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RESUMO: A utilizacdo de tecnologias de analise molecular da variabilidade do DNA pode auxiliar na resolucédo
de problemas importantes como o da distin¢do entre machos e fémeas para a formacdo de casais que possam
viabilizar a continuidade de espécies de aves ameacadas que ndo apresentem dimorfismo sexual. Este trabalho
teve como objetivo a aplicagdo de um modelo didatico simulando uma analise genética ficticia para identificacdo
do sexo em tucanos, destacando a utilizagdo de enzima de restri¢do na ordem das sequéncias das bases nitrogenadas
de DNA, dos cromossomos sexuais (Z/W) das aves e, assim, contribuir para o processo ensino-aprendizagem dos
alunos do curso de Licenciatura em Ciéncias Biologicas da UFR/MT. Para arealizacdo dessa atividade foi disposto
aos estudantes uma representacdo figural/simbolica/numérica que envolve a determinacdo do sexo presente em
cada amostra. Para isso, simulou-se o tratamento das sequéncias de bases nitrogenadas de DNA com a enzima de
restricdo Bam HI, que é capaz de reconhecer unidades de repeticdes GGATCC, permitindo identificar os genes
alelos: CHD-Z e CHD-W. Concluiu-se que o modelo didatico apresentado causou grande motivagcdo nos
estudantes, podendo ser estrategicamente aplicado como um eixo integrador de temas que envolvam a genética e
a biologia molecular, pois, os licenciandos conseguiram reconhecer a importancia da utilizacdo das enzimas de
restricdo, como ferramenta auxiliadora nos processos de investigacOes cientificas e para o entendimento da
existéncia de variacBes entre os tamanhos dos fragmentos que foram gerados por meio da aplicagdo da enzima
Bam HI nas sequéncias das bases nitrogenadas de DNA (pb) dos machos homogaméticos (ZZ) e das fémeas
heterogaméticas (ZW) de tucanos.
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APPLICATION OF DIDACTIC MODEL FOR GENETIC SEX IDENTIFICATION IN
TOUCANS USING RESTRICTION ENZYMES IN DNA SEQUENCING ANALYSIS

ABSTRACT: The use of molecular analysis technologies of DNA variability can help in solving important
problems such as the distinction between males and females for the formation of couples that can enable the
continuity of endangered bird species that do not present sexual dimorphism. The objective of this work was the
application of a didactic model simulating a fictitious genetic analysis for sex identification in toucans, highlighting
the use of restriction enzyme in the sequence order of the nitrogenous bases of DNA, of the sex chromosomes
(Z/W) of the birds and, thus, contribute to the teaching-learning process of the students of the Degree in Biological
Sciences at UFR/MT. To carry out this activity, students were given a figural/symbolic/numerical representation
that involves determining the sex present in each sample. For this, the treatment of DNA nitrogenous base
sequences was simulated with the restriction enzyme Bam HI, which is capable of recognizing GGATCC repeat
units, allowing to identify the allele genes: CHD-Z and CHD-W. It was concluded that the didactic model presented
caused great motivation in the students, and can be strategically applied as an integrating axis of themes that
involve genetics and molecular biology, since the undergraduate students were able to recognize the importance
of using restriction enzymes as a tool aiding in the processes of scientific investigations and for the understanding
of the existence of variations between the sizes of the fragments that were generated through the application of the
enzyme Bam HI in the sequences of the nitrogenous bases of DNA (pb) of the homogametic males (ZZ) and of
the heterogametic females (ZW) of toucans.
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INTRODUCAO

A disciplina de Genética encontra-se presente na matriz curricular do curso de
graduacao das areas de bacharelado e de licenciatura em ciéncias biolégicas. E muitos dos seus
alunos apresentam dificuldades em criar uma imagem mental e colocar em prética 0s
conhecimentos tedricos adquiridos.

Diante dessa realidade, modelos didaticos vém sendo Uteis no ensino-aprendizagem de
dificil entendimento como € o caso da relacdo da genética com a biologia molecular, buscando
solidificar os conhecimentos nestas duas areas, além de mostrar aos alunos que 0s contetdos se
complementam.

Para Moura et al. (2013) os alunos devem ter a capacidade de avaliar as vantagens e
desvantagens das aplicacdes cientificas e tecnoldgicas que sdo atualmente feitas com a
utilizacdo do DNA, considerando valores éticos, morais, religiosos, ecolégicos e econdémicos.
No entanto, segundo Medeiros et al. (2021); Medeiros, Alves e Kimura (2023), muitos alunos
tém dificuldade em assuntos que envolvem a participacdo simultanea de genética e biologia
molecular, como a andlise de genomas, sequenciamento das moléculas de DNA de um
organismo e sua comparacdo no nivel molecular com outros seres vivos quando isso €
apresentado nos moldes tradicionais, conteudista, ndo sendo utilizados diferentes recursos e
metodologias para a implementacédo das aulas.

