Médulo DNA, Diversidade e
Hereditariedade

Apresentacao

Este mddulo faz parte do projeto Imagine, da Universidade Federal de Santa
Catarina, sendo um projeto de solidariedade internacional que visa a inclusao
cientifica e o intercambio cultural entre os povos. Com ele, procura-se discutir sobre
diversidade e variabilidade bioldgicas entre os seres vivos, sobre suas semelhancas
e diferencas, assim como entre os seres humanos, que naturalmente variam tanto
“dentro” como “entre” os diferentes povos e etnias.

A compreensao desta tematica, de tamanha complexidade, demanda um conjunto
de atividades e discussoes, que vao de debates com os participantes de grupos
envolvidos a apresentacao de videos, aulas explicativas, praticas e vivéncias
diversificadas, que culminam com o estudo molecular do DNA e suas implicacoes
na diversidade e na hereditariedade.

Para alcangar, no entanto, este universo microscopico e molecular, foi estabelecida
uma estratégia que vai da observagcao macroscopica até uma interpretacao do
universo molecular.

Os conceitos de diversidade e variabilidade podem ser trabalhados por meio de
coletas e classificacdo de materiais, como partes de plantas, animais etc. Da
observacao atenta do material coletado, praticas sao propostas, como as que
envolvem identificacdo de suas semelhancas e diferencas, considerando o
estabelecimento de critérios de agrupamento. Derivando-se dessa abordagem, é
possivel avancar na discussao sobre a observacao e interpretacao dos tipos
humanos, por meio de critérios que nos permitem reuni-los em variados e flexiveis
subgrupos.

Importante ressaltar que os critérios a serem estabelecidos, muitas vezes,
dependem da mensuragao de exemplares, por isso, medi¢des com instrumentos
variados sao importantes ferramentas a serem exploradas. O conjunto destas
atividades pretende levar os participantes a perceber que qualquer tipo de
classificacao é subjetiva.
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Médulo DNA, Diversidade e
Hereditariedade

Contudo, nem todas as caracteristicas possiveis de serem usadas como critérios de
agrupamento estao disponiveis para observacao a olho nu, uma vez que nosso
universo vai do macro ao microscépico. Praticas experimentalmente mais
elaboradas podem auxiliar no reconhecimento destas caracteristicas, como a
cromatografia em papel ou, mesmo, a extracao de DNA de diferentes espécies
(visivel a olho nu como um aglomerado de moléculas).

Vale lembrar que, mesmo observando aglomerados de moléculas de DNA, nao é
possivel compreendermos prontamente os processos que regem a producao de
moléculas que, por meio de multiplas interacOes, participam da constituicao das
caracteristicas dos seres vivos. Praticas simples, usando pecas de montagem,
podem nos auxiliar no entendimento de como dao-se estes mecanismos. Além
disso, estas praticas estimulam discussoes acerca do cddigo genético, quanto a sua
organizacao e o modo como é decifrado pelas células.

Finalmente, o trabalho com técnicas mais complexas, que demandam um suporte
tecnoldgico especifico, permite a identificacdo do material genético com grau
maior de detalhamento, inclusive com a possibilidade de compara-lo inter e
intraespecificamente.
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Coleta e Classificagdo de
Materiais

Objetivo Geral

Compreender sistemas de classificacao.

Objetivos Especificos

1) Discutir o conceito de critério.
2) Estabelecer critérios de classificacdo e aplicd-los em material obtido em coletas.
3) Concluir que critérios de classificagdo sao subjetivos.

1
Coletando o Material

+ Estabelecer dois a trés locais, em diferentes ambientes nos
arredores da prépria comunidade onde vivem, trabalham ou
estudam os participantes, para serem usados como pontos de
coleta de itens de material biolégico e/ou nao bioldgico (por
exemplo, folhas, flores, frutos, pedra, lixo etc.).

¢ Dividir os participantes em 3 a 4 grupos.

* (Cada grupo devera coletar de 5 a 10 unidades diferentes de cada
um dos itens previamente determinados. O numero de itens
dependerd da quantidade de grupos formados, por exemplo, para
4 grupos coletar: 1) pedras, 2) folhas, 3) flores e 4) lixo.

* Solicitar que cada grupo dirija-se a um dos locais determinados
para realizar as coletas.

* Sugere-se um tempo de coleta de 15 a 30 minutos.

Ampliando a Discussao!

Neste momento, vocé podera solicitar aos participantes
que descrevam o ambiente das coletas com intuito de

discutir sobre espécies nativas, exéticas, acao antrdpica,
condicoes climaticas, relevo etc.
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2
Classificando o

Material Coletado

e Reunir, em um ambiente propicio (ex: mesa ou bancada), os materiais
coletados, agrupandoos por item. Por exemplo, juntar todas as folhas
coletadas pelos diferentes grupos em um Unico conjunto, conforme a figura:

Os itens nao estao separados por critério de classificacao

« Discutir o conceito de critério e solicitar aos participantes que deem exemplos
(considerando a existéncia de uma atividade especifica com agrupamentos
humanos, sugere-se a nao utilizacdgo de exemplos envolvendo suas
caracteristicas neste momento).

* Definir apenas um item (ex: folhas para o grupo 1 e flores para o grupo 2 etc)
para ser trabalhado inicialmente em cada grupo.

* Solicitar aos grupos que organizem os seus itens de acordo com diferentes
critérios por eles definidos e descritos (ver exemplos na figura a seguir).
Anotar os critérios utilizados.

Folhas com
bordas
serrilhadas

~— Flores

'6 Mdltiplas

Flores
Unicas

Folhas com
bordas lisas

Itens separados por critério de classificacao
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Sugestao: Para um encaminhamento mais interessante, é importante que os participantes
nao recebam dicas de possiveis critérios, mas que sejam estimulados a estabelecé-los em
maior numero possivel.

. Se possivel, fotografar os agrupamentos construidos pelos participantes para
posterior apresentacao em equipamento multimidia.

. Solicitar aos grupos que escolham um dos padrées produzidos para desafiar
outro grupo a descobrir o critério que foi utilizado.

. Trocar os grupos, em forma de rodizio, para redefinir classificacdes de acordo
com novos critérios. Cada grupo passara por todos os itens coletados,
devendo anotar seus critérios. Se possivel, fotografar o resultado.

3

Discutindo a
Importancia da Classificacao

. Discutir os resultados sobre os diferentes arranjos feitos pelos grupos, se
possivel, projetando fotografias.

. Destacar o numero ilimitado de combina¢bes possiveis em funcao de
diferentes critérios.

. Discutir a importancia de classificar, especialmente no contexto bioldgico.
. Concluir a discussao, ressaltando a subjetividade dos critérios de classificacao,

uma vez que diferentes olhares sobre um mesmo conjunto de itens podera
levar a agrupamentos diversos.
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Os tipos humanos:
cultura e geografia

Objetivo Geral

Discutir criticamente o conceito de racas humanas.

Objetivos Especificos

» Discutir o conceito de critério (Caso a atividade sobre “Coleta e classificacdo de materiais” ja tenha sido
aplicada, recupere os conceitos gerados naquela atividade)

« Identificar tipos humanos, correlacionando suas caracteristicas fisicas e sua indumentéria com suas supos-
tas origens geograficas;

* Perceber como a cultura do observador pode influir na distribuicao dos tipos humanos;

* Concluir que critérios de classificacao de tipos humanos sao flexiveis e subjetivos.

Material Necessario
» Mapa Mundi (Acesse aqui);

Sugere-se a projecao através de multimidia, fixando as cartelas com os diferentes tipos diretamente na tela

de projecao ou parede.

» Doze cartelas de tipos humanos (com indicagao da origem de cada uma). (Acesse aqui).

Imprima o nimero de cépias coloridas que achar conveniente, em fun¢dao do nimero de grupos que serao

constituidos. Para uma melhor conservacao do material, sugere-se que o mesmo seja plastificado.

* Um gabarito para aplicadores. (Acesse aqui);

Classificando o grupo de participantes

« Solicitar que o grupo estabeleca critérios de classificacdo entre os participantes
(por exemplo: sexo; tipos de vestimenta; altura, entre outras caracteristicas
observaveis externamente ou, mesmo, aquelas que nao estao explicitas, mas
que permitam fazer grupos distintos, como: descendéncia, estado ou cidade de
nascimento, faixa etaria etc.). E importante que os participantes escolham os
critérios.
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« Solicitar que os participantes proponham a reorganizagao dos grupos
de acordo com outros critérios.

» Observar e comentar que, pessoas podem estar juntas de acordo com
um critério, mas separadas em funcao de outro, quando mudado o
parametro de semelhanca. Discutir, ainda, que os critérios dependem
de consensos entre os participantes, uma vez que caracteristicas
como, por exemplo, a idade ou a altura, estao sujeitas a definicao dos
limites entre uma faixa e outra.

Ampliando a Discussao!

