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CITOGENETICA - Teoria Cromossdmica da Hereditariedade

Teoria Cromossomica da Hereditariedade
Citogenética — area da genética que faz a ligacdo com a citologia.
Cromossoma — sede fisica das informagdes hereditarias. Corresponde, assim, a um
corpusculo corado (por definicdo).
Os loci:
— Estdo dispostos linearmente ao longo de cada cromossoma.
— De cromossomas diferentes, transmitem-se independentemente.
— Situados no mesmo cromossoma transmitem-se com um grau de dependéncia
mutua que resulta da sua maior ou menor vizinhanca.

Provas da Teoria

Nicleo — possui cromossomas, nos quais se encontra toda e qualquer informagdo
hereditaria de um individuo.

Ocorre a sobreposicdo dos postulados mendelianos com a teoria cromossémica da
hereditariedade (grau de dependéncia).

O numero de cromossomas corresponde ao niumero de grupos de ligacao.

O numero e os tipos de cromossomas estdo associados a uma determinada espécie, ou
seja, existe uma correspondéncia entre o caridtipo, o nimero e os tipos de cromossomas
associados a determinada espécie.

Uma alteragdo ao nivel dos cromossomas implica alteragdes fenotipicas.

O fendtipo de portadores de mutacdes cromossdmicas é diferente do fendtipo dos
individuos da mesma espécie.

A transmissdo ligada ao sexo corresponde a transmissdo feita através dos
Ccromossomas sexuais.
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CITOGENETICA - Cromatina e Cromossoma

Mitose e Meiose
Mitose: células de linha somatica. Divisdo conservativa.
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Meiose: células de linha germinativa. Divisdo de variagdo (na profase | ndo é necessario
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Fases da Mitose
— inicio da condensac¢do dos cromossomas. O nlcleo desorganiza-se e a sintese
proteica para. Fora do nucleo, a rede de microtubulos que existia em interfase é substituida
pelo fuso mitodtico.
— ruptura abrupta do invélucro nuclear, com o desaparecimento da
[dmina nuclear (fosforilagdo das laminas). Continuacdo da condensagdo dos cromossomas.
— cromossomas alinham-se no centro da célula, formando a placa equatorial.
E o momento onde ha a condensagdo mdaxima dos cromossomas, e onde cada um dos
cromatidios se liga a microtubulos pélos opostos do fuso. Nesta fase existem forgas bipolares
equilibradas que mantém os cromossomas na placa equatorial.
— separag¢do dos cromatidios que sdo arrastados para os poélos. No fim desta
fase inicia-se a citocinese.
— Anafase A — encurtamento dos microtubulos do cinetocoro e movimento dos
cromatidios para os polos;
— Anafase — afastamento dos pdlos provocada pelo alongamento dos
microtubulos polares.
invélucro nuclear
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Fases da Meiose

— cromossomas duplicados comecam a condensar-se; inicio da sinapse e
ocorre o crossing-over; desaparecimento do complexo sinaptonémico; pontos de quiasmata
visiveis; bivalentes prontos para a metafase.

— cromossomas homodlogos alinham-se na placa equatorial, através dos
pontos de quiasmata.

— pares homodlogos separam-se com os cromatidios ainda juntos. Ou seja,
migram 2 cromatidios (1 cromossoma), com constituicdes diferentes, para cada um dos polos.

— formam-se duas células-filhas, cada uma contendo 1 cromossoma do par
de homdélogos.

— n3o ha replicacdo do DNA. E uma fase que pode n3o ocorrer para ndo
existirem grandes gastos de energia. Recondensag¢do dos cromossomas.

— cromossomas alinham-se na placa equatorial, através dos centromeros.
Cada par de cromatidios alinha-se na placa equatorial, de cada célula.

— dividem-se os centrodmeros e cada cromatidio, do mesmo cromossoma,
migra separadamente para cada pdlo. Os cromatidios sdo separados, originando células com
arranjos genéticos diferentes devido ao crossing-over ocorrido na profase I.

— conclusdo da divisdo da célula. Originam-se 4 células-filhas. Existe a
organizacdo nuclear de cada célula, originando-se 4 células com um nucleo que possui um
numero hapldide de cromossomas.

Meiose em Mamiferos

A meiose para a formagdo dos gametas femininos e masculinos, constitui uma
excepcao ao processo de meiose normal.

Os precursores dos espermatozoides formam 4 espermdtides, onde cada uma delas
evolui para um espermatozdide. Assim, este é um processo de meiose normal pois de 1 célula,
de 2n cromossomas, vdo ser formadas 4 células, de n cromossomas, possuindo este
mecanismo um alto rendimento.

No entanto, nas fémeas (cuja meiose comega no estado embriondrio) durante a
primeira divisdo meidtica, da sua oogénese, formam-se duas células: uma delas constitui o
primeiro glébulo polar (que pode sofrer mitose) e a outra constitui uma célula que vai
continuar para a segunda divisdo meidtica. Essa célula entdo vai passar pela segunda divisdo
meidtica, originando um odcito Il e o segundo glébulo polar (apenas quando ocorre a
fecundacdo).

Assim, na formacdo de gadmetas femininos apenas se forma, no final, uma Unica célula,
qgue na realidade nunca chega realmente a ficar hapléide (necessita da fecundacdo de um
espermatozdide para completar a meiose). Os glébulos polares acabam por degenerar.
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Cromatina
Cromatina — possui dois tipos consoante o seu grau de condensacao, que tém como
base a actividade de transcricdo do mRNA.

— Eucromatina — cromatina activa, descondensada, que corresponde as regides
do genoma capazes de realizar transcri¢do. E uma zona sensivel 8 DNAse.

— Heterocromatina — mantém o grau de condensagdao durante todo o ciclo
celular. E visivel no ntcleo em interfase (cromémeros — heterocromatina na
interfase que continua bastante condensada). As suas fun¢des estdo ainda mal
estudadas, mas pensa-se que poderdo participar no emparelhamento,
recombinacdo, segregacao e, também, na estabilizacdo e protec¢do de certas
regides cromossémicas.

Na heterocromatina ainda se consideram outros dois tipos:

— Facultativa — estado de condensacdo varidvel em tipos diferentes de células e
durante a fase precoce do desenvolvimento, ou seja, ndo esta sempre
ultracondensada. Pensa-se que poderd ter origem em eucromatina que se
inactivou. Os mamiferos, pelo menos, até ao sexto més de vida tém este tipo
de heterocromatina.

— Constitutiva — localizada em posi¢des idénticas, nos cromossomas homdlogos,
de todas as células e de forma permanente, ou seja, aparece sempre
ultraconcentrada. O DNA é muito repetitivo e muito rico em adenina-timina.
Dentro de uma mesma espécie este tipo de heterocromatina é igual de
individuo para individuo.

Cromossoma Metafasico

E necessario que os cromossomas estejam condensados, para os conseguirem estudar,
uma vez que é o momento onde os cromossomas nao se encontram tdo repulsivos entre eles e
é a altura em que se encontram mais condensados.

Desta forma, pode-se estudar a sua constituicdo, forma e anomalias que,
eventualmente, possam surgir.

O cromossoma metafasico possui uma forma muito tipica, constituido por 2
cromatides, 1 centréomero (que se dividem longitudinalmente na Anafase) e 2 teldmeros. Para
além de DNA, na sua constituicdo, possuem, também, algumas proteinas acidas (muito raras) e
algum RNA mensageiro.

Cromossoma
metafésico

Enrolamento em

. o Fibrila mais prqtglnas
Crométides Fibrila equena Nucleossoma basicas
peq (histonas) ou
acidas (raras)

Cromossoma — conjunto de fibras de DNA com proteinas, as quais se enrolam, por
sucessivos empacotamentos / enrolamentos, sobre si mesmo.

Estrutura Molecular do Centromero

O centréomero possui uma variagdo consideravel conforme as espécies. Esta estrutura
tem de possuir a capacidade de reconhecimento dos microtibulos para que consiga ocorrer a
ascensdo de material, para os pélos.

Cromossomas holocéntricos — sequéncias centroméricas dispersas ao longo do
cromossoma (centrémero difuso), ou seja, possuem varios pontos de ligacdo. Os microtubulos
unem-se ao longo de todo o comprimento, de cada cromatide (fragmentagdo com raios X).

