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DOMÍNIOS DA VIDA



Sequenciamento do gene ribossomal
e filogenia

Escolhendo o cronômetro correto:
• Genes que codificam para RNAs ribossomais são excelentes para análise de 

relações evolutivas
• Todos os organismos possuem possuem estes genes – distribuição universal
• Funcionalmente homóloga em cada organismo
• Regiões conservadas e variantes – permitem alinhamento
• São antigos e transferidos verticalmente



Sequenciamento rDNA (16S ou 18S)

Análise da sequência

Identificação do microrganismo por
comparação das sequências depositadas em

bancos de dados

Nath et al 2014



Vírus

Eucariotos

Fungos

Protozoários

Algas Unicelulares 

Procariotos

Eubactérias 

Arqueias

MICRORGANISMOS



DIVERSIDADE MICROBIANA



• Onde eles podem ser encontrados???

florestas úmidas
recifes de corais
lagos tropicais 

mares profundos
florestas tropicais 

em quase 
todos os 

habitats da 
Terra

T elevadas (+110ºC)
T muito baixas
ambientes hipersalinos 
ambientes ácidos

Alta variação na 
atividade metabólica

DIVERSIDADE BACTERIANA



Espécie          Nº Conhecido          Nº Estimado                  NC/NE %

Bactéria                      4 700                 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

Protozoário 30 800 100 000 30,8

DIVERSIDADE MICROBIANA



Impacto dos microrganismos na atividade humana

Necessidade de 
CONSERVAÇÃO!!!

Início: fermentação alcoólica - vinho 
e cerveja.

•Antibióticos

•Etanol

•Ácidos

•Vitaminas

•Antibióticos

•Vacinas 

•enzimas

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

• aminoácidos

•biorremediação



Biotecnologia Industrial – Borzanni v. 2

Características dos microrganismos de interesse biotecnológico

• Apresentar elevada eficiência na conversão do substrato em produto;
• Permitir o acumulo do produto no meio;
• Não produzir substâncias incompatíveis com o produto;
• Apresentar constância quanto ao comportamento fisiológico;
• Não ser patogênico;
• Não exigir condições de processo muito complexas;
• Não exigir meios de cultura dispendiosos;
• Permitir a rápida liberação para o meio.



Melhoramento de Microrganismos

Vs.

Melhoramento de Plantas

• menor complexidade

• Superespecialização

• Sazonalidade

• controle ambiental

VANTAGENS DOS MICROGANISMOS



Um processo de interesse aplicado, para ser eficiente, 

deve produzir o máximo no mínimo período de tempo e 

no menor espaço.

Economia no processo;
Produtividade;
Eficiência na utilização de um 
substrato;
etc.

Linhagens mais apropriadas para 

uso industrial e agrícola
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GENÉTICA MOLECULAR E 
MELHORAMENTO



Processo de melhoramento depende:

- Tipo de microrganismo: bactéria x fungo

- Tipo de produto final: metabólitos primários 

metabólitos secundário 

organismo como um todo

MELHORAMENTO GENÉTICO

ENTENDER  A GENÉTICA MOLECULAR QUE REGE O PROCESSO!



• Melhoramento envolve três processos básicos:

- Geração de variantes (variabilidade);

- Seleção daqueles com propriedades desejadas; 

- Reunião, num único indivíduo, das melhores 

características desejadas.

Técnicas Clássicas x Técnicas Modernas

MELHORAMENTO GENÉTICO



Bases do melhoramento genético de microrganismos

Mutagênese 
randômica e seleção

Técnicas 
moleculares

Manipular o metabolismo 
primário para aumentar a 

concentração de 
precursores/cofatores

Manipulação 
de genes 

reguladores

Deletar 
precursores

Introduzir genes 
reguladores 
adicionais

Manipulação de 
genes estruturais

introdução de 
cópias adicionais do 

cluster de genes

introdução de cópias 
adicionais de genes 
biossintéticos

deletar fluxo 
intermediário

aumentar a velocidade 
de transporte

introduzir genes de 
resistência adicionais

substituição de 
promotores



VARIABILIDADE

Natural 

• Ciclo sexual e parassexual

• Transdução 

• Conjugação

• Transformação

Induzida

• Fusão de Protoplasto

• Transformação 

• Transfecção

Mutagênese Recombinação

PRINCÍPIO DO MELHORAMENTO



MÉTODOS DE MELHORAMENTO - BACTÉRIAS

Métodos Clássicos

geração de mutantes

seleção de mutante desejado

plasmídeos

Métodos Moleculares

espontâneas

induzidas Agentes físicos 
e químicos

baixa freqüência

conjugativos - transferência de genes

• ligação dos fragmentos de DNA

• transformação da bactéria hospedeira

• obtenção de colônias em meio seletivo

meios seletivos



MÉTODOS DE MELHORAMENTO - FUNGOS

Métodos Clássicos

geração de mutantes

seleção de mutante desejado

recombinação

Métodos Moleculares

fusão de protoplastos

transformação

espontâneas

induzidas agentes 
físicos e 
químicos

baixa freqüência

ciclos sexual e parassexual

obtenção de protoplasto

fusão

formação de heterocários

restauração da parede celular

extração do DNA da célula doadora

preparo de células receptoras

absorção do DNA pela célula receptora



Criação artificial de variabilidade

genética por meio de várias

técnicas moleculares.