Importante perceber que esta discussao podera

avancar com a solicitacao de que os subgrupos sejam

reorganizados por meio da introducao de mais um

critério. Por exemplo, se o critério tinha sido tom da cor

da vestimenta (escuro e claro), que os de roupas claras

ou escuras sejam separados por cores mais especificas,
gerando novas subdivisoes.

2
Localizando os

tipos humanos geograficamente

Compor dois ou mais grupos de participantes.

* Entregar as imagens dos tipos. Selecione, conforme a
disponibilidade de tempo para execucao da atividade, o nimero de
tipos que achar conveniente (por exemplo, cinco, seis, dez, etc.)

* Entregar um conjunto idéntico das cartelas selecionadas para cada
grupo, juntamente com a cépia em papel A4 do mapa para que sirva
de gabarito da distribuicao.

« A partir da andlise das caracteristicas possiveis de serem observadas
nas imagens, os grupos deverdo determinar e marcar no mapa do
papel a regiao que supdem ser a origem de cada uma delas.
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Ampliando a Discussao!

Neste momento, vocé podera estimular os grupos a
buscarem (em um atlas, ou globo, ou um site da internet)
a localizacao real dos paises escolhidos, aproveitando a
atividade para trabalhar a Geografia como tema
transversal.

e  Solicitar que cada um dos grupos entregue seus gabaritos e
apresente, colando no mapa mundi projetado, a sua ideia sobre a
origem dos tipos humanos escolhidos.

 Discutir as semelhancas e diferencas entre as distribuicoes,
solicitando que os grupos detalhem qual(is) ofs) critério(s)
determinou(aram) as escolhas. Refletir sobre como qualquer
tentativa de agrupamento de tipos humanos nao é simples, pois os
critérios ndo sao rigidos nem absolutos.

« (aso julgue pertinente, informe aos grupos a real origem dos tipos
que eles trabalharam.

ATENCAO
Neste caso, 0 objetivo ndo deve ser o de estabelecer o certo e o errado, mas mostrar que,
cada vez mais, os povos ocupam distintas regides do mundo, motivados por diversos
interesses de fluxos migratérios.

Ampliando a Discussao!

Neste momento, vocé podera estimular os grupos a
discutir aspectos histéricos, culturais, econdémicos,
politicos que levam a estes fluxos migratérios
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Mapa Mundi

Para download em tamanho completo, clique aqui.
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https://drive.google.com/file/d/0BzMk-WqmNnOnY1hGaUlHczlPRWM/view?usp=sharing
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Gabarito

(Somente para os aplicadores)

Africa
|« Maasai - Quénia

América do Norte
« México - | - Aborigene Australiano

América do Sul G Asia

« Bolivia - « Bangladesh

América do Sul
« Santa Catarina - Brasil

América do Norte & Europa
« Inuit do Canada = « Bavaria, Alemanha

América do Sul _ América do Norte
« Mata Atlantica - Sdo Paulo - Brasil «Indigena Chippewa

Material produzido pelo Projeto Imagine. UFSC, Fevereiro de 2015
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Medicoes com
Instrumentos

Objetivo Geral

Mensurar materiais biolégicos, utilizando instrumentos diversos, permitindo a
percepc¢ao da utilidade da precisao nas medidas.

Objetivos Especificos
1) Reconhecer e valorizar modos de medicao cotidianos, regionais e/ou oficiais;

2) Aprender a utilizar instrumentos diversos de medidas: lineares, de area e de peso;
3)
)

4) Estabelecer relagcdes entre os niveis macro e microscopicos;

Comparar medicoes feitas com e sem instrumentos;

Material Necessario

Quatro folhas de plantas, de 2 Papel milimetrado
tamanho e forma
semelhantes por subgrupo. 3 Paquimetro (se possivel)

1 Réguas de 10 ou 15 cm (uma 4
por subgrupo) (se possivel
utilizar réguas com escala
também em polegadas)

Balanca (se possivel)

5 Lupa (se possivel)

=

Sugere-se a utilizacao de folhas para esta pratica devido a facilidade de obtencao deste

material biolégico na maioria das zonas rurais. Em regioes desérticas pode-se utilizar
sementes, 0ssos ou mesmo pedras.

* Formar subgrupos de quatro a cinco participantes.

1

¢ Disponibilizar instrumentos de medida (papel milimetrado, régua,

Observando o paquimetro e/ou balanca) e pedir que mecam as quatro folhas
Material para ao final responderem a sequinte pergunta: qual a medida da
Biolégico folha’

Neste momento surgirao ddvidas

o Estabelecer um critério inicial de medida (comprimento, érea,
peso, etc.) para cada subgrupo e solicitar que os participantes
mecam as quatro folhas. Se houver tempo, o subgrupo podera
fazer a mensuracao de mais varidveis.

sobre qual medida tomar,
comrrimento ou largura, drea
total, peso, se o subgrupo deve
medir uma ou as quatro folhas. A
necessidade de estabelecer um
critério  possivelmente  serd

natural entre os participantes.
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Régua com escalas em
centimetros e
polegadas

Com papel
Imilimetrado, desenhe o
contorno de uma folha,
usando lapis, caneta,
etc.

Exemplo de pesagem
da folha, utilizando
uma balanga.

E interessante 0 uso
de uma lupa, para
ercebermos
detalhes do objeto
estudado.

Como desenho obtido,
é possivel calculara
area dessa folha

AT

Medicao com o L
paquimetro

2
Atividade Introdutdria Opcional

Projetar uma figura com quatro folhas, para todo o grupo, e
solicitar que, individualmente, descrevam o material.

Em seguida, oferecer uma lupa a cada subgrupo e pedir que
anotem as novas observacoes. A ideia é que percebam que,
refinando o instrumento de andlise, eles podem ver coisas que
nao viam antes, como por exemplo, poros, pelos, detalhes das
nervuras ou serrilhado das bordas (ou até mesmo ver que o que
havia sido classificado como borda lisa, pode apresentar um
padrao serrilhado nesta forma de observacao).

Discutir que cada descricao é subjetiva, ou seja, tem o olhar de
quem a descreve e depende do instrumento utilizado.

3

Discutindo a Importancia
das Medidas Precisas

Discutir os resultados com cada subgrupo, percebendo que
cada uma das quatro folhas tem sua medida, mas que precisa-
mos informar um valor Unico e representativo (média) ao
grande grupo.

Solicitar ao subgrupo que calcule as médias dos valores obtidos
das quatro folhas.

Discutir quais as razoes que podem ter levado aos valores
diferentes (levantamento de hipdteses) entre os resultados dos
subgrupos.

Ampliando a Discussao!

Se possivel, fazer uma foto com o conjunto das folhas
que serao dadas a cada subgrupo. Cada subgrupo
devera receber um conjunto de quatro folhas, de
tamanho, cor, “idade”, semelhante (por exemplo, um
subgrupo com folhas novas, outro com maiores e mais
velhas, outro com folhas recém caidas da planta e
outro com folhas secas). A atividade realizada desta
maneira podera estimular o levantamento e a
discussao sobre hipdteses.
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Desvendando
Caracteristicas Escondidas

Objetivo Geral

Utilizar técnicas que permitam observar que as caracteristicas visiveis
dos seres vivos sao produto de interacdes fisicas, quimicas e bioldgicas

Objetivos Especificos

1
2
3
4

Familiarizar os participantes com a técnica de cromatografia em papel.

Comparar observagoes feitas a olho nu com aquelas resultantes da técnica cromatografica.
Estabelecer relagdes entre os niveis macro e microscopicos.

Extrapolar os resultados obtidos com o olho de droséfila, para caracteristicas de outros organismos.

—_— — ~— ~—

Linhagens de mosca da fruta Material
Drosophila melanogaster o
com diferentes cores de olhos: Necessario

A - selvagem, B- sépia, C- white, D- brown

Lupa

estereoscopica ou de mao
Pinceisn°0

Agulhas histologicas ou
pincas de relojoeiro

e Papel Filtro
e Luz UV
- Transiluminador de mesa ou de méo

Clipes grandes

Vidros com tampa
de polietileno

ou equivalente, com
aproximadamente
250 mL, para colocar o solvente

Eterizador Proveta

Eterizador
Fechado

Eterizador

Aberto Q




1
Preparando a solucao
Para um volume final de 30 mL de solu¢do usa-se:

Solugdo 1

Solugdo 2
e 16 mL de n-propanol @ e 20 mLdeélcool etilico;
e 3 mL de hidroxido de amonio e 3 mL de acido acético;
* 11 mL de 4gua destilada O

7 mL de agua destilada;

Observacao: Ambas as solucoes produzem o mesmo resultado.

2
Observando o

material bioldgico

o Observe, na lupa estereoscopica ou de mao, exemplares de moscas
com as diferentes cores de olhos que serao utilizados na atividade.

« Corte umatira de papel filtro (2,5 cm de largura x 10 cm de compri-
mento) e trace uma linha com lapis (a 1,5 cm de uma das bases),
para marcar onde sera o ponto de aplicagao das amostras.

