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1-INTRODUCAO
1.1 - Serapilheira

Serapilheira, serrapilheira, liteira ou foligo sdo termos utilizados para se referrr a
camada mais superficial do solo na qual ¢ incorporada por deposicdo restos de animais e
os componentes senescentes da parte aérea das plantas (folhas, frutos, sementes, cascas e
gravetos). Neste trabalho, o termo serapilheira foi o termo selecionado para referir-se a
esta camada, no entanto, ¢ importante salientar que todos os outros termos sdo sSINONIMOs
e representam tentativas de traduzir para a lingua portuguesa o termo em inglés litter
(GOMES et al., 2009).

Em se tratando da formagdao da camada de serapilheira, este processo esta
associado a taxa de deposicdo e a taxa de decomposicdo dos residuos que foram
mcorporadas a este horizonte organico do solo (GEETHANJALI; JAYASHANKAR,
2016). A deposicao dos residuos sobre o solo estd diretamente relacionada a fatores como
o clima (precipitagdo e temperatura), o solo (quantidade de nutrientes e agua necessarios
para a produgdo de fitomassa) e idade, densidade e diversidade do povoamento florestal;
ja a decomposicao ¢ regulada pelas caracteristicas do material organico, a natureza da
comunidade decompositora e pelas condicdes fisico-quimicas do ambiente (altitude,
latitude e tipo de floresta) (MISHRA; KUMAR, 2016). Desta forma a espessura da
serapilheira estd diretamente associada ao ajuste fino entre estes dois processos, sendo
assim, caso o processo de deposicdo supere o de decomposi¢do a espessura da serapilheira
sera maior, no entanto, caso o processo de decomposicdo seja mais efetivo a espessura da
serapilheira serd menor.

Neste sentido, para além da fungdo de camada depositaria de residuos, a
serapilheira acumulada exerce um papel fundamental na disponibilizacdo de nutrientes
para o crescimento das plantas e microrganismos, sendo este Ultimo grupo beneficiado
duplamente, pois, ela também os possibilita que eles se desenvolvam numa grande
variedade de microhabitats. Além de tudo isso, a serapilheira acumulada atua também
como isolante térmico (melhoras as condicdes térmicas dos horizontes mais profundos),
atenuador de efeitos erosivos e também como um filtro armazenador de adgua proveniente
da atmosfera que penetra no solo (PARRON et al., 2015). Desta forma, ao participar de

varios processos funcionais dos ecossistemas nos quais estdo inseridas a serapiheira



presta inestimaveis servicos ambientais que inclusive possuem reflexos sobre questdes

pertinentes a0 bem estar humano, evidenciando mais uma vez, a sua grande importancia.

1.2 - Serrapilheira em Florestas Estacionais Semideciduais

O conceito ecologico da Floresta Estacional Semidecidual ¢ estabelecido em
fungdo da ocorréncia de clima estacional que determina a semidecidualidade da cobertura
de todo o conjunto florestal que pode perder entre 20 e 50% das folhas na estagdo com
menor incidéncia de chuvas (IBGE, 2012). Em consequéncia a este acontecimento, parte
do material vegetal sera incluido as camadas mais superficiais do solo destas florestas,
tornando as entdo, locais privilegiados para o desenvolvimento de investigagdes sobre a
serapilheira.

Nesta perspectiva, Vital et al. (2004) desenvolveram o sua investigagdo em uma
mata ciliar com vegetagdo do tipo Floresta Estacional Semidecidual, localizada no centro-
sul do Estado de Sdo Paulo, a partir das informagdes que coletaram, obtiveram como
resultados que a produgdo anual total de serapilheira foi de 10.646,0 kg.ha'.a-!, que a
maior deposicdo ocorreu no fim da estacdo seca e ainda que o tempo necessario para o
desaparecimento de 95% dos residuos depositados foi de 639 dias.

J& Pezzatto e Wisniewskil, (2006) estudaram diferentes seres sucessionais de uma
Floresta Estacional Semidecidual ao longo das margens do reservatério de uma
hidrelétrica no oeste do estado do Parand e obtiveram como resultado que a produgdo
anual total de serapilheira foi de 10.372,39 kgha''.a! para o capoeirdo; além disso,
puderam observar que a quantificacio da serapilheira depositada apresenta uma
correlagdo positiva significativa com a velocidade média dos ventos e uma correlagio
negativa significativa com a com a umidade relativa do ar.

