de transformagao, de accrdo com a reivindicagao 3,
caracterizado pelo crescimento das leveduras ocorrer em meio YEPD.

5. Metodo de transformacido, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo crescimento da Agrobacterium de b} ocorrer em meio MYA.

6. Meétodo de ftransformacdo, de acorde com a reivindicagao 5,
caracterizado pelo meio compreender antibidtico adequado para selecio dos
transformantes obtidos.

7. Metodo de transformagac, de acorde com a reivindicagao 1,
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caracterizado pelo co-cultivo ser realizado de 1 a 5 dias.

8. Método de transformacgdo, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pela taxa de transformantes ser calculada utilizando
plagueamento em gota.
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