* Perfure a tampa de polietileno com o clip:

=
ul i whuxﬁ(‘“é

o Separe e eterize até a morte cinco individuos de cada uma das
linhagens de cores de olhos.

e Coloque cinco moscas mortas de uma mesma cor de olho sobre uma
placa de cartolina branca e, com auxilio de agulhas histolégicas e/ou
pingas de relojoeiro, remova as cabecas.
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* (Coloque e esmague (com a ponta do pincel) uma a uma, as
cinco cabecas da mesma cor sobre o mesmo ponto de
aplicagao na tira de papel.

r"

extracdo do

pigmento das
cabegas de
droséfilas

o Proceda da mesma forma com as demais cores de olhos, toman-
do o cuidado de nao aproximar do ponto anterior de aplicagao,
para evitar contaminagao entre amostras. Registre a ordem de
aplicacdo das cores de olhos para posterior interpretacdo da
migracao das amostras.

o Prepare uma das solucbes para migracao, conforme as
propor¢des citadas. Coloque-a em um vidro com tampa de
polietileno ou equivalente. Mantenha o vidro contendo a
solucao fechado para evitar evaporacao e alteracdo na
proporcao dos reagentes.

Prenda o papel filtro contendo as amostras ja esmagadas no
clipe preso a tampa e tampe o frasco de modo que a solugao
esteja em contato com o papel, sem, no entanto, cobrir os
pontos de aplicacao.

e Deixe o papel filtro absorver a solucao por 2 horas ou até que a
marca da umidade no papel chegue a borda superior. Retire o
papel e deixe-o secar (em temperatura ambiente).

« Uma vez seco, observe o resultado a olho nu e, posteriormente,
exponha o papel filtro a luz UV . Compare os resultados destas
duas observacoes.

Pigmentos no
papel filtro,
expostos a luz
ultravioleta

Pigmentos no
papel filtro,
expostos a luz
comum
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3
Discutindo os
resultados cromatograficos

* Enquanto as amostras estao migrando, questione os participantes
sobre suas expectativas com relagao ao resultado do experimento.

* Apds a visualizagdo dos resultados, solicite que os participantes
descrevam e sugiram interpretacOes para os resultados encontrados,
aolho nu e naluz UV, e comparem com sua expectativa inicial.

* Saliente que a técnica utilizada revela padrées cromatograficos diferentes para
cada linhagem, devido as reagdes entre os diferentes pigmentos presentes no
olho de cada uma delas com os reagentes das solu¢oes reveladoras. Destaque
que os pigmentos existentes na linhagem brown nao reagem com o0s
componentes da solucdo reveladora utilizada e por este motivo ndao sao
revelados no resultado final.

e Extrapole os resultados encontrados para outras caracteristicas em
outros seres vivos.
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Escalas da vida

Objetivo Geral

Compreender diferentes escalas de tamanho, desde metros até nandmetros.

Objetivos Especificos

+ Relacionar diferentes unidades de medida, partindo de objetos de nosso cotidiano que sao visiveis a olho
nu até o nivel intracelular.

« Através de uma ferramenta visual e interativa, demonstrar o quao pequenas sao nossas células e nosso
material genético.



http://projetoimagine.ufsc.br/files/2016/09/dimensoes-da-vida.swf

O DNA a Olho Nu

Objetivo Geral

Obter e visualizar DNA vegetal através de um protocolo simples.

Objetivos Especificos

1) Fazer a transicao entre coisas visiveis e invisiveis a olho nu.
2) Introduzir os participantes na biologia molecular.

3) Demonstrar que podemos extrair o material genético dos seres vivos.

Material Necessario

1 saco plastico
de preferéncia com sistema de 1 copo de 200 mL 1 proveta de 25 mL

fechamento (ex: ziplock)

3 morangos Detergente de cozinha 1 becker de 500 mL

com as devidas adaptacées, pode-se incolor i
realizar com outra planta (ex: banana, 1 par de luvas de latex por
kiwi, cebola, tomate, etc) Sal comum pessoa
1 peneira de cozinha 1 bastao de vidro 1 colher de sopa
15 mL de alcool etilico 1 colher de cha

comum gelado

De preferéncia, os participantes usarao jalecos, que podem ser descartaveis.

1 Discutir com os participantes o conceito de heranca de
. . caracteristicas em plantas, animais e seres humanos. Pedir que
Discutindo eles descrevam como a hereditariedade é vista e interpretada
o DNA em sua cultura e o que eles sabem sobre o material genético.
Caso eles nao mencionem o termo DNA, conduzir a discussao

para que se chegue até ele.

Ampliando a Discussao!

Neste momento, vocé pode pedir que os participantes

citem exemplos de heranca bioldgica na agricultura

praticada em sua regido e que expliquem como os

agricultores locais interpretam e aproveitam esta
hereditariedade.
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Preparando o Tecido Vegetal
Para a Extracao

* Formar grupos de quatro ou cinco participantes.

* Duas ou trés pessoas do grupo serao encarregadas de
preparar a solucao de extracao: Em um copo misturar
150 mL de 4gua, uma colher (sopa) de detergente, e uma
colher (chd) de sal, mexer com bastao de vidro tentando
nao fazer espuma.

* Selecionar os morangos e retirar as folhas. Colocar os
morangos em um saco e pedir para os outros membros
do grupo macerarem com as maos, esmagando até
formar uma pasta.

3
Extraindo o DNA

* Adicionar aproximadamente 1/3 da solucao de extracao
(50mL) no saco que contém a pasta e deixar atuar por 30
minutos. Inverter o saco de vez em quando tentando
nao formar espuma.
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Sugestao de Atividade:
Neste momento, enquanto aguarda, vocé pode pedir que os participantes tentem adivinhar de que
cor sera o DNA do morango. Registradas as opinides, perguntar de que cor seria 0 DNA de outros
organismos. Sera que todos os organismos tém mesmo DNA?

*  Com ajuda de uma peneira, filtrar o conteudo do saco
em um Becker, desprezando a polpa.

« Transferir para uma proveta de 25 mL cerca de 10 mL do
liquido filtrado.

Transferindo o
liquido para
uma proveta

Peneirando a
pasta obtida
em um Beker

Sugestao de Atividade:
Neste momento, avisar que eles estao a ponto de ver o DNA dentro da proveta. Eles
devem, portanto ficar muito atentos para observar o que vai acontecer no préximo passo, pois a
aparéncia do que se vé muda muito rapidamente.

*  Adicionar alcool gelado até completar 20-25 mL. Sem
mexer, esperar alguns minutos até o DNA gradualmente
aparecer em forma de nuvem e se condensar na forma
de um material viscoso.

* Tentar “pescar” o DNA com ajuda do bastao de vidro.

“Pescando” 0
DNA de dentro
da proveta

DNA
aparecendo no
acool

* Discutir os resultados em funcao das expectativas.
Conversar sobre o que representa aquele agregado de
DNA. Pergunte se poderiamos comer aquele material e 0
que aconteceria se fizéssemos isso.

Comentario para o aplicador: o método usado

também extrai outras moléculas semelhantes, como
diferentes tipos de RNA.

F5()
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O Universo dos
Microlitros

Objetivo Geral

Compreender e manipular volumes liquidos muito pequenos em
situacoes de laboratério.

Objetivos Especificos

1) Discutir as diversas unidades de medida do sistema métrico.
2) Introduzir o universo dos microlitros.

3) Aprender a utilizar micropipetas automaticas de forma precisa e segura.

e 1 = 1

Material

Necessario
1 Micropipetas automaticas

de varios tamanhose 3 Becker com 4gua ou outro - 2 2
capacidades (exemplo: liquido colorido.

P10, P100 e P1000). 3
4 Tubos plasticos (exemplo:
microtubos de 1,5 mL).

2 Ponteiras descartaveis de
tamanhos compativeis com
as pipetas.

5 Recipiente para descartes.

Apresentamos, neste roteiro, uma sugestao de materiais, que podem ser substituidos ou

adaptados. Micropipetas, ponteiras e tubos velhos ou usados podem ser emprestados
por laboratorios de andlises clinicas ou universidades parceiras.

1

Discutindo unidades de medida

Discutir as principais grandezas fisicas e suas
unidades, como comprimento, massa e volume,
perguntando aos participantes como eles medem
estas coisas e que nomes e simbolos costumam
usar. Pedir exemplos de medidas de volume
usadas no contexto da comunidade local
(exemplo: litros de leite, combustivel ou dgua).

2

Transpondo a discussao para
volumes muito pequenos
Pedir aos participantes que sugiram formas de

coletar, medir e transferir volumes cada vez
menores, até chegar nos microlitros.
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Apresentando a micropipeta e
suas ponteiras

« Escolher uma pipeta com faixa de volumes de 200 a 1000 pL
(dependendo das pipetas disponiveis) e apresentar as partes dela.

 Mostrar o visor e o botdo de regulagem com a escala de medicao,
explicando o significado dos digitos.