Adicionalmente, Pinto et al (2008) desenvolveram sua pesquisa num municipio
pertencente a zona da mata mineira numa estacdo de pesquisa ¢ educacao ambiental;
neste local obtiveram como resultado que a producdo anual de serapilheira na “floresta
madura” foi de 8.819 kgha'.a*!, além disso constataram que a serapilheira era composta
predominante pela fracdo foliar (55,9%), seguida da fragdes ramos (36,4%), fiutos e
sementes (6,2%) e flores (1,5%) e ainda que apesar de ser produzida de forma continua
ao longo de todo o periodo analisado, a producdo total de serapilheira apresentou um
modelo sazonal onde os maiores valores de deposicdo foram observados no periodo da

primavera.



Inserindo-se entdo neste contexto e compartihando algumas das peculiaridades
merentes a cada estudo ja apresentado, o Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG)
também ja foi objeto de estudos sobre a serapilheira. Pimenta et al. (2011) por exemplo,
constatou que a produgdo anual de serapilheira no PEMG foi de 8.212 kgha'.a™!, que a
fracdo folha contribuia com a maior quantidade de toda a deposi¢ao (79%) e que outubro
apresentou os maiores valores de deposicao da biomassa; além disso constatou também
que a taxa instantinea de decomposicdo (K) era de 2,45 e que a floresta do PEMG
apresenta producdo de serapilheira e ciclagem de nutrientes caracteristicas de uma
Floresta Estacional Semidecidual bem preservada; entdo, por estes € outros motivos que
ainda serdo apresentados neste trabalho, o PEMG foi o selecionado para o

desenvolvimento da investigagdes que estamos nos propondo a realizar.

1.3 - Microrganismos na serapilheira

Ao contrario do que ja se pensou, a comunidade de microrganismos nao ¢
amplamente distribuida pelo solo, ela possui distribuicdo restrita e ocorre em
microambientes que compreendem menos de 1% do volume total deste ecossistema, os
chamados hotspots (KUZYAKOV; BLAGODATSKAYA, 2015). Nestes locais, os
microrganismos sO6 deixam o seu estado dormente, por exemplo, quando eventos
biologicos como a deposicdo de residuos sobre serapilheira acontece, neste sentido, este
evento e este momento (hotmoment), sdo considerados muito importantes para a
comunidade de microbiana, pois, entre outras coisas, permite que a biomassa de
microrganismos ativos nesta camada chegue a ser de 4 a 20 vezes maior do que em outros
locais do solo neste mesmo momento (KUZYAKOV; BLAGODATSKAYA, 2015);
evidenciando assim a importancia deste evento e deste momento para 0s miCrorganismos.

Ainda com relagdo aos microrganismos, os fungos sdo considerados os melhores
degradadores da serapilheira, pois, possuem um sistema de enzimas extracelular eficiente
(STURSOVA et al., 2012), a capacidade de penetrar em materiais solidos (FOUDYL-
BEY; BRAIS; DROUIN, 2016) e sdo resistentes ao pH éacido, uma condicdo notadamente
privilegiadora do crescimento destes microrganismos (GROSSO; BAATH; NICOLA,
DE, 2016). Desta forma, cada vez mais, fica claro que o PEMG foi uma boa escolha para
a realizagdo deste estudo, pois at¢ mesmo os solos do tipo nitossolo presentes amplamente
no parque, possuem pH ligeiramente acido (IAP, 2016), sendo este um pH favorecedor

do crescimento dos fungos.



1.4 - Metabarcoding de Fungos

Atualmente a maior parte dos fungos ainda ndo sdo cultivaveis em laboratorio,
mesmo que fossem, métodos baseados em cultivo deturpam a composicdo das populagdes
microbianas, pois s6 conseguem amostrar como ¢ composta uma parte dela; desta forma,
o sequenciamento de alto rendimento vém se tornando uma alternativa para identificar e
quantificar os membros de comunidades microbianas com mais resolugdo e magnitude;
neste sentido, a metodologia de Metabarcoding que ¢ uma abordagem molecular baseada
na suposicdo de que cada Unidade Taxonomica Operacional (OTU) pode ser
mequivocamente identificada, através de uma sequéncia especifica de DNA (ORGIAZZI
et al., 2015) foi a técnica selecionada para estudar os fungos que compde a serapilheira
do PEMG, pois com esta metodologia, serd possivel caracterizar as comunidades
fingicas desta camada com mais fidedignidade.