EVOLUÇÃO DIRIGIDA

Técnica da evolução dirigida ou 
evolução Uma cron. 
A partir de gene selecionado (1), são 
obtidas mutações por reação de PCR em 
presença de manganês para indução de 
erros (2). Essas sequências de DNA alterado 
são introduzidas em vetores (3), veículos 
que levam os genes para células receptoras 
(4) por um processo de transformação no 
qual eles se expressam e os melhores são 
selecionados (5). O processo pode ser 
repetido várias vezes (6), até que se 
obtenha o melhoramento desejado.



DNA shuffling

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



FUSÃO DE PROTOPLASTOS

- Dificuldade de cruzamentos intergenéricos ou interespecíficos

- Incompatibilidade que ocorre entre duas linhagens impedindo a anastomose das hifas

- Protoplastos: células desprovidas da parede celular. Possibilidade de fundir células antes incompatíveis.

- A ausência de parede é útil para transformação genética e hibridação somática

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



Saccharomyces cerevisiae

Produto: vinho

Local: Caxias do Sul RS (~1985).

• Saccharomyces cerevisiae linhagem“Montrachet” - alta produção

• Schyzosaccharomyces pombe linhagem “Benda” - decompõe ác. L-
málico

•melhoramento: obtenção de recombinantes por fusão de 
protoplastos e retrocruzamentos de recombinantes com 
Saccharomyces cerevisiae.

NOTA: primeira patente norte-americana de um produto 
biotecnológico brasileiro e uma das primeiras patentes mundiais no 

campo da enologia.





Metabólitos secundários de diversas bactérias e fungos.

•Melhoramento visando aumento de produtividade e diminuição de

custos de produção.

•Mutagênese e ferramentas moleculares.

PRODUÇÃO DE ANTIBIÓTICOS

Aplicações do melhoramento de microrganismos



Penicillium chrysogenum

Produto: penicilina, ativa contra bactérias 
gram-positivas

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

Sir Alexander Fleming

1881     1955

Nobel Medicina 1945

Penicilina: o exemplo mais conhecido de seleção de cepas

Aplicações do melhoramento de microrganismos



Linhagem Fleming                                             2 g.mL-1

ambiente / seleção natural

Linhagem NRRL-1951                                      60 g.mL-1

mutantes espontâneos

Linhagem NRRL- 1951.325                            150 g.mL-1

raio-X

Linhagem X-1612                                            300 g.mL-1

ultra-violeta

Linhagem Wis Q-176                                      550 g.mL-1

ultra-violeta

nitrogênio mostarda

mutantes espontâneos

Linhagem Wis51-20

Linhagem E-1
nitrogênio mostarda

mutantes espontâneos

ultra-violeta

Linhagem E-15-1                                          7 000 g.mL-1

Várias Linhagens Industriais                      50 000 g.mL-1

Aplicações do melhoramento de microrganismos



Aplicações do melhoramento de microrganismos



Produtor Antibiótico

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 Bialafos

S. peuceticus Daunorubicina

S. rimosus Oxitetraciclina

S. thernotolerans Carbomicina

S. venezuelae Cloranfenicol

S. violaceoruber Granacitina

S. viridochromogenes Bialafos

Streptomyces spp.: principais produtores de antibióticos



Screening de novos produtos com ação antibiótica
para controle biológico de patógenos

Aplicações do melhoramento de microrganismos



PRODUÇÃO DE LATICÍNEOS E COMPOSTOS 

AROMÁTICOS

Lactococus, Streptococus, Atopodium, Lactobacilus e Carnobacterium

•Enzimas que dão sabor e aroma a queijos

Aplicações do melhoramento de microrganismos



Xanthomonas campestris

PRODUÇÃO DE EXOPOLISSACARÍDEOS

Engenharia metabólica para aumento nos níveis de produção

Aplicações do melhoramento de microrganismos



PRODUÇÃO ÁCIDO CÍTRICO

•Indústria de alimentos e bebidas

•Indústria farmacêutica e cosméticos

Irradiação com raios gama e tratamento com

mutagênicos

Aspergillus niger

Aplicações do melhoramento de microrganismos



CONTROLE BIOLÓGICO
Fungos entomopatogênico:
Beauveria
Metharizium…

Aplicações do melhoramento
• Aumento de virulência;
• Maior produção de enzimas e toxinas
• Especificidade
• Resistência a inibidores como a luz solar, fungicidas e altas temperaturas

Bacillus thuringiensis

Aplicações do melhoramento de microrganismos



PRODUTOS COMERCIAIS

Aplicações do melhoramento de microrganismos



Alternativas para melhoramento: 
• Estirpes com alta frequência de 

nodulação e fixação
• Adaptação a diferentes tipos de solos e 

culturas
• Transferência de genes nif / fix e nod / 

nol. 

