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Due to the facility of measuring in vitro and in,

activity of the Green Fluorescent Protein (GFP),

GMAO36 -ESTUDO DA VARIABILIDADE DO ELEMEN-
TO TRANSPONIVEL P EM POPULA(OES NATURAlS DE
DROSOPHILA WILLISTONI. ~, A. K.; ROHDE, C.;
HEREDIA, F. e VALENTE, V. L. S. Departamento de Gene-
tica, Instituto de Biociencias, UFRGS, Porto Alegre/RS.

rohde@if.ufrgs.br

with different purposes (cell localization,
selection marker, folding report, etc).
research was to evaluate the influence of the

when these proteins were expressed as a

Escherichia coli. This is a part of a main
involves the use of GFP ~ ~ -

screening of mutated prot~ins. For that, thJ !

followed 4 steps: construction of the expressiop
expression, purification. ..

Elementos transponiveis (ou TEs) sao sequencias de DNA

capazes de mudar sua localiza<;ao no genoma de seus

hospedeiros. Estima-se que pelo menos 14% do genoma

de Drosophila seja composto par diferentes familias de

TEs. Devido a sua capacidade replicativa, os TEs repre-

sentam uma grande fonte de instabilidade gen6mica, es-

tando sujeitos a diferentes pressoes seletivas. No genera

Drosophila, as analises tem demonstrado que sua pre-

senc;:a pode nao estar diretamente relacionada com a

filogenia das especies que os portam, provavelmente

como resultado de transferencia horizontal (transferen-

cia entre duas diferentes especies). Um dos casas mais

bem estudados e 0 do elemento P de Drosophila

melanogaster, sendo D. willistoni a provavel especie do-

adora. A sequencia de Pentre estas duas especies e prati-

camente identica (a diferenc;:a e de apenas uma base);

entretanto, pouco se conhece sabre a distribui<;ao de P

em D. willistoni, ao contrario de O. me/anogaster. Nosso

objetivo e conhecer melhor 0 padrao gen6mico das in-

ser<;oes de P em O. williston; atraves da tecnica de

Southern blot. Para tanto, estao sendo caracterizadas 15

popula<;oes naturais de D. wi//istoni de diferentes locais

geograficos. Os resultados obtidos ap6s clivagem com a

enzima de restri<;ao Avail indicam que as popula<;oes es-

tudadas apresentam sequencias completas e deletadas de

P. 0 numero de c6pias do elemento, gerados a partir da

clivagem com a enzima Xhol, variou de 3 a 6 c6pias en-

tre as popula<;oes. Alem disso, 0 padrao semelhante de

bandas obtido sugere que alguns sitios de restric;:ao pare-

cem ser compartilhados pelas diferentes populal;:oes, de

jarma que a variac;:ao interpopulacional parece diminuir

quanta major a proximidade geografica entre as popula-

<;:oes. Financiamento: CNPq, FINEP, FAPERGS e

PROPESQ-UFRGS. '~

carries the inducible arabinose promoter and

-
The Bg.lA and GFP (mutant.

genes were cloned into this vector by
that carries specific restriction sites. Further. 2 ,-

different sizes (6 and 12 aminoacids) were

between the genes resulting in the vectors,

pBBLGH, respectively. Optimization of the

expression was conduced with both vectors at

arabinose concentrations. The highest activity

activity me.asured against p-nit~ophenyl
glucopyranoslde (PNPG) and GFP ,
d d h ., , I

etecte w en -

both constructs. the optimal conditi~~ -f;; , ;' 1,:

0.1 % of arabinose (culture density at 0.6 -J

and 14h of incubation. Once established the

conditions, E. coli cells harboring the pBBGH

cultivated and the fusion extracted (sonicatiorl,

press) and purified by Immobilized Metal:

Chromatography. The purity of the fused pro~ein

consideration the optimal pH , ,
the substrate specificity ot the (3-glucosidase i

thermostability of the GFP. Comparing to the \1'Iild
cel)ulase, it was possible to detect an increasb on

optimal temperature and a reduction on the:
activity agaiilst PNPG. It V\'as also possible to '

increase on the thermostability of the G~P

compared to the wild type protein. Financial!

CNPq, CAPES, USDA, NJ Marine Sciences
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, par seu alto grau de poli-

codominancia, tern sido largi1mente empre-

na constru<;:ao de mapas genetico~, na identifica-

associados a caracteres qu~ntitativos e em

.Tais sequencia$ repetitivas po-

detectadas pela tecnica de PCR.~ 0 entanto, al-
; C possibilidade de ocor-

nulos, associados a nao mplifica<;:ao de

alejo, que leva a um Ifalso gen6tipo

0 objetivo do presente trab~lho e demons-

serido"Tipo D") para analises populacionais. F i extraf-
do 0 DNA total de 40 indivfduos da l.inhagem H8 P4 (Ser-

rana-SP). Em seguida., 0 DNA foi tratado com en imas de

restri<;:ao RSA I,. Hae III e a combina<;:ao Alu I + SA I.. Os

fragmentos de 300 a 500 pb foram recortados ap '5 PAGE
a 5%, ligados ao pl~smfdeo pUC 18 Sma I, e lonados

em bacterias XLICC e DH5a.. Foram obtidas 17 olonias

de bacterias que continham plasmfdeos com in ertos de

DNA; 15 insertos forC\m resultantes do tratamento do DNA

total com a combina<;:ao de enzimas Alu I + R A I, e 2

resultantesdo tratamE!ntocom Haeili. Os plasmf eos com

insertos de DNA f<;)ram purificados e subm tidos a

seqUenciamento autci)matico. Foram encontrado 12 loci
de microssatelites, sendo 2 microssatelites p rfeitos,

