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CLONAGEM, DISRUPGAO E CARACTERIZAGAO DO GENE HOMOLOGO A SRB10 DO
COMPLEXO MEDIADOR DE TRANSCRIGAO EM HANSENULA POLYMORPHA

Barbara da Costa Reis Monte-Mér (Bolsista FAPESP) e Prof. Dr. Gongalo Amarante Guimaraes
Pereira (Orientador), Instituto de Biologia - 1B, UNICAMP

A expressdo do gene MOX na levedura Hansenula polymorpha é essencial ao metabolismo do
metanol, sendo a enzima codificada responsavel pelo primeiro passo na degradacéo desta fonte
de carbono. Estudos anteriores mostram que o gene MOX é fortemente reprimido por glicose. O
mecanismo de repressdo por glicose tem sido bastante estudado no sentido de se compreender
nao soO suas vias de sinalizacdo celular, mas também seu efeito sobre as proteinas regulatérias,
que afetam diretamente a transcrigdo génica. O Complexo Mediador € um complexo multiproteico
responsavel pela integracdo de sinais regulatorios especificos a maquinaria basal de transcrigéo.
Particularmente, o Mediador tem grande importédncia no mecanismo de repressao por glicose
causada pelo complexo SSN6-TUP1 e, neste processo, a subunidade SRB10, que fosforila o
dominio CTD da RNA polimerase, é essencial. Este projeto tem por objetivos clonar e disromper o
gene homologo a SRB10 do genoma de Hansenula polymorpha; além de caracterizar os mutantes
obtidos. Usando técnicas de PCR e oligonucleotideos degenerados foi possivel clonar um
segmento de DNA com alta similaridade a SRB10. A seqléncia especifica obtida foi utilizada na

construgdo de um cassete para a disrupgédo e como sonda para a clonagem do gene completo.
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