Botéo de
Regulagem Botédo da
, Pipetagem
-*H
Vitord —Botao
e Suporte da g Ejetor
Volume Ponteira Ejetor da

Ponteira

« Demonstrar que a pipeta apresenta dois estagios de resisténcia:
10 estagio sera utilizado para sugar o liquido para a ponteira;
20 estagio sera utilizado para expulsar o liquido que esta na
ponteira;

» Demonstrar como se coloca uma ponteira na pipeta. Pipetar
puxando o liquido a partir da 1° posicao e dispensando-o em
outro recipiente pressionando o botdo até a 2° posicao.

* Depois de terminada a pipetagem, descartar a ponteira
apertando o botao correspondente.

 Enfatizar a forma correta de manuseio:

1) Nunca se deve segurar a pipeta na posicao horizontal a fim
de evitar contaminacao.

2) Nunca ultrapassar os volumes maximos e minimos da pipeta.

3) Apertar e soltar o botdo de pipetagem gentilmente.

* Trocar a ponteira para cada amostra diferente, a fim de evitar a
contaminacao da parte fixa da pipeta e dos liquidos utilizados.

1
Ejetor

2

1° posicao
3

20 posicao

4
utilizando
a pipeta
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Praticando com os
Participantes

Colocar em um quadro diferentes volumes a
serem pipetados por cada participante, de
preferéncia usando todas as pipetas disponiveis
na forma de rodizio.

Pedir aos participantes que pipetem o liquido
(dgua) com o volume correspondente a partir do
Becker e que o dispensem em um tubo plastico.

Se tiver uma pipeta P10, pedir para um
participante pipetar o volume proximo ao
minimo e dispensa-lo na palma da mao, a fim de
mostrar que essa quantidade é muito pequena.

Explicar que quando se trabalha com liquidos
que nao podem ser contaminados ou que
apresentam qualquer tipo de risco a quem 0s
manipula (exemplo: amostras de DNA,
reagentes, produtos diversos), é preciso se
trabalhar com luvas descartaveis, jaleco e, em
alguns casos especiais, dculos e mascaras.

i B A Y
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O DNA Humano

Objetivo Geral

Realizar, de forma simplificada, um processo de extracao de DNA humano.

Objetivos Especificos
1) Demonstrar que seres humanos, assim como as plantas, também possuem DNA e que este também
pode ser extraido.

2) Perceber que existem formas diferentes de se extrair DNA, bem como outros componentes das células.
3) Compreender que nem sempre poderemos ver a olho nu as moléculas que purificamos

Material 3- 1 micropipeta de 1000 pL e
Necessario ponteiras )
4- Reagente para extracao de
; . DNA animal ou humano*
1- Espatulas de madeira (uma 5- Solucéo de sacarose (1 colher 3
para cada voluntario) de chda de acticar em 100 mL de
- Centrifuga , 4gua)
- Copos descartaveis 6- Tubos de 1,5 mL (2 tubos por 4
2- 10 mL de etanol absoluto amostra)
gelado o - '\
1 jaIeco descartavel por * O presente protocohlo foi otlmlzadoiparaoreagente 1 '.
participante DNAzol da marca Invitrogen®, que utiliza 500 pL por !'l
-1 par de luvas de Iétex/pessoa amostra. Outros reagentes podem ser usados, d

fazendo-se as necessarias adaptagoes, de acordo com
as instrucoes do fabricante.

1

Dividindo Tarefas e Materiais

* Separar os participantes em dois grupos. Cada grupo terd um
voluntario, que doara sua amostra de saliva, e um outro

participante, que realizard o processo de extracao de DNA do
voluntério.

* Fornecer para cada grupo uma pipeta P1000, ponteiras, uma
espatula de madeira, um copo descartdvel com 15 mL de
solucao de sacarose e 2 tubos de 1,5 ml.
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Obtendo a Amostra

+ Utilizando a espatula de madeira, o participante raspara,
delicadamente, a mucosa bucal do voluntério, durante 10
segundos, em cada lado de dentro das bochechas. O partici-
pante conservara a espatula na mao, enquanto o voluntario
realiza um bochecho.

* O voluntario devera bochechar vigorosamente os 15 mL da
solugdo de sacarose durante 30 sequndos.

O voluntario despejara o volume obtido no bochecho em um
copo descartavel, podendo coloca-lo no mesmo copo que ja
continha a solucao.

* O participante mergulhara a espatula usada na raspagem dentro
do liquido obtido no bochecho e deixara ali durante 2 minutos.

3 4

Separandoo Extraindo o DNA
Material de Extracao

* Adicionar 500 pL de DNAzol (ou o volume
necessario de reagente de outra marca, se for o

O participante transferirda 1 mL do volume caso) a cada tubo.

obtido no passo anterior para um tubo de 1,5
mL e o centrifugara durante 5 minutos a uma
velocidade de rotacao correspondente a 500
g (ver especificagdes do fabricante).

» Homogeneizar bem invertendo vérias vezes o
tubo.

* Centrifugar por 10 minutos a uma velocidade
de rotacao correspondente a 12400 g (ver
especificacdes do fabricante).

Com o auxilio de uma micropipeta, apds a
centrifugacdo desprezar o sobrenadante,
deixando no tubo apenas o precipitado.

Utilizando uma
centrifuga

Adicionando o
DNAzol.




Ampliando a Discussao!

Neste momento, enquanto se aguarda a centrifugacao,
vocé pode perguntar aos participantes o que eles acham
que foi retirado da bochecha do voluntario. Seriam célu-
las? Onde esta o DNA dentro dessas células? Qual poderia
ser a funcao do reagente DNAzol no processo de extracao
do DNA?

* Pipetar o maior volume possivel de sobrenadante e
transferi-lo para um novo tubo de 1,5 ml.

« Sugestao: avisar que, no proximo passo, ao se colocar
o alcool gelado no tubo, a nuvem de DNA aparecera.
Os participantes devem ficar bem atentos, pois as
vezes a nuvem nao é facilmente visivel.

* Adicionar 500 pL de etanol absoluto (100%) gelado, ao
mesmo tempo em que se observa atentamente a
formacao da nuvem de DNA.

N

Ampliando a Discussao!

E possivel propor aos participantes uma comparacgio entre
a nuvem obtida nesta atividade e a nuvem observada ante-
riormente na extracio de DNA do morango. Pode-se
discutir a respeito das diferencas de tamanho e de natureza
das amostras, bem como dos procedimentos adotados,
lembrando que, embora tenha sido utilizado um reagente
comercial para a extracao de DNA humano, este deve apre-
sentar a mesma funcao que o detergente e o sal utilizados
para extrair DNA de morango.

A demonstracao do protocolo de extracdo com todos os

participantes finaliza aqui, mas ainda é possivel fornecer

uma explicacao sobre os passos seguintes a serem realiza-

dos pelo aplicador do médulo (ver Anexo 1), em particular

as lavagens com alcool 75% e a posterior conservacao do
DNA.
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Anexo 1: Gerando material
de discussdo

Este processo sera realizado por um dos aplicadores, sem a presenca do publico participante, ja no primeiro dia de
atividades, para gerar material de qualidade suficiente para garantir a discussao do ultimo dia do médulo. O proces-
so é composto por quatro etapas:

Etapa 1 - Extracao de DNA de oito participantes voluntarios.

Etapa 2 - Técnica de PCR para amplificagao de dois marcadores moleculares a partir do DNA coletado.
Etapa 3 - Confeccao de um gel de agarose a 1%, aplicacao das amostras e corrida de eletroforese.
Etapa 4 - Observacao e registro fotografico do gel resultante da Etapa 3.

Etapa 1- Extragdo de DNA

Objetivo Geral

Obter, através deste protocolo, amostras de DNA de voluntarios para gerar material de qualidade para a
discussao final com base em genotipos.

Material utilizado

O material serd coletado de oito participantes voluntarios pelo método de raspagem de tecido interno
da bochecha. E imprescindivel que se obtenha um termo de consentimento livre e esclarecido enfati-
zando que o material bioldgico obtido sera utilizado somente para os fins de aprendizado no ambito
desta atividade educativa especifica, sem finalidade de pesquisa presente ou futura.

Material Necessario

- 1 espatula de madeira para cada voluntario

-2 copos descartaveis - Microcentrifuga de baixa rotagao do tipo spin (opcional)

- 1 micropipeta de 1000 pL e ponteiras

- Centrifuga ! .
- Etanol 75% gelado - Reagente para extragcao de DNA animal ou humano*
- Etanol absoluto gelado - Sacarose 3% (1 colher de ché de agucar em 100 mL de
- Agua miliQ (100 pL por amostra) agua)

- Tubos de 1,5 mL do tipo eppendorf (2 tubos por amostra)
-Agitador tipo vortex (opcional)

- Freezer
- Luvas e jaleco para o aplicador

* O presente protocolo foi otimizado para o reagente DNAzol da marca Invitrogen®, que utiliza 500 L por
amostra. Outros reagentes podem ser usados, fazendo-se as necessarias adaptagdes, de acordo com as
instrucoes do fabricante
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Procedimentos

1) Obtendo a amostra

- Higienizar a boca dos oito voluntarios fazendo bochechos com dgua ou, se possivel, escovando os dentes.