Os autores Fabricio et al. (2006) citaram que € necessario que as aulas no Ensino Médio
ou Superior possibilitem a compreenséo das leis de Mendel e os mecanismos da transmisséo
dos caracteres hereditarios, permitindo ao aluno, inseri-lo em outras disciplinas e relaciona-los
a outros contetdos. Além disso, Medeiros, Alves e Kimura (2022) mencionaram que os alunos
precisam reconhecer que a genética proporciona avangos em diversos campos da sociedade,
especialmente destacando a utilizacdo de técnicas de biologia molecular na identificacdo do
DNA.

Segundo Pierce (2016) um dos principais objetivos da Genética é auxiliar os alunos no
que diz respeito, a desvendar os principais conceitos genéticos e estabelecer conexdes,
contribuindo para uma aprendizagem ampla e integradora. Dessa forma, uma alternativa para a
aplicacdo pratica desse referencial teorico de forma mais dindmica, seria a aplicacdo de modelos
didaticos que contemplassem 021111essas matérias e dessa forma pudessem trazer uma viséo
mais aproximada desse mundo abstrato aos estudantes, melhorando, assim, sua compreensao
sobre o contetido abordado.

Assim, segundo Medeiros et al. (2021) a aplicacdo de simulagdes ou modelos didaticos
torna-se fundamental para explicar o0s processos envolvidos na hereditariedade.
Especificamente, tratar das leis de Mendel e algumas de suas derivagdes, bem como
conhecimentos que possibilitem aos alunos compreender as tecnologias ligadas a manipulacéo
do DNA.

Modelos tém sido empregados como ferramentas auxiliares constituindo como uma
estratégia de ensino eficiente que facilita o aprendizado através de representacées de conceitos,
permitindo que os conteudos tedricos de diversos temas, sejam revistos nas aulas com mais
interatividade e dinamismo (EICHLER & DEL PINO, 2000; BARAB et al., 2000; MEDEIROS
& MEDEIROS, 2002; CAVALCANTE & SILVA, 2008; SOBRINHO & BORGES, 2010;
MENDONCA & SANTOS, 2011; MEDEIROS & RODRIGUES, 2012; DUSO, 2012;
KLAUBERG, 2015; MEDEIROS et al., 2021; MEDEIROS, ALVES E KIMURA, 2022; 2023).

Assim, utilizacdo de tecnologias de analise molecular da variabilidade do DNA podem
auxiliar na resolucdo de problemas importantes como o da distin¢cdo entre machos e fémeas para
a formacdo de casais que possam viabilizar a continuidade de espécies ameacadas, haja visto
que, quase metade das aves presentes no planeta ndo apresentam dimorfismo sexual, ou seja,
ndo possuem caracteristicas fenotipicas que as diferenciam sexualmente, como tamanho ou
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coloragdo das penas (POUGH & HARVEY, 1999). Assim, a sexagem destaca-se como técnica
promissora pela seguranca e facilidade de execucdo (Goldschmidt et al., 1999), de modo que,
em aves, é realizada principalmente, a partir de técnicas como o PCR e a cariotipagem, que
explora a diferenca entre 0s cromossomos alossomos das aves que ndo apresentam o
dimorfismo sexual (JUSTINO et al., 2016).

Este trabalho teve como objetivo a aplicacdo de um modelo didatico simulando uma
analise genética ficticia para identificacdo do sexo em tucanos, destacando a utilizagdo de
enzima de restricdo na ordem das sequéncias das bases nitrogenadas de DNA, dos cromossomos
sexuais (Z/W) das aves e, assim, contribuir para o desenvolvimento dos alunos do curso de
Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas da UFR/MT.

MATERIAL E METODOS

Esta atividade foi realizada na Universidade Federal do municipio de Rondonépolis do
Estado de Mato Grosso, utilizando-se do método quanti-qualitativo de natureza estruturada,
destacando a utilizacdo das técnicas de biologia molecular para auxiliar na distincdo entre
machos e fémeas de tucanos.

Os sujeitos que participaram do estudo foram 28 (vinte e oito) alunos do Curso de
Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais, sendo 36,0%
de sexo masculino e 64,0% de sexo feminino, com faixa etaria entre 18 e 36 anos.

