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Resumo: Dominios funcionais do DNA podem estar localizados em regides denominadas algas ou loops,
formados pela associagdao do DNA a uma estrutura nuclear protéica denominada matriz nuclear. Varias
possiveis fungdes tem sido reportadas para as regides de associagdo a matriz nuclear (MARs) como
ativagcdo da transcrigcdo, replicagdo e reparo. MARs, ou seqliiéncias adjacentes a essas regides podem
apresentar sitios intrinsecos de DNA curvo. Até agora nao € conhecida nenhuma seqiéncia consenso que &
caracteristica de uma MAR, mas pesquisadores que identificaram fisicamente as MARs tentaram
correlacionar sua presenga com a ocorréncia de varios motivos de sequéncia, como DNA curvo. O objetivo
deste trabalho é a andlise do comportamento eletroforético de fragmentos de DNA & montante do gene
BhC4-1 de Bradysia hygida amplificados pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), relativos a regides
putativas de associagdo a matriz nuclear, detectadas in silico. Inicialmente a sequéncia do fragmento de
3990 pb, contendo a regido em analise, sera analisada para a predicdo computacional de regides de
associagdo a matriz nuclear, pelo software MAR-Wiz, disponivel gratuitamente no site
http://www.futuresoft.org/modules/MarFinder/index.html. Os graficos serdo gerados em diferentes janelas de
analise. Para a reagdo de PCR sera utilizado como femplate o DNA recombinante contendo o inserto de
3990 pb clonado no plasmideo pT7T3. O DNA recombinante sera quantificado por espectrofotometria de luz
U.V. e por eletroforese em gel de agarose a 0,7%, para determinar a concentragdo 6tima para a reagao da
PCR. As temperaturas 6timas de anelamento dos primers serédo definidas utilizando o software FAST PCR,
disponivel online em http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/Programs/fastpcr.ntm. Apdés a PCR, os amplicons
serdo analisados em géis de agarose a 1%, para a confirmacdo da positividade da reagdo. Para a analise
do comportamento eletroforético, os amplicons serao analisados por eletroforese em géis de poliacrilamida
a 6%, a uma temperatura de 4°C. Para a confirmagdo da presenca de curvatura intrinseca, estes
fragmentos serdo analisados por eletroforese em géis de poliacrilamida a 6%, na presenga de brometo de
etidio, em temperatura ambiente. As seqiéncias dos fragmentos amplificados serdo submetidas a
modelagem 3D, utilizando o programa 3D15m1, para o estudo da curvatura. Com os resultados obtidos sera
possivel fazer uma analise preliminar da presencga de sitios intrinsecos de curvatura em regides do DNA
escolhidas para se avaliar experimentalmente o potencial de associagdo a matriz nuclear, em diferentes
estadios do desenvolvimento larval de do sciarideo Bradysia hygida, projeto em andamento por nosso grupo
de pesquisa.
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