Cadeia de DNA
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Centromeros localizados — com uma Unica regidao que se une aos microtubulos. Podem
ser constituidos por centenas de Kb de DNA (centromeros regionais) ou por um reduzido
numero de pares de bases (centromeros pontuais).

Os eucariotas superiores possuem regides centroméricas que contém grandes
guantidades de heterocromatina.

Estrutura Molecular do Telémero

Telomero — extremidade de cada cromdtide que estd associada a morte celular
programada. S3o regides terminais do cromossoma que formam uma espécie de cdpsula,
porque contém sequéncias especificas repetitivas (ricas em guanina). Sdo importantes para
determinar a vida da célula, pois decide quantas vezes se replica.

O DNA telomérico nos vertebrados possui uma repeticao em tandem de 5’-TTAGGG-3'.

Em cada divisdao celular, o teldmero vai ficando mais pequeno o que induz a sua
prépria morte, nas células normais, ocorrendo uma perda de 50 — 200 nucledtidos / ciclo
mitético. Isto ocorre pois a telomerase estd ausente nas células somdticas normais, no
entanto, expressa a sua actividade em células tumorais.

Assim, em células cancerosas a existéncia de telomerase faz com que as extremidades,
que se vao perdendo em cada ciclo, sejam acrescentadas pela mesma, impedindo que ocorra
essa morte programada das células, permitindo a sua multiplicacdo indefinida.

Tipos de Cromossomas Metafasicos
Os cromossomas metafasicos classificam-se consiante a posicdo do centrémero em
relacdo aos teldmeros.

Cromossoma metacéntrico — o centromero encontra-se no centro do
cromossoma (centromero ao meio). Os bragos do cromossoma possuem o mesmo

tamanho.
Cromossoma submetacéntrico — o centromero encontra-se acima do centro

do cromossoma, ou seja, estd mais perto de uma das extremidades. O cromossoma
possui 2 bragos grandes mas de diferente tamanho entre si, sendo um dos bragos
mais curto que o outro.

Cromossoma acrocéntrico — o centromero encontra-se muito acima do
centro do cromossoma, estando praticamente na sua extremidade. O cromossoma
possui 1 brago mesmo muito pequeno (extremamente pequeno) e outro muito
grande.

Cromossoma telocéntrico — o centromero constitui um dos centrémeros.
O cromossoma sé possui um brago, ou seja, o telémero e o centromero
constituem uma das extremidades do cromossoma.

= Se>e=<

Identificagdo de Cromossomas Metafasicos

Existem técnicas para as bandas escuras e claras, dos cromossomas, serem
identificadas.

Existe, entdo, uma nomenclatura para reconhecer esses cromossomas. Simbologia:

— p (brago curto);
— ¢ (brago longo).

Banda — as regides dividem-se em bandas. Quando o nimero de uma banda é 0, entdo
essa regiao constitui um marco.

Marco — local onde se dividem as regides, logo vai pertencer a 2 regides em
simultaneo, pois é o limite de ambas. Podem ser telémeros, centrémeros, constricbes e, por
vezes, certas bandas que sdo mais escuras e que se véem facilmente. Assim sendo, sdo os
locais do cromossoma que se conseguem identificar com mais facilidade.
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Regido — espago de cromatina situado entre 2 bandas seguidas. As varias regides
distinguem-se em reunides internacionais.
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O numero de pares de cromossomas ndo esta relacionado com a escala de evolugao,
logo varia muito consoante espécies diferentes, e por vezes no mesmo grupo, podendo ser
apresentados “saltos” devido a duplicagdes do nimero de cromossomas, o que da origem a
seres muito diferentes, que constituem uma nova espécie (hibridos que se tornam férteis).

Cromossoma Y — na sua maioria é constituido por heterocromatina ndo codificante: B

<— Centrémero

Cromossomas Sexuais } Heterocromatina

Sistemas cromossdmicos de determinacdo do sexo:
— XX (homozigdtico), /' XY (heterozigbtico) — Drosophila, Mamiferos;
—  © WZ (heterozigético), </ WW (homozigético) — aves, alguns peixes, traca;
— ¢ XX (homozigético), -/ X0 (hemizigbtico) — muitas espécies de insectos.
Cromossoma Y — no Homem, é constituido por 2 regiGes pseudo-autossémicas
(homoélogas ao cromossoma X e que sdo importante no emparelhamento).

Cromatina Sexual

Estudando o sistema nervoso dos gatos, descobriu-se a cromatina sexual (Barr, 1949).
Verificou-se que, no sexo feminino, aparecem estruturas (cromatina sexual / corpusculos de
Barr). Desta forma, a investiga¢do foi expandida a células sexuais.

Esta cromatina sexual é um tipo de heterocromatina facultativa.

Hipdtese de Lyon:

— Fémeas de mamiferos — mosaicos na expressdao dos 2 cromossomas X.

— Até cerca do 162 dia, os dois cromossomas X estdo funcionais. A cerca do 162
dia ocorre a precipita¢do de 1 dos cromossomas X;

— Durante a gametogénese ocorre a reactivacdo do cromossoma X condensado
(heterocromatina facultativa).

Na presenca de 2 cromossomas X, ocorre a precipitacdo de determinadas zonas, que
inactivam essas regides, e assim, apenas 1 cromossoma é que se encontra activo. Os 2
cromossomas X apenas estdo activos, em simultaneo, no momento do zigoto.

A escolha da inactivagdo é aleatéria, logo a precipitagdo é feita tanto do X materno
como do X paterno. Assim, havera células nas quais é o X materno que esta activo e outras nas
quais é o X paterno o activo.

Exemplos:

— Hemofilia — existe apenas metade da produc¢do da proteina, em mulheres
heterozigoticas (Hh apenas % da proteina antihemofilica — esta proteina é
suficiente para que se mantenha o equilibrio, promovendo assim a auséncia de
mulheres hemofilicas).

— G-6-PD — em cultura existem clones com producdo de uma variante e outros
clones com a produc¢do da outra variante.

— Mula — o cavalo e o burro possuem G-6-PD diferentes. Existem clones
produzindo apenas a enzima tipica de uma das espécies, de cada vez.

Este fendmeno de inactivagdo também acontece quando um individuo possui 3
cromossomas sexuais, onde existem 2 corpusculos de Barr, favorecendo a conclusdo de que
em todas as fémeas, apenas existe 1 Unico cromossoma X activo, independentemente da
situacdo cromossdmica, desde que possua 2 ou mais cromossomas X.
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Quando apenas existe 1 cromossoma X (como nos gendtipos X0, XY, XYY) ndo ha
formacado de cromatina sexual.

“Lei” de Ohno

O cromossoma Y foi miniaturizado, variando apreciavelmente entre 2 espécies
préximas evolutivamente.

No entanto, a evolu¢cdao do cromossoma X tem sido muito mais conservativa, devido ao
seu mecanismo de inactivacdo que o preservou intacto, ao longo da evolug¢ao dos mamiferos.

Nem todo o cromossoma X permanece inactivo. Alguns genes localizados na
extremidade do brago curto estdo sempre activos. Ha portanto uma inactivacdo selectiva.

Cromossoma Y

O cromossoma Y (com poucas regides codificantes) possui o gene TDF no braco curto.

TDF — zona do cromossoma Y que é bastante importante para o desenvolvimento do
sexo masculino. Induz a producdo de testosterona, que leva a producao dos ductos Wolfianos,
originando, assim, o desenvolvimento de um embrido do sexo masculino.

Na auséncia do cromossoma Y, ndo existe o inibidor Miilleriano, e logo desenvolve-se
um embrido do sexo feminino.

Este gene constitui a Unica diferenga entre sexos, sendo a Unica porcdao, muito
pequena, que faz toda a diferenca no desenvolvimento embriondrio.

Quando ndo existe esta regido, no cromossoma Y, desenvolve-se um embrido do sexo
feminino, por muito que o seu cariétipo seja XY.

Quando o X tem essa regido, desenvolve-se um embrido do sexo masculino, por muito
gue o seu cariétipo seja XX.