Para a resolugédo da atividade foi elaborado uma sequéncia didatica dividida em duas
aulas, de 50 minutos/cada. A atividade de investigacdo foi organizada em dois momentos, da
seguinte forma:

A primeira aula (50 min) foi composta pela parte introdutéria do tema abordado, de
maneira que os alunos pudessem se contextualizar, compreender e se envolver com o tema
relacionado. E nesse sentido, os alunos foram orientados com conhecimentos teoricos de
hereditariedade ligada ao sexo e da aplicacdo de enzimas de restricdo na identificacdo de
variantes genéticas e padrdes de hereditariedade, a fim de que adquirissem conhecimentos
cientifico e tecnoldgico relacionados as diferencas que caracterizam 0s Cromossomos sexuais,
os alossomos Z e W.

Na segunda aula (50 min) foi aplicada uma atividade que consistiu numa simulagéo
pratica de uma analise genética de sexagem molecular de um grupo ficticio de tucanos baseada
na analise de amostras de segmentos de DNA. Foram usadas enzimas de restricdo ou
endonucleases para que as sequéncias se tornassem visiveis e pudessem ser detectados 0s genes
CHD - Z e CHD — W que estédo localizados nos cromossomos sexuais ou alossomos das aves.
Lembrando aos alunos que o gene CHD — W, localiza-se no cromossomo W, somente nas
fémeas, e o gene CHD — Z é encontrado no cromossomo Z, ocorrendo em ambos 0S Sexos.

Modelo didatico apresentando sequéncias hipotéticas de DNA de tucanos

O modelo didatico (Figura 1), foi elaborado associando biologia molecular e genética.
Nessa atividade de caréater investigativo, foi considerado a aplicacdo do uso do exame de DNA
em teste de identificacdo dos genes CHD — Z e CHD — W que constituem o par de cromossomos
sexuais nos tucanos.
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Figura 1. Modelo didatico confeccionado com perspectivas de utilizacdo no processo de ensino e
aprendizagem de genética, ilustrando hipoteticamente a informacdo genética, do DNA que permite
reconhecer genes CHD —Z e CHD — W localizados no par de cromossomos sexuais ou alossomos no grupo
de tucanos. (Fonte: Os autores, 2023).

04

Os alunos receberam amostras que simulavam as sequéncias de nucleotideos 01, 02, 03,
04 e 05, devidamente identificados por 80 letras cada. A letra A correspondia a base Adenina,
a letra T a base Timina, a letra C a base Citosina e a letra G a base Guanina.

A finalidade foi analisar o DNA com a enzima de restricdo Bam HI que é capaz de
reconhecer unidades de repeticbes GGATCC ao longo da sequéncia de nucleotideos,
permitindo a identificacdo simbolica dos genes CHD — Z e CHD — W, responsaveis pelo sexo
das cinco aves. Para isso, quando a sequéncia GGATCC fosse encontrada, os alunos deveriam
destacar, colorindo artificialmente de cinza. E em seguida deveriam clivar entre a primeira e a

segunda Guanina toda vez que encontrassem a sequéncia: GYG ATCC

RESULTADOS E DISCUSSOES

A espécie Ramphastos toco, também conhecida como tucano-toco ou tucanucu (Figura
2), se destaca como 0 maior de todos os tucanos, apresentando em média 56 cm de comprimento
e 540 g de massa. Ele é encontrado no cerrado e florestas do interior do Brasil, ocorrendo em
areas semiabertas e fechadas. Possui penas pretas em grande parte de seu corpo. Na regido do
pescoco, as penas sdo brancas. Ao redor dos olhos, a pele € nua e apresenta cor laranja ou
amarela. A palpebra do tucano-toco é azul-turquesa. O bico do tucano-toco € largo, longo, com
tonalidade alaranjada vibrante, estrias rubras perpendiculares ao eixo principal e uma mancha
negra na extremidade.

Essa espécie de tucano se alimenta de frutos carnosos e arilos de sementes de diferentes
espécies, além de ovos e filhotes de outras espécies de aves. Sao observados vivendo em bandos
de cerca de 20 individuos e durante o periodo reprodutivo, sdo separados em casais.
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Para nidificar, encontram cavidades em ocos de arvores e usam o0 bico para deixa-las do
tamanho ideal. Colocam de dois a quatro ovos, 0s quais apresentam incubacéo de cerca de 16
dias. Esses tucanos sdo monogamicos e vivem, em média, 40 anos.

Figura 2. Casal de Ramphastos toco, também conhecido popularmente como tucano-toco ou tucanugu.

