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Introducao

A celulose consiste em um homopolimero linear,
enquanto que a hemicelulose consiste em um
heteropolimero. Estes polimeros apresentam ampla
disponibilidade na forma de lixo urbano,
industrial,agricola e florestal, o que tem atraido
grande atencdo para o desenvolvimento de
tecnologia voltada para bioconversdo desta
biomassa em produtos de valor agregado,
especialmente, etanol.

Utilizamos a metagendmica, através da construcéo
de bibliotecas a partir de amostras de DNA isoladas
de solos agricolas, podem propiciar a identificacdo
de novas enzimas de grande potencial
biotecnolégico para otimizacdo destes processos,
oriundas principalmente de microrganismos nao
cultivaveis em laboratorio.

Resultados e Discussao |

Realizamos a extragcdo de DNA metagenomico com
o kit de extracdo de DNA de solo da MO BIO, apés
isso realizamos o PCR que é reacdo enzimatica de
primes desenhados para se anelarem em regifes
conservadas dentro do DNA, o RNA ribossomal
16S, amplificando assim esse RNA, gerando assim
apos a eletroforese fragmentos de 1,5kb.

As reacbes de PCR foram aplicadas e excisas em
gel de agarose 1%, apds isso foram purificadas
utilizando o kit de purificagcdo de DNA da MO BIO.
As amostras purificadas foram homogeneizadas em
um Unico tubo, preparadas e quantificadas com
marcadores de massa.

Os fragmentos de pcr purificados foram clonados,
com o vetor de clonagem PGEM-T, foram colocados
em um tubo 150 ng DNA, 50ng do vetor PGEM-T,
5ul de tampéo e 1l de T4 DNA ligase , esta reacao
foi incubada a temperatura ambiente por 2h e para
maximizar resultado foi deixada overnight na
geladeira. quantificamos uma aliquota da reacéo de
clonagem para verificar sua eficicia. confirmando
assim a geracdo da molécula de DNA
recombinante.

apo6s a geracdo da molécula DNA recombinante ela
foi dialisada, foram retirados 5yl da amostra e
homogeneizado com 50ul de bactérias esterichia
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coli, realizamos o procedimento de eletroporacéo,
Apo6s eletroporagdo, as células foram recuperadas
em meio LB liquido e incubadas durante 1 h a 37 °
C. Posteriormente, as células serdo plaqueadas em
placas de petri contendo meio LB solido
suplementado com ampicilina. apos o]
plagueamento, cada placa um numero superior a
400 colonias.

e demos inicio a construcdo da nossa biblioteca de
clones de RNA 16S obtendo ate o momento 1.200
mutantes que estdo congelado esperando para
serem sequenciados.

E também o isolamento das bacterias com atividade
celulolitica esta sendo realizado em meio complexo
a partir de extratos de compostagem meio CMC. O
inoculo esta sendo preparado a partir de uma
diluicao decimal em serie de compostagem em
solucao salina 0,85% esteril. De cada diluicao, 0,1
mL esta sendo estriado atraves da tecnica de
spread plate. As placas foram incubadas por 2-4
dias a 27°. As colonias estao sendo entao
replicadas em LB e encubadas em estufa por 2-4
dias a 27 °. E finalmente mantifas em LB com
glicerol a temperatura de -80°C.

Conclusodes

Em breve pretendemos iniciar os estudos de
biodiversidade dos solos analisados, através da
aplicacdo de técnica de sequenciamento de DNA,
nos clones obtidos na biblioteca gendmica de rRNA
16S, bem como realizaremos selecdo de mutantes
da biblioteca de cosmideos em construcdo, através
da detecc@o de atividade celulolitica, exibida por
mutantes cultivados em meio de cultura
suplementado com carboximetilcelulose, corados
com o corante vermelho congo.
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