Um outro aspecto muito importante sobre a realizacdo deste trabalho ¢ que ele ao
nos oferecer a oportunidade de conhecer como ¢ composta a comunidade de fungos do
PEMG, nos permitird termos ao menos um ponto de partida, para podermos refletir sobre
acOes que visem a preservacdo da microbiota local e de todo o patrimonio genético a ela
associado; estas reflexdes sdo necessarias pois no PEMG, foi possivel encontrar gap sobre
esse contetdo que inclusive foi omitido do plano de manejo do parque; entdo, com mtuito
de contribuir com a mudanca deste paradigma, ao menos ao que se refere a comunidade
de fungos, o nosso trabalho se coloca como uma alternativa para incrementar oS
conhecimentos cientificos sobre essa tematica, contribuindo assim, com a construcdo de
novos conhecimentos sobre esse tema no se refere ao dmbito do PEMG.

Prova de que os microrganismos ndo sdo um tema recorrente entre as pesquisa
desenvolvidas no PEMG, ¢ que nos ultimos 10 anos, dos 98 trabalhos cientificos
desenvolvidos no PEMG (IAP, 2016) apenas 2 envolviam diretamente a tematica
microrganismos, dentre eles, apenas Zangaro et al, (2013) disponibilizou os resultados
que obteve através da publicacdo do artigo cientifico mntitulado Root colonization and
spore abundance of arbuscular mycorrhizal fungi in distinct successional stages from an
Atlantic rainforest biome in southern Brazil; onde descreveu que observou e identificou
com base na morfologia dos esporos fungos micorrizicos arbusculares, contudo, ainda
neste trabalho, os autores salientam que o mvestimento que as plantas fazem nesta relagao
mutualistica, decresce com os estdgios tardios de sucessdo florestal, assim puderam

observar que o potencial do mnoculo de fungos micorrizicos arbusculares foi reduzido no



PEMG, desta forma, além de trabalharem com um grupo restrito de fungos, a diversidade
encontrada foi ainda diminuida pelo estdgio avancado de sucessao do conjunto florestal
do PEMG; sendo assim, apesar de poder ser considerada uma primeira aproximac¢ao
sobre a tarefa de mventariar como ¢ composta a comunidade de fungos no PEMG, esta
tarefa ainda ndo foi concluida e poderd contar com a metodologia metabarcoding de ITS
(ITS = Internal Transcipted Space que se trata da regido espacadora transcrita interna do
DNA ribossomal e que ¢ atualmente a regido barcoding para fungos) como uma

ferramenta muito util para a realizagdo deste trabalho.

1.5 - Celulases

A serapilheira acumulada é composta principalmente por celulose, o polimero
mais abundante da biosfera (BAKESKI; VARMA, 2011), a celulose ¢ degradada por um
complexo composto por trés enzimas conhecidas como celulases; as endoglucanases, que
degradam as cadeias internas da celulose, as exoglucanases que liberam celobiases e as 3
glicosidases que hidrolisam as celobioses (YANG et al, 2016). A nossa compreensiao
atual sobre o processo de decomposicdo da serapiheira, atribui aos microrganismos o
papel de componentes imprescindiveis neste processo (STURSOVA et al., 2012), sendo
entdo os fungos considerados como os melhores degradadores; pois, somente algumas
bactérias possuem os recursos celuloliticos que sdo comuns a varias espécies fingicas
(BALDRIAN et al, 2012), contudo, as bactérias sdo mais eficientes em absorver as
moléculas de carbono (STURSOVA et al., 2012), e por este motivo, podem ser também
consideradas como participantes importantes no processo de decomposicdo da
serapilheira.