Cromossomas Politénicos (Gigantes)

Os cromossomas politénicos sdo grandes em comprimento e espessura. Estes formam-
se quando as cromatides, em determinadas divisGes, ndo se separam totalmente, e vao sendo
duplicadas sucessivamente, ou seja, ndo ocorre divisao celular nem nuclear completa.

Cada cromossoma esta fortemente ligado ao homélogo e o DNA é replicado diversas
vezes, excepto no centromero e telémero. As bandas existentes sao diferentes das bandas dos
cromossomas humanos pois ndo necessitam de qualquer tipo de coloragdo para serem
observadas. Correspondem, na realidade, a regiGes mais condensadas (escuras) e mais laxas
de cromatina (clara).

Forma-se, assim, um padrdo de bandas e inter-bandas (escuras e claras,
respectivamente) devido a forma como o DNA se encontra compactado e descompactado, ao
longo de todo o seu comprimento.

Constituem numerosas fibrilas (cromatides) até 2000 ciclos de endorreduplicagdo.

O padrdo de bandas (alternancia de bandas) formado é especifico para cada
cromossoma, devido a concentracdao desigual de fibrilas de cromatina, ao longo de um
cromossoma.

Os “puffs” (zonas de dilatagdo associadas a sintese de RNA) ou anéis de Balbiani sdo
expansdes do cromossoma, comuns de se observar nas biopsias de determinados carcinomas,
assim, os “puffs” estdo associados a activacdo génica diferencial (sintese de RNA).

Aparecem em glandulas de Drosophila, angiospérmicas, protozodrios, dipteros e
carcinomas.
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Cromossomas Plumosos

Cromossomas plumosos — muito activos na sintese de RNA. Quando a lagada esta
exposta, significa que estad a ocorrer a sua transcricdo. Estes cromossomas sao revestidos por
complexos de RNA e proteinas

Formam-se quando a fibrila de cromatina sai e volta a entrar no cromossoma,
formando uma lagada. Esta estrutura é continua, logo permanece sempre intacta.

Aparece em nucleos de odcitos | de vertebrados (anfibios) e invertebrados durante o
prolongado estado de dipléteno, e, ocasionalmente, em espermatdcitos de Drosophila.

As expansdes da maioria dos cromdmeros em forma de lacos, sdo muito ricas em RNA.

Técnicas de Observa¢ao de Cromossomas Metafasicos
Técnicas directas — observam-se cromossomas a partir do tecido. Por exemplo, medula
ossea, mucosa intestinal, endométrio, neoplasias testiculo, ovario...
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Técnicas indirectas — observam-se cromossomas a partir de uma cultura celular. Por
exemplo, sangue periférico, medula dssea, liquido amnidtico, vilosidades do cdrion, pele,
tumores sélidos / liquidos... Nesta técnica a quantidade do caridtipo é muito maior, logo mais
definida. As culturas tém de ser feitas em meios assépticos.

> & “ B,
e A e
Linfocito ~ oo % . S0 oy
oy s ¥ ® i
» aon X
R/ 4 o - Estudo dos« crossing-over
v “ 3 : (pofiosde qulasmata) _
e
; i) ;
B AN
b e
" Estudo dos crossing-over e LT Residuo sélido  (tumor) % .‘f* s
(pontos de quiasmata) fredl. - fibroblastos que se dividem Sl
-"‘ Ampliado ;. do fragmento inicial — pele :-.0' S

Métodos de Coloragao das Bandas

Houve uma evolugdo desde os métodos que englobavam coloragdes uniformes ao
longo de todo o cromossoma, para técnicas cuja coloragdo induz uma alternancia de bandas.

Este desenvolvimento fez com que seja mais simples a realizacdo de determinados
diagnésticos, pelo que é muito mais facil o seu estudo.

Métodos diferenciais — alternancia de regides claras com regides escuras.

Métodos selectivos — marcacdo de regides especificas, com corantes fluorescentes.

Métodos de Coloragdo das Bandas — Bandas G

Bandas G — nome proveniente do nome Giemsa, que é o corante utilizado.

Esta técnica consegue, através da utilizacdo de enzimas proteoliticas, provocar a
alternancia de bandas claras e escuras, quando este corante é diluido. Faz com que as bandas
correspondam a disposicdo das proteinas, formando bandas positivas ou negativas.

— Bandas positivas — bandas mais escuras, ricas em adenina-timina.
— Bandas negativas — bandas mais claras.
Enzimas proteoliticas:
— Distribui¢do de proteinas;
— Bandas positivas — histonas ricas em arg e proteinas ricas em grupos dissulfitos
— Bandas negativas — proteinas ricas em grupos sulfidril.

solido

(tumor)

e
.+ fibroblastos que se dividem do
agrxfellto inicial - amnio



Genética Molecular e Citogenética (2010-2011) Ana Cristina Ribeiro Gomes

E muito utilizado na detec¢do de anomalias, como por exemplo mutagdes. Permitindo
observar os protétipos dos cariétipos das espécies.

Nesta técnica, os cromossomas sao sujeitos a um aquecimento moderado ou a uma
breve protedlise, e corados com Giemsa.

Métodos de Coloragdo das Bandas — Bandas Q
Quinacrina — corante florescente:
— Zonas mais brilhantes — 75% adenina-timina;
—> Zonas brilhantes — mais de 5% de guanina-citocina.

Métodos de Coloragao das Bandas — Bandas R

Bandas R —nome vem da palavra “reverse”.

Esta técnica baseia-se na desnaturagdo, da cromatina, a altas temperaturas. Quando se
colocam numa solucdo alcalina, sofrem uma renaturacdo de apenas algumas partes do
cromossoma, logo considera-se a ocorréncia de uma renaturacao selectiva.

Correspondem a bandas inversas das bandas G, pois as bandas G claras sdo bandas R
escuras, enquanto as bandas G escuras sdo bandas R claras.

Assim, constituem bandas complementares das bandas G, e aparecem em conjunto
nas legendas dos protétipos dos caridtipos.

Os cromossomas sao tratados com uma solucdo alcalina, a quente, e coradas com
Giemsa. Formam barras claras, ricas em guanina-citosina.

Métodos de Coloragao das Bandas — Bandas C

Este é um tipo de tecnologia que nao faz aparecer uma forma de bandas continua em
todo o cromossoma. Na realidade faz com que determinadas zonas do cromossoma aparegam
mais evidenciadas.

Assim, ndo se estuda o caridtipo de um individuo, mas estudam-se determinadas zonas
que se pretendem analisar.

Nesta técnica ha uma desnaturagdo, com tratamento alcalino, ocorrendo,
posteriormente, a renaturagdo das sequéncias mais repetitivas.

Bandas C — o seu nome vem de centromero.

Evidencia, por exemplo, a heterocromatina constitutiva.

Anomalia — 1 centrémero com posi¢do Cromossomas onde existe grande

correcta e o outro centrémero diferente quantidade de heterocromatina na

regido centromérica (caso humano)

Métodos de Coloragao das Bandas — Bandas NOR

Bandas NOR — o seu nome vem de “nucleolo organizing region”.

Existem determinadas regifes da cromatina que estdo relacionadas com o nucléolo, ou
seja, ndo produzem proteinas mas sdo as responsaveis pela producdo de 2 tipos de RNA
ribossémico.

Utiliza-se um tampao a elevadas temperaturas e adiciona-se nitrato de prata que vai
precipitar determinadas regiGes. Depositam-se em zonas dos cromossomas acrocénctricos,
que produzem RNA ribossdmico. Sdo entdo estas as zonas que se evidenciam.

As proteinas associadas ao DNA ribossémico, no nucléolo (RNA ribossémico 18s e 28s)
sdo abundantes, nos bragos curtos dos cromossomas.
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Métodos de Coloragdo das Bandas — Bandas SCE

Bandas SCE — o seu nome provem de “sister cromatide Exchange”.

S3ao necessarios 2 ciclo mitétitos para que seja evidenciada a imagem. Assim, BrdU
(droga que bloqueia a metafase) apds 2 ciclo consecutivos a competir com a timina:

— 2 BrdU — cromatide clara;
— BrdU + Timina — cromatide escura.

Este corante é um composto que compete com a timina aquando da fase S, em cultura
celular.

