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[...] A ciéncia é muito simples. Quando se torna complicada, em geral é porque o mundo é
complicado - ou porque nds é que somos complicados. Quando nos afastamos assustados da
ciéncia, porque ela parece dificil demais (ou porque ndo fomos bem ensinados), abrimos mdo
de cuidar do nosso futuro. (SAGAN, 2006, p. 47)

Resumo. Com o objetivo de possibilitar que alunos do Ensino Médio e de graduacdo em
Ciéncias Bioldgicas adquiram conceitos basicos da biologia molecular, para compreensdo de
diversos assuntos taxonémicos, evolutivos e da investigacdo criminal, apresentamos
resultados inéditos de uma pesquisa interdisciplinar para identificagdo de um fungo
fitopatdgeno, por meio de uma narrativa que contextualiza, ao longo da histéria, as
construcgdes tedricas que possibilitaram esse avanco.
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Introducéo

Com uma populacdo infanto-juvenil incapaz de compreender o que Ié ou de traduzir
pensamentos em textos bem elaborados, assim como de compreender assuntos cientificos
(BRASIL, 2012, ANUARIO BRASILEIRO DA EDUCACAOQ BASICA, 2013) ficamos a
mercé de desempenhos profissionais de baixa qualidade nos mais diversos setores de
prestacdo de servicos e nos deparamos com pessoas incapazes de compreender fendmenos da
Natureza e de assumir comportamentos sociais e biologicamente saudaveis. Por outro lado,
como aspirantes ao ensino universitario e como alunos de graduacgdo, esses jovens tém-se
revelado sem o devido preparo para acompanhar conteidos especificos e para compreender e
dimensionar o sentido e a importancia de fazer ciéncia.

Confrontados com essa realidade, Machado (2008) e seus colaboradores incorporaram
a um projeto de pesquisa envolvendo Botéanica, Ecologia e Educacdo, o desafio de produzir
materiais didaticos e de divulgacéo cientifica, para tratar de fundamentos das Ciéncias Fisicas
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e Biologicas, ampliando a percepc¢do e questionamentos sobre a realidade, uma vez que “a
iniciacdo precoce a ciéncia é salutar, pois ela da acesso, desde o inicio da vida humana, a
inesgotavel riqueza do espirito cientifico, baseado no questionamento, na recusa de qualquer
resposta pre-fabricada e de toda certeza em contradicdo com os fatos” (NICOLESCU, 1999).
Com base nesses pressupostos, objetivou-se divulgar resultados inéditos de uma parte da
pesquisa interdisciplinar, de forma a desenvolver conceitos basicos de biologia molecular, que
sdo imprescindiveis ao entendimento de certos temas e procedimentos, como, por exemplo, 0
teste de paternidade. Assim como tantos outros assuntos, esse teste acabou tdo banalizado
quao inacessivel do ponto de vista da compreensdo dos seus fundamentos cientificos. Grande
parte da populagdo que 0 evoca em conversas corriqueiras, o faz quando ha questdes préaticas
sobre relacbes de paternidade que se deseja elucidar. Portanto, pretendemos com este
trabalho, contextualizando a investigacao realizada e seus objetivos, descrever procedimentos
e resultados, introduzindo as bases teoricas e aspectos historicos que lhes ddo sentido, para
que estudantes, do ensino médio e graduandos, apropriem-se dos conceitos e com eles possam
avancar para a compreensao de diversos assuntos taxonémicos, evolutivos e da investigacdo

criminal, por exemplo, que podem ser investigados do ponto de vista da biologia molecular.

Interacgdes bioldgicas e interdisciplinaridade

Com base na visdo reducionista, que marcou a maneira de pensar e fazer ciéncia a
partir do século XVII, permitindo aprofundar o conhecimento das partes, foram possiveis
grandes avancos na compreensdo da Natureza e na producdo de aparatos tecnoldgicos. No
entanto, a cada dia se faz mais necessario, como esclarece Nicolescu (1999), que adotemos
abordagens abrangentes, transdisciplinares, se quisermos avancar em dire¢cdo a compreensdo
de propriedades e padrbes, que emergem do conjunto complexo de interacdes que compdem
o0s sistemas. Com esse proposito, Machado (2008) e seus colaboradores iniciaram o trabalho
de investigagdo do papel das estruturas glandulares existentes na planta ruderal, Croton
glandulosus (Figura 1). Ao atrair e disponibilizar alimento a indmeros artrépodos, elas
proporcionam também condices para o estabelecimento de interacbes indiretas, de
parasitoides e predadores, que contribuem para que se estabeleca um complexo sistema, cuja
configuracdo € dependente da natureza das interagdes entre os envolvidos e do que delas
emana (artigos em preparacdo sobre esses aspectos). Qual o padrdo de organizacdo e qual a
tendéncia do sistema, em razdo das pressdes reciprocas exercidas pelos seus integrantes, sob
certas condigdes abioticas, sdo questdes que se tem buscado responder a luz de conhecimentos

e interpretacbes que transcendem limites disciplinares. S&o processos anatomo-funcionais
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criativos, que coevoluem e possibilitam a coexisténcia dos seres vivos de diferentes niveis

tréficos.

Figural— Croton glandulosus: Planta em um gramado (a esquerda) e ramo sadio com
abelha coletando néctar floral (a diretita).

Nessa linha de entendimento, procuramos conduzir nossas investigagdes. Em dado
momento dessa caminhada, deparamo-nos com um fungo fitopatdgeno, que, ao atacar
individuos de Croton glandulosus, possibilitou o estabelecimento de outras interacdes, que
tornaram o sistema ainda mais complexo e desencadearam novos questionamentos. Alguns
resultados dos estudos dessas interacbes ecoldgicas ja foram divulgados
(http://www.projetocroton.blogspot.com.br/2015/03/croton-glandulosus-fungo-parasitico-
e.html). Porém, restava investigar como o fungo interagia com a planta e identifica-lo do
ponto de vista taxonémico. O detalhamento dos passos e resultados desse processo de
investigacdo para a identificacdo cientifica do fungo fitopatdgeno, é o que sera apresentando
neste artigo. Dessa forma, pretendemos tratar de fundamentos da biologia molecular e

alcancar o objetivo proposto e apresentado no inicio deste artigo.

O fungo fitopatogeno de Croton glandulosus

Na cidade de Botucatu, SP, & comum nos meses de outono-inverno encontrar folhas,
ramos e frutos de C. glandulosus tomados pelo fungo fitopatégeno causador da doenca
conhecida por oidio (Figura 2). Em outras cidades do estado de S&o Paulo isso também

acontece. Além de C. glandulosus, diversas espécies de plantas, inclusive plantas cultivaveis
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como o quiabeiro, mamoeiro e curcubitaceas podem ser acometidas por oideo, no entanto,

nem sempre devido & mesma espécie de fungo.