Além da sua inquestionavel importancia na degradacdo da serapiheira, as enzimas
celuloliticas podem ser utilizadas também em diversas aplicacdes biotecnologicas; na
industria téxtil por exemplo, elas sdo utilizadas para tornar os tecidos mais lisos, macios
e com melhor caimento, ja na fabricacdo de bebidas, elas facilitam a extracao de sucos, a
produgdo de néctares e melhoram a producdo de pigmentos e substancias aromatico-
flavorizantes nos vinhos. As celulases podem ser utilizadas ainda como probioticos que
aumentam a digestibilidade dos alimentos vegetais ingerido pelos animais; podem ser
utilizadas para proporcionar maior limpeza e menor degradacdo dos tecidos quando
adicionadas a compostos detergentes e também sdo utilizadas para tornar o papel mais

branco e liso entre outras aplicagdes (KUHAD; GUPTA; SINGH, 2011); sendo assim e



gracas a sua importdncia econdmica e ampla utilizagdo em processos industriais, a
realizacdo de estudos com enzimas celuloliticas inclusive as que utilizam metodologias
ndo baseadas em cultivo (como a metagendmica funcional), sdo sempre encorajadas,

mesmo que novas outras celulases sempre vém sendo descobertas com o passar do tempo
(YANG et al., 2016).

1.6 - Metagendmica Funcional

Um metagenoma funcional baseia-se na construgcdo e rastreio de bibliotecas com
clones obtidos a partir da inser¢do em vetores do DNA extraido de amostras ambientais.
Atualmente, especialmente na area de movacdo e desenvolvimento tecnologico as
metodologias que utilizam abordagens relacionados a metagendmica funcional sao
consideradas muito importante, pois, a partir delas ¢ possivel descobrir novas enzimas
cuja fungdo ndo seria previsivel com base somente em sequéncias depositadas em bancos
de dados de DNA ou RNA (LAM et al., 2015), contribuindo desta forma, como a geracao
de novas informa¢des que poderdo inclusive vir a se tornar novos pardmetros para o
processo de anotacdo de genomas e metagenomas; assim como foi o caso de
Faoro et al. (2011) que descobriram através da andlise de um metagenoma, uma nova
enzima de uma nova familia enzimitica ainda ndo descrita anteriormente.

Neste sentido, varios substratos ja foram utilizados para o desenvolvimento de
trabalhos cientificos que utilizem abordagens relacionadas a metagendmica com o
proposito de descobrir novas enzimas; no caso das enzimas celuloliticas, isso também nao
¢ diferente, contudo pela proximidade com o foco estabelecido para o desenvolvimento
desta investigacdo; resolvemos destacar o trabalho que descobriu e caracterizou a enzima
Umcel9B a partir do metagenoma de um solo associado a decomposi¢do de matéria
organica; esta nova enzima foi considerada pelos pesquisadores como sendo uma
endoglucanase de alta atividade e estabilidade a temperaturas baixas, evidenciando assim,
o seu grande potencial biotecnologico (PANG er al, 2009). Sob esta perspectiva,
nimeras outras investigacdes ja foram ou estdo sendo conduzidas com a tematica,
celulases, microrganismos nao-cultivaveis e metagenomas, inclusive o nosso grupo de

trabalho ja realizou algumas investigagdes sobre esse tema (topico 1.7).