Produz uma imagem do crossing-over, permite entdo visualizar o entrecruzamento
(cruzamento entre cromatides irmas), através da identificagdo de 1 cromatide clara e 1
cromatide escura.

E possivel que ocorra raramente um aumento do crossing-over mitético, devido a um
mutagénico associado.

22 Ciclo de | o
divisdo celular
Adigdo 12 Ciclo de Adicio /\ . ]
de BrdU d|V|sao celular de BrdU anda banda
escura clara
2 cromatides dU 22 Ciclo de =1
do mesmo J divisdo celular
RECOMBINAGCAO MITOTICA:

Métodos de Coloragao das Bandas — Bandas Alta Resolugao

Esta técnica permite aumentar, em bandas, a resolucdo de um cromossoma. Assim,
consegue-se distinguir um maior nimero de bandas e também de sub-bandas, pois “esticam-
se 0s cromossomas”. A coquicina para a metafase, logo deixa de existir a divisdo celular.

A coquicina deixa de ser util perante o metatraxato (droga), que bloqueia a fase do
novo material genético. Esta divisdo é interrompida numa profase tardia ou metafase precoce
(desde que seja bem conhecido o tempo desde a fase S até a metafase) onde os cromossomas
estdo compactados o suficiente para se verem, mas nao tdo compactados para que possam
aparecer esticados (em alta resolugdo).

Assim, passam-se de 300 bandas para 1000 bandas a observar, devido ao bloqueio da
fase S pelo metatraxato, ficando cerca de 50% dos cromossomas em prometafase.

Isto é possivel por se ter uma cultura sincronizada, onde todas as células se encontram
na mesma fase.

Esta técnica constitui uma vantagem quando se tem pouco material cromossdmico.
Pode ser importante no estudo de cancros.

Métodos de Coloragdo das Bandas — Anticorpos Marcados

Anti-5 metilcitosina e anti-centroméricos.

A base desta técnica esta no mecanismo de ligacdo dos anticorpos aos antigénios.

Permite detectar uma proteina especifica numa cultura / extracto de proteinas,
hibridadas por anticorpos (sonda), no qual o primario detecta a proteina e o secundério (que
estd marcado) detecta o anticorpo primario, servindo, desta forma, para tornar o sinal de
detec¢do mais forte.
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Métodos de Coloragdo das Bandas — Enzimas de Restri¢ao

Enzimas de restricdo / Endonucleases — enzimas que fragmentam o DNA por hidrdlise
em locais especificos. Reconhecem uma dada sequéncia de nucleotidios / regies especificas,
fragmentando o DNA sempre que essa mesma sequéncia é encontrada.

Locais de restricdo — nucleotidios que as enzimas de restricao reconhecem, cortando o
DNA nessa mesma sequéncia. A mesma enzima de restrigdo corta sempre perante a mesma
sequéncia de nucleotidios em qualquer DNA. No entanto, no mesmo organismo, cortam no
mesmo local, originando sempre o mesmo conjunto de fragmentos, mas noutro individuo
diferente originam fragmentos diferentes, pois cortam em regides diferentes.

Ocorre a quebra se estiver presente a regido especifica, logo ndo ocorre a quebra se
nao estiver essa mesma regido especifica presente. O DNA nessas regides especificas adquire
uma determinada cor.

Métodos de Coloragdo das Bandas — Hibridizagdo in situ

Hibridacdo in situ — envolve hibridacdo de um fragmento de acido nucleico a uma
preparacao cromossémica de DNA desnaturado ou a uma seccdo de tecido de RNA.

Detecc¢do de sequéncias de acidos nucleicos, através de sondas de DNA/RNA.

As sondas hibridizam directamente com determinadas regiGes de cromossoma,
originando uma fluorescéncia, nessa mesma regiao.

Esta técnica é importante na analise da presenca, ou auséncia, de cromossomas em
interfase.

FISH (fluorescence in situ hybridization) — técnica citogenética utilizada para detectar e
localizar a presencga ou auséncia de uma sequéncia de DNA especifica ou um cromossoma.

Métodos de Coloragdo das Bandas — Pintura Cromosséomica (Chromosome Painting)

Cromossomas provenientes de varias células (suspensdo) sdo divididos em fung¢do do
seu tamanho.

Ha a hibridagdo com sondas de DNA ligadas a fluorocromos. Estes fluorocromos sdo
especificos para determinadas sequéncias, podendo, desta forma, permitir a observagao de
anomalias cromossdmicas, devido a presenca de uma cor indesejada na analise.

Ocorre a extracgdo de DNA (que tem de ser purificado pela extraccdo de proteinas e
sua desnaturacdo), através da primeira maquina, que corresponde a um determinado
cromossoma, adicionando-se um corante flurescente.

Hibridizacdo deste DNA com cromossomas parcialmente desnaturados.

A colocag¢do dos cromossomas na mdaquina com os 24 tubos (para os 22 autossomas +
X +Y) faz com que os cromossomas se distribuam por esses mesmos tubos (cromossoma 1 no
tubo 1, cromossoma 2 no tubo 2, ...).

Permite a abertura dos cromossomas parcialmente desnaturados (cadeias abertas),
obtendo-se homadlogos com cores diferentes.

11
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CITOGENETICA — Mutagdes Cromossomicas Numéricas e de Estrutura

Varia¢do no Numero de Cromossomas
Euploidia — nimero multiplo de cromossomas, do conjunto monopldide. Cariétipo com
n cromossomas ou multiplos de n cromossomas:

— Monoploidia — n cromossomas;

— Diploidia = 2n cromossomas;

— Triploidia — 3n cromossomas (os tripldides sdo normalmente estéreis). 2n x n
cromossomas (se os tripldides sdo férteis pode haver cruzamento de gdmetas);

— Tetraploidia —4n cromossomas;

— Poliploidia — duplicacdo dos cromossomas sem subsequente divisdo nuclear.
Pode ocorrer devido a uma deficiéncia na anafase ou a uma endomitose.
Origina células multinucleadas.

Auto... — descendentes de um cruzamento intra-especifico, ou seja, de individuos da
mesma espécie. E um cruzamento de individuos cujos gdmetas s3o da mesma espécie. Desta
forma, todas as guarni¢cdes cromossémicas sdo iguais

Alo... — descendentes de um cruzamento inter-especifico, ou seja, de individuos de
espécies diferentes. Estes descendentes chamam-se de hibridos. E um cruzamento de
individuos cujos gametas s3ao provenientes de espécies diferentes. Desta forma, nenhum
cromossoma tem homologo.

Hapldide — com metade do nimero de cromossomas inicial.

Euploidias — Monoploidias
As monoploidias sdo as euploidias mais simples a nivel cromossémico. Podem ser:
— Espontaneas — abelhas, formigas e vespas machos.
— Artificiais:
o Plantulas que surgem a partir de graos de pdlen, sendo portanto
monopldides. Ocorre a diploidizacdo com colquicina (linhas puras).
o A fertilizagdo com espécies diferentes leva a eliminagdo dos cromossomas
de uma das espécies, por incompatibilidade genética, ocorrendo o
desenvolvimento de um monopldide.

Euploidias — Monoploidias (Criacao de Monopldides Artificiais)

Esta técnica é util em processos de seleccdo de caracteristicas favoraveis (plantas),
para a posterior criagdo de plantas dipldides puras que sejam homozigéticas, para uma
determinada caracteristica: os fendtipos observados sdo o resultado directo da constituicao
genética destes individuos (uma sé copia para cada gene), evitando-se os efeitos de possivel
interac¢do entre alelos.

Anteras em Produto Crescimento .
Plantas o o Hapldides Plantas
s cultura meidtico das de embridtes .
dipléides . " plantados monoploides
celular células haploides

Formam-se embridtes e ndo embrides, os quais possuem uma resisténcia muito mais
baixa que uma planta dipldide.

Um dos processos de producdo de plantas monopldides é através de uma cultura de
células hapldides. Neste caso, os grdos de pdlen sdo colocados em meios de cultura (agar)
juntamente com algumas hormonas. O crescimento destas células dad origem a tecidos e,
posteriormente, a plantulas hapldides.