- Delicadamente, raspar a mucosa bucal com uma espatula durante 10 segundos de cada lado. Conservar a
espatula na mao enquanto o voluntario realiza o0 bochecho.

- Cada voluntario realizard um bochecho vigoroso com aproximadamente 15 mL da solu¢ao de sacarose 3%
por 30 segundos.

- Cada voluntério despejara o volume obtido do bochecho no mesmo copo descartavel que continha a
solucao de sacarose.

- Deixar a espatula usada na raspagem imersa na solugao obtida do bochecho, mantendo-a mergulhada no
copo durante 2 minutos.

2) Separando o material

- Transferir aproximadamente 1 mL do volume obtido no passo anterior para um tubo de 1,5 mL e centrifugar
durante 5 minutos a uma velocidade de rotacao correspondente a 500 g (ver especificacdes do fabricante).
- Retirar cuidadosamente o sobrenadante com a micropipeta e despreza-lo.

3) Extraindo o DNA

- Adicionar 500 pL de DNAzol (ou o volume necessario de reagente de outra marca, se for o caso). Homoge-
neizar invertendo o tubo.

- Centrifugar os tubos por 10 minutos a uma velocidade de rotagao correspondente a 12.400 g (ver especifi-
cacoes do fabricante).

- Coletar o sobrenadante (aproximadamente 600 a 700 pL) e transferir para um novo tubo.

- Adicionar 500 L de etanol 100% gelado. Observar a formacao da nuvem de DNA.

- Homogeneizar invertendo varias vezes os tubos.

- Centrifugar por mais 3 minutos a 7.000 g. Descartar o sobrenadante.

- Adicionar 800 pL de etanol 75 % gelado. (Primeira lavagem).

- Centrifugar por mais 3 minutos a 7.000 g. Descartar o sobrenadante.

- Adicionar 800 L de etanol 75 % gelado. (Segunda lavagem).

- Centrifugar por mais 3 minutos a 7.000 g. Descartar o sobrenadante.

*Velocidade e tempo de centrifugacao podem ser ajustados.

4) Secando e conservando as amostras

- Virar os tubos e deixa-los abertos por aproximadamente 30 sequndos.
- Suspender o precipitado em 100 uL de dgua MiliQ.
- Conservar as amostras em um freezer.
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Etapa 2: Amplificagcdo de DNA humano
por PCR

Objetivo Geral

Através de PCR de marcadores moleculares especificos, gerar material para avaliar e comparar os genétipos
dos voluntarios ao final do médulo.

Material utilizado

Amostras de DNA extraidas de oito voluntarios pelo protocolo anterior (Etapa 1).

Material Necessario

-Luvas e jaleco para o aplicador
-Micropipetas P10 e P200 com suas ponteiras.
-Reagentes necessarios:
-Agua MiliQ
-DNA gendmico na mesma concentragdo resultante da Etapa 1

-dNTP (desoxirribonucleotidios trifosfatados) a 10 mM
-Enzima Taq Polimerase

-2 pares de primers* (AT3 e PV92) a 20 uM * Primers para o marcador AT3
-Tampao PCR (fornecido com a enzima Taq Polimerase) F: 5'CCACAGGTGTAACATTGTGT 3°
R: 5" GAGATAGTGTGATCTGAGGC 3°
-Termociclador
-Tubos de 1,5 mL * Primers para o marcador PV92
-Tubos de 200 uL para PCR. F: 5 AACTGGGAAAATTTGAAGAGAAAGT 3°
-1 estante para os tubos R: 5 TGAGTTCTCAACTCCTGTGTGTTAG 3’

-Agitador tipo vortex (opcional)

Procedimento

Tabela 1: Ingredientes para a Reagao de PCR

* 0 cdlculo para os volumes dos reagentes consid-
eram n+1, onde n é o numero de amostras. Isto
porque se leva em conta o erro na pipetagem.
Portanto, para 8 amostras, o calculo é para 8+1=9
amostras.

** Se 0 tampao nao contem MgCl2, este deve ser
adicionado. O volume de MgCl2 adicionado sera
diminuido do volume de H20 MiliQ, para que o
volume final de 25 pL néo se modifique.
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- Preparar 16 tubos de 200 uL (2 tubos por voluntario, correspondendo aos marcadores AT3 e PV92). Cada
tubo devera estar identificado, com 0 nome do voluntario e nome do marcador correspondente.

- Em um tubo de 1,5 mL preparar o Mix 1 para 9 reagées com o marcador AT3 segundo a Tabela 1, colo-
cando por ultimo a Taq polimerase. Nao incluir ainda o DNA gendmico. Homogeneizar no vortex.

- Em um tubo de 1,5 mL preparar o Mix 2 para 9 reagées com o marcador PV92 segundo a Tabela 1,
colocando por ultimo a Taq polimerase. Nao incluir ainda o DNA gendmico. Homogeneizar no vortex.

- Colocar 22 pL do mix correspondente em cada tubo de 200 pL. (Ex.: No tubo identificado como “Maria
AT3", se colocara 22 pl do Mix 1 e 3 ul do DNA extraido de Maria, e assim por diante).

- Adicionar 3 uL de DNA de cada voluntario no tubo correspondente, totalizando 25 L de volume total de
reacao.

- Colocar os tubos no termociclador.

Tabela 2: Condic6es d\ PCR para os Marcadores AT3 E PV92

- Ao finalizar a PCR, as amostras deverao ser conservadas em freezer.

Etapa 3: Confecgdo de gel de agarose 1%,
aplicagdo das amostras e eletroforese.

Objetivo Geral

Permitir a visualizagao dos gendtipos dos membros voluntarios da comunidade, para posterior interpretacao
e discussao dos resultados.
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Material Necessario

- Agarose
- Amostras de PCR - Luvas e jaleco para o aplicador
- Balanca - Micro-ondas****

- Cuba de eletroforese™ - Luva para micro-ondas.

- Erlenmeyer de 500 mL - Micropipeta P10 e ponteiras
- Fonte de eletroforese - Parafilm

- Corante para visualizacao de DNA** - Proveta de 250 ml

- Corante de rastreamento (loading buffer ou loading dye)*** _TpE ( 5y+xx

* As quantidades aqui mostradas estdo calculadas para um gel de 200 mL.

**O aplicador deve atentar para o fato de que hd diferentes op¢des de corantes de DNA, o mais conhecido sendo
0 Brometo de Etidio (BE), que ndo é o mais recomendado atualmente por ser téxico. Opgbes ndo téxicas, como
das marcas GelRed ou Diamond, sdo bons substitutos, que devem ser usados conforme orientacdo do fabricante.
O presente protocolo usou o corante Safer Kasvi, que vem pronto para uso e dispensa adi¢ao de corante de
rastreamento.

***A ser usado com certos tipos de corantes de DNA, como BE, GelRed ou Diamond.

**** Pode-se também usar banho-maria.
*¥¥¥¥ TBE: Solucdo tampdo composta de Tris, Borato e EDTA.

Procedimento

Montar a bandeja completa (fora da cuba) em uma superficie reta e lisa.

Pesar 2 g de agarose.

Colocar a agarose em um Erlenmeyer de 500 mL e adicionar 200 mL de TBE 0,5X

Esquentar a mistura no micro-ondas até a completa dissolu¢ao da agarose. No processo, interromper o aqueci-
mento para mexer a solu¢ao. Cuidar para nao transbordar.

Uma vez que a agarose esteja pronta, deixar esfriar um pouco e despejar na bandeja montada no inicio, deixan-
do solidificar (até ter uma aparéncia opaca e esbranquigada). O tempo de solidificacao depende da agarose
utilizada e das condi¢oes do ambiente local.

Aplicacao das amostras e corrida de Eletroforese

- Uma vez que o gel esteja solidificado, retirar os pentes, colocar o gel na cuba e adicionar TBE 0,5X até cobrir
totalmente a superficie do gel.

- Em um pedaco de parafilm, colocar uma gota de 1 L do corante Safer para cada amostra (neste caso, 16 gotas
em linha, separadas e enfileiradas, sobre o parafilm).

- Pipetar 10 uL de cada amostra de produto de PCR e misturar com 1 pl do corante Safer no parafilm. Uma vez
misturada, colocar a amostra no primeiro pogo do gel.

- Realizar este procedimento com todas as amostras. A ordem das amostras deve ser anotada cuidadosamente.
Utilizando o exemplo anterior, poderia ser aplicada a amostra de “Maria/AT3" seguida por “Maria/PV92".

- Uma vez aplicadas todas as amostras, colocar a tampa da cuba, os cabos correspondentes e ligar a fonte.

As condicdes de corrida dependerdo do tamanho da cuba eletroforética utilizada.

Tabela 3: Condic6es de corrida de um gel 1% em uma cuba eletroforética com gel de
200 mL.
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Etapa 4 — Observando o gel de agarose
1%

Objetivo Geral

Permitir a visualizagao dos gendtipos dos membros voluntarios da comunidade, para posterior interpretacao
e discussao dos resultados.

Material Necessario

- Transiluminador com luz UV (é necessario usar dculos protetores ou tampa de acrilico para se observar).

