
Universidade de São Paulo

Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto – FFCLRP 

Disciplina 5920883 - Bioprospecção para Processos Biotecnológicos

Metagenômica Funcional: do acesso aos genes a aplicações biotecnológicas 

Leonardo Martins Santana, PhD Student

Bsc. Biotechnology

Ribeirão Preto, 17 de setembro de 2019



Apresentação

1. Cultivo de micro-organismos 

2. Micro-organismos não cultiváveis e seu potencial 

3. Metagenômica – a divisão por funcionalidade e estruturalismo

4. Ferramentas para metagenômica funcional 

5. Aplicações biotecnológicas utilizando metagenômica funcional 

6. Exercício 



Cultivo de micro-organismos 

Importantes fontes de partes biológicas – Biotecnologia 

Micro-organismos estudados – cultivo 

Meio de cultura, temperatura de crescimento, biossegurança 



Cultivo de micro-organismos 

O potencial biotecnológico das espécies está no genoma

Luo et al., 2015. Natural Product Reports

Expressão Heteróloga

Processo Biotecnológico

Escalonamento Industrial



Micro-organismos não cultiváveis 

A representatividade de uma amostra em cultivo realmente reflete a população de micro-organismos dessa amostra? 

Amostras de solo Cultivo viável em placa  

Os métodos convencionais de cultivo permitem o crescimento de menos de 3% das 

espécies de bactérias e archeas presentes nas amostras



Como acessar todo o potencial genético de micro-organismos não-cultiváveis?

Micro-organismos não cultiváveis 

METAGENÔMICA

Club Sci Wri. Acesso em setembro de 2019 

https://www.sciwri.club/archives/7530

https://www.sciwri.club/archives/7530
https://www.sciwri.club/archives/7530


METAGENÔMICA

1998

“The mining for novel chemical compounds from uncultured microorganisms, which comprises 

more than 99% of the microbial diversity”

Aplicações genômicas em micro-organismos não cultiváveis, bem como a caracterização da 

distribuição do perfil genético e funcionalidade das partes biológicas deste nicho



METAGENÔMICA

Alves, et al., 2018. Metagenomic Approaches for Understanding New Concepts in Microbial Science. International Journal of Genomics.  



METAGENÔMICA ESTRUTURAL E FUNCIONAL 

Alves, et al., 2018. Metagenomic Approaches for Understanding New Concepts in Microbial Science. International Journal of Genomics.  

Divisão da Metagenômica



Garza e Dutilh. 2015.  From cultured to uncultured genome sequences: metagenomics and modeling microbial ecosystems. Cellular and Molecular Life Sciences. 

Cultivo de micro-organismos 

Metagenômica

Genômica

Guazzaroni. Non published data. Only for didatical purposes.  



Metagenômica Estrutural

Reconstituição das características estruturais

Quem são os membros desta comunidade?

Metagenômica Estrutural 



Metagenômica Funcional 

Acessa funcionalidades através do genoma de micro-organismos não cultiváveis

Busca por novos compostos/genes/proteínas de interesse

Identificação do material genético de interesse  

Recuperação e clonagem  

Screening com base em funcionalidade



Metagenômica Funcional 

Handelsman, 2005. Metagenomics: Application of Genomics to Uncultured Microorganisms. Microb and Mol Biol Rev.

Em resumo...



Metagenômica Funcional 

A predição do nicho é um fator determinante para a identificação de genes de interesse 

Rio Tinto – Acidez Baixas Temperaturas

Hidrocarbonetos Biomassa Vegetal



Metagenômica Funcional 

Busca do material genético de interesse  

Escolha da Amostra 

Solo                           Rios contaminados                             TGI                                  Hospitais  



Metagenômica Funcional 

✓ Adaptação ao tipo de amostra

✓ Evitar contaminantes de extração 

✓ Pureza do DNA ao final do processo 

Método de extração de DNA 

Extração de DNA das amostras



Metagenômica Funcional 

Bibliotecas Metagenômicas

Material genético de interesse

(DNA purificado)  

Identificação do material genético de interesse  



Metagenômica Funcional 

Seleção dos fragmentos após digestão

Separação física

Gel de agarose

Seleção baseada em uma faixa de
tamanho (pb) dos fragmentos

A seleção dos fragmentos deve ser sucedida de purificação para ligação ao vetor de escolha



Metagenômica Funcional 

Ligação em vetor de escolha



Metagenômica Funcional 

Ligação em vetor de escolha

Como selecionar o vetor ideal para cada abordagem?

