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Sequenciamento do gene ribossomal
e filogenia
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Sequenciamento rDNA (16S ou 18S)

& Isolar o DNA

Gene rRNA 16S

Aquecer para separar as fitas;
G adicionar iniciadores especificos

Extensao dos iniciadores
pela DNA polimerase

+

E—

Repetir as etapas acima por varios
ciclos de PCR, para produzir multiplas
copias do gene de RNA ribossomal 16S

Realizar a eletroforese em gel de agarose e
conferir o tamanho adequado dos produtos de PCR

Purificar os produtos de PCR

_"— Studied sample (Ps-11)
(KC197062)

Pseudomonas aeruginosa (KC522362)

Pseudomonas aeruginosa (IN572122)

(KC417305)

Pseudomonas sp. (KC121042)

(HQ844508]

(JF901362)

sp.(JQ894531)

| sp. (JF281099)
I bacterium (FM997334)

Figure 1: Phylogenetic relationship between studied sample (Ps-11) and representative
species based on partial 16S rDNA sequences constructed using the neighbour-joining
method. Studied sample (Ps-11) has been submitted to NCBI-Genbank and the accession
number thus obtained is KF44770 (Pseudomonas aeruginosa strain SN4).

Nath et al 2014
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Identificagcao do microrganismo por
comparacao das sequéncias depositadas em

bancos de dados

Select: All None Selected:0

it Alignments
Description

) Pseudomonas lini strain DLE4114J 163 ribosomal RNA gene, partial sequence

) Pseudomonas prosekil strain AN/28/1 16S ribosomal RNA, partial sequence

[} mandelii strain NBRC 103147 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

F strain VC-1 16S ribosomal RNA gene. partial sequence

o mandelii strain CIP 105273 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

=) Pseudomonas frederik strain DSM 13022 168 ribosomal RNA gene. partial sequence

o strain JAJ28 168 ribosomal RNA qene. partial sequence
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MICRORGANISMOS
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DIVERSIDADE MICROBIANA




DIVERSIDADE BACTERIANA

* Onde eles podem ser encontrados???

em quase
todos os
habitats da
Terra

L,

Y

T elevadas (+1102C)

T muito baixas
ambientes hipersalinos
ambientes acidos

florestas umidas
recifes de corais
lagos tropicais
mares profundos
florestas tropicais

Alta variacao na

atividade metabolica




DIVERSIDADE MICROBIANA

Espécie N2 Conhecido N2 Estimado NC/NE %
Bactéria 4700 40 000 11,0
Fungo 69 000 1 500 000 4,6
Alga 40 000 60 000 66,7
Planta 276 750 295 000 90,8

Protozoario 30 800 100 000 30,8




Impacto dos microrganismos na atividade humana

Alimentos

Fixagao de N, (N, =»2NH3)  Preservagao dos alimentos (calor,
frio, radiagao, compostos quimicos)
Ciclo dos nutrientes a

Alimentos fermentados
¥ NH, st‘\
8042‘

N A

Aditivos alimenticios (glutamato
monossaodico, acido citrico, leveduras)

Criagao de animais
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Sintese de produtos farmacéuticos

(insulina e outras proteinas humanas) ( )

Terapia génica para certas doengas %x
/((

Y

(Individuo doente =< corregdo da lesao genética)

Inicio: fermentagdo alcodlica - vinho
e cerveja.

e Antibioticos
eEtanol
eAcidos
eVitaminas

e Antibioticos
eVacinas
eenzimas

e biomassa celular microbiana (SPC
“single cell protein”)

e aminoacidos

ebiorremediacao

Necessidade de
CONSERVACAO!!!




Caracteristicas dos microrganismos de interesse biotecnologico

» Apresentar elevada eficiéncia na conversao do substrato em produto;
* Permitir o acumulo do produto no meio;

* Nao produzir substancias incompativeis com o produto;

* Apresentar constancia quanto ao comportamento fisioldgico;

* Nao ser patogénico;

* Nao exigir condi¢coes de processo muito complexas;

* Nao exigir meios de cultura dispendiosos;

* Permitir a rapida libera¢ao para o meio.

Biotecnologia Industrial — Borzanni v. 2



VANTAGENS DOS MICROGANISMOS

Melhoramento de Microrganismos
Vs.

Melhoramento de Plantas

* menor complexidade
* Superespecializacao
* Sazonalidade

 controle ambiental



GENETICA MOLECULARE
MELHORAMENTO

Um processo de interesse aplicado, para ser eficiente,
deve produzir o maximo no minimo periodo de tempo e

NO Menor espaco.