Rhizobium sp.

BIOFERTILIZANTES
Aplicações do melhoramento de microrganismos



Alternativas para melhoramento: 
• Produção de inóculo puro;
• Capacidade de crescer em meios 

artificiais;
• Resistência a condições adversas

Micorrizas

BIOFERTILIZANTES

Aplicações do melhoramento de microrganismos



Clonagem do gene quitinase em Azospirilum, fixador de
nitrogênio.

MICRORGANISMOS TRANSGÊNICOS



S. cerevisiae - produção compostos heterólogos

Vacina hepatite B
Interferon humano

Fator de crescimento epidermal humano
Inibidor de trombina - hirudina

Hormônio da paratireóide

Aplicações do melhoramento de microrganismos



Dupont 
Processo de produção de 1,3 propanodiol (usado na produção de polímeros), 
utilizando Escherichia coli recombinante: 

Aplicações do melhoramento de microrganismos



DSM
desenvolveu uma rota biotecnológica completa para produção do antibiótico
cefalexina, em substituição a conversão química da penicilina

Aplicações do melhoramento de microrganismos



BASF
desenvolveu uma rota biotecnológica completa para produção de riboflavina 
(vitamina B2), em substituição a síntese química



Amyris
desenvolveu um processo baseado em leveduras para produção de farneseno, o 
qual pode ser convertido em farnesano (combustível) e em esqualeno (usado em 
cosméticos). 



Obtenção do gene catabolizador de naftaleno, utilizado na
biorremediação.

METAGENÔMICA



METAGENÔMICA



SUPER MICRORGANISMO

Here we demonstrate the engineering of Escherichia coli to
produce structurally tailored fatty esters (biodiesel), fatty
alcohols, and waxes directly from simple sugars. Furthermore,
we show engineering of the biodiesel-producing cells to
express hemicellulases, a step towards producing these
compounds directly from hemicellulose, a major component
of plant-derived biomass.



BIOLOGIA SINTÉTICA

A biologia sintética pode ser entendida como a criação de
organismos feitos sob medida, sejam eles geneticamente
modificados ou construídos a partir do zero. Ela surgiu a
partir das técnicas de transgenia, que permitem alterar um
organismo inserindo ou removendo pedaços de DNA de seu
genoma.

Área que combina biologia, química e engenharia para
projetar e construir novas funções e sistemas vivos, ou
para redesenhar os sistemas vivos existentes com o
propósito de torná-los mais úteis (The Royal Society, 2008).



OBJETIVOS

1. Aprender sobre a vida através de sua construção;

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

3. Expandir os limites de seres vivos e máquinas até 
que ambos se unam, para produção de 
organismos realmente programáveis.



BIOLOGIA SINTÉTICA
• 1989 – Steven A. Benner criou DNA com duas “letras” 

genéticas artificiais, originando diversas variedades de 
DNA.

• 2003 – Peter G. Schultz desenvolveu células (DNA 
normal) capazes de gerar aa. não naturais e reuni-los 
para formar novas proteínas.



GENOMA MÍNIMO

• Mycoplasma genitalium (580.070 pb) – 477 genes:

– ~120 genes não são necessários para o crescimento em lab

– ~350 genes são necessários para o crescimento em lab

M .genitalium JCVI-1.0

http://www.sciencemag.org/content/319/5
867/1215.abstract

“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”



PRIMEIRO ORGANISMO SINTÉTICO

Custo = 20 milhões de dólares 
Next big Future - http://nextbigfuture.com/ 



junho de 2010  - PESQUISA FAPESP



junho de 2010  - PESQUISA FAPESP





CONSTRUINDO NOVAS ROTAS ...





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

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

http://parts.igem.org/Add_a_Part_to_the_Registry

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

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



Biologia sintética para produção de biossensores



Biologia sintética para produção de medicamentos



Biologia sintética para produção de alimentos



PLATAFORMA INOVADORA



BIOLOGIA SINTÉTICA NO MUNDO



BIOLOGIA SINTÉTICA, UMA ENGENHARIA EXTREMA?





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

MAS PARA QUE TUDO ISSO? 



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

HÁ RISCOS?



http://synberc.org/sites/default/files/Concise%20Guide%20to%20Synbio%20Regulation%20OYE%20Jan%202012_0.pdf



SITES INTERESSANTES E VÍDEOS...

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 biotecnológicos que 
utilizam as técnicas de biologia sintética:

- Qual o produto?

- Aplicações/Importância/Inovação

- Principais genes/métodos

- Max. 1 pag, entrega na próxima aula