O sexo nos tucanos é determinado através dos cromossomos sexuais, também chamados
heterossomos ou alossomos. Os outros cromossomos do organismo sao chamados autossomos.
E o cromossomo sexual comum a machos e fémeas € o cromossomo Z, e 0 cromossomo sexual
presente apenas em fémeas € o cromossomo W, de forma que machos apresentam dois
cromossomos Z (ZZ), sendo por isso chamados de homogaméticos, e fémeas um cromossomo
Z e um cromossomo W (ZW), sendo por isso chamadas de heterogaméticas. Desse modo, como
0 processo que da origem as células sexuais € a meiose, podemos concluir que metade dos
Ovulos produzidos pela fémea possuem cromossomo Z e a outra metade, o cromossomo W. Ja
nos machos todos os espermatozdides apresentam somente 0 cromossomo Z. A determinacgéo
do sexo ocorre no momento da fecundacdo, se o 6vulo que possua o cromossomo W, for
fecundado por um espermatozoide com cromossomo Z, 0 embrido se desenvolvera originando
uma fémea; mas se 0 6vulo que possua o cromossomo Z for fecundando por um espermatozdide
gue possua um cromossomo Z, o embrido se desenvolvera e originara um macho. Dessa forma,
podemos dizer que no sistema ZW a determinacao do sexo dos descendentes é feita pelo gameta
feminino, pois somente ele contém o cromossomo Z ou 0 cromossomo W.

Assim, 0S cromossomos sexuais nos tucanos sdo iguais nos machos e diferentes nas

fémeas.
Nestas, o cromossomo do tipo W possui genes, tamanho e morfologia diferentes daqueles do
cromossomo do tipo Z. Nesse caso, segundo Fridolfsson e Ellegren (2000); Ezaz et al. (2006),
0 cromossomo Z tem o tamanho muito uniforme para todas as espécies de aves, mas 0
cromossomo W varia de tamanho na maioria delas.

A Figura 3, representa, respectivamente, 0s cromossomos sexuais de um macho (ZZ) e
de uma fémea (ZW) de tucano. O cromossomo W esta presente em todos os descendentes do
sexo feminino.
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Figura 3. Esquema apresentando cromossomos alossomos duplicados constituido por dois filamentos de
DNA iguais (cromatides irmads) interligados na regido do centrémero.

A Figura 4, mostra, respectivamente, as sequéncias de DNA 01, 02, 03, 04 e 05, com 80
letras cada, destacando o material genético dos tucanos com os sitios de restricdo da enzima
Bam HI, colorido em cinza pelos alunos, para que se tornassem visiveis as unidades de
repeticdes GGATCC utilizada para identificacdo do gene sexual. Segundo Chistiakov (2005)
essas sequéncias repetidas por serem curtas sdo hipervariaveis e seguem o padrdo mendeliano
de segregacéo.

Na ordem das sequéncias das bases nitrogenadas dos tucanos 01, 04 e 05, foram
identificados dois sitios de restricbes e nas dos tucanos 02 e 03, um sitio de restricdo (Figura
4).

(CTTAAGAGTCGAGGGCCACGY )
TGGATCCAAGAGATATATCA Y
AAGAGATATCGATGGTATGT
WTATAGGGTTAAGGATCCTC)

(CTTAAGAGTCGAGGGCCACGY _ » )
TGGATCCAAGAGATATATCA |[|[#

AAGAGATATCGATGGTATGT
WTATAGGGTTAAGAGATATC)

(CTTAAGAGTCGAGGGCCACGY 2 )

E
—_

ﬂ
[\

TGGATCCAAGAGATATATCA
AAGAGATATCGATGGTATGT
WTATAGGGTTAAGAGATATCJ )

(CTTAAGAGTCGAGGGCCACGY Q)
TGGATCCAAGAGATATATCA
AAGAGATATCGATGGTATGT
WTATAGGGTTAAGGATCCTC), )

(CTTAAGAGTCGAGGGCCACGY 2% )
aETGGATCCAAGAGATATATCA

AAGAGATATCGATGGTATGT
WTATAGGGTTAAGGATCCTC)( )

Figura 4. Segmentos hipotéticos de DNA com 80 letras cada dos Tucanos 01, 02, 03, 04 e 05, exemplificando
nessa simulagao os sitios de restricdo com sequéncia GGATCC.

A Tabela 1, mostra, respectivamente, as sequéncias de DNA 01, 02, 03, 04 e 05, com
80 letras cada, destacando o material genético dos tucanos com os sitios de restricdo da enzima
Bam HI, coloridos em vermelho, ilustrando uma tesoura nas unidades de repeticdes GGATCC
cortando a sequéncia de DNA entre a primeira e a segunda guanina quando reconhecida.