Economia no processo;

M

@ Produtividade;

(l')l Eficiéncia na utilizacao de um
@ substrato;

A

", etc.

Linhagens mais apropriadas para
uso industrial e agricola




MELHORAMENTO GENETICO

Processo de melhoramento depende:
- Tipo de microrganismo: bactéria x fungo

- Tipo de produto final: metabdlitos primarios
metabdlitos secundario

organismo como um todo

ENTENDER A GENETICA MOLECULAR QUE REGE O PROCESSO!



MELHORAMENTO GENETICO

e Melhoramento envolve trés processos basicos:
- Geragao de variantes (variabilidade);
- Selecao daqueles com propriedades desejadas;

- Reuniao, num unico individuo, das melhores
caracteristicas desejadas.

Técnicas Classicas x Técnicas Modernas




Bases do melhoramento genético de microrganismos

Mutagénese
randomica e selecao

N

Técnicas
moleculares

—

Manipulacao de
genes estruturais

Manipular o metabolismo
primario para aumentar a
concentracao de
precursores/cofatores

Manipulacao
de genes
reguladores

introduc3o de biossintéticos
copias adicionais do —]

cluster de genes | substituicdo de

promotores
deletar fluxo

intermediario

aumentar a velocidade
de transporte

introducao de copias
—— adicionais de genes

Introduzir genes
reguladores
adicionais

Deletar
precursores

introduzir genes de
resisténcia adicionais




PRINCIPIO DO MELHORAMENTO

VARIABILIDADE

<

Mutagénese

Natural

e Ciclo sexual e parassexual
e Transduc¢ao
e Conjugacao

e Transformacao

Recombinagao

pl¢

Induzida

e Fusao de Protoplasto

e Transformacao

e Transfecca

(0




METODOS DE MELHORAMENTO - BACTERIAS

espontaneas — baixa freqliiéncia
Métodos Classicos induzidas ——— Agentes fisicos

geracao de mutantes e quimicos

selecao de mutante desejado —— meios seletivos

plasmideos > conjugativos - transferéncia de genes

Métodos Moleculares

* ligacao dos fragmentos de DNA
* transformacao da bactéria hospedeira

* obtencdo de colénias em meio seletivo



METODOS DE MELHORAMENTO - FUNGOS

espontaneas — baixa freqliéncia

Métodos Classicos % induzidas —— agentes
geracdo de mutantes fisicos e
guimicos

selecao de mutante desejado

recombinacdo » ciclos sexual e parassexual

obtencao de protoplasto

/ fusao
formacao de heterocarios

restauracao da parede celular

Métodos Moleculares

fusao de protoplastos

transformacao

extracao do DNA da célula doadora

preparo de células receptoras
absorcao do DNA pela célula receptora




EVOLUCAO DIRIGIDA

1. Gene(s) selecionado(s)

2. Construcao
da biblioteca
de variante(s)

3. Insercao da
biblioteca em
vetor de expressao

4. Transformacéo da bactéria:
expressao dos variantes
enzimdticos (uma celula, uma
seqlencia)

5. Screening de
coléniias

6. Isolamento do gene
melhorado e repeticao
do processo

Criacao artificial de variabilidade
genética por meio de varias
técnicas moleculares.

Técnica da evolucao dirigida ou
evolucao Uma cron.

A partir de gene selecionado (1), sao
obtidas mutacodes por reacao de PCR em
presenca de manganés para indugao de
erros (2). Essas sequéncias de DNA alterado
sao introduzidas em vetores (3), veiculos
que levam os genes para células receptoras
(4) por um processo de transformacao no
qual eles se expressam e 0os melhores sao
selecionados (5). O processo pode ser
repetido varias vezes (6), até que se
obtenha o melhoramento desejado.



DNA shuffling

Figura 3 - Recombinagdo artificial em genes selecionados pela
evolugdo natural. & partir de um gene ancestral, em cem milhdes de
anos foram selecionados naturalmente genes distintos de uma
mesma proteina homdloga, em quatro diferentes espécies. Elas ndo
se cruzam na natureza, mas no laboratéric, pela técnica do
"embaralhamento do DMA" (DNA shuffling), produzem-se proteinas
que sdo misturas daquelas gue existem nas guatro espécies.

