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no Estado de Sio Paulo. E previsto o isolamento e a sub-
sequente andlise de 300 a 400 isolados ambientais. Essa
cole¢ao serd analisada seguindo os fundamentos da taxo-
nomia polifasica (Thompson et al., 2002; Vandamme et
al., 1996). Linhagens representativas dessa cole¢do serdo
analisadas por MLST. Os dados de MLST e de taxono-
mia polifasica de vibrios serao utilizados para a criagao
de uma ferramenta na internet para auxiliar a identifica-
¢30 de isolados desse importante grupo bacteriano. Nesse
web site, cada espécie terd sequéncias dos loci analisados
e ferramentas de compara¢ao que possibilitarao a identi-
ficagao on-line por qualquer pesquisador. O site serd pos-
teriormente mantido com recursos institucionais e atua-
lizado periodicamente com a descri¢ao de novas espécies.
Antecipamos que os conceitos e desenvolvimento de
protocolos experimentais resultantes deste projeto terao
fortes impactos e repercussao na pesquisa em taxonomia
microbiana em nivel internacional. Os resultados deste
projeto poderdo ser amplamente disseminados e aplica-
dos ao estudo de outros grupos microbianos complexos,
sendo de grande valia para a revisao taxonémica destes
e facilitagao do processo de descri¢ao de novas espécies
de bactérias.

Regulacao de genes de patogenicidade:
uso da bactéria Pseudomonas aeruginosa
pAl14 como um modelo de estudo de genes
envolvidos na patogenicidade

Regina Licia Baldini
Instituto de Quimica
Universidade de Séo Paulo (USP)
Processo 2003/09253-7
Vigéncia: 1/5/2004 a 30/6/2009

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria que pode
causar infec¢des oportunistas em individuos imunocom-
prometidos, especialmente vitimas de queimaduras e por-
tadores de fibrose cistica. A linhagem PA14, um isolado de
queimadura de um paciente, é capaz de infectar uma série
de modelos alternativos de patogenicidade, como plantas
e insetos, além do modelo mais utilizado, em camundon-
gos. Essa linhagem apresenta uma ilha de patogenicida-
de de 108 kb (Papi-1), onde se localizam varias regides
abertas de leitura (ORFs) conservadas em vdrias espécies
de bactérias, porém de fung¢ao desconhecida. Foi demons-
trado que pelo menos 20 dessas ORFs tém papel na viru-
léncia de P. aeruginosa PA14 contra mamiferos e plantas.
Produtos previstos de quatro dessas ORFs, organizadas
em dois dperons contiguos, apresentam similaridade de
sequéncia com sistemas de dois componentes, que sdo
os principais sistemas de regulacdo em cascata em bacté-
rias. Um grupo de ORFs que codifica para uma provével
fimbria do tipo chaperona-usher localiza-se adjacente a
esses dois dperons. Este projeto tem por objetivo estudar

a regulagdo dos genes de patogenicidade de P. aeruginosa
PA14 por meio de técnicas de biologia molecular, tendo
como ponto de partida os sistemas de dois componentes
localizados na ilha de patogenicidade Papi-1.

Caracterizacao genomica
e funcional de transposons mutator
em cana-de-agtcar

Maria Magdalena Rossi
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Universidade de Sao Paulo (USP)
Processo 2003/08890-3
Vigéncia: 1/4/2004 a 31/3/2008

Os elementos de transposi¢ao (TEs) constituem par-
te importante do material genético dos eucariontes, po-
dendo representar desde 45% em humanos até 50-80%
no genoma de gramineas. No banco de dados do Sucest,
foi encontrado um abundante espectro de TEs sendo
expressos. O elemento mais frequente foi o transposon
MuDR. Resultados obtidos em nosso laboratério revela-
ram que existem pelo menos trés classes desses transpo-
sons em plantas e que elas existiam previamente a diver-
géncia entre mono e dicotiledoneas. Dentro de cada uma
das classes, sio mantidas as relacdes filogenéticas entre as
espécies. Cada classe apresenta padrdes de inser¢ao gend-
mica, assim como frequéncia de stop codons e frame shifts
distintos; estas observagdes sugerem diferengas nos niveis
de atividade dos elementos. Nesse contexto, este projeto
visa a clonagem de elementos MuDR de cana-de-agticar
para sua posterior caracterizagdo gendmica e funcional,
sendo os objetivos especificos: a clonagem de pelo menos
um elemento MuDR para cada uma das trés classes iden-
tificadas, caracterizagdo estrutural dos elementos clona-
dos (introns, éxons, TIRs etc.), caracterizacao das regides
flanqueadoras, avaliagao do nimero de cdpias, identifica-
¢a0 da contribuicao dos parentais do hibrido e o estudo
da expressdo dos elementos.