Assim, quando a sequéncia GG fosse encontrada, os alunos deveriam desenhar uma
tesoura separando G de G. Em seguida deveriam contar o nimero de bases nitrogenadas de

04
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cada fragmento e registrar os resultados. Desse modo, obtém-se os fragmentos distintos de
moléculas de DNA, pois a enzima de restri¢ao atua como tesoura molecular, que corta 0 DNA
em sequéncias especificas.

Na ordem das sequéncias das bases nitrogenadas dos tucanos 01, 04 e 05, foram
reconhecidos dois sitios de Bam HI, que se encontram distantes um do outro em cerca de 51 pb
e, nos tucanos 02 e 03, um sitio de restricdo distante a 22 pb de uma das extremidades (Tabela
01).

Essa técnica, tem como vantagem o fato de ser de execucdo facil e rapida, oferecendo
muitos dados para serem analisados. A enzima de restricdo Bam HI atuou como uma marca
digital que pode ser localizada em partes do DNA dos tucanos 01, 02, 03, 04 e 05. Essas marcas
que variaram entre as sequéncias de DNA dos tucanos 01, 02, 03, 04 e 05, sdo herdadas
geneticamente.

Tabela 1. Sequéncia hipotética de DNA dos Tucanos 01, 02, 03, 04 e 05, exemplificando a tesoura separando
G de G pela enzima de restricdo Bam HI, permitindo identificar os sitios de restricéo e distancia em pb.

Acdo da enzima de restricdo Bam HI nas sequéncias do DNA Ne sitios de Bam HI Distanci b
. . . 2 sitios de Bam istdncia em
Comprlmento da sequéncia de DNA: 80 pb P
(CTTAAGAGTCGAGGGCCACG) )
T@EATCOAAGAGATATATCA] gy : 51 pb entre les
AAGAGATATCGATGGTATGT
(\l.\lA\(,(;(;ll.-\.-\( l(.J
(CTJAAGAGTCGAGGGCCAC (;\f'_ N
Bl TGEATCCAAGAGATATATCA | 22 pb da extremidade
AAGAGATATCGATGGTATGT
ATATAGGGTTAAGAGATATC
\ AR J
 TCGAGGGCCACG "
AGAGATATATCA .
T FATGT 1 22 pb da extremidade
GTT 1 > )
T CGY x)
T A CA
AAGAGATAT GT 2 51 pb entre eles
ATATAGGGT JT C )
(‘CT Jd AAGAGT
05 1 (\ GAGAT : l\ 2 51 pb entre eles
AWATATAGGGT

A Tabela 2, mostra, respectivamente, as sequéncias de DNA 01, 02, 03, 04 e 05, com
80 letras apds o DNA ser fragmentado em pedacos pela enzima de restricio Bam HI. Ao
comparar os tamanhos dos fragmentos gerados, verificou-se que existem diferencas em niumero
de bases nitrogenadas (pb).

Na ordem das sequéncias das bases nitrogenadas dos tucanos 01, 04 e 05, foram
reconhecidos fragmentos com tamanhos de 7 pb, 22 pb e 51 pb e dois sitios de Bam HI. E na
dos tucanos 02 e 03, fragmentos com tamanhos de 22 pb e 58 pb e um sitios de Bam HI. Por
meio desses fragmentos € possivel demonstrar o sexo das aves estudadas.
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Tabela 2. Esquema demonstrando os diferentes tamanhos dos fragmentos (pb), gerados pela enzima de
restricdo Bam HI e que permite a identificacdo de variantes genéticas que diferenciam o macho da fémea
dos tucanos 01, 02, 03, 04 e 05.

Tucanos Tamanhos (pb) gerados apds a acdo da enzima Bam HI
pb) g P ¢
22 pb
CTTAAGAGTCGAGGGCCACGTG
] 51 pb
:.-ntc.\.\G.\G.\TAr.aT('AAAG.aGATAT('GATGGTATGI.aT.\T.aGGGTT.\.a;#
- 7 pb
GATCCTC
TN 22 pb
0. CTT,-\AGA(;Tccacccccaccr’(,’&:
02
58 pb
CATCCAAGAGATATATCAAAGAGATATCCGATGGTATGTATATAGCGGCGTTAAGAGATATC
~
4 N 22 pb
“QGllcTrascacTCccacceccACETC
58 pb
GATCCAAGAGATATATCAAAGAGATATCGATGGTATGTATATAGGGTTAAGAGATATC
A
m— 22pb
Q|| CTTAAGAGTCGAGGGCCACGTG
51 pb
(.\I((.\.-\(i.-\G.—\T.-\'I.-\T('.-\.-\.\(i.-\(i.-\‘l‘.-\'l‘(G.\TG(;T.-\TG‘I‘.-\T.\T.-\(:‘GGTT.\.-\%
7 pb
GATCCTC
N 22 pb
- ('T'I‘.\.-\(;.-\GT('G.\GGG(‘('.-t('GT%
51 pb
r.\trr.\,\G.ac.\T_aT_\r('A;\AG;\G.\T.\Tcc,\rccr,\rcr.ar.\r,-\cccrr.a,\’r?&:
7 pb
GATCCTC
" J