Para fragmentos pequenos Para fragmentos grandes 

cosmídeos (23 kb)

fosmídeos (40 Kb)

pBACs (200 Kb)

plasmídeos (2-5 kb)

 phage vectors (8 Kb)

✓ Screening de genes únicos ou pequenos operons

✓ Vetores de expressão (promotores fortes/RBS)

✓ Recuperação estável do grandes sequências de DNA

✓ Ideal para a busca de vias metabólicas



Metagenômica Funcional 

Transformação e recuperação de DNA 

Por que esta etapa é tão importante na construção de bibliotecas?



Metagenômica Funcional 

É a triagem para verificação da presença de fragmentos metagenômicos de interesse

Promotores       Genes de Enzimas       Terminadores       

Diferentes métodos de triagem podem ser aplicados dependendo do DNA metagenômico de interesse 

Promotores – ensaios utilizando genes reporter (GFP)

Genes de Enzimas  - Atividade enzimática      

Terminadores  - ensaios utilizando genes reporter (GFP)

Screening



Triagem por fenótipo Triagem por sensing

metagenomic fragment

Promoter

RE RE (MCS)

RBS

metagenomic fragment

GOI

P luxI

GFPluxR

precursor signal 
molecule

Metagenômica Funcional 

Screening

Guazzaroni. Non published data. Only for didatical purposes.  



Metagenômica Funcional 

O que se pode buscar através da metagenômica funcional?

Enzimas e proteínas 

Compostos bioativos 

Promotores e terminadores

Vias metabólicas



Exemplos de metagenômica funcional aplicada

Systems and Synthetic 

Biology Lab 
FMRP-USP



~8,600 promoters

E. coli K12

Microbial Communities
~99% uncultivable

Classical Prokaryotic Promoter 

UP element

-35 -10 +1

TFBSs Core promoter

Potential Applications

Cell-free systems

Regulated systems 

Heterologous 
protein expression

Biosensors

Biocomputing

Westmann et al., Frontiers in Microbiology (2018)

Exemplos de metagenômica funcional aplicada



GFP (LVA)

ori p15A
T0

T1

mCherry

CmR

MCS (BamHI)

pMR1

4 Kb

Metagenomic fragment

Expression quantification

Promoter GFPmCherry
Detected 

signal

Westmann et al., Frontiers in Microbiology (2018)

Exemplos de metagenômica funcional aplicada

Guazzaroni. Non published data. Only for didatical purposes.  



Screening of 190.000 clones 

1200 clones expressing reporters 

Isolation of clones

VictorX3 analysis of 260 clones

Exemplos de metagenômica funcional aplicada

Guazzaroni. Non published data. Only for didatical purposes.  



Exemplos de metagenômica funcional aplicada



Exemplos de metagenômica funcional aplicada
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Exemplos de metagenômica funcional aplicada

Westmann et al., Frontiers in Microbiology (2018)



Exemplos de metagenômica funcional aplicada



Exemplos de metagenômica funcional aplicada

Screening na presença de esculina

Alves et al., 2018



Exemplos de metagenômica funcional aplicada

Alves et al., 2018

Enzima tolerante ao 5-HMF 

Processos industriais 

Potencial da Metagenômica



CONCLUSÕES 

1. O estudo do material genético de micro-organismos que não podem ser cultivados em laboratório é um recurso de

extrema relevância para prospecção de genes de interesse biotecnológico;

2. A metagenômica é análoga à Genômica, porém a diferença entre elas reside na abrangência de sequências a serem

caracterizadas em relação à totalidade microbiana de uma amostra;

3. A metagenômica funcional possibilita a busca de partes biológicas (enzimas, promotores, terminadores) para novas

aplicações industriais;

4. A busca pelo material genético de interesse deve sempre estar delineada com base no possível sítio de extração (ex.:

enzimas e pH ácido);

5. O tipo de método de extração de DNA, a qualidade de amostra, o vetor a ser empregado e o sistema de screening são

fundamentais para uma seleção precisa e robusta.
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EXERCÍCIO 

AULA: 24/09/2019



Atividade avaliativa 

Leitura crítica e desenvolvimento criativo de uma inovação descrita em um artigo científico

1. Apresentação da ideia central do artigo

2. Metodologia empregada (vantagens e desvantagens)

3. Principais resultados obtidos

4. Criação de um “produto” biotecnológico baseado nos resultados obtidos (usar a criatividade e 

senso crítico-científico)

Apresentação - máximo 15 minutos 
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