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Aatividade, apropriada para estudantes de ensino superior,
tem por objetivo estudar um caso de ecologia molecular,
simulando a anilise de dados moleculares referentes & sexagem
de aves e anilise de paternidade de filhotes provenientes
de ninhos de diferentes casais. A metodologia possibilita
a inferéncia do comportamento da espécie em questio. A
atividade auxilia a compreensio de conceitos bdsicos de
Genética, Ecologia e Comportamento Animal.
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FUNCAO PEDAGOGICA

principal fungio da atividade proposta

é trabalhar conceitos basicos de Genéti-
ca para a solugio de um problema hipotético
de comportamento sexual de uma espécie de
ave. A atividade simula a determinagio mole-
cular do sexo dos individuos e a paternidade
de filhotes oriundos de ninhos de diferentes
casais possibilitando que os estudantes de
ensino superior relacionem e apliquem con-
ceitos bdsicos de genética como gendtipo,
segregacio de alelos, caracterizagio de espé-
cies, manipulagio e caracterizagio de cidos
nucleicos.

OBJETIVO

O objetivo da atividade é entender que, de-
vido a segregacio de alelos na formagio dos
gametas pelos parentais, para locus que se-
gregam independentemente, a prole deverd
apresentar um alelo de cada genitor, ou seja,
um alelo proveniente do gameta materno e
um alelo do gameta paterno. Dessa forma,
conhecendo o gendtipo da mae, e dos filho-
tes, o estudante poderd determinar se o pai é
o parceiro social da fémea presente no ninho
ou nio, identificando deste modo se ha aca-
salamento extrapar.

PROBLEMA PROPOSTO

Os sistemas de acasalamento em aves podem
ser resumidos em trés principais tipos, de

acordo com (ALCOCK, 2005):

a. monogimico: nas relagées monogamicas,
casais de sexos opostos sio formados por
toda a estagio reprodutiva, em alguns ca-
sos, por toda a vida.

b. poligimico: no sistema reprodutivo poli-
gimico, o acasalamento pode ocorrer en-
tre um macho e virias fémeas — denomi-
nado poliginia; ou uma fémea ter acesso a
varios machos, - denominado poliandria.
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promiscuo: no sistema de acasalamento
promiscuo, fémeas e machos podem aca-
salar com virios individuos durante uma
mesma estagio reprodutiva,

No entanto, a identificagio em campo do
tipo de sistema de acasalamento requer um
esfor¢o muito grande por parte de bidlogos
e ecdlogos devido, em grande parte, 2 difi-

culdade em observar comportamentos crip-
ticos. Além disso, muitas espécies nio apre-
sentam dimorfismo sexual, o que dificulta
ainda mais este tipo de estudo. Neste senti-
do, a Ecologia Molecular pode auxiliar a en-
tender o comportamento sexual em diversas
espécies quando sio usados, por exemplo,
marcadores moleculares codominantes e os
principios de segregacio mendeliana.

Um pesquisador estudou o sistema de aca-
salamento de uma determinada espécie de
ave do Cerrado brasileiro. A partir de ob-
servagdes em campo, ele identificou a forma-
¢do de casais durante a estagio reprodutiva
e concluiu que a espécie possui sistema de
acasalamento monogimico. No entanto, ele
observou a presenca de outros individuos
proximos aos ninhos destes casais, principal-
mente durante o periodo em que o macho
do par monogimico voava para se alimentar.
Desta forma, a simples observagio nio pos-
sibilitou determinar se a espécie estudada
era monogimica ou monogimica social com
ocorréncia de acasalamento extrapar, ou seja,
acasalamento com parceiro(s) diferente(s)
do parceiro social. Para poder decidir entre
as duas possibilidades acima referidas, o pes-
quisador decidiu usar uma estratégia de ani-
lise molecular de paternidade entre os casais
e os filhotes. O procedimento estd abaixo
descrito:

1. Trés diferentes ninhos recém-construidos
e que eram cuidados por trés casais dife-
rentes foram marcados.

2. Penas dos pais e dos filhotes dos ninhos
selecionados foram coletadas para extra-
¢30 de DNA e caracterizagio genética por
meio de marcadores moleculares.