A Figura 5, simula o processo de determinacéo do perfil eletroforético relativo ao sexo
dos tucanos feito apds as sequéncias de DNA 01, 02, 03, 04 e 05, serem fragmentadas em
pedacos pela enzima de restricdo Bam HI. Os fragmentos obtidos foram de quatro tipos: 7 pb,
22 pb, 51 pb e 58 pb. Esses quatro tipos de fragmentos podem ser detectados do lado esquerdo
na primeira coluna do diagrama do perfil eletroforético do DNA de cada tucano, onde observa-
se uma régua numerada, pelo seu tamanho relativo.

Na segunda coluna os quatro tipos de fragmentos podem ser detectados representados
por bandas monomorficas (Padrdo), distribuidos em faixas por ordem de tamanho coloridas
artificialmente em azul e verde.

Nas colunas verticais seguintes das amostras 01, 02, 03, 04 e 05, as bandas se distribuem
possuindo diferencas no seu comprimento. E assim, é possivel observar que cada tucano
envolvido, pode ser identificado por duas ou trés imagens de bandas. Essas bandas (Padrao) sdo
informacGes genéticas que sdo herdadas de maneira mendeliana, sendo que, cada uma delas é
passada de uma geracao para a outra, no momento da concepcao.

Desse modo, a leitura que pode ser feita, apos a observacdo dessas bandas (Padréo),
permite a comparacdo do perfil genético do DNA entre todas as amostras dos tucanos 01, 02,
03, 04 e 05, possibilitando a confirmacéo e identificacdo do sexo dos tucanos estudados.

Quando se relaciona as intersecOes de alinhamentos, relativos as bandas 7 pb, 22 pb, 51
pb e 58 pb com os mesmos nimeros na coluna vertical das amostras dos tucanos 01, 02, 03, 04
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e 05, verificou-se que todas elas, possuem uma banda em comum com 0 mesmo peso molecular.
Esta banda é um fragmento composto por aproximadamente 22 pb e esta presente em 100,0%
das amostras. Assim supde-se que essa banda, artificialmente colorida em verde (Figura 4), seja
a responsavel pelo gene CHD - Z.

Segundo Modi & Crews (2005), as aves fémeas tém duas copias de um cromossomo em
particular, ZZ. Portanto a banda de 22 pb é tomada como base de comparacdo em relacdo a
todos as outras bandas. A sequéncia de bases nitrogenadas dessa banda pode ser visualizada na
Tabela 2.

Também é possivel através das bandas 7 pb (verde), 51 pb (azul) e 58 pb (verde) quando
comparadas as bandas das amostras dos tucanos (02 e 03) com as dos tucanos (01, 04 e 05),
verificar que ndo existe nenhuma ligacdo bioldgica identificada entre essas aves. Sendo
justamente essas bandas que fazem nesse caso, 0s tucanos geneticamente diferentes em relagédo
a0 sexo.

Foi observado nas sequéncias de bases nitrogenadas das amostras dos tucanos 01, 02,
03, 04 e 05, que os genes CHD — Z e CHD — W podem ser discriminados pela presenca ou
auséncia de sitios de restricdo especificos por meio da enzima Bam HI. Assim, como 0s
tamanhos dos fragmentos de moléculas de DNA dos alelos CHD — W e do CHD — Z séo
diferentes, machos e fémeas dos tucanos podem ser facilmente identificados.

Deste modo, quando se usou a enzima de restri¢do, as fémeas de tucanos (01, 04 e 05)
puderam ser identificadas por trés imagens de bandas: 7 pb e 51 pb (azul) e 22 pb (verde). Isso
porque a enzima corta a sequéncia de bases nitrogenadas em duas regides, gene CHD — Z e
gene CHD — W. E os machos (02 e 03) por duas imagens de bandas: 22 pb e 58 pb (verde). Isso
porque a enzima corta a sequéncia de bases nitrogenadas em apenas uma regido, gene CHD —
Z (Tabela 2 e Figura 5).

Segundo Schartl (2004) o cromossomo sexual W possui o alelo dominante em relacao
ao gene presente no cromossomo Z. Portanto, no caso das amostras 01, 02, 03, 04 e 05, a
interpretacdo foi feita considerando o gendtipo das amostras de DNA (01, 04 e 05) que
apresentam a ocorréncia de trés bandas no gel de eletroforese, ou seja, manifesta-se como
heterozigotas (ZW). As sequéncias das amostras de DNA (02 e 03) apresentam a ocorréncia de
duas bandas no gel de eletroforese, ou seja, manifestando-se como homozigotas (ZZ).

