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KIT:
EQUIPAMENTOS E MATERIAIS
DISPONIBILIZADOS

EQUIPAMENTOS (A TITULO DE EMPRESTIMO):

- Sistema FlashGel Dock (sistema de eletroforese
“seco” com transiluminador incorporado) (1)

- Fonte de alimentacéo (1)

- Micropipetas monovolume (7 10ul + 3 de 25ul 6+
P20+P200)

MATERIAIS E REAGENTES CONSUMIVEIS:

- Cassete FlashGel DNA (gel encastrado para o
sistema FlashGel Dock) (1)

- Pontas para pipetas (descartaveis)

- Eppendorffs (25)

- DNA (3) Stocks contendo: um fragmento, de
maior peso molecular (HH): trés fragmentos

(Hh) e dois fragmentos, com pesos moleculares
menores (hh). As solucdes contém loading buffer
adicionado.

- Marcador de peso molecular de DNA (1GeneRuler

50 bp DNA Ladder, ready-to-use, Catalog number:
SMO373)

MATERIAIS E REAGENTES A PROVIDENCIAR
PELA ESCOLA:

- Agua desionizada
- Lencos de papel

Autores: Ana Barros, Célia Melo, Anabela Nunes, Julio
Borlido-Santos, Susana Pereira. Adaptag¢ao: Filipa Dias, Filipe
Monteiro, Paulo Oliveira, Steeve Lima, Marta Teixeira Pinto.



DESCRICAO DA ATIVIDADE:

A “Heranca d’ Os Maias” € uma atividade pratica interdisciplinar
que cruza conteudos da disciplina de Portugués 112 ano ¢
Biologia 12°. O desafio colocado aos alunos € identificar o
herdeiro d” Os Maias através do uso de testes genéticos.

Esta atividade esta centrada na analise do classico da
literatura do século XIX “Os Maias” de E¢a de Queiroz ¢ na
transmissdo de caracteristicas genéticas envolvendo conceitos
tais como fenotipo, gendtipo, hereditariedade, dominancia e
recessividade.

OBJETIVOS:

- Abordar conceitos de genética: fenodtipo, gendtipo,
homozigodtico, heterozigodtico (recessivo e dominante) e
alelos.

- Utilizar técnicas de biologia molecular - eletroforese.

- Relacionar conceitos de genética e com a arvore
genealogica.

- Discutir o papel da hereditariedade vs. educacao vs.
ambiente cultural da obra.

DESENVOLVIMENTO

Cada aluno assume uma personagem com base na histdria da
familia d" Os Maias.

Para além da historia original, é introduzida uma nova trama
com dados suplementares nos quais se baseia o desafio:
“Quem é o herdeiro d’ Os Maias?”

Cinco membros da familia, trés dos quais descendentes
ilegitimos, apresentam-se como tendo os direitos de herdar por
sSuUCessao.

Assim € iniciada a discussdo que levara ao esboco de uma
arvore genealdgica e a realizacdo do trabalho laboratorial (VER
PROTOCOLO DETALHADO ABAIXO).



Cada participante incorpora um membro da familia e tera
gue analisar uma amostra de DNA, de modo a estudar a
transmissdo de uma dada caracteristica genética. Para isso, &
usada a eletroforese em gel de agarose.

Os resultados do teste, acrescentados a arvore genealdgica
d’'Os Maias, permitem a identificagcdo dos individuos
homozigéticos e heterozigéticos para o gene analisado. £
tracada a transmissdo do gene ao longo das varias geracoes,
encontrando-se a resposta ao desafio.

1. “Desafio”: A discussdo comeca com o reconhecimento
da necessidade de investigar o genotipo dos presumiveis
herdeiros.

2. A atividade laboratorial consiste numa simulacao
pratica na qual sera investigado um Unico gene. Este gene
¢ denominado gene “Heranca”. E construida uma arvore
genealdgica e cada membro da familia Maia doara uma
amostra de DNA. A tarefa é detetar que alelos do gene
estdo presentes na amostra atraveés da interpretacéo

de um padrao de fragmentos de DNA'separados por
eletroforese em gel de agarose.

3. Analise dos resultados e resolucdo do “desafio”.
Os participantes devem analisar as bandas do teste
genetico identificando os membros da familia que sao
homozigotos ou heterozigotos para o gene heranca

e inferir quem ira mostrar a caracteristica herdada ou
guem ¢é portador e podera transmitir aos descendentes.
Uma arvore genealdgica € construida de acordo com o
genotipo observado e séo tiradas conclusoes.