- Gel pronto.

- Caixa de papelao forrada com material preto ou pintada de preto, onde caiba o transiluminador, com um
orificio na parte superior para se olhar dentro dela.

Procedimento

- Colocar o gel sobre a placa de luz UV e colocar os 6culos ou a tampa de acrilico, dependendo do caso.
- Colocar a caixa preta sobre o aparato*.

- Ligar a luz UV para se observar o resultado.

- Fotografar e anotar os resultados obtidos.

*Segundo a disponibilidade, pode-se usar uma camara escura fechada acoplada a um sistema de fotodocu-
mentagao, ao invés de uma caixa de papelao.

Discussao

Os resultados devidamente fotografados e identificados serao utilizados na atividade final deste moédulo, que
é a discussao coletiva, com base nas fotos do gel de agarose, da variabilidade genética humana, ou seja, das
diferencas e semelhancas entre os seres humanos, de uma mesma comunidade ou de diferentes povos e
etnias.
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Decifrando Cédigos

Objetivo Geral

Compreender a forma como codigos, de uma forma geral, sao decifrados.

Objetivos Especificos

1) Trabalhar com diferentes combinagoes que representam codigos a partir de unidades isoladas.
2) Estabelecer relagbes entre sequéncias construidas e um dado cddigo.
3) Trabalhar os conceitos de variantes e redundancia de cddigos.

Material Necessario

o Pecas quadradas de Lego®©, nas cores vermelho, amarelo, branco e azul.
Sugere-se 30 a 40 unidades de cada cor.

’3 "M 28 0‘."0

e Quadro com as diferentes combinacoes de trés cores e as pecas que
determinam.

* 20 pecas de Lego© de formas e/ou cores diferentes, em quantidades ideais
de 10 unidades para os tipos menos frequentes e de 20 a 30 dos tipos mais
frequentes, em fungdo das combinagdes apresentadas no quadro.

“ TS
Qe .g @

Apresentamos, neste roteiro, uma sugestao de tipos e cores de pegas Lego®.
Observe que, diante da disponibilidade de pecas que vocé possua, sera
necessario efetuar mudancas. Tenha cuidado em, ao efetuar trocas entre
pecas de cores e/ou formas diferentes das sugeridas, manter as relages em
correspondéncia com as apresentadas na tabela em anexo .
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1
Discutindo diferentes cédigos

« Aborde com os participantes o conceito de codigos, solicitando que eles
citem diferentes exemplos (niimeros associados a datas e codigos telefonicos;
letras associadas a palavras em diferentes idiomas que usem o mesmo
alfabeto; outros alfabetos; LIBRAS; etc.).

o Monte grupos de 8 a 10 participantes (este nimero podera ser menor ou
maior em funcao do tamanho da turma e da quantidade de pecas de Lego
disponiveis).

« Distribua seis pecas quadradas de Lego de cada cor.

 Solicite que cada grupo monte uma sequéncia, encadeando as 24 pecas, de
forma aleatoria.

Sequéncia 1

« Solicite aos grupos que coloquem suas sequéncias, duas a duas, de forma
paralela e as compare em funcao da quantidade de pecas iguais (1) ou
diferentes (0) na mesma posicao, calculando, posteriormente, o percentual de
semelhanca entre ambas.

Sequéncia 1 lqual Semelhanca
f ; S entre as
Sequénca 2 010010000101000010010000 6/24 25%
Ampliando a Discussao!
Neste momento, é possivel trabalhar as semelhancas entre as sequéncias dos
diferentes grupos.
Sequéncia 1 Sequéncia 2 Sequéncia 3
i e BoES - ==l 2333 e == 5
&SR L) Wis i == 3 Wis i =8
planiasnaInlannoainainann poannennyEINanneannannatn AL EE AR A T R EE-TAN-T 1]
Igual/Diferente 6/24 Igual/Diferente 3/24 Igual/Diferente 9/24
Semelhanca 25% Semelhanca 13% Semelhanca 37%
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» Apresente o painel com o cddigo para que os participantes observem suas caracteristicas
como, por exemplo: a partir da combinacao de quatro pecas unidas trés a trés, é possivel
obter 64 combinacdes. No entanto, estas trincas se associam a apenas 20 novas pecas (veja a
tabela em anexo). Em decorréncia disso, algumas pecas estao associadas a apenas uma trinca
enquanto outras estdo associadas a duas, trés, quatro ou seis trincas. E importante destacar
que ha trincas que nao estao associadas a nenhuma peca (Fim).

« Peca aos grupos que montem, a partir de suas sequéncias de 24 pecas, o produto resultante
da leitura do cédigo fornecido no quadro de combinacdes.

« Solicite aos grupos que comparem os produtos formados e tirem suas conclusoes.

* Sugira que os participantes liguem os produtos, formados a partir de suas sequéncias, de
diversas maneiras.

Ampliando a Discussao!

Observe que, em funcao de algumas trincas nao estarem associadas a quaisquer pegas, enquanto
algumas sequéncias poderao ser interrompidas, outras sequer serao iniciadas. Solicite aos grupos que
se dividam em dois subgrupos e montem, a partir de suas sequéncias de 24 pecas, os produtos
resultantes, sendo que um dos subgrupos fara a leitura da esquerda para direita e ou outro fard a
leitura no sentido inverso.

Sequéncia 1

;

Sequéncia 2

;

Sequéncia 3

:

Questione os participantes da possibilidade ou nao de, a partir de um produto formado, descobrir
qual a sequéncia que lhe deu origem. Destaque que, dada a redundancia do codigo, apesar de ser
possivel identificar uma sequéncia, ndo havera garantias desta ser a original.
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Decifrando o cédigo

Para download em tamanho completo, clique aqui.



https://drive.google.com/file/d/0BzMk-WqmNnOnOFdqQkgtWTV6a2c/view?usp=sharing

Um gel para ver DNA

Objetivo Geral

Aprender a preparar um gel de agarose para, posteriormente, realizar a separacao de amostras de DNA de
diferentes tamanhos.

Objetivos Especificos

1) Familiarizar os participantes com uma das ferramentas mais simples e universais da biologia molecular: o gel
de agarose.

2) Demonstrar que algumas das técnicas usadas pelos cientistas podem ser simples como uma receita de
cozinha.

Material
Necessario
1200 mL de tampao TBE** 0,5X
2 7 g de agarose Atencéo
3 1 cuba de eletroforese horizontal com bandeja e pentes 0 . )
. presente protocolo corresponde a preparacéo de um gel de agarose
4 Forno micro-ondas*** . |
| de 500 mL 3% com 200 mL de volume.
51er enmeyerde ** TBE: Solugao tampao composta de Tris, Borato e EDTA
61 proveta de 250 mL *** Pode ser utilizado o banho-maria como substituto.

7 1 jaleco descartével por participante

8 1 par de luvas de latex/pessoa

9 1 luva para forno micro-ondas

101 pedaco pequeno (~10 x 10 cm) de papel pardo
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1
Procedimento

» Em caso de se contar com duas cubas de eletroforese, os materiais deverao ser duplicados e os participantes
serao divididos em dois grupos, sendo cada grupo acompanhado por um mediador treinado.

 Um participante de cada grupo montara a bandeja do gel, com bandas isolantes nas extremidades, em uma
superficie reta e lisa.

* Um outro participante colocara 6 g de agarose no erlenmeyer e adicio-
nara 200 mL de TBE 0,5X

* Cobrir a boca do erlenmeyer com papel pardo, perfurando dois ou trés
buracos com uma ponteira para permitir a saida do vapor.

Sugestao

Se houver disponibilidade de uma balanca no local, sugere-se que o participante pese 0s 6 g de agarose a
serem adicionados ao erlenmeyer. Se possivel, é interessante fornecer aos grupos o tampéao TBE a uma
concentragao maior, de 5X, para que os participantes possam, eles mesmos, preparar o volume necessario de
TBE 0,5X. Neste caso, eles misturariam em uma proveta 20 mL de tampdo 5X com 180 mL de dgua destilada.

» Colocar o erlenmeyer no micro-ondas. Esquentar por um minuto. Retirar o erlenmeyer
com ajuda de uma luva de cozinha, agitar suavemente a solucao e colocar de novo no
micro-ondas. Esquentar por mais 30 segundos. Retirar e mexer a solu¢ao, cuidando
sempre para nao transbordar devido ao aquecimento. Repetir os passos anteriores até
conseguir uma solucao transparente e sem grumos.

* Deixar esfriar um pouco, mexendo o erlenmeyer.

* Quando atingir uma temperatura suportavel a mao do participante, verter o gel sobre
uma das bordas da bandeja, bem devagar para nao gerar bolhas.

* Encaixar cuidadosamente os pentes nos espacos apropriados da bandeja.

* Deixar solidificar por aproximadamente 20 minutos (até o gel ficar
com uma aparéncia opaca e esbranquicada).

 Uma vez solidificado, retirar os pentes do gel, com cuidado, e retirar
as bandas de borracha das extremidades da bandeja.