Gene Ancestral
e bl R ey

a"f Evolucao Natural
/_,f' i \ 100 milhées de anos
/ v Espécie 3
Espécie 2
Espécie 1
l DNA Shuffling

http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_art
text&pid=S0104-59702000000300014



FUSAO DE PROTOPLASTOS

Dificuldade de cruzamentos intergenéricos ou interespecificos

Incompatibilidade que ocorre entre duas linhagens impedindo a anastomose das hifas

Protoplastos: células desprovidas da parede celular. Possibilidade de fundir células antes incompativeis.
A auséncia de parede é util para transformacao genética e hibridacao somatica

Pode-se utilizar: micélios de fungos filamentosos, leveduras, conidios

Protoplasto com
duplo material
nuclear

Fusao de Protoplastos

Adicaode

Tratamento com
poheulenUOhLol

h:m1

Células prot0pla<to<

Fusao do
(sem parede)

Vegetam'as material

nuclear
@ :
Delecdo do

Nova célula Restauraga
e v da parede
‘eg&tﬂﬂ‘ 2 Uenetu.o p

: 3 celular
recombinada redundante

material



Saccharomyces cerevisiae
Produto: vinho

Local: Caxias do Sul RS (~1985).

e Saccharomyces cerevisiae linhagem“Montrachet” - alta producao

e Schyzosaccharomyces pombe linhagem “Benda” - decompoe ac. L-
malico
emelhoramento: obtencao de recombinantes por fusao de

protoplastos e retrocruzamentos de recombinantes com
Saccharomyces cerevisiae.

NOTA: primeira patente norte-americana de um produto

biotecnologico brasileiro e uma das primeiras patentes mundiais no
campo da enologia.



METODOLOGIAS DE TRANSFORMACAO

Metodologia de PEG/CaCl,
Protoplastos tratados com PEG se tornam momentaneamente
permeaveis, permitindo a entrada de DNA proximo.

Eletroporacao
Pulsos elétricos sao utilizados para aumentar a permeabilidade
celular e entrada de DNA.

Biobalistica (bombardeamento)
DNA é adsorvido a microprojéeteis de tungsténio ou ouro, 0s
quais sao acelerados e introduzidos na células alvo.

Agrobacterium tumefaciens
A bactéria introduz o DNA de interesse na célula alvo.




Aplicacoes do melhoramento de microrganismos

PRODUCAO DE ANTIBIOTICOS

Metabolitos secundarios de diversas bactérias e fungos.

eMelhoramento visando aumento de produtividade e diminuicao de
custos de producao.

e Mutagénese e ferramentas moleculares.




Aplicacoes do melhoramento de microrganismos
Penicilina: o exemplo mais conhecido de sele¢ao de cepas

Penicillium chrysogenum

Produto: penicilina, ativa contra bactérias
gram-positivas

“Contaminante inibia o crescimento de
Staphylococcus mesmo diluido 800 vezes.”

Penicilliurm
colony

Area of
inhibition
of bacterial
growth

Sir Alexander Fleming

Normal

ocning 71881 [11955
Nobel Medicina 1945




Aplicacoes do melhoramento de microrganismos

Linhagem Fleming

v ambiente / selecdo natural
Linhagem NRRL-1951

Il mutantes espontaneos
Linhagem NRRL- 1951.325

v raio-X
Linhagem X-1612

Il ultra-violeta
Linhagem Wis Q-176

v ultra-violeta

Il nitrogénio mostarda

' mutantes espontaneos
Linhagem Wis51-20
Linhagem E-1

v nitrogénio mostarda

v mutantes espontaneos

v ultra-violeta
Linhagem E-15-1

VYV Y

Varias Linhagens Industriais

2 ug.mL+

60 pug.mL
150 pug.mL?
300 pg.mL?

550 ug.mL?

7 000 pug.mLt

50 000 pg.mL-?




Aplicacoes do melhoramento de microrganismos
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Streptomyces spp.: principais produtores de antibioticos

Produtor Antibiotico
S. alboniger Puromicina
S. ambofaciens Espiramicina
S. aureofaciens Tetraciclina
S. avermitilis Avermictina
S. azureus Tiostrepton
S. clavuligerus Cefamicina C
S. coelicolor Actinorodina
S. fradiae Tilosina
S. galileus Aclacinomicina A
S. glaucesens Tetracenomicina
S. griséus Estreptomicina

S. hygroscopicus
S. peuceticus
S. rimosus
S. thernotolerans
S. venezuelae
S. violaceoruber
S. viridochromogenes

Bialafos
Daunorubicina
Oxitetraciclina

Carbomicina
Cloranfenicol
Granacitina
Bialafos




Aplicagoes do melhoramento de microrganismos

Screening de novos produtos com ag¢do antibiotica
para controle biologico de patogenos