NOTA:
'N&o serd utilizado DNA humano, mas sim amostras de DNA de origem
bacteriana previamente preparadas



GUIAO DA ATIVIDADE

Esta € apenas uma
proposta de apresentacado e f’; g‘é‘ﬁ&}
desenvolvimento do workshop 6 L 0

‘A Heranca dos Maias” o Lon b Quecen 05 MaLLS
professor deve adequar este e
guigdo consoante o numero de
alunos, objetivos pedagdgicos
e contextos de aprendizagem.

A

INTRODUCAO

A. Recordar a obra

B. Mostrar arvore sem bandas (PDF EM ANEXO)

C. Distribuir os cartées das personagens (PDF EM ANEXO)
D. Cada aluno Ié a sua personagem

A TRAMA

Os Maias sdo a historia de uma familia ao longo de varias
geracdes. O romance de Eca de Queiroz termina com a Maria
Eduarda da Maia e o Carlos Eduardo a descobrirem que

sdo irmaos, apesar de estarem muito apaixonados, por isso
separam-se. Maria Eduarda parte para Paris e o Carlos vai fazer
uma longa viagem e acaba, depois, por voltar a Lisboa.

Acaba o romance do E¢a.

Nos ficamos a saber que 50/60 anos depois, Carlos e Maria
Eduarda morrem e surge a necessidade de encontrar um
herdeiro para a familia d’ Os Maias.



Surgem varios candidatos:

- Rosa diz ser filha de Maria Eduarda e, portanto, herdeira por
direito;

- um homem aparece e afirma ser filho de Carlos da Maia.
Conta que Carlos teve uma amante espanhola em Coimbra,
Nnos seus tempos de estudante, de seu nome Encarnacion e
que, quando esta partiu para Espanha, ia gravida de Carlos e
gue ele ¢ esse filho que Carlos nunca conhecera.

- Pedro, pai de Carlos Eduardo e M? Eduarda, teve um
bastardozinho quando era jovem, com apenas 19 anos.
Até agora nada se soulbe do bastardo; contudo, agora trés
senhores afirmam ser esse filho bastardo. Qual deles sera?
Sera algum deles?

PROBLEMA

Quem é o herdeiro d’Os Maias?

Caetano da Maia mulher de Caetano
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INVESTIGACAO - ANALISE GENETICA

Para descobrir o herdeiro fizemos analise de DNA a toda a
familia. £ porqué a toda a familia?

Como é visivel no romance de Eca, nesta familia nada ¢ o
que parece, ha sempre romances e intrigas escondidas. Por
via das dlvidas achamos melhor confirmar os lacos entre os
elementos conhecidos da familia.

Como descobrimos o herdeiro através do DNA?

Usamos um gene, a gue chamamos de “gene Herang¢a”, que
n&o tem manifestacdo visivel (ou seja, Nndo € uma caracteristica
fenotipica).

A hereditariedade aborda os processos bioldgicos que
asseguram a passagem da informacao genética de geracao
em geracao. Toda essa informacéao esta em células e cada uma
contém 46 cromossomas.

No nucleo celular encontramos o0 DNA onde se encontram os
genes. Neles estao codificadas todas as caracteristicas de um
ser vivo, que sao Unicas em cada individuo.

A genética estuda a estrutura dos genes no organismo, a sua
diversidade e a transmissao de caracteristicas de pais para
filnos. Herdamos de cada um dos nossos progenitores 23
cromossomas. Os genes sao porcoes de DNA - a porcao mais
pequena de um cromossoma, gue Nao permite a divisdo ou
rutura por recombinacao e que condiciona a transmissao e a
manifestacdo dos caracteres hereditarios. O codigo genético
¢ traduzido em proteinas, expressando-se desta forma
determinada caracteristica.

O “gene heranca’, possui dois alelos: “H” e “h”, sendo

o alelo “H” de transmissdo dominante e o alelo “h” de
transmissao recessiva. Assim a caracteristica "Heranca”, se
for de transmissao dominante, basta um alelo dominante para
se manifestar ("HH" ou "Hh"). Se tiver dois alelos recessivos
("*hh"), ndo se manifestara. (nota: uma dada caracteristica com
transmissao for recessiva, SO se manifestara se estiverem
presentes 2 alelos recessivos).



Apos a amplificagdo do gene de interesse, juntamos ao DNA
uma enzima de restricdo que corta a sequéncia num local
especifico existente apenas no alelo "n” do gene heranca.

Assim, sempre gue existe um alelo “h” a enzima quebra o
fragmento em duas partes. No caso de existir um alelo "H”, a
enzima nao atua, mantendo-se a sequéncia completa”.