1.7 - LAGEM, Celulases, Microrganismos ndo-cultivaveis e Metagenomas

O Laboratorio de Genética de Microrganismos (LAGEM) da Universidade
Estadual de Londrina (UEL), recentemente implantou entre as suas linhas de pesquisa as
tematicas; celulase, microrganismos ndo-cultivaveis € metagenoma; nesta perspectiva
uma das primeiras mvestigagdes realizadas pelo nosso grupo de pesquisa se refere aquela
em que constatamos que em um nitossolo (tipo de solo semelhante aos encontrados no
PEMG) com diferentes deposicdo de serapilheira, ndo apresentou diferenga estatistica
significativa entre 0 nimero de Unidades Formadoras de Colonia (UFC); quer sejam para
0s Microrganismos Celuloliticos - MC (aqueles capazes de crescer nomeio de cultura
CMC) ou entdo para Microrganismos Veradeiramente Celuloliticos — MVC (aqueles que
além decrescer nomeio CMC, produzem um halo claro maior que 1 mm ao redor da sua
colonia apo6s a coloragdo com vermelho congo) (PEREIRA et al., 2016), no entanto, o
solo com maior deposi¢do de serapilheira apresentou uma atividade celuloliticas 33 vezes
maior que o solo com menor deposi¢ao de serapilheira (13,16 g/LL e 0,4 g/L), evidenciando
assim, que toda esta atividade celuloliticas detectada, possivelmente deva estar
relacionada com os microrganismos ainda ndo-cultivaveis em laboratorio, ja que o
nimero de microrganismos cultivaveis foi semelhante entre as duas condigcdes avaliadas
(PEREIRA et al., 2016). Sabendo disso, Pereira e Barcellos, 2016, desenvolveram um
projeto relacionado a “mineragdo” do banco de dados metagenomicos EBI metagenomics
onde buscaram através de perfis Hidden Markov Models (HMM) por homologos
distantemente  relacionados a celulases classificadas como endoglucanases, nos
metagenomas tipo shot gun de diversos tipos de solos ja depositados naquele banco de
dados; como resultado, constataram que o melhor 4if dentre todos os que obtiveram, se
referia a um projeto relacionado a deposicdo de matéria orginica no solo (identificacdo
EBI metagenomics - ERR1303295), confirmando assim, a hipdtese de que ambientes
como serapilheira onde ocorre uma grande deposicdo de matéria orgdnica no solo, sdo
locais privilegiados para bioprospeccdo de enzimas celuloliticas, tornando se assim,mais

um motivo que justifica a realizagdo deste trabalho.



2 - JUSTIFICATIVA

A seguir serdo reapresentados de forma sumaria os argumentos que justificam a
realizacdo do trabalho. Em primeiro lugar como ja foi pontuado anteriormente, a
serapilheira além de nos prestar inestimaveis servicos ambientais, também pode ser
considerada um hotspot € um hotmoment para o desenvolvimento microbiano, contudo,
mesmo diante desta informagdo tdo relevante, nenhuma pesquisa com microrganismos no
PEMG estabeleceu esta importante camada do horizonte orgénico do solo, como o foco
principal de suas investigagdes. Além disso, nos ultimos dez anos, apenas duas das
noventa e oito pesquisas cientificas realizadas no PEMG estudou microrganismos, dentre
elas, apenas uma investigou a comunidade fingica, no entanto, ela o fez de forma parcial
e identificou os fungos somente com base em aspectos morfologicos o que ¢ atualmente
jd ndo ¢ uma conduta muito usual em microbiologia. Adicionalmente, por ter o PEMG
um conjunto florestal bem preservado, possivelmente a microbiota associada ao
solo/serapilheirra j& esteja bem estabelecida e abrigue novas celulases que inclusive
podem vir a se tornar muito uteis para a humanidade, sendo assim, este trabalho além de
contribuir com a tarefa de mnventariar como € composta a comunidade fingica de
microrganismos associados ao solo/serapilheira, o nosso grupo de pesquisa, contribuira
ainda com a conservagdo de uma pequena fragdo do patrimonio genético de
microrganismos do PEMG que serdo preservadas através das bibliotecas com clones que
serdo construidas, além disso, existe uma grande possibiidade de encontrarmos novas
enzimas celuloliticas com grande potencial de aplicagdes em biotecnologia; por todos

estes motivos este trabalho deve ser realizado.



3 - OBJETIVOS

Geral

e (aracterizar como ¢ composta a comunidade total dos fingos que estdo presentes
na serapilheira do Parque Estadual Mata dos Godoy e investigar sobre a atividade

celuloliticas de enzimas obtidas a partir desta camada.

Especificos

e Extrair DNA a partir da serapilheira.
e Sequenciar e analisar o metabarcoding de ITS

e Construir uma biblioteca metagenomica funcional para analise de enzimas com
potencial celulolitico.

e (Caracterizar bioquimica e molecularmente todos os clones positivos encontrados.
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4 - METODOLOGIA