Aplicacoes do melhoramento de microrganismos

PRODUCAO DE LATICINEOS E COMPOSTOS
AROMATICOS

Lactococus, Streptococus, Atopodium, Lactobacilus e Carnobacterium

eEnzimas que dao sabor e aroma a queijos




Aplicacoes do melhoramento de microrganismos

PRODUCAO DE EXOPOLISSACARIDEOS

Engenharia metabdlica para aumento nos niveis de producao

Xanthomonas campestris




Aplicacoes do melhoramento de microrganismos

PRODUCAO ACIDO CITRICO

e|ndustria de alimentos e bebidas
e|ndustria farmacéutica e cosméticos

Irradiacdo com raios gama e tratamento com

mutagénicos

Aspergillus niger



Aplicacoes do melhoramento de microrganismos

CONTROLE BIOLOGICO

Fungos entomopatogénico:
Beauveria
Metharizium...

Aplicagbes do melhoramento

Aumento de viruléncia;

Maior producao de enzimas e toxinas
Especificidade .
Resisténcia a inibidores como a luz solar, fungicidas e altas temperaturas

Bacillus thuringiensis




Aplicacoes do melhoramento de microrganismos

PRODUTOS COMERCIAIS

biological |

control
products @
o
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Aplicagoes do melhoramento de microrganismos

BIOFERTILIZANTES

Alternativas para melhoramento:

e Estirpes com alta frequéncia de
nodulacao e fixacao

* Adaptacao a diferentes tipos de solos e
culturas

* Transferéncia de genes nif / fix e nod /
nol.

>

Rhizobium sp.




Aplicacoes do melhoramento de microrganismos

BIOFERTILIZANTES

Alternativas para melhoramento:

* Producao de indculo puro;

 (Capacidade de crescer em meios
artificiais;

e Resisténcia a condicdes adversas

Micorrizas



MICRORGANISMOS TRANSGENICOS

Clonagem do gene quitinase em Azospirilum, fixador de
nitrogénio.

Transfer of a plant chitinase gene into a
nitrogen-fixing Azospirillum and study of its
expression’

Jayaraman Jayaraj. Subbaratnam Muthukrishnan, and George H. Liang

Can. J. Microbiol. 50: 309-313 (2004




Aplicacoées do melhoramento de microrganismos

S. cerevisiae - producao compostos heterologos

Vacina hepatite B
Interferon humano
Fator de crescimento epidermal humano
Inibidor de trombina - hirudina
Hormonio da paratiredide




Aplicagoes do melhoramento de microrganismos
Dupont

Processo de produg¢do de 1,3 propanodiol (usado na producao de polimeros),
utilizando Escherichia coli recombinante:

J
Harvest Fermentation Refining
Renewably sourced Glucose is converted into The 1,3 propanediol is
feedstocks are harvested, 1.3 propanediol using a refined to a final purity of
dried and then wet-milled patented microorganism 99.7% by deactivating and
to create a range of under exact temperatures removing the microorganism,
carbohydrate rich and conditions, water, and other byproducts

feedstocks such as glucose.

The greener alternative

From “cradle-to-gate” (extraction and production pricr to delivery to customers), bio-based 1.3-propanediol
produces 56% less greenhouse gas emissions and consumes 42% less nonrenewable energy than
petroleum-based 1,3-propanediol. Comparead with propylene glycol (PG), bio-based 1,3-propanediol
produces 42% less greenhouse gas emissions and uses 38% less nonrenewable energy from cradle to
gate. Compared with butanadicl (BDO), bio-based 1,3-propanediol produces 52% less greenhouse gas
emissions and uses 32% less nonrenewable energy from cradle-te-gate.

[ 120
? 3 ; 100
Z. 4 5 )
2
T ? '
! 2 20
g 1 n
[ ]
Bio-based Fropanediol Propylene: BDO Bio-based Propanediol Fropylens BDO
1. (PO route) Giyool 1.3-propanediol (PO route] Giyeel
{DuPort Tabe & Lyle) (DuPont Tate & Lyse)
Greannouse Gas Emissions Non-Renewatis Energy Use
50'% kst than Propanedsol 4% st han Propanediol
42% less than Prapylers Giycel 8% less Than Propyiene Glyesl



Aplicacoes do melhoramento de microrganismos

DSM
desenvolveu uma rota biotecnoldgica completa para producao do antibidtico
cefalexina, em substituicao a conversao quimica da penicilina

The development of the biocatalytic process included the following elements: screening existing
enzvmes; straln selection; strain improvement; optimisation of the fermentation process; cholce of form
of the enzyme for application (¢ g free cells or immobilised, aqueous or solvent); choice of bioreactor
type [¢.g. batch vs. continuous, fluldised, membranes, etc.); optimlsation ol downstream processing and
product isolation,