» Colocar a bandeja com o gel dentro da cuba eletroforética




Ampliando a Discussao!

Sugere-se complementar esta atividade com uma expli-
cacao pratica (utilizando-se uma peneira ou um filtro,
por exemplo) a respeito da separacao de coisas de difer-
entes tamanhos. No exemplo da peneira, diferentes
tamanhos de particulas (de areia, terra ou semente) sao
separados em funcao do tamanho dos orificios. Da
mesma forma, o gel de agarose se assemelha a uma
peneira ou a um filtro, com poros microscépicos por
onde passam os fragmentos de DNA de diferentes
tamanhos. Pode-se usar aqui uma animacgao que mostre
que fragmentos menores viajam mais rapidamente e,
portanto, chegam mais longe durante uma corrida de
eletroforese, em comparagao com fragmentos maiores.
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Diferenciando Espécies pelo

seu DNA

Objetivo Geral

Demonstrar que, apesar de todos os seres vivos terem DNA, ha diferencas entre o DNA das diversas espécies.

Objetivos Especificos

1)Aprender uma das formas mais comuns de se separar moléculas de tamanhos e formas diferentes.
2) llustrar experimentalmente que os organismos das mais variadas espécies, animais e vegetais, possuem

DNA.

3) Demonstrar que estes organismos podem ser diferenciados por seu DNA.

Material
Necessario

Atencao

Serao utilizados produtos previamente preparados de PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase) a partir de DNA
de diferentes espécies animais e vegetais. Para fins didaticos, as amostras devem gerar bandas de tamanhos
diferentes para cada uma das espécies. Por tal motivo, foram escolhidos marcadores especificos que geram

bandas de tamanho conhecidos e diferentes entre si.

Camera fotografica para documentar os resultados
1 Cuba e fonte para eletroforese
2 Transiluminador com luz UV
3 Corante para visualizacao de DNA*

Corante de rastreamento (loading buffer ou loading dye)**

4 Micropipeta P10 e ponteiras
5 1 pedaco de 10 cm de comprimento de Parafilm

Produtos de PCR de diferentes espécies***

Tampao TBE 0,5X em quantidade suficiente para encher a cuba****

Atencao
*0 aplicador deve atentar para o fato de que ha diferentes opgoes de
corantes de DNA, o mais conhecido sendo o Brometo de Etidio (BE), que
ndo é o mais recomendado atualmente por ser téxico. Opcoes ndo
toxicas, como das marcas GelRed ou Diamond, sdo bons substitutos, que
devem ser usados conforme orientagdo do fabricante. O presente
protocolo usou o corante Safer Kasvi, que vem pronto para uso e dispensa
adicao de corante de rastreamento.
**A ser usado com certos tipos de corantes de DNA, como BE, GelRed ou
Diamond.
***No Anexo 2, ha detalhes dos marcadores moleculares de todas as
espécies utilizadas nesta atividade. Tais marcadores podem ser modifica-
dos, desde que se garanta a presenca de uma banda de tamanho
diferente para cada espécie.

***¥TBE: Solucao tampdo composta de Tris, Borato e EDTA.




1
Procedimento

* Apds os participantes terem realizado a atividade do REA anterior (ver “Como fazer um gel de agarose”)
colocar o gel na cuba e cobri-lo com TBE 0,5X.

» Colocar sobre um pequeno quadrado de parafilme 1 pl do corante Safer por amostra (Ex.: se sao 10 partici-
pantes e cada participante ird aplicar 2 amostras, coloca-se 20 gotas separadas e enfileiradas de 1 ul do
corante Safer sobre o parafilme)

2
Sugestao

Dependendo do nimero de espécies disponiveis, podem ser definidas as repeticoes das amostras de cada
espécie. (Ex.: se houver quatro espécies, pode-se montar um gel de 20 po¢os com cinco repeti¢cdes de cada
espécie).

e Com ajuda de uma micropipeta P10, o participante pegard 8 uL da
amostra de DNA produto da PCR e a misturara com a gota de 1 pL do
corante Safer sobre o parafilm.

» Uma vez misturada a solucdo, o participante identificara, com ajuda do
mediador, 0 po¢o onde serd colocada a amostra. A seguir, o participante
aplicara a amostra no poco correspondente do gel.

« Uma vez que cada participante tenha aplicado pelo menos duas amostras
no gel, um dos participantes sera encarregado de colocar a tampa da cuba
e inserir os cabos da fonte nos polos positivo e negativo.

Atencao

Prestar muita atencao, pois 0 DNA possui carga negativa e migrara para o polo positivo, que deve estar no
lado oposto ao da posicao das amostras

Ligar a fonte e regula-la com os valores de corrida
correspondentes (ver condicdes de eletroforese para gel
3%

Uma vez transcorrido o tempo de corrida, os participantes
observarao o gel na luz UV, protegidos por jaleco, luvas e
6culos ou pela tampa de acrilico transparente do
transiluminador. Para escurecer o campo de visao,
recomenda-se utilizar uma caixa de papelao de cor preta
com um orificio apenas suficiente para permitir a
visualizacao.
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3
Sugestao

Tirar foto do gel e utilizé-la posteriormente para discussao. E muito importante que, durante toda a
manipulagao na presenca de luz UV, nenhuma parte do corpo desprotegida (maos, rosto, etc) seja
exposta a esta luz.

*O tempo de corrida e os valores utilizados na fonte dependem do tamanho e da concentracao do gel. Neste exemplo, o gel a 3% é
de 20 x 20 cm e as condig¢Oes de corrida sao: 300 volts, 100 mA, 200 Watts durante 30 min.

Ampliando a Discussao!

A discussao final se da com base na imagem das difer-
entes bandas obtidas no gel de agarose contendo as

amostras de DNA das diferentes espécies. Sugere-se
perguntar aos participantes se eles conseguem, a partir
das posicoes conhecidas dos pocos onde eles proprios
aplicaram suas amostras, diferenciar as espécies com
base na posicdao de suas bandas. Perguntar o que estas
diferentes espécies tém em comum.

4
Conclusao Final

Concluir que todas as espécies, incluindo a nossa, possuem DNA, que pode ser extraido, manipulado,
visualizado em um gel e analisado. Isto ocorre porque todas as espécies tém um certo grau de “parentesco”
entre si. Enfatizar, no entanto, que cada espécie tem sua particularidade, tanto em termos de caracteristicas
aparentes como em termos de seu DNA.
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Anexo 2: Marcadores moleculares
utilizados na atividade “Diferenciando
Espécies pelo seu DNA”

Para realizar a diferenciacao das espécies estudadas no gel de agarose, ao se encomendar os primers, ou no caso dos
mesmos serem desenhados especificamente para o projeto, deve-se prestar atencao aos tamanhos das bandas resul-
tantes que serao observadas em agarose 3%. O gel das espécies conta geralmente com uma ou duas espécies de plan-
tas, 0 ser humano e uma ou duas espécies animais. Abaixo, descrevemos as sequéncias dos pares de primers refer-
entes aos marcadores utilizados no Projeto Imagine.

Goiabeira serrana (Acca sellowiana)

Marcador ASE59 - fragmento esperado 178-190 pb Marcador ASE31 - fragmento esperado 300-340 pb
Sequéncia F: 5'-ACTATTGCATGCTTGTCTC-3' ou Sequéncia F: 5-TCTTCAAAACAAATCCACTCTC-3'
Sequéncia R: 5-AGGTATCTTCAGTTCTTGTTG-3’ Sequéncia R: 5-TCTTCATCAGGCGACCATA-3'

Araucaria (Araucaria angustifolia)

Marcador Ag45 - fragmento esperado 161-191 pb Marcador Ag94 - fragmento esperado 173-187 pb

Sequéncia F: 5'-CCATCCTCCATCATTCATCC-3' ou Sequéncia F: 5-CCCCACAATAACCCAAGATG-3

Sequéncia R: 5-TCCCTCCCTATGTCCCAAAG-3’ Sequéncia R: 5-AGTAAAATCCGCTAACAAATGC-3'
Milho (Zea mays)

Marcador Zeina - fragmento esperado 329 pb
Sequéncia F: 5-TGCTTGCATTGTTCGCTCTCCTAG-3
Sequéncia R: 5-GTCGCAGTGACATTGTGGCAT-3'

Galinha (Gallus gallus domesticus)

Marcadores de sexagem* - fragmento esperado aproximadamente 344 pb
Sequéncia primer F: 5-CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3' (R=A ou G; Y=T ou C)
Sequéncia primer R: 5-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3'

*A sexagem em aves se determina pelo numero de bandas. Duas bandas indicam fémeas enquanto que uma banda indica machos.

Rato (Rattus norvegicus)

Marcador D4Mgh22 - fragmento esperado 92-114 pb
Sequéncia F: 5'-CCTGTCATGTTATTGATGATGATG-3’
Sequéncia R: 5-GGTCACATGAAATTTGACCTCA-3’

Humano (Homo sapiens)

Marcador PTPN - fragmento esperado 215 pb
Sequéncia F: 5'-TGCCCATCCCACACTTTAT-3’
Sequéncia R: 5-ACCTCCTGGGTTTGTACCTTA-3'
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A diversidade biolégica

Objetivo Geral

Realizar uma discussao final ampla sobre a diversidade bioldgica, com base nas diversas praticas realizadas
durante o médulo “DNA, diversidade e hereditariedade”.