Figura 2 — Ramo de Croton glandulosus tomado por fungo fitopatdgeno, que serve de
alimento ao besourinho Psyllobora gratiosa.

Genericamente, esse fitopatdgeno que acomete o Croton glandulosus pode ser
denominado Euoidium sp. (= Oidium sp.). Porém, em estudos cientificos € de fundamental
importancia identificar a espécie, associando-a a suas caracteristicas peculiares. Para isso, sdo
necessarias observacdes rigorosas de sua fase sexuada, com descricdes das suas estruturas
reprodutivas, conhecidas por corpos de frutificacdo, e de diversas outras caracteristicas
morfolégicas. Trata-se de trabalho exaustivo e que requer um micologista experiente para
executé-lo, infelizmente um profissional raro, dificil de ser encontrado disponivel.

Outro aspecto importante, que dificulta o estudo e a identificacdo desses fungos, é o
fato de ndo se conseguir cultiva-los em laboratorio, em meios de cultura. Isso porque eles s6
se desenvolvem associados a seus hospedeiros vegetais, razdo de serem denominados
organismos biotroficos obrigatdrios. Normalmente, uma interagdo assim é resultado de longo
processo coevolutivo, isto é, um processo de mudancas reciprocas ao longo do tempo, entre 0
fungo e a planta.

Portanto, se quiséssemos conhecer, em meio a 900 espécies ja descritas, a espécie que

infesta o Croton grandulosus causando-lhe o oidio, precisariamos da ajuda de um
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micologista. E assim acontecia, até certos avancos cientificos-tecnoldgicos mais recentes.
Esses avancos, fruto da incansavel busca do Homem para entender fendbmenos da Natureza e
para resolver questdes praticas, levaram-no ao desenvolvimento de técnicas sofisticadas na
area de biologia molecular. Muitas dessas técnicas baseiam-se na identificacdo de partes
constituintes do DNA, que permitem saber de que espécie de fungo se trata sem analisar as
estruturas reprodutivas, tipicas da fase sexuada. E é disso que iremos tratar neste artigo.

Mas, para conseguir lancar méo dessas técnicas de biologia molecular e identificar o
fungo em questdo, além do material genético dele, ou de qualquer outro organismo a ser
estudado, precisa-se de certos conhecimentos fundamentais de biologia.

Imaginando que a maioria das pessoas que lerdo essa matéria ndo sera de especialistas
no assunto, decidimos inicialmente reunir aqui certos conhecimentos basicos que certamente,
facilitardo muito a compreensdo do processo de identificacdo e das grandes percepc¢des de

pesquisadores que foram responsaveis por tantos avangos tecnolégicos.

Tateando no escuro

Hoje é comum ouvir-se pessoas usando o termo DNA. No entanto, muitas delas,
apesar de ndo saberem o significado dessa sigla, conhecem bem o poder do teste de DNA,
famoso por permitir elucidar questdes de paternidade. Mais recentemente, e ndo com tanta
frequéncia, noticia-se que pesquisadores conseguiram identificar de quem sdo ossadas
encontradas no ambiente, seja para elucidar crimes ou para conhecer melhor ancestrais de
animais obtidos em escavacOGes paleontoldgicas. Fosseis de plantas também podem ser
identificados e estudados no contexto das linhas de parentesco entre os diversos grupos.

Porém, nem sempre a humanidade desfrutou de tanta tecnologia para resolver certas
questdes ou para facilitar investigacbes sobre 0s seres vivos, muito pelo contrario. Basta
relembrar que alguns grupos de pessoas so souberam que todos 0s seres Vivos sdo constituidos
de pequenas unidades, que foram denominadas de células, na segunda metade do século
XVII, ap6s a fabricacdo do microscopio, que permitiu enxergar bem além da capacidade
natural de nossos olhos (RONAN, 1987). O reconhecimento das células como unidades
bésicas, constituinte de todos os seres vivos, em 1838, aconteceu com Matthias Jakob
Schleiden e Theodor Schwann, que receberam o crédito pela Teoria Celular (MASON, 1964).

Enquanto as descobertas sobre as células eram detalhadas, a medida que os
microscopios eram aperfeicoados, outros estudiosos procuravam entender como se dava a
transmissdo de caracteristicas hereditarias, que interessavam sob dois aspectos: o tedrico, que

diz respeito ao entendimento da estrutura e funcionamento dos seres vivos, e 0 pratico, que
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diz respeito ao melhoramento dos descendentes de animais e vegetais, com vistas a obtencao
de individuos mais resistentes ou produtores de maior quantidade de alimentos, por exemplo.

Uma novidade que revolucionou a Biologia

Até meados do século XX ficamos sabendo que as informacdes hereditarias séo
transportadas nos cromossomos, e que eles se encontram no citoplasma de bactérias, células
procariotas, ou reunidos no interior do ndcleo de células eucariotas (animais, vegetais e
fungos), e que eles podem ser duplicados e posteriormente repartidos entre células filhas,
quando crescemos ou repomos células perdidas. Ficamos sabendo também que quando as
células reprodutoras sdo formadas elas recebem apenas metade do lote de cromossomos da
sua respectiva espécie e que o lote total sera recomposto no descendente, quando o gameta
masculino se unir ao gameta feminino na reproducéo.

No entanto, foram o0s
dados do estudo do zodlogo
James D. Watson e do
biofisico Francis Crick
(WATSON e CRICK, 1953),
que revolucionaram  noOsso
conhecimento e possibilitaram
a elaboracdo de explicacOes
sobre as etapas do processo de
sintese proteica, por exemplo,

e o0 desenvolvimento de

Fitas constituintes

técnicas  sofisticadas  para
estudos moleculares, como

aquelas utilizadas atualmente

para realizar o conhecido teste
de DNA.

Esses  pesquisadores

Modificada de: http://www.sobiologia.com.br/conteudos/figuras/Citologia2/gene.jpg

propuseram que 0 material Figura 3 - Esquema de uma célula com nucleo contendo
o - cromossomos, com um deles ampliado para mostrar
hereditario DNA, 0 Acido detalhes da estrutura do DNA.