BASF
desenvolveu uma rota biotecnoldgica completa para produg¢ao de riboflavina
(vitamina B2), em substitui¢ao a sintese quimica

Chemical v/s Biological Process

Chemical Process © Biological Process

Glucose

K arabonate

Feed + Water

Ca arabonate +Inn0culum

Ca ribonate

Ribonolactone

. —

Ribose

Kiiyhylidne Riboflavin

Phenylazo

' Riboflavin |

™\
4




Amyris

desenvolveu um processo baseado em leveduras para produc¢ao de farneseno, o
qgual pode ser convertido em farnesano (combustivel) e em esqualeno (usado em

cosmeéticos).
A AMYRIS

Qur Process

Amyris’s trans-B-
Farnesene is
produced through
fermentation of
sugars by yeast.
Target genes are
selected to change
the yeast's

{ 2 metabolism,
converting the yeast from an ethanol-producing

organism into a hydro-carbon producing organism.

Amyris’s platform enables the production of
selected molecules at high purity levels. It also
provides three distinct advantages over the existing
sources: first, it efficiently produces compounds
that can’'t be made by chemical synthesis;

Our Process Specifications Purchase

second, it replaces A g “ b
compounds typically ‘1‘/&/1‘/3\)\’)
derived from plant - .
sources thatcantbe ¢ ¢ ¢ ¢ €«

extracted reliably; and third, it replaces compounds

made from petrochemicals, with renewable
compounds.

This technology
platform is
revolutionary in
allowing
commercially
viable levels of
production of the
trans-B-Farnesene
molecule.

A AMYRIS

Other applications include:

Adhesives

Fragrances

Surfactants

Stabilizers

Resins

sealants

Emulsifiers

Performance materials

Oligomers and polymers

Foams, coatings and

Vitamin precursors

Crop protection

|

fl



METAGENOMICA

Obtencao do gene catabolizador de naftaleno, utilizado na
biorremediacao.

Appl Microhiol Biotechnol
DT 101007 00253 00G-0671-4

ENVIRONMENTAL BIOTECHNOLOGY

Isolation and characterization of naphthalene-catabolic
genes and plasmids from oil-contaminated soil by using
two cultivation-independent approaches

Akira Ono « Rvo Mivazaki « Masahiro Sota «
Yoshivuki (hitsubo = Yuji Nagata « Masataka Tsuda




METAGENOMICA

Comunicado

4 - ISSN 2177-4447
ecnico ::-=
Novembro, 2009

CONSTRUGAO DE BIBLIOTECA METAGENOMICA

Construg:éo de uma E PROSPECCAO DE GENES PARA A SINTESE DE
Biblioteca Metagenémica de
Expressédo da Microbiota de POLIHIDROXALCANOATOS

Ramen de Caprinos

Construg&o de biblioteca metagendémica para prospecgao de
genes envolvidos na biossintese de antibidticos

PROSPECGAO DE GENES DE CELULASE
PRESENTES EM BIBLIOTECA METAGENOMICA



SUPER MICRORGANISMO

nature news home | news archive | specials | opinion | features | news blog | event:
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BIOLOGIA SINTETICA

A biologia sintética pode ser entendida como a criacéo de
organismos feitos sob medida, sejam eles geneticamente
modificados ou construidos a partir do zero. Ela surgiu a
partir das técnicas de transgenia, que permitem alterar um

organismo inserindo ou removendo pedacos de DNA de seu
genoma.

Area que combina biologia, quimica e engenharia para
projetar e construir novas funcoes e sistemas vivos, ou
para redesenhar os sistemas vivos existentes com o
proposito de torna-los mais uteis (The Royal Society, 2008).




OBIJETIVOS

1. Aprender sobre a vida através de sua construcao;

2. Fazer com que a engenharia genética seja
padronizada nas suas criacdes e recombinacao
para produzir novos e mais sofisticados sistemas;

3. Expandir os limites de seres vivos e maquinas ate
gue ambos se unam, para producao de
organismos realmente programaveis.



BIOLOGIA SINTETICA

e 1989 — Steven A. Benner criou DNA com duas “letras”

genéticas artificiais, originando diversas variedades de
DNA.

Enzymatic incorporation of a new base pair into DNA and RNA extends the
genetic alphabet

JOSEPH A. PICCIRILLI, STEVEN A. BENNER, TILMAN KRAUCH, SIMON E. MORONEY & STEVEN A. BENNER

Laboratory for Organic Chemistry, ETH Zurich, CH-8082 Switzerland.