Objetivos Especificos

1) Perceber e discutir as diferencas existentes entre as espécies, em seus mais variados niveis.

n

2) Perceber e discutir as diferencas e semelhancas existentes entre os seres humanos, que variam tanto “dentro
como “entre” grupos, povos e etnias.

3) Demonstrar a utilidade da abordagem cientifica e das técnicas moleculares para se compreender a diversi-
dade bioldgica, humana ou nao humana.

4) Estabelecer uma relacao natural entre o ser humano e as demais espécies.

5) Compreender que a humanidade é, do ponto de vista genético, como uma “grande familia”, dentro de uma
familia maior ainda que é a natureza.

Material necessario

Nesta atividade, os Unicos materiais necessarios serao as fotografias geradas em duas atividades precedentes:
“O DNA Humano - Anexo 1" e “Diferenciando Espécies pelo seu DNA". Caso haja disponibilidade de um
projetor multimidia, o ideal é fazer a discussao em torno de uma grande tela, onde serao projetadas as fotos e
suas identificacdes. Caso contrario, pode-se fazer a atividade com as fotos impressas ou ainda utilizando a tela
de um computador portatil.

Sugestao

No Projeto Imagine, a equipe sempre procura realizar esta etapa no ultimo dia de atividades, momento em que
todos os participantes se reinem. Neste momento, outros membros da comunidade podem ser convidados a
participar. O intuito principal é dar um fechamento e um sentido maior ao conjunto das praticas realizadas,
possibilitando uma discussao horizontal e criativa. Antes disso, ou seja, até a noite do dia anterior, a equipe
prepara as fotos na forma de uma apresentacdo de slides, onde se podem inserir explicacdes e resultados de
experimentos reais, tanto da comunidade em questao quanto de comunidades de outros paises ou regides
participantes do projeto.
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Exemplos de duas fotos das espécies

Araucaria
1 2 3

— e m

Ser humano

Goiabeira serrana 1 2 3
1 2 L

Foto 1: tirada no laboratdrio da UFSC com as mesmas condicdes dos projetos de pesquisa locais.

Milho
Goiabera serrana — Rato

. - 1 2 3 . 5 y Ser humano

3 s D S

Foto 2: tirada em condicdes de campo, a partir do trabalho realizadod)elas cr(iiar(ljgf\s gas cgn;lénidad(es ruraiade (alc)a no Peru. A maior parte do equipamento utilizado era pertencente a
niversidad Andina del Cusco (agosto de 2014).

Com base nas fotos 1 e 2, inicia-se uma discussao envolvendo todos os participantes, na busca de uma
interpretacao dos resultados obtidos. E necessério explicar que os nimeros em tela (1 a 3) correspondem as
trés amostras de DNA representando cada uma das espécies, que foram aplicadas pelos préprios partici-
pantes na pratica “Diferenciando Espécies pelo seu DNA".

Ampliando a Discussao!

Neste momento, pode-se fazer uma recapitulacao de

alguns conceitos ja trabalhados nas etapas anteriores,
como a separacao de objetos ou particulas de tamanhos
diferentes através do uso de peneiras, filtros ou da
propria cromatografia em papel usados nas atividades
“Desvendando Caracteristicas Escondidas” e “Um Gel
para Ver DNA”. Relembrar as caracteristicas e a funcao
do gel de agarose na separacao de fragmentos de DNA.
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Partindo-se do principio que as bandas ou listras brilhantes representam as amostras de DNA de um deter-
minado tamanho (quanto maior, mais alta a sua posicao no gel), pode-se deduzir que a molécula de DNA
esta presente em todas as espécies trabalhadas, representando, portanto, um ponto de convergéncia ou de
semelhanca entre elas. Deve-se observar com os participantes que a posicao das bandas, no entanto,
permite diferenciar uma espécie da outra, representando assim um ponto de divergéncia entre elas. Deve-se
observar que, nesta atividade, a espécie humana também apresenta semelhancas e diferencas em relacao as
demais espécies.

Ampliando a Discussao!

Pode-se salientar, neste momento, dependendo do
grau de compreensao dos participantes, que as bandas
observadas representam apenas um minusculo frag-
mento (ou um “marcador”) do DNA destas espécies e
nao seu DNA total.

Concluir que todas as espécies, incluindo a nossa,
possuem DNA. Enfatizar, no entanto, que cada espécie
tem sua particularidade, tanto em termos de carac-
teristicas aparentes como em termos de seu DNA.

Exemplos de duas fotos da diversidade humana

Marianne Fernanda

Foto 3: tirada no laboratdrio da UFSC com as mesmas condigdes dos projetos de pesquisa locais.

M1 M2 ML M2 M1 M2 M1 M2 ML M2 M1 M2

Cristel Furlin Rovmario Luzmaring Marcos Miarcia

Angélica

Foto 4: tirada em condic6es de campo, a partir do trabalho realizado pelas criancas das comunidades rurais de Calca no Peru. A maior parte
do equipamento utilizado era pertencente a Universidad Andina del Cusco (agosto de 2014).




Com base nas fotos 3 e 4, deve-se conduzir uma discussao sobre a diversidade entre as pessoas, tanto dentro
de uma mesma comunidade, como entre comunidades, etnias ou mesmo paises diferentes. Os nomes repre-
sentam as pessoas voluntdrias e as legendas M1 e M2 representam os dois fragmentos ou “marcadores” de
DNA analisados (AT3 e PV92, respectivamente), conforme descrito em “O DNA Humano - Anexo 1”.

Atencao

Nesta etapa, € muito importante que os participantes tenham espaco e liberdade para observar, analisar e interpre-
tar os resultados de acordo com suas prdprias visoes e valores. Os mediadores devem simplesmente balizar a
discussao, oferecendo as interpretacoes proprias do método cientifico, enfatizando que estes resultados se refer-
em a uma porcao infima do DNA de algumas poucas pessoas analisadas e que, portanto, ndo podem ser general-
izados para todo o material genético de cada individuo, nem mesmo para todos os membros de uma determinada
comunidade ou etnia.

* Perguntar aos participantes quantas bandas podem ser observadas para cada pessoa analisada, se consider-
armos conjuntamente os dois marcadores, M1 e M2. Este nimero é variavel?

* Perguntar se as pessoas podem ser diferenciadas com base no nimero e na posicao de suas bandas. Neste
caso, as pessoas voluntarias da comunidade local sao todas iguais entre si ou também se diferenciam umas
das outras?

* Neste momento, os mediadores podem informar de onde foram coletadas as outras amostras analisadas,
por exemplo, de membros da equipe Imagine ou das comunidades X e Y que podem, inclusive, ser de
paises diferentes.

* Perguntar aos participantes se é possivel, com base apenas nestes resultados especificos, identificar com
certeza a origem das pessoas.

Ampliando a Discussao!

Pode-se sugerir aos participantes que verifiquem se os
marcadores M1 ou M2 podem formar grupos diferentes
de individuos dentro da mesma comunidade. Caso
formem, pode-se iniciar uma discussao sobre quais os
critérios utilizados, dando a ideia de que, ao introduzir
mais marcadores, poderao se formar grupos diferentes
e mais numerosos de “tipos genéticos”.
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Sugestao

Com base nos dois marcadores aqui utilizados, é bastante provavel que haja alguma variagao entre as
pessoas de uma mesma comunidade, principalmente se for evitada a selecao de voluntarios com alto grau de
parentesco. Além disso, também é provével que se observem semelhancas entre algumas pessoas daquela
comunidade e pessoas externas a comunidade. Caso isso nao aconte¢a num primeiro momento, pode-se
ampliar o nimero de voluntarios, incluir outras pessoas da equipe de mediadores ou mesmo selecionar 0s
produtos de PCR armazenados de pessoas externas a comunidade. Para isso, recomenda-se que estas analises
sejam feitas pelo mediador responsavel ja nos primeiros dois dias do médulo (ver “O DNA Humano - Anexo
1"), para que haja tempo de se ampliar as amostras e preparar o material fotogréfico para a discussao final.

Conclusoes finais

O que se busca ao final deste modulo é concluir, através de uma reflexao coletiva baseada em dados gerados
pela propria comunidade e orientada pelos mediadores do projeto, que a diversidade é prdpria da natureza
humana, em qualquer povo e em qualquer regido do mundo. Esta diversidade faz com que néo existam duas
pessoas exatamente iguais e que também nao existam dois povos ou etnias totalmente diferentes, pois todos
compartilham, em algum grau, o seu material genético. A sugestao é que se abra a discussao para que todos
manifestem suas impressoes, conclusdes e criticas e que reflitam sobre como as atividades realizadas poderi-
am dialogar com a cultura e as tradi¢des locais.
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