Dexoxirribonucleico, seria
composto por duas fitas retorcidas (dupla hélice), constituidas por uma sequéncia de unidades

moleculares denominadas de nucleotideos (Figura 3).
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Como se pode perceber na imagem da figura 3, cada nucleotideo é composto de
unidades menores como as bases nitrogenadas, cujas estruturas estdo detalhadas na figura 4.
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Figura 4 - Detalhes da estrutura de um nucleotideo, composto por 3 unidades
(fosfato, base nitrogenada e acucar) e das bases nitrogenadas (A = Adenina; C
= Citosina, G = Guanina; T = Timina), que podem fazer parte dele

Modelo adequado, explicacGes simples

Esse modelo do DNA, proposto por Watson e Crick, é tdo excepcional, que, entre
outras coisas, permite compreender, com facilidade, como é possivel saber a que organismo
um DNA pertence. Basta para isso, saber que cada ser vivo tem uma sequéncia propria de
nucleotideos, portanto, tem uma sequéncia propria de bases nitrogenadas (T, C, G, A). De
uma maneira simplificada, podemos imaginar, por exemplo, que a sequéncia de bases —
AATGCCATTGGATT — pertence a uma espécie "A". Se nos depararmos com outra
sequéncia, como — AATGGGATTGGATT —, poderemos dizer que ela pertence a outra
espécie, “B”, por exemplo, dado que a sua sequéncia de bases difere da anterior, em duas

delas, indicadas em amarelo na representacédo a seguir:

AATGCCATTGGATT — espécie “A”
AATGGGATTGGATT —espécie “B”

E claro que se investigarmos um trecho curto do DNA dessas mesmas espécies,
portanto, com poucas bases, serdo grandes as chances de detectarmos a mesma sequéncia de

bases no DNA da espécie “A” e no DNA da espécie “B”. Consequentemente, concluiremos
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que o DNA da espécie “A” e 0 DNA da espécie “B” sdo de uma Unica espécie, Como mostra o

exemplo a seguir.

Espécie "A" - AATG
Espécie "B" - AATG

Porém, a medida que investigarmos a sequéncia de bases de um trecho grande ou
muito caracteristico do grupo investigado, as chances de identificarmos corretamente o
organismo serdo maiores e o0 resultado tornar-se-a confiavel. Poderemos, assim, assegurar o

resultado, garantir que ele merece crédito.

O teste de paternidade

A existéncia de uma sequéncia de bases nitrogenadas Unica para cada individuo, e que
sera tanto mais parecida a de outro quanto maior for o parentesco entre eles, € um dos
conhecimentos que se leva em consideracdo no teste de paternidade.

O outro conhecimento importante para entender os resultados desse teste tem a ver
com a divisao celular e reprodugdo. Sabemos que cada gameta masculino (espermatozoide)
tem a metade do lote de cromossomos da sua espécie e que cada um deles tem a sua
respectiva sequéncia de bases semelhante a do pai, assim como cada gameta feminino (6vulo)
tem a metade do lote de cromossomos e que cada um deles tem a sua respectiva sequéncia de
bases semelhante a da mée. Portanto, quando os gametas masculino e feminino se unirem na
reproducdo, a célula que se formara, e que dara origem ao descendente, terd trechos dos
cromossomos com sequéncias de bases nitrogenadas iguais ou muito semelhantes as
sequéncias de trechos do DNA do pai e sequéncias semelhantes a trechos do DNA da mae.
Todas as células do corpo desse individuo filho serdo assim, porque elas se originam da célula
ovo inicial, que se multiplica em inimeras outras semelhantes, seja para promover o
crescimento do corpo ou a reposicdo de células perdidas. Por isso, ao investigarmos a
sequéncia de bases nitrogenadas de uma amostra de DNA de um suposto filho e compararmos
com uma amostra de DNA do suposto progenitor, o grau de semelhanga da sequéncia de
bases dos dois (supostos filho e progenitor), devera ser muito grande, quase 100%, para
podermos atestar que se trata, seguramente, de pai e filho. S0 assim o teste sera confiavel.
Quanto mais trechos de DNA forem comparados entre supostos pai e filho, mais
confiabilidade terd o teste realizado.

Alguém atento a detalhes poderia se perguntar:
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Mas o DNA ndo é composto por duas fitas? Qual delas, entdo, teremos de usar para
fazer a comparagéo?

A resposta é simples, porque o modelo proposto por Watson e Crick, como ja foi
escrito acima, além de excepcional, é também relativamente simples. Segundo ele, cada base
nitrogenada de uma fita do DNA é capaz de se parear e manter-se ligada a certa outra e
especifica base nitrogenada. Isso significa, que quando houver um nucleotideo composto pela
base Timina na fita 1 da dupla hélice, na mesma posicdo da fita 2 entrara uma base Adenina
de outro nucleotideo, para parear e se ligar aquela Timina da fita 1 e vice-versa. Da mesma
forma, Citosina s6 pareia com Guanina e vice-versa. Por isso, dizemos que uma das fitas de
uma dupla hélice é sempre complementar da outra. Isso significa também que se conhecermos
uma das fitas, poderemos saber qual € a sequéncia de bases da outra.

Imaginemos agora que essas fitas que estdo ligadas por meio das bases e torcidas de
acordo com o modelo de dupla hélice se separassem em um ambiente contendo um grande
namero de nucleotideos com os quatro tipos de bases disponiveis. Seria possivel construir, a
partir de cada uma das fitas da dupla hélice, as suas respectivas fitas complementares?

Pois muito bem, isso é 0 que acontece no interior de uma célula quando ela vai se
multiplicar, porque precisaré fazer uma copia de todos 0s cromossomos, para poder enviar um
lote completo deles para cada célula filha, em se tratando de célula somética. Se a célula for
originar gametas, também precisara duplicar o lote de cromossomos, s6 que, neste caso, o lote
duplicado sera repartido em quatro, originando quatro células reprodutoras.

E claro que ha diversos detalhes nesse modelo explicativo criado pelos cientistas,
como, por exemplo, a necessidade de uma substancia denominada de enzima DNA
polimerase, sem a qual um nucleotideo ndo pode se ligar ao anterior e ao subsequente,
formando uma cadeia. No entanto, o principio do modelo explicativo € simples de
compreender.

Esse mesmo processo, realizado naturalmente pelas células, ja pode ser realizado em
laboratdrio, gracas aos avangos tecnoldgicos proporcionados por ideias geniais — e simples, é
claro! —, que atualmente fazem parte de procedimentos rotineiros em laboratorios nos quais

se trabalha com sequenciamento de DNA e identificagdo molecular de espécies.
Etapas a vencer para a identificagdo do fungo de Croton glandulosus

Apds reunir esses conhecimentos e ideias basicas que possibilitaram o

desenvolvimento das técnicas da biologia molecular, podemos voltar a identificagdo do fungo
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de Croton glandulosus, apresentando os procedimentos que adotamos e esclarecendo detalhes
interessantes das técnicas utilizadas.

Ao decidirmos identificar o fungo causador do oidio em Croton glandulosus, o
primeiro passo foi coleta-lo, para extrair dele o DNA: DNA nuclear, localizado no nucleo, e
DNA mitocondrial, existente em uma organela do citoplasma, a mitocéndria, que é
responsavel pela producdo de energia durante a respiracao celular.

