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Resumo

Bradysia hygida (Díptera, Sciaridae), é, entre outros insetos, utilizado como 
modelo  experimental  na  análise  de  processos  funcionais  associados  à 
amplificação gênica. O sistema BAC utilizado permite clonar fragmentos de 
uma variedade de genomas complexos, onde o DNA é estável, fácil  para 
manipular  e  permite  a  clonagem  de  fragmentos  extensos  do  genoma, 
podendo chegar a até 300 Kb. O objetivo desse trabalho foi  obter clones 
contendo seqüências nucleotídicas de Bradysia hygida em vetores tipo BAC 
(Bacterial Artificial Chromosome) para posterior montagem de uma biblioteca 
genômica desse sciarídeo.  

Introdução 

Os  segmentos  amplificados  dos  cromossomos  politênicos  de  glândula 
salivar  de  sciarídeos  são  utilizados  amplamente  em  biologia  do 
desenvolvimento para estudo da ação gênica em nível cromossômico (Gerbi 
e  Urnov,  1996).  Nos  cromossomos  politênicos  das  células  da  glândula 
salivar de Bradysia hygida são encontradas expansões, que são os pufes de 
DNA, de ocorrência exclusiva nos sciarídeos (Sauaia,1971). Nos pufes de 
DNA há uma elevada síntese de DNA (Rudkin e Corlette, 1957), permitindo 
assim um incremento do número de moldes de DNA e a amplificação da 
atividade  de  sítios  cromossômicos  particulares  (Crouse,1968).  O  vetor 
utilizado nesse trabalho, o BAC (do inglês, Bacterial Artificial Chromosome), 
desenvolvimento por Shizuya et al. (1992) é utilizado para clonar fragmentos 
de uma variedade de genomas complexos, sendo que o DNA é estável, fácil 
para  manipular  e  uma  fonte  simples  de  DNA  exógeno.  Além  dessas 
vantagens os fragmentos de DNA ligados no vetor BAC, são muito maiores 
do que as tradicionalmente usadas na clonagem tradicional, podendo chegar 
a ter 300 Kb (Shizuya et al.; 1992).
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Com esse trabalho foram obtidos alguns clones contendo DNA de 
Bradysia hygida em vetores do tipo BAC, os quais foram extraídos por lise 
alcalina e/ou CTAB para posterior análise dos fragmentos.

Materiais e métodos 

O vetor BAC foi preparado seguindo-se o protocolo do kit  Large-Construct 
(QIAGEN®) e submetida à eletroforese em gel de agarose 0,7%, em tampão 
TBE 1X (Sambrook e Russel, 2001). Comprovada a eficiência da extração 
do BAC procedeu-se à clivagem do mesmo com a enzima  BamHI e em 
seguida  foi  realizada  a  confirmação  da  linearização  do  vetor  através  de 
eletroforese em gel de agarose 0,7%. Em seguida, o vetor foi desfosforilado 
utilizando-se a enzima TSAP (PROMEGA®)  e  em seguida armazenado a 
-80°C.

Para  a  obtenção  de DNA genômico  de  B.  hygida foram utilizadas 
indivíduos adultos desse sciarídeo. O DNA foi extraído e purificado conforme 
o protocolo de Sambrook e Russel (2001). O DNA purificado obtido de  B. 
hygida foi  clivado  parcialmente  com  a  enzima  MboI  e  analisado  por 
eletroforese  em  gel  de  agarose  0,7%.  A  fração  relacionada  ao  maior 
tamanho molecular foi recuperada do gel e purificada utilizando-se o kit de 
extração de gel QIAEX®II (QUIAGEN®).

A reação de ligação entre o BAC e os fragmentos de DNA genômico 
de  B. hygida foi realizada utilizando-se a enzima T4  ligase.  A eficácia da 
reação foi  verificada através de eletroforese em gel  de agarose 0,7%. A 
amostra contendo o DNA recombinante foi armazenada a -80°C.

O  tamanho  das  moléculas  de  DNA  recombinante  é  de  tamanho 
elevado e então a transformação necessita de alta eficiência (Shizuya et al., 
1992).  Desse  modo  o  DNA  recombinante  foi  introduzido  em  bactérias 
Escherichia coli  DH10B  eletrocompetentes.  Essas  bactérias  foram 
preparadas para o processo de eletroporação anteriormente como descrito 
em Sambrook e Russel (2001). 

O  DNA  recombinante  foi  inserido  por  eletroporação  (Sambrook  e 
Russel, 2001). Os clones obtidos foram extraídos por lise alcalina e/ou CTAB 
e em seguida clivados com enzima NotI-HF, e analisados por eletroforese 
em gel de agarose 0,7%.

Resultados e Discussão

O vetor  pBeloBAC11 foi  analisado  para  que  pudesse  ser  comprovada  a 
qualidade da extração (Figura 1A). Após a purificação do vetor foi realizada 
a  sua  linearização  com  a  enzima  BamHI  (Figura  1A,  raia  2),  sua 
desfosforilação (Figura 1B, raia 1),  e o sucesso da desfosforilação do vetor 
com a enzima TSAP (Figura 1B, raia 2), ensaio de ligação com o vetor não 
fosforilado, raia 3 e fosforilado, raia 4.
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Figura 1. Obtenção do vetor BAC. A, 1, vetor pBeloBAC11; 2, vetor pBeloBAC11 clivado; B, 
1, controle da desfosforilação; 2, desfosforilação com TSAP; 3, controle da ligação; 4, 
ligação com vetor desfosforilado. M) marcador molecular λHindIII em pares de base. 

Eletroforese em gel de agarose 0,7%.

O DNA de B. hygida (Figura 2A) foi clivado parcialmente com a enzima de 
restrição MboI (Figura 2B).
A amostra contendo o DNA clivado foi analisada e em seguida a fração entre 
23 kb e 9kb foi recuperada e purificada (Figura 2C). O DNA resultante foi 
ligado ao vetor desfosforilado obtendo-se dessa forma o DNA recombinante. 
Com  o  processo  de  transformação  por  eletroporação  obteve-se  alguns 
clones que foram armazenados em cultura contendo 15% de glicerol 
87%  em  freezer  -80ºC.  Os  clones  foram  extraído  pelo  método  CTAB, 
posteriormente  purificados utilizando-se  o método fenol-clorofórmio,  e  em 
seguida clivado com enzima NotI-HF, como pode ser observado na Figura 
2D.
O desenvolvimento de uma biblioteca genômica de Bradysia hygida poderá 
auxiliar nos estudos envolvendo o processo de replicação, já que poderão 
ser  analisadas  as  seqüências  dowstream e  upstream dos  genes  já 
conhecidos desse inseto. 

Figura 2. Obtenção do DNA genomico de Bradysia hygida. A, DNA purificado de B. hygida. 
B, DNA de B. hygida clivado parcialmente com MboI. C, eluição do DNA de tamanho 
molecular entre 23 e 9 kb. D, raia 1 vetor pBeloBAC11,  raia 2, DNA recombinante. M, 
marcador molecular λ hind III em pares de base. Eletroforese em gel de agarose 0,7%.
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Conclusões 

Com este trabalho foi possível a obtenção de clones genômicos de Bradysia 
hygida em vetor BAC e a sua purificação o que possibilitará posteriormente a 
montagem de uma biblioteca genômica.
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