12
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Normal 2 células monopldides

Mitose num monopldide, n=3

Com colquicina por uma
divisdo celular

1 célula dipldide

Células monopldides podem ser transformadas em dipldides através da aplicacdo da
colquicina. Esta substancia impede a formagdo do fuso acromatico duplicando, assim, o
nimero de cromossomas. E realizada, entdo, uma mitose n3o acabada (duas células que se
unem com a informacdo genética de 2 monopldides).

Estas células podem proliferar e dar origem a tecidos diploides.

Plantas Células somaticas

monopldides
sensiveis

em cultura, num
meio selectivo

Crescimento de
uma plantula
resistente

Planta
monopldide
resistente (estéril)

Colquicina

Planta dipldide
resistente (fértil)

A colquicina ndo permite a polimerizagdo do centro acromatico, mas induz a
duplicacdo, logo vai originar a fertilidade. O meio selectivo garante que apenas as células
resistentes a determinado factor selectivo sdo aquelas capazes de se proliferar.

Consegue-se entdo de uma certa forma, manipular determinado numero de
cromossomas, para a planta ser mais rentdvel. Conseguindo-se induzir a diploidia (através da
colquicina, que interrompe a mitose).

Este processo em nada estd relacionado com o processo de formagao dos organismos
geneticamente modificados.

As plantas monopléides podem ser utilizadas em programas de mutacdo-selecgdo
utilizando técnicas de microbiologia.

Uma populacdo de células monopldides é isolada e as paredes celulares sdo destruidas
enzimaticamente, sendo posteriormente sujeitas a um tratamento com um agente
mutagénico.

Sdo em seguida colocadas num meio selectivo de cultura que apenas permite o
crescimento do fendtipo desejado (exemplo, a resisténcia a determinada substdncia tdxica
como um herbicida).

Através do tratamento com colquicina as plantulas monopldides sdao transformadas
em plantas diploides (férteis).

Euploidias — Triploidias
Formame-se / originam-se através de:
— Tetrapldide x Dipléide (um tetrapléide, normalmente, produz gametas
dipldides);
— Retengdo do segundo glébulo polar, que normalmente seria expulso (exemplo
colquicina, choques térmicos / pressio).

— trivalentes

—_——univalentes

——— .
—— bivalentes

esterilidade

——
——

Ocorre esterilidade (que normalmente estd associada a tripldides), pois a
probabilidade de se formarem gametas ndo normais é muito baixa.
Os trés cromossomas vao ser divididos em 2 combinagdes diferentes: trivalente ou—_1e gigbulo

univalente e bivalente. w v @ Polar
m M 22 Gldbulo

Interrompe-se a meiose para ser retido o glébulo polar.
13
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Euploidias — Tetraploidias
Interessantes para a producdo de dipldides, pois do cruzamento entre tetrapléides e
dipldides surge uma descendéncia consideravelmente dipléide, o que pode ser de interesse.
— Espontaneamente, onde 2n desenvolve-se para 4n.
— Induzidos (exemplo colquicina, choques térmicos / pressio).
Ocorre a producgado, ou ndo, de gametas equilibrados.

A A
— > . .
_$ r 2 bivalentes ~__ Gametas

L / funcionais
—.-—._.__.—-—_

M Quadrivalentes

_'._—-——n—._._
N
Univalentes
P — ~
'.-_.______.—-—— + Gdmetas

. ndo-funcionais
><- trivalente

Euploidias — Alopoliploidias

Um individuo de 4n cromossomas que se cruza com uma das espécies originais, origina
um alotripldide estéril (por ser um hibrido e por ser tetrapldide).

Este novo tipo de ser vivo pode ser bastante rentavel.

Especiacao — processo evolutivo pela qual as espécies vivas se formam. Pode constituir
uma transformacgdo gradual de uma espécie noutra ou pela divisdo de uma espécie em duas.
Pode ser induzida artificialmente através de cruzamentos seleccionados.

Hibridizacdo celular — fusdo de protoplastos.

Ginogénese — processo muito raro, no qual existe a possibilidade de producdo de seres
vivos sem a necessidade da informagdo genética masculina, ou seja, origina-se um individuo
apenas a partir da informag¢do genética feminina. Origina seres com um grau de homozigotia
elevadissimo, o que é bastante perigoso para a variabilidade dessas espécies.

Ndo é nada semelhante ao processo de partenogénese (sem formagdo de gametas),
pois ha a formagdao do gameta feminino que origina as novas fémeas. A informac¢do provém
toda do gameta feminino, o espermatozdide apenas contribui com o centrossoma.

n =‘S/
nabo

B. carinata B. napus
2n = 34 mostarda Z2n = 38
(8+9)X2 selvagem (10+9)><2

B. oleracea
couve

2n = 18

Espécies
Originais

mostarda
castanha

B. juncea
2n = 36
(10+8)x2

O burro que nasceu de um burro coxo e de uma mde mula, que por sua vez era filha de
um burro e de uma égua (hibrida) deita por terra tudo o que foi estudado sobre a infertilidade
dos hibridos inter-especificos.

Neste caso, houve provavelmente uma meiose que conseguiu chegar até ao fim, na
hibrida (descendente do cruzamento inter-especifico de um burro com uma égua), originando
um gameta feminino que sé possuia a informacdo da espécie burro. Esse gameta conseguiu ser
fecundado por um espermatozdide de um burro.

Este fendmeno é algo muitissimo raro, sendo necessario muita coincidéncia e sorte
para que acontega.

B. campestris
couve chinesa

2n = 20

14
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Variagdo no Nimero — Aneuploidia
Aneuploidia — mudanca de parte do nimero monopldide herdado (ndo disjuncdo).

Caridtipo com cromossomas a mais ou a menos:

— Nulissomia — (n-1) cromossomas, (2n-2) cromossomas ... perda de um par de

cromossomas homoélogos;

— Monossomia — (2n-1) cromossomas, (3n-2) cromossomas... perda de um
cromossoma;
Dissomia — (3n-1) cromossomas, (n+1) cromossomas... ;
Trissomia — (n+2) cromossomas, (2n+1) cromossomas... Um cromossoma extra;
Tetrassomia — (n+3) cromossomas, (2n+2) cromossomas...

VRN

Variagdo no Nimero — Aneuploidia (Causas)

[/ XX \
S XX /
o TN Nao disjungdo em meiose |
ox Ty Ny * J
oxx
—L S o o
A j_:,J I\\.Z,'_'T1/I "\___ '_)')J S _)(‘/'
Dissomia —-— Nulissomia —

XX
XX J
Nao disjun¢cao em meiose |l S "
R x \
X \ D
s £ A 5 / \\
SN SN
Normal Dissomia Nulissomia

Sindrome de Down — fruto de ndo disjuncdo meidtica em meiose | ou meiose I,
normalmente por parte da mae (erros devido aos évulos serem velhos numa gravidez tardia).
n®. de nascimentos A idade materna com maior

300 , . ;
numero de nascimentos é
44~ por volta dos 35 anos.
200 A . .
7 ndmeros de nascir}en'ros (milhares A medida que a idade da
—‘lfr'gquéncia 47, XX, +21; 47, XY, +21 mde aumenta, a frequéncia
100 = incidé&ncia relativa Y de meioses erradas
290 ’
4 ’
Lice Yew Yizeo (Yado também, aumenta.
20
25 30 35 40 45 idade materna
4 H ;f\
N3ao disjun¢do na primeira divisdo do zigoto \ ” /
(mitoses) i N
/ﬂ ﬂ \50% cels 2n-1; /1{ ” \
\ 7 / 50% cels 2n+1; \ j]} /

Se a probabilidade das ceIuIas se dividirem for a mesma, o |nd|V|duo torna-se um
mosaico (por vezes a capacidade das células de se dividir fica comprometida).
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N3o disjuncdo na segunda divisdo do zigoto ;/ HH \,

- A o
H R CH R
N S/ =
o N\ < >
CH O HEHE N CH I CHF
R/ N/ R /1 R A
Mosaico: BO% cels 2n:; 25% cels 2n+1; 25% cels 2n-1

Estes mosaicos resultam em individuos que podem ter uma doengca com menor
gravidade.

Gametas
Trissomia A:
— n (50%);
— n+A(50%)oun+2A;
— n— A (muito mais raro).
Monossomia A:
— n (50%);
— n—A(50%).
Tetrassomia A:
— n+A(100%) ou n + 3A;
—> n—Aoun+2A;
— n.