4.1 - Coleta do solo/serapilheira

As amostras de solo/serapilheira serdo coletadas proximas a Trilha das Perobas e
Figueiras (figura 1 — lnha rosa), em local ainda a ser definido por andlise visual no
momento da coleta (local com presenga de fungos visiveis). As amostras serdo obtidas
com o auxilio de um cilindro de ago estéril (autoclavado) cuja capacidade para coletar
material ¢ de aproximadamente trezentos e cinquenta gramas, sendo assim, este sera o
valor em peso aproximado que cada amostra conterd. Apods cada coleta, as amostras
passardo a ser denominadas de subamostras e rdo compor ao final de todas as coletas,
uma Unica amostra que conterd todo o conteido material das quinze subamostras que
planejamos  coletar (aproximadamente cinco quilogramas de solo/serapilheira)
(Belanger e Res, 2008). Em seguida toda a amostra obtida serd acondicionada em um
unico saco plastico com fecho tipo zplock e serdo transportadas até o Laboratorios de
Genética de Microrganimos (LAGEM) da Universidade Estadual de Londrina (UEL)
numa caixa térmica de isopor com gelo, para preservar a amostra até que ela possa ser

analisada.

Figura 1- Trilhas e trajetos do Parque Estadual Mata dos Godoy

Area do Parque

Organizagao: Nathalia Prado Rosolém
Claudia Melatti

Fonte: IAP, 2002 ——— Trilha das Perobas e Figueiras
Projec&o Transversa de Mercator Trilha do Peter
UTM - SAD 69 - Zona 2285 N = i
——— Trajeto: Portal-Projeto Madeira-
S —— Trilho do Catetos-Trilha do Peter

Fonte: Mellatti e Archela (2014)
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4.2 - Analises quimicas do solo

Uma parte da amostra coletada sera encaminhada a um laboratoério parceiro, onde

entdo serdo realizadas as analises de macro e micronutrientes.

4.3 - Extragdo de DNA para o metabarcoding

A extragdo de DNA da amostra do solo, serdo realizadas utilizando o kit
PowerMax Soil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories) seguindo as recomendagdes

do fabricante.

4.4 - Sequenciamento do metabarcoding ITS

O sequenciamento metabarcoding ITS sera realizado num sequenciador Ilumina

por uma empresa de sequenciamento de nova geragao.

4.5 - Andlise das sequéncias do metabarcoding ITS

A pipelne de bioinformatica selecionada para a realizagdo da andlise do
metabarcoding de ITS foi a oferecida pela ferramenta MGRAST (metagenomic analysis
server) (figura 2) do Argonne National Laboratory (WILKE et al., 2015) pois ela € user

friendly e reuni ferramentas adequadas e atualizadas.

Figura 2: Etapas que compoe a pipeline das andlises realizadas pelo MGRAST.
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Fonte: Wike et al., 2015
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4.6 - Enriquecimento das amostras de solo para o desenvolvimento do metagenoma
funcional

Para enriquecer a producao de enzimas celuloliticas, amostras do solo serdao
incubadas com 25 mL de tampao acetato pH 4 e 0,5 g de papel filtro em um banho-maria
com agitagdo constante por 24 h (40°C e 120 rpm).

4.7 - Extragdo de DNA para o metagenoma funcional

A extragdo de DNA da amostra enriquecida serd realizadas utilizando o kit
PowerMax Soil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories) a partir de 10g do solo

seguindo as recomendagdes do fabricante.

4.8 - Clonagem

O DNA genomico obtido a partir da extragdo anterior sera fragmentado com
auxilio da enzima de restricdo Bglll, e ligados no vetor TOPO TA (Invitrogen), conforme
protocolo descrito pelo fabricante; em seguida os vetores recombinantes serdo
mntroduzidos na cepa de Escherichia coli DH5 a por choque térmico conforme protocolo

descrito por Sambrook et al., 2006.

4.9 - Triagem da atividade celulolitica

A avaliacdo da atividade celulolitica sera realizada em meio solido CMC
(2 glL de extrato de levedura, 1 g/L KH2PO4, 5 g/ MgSO4, 5 g/L de papel filtro e
15 g/LL de 4gar) e incubado a 37°C por 2 dias, ap0ds este periodo, as placas serdo coradas
por 15 min com uma solugdo aquosa de vermelho congo (Img/mL) e descoradas por
5 min com uma solugdo de NaCl 1M; serdo considerados clones positivos aqueles capazes
de crescer no meio solido CMC e também de produzir um halo claro >1 mm ao redor da
sua colonia. Os clones com maiores halos serdo selecionados para ensaios para a
otimizagdo da produgdo da enzimas celuloliticas e também para o sequenciamento de

DNA (SETHI et al., 2013).
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4.10 - Sequenciamento dos clones positivos para produgdo da enzima celulase

O sequenciamento do gene da celulase serd realizado em um sequenciador por

eletroforese capilar em uma laboratdrio parceiro.