Para isso, visitamos uma area ruderal onde havia muitos pés da planta com ramos
atacados. Diversos deles foram coletados, acondicionados em sacos de plastico e
transportados ao Laboratorio de Biologia de Fungos do Instituto de Biociéncias de
Botucatu/UNESP. No laboratorio, o material esbranquicado, composto de finos fios que
estavam se desenvolvendo nas folhas da planta, o0 micélio composto de inimeras hifas, foi
raspado cuidadosamente com um bisturi e introduzido em microtubos apropriados. Nesses
microtubos, onde havia pequenas esferas de silica, que € 0 mesmo material que compde 0s
grdos de areia, havia também uma solucdo denominada tampdo de extracdo. Essa solucéo
tampdo contém diversas substancias, que auxiliam na solubilizacéo e preservacdo das fitas de
DNA existente nas células do fungo.

Depois disso, o0s microtubos foram agitados vigorosamente em equipamento
apropriado de laboratério, para provocar o rompimento das células e liberacdo do DNA
nuclear e mitocondrial do fungo, naquele meio liquido.

O passo seguinte foi escolher a regido mais adequada do DNA para fazer a
identificacdo molecular da espécie, escolha que recaiu sobre aquela que contém os genes
codificadores de RNA ribossomico.

Mas, por que, para fazer a identificacdo molecular das espécies de fungos, trabalha-se
com essa regido do DNA e ndo com outras? Por que com essa regido gque contém os genes
responsaveis pela transformacdo da mensagem neles contida, em moléculas dos RNAs
componentes dos ribossomos, que sdo estruturas citoplasmaticas envolvidas na sintese de

proteinas?

Conservacao e mutagdo: Uma chave para o quebra-cabeca

Depois de muitos estudos, pesquisadores descobriram que esses genes codificam trés
RNAs ribossdmicos, o 18S, 5.8S e 28S, que sdo importantissimos na organizacdo dos
ribossomos. Descobriu-se também, que sdo trés genes altamente conservados ao longo do
tempo, por isso, com pouquissimas variacfes na sequéncia das unidades constituintes do

DNA, os nucleotideos.
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Mesmo espécies de fungos pouco aparentadas entre si, tém essas trés regides
semelhantes. Sendo assim, esses trés genes ndo permitem diferenciar espécies. No entanto, se
considerarmos as demais categorias taxonémicas, poderemos dizer que fungos de uma mesma
Familia, apresentam essas regies com grau maior de semelhanca do que fungos que
pertencem a Ordens ou Classes diferentes, por exemplo.

Quando ocorrem mutacdes nessas regides biologicamente importantes, elas tendem a
ser eliminadas por selecdo natural, que neste caso € denominada de selecao estabilizadora ou
selecdo purificante.

Ora, se essas regides sdo semelhantes em todos os fungos, como se explica serem
escolhidas para identifica-los, espécie por espécie?

Por uma razdo simples. Veja a fita de DNA representada na figura 5. Note que
intercalando os genes que codificam os RNAs 18S, 5.8S e 28S, estdo duas outras regides:

ITS1 e ITS2 ou Espacadores Internos Transcritos 1 e 2.

ARERN——R 1% | 28S b

ITS = “intemnal transcribed spacer”

» ReQi0es Qhmcas que S0 Lransintas, mas ndo ubil2adas como
rRNAS

*EMpeogadas no IGrDACaLH0 ¢ AagndEaco Mok ular

Figura 5 — Organizacdo génica do DNA codificador dos RNAs ribossomais
(RNAr) 18S, 5.8S e 28S e das duas regides espacadoras internas (ITS1 e ITS2).
Adaptado de Bagagli & Marques (2010).

Embora néo se saiba quais as funcdes dessas duas regides, se é que existem, sabe-se
que estdo localizadas entre os trés tipos de RNAs ribossdmicos e que sdo variaveis, mesmo

entre espécies filogeneticamente proximas, isto €, espécies bastante aparentadas. 1sso faz com
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gue cada espécie tenha essas regides estruturadas de forma distinta das demais espécies. Por
essa razdo, ITS1 e ITS2 sdo consideradas regides espécie-especificas e podem ser utilizadas

para identificacdo de espécies.

A grande sacada ou o grande insight

De forma simples e criativa, os cientistas moleculares tiraram proveito dessa rara
combinacéo, para uso na identificacdo molecular de fungos. Foi um processo trabalhoso, que
reuniu resultados de diversas pesquisas, até poder-se chegar a aplicacdo pratica desses
conhecimentos. Porém, as ideias fundamentais sdo de facil entendimento. VVejamos, pois.

Sabendo que as regifes ITS1 e ITS2 sdo espécie-especificas, funcionando, portanto,
como um caddigo de barras (barcoding), seria preciso descobrir qual a sequéncia das bases
nitrogenadas que compde a sua estrutura, para saber a que espécie pertence.

Por outro lado, as regides conservadas, 18S e 28S, por apresentarem longos trechos
cujas sequéncias de nucleotideos, com suas respectivas bases nitrogenadas, sdo praticamente
idénticas em todos os fungos, permitiriam detectar certa sequéncia de bases para, em
laboratdrio, produzir a sequéncia complementar, com a qual se iniciaria 0 processo de
producéo do trecho do DNA no qual estdo ITS1 e ITS2 e identificar aquela espécie de fungo.

As respectivas sequéncias de bases complementares as extremidades conservadas 18S
e 28S, de cada fita de DNA, que passaram a ser produzidas em laboratério para dar inicio ao
processo de producdo do trecho complementar de DNA, tém em torno de 20 bases e é o que
se denomina de primers conservados ou sequéncias iniciadoras.

Essas sequéncias iniciadoras sdo, portanto, capazes de parear (anelar) com a sequéncia
complementar do trecho conservado de qualquer espécie fldngica, proporcionando assim
condicdes para a amplificacdo do DNA, isto é, replicacdes da regido génica de interesse. I1sso
acontece por meio de um processo denominado de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR, do
inglés Polymerase Chain Reaction), inventado por Kary Mullis, ganhador do Prémio Nobel
de quimica em 1993. Como ja aconteceu com diversos outros pesquisadores que tiveram
ideias brilhantes, responsaveis por descobertas revolucionarias, inicialmente ignoradas por
colegas editores de revistas cientificas e de livros, o reconhecimento de Kary Mullis ndo foi
imediato. Seu trabalho foi rejeitado pela Nature e Science, duas importantes revistas
cientificas. Nao fosse a determinacdo de Mullis, que o levou a procurar por uma terceira e
menos influente revista, Methods in Enzymology, e a perspicacia de um editor, sua fantastica

descoberta ficaria engavetada por mais tempo.
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Bem, a ideia de Mullis foi relativamente simples, mas para conseguir atingir o alvo,
isto €, amplificar um determinado trecho de DNA contendo o barcoding seria preciso detecta-
lo. No caso do Euoidium sp. teriamos de detectar o trecho onde se inserem as regides ITS.