Dupla trissomia (A e B): Mais comunm

ou
3B 2B 1B oB 3B 2B 1B 0B 3B 2B 1B 0B 3B 2B 1B 0B

Variac¢ao na Estrutura
Deleccdo — falta de material genético. Excisdo de uma porgao de um cromossoma, ou
seja, perda no material cromossémico. Estdo associadas a grandes incapacidades:

— Terminal — perda de material genético, numa das extremidades teloméricas do
cromossoma. A extremidade (2) possui bastante instabilidade porque ndo tem
a regido cromossémica telomérica caracteristica. O segmento (1) acaba por
e desaparecer ao longo das divisdes celulares porque ndao tem centrémero e por

2 isso ndo tem como se ligar ao fuso acromatico. Este segmento (1) costuma

@J conter DNA nobre pelo que a sua perda implica o desaparecimento de
informacgao importante. O cromossoma nao tem telémero e procura ligar-se a
outro material genético (instabilidade).

— Intersticial — perda de material genético, no meio de uma sequéncia
cromossémica. O segmento (1) acaba por desaparecer (pelas mesmas razoes
que o segmento na delecgdo terminal), se ndo englobar o centrémero, levando

@ L a altera¢des fenotipicas. Provoca uma fungdo deficiente nos tecidos que

Lo contém este material genético, podendo ditar a infertilidade.
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Duplicacao — pode ocorrer devido a um erro na Fase S ou no emparelhamento dos
cromossomas durante a meiose. Duplicacdo de uma por¢dao de um cromossoma, ou seja, ha
repeticdao de uma porg¢do de cromossoma. Fornecem uma informacao genética complementar,
potencialmente capaz de assumir novas fungdes.

SIS ELS. s Quanto maior for o numero de repeticdes e a
sequéncia repetida, maior pode ser o grau de
l gravidade de certa doenca.

r

=R CRLS] ~ i o R

Inversdao — inversao de uma porc¢ao de um cromossoma, ou seja, ha uma rotacdo, de
um segmento cromossémico, em relacdo a posicao normal, sem alterar a sua localizacdo no
cromossoma. Quando a inversao ndo ocorre a meio de uma sequéncia de um gene estrutural
(zona ndo codificante), ndo ocorre nenhuma consequéncia maléfica, ou seja, o cromossoma
continua funcional em termos somadticos. Estas rupturas em genes estruturais sdo as mais
raras. Ndo ha perda nem ganho de material genético.

— Pericéntrica — tipo de inversdao que envolve o centrémero. Com este tipo de
inversdo, ha na mesma o emparelhamento das cadeias.

: 8 ]

: Segmento soire i

H Guebra ; girp de 180° @ h

F 7
contrtmaro—efl] ——=———> [ B | —D>

: 1 sobda-se, invertido. :

j | [ =]

,.'| a——iyebra .I-.@ " DJ

” .

— Paracéntrica — tipo de inversao que ndo envolve o centrémero. Causa maiores

problemas.
@}

T

-
T

]
:
|

o Hlusiira (,
S Oushra
Translocacdo — troca de uma porgao de um cromossoma por outra por¢dao de outro
cromossoma. Ocorre entre 2 cromossomas diferentes e ndao homdlogos:
— Simples — translocagdo em apenas 1 cromossoma. E o mesmo que inserc¢do, de
um cromossoma para o outro.

o T e——
5 §— ——zm

Y Pp———

a I a |
b m b m
c n C n
d 0 d °
e p e P
f q fl q
g r ;

— Reciproca —troca de segmentos entre 2 cromossomas nao homélogos, ou seja,
| de um cromossoma para o outro e desse cromossoma para o primeiro. A

d

t(’ ’r‘“ sequéncia translocada pode conter o centrémero (ficando um dos
—_— cromossomas com 2 centromeros e o0 outro cromossoma sem qualquer

d s cromossoma, apos a translocagdo: este fendmeno cria uma anomalia

: # cromossémica secunddria, pois a separacdo do cromossoma com 2

I

g centrémeros provoca uma deficiéncia na informagdo genética das 2 células
originadas) ou ndo conter o centrémero (cada um dos cromossomas fica com 1
centrémero apods a translocagao).
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— Robertsoneana — pode estender-se a qualquer espécie, tanto animal como
vegetal. Ocorre quando, em cromossomas acrocéntricos, ha uma ruptura na
regidao do centrémero, ou acima do mesmo. Estes 2 cromossomas vao, entdo,
sofrer uma tendéncia para se unir. Ou seja, vai ocorrer a fusdo dos bracgos
longos de ambos os cromossomas, sem os bragos curtos que se perdem. Esta
ruptura ndo possui precursores fenotipicos, uma vez que os bragos curtos nao
codificam, praticamente, informacdo e os bragos longos continuam a ser
transcritos normalmente. No entanto existem repercussdes graves a nivel
meidtico. E suficiente para o equilibrio genético.

Os bragos curtos podem

§ persistir e formar um
cromossoma marcador,
+ Bragos curtos

(perda) ou entdo podem
2 cromossomas Translocacio degenerar e desaparecer.

acrocéntricos Robertsoneana

Isocromossoma — ocorre quando existe a duplicacdo de toda a cromatina, em

cromossomas. Ha uma divisdo do centrémero horizontal, em vez de ser vertical. Esta anomalia

pode ocorrer em qualquer tipo de cromossoma, formando-se, no fim, 2 cromossomas

metacéntricos, por exceléncia (1 sé dos genes do brago curto e outro sé de genes do braco
longo). Sem problemas meidticos mas com problemgs a nivel celular.

4

Anel — cromossoma com forma de um circulo. E um cromossoma normal no qual, por
um motivo qualquer, surge uma ruptura, e as suas extremidades unem-se, ou seja, ocorre a
juncdo de duas partes cromossémicas que sofrem delec¢bes terminais. As implicacGes
dependem do local onde ocorrem as rupturas, ou seja, existem reflexos fenotipicos quando a
ruptura ocorre em locais codificantes importantes. Em termos meidticos possui uma grande
influéncia. Estes anéis formados possuem na mesma um centromero.

PN
O Meiose O

Por vezes, ocorre tor¢do das duas cadeias, formando
anéis entrelagados, que quando se puxam os centrémeros,
; i —) ﬁ para migrarem para poélos opostos, ocorre algures uma ruptura

do cromossoma, que pode levar a uma perda de material
genético importante, e a formagado de um supercromossoma.

Importancia em Termos Evolutivos

A inversdo (pericéntrica e paracéntrica) e a translocacdo (simples, reciproca e
robertsoneana) sdo as variagdes mais importantes a nivel evolutivo, pois favorecem a evolugédo
(vantagem evolutiva).

De seguida estd a deleccdo (terminal e intersticial) e a duplicacéo, pois a probabilidade
de ocorrer um individuo de fenétipo normal e muito inferior.

Em ultimo lugar, como variagdes menos importantes ao nivel evolutivo, aparece o
isocromossoma e o anel, pois ambos provocam anomalias na estrutura, as quais podem ser
mais ou menos graves, consoante as rupturas que ocorram.
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Variagao na Estrutura — Delecgao

A 0 Para que os genes B e F se aproximem, e emparelhem
O‘ — correctamente, a cadeia normal de DNA (verde), tende a formar uma ansa.
: Pode ocorrer uma ligacdo (a tracejado) devido a grande
a proximidade entre as extremidades das ansas. Estas ligacdes vao levar a
formagdo de um microcromossoma circular e sem centrémero (CDE), que
tende a desaparecer.
Assim, o cromossoma homélogo faz uma ansa para que exista emparelhamento.
A duplicacdo destes pares de cromossomas (CDE em anel e ABF linear) pode levar a
sua duplicacdo e formacao de mais 1 cromossoma de cada um deles.
As ansas também podem formar cromossomas em anel sem centromero, provocando
uma delec¢do no homalogo.

> >
® ¢ +

Varia¢ao na Estrutura — Duplicagdo

4 . , . . ~
Este mecanismo é inverso ao mecanismo da delec¢do, no

i 4--( / {,._i entanto a predisposicdo de ambos é semelhante.