A new Watson-Crick base pair, with a hydrogen bonding pattern different from that in the A'T and G- C base pairs, i
incorporated into duplex DNA and RNA by DNA and RNA polymerases and expands the genetic alphabet from 4 to
letters. This expansion could lead to RNAs with greater diversity in functional groups and greater catalytic potential.

e 2003 — Peter G. Schultz desenvolveu células (DNA
normal) capazes de gerar aa. nao naturais e reuni-los
para formar novas proteinas.

An archaebacteria-derived glutamyl-tRNA synthetase
and tRNA pair for unnatural amino acid mutagenesis of
proteins in Escherichia coli

Stephen W. Santoro, J. Christopher Anderson, Vishva | akshman, and Peter G. Schultz™
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GENOMA MINIMO

* Mpycoplasma genitalium (580.070 pb) — 477 genes:

— ~120 genes nao sao necessarios para o crescimento em lab

— ~350 genes sdo necessarios para o crescimento em lab
M .genitalium JCVI-1.0

Thursday, Jan. 24, 2008
TIME Saentlst Creates Life — Almost

“Our interest in synthesis of large DNA molecules and
chromosomes grew out of our efforts over the past 15
years to build a minimal cell that contains only
essential genes. This work was inaugurated in 1995
when we sequenced the genome of Mycoplasma
genitalium, a bacterium with the smallest complement
of genes of any known organism capable of
independent growth in the laboratory”

Complete chemical synthesis,
assembly, and cloning of a

Mycoplasma genitalium ) .
genome. http://www.sciencemag.org/content/319/5

Gibson et al. Scieance 319(5867): 867/1 2 1 5 .abstract

1215




PRIMEIRO ORGANISMO SINTETICO

Creation of a Bacterial Cell Controlled by a Chemically Synthesized
Genome

Daniel G. Gibson et al.

Science 329, 52 (2010);

DOI: 10.1126/science.1190719

Elements for yeast propagation
and genome transplantation
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Fig. 1. The assembly of a synthetic AL mycoides genome in yeast. A synthetic M. mycoides genome .
was assembled from 1078 overlapping DNA cassettes in three steps. In the first step, 1080-bp
cassettes (orange arrows), produced from overlapping synthetic oligonuclectides, were recombined )
in sats of 10 tn nraduce 109 ~10-kh asspmhblies (hlup armws). These wers then reromhined in sets of
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Next big Future - http://nextbigfuture.com/




O transplante de DNA passo a passo

Como os cientistas fizeram a celula de uma bactéeria ser controlada pelo genoma sintetico de outra

o Os pesquisadores do JCVI sequenciaram o
genoma da bactéria Mgcogfasma m:coides.
um Unico cromossomo com cerca de
11 milhdo de pares de bases, e
armazenaram os dados num computador.

v e Em sequida, pediram a um laboratério que

todo o DNA do organismo fosse sintetizado
em 1.078 fragmentos de acordo com
especificacbes bastante precisas.
Denominado tecnicamente cassette, cada
fragmento tinha 1.080 pares de bases

e mais uma determinada sequéncia de

80 pares de bases em cada extremidade,

\ Gtil para a remontagem de todo o genoma.

junho de 2010 - PESQUISA FAPESP



Quebrado em pedagos,

o genoma sintético foi
inserido na Sar:charu-m:ces
cerevisiae. Dentro da
levedura, os fragmentos
de DNA foram unidos
progressivamente na
ordem correta com o
auxilio do sistema genético
do fungo. Primeiro, os
cientistas juntaram todos
os cassettes em trechos de
DMA com 10 mil pares de
bases. Depois, cada trecho
foi ligado até originar

1 segmentos com 100 mil
pares de bases. Por fim, os
segmentos foram unidos e
0 Cromossomo, remontado
na célula de levedura.

junho de 2010 - PESQUISA FAPESP

&

@

0O cromossomeo foi entao
retirado da levedura e
transplantado para células
de uma bactéria
semelhante, a Mycoplasma
capricolum. As celulas
receptoras aceitaram o
DM A implantado, passaram
a produzir as proteinas da

M. mycoides e a se reEI icar

normalmente. Nascia o
primeiro organismo regido
por um genoma sintético,
a bactéria M. mycoides
JCVI-synl.0.

CAMNIEL D45 NEVES
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CONSTRUINDO NOVAS ROTAS ...