3. No laboratério, amostras de DNA foram
extraidas das penas coletadas. Como a es-
pécie nio tem dimorfismo sexual, foi ne-
cessério fazer a identificacio sexual com o
uso de marcadores moleculares de genes
ligados aos cromossomos sexuais. Nas
aves, isto é possivel porque o sistema de
determinacio sexual é do tipo ZW, sen-
do a fémea heterogamética, com cromos-
somos Z e W, e o macho homogamético,
com dois cromossomos Z. Dois genes,
CHD-W e CHD-Z, localizados nos cro-

mossomos sexuais das aves, foram utiliza-

Marcador molecular

é um fragmento de DNA,
oriundo de um segmento
especifico do genoma,

expresso ou nao, utilizado para
identificar uma regiao particular
do genoma (FERREIRA,
GRATTAPAGLIA, 1996).
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A reacao da polimerase em
cadeia (Polymerase Chain

Reaction) denominada PCR —

é uma reagao enzimatica na
qual uma regido especifica de
DNA, um locus, é amplificada
muitas vezes, permitindo assim
a identificacdo de diferencas no
DNA dos individuos.

Eletroforese

dos. CHD-W localiza-se no cromossomo
W, presente portanto apenas em fémeas;
e CHD-Zno cromossomo Z, presente
em ambos os sexos (GRIFFITHS et al,
1998). Segmentos dos referidos genes
foram amplificados pelo pesquisador por
meio da técnica da PCR. Em seguida, os

fragmentos obtidos apés amplificagio fo-
ram fracionados por eletroforese. O gel

é uma técnica de separacao de
moléculas com base na migracao
das moléculas ou de fragmentos
ionizados em um campo elétrico.
No caso da separagao de
fragmentos de DNA, a mistura

é aplicada em uma matriz ou

gel (geralmente agarose ou
acrilamida, dependendo do
tamanho dos fragmentos a
serem separados) na presenca de
uma solucdo idnica tamponada.

Genotipo

4.

de agarose utilizado na eletroforese foi
corado para possibilitar a visualiza¢io dos

fragmentos gerados pela PCR.
O perfil de bandas obtidas apés separagio

eletroforética em gel de agarose, para cada
conjunto de adultos dos trés ninhos, estd
esquematizado no Painel 1.

Em seguida, para determinar o sistema
de acasalamento o pesquisador utilizou
o método de paternidade por exclusio,
que consiste na comparagio do genotipo

é a constituicdo genética (alelos)
de um individuo para um ou
mais l6cus.

da prole com o da mie e dos candidatos
a pais. Como em um filhote, metade dos
cromossomos foi herdado da mie e, a ou-
tra metade, do pai, o candidato a pai que

genoma (Painel 3). Como o marca-
dor molecular microssatélites é co-
dominante, individuos que possuem
somente uma banda no gel de polia-
crilamida sdo homozigotos, ou seja,
possuem o mesmo alelo em ambos

Alelos
sao formas alternativas de um
mesmo gene ou de um marcador
molecular.

Microssatélites

sdo unidades de repeticao

de pares de bases do DNA,
dispersas no genoma. Por
exemplo, (CA),, & uma
sequéncia dos nucleotideos
contendo as bases nitrogenadas
citosina (C) e adenina (A),
repetida 10 vezes em tandem.
As regides de microssatélites
tém taxa de mutacao muito alta
e sao altamente polimorficas,
por isso os microssatélites sao
considerados bons marcadores
moleculares para discriminar
individuos (FREELAND, 2005).

Marcadores moleculares
codominantes

sao marcadores que permitem
identificar os alelos presentes
nos locus estudados, ou seja,
permitem distinguir individuos
homozigotos e heterozigotos
(FREELAND, 2005).