CA{b) e TA(,!, e 10 microssatelites imperfeitos, os 2 maio-

res encontrados fora,m TA(41- TG- TAI31-GAA- TAil! TT- TAI1'-

TT- TAI5)-AA- TA{81 e GT(141-AT-GT/4\-GACT-GT/3!. Es,es resul~

tados estao de acordo com outros trabalhos que erifica-
ram que os microssatelites dinucleotideos sao ais lon-

gas. A tecnica de digestao de DNA com enzima de res-

tri<;:ao seguidadeclonagem mostrou~se eficaz na etec<;:ao

de loci de microssatelites. Acombina<;ao de nzimas,

neste caso, mostrou-~e mais eficiente para dona em dos

fragmentos de DNA, do que a a<;:ao indivi ual das

enzimas. Oligonucleotideos foram desenhados para os
loci de microssatelites encontrados. A analise de dais

desses loci, a partir de isolamento e amplifica<;:a atraves

de PCR, foifeitaem gel denaturante de poliacrilamida a

6% corado com pra~a. Os individuos de 5 po ula<;:6es

naturais daespecie [1>rosophila sr. 0 analisados presen-

taram bandas de aproximadamente 300 pb, ape as uma

popula<;:ao,de umaarea de cantata entre as espe ies Dro-

sophila sp. OeD; serido, apresentou uma ba da com

cerca de 250 pb. A amplifica<;:ao do DNA de out a popu-
la<;:ao apresentou duas bandas, uma com cerca de 200

pb, e outra com aprdximadamente 100 pb. Apoi Finan-

ceiro: CAPES, FAPESiP, CNPq, FINEP e USP.
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i uma amostr~ de Nelore. Em

180 femeas dessa rac;:a foil verificada au-

de equil.rbrio de Hardy-Weinberg Ipara este loco,

I pelo excesso de homOZig t tos (P<O,OOl).

foi observada nesta amostra, a presenc;:a de

, raro e em homozigose. As progenies des-

resultantes de cruzamentos 10m touros das
, Canchlm e Simental, foram a\1alisadas quan-

..Na analise de segrega-

BM 1224, foram co~siderados ape-

em que a paternidade foi Ct nfirmada para .marcadores, com uma proba ilidade de ex-

.; (PEc) de 0,97. Das 93 familias consi-

33 (35,5%) apresentaram a possibllidade de ocor-

alelo n~lo para 0 marcador BM 1224 nas feme-

.Nesses casas, 0 filho homozigqto recebeu um

;do pai, mas nao apresentou 0 lalelo da mae

.Das 65 maes que apresentar~m-se homozi-

transmitiram seu alelo para 0 fillho, e 33 nao 0

.Para verificar a frequencia do protavel alelo nulo

.na amostra de Nelore utiliza ; , os gen6tipos

provaveis portadorasforam altera os de homozi-

para heterozigotas para tal alelo. onsiderando a

de apenas um alelo nulo, verificou-se uma

.de 0,177. A existencia de alelps nulos em al-

; ~ microssatelites deve sF considerada
, sua utilizac;:ao em estimativasi de parametros

heterozigose, testes de paterni~ade e analises

pais existe a possibilidade d~ se estar traba-

com um marcador nao codominlante. Apoio fi-

FAPESP, Embrapa. :
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_0 PARA Ui Osrnicr~ssatelites SaD classes de marcadotes de DNA que

MO~ TRA :VOlvem um numero variavel de repeti~16es em tandem

2; ALENC :};a 5 pares de bases, Entre os marcadpres de DNA, a

SCO, M.D. ;,altse de microssatelites vem se mostr ~ do uma ferra-

-;;h"lu~jO~ ~e'f1t.a imr')rt.~nte para estuoos populaci nais. Oobjeti-
u~ao Allilll~'" ~!~deste trabaiho foi detectar.sequencias I e ':nicrossate1i-

iao Carlos- 1);' 1:10 genoma de Drosophna sr. D (anterlormente D.
,

0 sistema P-M de disgenesiahibrJda mostra pro unciada

varia<;:ao geografica em popula<;:Des naturais d Droso-

phila melanogastet: Foram estudadas neste tra alho li-

nhagens brasileiras procedentes de diferentes re iDes ge-

ograficas, classificadas fenotipicamente comoP modera-

das (MA, PI, MG e Spy, Q(PR, RS1, RSJe M'(S ), com 0

ohjetivo de verrficar a integridade e 0 nl!merO e c6pla5
GuS t:ementos P 11estas 1ir1hagf:~ns. v 11Llm(~rO ;: e LOr J'

foi avaliado atraves de analise de Southern pela digestao
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