NOTA:

“No KIT sao fornecidos 3 Stocks de DNA representativos do produto
final de uma digestao: um fragmento, de maior peso molecular (HH);
trés fragmentos (Hh) e dois fragmentos, com pesos moleculares
menores (hh).

Genétipo

HH
hh
Hh

Para separar os fragmentos de DNA amplificados e digeridos,
usaremos a técnica de Eletroforese. Esta técnica consiste

na separa¢do de moléculas carregadas (0 DNA tem carga
negativa) conseguida pela aplicacdo de um campo elétrico.

O DNA, previamente cortado, migrara num suporte fisico
(gel de agarose) de acordo com o seu tamanho. Moléculas
menores percorrerdo distancias maiores do que moléculas mais
pesadas. O tamanho/peso de cada fragmento é determinado
por comparacdo com um marcador de peso molecular, que é
incluido no mesmo gel.



Assim, sempre gue estivermos na presenca de um individuo
homozigotico para o alelo *H” (‘H” para cada um dos alelos
desse gene) a enzima nao vai cortar a sequéncia em nenhum
local, resultando num Unico fragmento de DNA. Observa-se
uma unica banda, mais pesada.

Se se tratar de um individuo homozigético para o “h” (‘n’
para cada um dos alelos desse gene) a enzima vai cortar

o DNA, resultando dai dois fragmentos por alelo, isto ¢, 4
pedacos em que cada 2 sdo iguais. Observam-se assim duas
bandas de tamanhos menores que a resultante na presenca do
alelo "H”.

No caso de um individuo heterozigotico, com um alelo “h” e
um alelo “H”, o resultado da restricéo enzimatica seréo trés
fragmentos (observam-se 3 bandas) ja que o alelo “"H" fica
intacto e o alelo "h" é cortado em dois fragmentos menores.

A analise integrada, contextualizada na histdria d’Os Maias
de Eca de Queirds ¢ dos resultados genéticos observados
experimentalmente, permitird estabelecer/verificar se as
pessoas sdo familiares umas das outras.

A. Distribuir a cada aluno o eppendorf com o niimero
correspondente a personagem

(As 20 amostras, relativas as 20 personagens, devem ser
previamente preparadas pelo professor a partir dos stocks
de DNA do Kit.)

B. Realizar a parte experimental:

C. Preparacao do sistema de eletroforese, preenchimento
dos pocos, fazer a eletroforese.
VER PROTOCOLO DETALHADO

NOTA PRATICA:

Apesar do professor (e dos alunos) terem acesso direto aos fragmentos
prontos a carregar no gel, em funcéo do tempo disponivel pode-se, em
sala de aula, fazer a simulacdo do passo relativo a digestdo do DNA.



INTERPRETACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS

Preencher os post-its da arvore com as bandas reveladas
correspondentes

1. O senhor que afirma ser filho de Carlos, pode ser filho dele?
2. A Rosa pode ser filha da Maria Eduarda com uma das suas
relacoes: McGren e Castro Gomes?

3. Algum destes senhores que dizem ser filhos bastardos de
Pedro com a mulher desconhecida pode realmente ser filho
deles?

4. O Carlos da Maia e a Maria Eduarda podem realmente ser
filnos de Pedro e Maria Monforte?

5. Quem sera o pai de Carlos da Maia? Mais de um dos sujeitos
analisados pode ser pai de Carlos. Justifique.

Caetano da Maia | mulher de Caetano
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CONCLUSOES

1. O senhor gue afirma ser filho de Carlos da Maia, pode ser
filho dele?

Sim, pode ser filho de Carlos e de Encarnacion. Nao pode ser
herdeiro uma vez gque nao € neto de Pedro da Maia.

2. A Rosa pode ser filha da Maria Eduarda com uma das suas
relacoes: McGren e Castro Gomes?
A Rosa nao pode ser filha de Maria Eduarda.

3. Algum destes senhores que dizem ser filhos bastardos de
Pedro com uma mulher desconhecida pode realmente ser filho
deles?

Sim, o Bastardo 3 pode ser filho de Pedro da Maia e da mulher
desconhecida.

4. O Carlos da Maia e a Maria Eduarda podem realmente ser
filnos de Pedro e Maria Monforte?

Podem ser ambos filhos de Maria Monforte, no entanto Carlos
nao e filho de Pedro da Maia

5. Quem sera o pai de Carlos da Maia? Mais de um dos sujeitos
analisados pode ser pai de Carlos. Justifique.

Embora o Tancredo pela informacao do gene h pudesse ser pai
de Carlos, € pouco provavel gque o seja, uma vez gue, segundo
O romance, guando conhece Maria Monforte, ja Carlos era
nascido. Como tal, o mais provavel &€ que o pai seja o0 outro
candidato, o Alencar.