Abordagens genomica e protedmica para
a identificacao de genes e de proteinas
envolvidos na tolerancia a radiacao

solar em fungos: aplicacdes para o
desenvolvimento de fotossensibilizadores

Gilberto Ubida Leite Braga
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Serao utilizadas as abordagens gendmica e protedmi-
ca para a identificacdo de genes e de proteinas envolvidos
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na tolerancia de fungos a radiagdo solar e para o estudo
dos efeitos moleculares da fotossensibilizagao. A primeira
etapa do projeto serd conduzida com Saccharomyces ce-
revisiae. A identificacdo dos genes sera feita por meio da
comparacao de transcriptomas de células expostas com os
de células ndo expostas a radiagdo obtida com a utilizagao
de microarray de DNA. A identificagao de proteinas serd
realizada por meio da comparagdo de proteomas de células
expostas e com os de células ndo-expostas a radiagdo. As
proteinas totais serdo separadas por eletroforese bidimen-
sional e os contrastes serdo isolados e analisados por meio
de Maldi-TOF MS. A identificagdo das proteinas contras-
tantes serd feita por meio de comparag¢des com bancos de
dados de proteinas de levedura. As mesmas abordagens
serdo utilizadas para o estudo dos efeitos moleculares do
tratamento do fungo com substancias fotossensibilizado-
ras. Na segunda etapa, serao conduzidos estudos de foto-
biologia e de fotoquimica de conidios do deuteromiceto
entomopatogénico Metarhizium anisopliae objetivando a
identificagdo de genes envolvidos na tolerancia a radiagao
solar expressos durante a conidiogénese e a identificagao
de substéincias fotoprotetoras presentes nos conidios.

Isolamento e caracterizacao de transcritos
sexo-especificos em peixes utilizando a
técnica de DDRT-PCR (Differential Display
Reverse Transcriptase)
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O Departamento de Morfologia do Instituto de Bio-
ciéncias da Unesp/Botucatu possui diversas linhas de pes-
quisa nas dreas de biologia celular e molecular, histologia
e embriologia que, entre outras, incluem estudos sobre
efeitos de substincias cancerigenas e de drogas, biologia
da reprodugao e do desenvolvimento, determinagao e dife-
renciagao sexual, citogenética, genética evolutiva e molecu-
lar, identificagdo e caracterizagdo de proteinas contréteis e
histofisiologia e histopatologia dos aparelhos reprodutores
feminino e masculino. Embora vérias metodologias sejam
utilizadas para o desenvolvimento desses estudos, tecno-
logias de expressdao génica diferencial ainda nao sio apli-
cadas e mostram-se extremamente importantes para sua
complementagao, fortificagdo e atualizagdo. Nos dltimos
anos, diversas metodologias que permitem a identificacdo
de transcritos diferencialmente expressos, ou seja, genes ex-
pressos como RNAs mensageiros para sintese de proteinas e
que diferem em abundéncia entre diferentes amostras, vém
sendo descritas. Entre estas, a técnica de display diferencial
(DO) representa uma metodologia relativamente simples e
de baixo custo que constitui um modelo adequado para a

implementac¢ao de estudos de expressao génica diferencial
— por meio de transcri¢ao reversa de RNA utilizando um
primer ancorador, seguida de reagao em cadeia da polime-
rase (PCR) do DNA complementar utilizando um primer
arbitrario, diferencas de expressdo génica entre amostras
distintas podem ser visualizadas por meio de eletroforese
em gel de poliacrilamida. Como objeto inicial de estudos
em expressao génica diferencial utilizando a técnica de dis-
play diferencial, a espécie Leporinus macrocephalus, peixe de
grande importincia econdmica para a pesca e para a pisci-
cultura nacional e que apresenta um sistema cromossomi-
co de determinagao sexual do tipo ZZ/ZW, foi selecionada
para a identificagdo e caracterizagdo de transcritos sexo-es-
pecificos. Os resultados configurardao dados extremamente
importantes para a compreensao da origem e da evolucao
dos mecanismos de determinac¢do e diferenciacao sexual
em peixes e, de modo geral, em vertebrados.

Uso de marcadores Radp na analise
genética de arvores matrizes vs. populacoes
derivadas que formam parte do banco de
germoplasma da floresta da USP-RP
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Areas de florestas tropicais tém diminuido progres-
sivamente, para dar lugar a campos de agricultura, de
pastagens e a extensas dreas de terras degradadas, com
grande perda da biodiversidade. Na regido de Ribeirdo
Preto, existem somente pequenas manchas de mata nativa
em algumas fazendas, nos limites da cidade e no bosque
municipal. Ante a urgéncia da disponibilidade de 4reas
para reflorestamento na regido de Ribeirao Preto (pois o
municipio conta com apenas 1,46% de sua drea floresta-
da, aproximadamente 0,36m? habitante quando a reco-
mendac¢do da OMS é de 12m*/habitante — Sema, 1995) e o
resgate das espécies arboreas nativas regionais, iniciou-se,
em 1997, a instalagdo de uma drea de reflorestamento he-
terogéneo e a criagdo de um banco genético de sementes
(banco de germoplasma). A manuteng¢do da diversidade
genética das espécies florestais que constituem este banco
localizado na “floresta da USP-RP” assegurard a sua sobre-
vivéncia, permitindo o resgate de espécies da flora regional
da mata estacional semidecidual. Futuramente este banco
fornecerd sementes com garantida diversidade genética
contribuindo para a efetiva recuperacio de dreas degrada-
das em programas de reflorestamento florestal da regido.
Também, esta floresta favorecerd as condi¢oes climdticas
e ambientais para a melhoria da vida da popula¢do, para
uma regido onde a cultura da cana-de-agticar ocupa quase
100% da paisagem. Assim, para evitar a perda da variagao