Segundo Vieira, Coelho e Oliveira (2011) ensaios de sexagem molecular em aves sao
geralmente baseados no gene CHD, localizado no cromossomo W, unico para fémeas. Seu
alelo, CHD — Z, é encontrado no cromossomo Z e ocorre em ambos 0s sexos (ZW em fémeas
e ZZ em machos).

Amostras — Identificacdo de perfil genético

Separacédo dos g N ‘_k . N
fragmentos

por eletroforese

Nede pb Padrio 01 02 03 04 05

58
51 [ [ [ (]
22
07 - —— — —

Formula sexual ZW Z7Z 4 ZW ZW

FIGURA 5. Esquema demonstrando a eletroforese de DNA. Cada padrao corado em verde e azul, também
chamado de banda, representa um fragmento de DNA que permite identificar os sexos dos tucanos 01, 02,
03,04 e 05. (Fonte: Os autores, 2023).
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A Tabela 3, ilustra que o material genético na espécie de tucano Ramphastos toco,
distribui-se em 114 cromossomos (57 pares), 112 autossomos e 2 alossomos, heterossomos ou
cromossomos sexuais. Os cromossomos homologos séo os pares formados pelos 56 pares de
Cromossomos autossomos e 1 par de cromossomos sexuais nas células diploides (2n).

Em cada célula somatica (2n) do tucano macho e da fémea, existem 114 cromossomos
(2n = 114) e em cada gameta 57 cromossomos (n =57). O conjunto hapldide (n) de autossomos
de
uma célula é representada pela letra A. Assim, no macho a constituicdo cromossémica das
células dipldides (2n) é representada por 112A + ZZ e a dos gametas, células haploides (n) por
ele produzidos, 56A + Z; na fémea 112A + ZW e 0s gametas, 56A + Z e 56A + W. De acordo
com 0S Cromossomos sexuais, 0 sexo masculino é chamado de homogameético, porque gera so
um tipo de gameta, enquanto o sexo feminino é chamado de heterogamético, porque gera dois
tipos.

Estudos morfoldgicos dos cromossomos mostraram que ha dois exemplares idénticos
em
cada célula dipléide (2n). Portanto, nos nucleos existem pares de cromossomos que S&o
homdlogos. Denominamos (n) o nimero basico de cromossomos de uma espécie, portanto as
celulas
diploides apresentardo em seu nucleo (2n) cromossomos e as haploides (n) cromossomos
(Tabela 3).

Na fecundacdo sdo 57 cromossomos que vém do ancestral macho através dos
espermatozdides e 57 vindos da ancestral fémea, através do oOvulo. Isso totaliza 114
cromossomos, que dao origem a celula ovo ou zigoto, que, por sua vez, se transformara no
embrido e no feto, até o nascimento do novo tucano, transmitindo-lhe a maioria das suas
caracteristicas e predisposicGes. Assim, as fémeas de tucanos sao descritas como 112A + ZW,
e 0s machos como 112A + ZW. No processo da fecundacdo o macho transmite 56A + X para
seu descendente através do espermatozoide e a fémea, atraves do 6vulo, transmite 56A + Z ou
56A + W e tambem se torna a responsavel pela determinacéo do sexo.

No mapeamento de restricdo no caso das fémeas, a variacdo é manifestada pelas faixas
7 pb, 22 pb e 51 pb e no dos machos, a variacdo é manifestada pelas faixas 22 pb e 58 pb em
verde (Tabela 3).

Tucanos Variantes genéticas Constitui¢do
(Amostras) Cromo _S,Sc?mlca
Gene CHD - Z (pb) | Gene CHD - W (pb) (Caribtipo)
7 pb
- P .
01 22 pb TW
L2!] g P 51 pb 112A+ Z
L. vy
i 22 pb
02 .
k 58 pb _— 112A + Z7
S
"
“
22pb _— 112A + ZZ
58 pb
N -y
: 7 pb
P .
112A + ZW
04 i‘ 22 pb 51 pb
e
7 pb
P .
> 112A + ZW
0: ? 22 pb 51 pb

Tabela 3. Valores (pb) do comprimento das sequéncias de DNA dos cromossomos sexuais (Alossomos) de
cinco tucanos que permite identificar os cariotipos das aves estudadas na Figura 1.