Como entdo, conseguir esse feito?

Descobrindo a localizagdo da regido "'cédigo de barras' (barcoding) de um fungo

O primeiro passo seria a desnaturacdo do DNA, separando as duas fitas que compde
sua estrutura. Isso é conseguido por meio de alta temperatura, que esta por volta de 94°C.
Separadas as fitas, seria preciso detectar a extremidade inicial do trecho de DNA, da espécie
de ser vivo que se quer identificar. Para isso, seria preciso colocar junto as fitas de DNA, o
primer conservado, cuja sequéncia de bases € complementar as bases da extremidade inicial
do trecho de interesse do DNA da espécie que se quer identificar. Esse segmento de bases, o
primer conservado, ao "reconhecer" seu complemento e com ele parear, identificaria o inicio
do trecho a ser copiado por diversas vezes.

Bingo! Assim detectou-se o inicio do trecho que contém as regides ITS1 e ITS2, como

mostra a imagem da figura 6.

Fita 1 CAGCCGTAATGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGAATGGTTA
ACCTTCATTTTCA

Fita 2 GTCGGCATTACCTTCATTTTCAGCATTGTTCCAAAGGCATCCACTTGGACGCTTACCAAT
GTAGGTGAACCTG

Figura 5 - Acido Desoxiribonucleico (DNA) com as suas duas fitas
complementares distendidas (fita 1 e fita 2) e cada uma delas com a sequéncia
iniciadora ou primer correspondente (trecho em azul); as setas indicam o segmento
que serda replicado (amplificado).

Havendo nucleotideos compostos pelas quatro bases nitrogenadas (T, C, G e A) soltos
no mesmo meio ocupado pelas fitas de DNA e os primers, seria possivel iniciar o processo de
producdo da sequéncia complementar de DNA, ligando uma base a outra. Dessa forma, cada
trecho de interesse em cada fita de DNA serviria de molde para novo trecho de estrutura

complementar, como se pode observar na figura 7.
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Fita 1 CAGCCGTAATGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGAATGGTTA
ACCTTCATTTTCAGCATTGTTCCAAAGGCATCCACTTGGAC

Fita 2 GTCGGCATTACCTTCATTTTCAGCATTGTTCCAAAGGCATCCACTTGGACGCTTACCAAT
TGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTG

Figura 7 - Acido Desoxiribonucleico (DNA) com as suas duas fitas
complementares distendidas e 0s respectivos segmentos espécie-especificos
(barcoding) duplicados a partir de seus iniciadores (primers) correspondentes (em
azul). Observe que o iniciador 1 faz crescer o segmento complementar a fita 1, da
esquerda para a direita e o iniciador 2 faz crescer o segmento complementar a fita
2, da direita para a esquerda.

E foi exatamente iSSo 0 que Se conseguiul.

E importante destacar dois pontos.

Um deles, é que os respectivos segmentos espécie-especificos (barcoding), que foram
duplicados a partir de seus iniciadores (primers) correspondentes, podem ser maiores, mais
longos do que foram representados na figura 7, se houver tempo para que 0s pareamentos
continuem, mas serdo sempre menores do que os moldes.

O outro ponto importante, € que com a repeticio desse processo, as fitas
complementares, que sdo menores do que as fitas 1 e 2, também servirdo de molde para a
producéo de novas fitas complementares a elas. Portanto, ao final do processo de producédo de
fitas complementares, havera no meio quantidade proporcionalmente maior desses trechos
mais curtos.

E provavel que alguém que n&o seja dessa area de estudos, ainda se pergunte:

Como é que os nucleotideos, com as respectivas bases pareando-se a suas
complementares das fitas de DNA, se ligam uns aos outros, em sequéncia, processo que é
chamado de polimerizacao?

Ou ainda:

Como é que se sabe ao final, quais sdo as bases (T, C, G, A) que estdo em cada local
das fitas de DNA? Isto ¢, qual a sequéncia em que elas se encontram, uma vez que Sdo

invisiveis aos nossos olhos?
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Essas sdo perguntas muito pertinentes, porque sem esses esclarecimentos, o que foi
apresentado fica parecendo magica, impedindo-nos de entender e de acreditar em tudo o que
foi visto até aqui. Entdo, nada mais justo do que esclarecer as davidas, sem deixar de lembrar,
que todas essas explicacGes e os modelos utilizados para isso, como desenhos, equacdes
matematicas ou modelos moleculares s&o frutos da imaginacdo humana na tentativa de dar
sentido ao que acontece ao nosso redor, sejam fendmenos visiveis aos olhos ou ndo, palpaveis
ou ndo, mas que de alguma forma conseguimos detectar, seja por meio dos nossos sentidos ou
de aparelhos apropriados.

O interessante, nessa maneira de explicar tudo o que se passa ao nosso redor, € que
apos diversos testes para verificar se as explicaces (hipdteses) sd@o ou ndo procedentes, elas
sO sdo mantidas se resistem aos testes. Portanto, se continuam servindo bem e de forma
coerente, para explicar os fendmenos, passam a fazer parte do conhecimento sobre a

Natureza, que foi batizado de Conhecimento Cientifico.

Enfim, a técnica revolucionaria!

Para identificar um fungo, vimos que é preciso ter, em um mesmo recipiente, o trecho
do DNA pertencente a esse fungo, que serd amplificado, isto é, do qual serdo produzidas
diversas copias; ter os primers, que sdo as sequéncias iniciadoras, e ter também muitos
nucleotideos. Em laboratério, uma solucdo contendo esses materiais serd colocada em
microtubos. Porém, para que 0 processo aconteca e as bases nitrogenadas se pareiem com
suas complementares, que estdo nas fitas de DNA, é preciso existir uma enzima, que é um
tipo de proteina, denominada de DNA polimerase. E essa enzima que, funcionando bem em
temperaturas elevadas, cerca de 72°C, faz o trabalho de ligar cada nucleotideo ao anterior
(polimerizacdo), na posicdo em que este se pareia com outro nucleotideo contendo a base
complementar, que se encontra na fita molde de DNA do fungo. Nem todas as enzimas
polimerases permanecem intactas em temperaturas elevadas, por isso, esse processo so se
tornou mais pratico depois que se descobriu a Tag DNA polimerase, que foi isolada de uma
bactéria termdfila, que tem tolerancia a temperaturas elevadas, denominada de Thermus
aquaticus.