-——-&
— Assim, pode formar, na mesma, um microcromossoma (3 4)

1 - 2 3 4 5 juntamente com o cromossoma linear (12 3 4 5), mas ao contrario do
anterior, a perda desse microcromossoma, ndo provoca implicacées, uma vez que os genes
perdidos (3 4) deixam uma cépia no cromossoma linear, pois foi duplicado.

Assim, o fragmento duplicado forma a ansa, e se ocorrer a deleccdo dessa ansa, torna-
se uma vantagem selectiva, pois a duplicacdo é eliminada.
Esta perda constitui uma mais-valia para o cromossoma, pois elimina os genes em

duplicado, quase que anulando a variacdo do cromossoma.

Variac¢do na Estrutura — Inversao Paracéntrica

A B C D E F G
e — T _ : - =
>
b f e d c g
Interfase
X Com crossing-over
. A e « o resultado é
Crossing-over Pos 7 <
Existe grande Cromossoma normal £ ; D catastrofico
~
probabilidade (vermelho) faz uma c ¢ ® (ocorrem delecgdes
de ocorrer % ansa e o cromossoma A ¢ * e duplicacses)
crossing-over / \ invertido (azul) faz - L .
A < y A um looping ) a '1
- ) e
& i mexd ®Sem crossing-over o individuo
& s, B, y e
A - o — comporta-se normalmente pois esta
. 14 todo o seu material genético
Sinapse Anafase |

Segmentos C, D e F revertem por ruptura em dois pontos. O cromossoma sofre por
mudancas radicais, de forma a conseguir emparelhar os segmentos correspondentes.

Em termos fenotipicos, sdo individuos normais, mas o grande problema ocorre na
meiose. Pois no fim, vdo ser obtidos cromossomas muito diversos e anormais, possuindo, por
exemplo, 2 centrémeros no mesmo cromossoma, nenhum centrémeros ou com duplicagGes.
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Produtos de um duplo cruzamento (recombinacdo dupla) numa zona invertida,
envolvendo diferentes combinag¢des de cromatides — existem 2 pontos de quiasmata na ansa,
logo vao originar cromossomas 100% anormais:

— Com recombinacdo dupla entre 2 cromatides:

50% Normal

GAMETAS A & : p 50% Anormais
P it oht v

. -
—— = N30 problematico
- e o = b a
— Com dupla recombinagao entre 3 cromatides:
- i R
/L_ i = : e 25% Normal
: D A 4 b ed e 75% Anormais
. 4@‘ e GAMETAS 5 e Ll
i ,—\-‘r \— - — é = E B jos N2
- . e e " Muito grave

e —— e b < b oa

— Com dupla recombinagao entre 4 cromatides:
R ;TI '“‘i \ - ‘ 100% Anormais
GAMETAS; e T e N
- _l o iy “ Pior caso

Variagao na Estrutura — Inversao Pericéntrica
O centromero aparece na regido da ansa. E menos prejudicial que a situacdo quando o
centromero estd fora da ansa / inversdo, pois assim ndo existe o perigo de se formarem

cromossomas com 2 centrémeros, na meiose.
A posicdo do centromero atenua a gravidade da situacdo (se todos os cromossomas

tém um centromero cada, o caso é muito menos grave).
Recombinacao:

€ de Fe
= » F .;'T R # Normal
3 /¢ “\¢ | A . ifi
a B e/l P\ A . ¢ » Modificado
il —t - GAMETAS &
r—r e ke
— e {,}:,‘ +% 7 .+ Normal
ﬁ’:{%( Com inversdo

A Bcpetr & o
S -
L .:. e Normal _
3o e el e @ Com crossing-over

bbb = Com invers3o
- Com crossing-over e inversao

Variag¢do na Estrutura — Translocagdo Simples (Insergdo)
‘; 'B"‘C':DCF — :‘ 3 < ¥ Re € Emparelhamento s, QM\,}UQ £
x Yy =z = —M

A origem de uma ansa no gene inserido provoca a origem de uma ansa na sequéncia
que emparelha com esse gene.

Os cromossomas emparelham desta forma pois o gene Y forma uma ansa para que
todo o cromossoma normal (azul escuro) consiga emparelhar normalmente. Os genes X e Z vdo
emparelhar em forma de “V” para o lado oposto do plano.

Esta forma de emparelhamento faz com que seja possivel formar um cromossoma em
anel apenas com o gene Y.

= Este tipo de transcricdo ndo leva, normalmente, a condicdo de infertilidade mas em

alguns casos pode levar a um estado de sub-fertilidade, pois a meiose estagna em
determinada fase de divisdao, ndo prosseguindo mais.
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6 Aneuploides

-> diss para 2/nul para 7
-> nul para 2/diss para 7

Genética Molecular e Citogenética (2010-2011)

Variagdo na Estrutura — Translocacdo Reciproca

Ana Cristina Ribeiro Gomes

O mecanismo é semelhante ao da translocacao simples, mas ocorre a formacgao de 2

ansas.

As ansas formam-se devido a necessidade do cromossoma (azul escuro) emparelhar

correctamente.

Como no caso anterior, pode originar algumas células com sub-fertilidade, ou seja,
originar células que parem a sua meiose, nunca a concluindo. No entanto, em alguns casos

(raros) podem levar a infertilidade.

A seleccdo natural consegue identificar, seleccionar e eliminar estes casos.

A BEC BDEPF
— -

Emgarelhamento a

Envolvendo os teldmeros dos dois pares — ocorre um emparelhamento num sentido

perfeito (neste nivel), de regido a regido:

* o il
-

r
|Ad~i = Alterna
I ' | l"
h‘ o IV
o et—— e i
Padases ' =
III I’T. l II
4
7 "

Assim os 3 tipos de segregagao sao:

Existem 3 modos de segregacao
dos cromossomas (para se formarem
gametas), para este caso (consoante as
linhas a tracejado).

Nas varias células onde ocorre a
meiose podem estar a ocorrer as
diversas segregacbes, pois nao é
obrigatério todas as células (com este
erro) em meiose, de um individuo,
estarem / possuirem o mesmo tipo de
segregacao.

— Adjacente 1 — para pdlos opostos vao centromeros homdlogos;

— Adjacente 2 — para o mesmo pélo vdo centrémeros homologos;

— Alterna — é a melhor segregacdo pois origina um gameta equilibrado ja que
tem todo o material genético e apenas a estrutura cromossémica trocada.

Segregacoes:
Adjacente 2

1 T 1w

Adjacente 1 -
cromossomas

Il e lll para um
dos polos, e
cromossomas |
e IV para o
outro pélo.

6 Aneuploides

Adjacente 2 -
cromossomas |
para um

cromossomas
Il e IV para o
outro polo.

-> diss para 2/nul para 7
-> nul para 2/diss para 7

ADJLADR2

e 11 l IV

Alterna -
cromossomas lll e IV

para um dos polos, | | J
e cromossomas | e[| e’ \

para o outro pdlo. g normal g equilibrado
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Resumindo:
Gametas Dissomia parcial do 2 Nulissomia parcial do 2 Dissomia parcial do 2 Nulissomia parcial do 2 Normal Equilibrado
Nulissomia parcial do 7 Dissomia parcial do 7 Nulissomia parcial do 7 Dissomia parcial do 7 q
X X X X X X
Gametas 2;7 2;7 2;7 2;7 2;7 2;7
N N N N N N
Zizotos Trissomia parcial do 2 Monossomia parcial do 2 Trissomia parcial do 2 Trissomia parcial do 2 N | Equilibrad
g Monossomia parcial do 7 Trissomia parcial do 7 Monossomia parcial do 7 Monossomia parcial do 7 orma quilibraco
O resultado pode levar a formacdo de um individuo normal, equilibrado ou com
alteragGes cromossdmicas, considerando o seu cruzamento com individuos normais.
Gameta equilibrado — ndo é um gameta normal, mas é um gameta que ndo tem
duplicacbes ou falta de material genético. Ou seja, é uma célula que apresenta um equilibrio
de material genético, que embora fora do local correcto, possui toda a informacdo genética
respectiva. O problema deste gadmeta ocorrera no inicio da fase germinativa ou do zigoto.
Variagao na Estrutura — Translocagdao Robertsoneana
-
T - . Adj =2
2
2
]
.
-
L ]
L ]
2
L ]
s
S
SegregacOes — segue 0 mesmo mecanismo que a translocacdo reciproca. Pode entdo
ocorrer de 3 formas diferentes (adjacente 1, adjacente 2 e alterna):
L e
1 .
._-_I. T Adjacente 1 — e ;_ - _I_II__ Adjacente 2 — I "_}1:*__ Alterna -

II III cromossomas cromossomas | III, cromossoma |l

Il e Ill para um para um dos

11,
1
dos polos, & (@D dos. pélos, e @D polos, e
i i ! ‘
14\
21
21

cromossoma | J cromossoma I cromossomas |
para o outro = para o outro e Il para o
pélo. 1421\ pglo. outro pdlo.
14
14
21
MONOSS TRISSOMIA 3 FRTSSOMEA NORMAL  Portador
MONOSS equilibrade de
2 L2 14 14 translac

———-‘ Esta trissomia 21 ndo é total, pois o que ocorre é a
'_ presencga de 3 bragos longos do cromossoma 21.
Leva a situa¢Oes invidveis a vida mas também, a
outras situagoes perfeitamente aceitdveis.