BIOBRICKS
e promoter\ = _Abs

=
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Figurel: Comparison between the concept of Legos and Biobricks

http://www.biochem.hku.hk/synbio/?page id=148



BIOBRICKS

Want to change the engine? Want to change the promoter?

l |biobricks concept 2| l restriction enzymes

new promoter

+

ligase

—

new car new gene

new engine

Figure2: The concept of interchangeable parts in biobricks

http://www.biochem.hku.hk/synbio/?page _id=148



Synthetic Biology

based on standard parts

-

About

The International Genetically Engineered Machine (iGEM) Foundation is an independent, non-profit organization dedicated to education and competition, the
advancement of synthetic biclogy, and the development of an open community and collaboration.

iGEM runs three main programs: the iIGEM Competition - an international team competition made up of predominantly undergraduate students interested in the
field of synthetic biclogy; the Labs Program - a program for academic labs to use the same resources as the competition teams; and the Registry of Standard
Biological Parts - a growing collection of genetic parts use for building biological devices and systems.

http://parts.igem.org/Help:Synthetic_Biology
http://parts.igem.org/Promoters/Catalog

http://parts.igem.org/Help:Promoters/Construction

http://parts.igem.org/Add_a_Part_to_the_Registry

https://openwetware.org/wiki/Knight:Annealing_and_primer_extension_with_Taq_polymerase



Biologia sintética para producao de biossensores

Bioluminescence




Biologia sintética para producao de medicamentos
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Biologia sintética para producao de alimentos

Real Vegan Cheese is a not a cheese substitute! It all starts with regular old baker's yeast. Through synthetic biology, we
engineer our yeast to become milk-protein factories. Our milk proteins are then combined with water and vegan oil to
make Vegan Milk which is ultimately converted into Real Wegan Cheese through standard cheese-making processes -

just like cheese made from cow or goat milk!

real vegan cheese

Senreh ANmEl Ganome  _Synthesma Yeast DHA Put DNA Into Yenst collect Milk Proteins from Yenst Moke Vegan Milk Moke REDI Vegan Cheese

for Milk Protein DNA  Based on Thote Soequences



PLATAFORMA INOVADORA

Standardization & Automation of Strain Engineering

Rapid, reliable microbial engineering
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BIOLOGIA SINTETICA NO MUNDO
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http://www.synbioproject.org



BIOLOGIA SINTETICA, UMA ENGENHARIA EXTREMA?

“In our view, synthetic
biology is an extension
of the continuum of
genetic science that has
been used safely for
more than 40 years by
the biotechnology
industry in
development of
commercial products.”
(Erickson, Singh and
Winters, 2011)

Figure 1-2: An Inflection Point for Biological Technology
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biotechnology tools and approaches

Performance of enabling

Recombinant DNA technology:
¢ Horizontal transfer of genetic material
* Homologous recombination

* Gene shuffling/directed evolution

Synthetic biology techniques:
« Standard biologiczl parts
* Low cost sequencing and synthesis
« Simplified chasses/
operating sytems
* System modeling and simulation
* MMetabolic pathway design
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1980 2010 2030
& 2007, Bio Economic Research Assocates, wywbio-eranet







MAS PARA QUE TUDO ISSO?

Producao de combustiveis

Os organismos sinteticos poderiam ser manipulados para produzir hidrogénio - um combustivel altamente eficiente, e
cuja queima nao polui 0 ambiente. Na natureza, ja existem genes capazes de fazer isso: estao presentes em
determinadas bacterias marinhas, que sao capazes de "comer" metano e excretar hidrogénio como resultado.

Cura de doencas

A ideia € conceber bacterias que ajudem a combater certos tipos de doengas, como cancer e infeccoes resistentes a
antibioticos. Bastaria criar um microorganismo programado para se alimentar de determinada proteina (que so exista
nas celulas que vocé deseja destruir, como as cancerosas) e injeta-lo no organismo.

Combate ao agquecimento global

0 processo de fotossintese € a transformacao de agua, CO2 e luz em oxigénio e acucar. Com a engenharia genetica,
talvez seja possivel criar microbios que facam a fotossintese com mais eficiéncia do que as plantas - e removam mais
C0Z2 da atmosfera, reduzindo o efeito estufa e brecando o aguecimento global.

Fim do lixo

Os lixdes e os oceanos do mundo estao cheios de plastico - que levara centenas de milhares de anos para se degradar e
desaparecer. Mas na natureza ja existe uma bacteria, a Flavobacterium, capaz de comer um plastico: nailon. A biologia
sintetica poderia aperfeicoar essa capacidade, criando um micro-organismo gue pudesse digerir todos os tipos de
plastico.

http://super.abril.com.br/ciencia/vida-artificial-587749.shtml



HA RISCOS?