Depois, para verificar a posicdo em que a base nitrogenada se colocou na sequéncia
complementar & do DNA do fungo, hd duas maneiras bem conhecidas: ou se usa algum
elemento radioativo na molécula da base nitrogenada a ser detectada ou liga-se a ela uma
molécula denominada fluoréforo que apos absorver energia, emite também certa energia, que

pode ser detectada por um determinado aparelho.
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O ciclo de reacdo para a replicacdo do DNA, tecnicamente denominado de ciclo de
amplificacdo, é repetido por cerca de 40 vezes, em um pequeno aparelho denominado de
termociclador, onde séo encaixados 0s microtubos contendo inicialmente a solugdo composta
de DNA do fungo, os iniciadores (primers), os nucleotideos soltos, a enzima polimerase e
substancias tampéo.

Resumidamente, cada ciclo de amplificagdo compreende: a) aquecimento entre 92°C-
94°C, para que as fitas duplas de DNA se separem; b) um abaixamento rapido da temperatura
por volta de 55°C, para que 0s primers pareiem com as sequéncias conservadas, € C) outro
aumento de temperatura, por volta de 72°C, para que a enzima polimerase ligue o0s
nucleotideos complementares entre si e, assim, o novo trecho de fita, onde ha o segmento
espécie-especifico, seja construido.

Uma bela animacdo de como esse processo acontece pode ser vista em:
https://www.youtube.com/watch?feature=player_detailpage&v=iQsu3Kz9NYo.

Concluida a primeira etapa de amplificacdo da sequéncia alvo, procede-se a
confirmacdo de que esta foi realmente amplificada por meio de uma eletroforese em gel de
agarose. Nessa eletroforese, os fragmentos de DNA inseridos no gel, submetidos a uma
diferenca de potencial, irdo migrar do polo negativo para o polo positivo. Isso ocorre porque
as moléculas de DNA possuem carga negativa. Os fragmentos menores migrardo com mais
rapidez, avancando mais, € 0s maiores migrardo mais lentamente, avancando menos. Dessa
forma, é possivel separar os fragmentos de DNA de acordo os respectivos tamanhos,
determinado pelo nimero de pares de bases.

No nosso caso, 0 segmento analisado apresenta cerca de 550-600 pares de bases. Esse
fragmento pbde ser visualizado no gel de eletroforese, por meio do uso de uma substancia
denominada brometo de etidio, um corante, que pode ser adicionado ao gel ou misturado
diretamente a suspensao de DNA. O brometo de etideo é utilizado porque, além da afinidade
e capacidade de penetrar por entre as fitas de DNA, razdo de ser conhecido como agente
intercalante, ele emite fluorescéncia ao ser atingido por raios ultravioleta.

As inimeras copias de uma determinada regido do DNA, quando submetidas a
eletroforese, migrardo na placa de gel de agarose de forma a se concentrar em um mesmo
ponto (veja banda A na figura 8), isso porque ocorre uma migracdo conjunta de fragmentos de
tamanhos semelhantes, fendmeno denominado de comigragéo.

Concomitantemente, na mesma placa de gel, se coloca e faz migrar amostras de
fragmentos de DNA de tamanhos conhecidos (figura 8 - C), de forma que, ao se deslocarem

pela placa, os fragmentos estacionardo em pontos diferentes, de acordo com seus tamanhos,
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formando bandas. Dessa forma, é possivel estimar o tamanho dos fragmentos contidos em
amostras investigadas, por meio da posicéo de suas bandas, comparadas com as posi¢des das

bandas da amostra padrdo, semelhante ao que observa na figura anterior.
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Figura 8 - Placa de gel apds eletroforese:
(C) Bandas de fragmentos de DNA com
pesos moleculares conhecidos e (A) banda
de amostra investigada.

O sequenciamento de bases, propriamente dito

Uma vez confirmado que o fragmento desejado de DNA foi amplificado, inicia-se
outra etapa também importante que € a do sequenciamento, ou seja, a determinacdo da
posicdo exata de cada nucleotideo com relagdo ao seu anterior e ao seu subsequente.

Para que isso possa ser feito, ha a necessidade de purificar o produto de amplificacdo
que foi gerado, de forma a manter apenas o fragmento amplificado e eliminar os demais
componentes, tais como primers, fitas de DNA de outras regides, restos da enzima Taq
Polimerase.

Apo6s a purificagdo é preciso quantificar o DNA da amostra, porque quantidades
abaixo de certos valores ndo permitem obter bons resultados no sequenciamento. Para isso,
usam-se aparelhos especificos como o NanoDrop ou NanoVue, por exemplo, capazes de
estimar concentracdes de DNA em amostras de pequenos volumes, como de um microlitro (1
ul), ou se faz uma nova eletroforese em gel, que permite estimar a quantidade de DNA da
amostra por comparagdo com a de um marcador apropriado, Low mass, contendo mistura de
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diferentes tamanhos de segmentos de DNA. A comparagdo é possivel, porque o marcador, no
gel da eletroforese, resultard em diversas bandas de diferentes tamanhos, de acordo com o
numero de pares de bases que ele tem e cujas concentracdes sdo conhecidas e normalmente
expressas em nanograma por microlitro (ng/ul).

S6 depois da quantificagdo, o DNA do fungo de C. glandulosus foi encaminhado para
0 sequenciamento génico propriamente dito.

Existem diferentes métodos para se realizar o sequenciamento, mas, neste caso, foi
realizado o método denominado de dideoxi, que hoje também faz uso da PCR.

O método dideoxi foi desenvolvido originalmente por Frederick Sanger, bioquimico
inglés, que recebeu o Prémio Nobel de Quimica por duas vezes: o primeiro em 1958, o
segundo em 1980. Esse método leva em consideracdo o fato de ndo poder haver continuagédo
da construcdo de uma fita complementar de DNA, se em um determinado ponto for
introduzido um nucleotideo em cuja molécula do agutcar ndo houver o radical hidroxila (OH)

no carbono 3", como se pode verificar na representacdo da figura 9.

A
(0)
Il
O—P—0—CHy Base
|
o-
B
(o)
Il
Q= I|>—O—CH2 Base
o-

Figura 9 - Nucleotideos: (A) Desoxinucleotideo monofosfato,
com hidroxila no carbono 3~ do acucar e (B)
Dideoxinucleotideo sem hidroxila no carbono 3".

O nucleotideo (B) da imagem anterior, conhecido como terminal, por interromper a
polimerizacdo do DNA a partir do ponto em que ele for introduzido, pode ter como bases a
timina, a adenina, a guanina e a citosina. Essas bases podem receber marcacdo (molécula
acoplada) denominada de fluor6foro e ndo mais elemento radioativo, processo utilizado

originalmente por Sanger. Como cada base emite uma cor prépria, quando incidida com raio
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laser, é possivel saber, quando dele fazemos uso, qual delas estd em cada ponto em que a
polimerizagdo do DNA foi interrompida

Sabendo que o DNA é composto por uma fita dupla, complementares entre si, as
reacOes de sequenciamento serdo agora realizadas em duas reacdes de PCR. Cada fita de
DNA, com seu respectivo fragmento a ser sequénciado, sera introduzida em um dos dois
tubos, onde se encontra o respectivo primer. Assim, em um dos tubos ocorrera amplificacdo
apenas da fita 1 ou fita sense, enquanto no outro tubo a fita 2, também denominada antisense.
Sense e antisense sdao nomes relativos aos sentidos de construcdo dos novos trechos dos
fragmentos, a partir de seus complementares. (Veja figuras 6 e 7).

