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Introducao

Metagenoma pode ser entendido como o conjunto
de todos os genomas de um determinado ambiente.
A metagenbmica (técnica que estuda o
metagenoma) tem contribuido para a exploragao de
micro-organismos ndo cultivaveis por métodos
tradicionais em laboratério' e baseia-se na
clonagem de DNA ambiental (éDNA) para o acesso
do conjunto de genomas de uma determinada
populagdo microbiana. Essa abordagem envolve a
construgdo de bibliotecas de clones que podem
conter informagdes genéticas relacionadas com a
producdo de metabdlitos secundarios bioativos.?
Neste trabalho é apresentada a construgao de
bibliotecas de eDNA de solo de cerrado que foram
submetidas a dois tipos de screening: fenotipico e
antibacteriano.

Resultados e Discussao

Amostras de solos de cerrado (1 kg) foram
coletadas em duas diferentes regides: Ribeirdo
Preto — SP (solo A) e Pirenopolis — GO (solo B). O
eDNA foi extraido e purificado seguindo protocolo
descrito por Brady (2007).2

Figura 1. A — Cerrado de Ribeirdao Preto — SP e B —
Cerrado de Pirendpolis — GO.

A partir do eDNA do solo A foi construida uma
biblioteca de 250.000 clones em cosmidio pJSS.
Essa biblioteca foi submetida a screening fenotipico
(busca por clones coloridos) e antibacteriano, frente
Bacillus subtilis (busca por zonas de inibicao),
utilizando-se dois diferentes hospedeiros:
Escherichia coli e Ralstonia metallidurans.

O eDNA do solo B também foi utilizado para a
construgdo do mesmo tipo de biblioteca que para o
solo A, porém o tamanho foi de 500.000 clones.
Além dessa, ainda foi possivel a construgdo de uma
segunda biblioteca de 250.000 clones utilizando-se
cosmidio pWeb. Ambas as bibliotecas foram
submetidas ao mesmo tipo de screening utilizando-
se 0s mesmos hospedeiros que para a biblioteca
com o solo A.

347 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica

Tabela 1. Numero de clones promissores obtidos
nas bibliotecas metagendmicas.

Biblioteca Clones Clones com Clones
(cosmidio/ coloridos atividade _ | bioativos no
hospedeiro) antibacteriana re-teste |
antibacteriano
Solo A 0 0 0
(pJSS/EC100)
Solo A 20 7 7
(pJSS/R.
metallidurans)
Solo B 2 0 0
(pJSS/EC300)
Solo B 12 10 8
(pJSS/R.
metallidurans)
Solo B 6 1 1
(PWeb/EC300)

*Frente Bacillus subtilis. EC = Escherichia coli

Figura 2. A — Exemplos de clones coloridos com
zonas de inibicao frente a Bacillus subtilis. B — Clone
de cor azul proveniente da biblioteca do solo B
utilizando pJSS e Ralstonia metallidurans.

Os clones que apresentaram coloragao e/ou
atividade antibacteriana foram cultivados em 50 mL
de meio LB por 3 ou 4 dias, 225 rpm, 30 °C. Extratos
brutos em acetato de etila foram obtidos apés
particdo liquido-liquido do fluido da cultura em

(figura 2B) oriundo do solo B.
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pH~9.0 e pH~3.0. Até 0 momento foi isolado o indigo
(1) a partir do extrato em AcOEt do clone de cor azul
o
(L~
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