Locus

nio tiver metade dos seus cromossomos
igual 3 metade dos cromossomos da prole
é excluido de ser o pai. Para determinar
os gendtipos de todos os envolvidos, o
pesquisador escolheu marcadores mole-
culares do tipo microssatélites. Como

os marcadores microssatélites sio codo-

minantes e tém uma taxa de mutagio
relativamente alta, é possivel utilizd-los
para identificagdo individual, sendo assim,
apropriados para resolver problemas de
paternidade. O pesquisador determinou o
gendtipo, de todos os adultos e filhotes co-
letados, para dois 16cus de microssatélites,
como descrito a seguir:

4.1. Amostras de DNA dos diferentes in-
dividuos foram submetidas a técnica
de PCR, com o objetivo de amplificar
segmentos de dois 0cus de micros-

é uma regido especifica do
cromossomo, onde se localiza
um gene ou um marcador
molecular.

satélites. Os fragmentos gerados pela
PCR sio separados por eletroforese
em gel de poliacrilamida e, as ban-
das, evidenciadas por coloragio com
nitrato de prata. Para cada conjunto
dos trés ninhos amostrados (Adulto
A, Adulto B, Prole 1 a 5), foi obtido
o perfil eletroforético para dois 16-
cus, os de regides microssatélites do

os cromossomos; individuos que
possuem duas bandas sio heterozi-
gotos, ou seja, possuem diferentes
alelos nos cromossomos.

INSTRUCOES PARA O
PROFESSOR

1. Esta atividade poderi ser realizada indivi-
dualmente ou em grupos de alunos de, no
maximo, trés pessoas.

2. Cada grupo deverd receber o problema
proposto, uma cépia do procedimento
para realizar a atividade, uma cépia dos
painéis onde estio esquematizados os géis
de agarose. Apds a anilise dos painéis, o
professor deverd entregar para cada grupo
uma série de questdes para ser discutida.

3. E recomendivel que o professor aplique
esta atividade em turmas que j4 tiveram
contato prévio com os conceitos de es-
trutura e organizacio do material genéti-
co, marcadores moleculares e segregacio
mendeliana.

PROCEDIMENTO PARA 0OS
ESTUDANTES

1. Ler com atengio o problema proposto.

2. Analisar o painel 1: representacio esque-
mitica do gel de agarose com os genétipos
dos adultos dos ninhos 1, 2 e 3 para os

16cus dos genes CHD-W e CHD-Z.

3. A partir da leitura dos gendtipos, trans-
crever o sexo dos individuos dos trés ni-
nhos para o Painel 2.

Questio 1. Quantos e quais individuos
sdo machos e quantos e quais individuos
sdo fémeas? Como foi possivel chegar a
esta conclusio?

Questio 2. Como é possivel fazer a iden-
tificagio sexual utilizando padrées de
bandas em gel de agarose?

4, Analisar os Painéis 3.1, 3.2 e 3.3; repre-
senta¢io esquemadtica dos géis de poliacri-
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lamida, corados com nitrato de prata, para Questio 3. Qual foi o sistema de acasa-
dois 16cus microssatélites. lamento da espécie estudada? Como vocé

, . chegou a esta conclusio?
5. Interpretar os resultados genotipicos e

transcrevé-los para os Painéis 4.1, 42 e Questio 4. Justifique a utilizagio de mar-
4.3. cadores microssatélites para realizar a
andlise de paternidade.

RESPOSTAS

Questio 1.

N Ind A Ind B By Ind A Ind B BN Ind A Ind B
1 Fémea | Macho 2 Macho | Fémea 3 Macho | Fémea

Questio 2. E possivel fazer a identificagio sexual utilizando padrées de banda em gel de aga-
rose, pois 0s Cromossomos sexuais sio distintos entre machos e fémeas. Em aves, por exemplo,
o sistema de determinagio sexual é do tipo ZW, com fémeas heterogaméticas (ZW) e machos
homogaméticos (ZZ). Assim, utilizando marcadores moleculares de genes localizados nos cro-
mossomos sexuais é possivel identificar o sexo dos individuos. No caso das aves, as fémeas
apresentario duas bandas no gel de agarose, pois os dois genes (CHD-W e CHD-Z) serio am-
plificados. Os machos apresentario apenas uma banda, pois s6 o gene CHD-Z ¢é amplificado.

Questio 3.