NOTA:

Numa analise de DNA em contexto real, por exemplo num teste

de paternidade, ndo se usa um so marcador, mas Vvarios, para uma
comparacdo mais completa dos genes. Uma analise com base num
Unico marcador é limitativa.



PROTOCOLO EXPERIMENTAL

- ELETROFORESE

NOTA PREVIA:

Caso os alunos ndo tenham experiéncia
no manuseamento de micropipetas,
serd importante explicar a posicao
correta das méos - segurar firmemente
colocando o com o polegar no embolo
(ver imagem abaixo); e treinar o
movimento de expulsdo de ar, sentindo
0s dois pontos de pressdo. Deve-se

ir até ao primeiro ponto de presséo
antes de aspirar o volume pré-definido,
pressionando até ao 22 ponto apenas
apos a expulsdo da solucao.

Neste trabalho, este procedimento tera

lugar no Preenchimento dos pog¢os do gel (B), pelo que &
necessario assegurar que a bolha de ar gerada, n&o deslocara
a solucdo do poco. Pode ser feito treino prévio, com um gel
preparado com gelatina, usando agua destilada.

A. PREPARACAO
DO SISTEMA DE
ELETROFORESE

1. Abra a bolsa e remova a
cassete.

NOTA: Se a cassete estiver
molhada, seque com
papel absorvente suave
(lenco de papel).




2. Coloque a cassete numa superficie plana (pode ser no
proprio encaixe/dock) e puxe a aba para remover o selo branco
do poco. Nao remova as vedacdes transparentes que cobrem
os orificios de ventilacao laterais.

3. Preencha todos os pocos de amostra com agua destilada ou
desionizada. Incline a cassete e com papel absorvente suave
(lenco de papel) remova o excesso de agua. Nao seque os
pocos diretamente.




4. Cologue a cassete no
encaixe e deslize-a até
encaixar firmemente no
encaixe (dock).

B. PREENCHIMENTO DOS POCOS DO GEL

5. Carregue as amostras e marcadores.

NOTA 1. se possivel use luvas e bata
para manusear as cassetes FlashGel™.
CUIDADO: Para evitar a exposicao
acidental a alta tensdo, ndo hidrate
0S pOCOoS enquanto a cassete estiver
conectada a fonte de alimentacdo de
alta tenséao.

NOTA 2: Uma vez que o volume no
eppendorf é reduzido, podera ser
necessario fazer um centrifugacdo
prévia dos tubos (manual, com
movimento de chicote ; ou usando a
microcentrifuga)

6. Conecte a fonte de alimentacédo de
baixa tensdo ao dock inserindo o cabo
na respetiva ligacdo na parte de tras do
dock e ligando a fonte de alimentacéo.
Esta é a fonte de alimentacéo para a
fonte de luz.

7. Ligue a luz do dock pressionando

0 botdo laranja na parte superior da
unidade.

NOTA: A luz seré desligada
automaticamente apos 10 minutos.
Reinicie pressionando o botdo laranja.




C. ELETROFORESE

8. Conecte os cabos de alta tensao a fonte de alimentacao

e ajuste a alimentacdo na tensdo recomendada. NOTA: As
correntes de partida tipicas devem variar de 20-25 mA para
géis de DNA (entre 80 e 150V) Execute até que a separacdo
desejada seja obtida para os fragmentos de interesse. Sob

as condicdes descritas, fragmentos de DNA de 50 bp-100

bp migrardo para fora do gel em 7-8 minutos. Monitorize a
separacdo e reduza a tensdo (MmA) e o tempo de execucao, se
necessario. NOTA: Alguma expressao de tampdo dos pocos é
normal.

9. Deixe correr até que a separacado desejada seja alcancada
para o fragmento de interesse. CUIDADO: Para evitar
exposicdo acidental a alta tens&o, ndo carregue amostras
enguanto a cassete estiver ligada a fonte de alimentacéo de
alta tensao. CUIDADO: Manuseie as cassetes somente depois
de desligar os fios da corrente. Desligue a fonte e os cabos da
fonte de alimentac&o antes de remover a cassete.

10. Registre os dados do gel usando a um qualguer sistema
captura de imagem (ex: camara de telemovel)

Outros recursos explicativos:
Ver Video: https://voutu.be/BXMaczwdapc
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