4.11 - Identificacdo das sequéncias génicas obtidas e da presenca de dominios
conservados de proteinas

As sequéncias génicas obtidas serdo identificadas com base em andlises de
similaridade com sequéncias génicas depositadas no banco de dados GenBank utilizando
o programa BLASTN (NCBI). A presenga de dominios conservados de proteinas serdo
analisadas com base em analises de similaridade com sequéncias de proteinas depositadas

no banco de dados GenBank utilizando o programa BLASTX (NCBI).



5 - CUSTOS DO PROJETO

Valor Valor
Reagentes Unitario | Quant. Total
R$) R$)
1 kb plus dna ladder, fr ¢/ 250ug 803,00 1 803,00
Acido Borico Granulado PA, fr ¢/ 500g 12,80 1 12,80
Acido Cloridrico 1IN, fr ¢/ 1L 9,00 1 9,00
Acido Nalidixico, fi ¢/ Ig 85,00 1 85,00
Agar Bacteriologico, fi ¢/ 500g 447,40 2 894,80
Agarose Ultrapura, fi ¢/ 100g 817,00 2 1.634,00
Alcool Isoamilico PA, fi ¢/ IL 52,50 1 52,50
Alcool Isopropilico PA, fi ¢/ 1L 26,00 1 26,00
Ampicillina, fr ¢/ 200mg 148,00 1 148,00
Azul de Bromofenol, fr ¢/ 5g 15,00 1 15,00
Bamhl, fr ¢/ 2000U 246,00 1 246,00
Carboximetilcelulose, fi ¢/250g 40,00 1 40,00
Cloroformio PA, fr ¢/ 1L 35,00 1 35,00
Criotubo, cap. 2,0mL, pct ¢/ 100un 110,00 5 1.100,00
CTAB, fi ¢/ 100g 335,20 1 335,20
DMSO PA, fi ¢/ 1L 91,00 1 91,00
dNTPs kit ¢/ 4 x 25umol 577,50 1 577,50
EDTA, fr ¢/ 500g 499,00 1 499,00
Fenol, fr ¢/ 100ml 484,50 1 484,50
Glicerol, fr ¢/ 500ml 275,50 1 275,00
IPTG, fr ¢/ 1g 300,00 1 300,00
LB Broth, fr ¢/ 500g 447,00 2 854,00
Luva tam. M, cx ¢/ 100un 25,50 5 127,50
Microtubo cap. 0,6ml, pct ¢/1000un 120,00 5 600,00
Microtubo cap. 1,5ml, pct c/ 500un 215,00 5 1.075,00
Power Soil DNA Isolation Kit (50 reagdes) | 1.200,00 1 1.200,00
Purelink Genomic DNA, kit ¢/ 250rxn 3.012,00 1 3.012,00
Purelink Quick Mini, kit ¢/ 250rxn 1606,00 1 1606,00
SDS, fr ¢/ 500g 926,00 1 926,00
Sulfato de Magnésio PA, fr ¢/ 1kg 15,00 1 15
Sybr Safe, fi ¢/ 400uL 323,00 1 323,00
Tris ultrapuro, fr ¢/ 1kg 532,00 1 532,00
Vermelho Congo PA, fr ¢/ 25¢g 17,00 1 17,00
X-gal, fr ¢/ 100mg 426,00 1 426,00
TOTAL - - 18.376,80
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6 - CRONOGRAMA DE EXECUCAO
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ATIVIDADES

2016

2017

4°%rm

1°trim

2trim

3°trim

4°trim

Coletar o Material

Extrair o DNA

Analisar as sequéncias obtidas a partir
sequenciamento do metabarcoding de ITS

Inserir em plasmideos o DNA extraido

Triar os clones para a atividade celulolitica

Sequenciar os clones positivos

Analisar as sequéncias

Realizar ensaios enzimaticas adicionais
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