Ninho 1| Ind A | Ind B | Prole 1 | Prole 2 | Prole 3 | Prole 4 | Prole 5
Lécus 1 BB CC BC BB BC BD BC

Lécus 2 EG GG EG EE GG GG EG

Ninho 2 | Ind A | Ind B | Prole 1 | Prole 2 | Prole 3 | Prole 4 | Prole 5
Lécus 1 CD AA AC AC AD AB AC
Lécus 2 EH FG FH FG EG GH GH

Ninho 3 | Ind A | Ind B | Prole 1 | Prole 2 | Prole 3 | Prole 4 | Prole 5
Lécus 1 CC AB AC AC AC BC BC
Lécus 2 FH GG GH FG EG FG GH

O sistema de acasalamento encontrado foi 0 monogimico social, mas com ocorréncia de aca-
salamento extrapar. Nos trés ninhos estudados foram encontrados individuos da prole que
tinham alelos oriundos apenas da mie e, portanto, nio poderiam ser filhos do parceiro social.
Nao possuem os alelos do pai: no ninho 1, os individuos da prole 2 e 4; no ninho 2, os indivi-
duos da prole 2 e 4; no ninho 3, o individuo da prole 3.

Questio 4. O pesquisador optou por utilizar o marcador microssatélite para analise de pa-
ternidade pois este marcador é multialélico, ou seja, possui muitos alelos, o que permite a
discriminagio dos individuos e identificagio dos parentais.
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Painel 1.

Esquema dos géis de agarose
para os genes CHD-W e CHD-Z
utilizados na sexagem dos
parentais de cada ninho.

CHD Ind A

Ind B

Z

Ninho 1

Ninho 2

\W%

Painel 2.

Tabela dos gendtipos para os
genes CHD-W e CHD-Z, para
determinacdo do sexo.

Ind A

Ind B

Ninho 3

Ind A Ind B

Ind A

Ind B

Ninho 1

Ninho 2

Ind A Ind B

Ind A Ind B

Ninho 3
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Painéis 3.

Esquemas de géis de poliacrilamida para dois l6cus

microssatélites, Locus 1 e Locus 2, para os adultos,

Ae B, e sua prole, (Prole 1 a Prole 5), para os trés Painel 3.1.

ninhos amostrados. Esquema de géis dos
individuos adultos e filhotes
do Ninho 1 para os l6cus 1
e2.

Ninho 1 Ind A Ind B Prole 1 Prole 2 Prole 3 Prole 4 Prole 5
Alelo A

Alelo B
Alelo C
Alelo D
Alelo E
Alelo F
Alelo G
Alelo H

Lécus 1

Lécus 2

Painel 3.2.

Esquema de géis dos
individuos adultos e filhotes
do Ninho 2 para os lécus 1
e2.

Prole 1 Prole 2 Prole 3 Prole 4 Prole 5

Alelo A
Alelo B
Alelo C
Alelo D
Alelo E
Alelo F
Alelo G
Alelo H

Lécus 1

Lécus 2

Painel 3.3.

Esquema de géis dos
individuos adultos e filhotes
do Ninho 3 para os locus 1
e2.

Ninho 3 ‘ Ind A ‘ Ind B ‘ Prole 1 ‘ Prole 2 ‘ Prole 3 ‘ Prole 4 ‘ Prole 5
Alelo A
Alelo B

Lécus 1

Alelo C

Alelo D

Alelo E

Alelo F

Lécus 2

Alelo G

Alelo H
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Painéis 4.
Tabelas dos gendtipos para os dois locus
microssatélites, Locus 1 e Locus 2, para os adultos,

Ind A e Ind B, e sua proles (Prole 1 a Prole 5), para
os trés ninhos amostrados.

Painel 4.1.

Gendtipos dos individuos
adultos e filhotes do Ninho
1 para os Locus 1 e 2.

Ninho 1 Ind A

Prole 1 Prole 2 Prole 3

Prole 4 Prole 5
Lécus 1

Lécus 2

Painel 4.2.

Gendtipos dos individuos
adultos e filhotes do Ninho
2 para os Locus 1 e 2.

Ninho 2 Ind A

Prole 3 Prole 4 Prole 5
Lécus 1

Lécus 2

Painel 4.3.

Gen6tipos dos individuos
adultos e filhotes do Ninho 3
para os Locus 1 e 2.

Ninho 3 Ind A Ind B
Lécus 1

Lécus 2

Prole 1 Prole 2 Prole 3

Prole 4 Prole 5
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