Revista Biodiversidade - v.22, n.2, 2023 - pag. 89


http://www.qualibio.ufba.br/glo073.html#Autossomos
http://www.qualibio.ufba.br/glo073.html#Heterossomos ou cromossomos sexuais
http://www.qualibio.ufba.br/glo073.html#Heterossomos ou cromossomos sexuais

O modelo didatico (Figura 1) simulando uma analise genética ficticia para identificacdo
genética do sexo em tucanos destacando a utilizagdo de enzima de restri¢do na analise da ordem
das sequéncias das bases nitrogenadas de DNA, contribuiu para facilitar e desmistificar o ensino
deste assunto considerado dificil por muitos licenciandos que ainda possuiam uma Vvisdo
segregada sobre o tema.

Com esta atividade, os licenciandos consolidaram conhecimentos tedricos de
hereditariedade mendeliana classica ligada ao sexo (Figura 3) e do uso de enzimas de restricdo
(Tabelas 1, 2 e 3) e eletroforese em gel (Figura 5) na identificacdo de variantes genéticas que
diferenciam o macho da fémea (Tabela 3). Além da teoria, a atividade integrou, ainda, a
componente tecnoldgica e promoveu a aprendizagem de técnicas de biologia molecular.

Desta forma verificamos que é muito importante o desenvolvimento deste tipo de
material, e de disponibiliza-lo. Pois consideramos que uma disciplina, como a de genética e
biologia molecular, que apresentam conceitos complexos de dificil entendimento, ndo pode ser
apresentada aos alunos apenas na forma tedrica e sim apoiada num conjunto de atividades que
contribuam para aprimorar os conhecimentos.

Segundo Medeiros, Alves e Kimura (2022; 2023), os esquemas que sdo produzidos
pelos modelos didaticos tornam clara a relagdo entre o tedrico e o real, complementando
explicacOes teoricas apresentadas e, auxiliando na transformagéo do conhecimento abstrato em
significativo.

Portanto, a aplicacdo deste modelo didatico, pode sem duavida auxiliar muitos
licenciandos que encontravam dificuldades nos conteddos apresentados, pois tiveram opcdes
de atividades que puderam ser adaptadas e desenvolvidas em sala de aula (Figuras 2, 3, 4 e 5;
Tabelas 1, 2 e 3).

Freire (2015) afirmou que é necessario, na formacéo de docentes, que o professor ndo
fique parado no tempo, sendo imprescindivel a busca por metodologias que permitam que as
aulas sejam mais proativas, com materiais ndo convencionais e tentativas de discussdo de
técnicas, agucando a curiosidade do estudante, fazendo com que ele se questione e, seja um
investigador ativo.

Setlval & Bejarano (2009) relataram que apés a producdo de modelos didaticos para
apoio pedagogico em sala de aula, foi observado aulas mais dindmicas com fixacdo dos
conteddos, promovendo novas perspectivas aos discentes. Portanto, permitindo a criatividade e
socializacdo dos conhecimentos pelos alunos, ao utilizar estas ferramentas na construcdo do
conhecimento.

Portanto, como descrito por Guimardes & Ferreira (2006); Justina & Ferla (2006);
Cavalcante e Silva (2008); Temp & Bartholomei-Santos (2013); Medeiros et al. (2021);
Medeiros, Alves e Kimura (2022 e 2023), este tipo de recurso de ensino € considerado uma
ferramenta valiosa de aprendizagem, tornando a aula mais diversificada, dinamica e atrativa,
ao mesmo tempo em que auxiliam o professor na execucdo de diferentes contetidos em suas
aulas.

CONCLUSAO

Concluiu-se através da participacdo ativa dos estudantes, que a utilizacdo desse modelo
didatico levou a um maior interesse pelo contetido, e que sem divida motivou e contribuiu para
a melhor
aprendizagem, podendo ser estrategicamente aplicado como um eixo integrador de temas que
envolvem a genética e a biologia molecular.

Outra observacao de grande relevancia foi que os licenciandos conseguiram reconhecer
a importancia da utilizagdo das enzimas de restricdo, como ferramenta auxiliadora nos
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processos de investigacdes genéticas e para o entendimento de que a existéncia de variacbes
entre os tamanhos dos fragmentos que foram gerados por meio da aplicacdo da enzima Bam HI
nas sequéncias das bases nitrogenadas de DNA (pb) foram os responsaveis pela identificacdo
dos machos homogaméticos (ZZ) e das fémeas heterogaméticas (ZW) de tucanos.

Este modelo didatico também possibilitou aprendizagem construtivista e a socializacéo,
promovendo o trabalho em grupo. E dessa forma, exercitou a habilidade dos licenciandos em
respeitar as diferentes opinides e tomar decisdes para a construcao das figuras e das tabelas.
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