Acidente biologico

Se as bacterias comedoras de COZ escapassem do controle, por exemplo, e consumissem todo esse gas da atmosfera
terrestre, a temperatura no planeta cairia para -18 C. Os cientistas dizem gue os organismos artificiais serao
propositalmente frageis, incapazes de sobreviver fora de determinadas condigoes. Mas sempre existe a possibilidade de
que eles sofram mutagoes - e se transformem em pragas incontrolaveis.

Guerra e terrorismo

Lembra dos ataques terroristas com a bacteria antraz, que assustaram os EUA em 20017 Com a biologia sintetica, sera
possivel aumentar a poténcia de armas como essa (desenvolvendo um antraz mais facilmente transmissivel, por
exemplo). Ou entao criar virus artificiais altamente letais e resistentes, contra os quais nao exista nenhum tipo de
tratamento conhecido.

http://super.abril.com.br/ciencia/vida-artificial-587749.shtml



THE REGULATION OF SYNTHETIC BIOLOGY
A GUIDE TO UNITED STATES AND EUROPEAN UNION REGULATIONS, RULES AND GUIDELINES
SynBERC and iGEM Version 9.1 January 10, 2012

Shlomiya Bar-Yam, Jennifer Byers-Corbin, Rocco Casagrande, Florentine Eichler, Allen Lin, Martin Oesterreicher,
Pernilla Regardh, R. Donald Turlington, and Kenneth A. Gt_.rel
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LIMNITED STATES FEDERAL REGULATIOM St i svsnss sanss susnss snsass s ann sas smsnns smsas e ans snsans vos snamas swasns swnns s 02
MIH Guidelines 02
EPA Regulations 05
USDA APHIS Regulations o7
FDA Regulations 09
Commerce Department Regulations (]
Select Agent Rules 11
HHS Synthesis Screening Guidance for Providers of Synthetic Double Stranded DNA 12
EUROPEAN UNION DIRECTIVES AND REGULATIOMNS i vis svares snanss smsnss vas sssvas ssnsns snnns smanns ensaa e ann sasasnnas onan 14
Directive 90/219/EEC on Contained Use of GMMs 14
Directive 2001/1&/EC on Deliberate Release into the Environment of GMMSs 17
Regulation 1829/2003 on Genetically Modified Food and Feed 17
Regulation 1830/2003 Concerning Traceability and Labeling of GMOs 19
Regulation 428/2009 on Export Controls of Dual-Use Goods 20
European Agreement Concerning International Carriage of Dangerous Goods by Road 22
EU Legal Framework Concerning the Prevention of Bio-Terrorist Acts 22
Directive2004,/35/EC on Environmental Liability 23
INTERMNATIOMNAL TREATIES AND AGREEMENT S i creirtsnirsssnmssn s s mss ssmss s e s s sssns sessss sas ves sas ves samses snms 25
Convention on Biological Diversity 25
Cartagena Protocol and Nagoya-Kuala Lumpar Supplementary Protocol on Liability 25
UN Bioweapons Convention 26
The Australia Group Guidelines 26
COMNCLUSIONS — CURRENT COVERAGE AND FUTURE PROSPECT S ssnsrsssnssssnssnsnssns snssnsans sasans sassmssaes 28

http://synberc.org/sites/default/files/Concise%20Guide%20t0%20Synbio%20Regulation%200YE%20Jan%202012_0.pdf



SITES INTERESSANTES E VIDEOS...

THE SYNTHETIC BIOLOGY PROJECT (http://www.synbioproject.org/about/)
SYNBIOSAFE (http://www.synbiosafe.eu/)

JCVI (http://www.jcvi.org/cms/research/groups/synthetic-biology-bioenergy/)

https://www.youtube.com/watch?v=UWXVgwHYtEM

https://www.youtube.com/watch?v=-gnTr7itDHc

https://www.youtube.com/watch?v=1YIME6 VsXk



http://www.jcvi.org/cms/research/groups/synthetic-biology-bioenergy/
https://www.youtube.com/watch?v=UWXVgwHYtEM
https://www.youtube.com/watch?v=-gnTr7itDHc
https://www.youtube.com/watch?v=1YIME6_VsXk
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Atividade — Quiz

Pesquisar sobre produtos biotecnologicos que
utilizam as técnicas de biologia sintética:

Qual o produto?
Aplicacdes/Importancia/lnovacao

Principais genes/métodos

Max. 1 pag, entrega na proxima aula