Por esta metodologia de sequenciamento, denominada de Sanger/dideoxi, para cada
fita de DNA sequénciada, forma-se uma mistura de fragmentos de DNA complementares de
diferentes tamanhos, porque sempre que entrar um nucleotideo na forma dideoxi, a reacdo da
polimerase parard naquele ponto, que ficara marcado por causa do fluoréforo acoplado ao
nucleotideo terminal.

Imagine uma sequéncia de nucleotideos com as bases representadas a seguir, em um
dos tubos, e o nucleotideo terminal com a base timina (T*) durante a construcao do segmento.
Toda vez que ao inves de entrar um nucleotideo com a base timina normal (T), entrar um com
a base timina terminal (T*), a polimerizacdo seré interrompida.

Veja, na representacdo a seguir, um trecho de DNA, que, ao ser sequénciado, gerou
fragmentos complementares de diversos tamanhos (5 trechos na metade inferior do quadro),
porque durante o pareamento das bases complementares, ao invés de entrar uma timina

normal (T), entrava uma timina terminal (T*), que interrompia 0 processo naquele ponto.

Representacdo de um trecho de DNAa ser sequenciado, em um meio contendo
nucleotideos com a base timina dideox (T*), portanto, terminal

TAATGCAAATTCCTTGGGTAGGCCCCATT - (trecho de DNA a ser sequenciado)
Frag mentos complementares, replicados durantea "PCR"

ATTACGTTTAAGGAACCCATCCGGGGTAA ( nenhum nuclentideo comtinina dideaxi entrou no pareamento)
ATTACGTT*

ATTACGTTTAAGGAACCCAT*

ATT*

ATTACGTTTAAGGAACCCATCCGGGGT*

O mesmo que foi demonstrado para 0 que acontece em presenca de uma base timina

marcada (T*), também acontecera com as outras bases marcadas, que sdo adicionadas ao
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meio, adenina (A%*), citosina (C*) e guanina (G*). Quando cada uma delas entrar na sequéncia
para parear com sua respectiva base complementar, a cadeia sera interrompida naquele ponto.
Uma mistura como essa, contendo fragmentos complementares de diferentes tamanhos
tendo as bases terminais T*, A*, C*, G* sera, entdo, submetida a um aparelho de
sequenciamento, que consegue separar os fragmentos de acordo com 0s seus tamanhos,
inclusive quando houver diferenca de até um Gnico nucleotideo, por meio de um sistema de
eletroforese capilar. A leitura da sequéncia de nucleotideos, em bandas, serd entdo obtida
fazendo-se incidir um feixe de laser no capilar, o que diferenciara as cores dos 4 nucleotideos
marcados com fluor6foro. A sequéncia de ambas as fitas de DNA (sense e antisense) séo
obtidas, e como uma é complementar a outra, obtém-se a fita dupla dessa regido sequénciada.
No sequenciamento realizado para identificagdo do Euoidium sp. que infestou o
Croton glandulosus, um fragmento do cromatograma de uma das fitas geradas (M22) pode ser

observado na figura 10.

Data Edit Search Display Help

>

Figura 10 - Cromatograma de uma das fitas de DNA (M22) do Euoidium sp. que infestou
Croton glandulosus.

Identificacdo do fungo causador de oidio em Croton glandulosus

A Ultima etapa desse processo, que possibilita a identificacdo molecular, é a comparacéo da
sequéncia obtida com todas as sequéncias génicas existentes nos bancos de dados genémicos
disponiveis na internet (Genbank e outros). Isso é feito utilizando-se de ferramentas de
bioinforméatica apropriadas, como MEGA (http://www.megasoftware.net/) e BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

Realizando todo esse procedimento, foi possivel obter uma sequéncia exata de 552
nucleotideos do trecho de DNA especifico do fungo parasitico Euoidium sp de Croton
glandulosus, sequéncia essa grande e, portanto, confiavel, conforme o que foi explicado no

item “Modelo adequado, explicagdes simples”. Quando essa sequéncia foi comparada aquelas
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existentes no banco de dados Genbank, verificou-se que o fungo causador do oidium em C.
glandulosus pertence ao género Golovinomyces, do Filo Ascomycota, Ordem Erysyphales
(Figura 11). Trata-se de um género que, sabidamente, contém espécies de fungos causadores
de doencas em plantas, normalmente denominadas de oidio ou oidium, mas que ainda nédo

havia sido detectado em Croton glandulosus.

Query 1 CCTACCTGAT TCGAGGT CAACC TTGAGA TGAT GGATT GAT TGGCAAGOGGOCACAGCAGC 60

LR R R R R RN N AR RN R RN RN RN

Sbjct 558 CCTACCTGAT TCGAGGTCAACCTTGAGATGAT GGATTGAT TGGCAAGOGGOCACAGCAGE 499

Query 61 TCTGTCGCGAGA ACTNCGOG! TGTCTTTAAGG 120

LR R R R R RN N RN RN RN RN AR RN

Sbjct 498 TCTGTOGCGAGAATCGTACTACGCOGTAGAGACCACCACGGCACCGCCACTGTCTTTAAGG 439

Query 121 GCOGCOCGACGGGCGAGCCCCAACACCAMOCACACACACGECGCGGCTTGAGGGGGTGT 180
R R R R R R R N RN AR R RN RN RN REE)

