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Resumo

Bradysia hygida (Diptera, Sciaridae), é, entre outros insetos, utilizado como
modelo experimental na analise de processos funcionais associados a
amplificagdo génica. O sistema BAC utilizado permite clonar fragmentos de
uma variedade de genomas complexos, onde o DNA é estavel, facil 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 sequéncias nucleotidicas de Bradysia hygida em vetores tipo BAC
(Bacterial Artificial Chromosome) para posterior montagem de uma biblioteca
gendmica desse sciarideo.

Introducgao

Os segmentos amplificados dos cromossomos politénicos de glandula
salivar de sciarideos sao utilizados amplamente em biologia do
desenvolvimento para estudo da agdo génica em nivel cromossémico (Gerbi
e Urnov, 1996). Nos cromossomos politénicos das células da glandula
salivar de Bradysia hygida sao encontradas expansodes, que sao os pufes de
DNA, de ocorréncia exclusiva nos sciarideos (Sauaia,1971). Nos pufes de
DNA ha uma elevada sintese de DNA (Rudkin e Corlette, 1957), permitindo
assim um incremento do numero de moldes de DNA e a amplificacdo da
atividade de sitios cromossdmicos particulares (Crouse,1968). O vetor
utilizado nesse trabalho, o BAC (do inglés, 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 estavel, facil
para manipular e uma fonte simples de DNA exdégeno. Além dessas
vantagens os fragmentos de DNA ligados no vetor BAC, sdo muito maiores
do que as tradicionalmente usadas na clonagem tradicional, podendo chegar
a ter 300 Kb (Shizuya et al.; 1992).

Anais do XIX EAIC — 28 a 30 de outubro de 2010, UNICENTRO, Guarapuava —PR.



T £AIC

XIX Encontro Anual de Iniciagao Cientifica

Com esse trabalho foram obtidos alguns clones contendo DNA de
Bradysia hygida em vetores do tipo BAC, os quais foram extraidos por lise
alcalina e/ou CTAB para posterior analise dos fragmentos.

Materiais e métodos

O vetor BAC foi preparado seguindo-se o protocolo do kit Large-Construct
(QIAGEN®) e submetida a eletroforese em gel de agarose 0,7%, em tamp&o
TBE 1X (Sambrook e Russel, 2001). Comprovada a eficiéncia da extracao
do BAC procedeu-se a clivagem do mesmo com a enzima BamH| e em
seguida foi realizada a confirmacado da linearizacdo 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 obtencdo de DNA genbmico de B. hygida foram utilizadas
individuos adultos desse sciarideo. O DNA foi extraido e purificado conforme
o protocolo de Sambrook e Russel (2001). O DNA purificado obtido de B.
hygida foi clivado parcialmente com a enzima Mbol e analisado por
eletroforese em gel de agarose 0,7%. A fracdo relacionada ao maior
tamanho molecular foi recuperada do gel e purificada utilizando-se o kit de
extracédo de gel QIAEX®II (QUIAGEN®).

A reacao de ligacao entre o BAC e os fragmentos de DNA genémico
de B. hygida foi realizada utilizando-se a enzima T4 ligase. A eficacia da
reacao 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 € de tamanho
elevado e entdo a transformacao necessita de alta eficiéncia (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 eletroporagao anteriormente como descrito
em Sambrook e Russel (2001).

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

Resultados e Discussao

O vetor pBeloBAC11 foi analisado para que pudesse ser comprovada a
qualidade da extracao (Figura 1A). Apos a purificagdo do vetor foi realizada
a sua linearizagdo com a enzima BamH| (Figura 1A, raia 2), sua
desfosforilagéo (Figura 1B, raia 1), e o sucesso da desfosforilagdo do vetor
com a enzima TSAP (Figura 1B, raia 2), ensaio de ligagdo com o vetor nao
fosforilado, raia 3 e fosforilado, raia 4.
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Figura 1. Obtencgdo do vetor BAC. A, 1, vetor pBeloBAC11; 2, vetor pBeloBAC11 clivado; B,
1, controle da desfosforilagdo; 2, desfosforilagao com TSAP; 3, controle da ligagao; 4,
ligagdo com vetor desfosforilado. M) marcador molecular AHindlll 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
restricdo Mbol (Figura 2B).

A amostra contendo o DNA clivado foi analisada e em seguida a fragao 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 transformagao por eletroporacdo obteve-se alguns
clones que foram armazenados em cultura contendo 15% de glicerol

87% em freezer -80°C. Os clones foram extraido pelo método CTAB,
posteriormente purificados utilizando-se o método fenol-cloroférmio, e em
seguida clivado com enzima Notl-HF, como pode ser observado na Figura
2D.

O desenvolvimento de uma biblioteca genémica de Bradysia hygida podera
auxiliar nos estudos envolvendo o processo de replicagdo, ja que poderao
ser analisadas as sequéncias dowstream e upstream dos genes ja
conhecidos desse inseto.
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Figura 2. Obtengdo do DNA genomico de Bradysia hygida. A, DNA purificado de B. hygida.
B, DNA de B. hygida clivado parcialmente com Mbol. C, eluicido do DNA de tamanho
molecular entre 23 e 9 kb. D, raia 1 vetor pBeloBAC11, raia 2, DNA recombinante. M,

marcador molecular A hind 11l em pares de base. Eletroforese em gel de agarose 0,7%.
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Conclusoes

Com este trabalho foi possivel a obtencao de clones gendmicos de Bradysia
hygida em vetor BAC e a sua purificagdo o que possibilitara posteriormente a
montagem de uma biblioteca gendmica.
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