Sbjct 438 GCCGOOCGACGGGCGAGOCCCAACACCAACCACACACACGECGCGGCTTGAGGGGGTGT 379

Query 181 GACGACGCTCGAACAGGCATGCOOCTOGGAAT GOCAAGGGGOGCAATGTGOGTTCARAGA 240
(RN R RN R NN N AN RN

Sbjct 378 GACGACGCTCGAACAGGCATGCOCC TOGGAAT GCCAAGGGGOGCAATGTGOGTTCARAGA 319

Query 241 TTCGATGATTCACTAAATTCTGCAATTCACAT TACGTATCGCATTTCGCTGOGTTCTTCA 300
R R R R R R RN N RN RN RN R RN

Sbjet 318 TTCGATGATTCACTAAATTICTGCAATTCACAT TACGTATCGCATTTCGCTGOGTTCTTCA 259

Query 301 TCGATGCCAGAGCCAAGAGATCOGTTGT TGAAAGT TTTAACAATTCAAMTAGTTTTCCTC 360
R R N R R R R R AR N R RN RN RN R RN RN

Sbjct 258 TCGATGCCAGAGCCAAGAGATCOGT TGT TGAAAGT TTTAACAATTCAATAGTTTTCCTC 199

Query 361 AGACTACACGACAACACGAGTTAGGTTGGGTCTTTGGOGGACACGAGCCAGCACAGAGOS 420
LR R R R R R R R N N AR RN R RN RN AR

Sbjct 198 AGACTACACGACANCACGAGTTAGGTTGGGTCTTTGGCGGACACGAGCCAGCACAGAGCC 139

Query 421 GGOCGECGOGCGAGGCACCTGGCCCGCCARAGCAACATGAGAT AAGTCAACACGGGTGGA 480

LR R R N R R RN N RN RN RN R RN RN

Sbjoct 138 GGCCGECGOGCGAGGCACCTGGCCCGCCANAGCAACATGAGATANGT CAACACGGGTGGA 79

Query 481 GGGT CAACTC TGOGC GCGRGGCAAGCCCGGGCBGAGT CTCACGCT CTGTAATGATCCTIC 540
LR R N R RN RN AR A RN RN

Sbjct 78 GGGTCAACTC TGCGC GC GEGGC ARG CCCGGGCAGAGT CTCACGCTCTGTARTGATCCTIC 19

Query 541 CGCAGGTTCACC 552
e

Sbjet 18  CGCAGGTTCACC 7

Figura 11 - Resultado da comparacdo (pelo BLASTn (NCBI) entre a sequéncia Query
(investigada), que representa o fragmento com 552 pares de bases do fungo de Croton
glandulosus obtido no Laboratério de Biologia de Fungos do Instituto de Biociéncias de
Botucatu/UNESP, e a sequéncia Shjct (base para comparacao), que representa o fragmento
de bases do depdsito Genbank AB769427.1, pertencente ao fungo Golovinomyces sp.
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Com esse resultado, resta ainda uma pergunta: Por que ndo foi possivel identificar
exatamente a espécie do fungo que infesta C. glandulosus, mas, sim, saber apenas que ela é
uma das espécies que pertencem ao género Golovinomyces?

Uma resposta plausivel a essa pergunta seria dizer que o banco de dados consultado, o
Genbank, seria como uma biblioteca desfalcada de certos exemplares de livros, que nos
permitiriam conhecer melhor o assunto que procuramos. E, € claro, pode haver diferentes
razdes para esse desfalque, como, por exemplo: falta de recurso para conseguir um exemplar
que contivesse os detalhes desejados do assunto; inexisténcia desses detalhes, simplesmente
porque ainda ndo teriam sido estudados etc. Portanto, quando uma sequéncia molecular de
bases, em trechos de DNA de fungos € estudada por micologistas experientes, sdo também
consideradas as caracteristicas morfologicas da fase sexuada, e varios outros dados
biogeogréaficos, de ecologia e evolucdo dos respectivos fungos. Dessa forma, associando-se
dados dessa natureza, assegura-se que um determinado fungo tem, de fato, a identificacdo
especifica que Ihe é atribuida. Digamos entdo, que um micologista tenha conseguido associar
certa sequéncia de bases, a certo fungo, identificado anteriormente por meio da sua estrutura
reprodutiva, identificacdo esta que teria permitido saber apenas a que género ele pertence.
Nesse caso, ndo teriamos como saber de que espécie se trata. A dificuldade do micologista,
que teria usado as estruturas reprodutivas, para identificar aquele fungo, poderia estar
relacionada, por exemplo, ao fato de se tratar de uma espécie nova, uma espécie que ainda nao
teria sido descrita. Nesse caso, aquela sequéncia de bases associada ao fungo, sé poderia
permitir saber a sua espécie, quando o fungo fosse descrito e recebesse um nome especifico.
Neste caso, quando alguém posteriormente comparasse uma sequéncia de bases que obteve a
partir de um trecho de DNA de oidio, como nos fizemos, com tudo o que foi depositado no
banco de dados, e encontrasse uma amostra muito semelhante a que possui e que pertence a
esse fungo descrito, a chance de ter chegado a uma identificacdo confiavel é grande. Se, ao
contrario, encontrasse uma sequéncia de bases ndo muito semelhante a sequéncia do DNA
que esta estudando, a identificacdo do fungo poderia ndo chegar sequer ao nivel de género,
mas, certamente, ja indicaria ou o filo ou a ordem ou, até mesmo, a familia a que ele pertence.

Agora que ja sabemos que o fungo de C. glandulosus pertence ao género
Golovinomyces, mas de espécie desconhecida, por isso é referido como Golovinomyces sp.,
poderemos enriquecer o Genbank com mais este dado. Assim, qualquer pessoa no mundo
todo, interessada em saber, por exemplo, quais as diferentes espécies de plantas que sdo
atacadas por fungos pertencentes ao género Golovinomyces, sabera que uma delas € Croton

glandulosus.
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Mas, se é possivel a qualquer pessoa introduzir dados no Genbank, como ter seguranca
de que ninguém introduzird informacdo errada por 1a? Afinal, tal atitude levaria a erros,
prejudicando futuras comparacdes, consequentemente prejudicando pesquisas cientificas.

Essa questdo é muito, muito importante. E foi prevendo a possibilidade de erros na
introducdo das informagdes, que cientistas especialistas nessas identificagdes
responsabilizaram-se por checar, com muito rigor, todos os dados novos que chegam. Dessa
forma, eles garantem a veracidade e qualidade de tudo que € introduzido no Genbank.

Finalizando, ressaltamos a importancia da integracdo de diferentes areas do
conhecimento, como evidenciado neste artigo, tanto para que avangos cientifico-tecnoldgicos
sejam alcangados contemplando a complexidade dos sistemas estudados, como para que 0s
resultados das pesquisas passem por transposicfes didaticas adequadas e alcancem alunos,
principalmente do Ensino Fundamental e Médio, que precisam ser estimulados a se interessar

por Ciéncia e ser capaz de compreender as inimeras e importantes questdes atuais.
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FROM PATERNITY TESTING TO THE ART OF FUNGAL IDENTIFICATION:
BRINGING SCIENTIFIC KNOWLEDGE INTO THE CLASSROM AND PUBLIC
DIVULGATION

Abstract.

In order to empower high school students and undergraduates in Biological Sciences to
acquire basic concepts of molecular biology for the understanding of issues related to
taxonomy, evolution and criminal investigation, we present unpublished results of an
interdisciplinary research aimed study to identify a phytopathogenic fungus by means of a
narrative that historically contextualizes the theoretical constructs that enabled these
advances.
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Chain Reaction; Golovinomyces sp.
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