G
GO Por definicdo de transloca¢do robertsoniana, sao os

bracos longos os translocados entre os 2 cromossomas.
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Variagao na Estrutura — Isocromossoma

L=
i N >
s’ f = ;.
= | O préprio cromossoma emparelha-se
<’ - » = X )
=>' . : { ~. Ssobre si mesmo, ou seja, dobra-se sobre o seu
&e s . 7
e =" proprio centromero e emparelha.
/ .
= -~ -~ - [ -_—
B - — > - =" S
Variagao na Estrutura — Anel
Q Aquando da duplicacdo do seu material genético

e da meiose |, hd uma grande predisposicdo para as
cadeias se entrelagarem, levando a uma ruptura, algures,

,}/ﬂ\\ -~ durante a ascensdo do cromossoma para os poélos
[ opostos.
~ Origina 2 anéis completamente desproporcionais.
Entrecruzamento

meidtico

Pode entdo ocorrer a juncao dos 2 anéis rompendo num ponto qualquer, e na anafase
ocorrer um ganho de um dos podlos e perda do outro pdlo.

CITOGENETICA — Organizacao e Evolugio Cromossémicas

Trissomia 21 — Sindrome de Down

N ,: & 4“ - F --w . . o~
T AN X i.g; y j O aparecimento da doenga possui uma relagdo
e u—-c’,“‘ {8 ] .
N N SN com a idade materna.

. . s . . Caracteristicas: ~ diametro  cerebral  Antero
;{ p L‘i vi 4 f R oag posterior diminuido (braquicefalia); fissuras palpebrais
A A 0 1 A obliquas; distancia interpupilar aumentada; estrabismo

o ’ . s w u = convergente; implantagdo baixa das orelhas; lingua
B 5 '»- +4 ¥yl B hipertrofiada; pescogo curto e largo; cardiopatia
B 5 " v w congénita; pés e maos curtos e largos / sulco palmar;

4+ I .» -‘r_v;e{s‘- baixa estatura; baixo Ql; os rapazes sdo estéreis mas as
o . i . raparigas ndo.

Esperanca média de vida menor.

Incidéncia de cerca 1/4600 (ndo conta com os
abortamentos.

Caracteristicas: micocefalia; microftalmia; labio
leporino (esporadica fissura do palato); anomalias
oculares; tronco deformado; maos e dedos flexionados;
cardiopatia congénita; malformacdes renais e cerebrais.

Cerca de 40% dos individuos morrem entre o
primeiro més e o primeiro ano.
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Trissomia 18 — Sindrome de Edwards

? - (' = J Incidéncia de cerca 1/6700.
+ q J Caracteristicas: baixo peso (inferior a 2,5
H

\ , . quilogramas); implantacdo baixa das orelhas; micro-
I( ) “ }{1, retrognatismo; cranio alongado no sentido antero-
9

1 2

o4l

6

posterior; pele laxa e abundante no pescogo; pélvis
w u 12 estreita; cardiopatia congénita; malformacdes renais;

f( ).{ [(‘ e f‘; atraso mental marcado.

13 1 15 TN Cerca de 70% dos individuos morrem entre o
t¢ St ‘e §% i J primeiro e o décimo anos, pelo que possui uma elevada
19 2 2z x v mortalidade.

Monossomia X — Sindrome de Turner

)}g' Vi ¥ ; ’ Unica monossomia compativel com a vida.
] ( }( "' i( Incidéncia de cerca 0,3/1000.
TR A 4 Caracteristicas: “meninas eternas”; atraso no
\.} e ¢8 e 28 83 | desenvolvimento (permanece infantil); pterigium coli
L] i{ i:‘ ‘l\ }5 1) " (prega no pescogo); térax alargado; amenorreia primaria
£o7 8 8w B (030 tem ovérios mas tem Utero, logo sdo estéreis);
“i f. " ’:‘. g‘ i auséncia de caracteres sexuais secunddrios; o6rgaos
s . R 7 genitais internos imaturos e sem epitélio germinativo.
Como possuem utero, podem ter filhos ndo
bioldgicos por implantagdo de um embrido.
Existem tratamentos para alguns casos, como administrar suplementos hormonais o
que permite o desenvolvimento de caracteres sexuais.

€F & L L
21 2

19 2

Trissomia X

Anomalias nos cromossomas sexuais
sdo bem toleradas nos mamiferos.
6‘ M Incidéncia de cerca 1/1000.

Por vezes, as mulheres formadas
podem ser férteis.

Caracteristicas: amenorreia
secundadria; hipoplasia dos I[dbios vaginais;
frequentes alteragBes neuro-psiquicas; ciclos
menstruais irregulares.

Por vezes sdo férteis tendo grande
probabilidade de terem filhos normais.

Sindrome de Klinefelter — 47, XXY

Incidéncia de cerca 1,4/1000.

Caracteristicas: hdabito eunucdide; ginecomastia;
hipogonadismo (génadas pequenas) que afecta os caracteres
sexuais secunddrios e a funcdo testicular; pélo pubico de
implantagdo horizontal; azoospermia em mais de 95% dos
casos; diminuicdo dos niveis de testosterona; eleva¢do dos
niveis das hormonas foliculo-estimulantes (FSH) e
- luteoestimulantes  (LH); individuos estéreis mas ndo
. impotentes que apresentam uma mistura de caracteristicas
— masculinas e femininas.
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47, XYY

Sindrome da super-masculinidade.

Incidéncia de cerca 1/2000.

Caracteristicas: estatura elevada;
ginecomastia; sub-fertilidade; pénis de dimens&es
reduzidas; por vezes ligeiro atraso mental; individuos
com comportamentos agressivos.

5 b
&3 53 &3 36 K5 58 B |(€)

Trissomia X

Sindrome de Klinefelter

Sindrome de Turner

Letal

Sindrome de Klinefelter

= Sindrome de Turner
Espermatogénese

Sindrome do Miar do Gato — Auséncia do Brago Curto
Delecgdo de uma regiao do braco curto

do cromossoma 5.

Os recém nascidos possuem um choro
semelhante ao mio de um gato (dai o nome da
doenca).

Origina  criangas com  bastantes
defeitos de qualidade de vida.

Caracteristicas:  baixo  peso ao
nascimento; microcefalia; estrabismo; atraso
psicomotor marcado; possivel associagdo de
malformagdes renais e cardiacas.

18 p- (Delec¢do do Brago Curto do Cromossoma 18)

Ocorre a delec¢do de uma regido do braco curto do cromossoma 18.

Caracteristicas: atraso mental acentuado; microcefalia; labio leporino (esta fenda labial
por vezes pode passar para o palato originando uma fenda palatina); pavilhGes auriculares
mal-formados.

X Fragil

Origina-se devido a uma constricdo na parte distal (Xg27), ou seja,
- ocorre um estrangulamento na parte distal do braco longo do
. ~ __ cromossoma X.

Caracteristicas: baixo QI (50-60); mulheres com macro-orquidia; testa larga; palato
muito arqueado.
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CITOGENETICA — Reproducdo Humana Assistida

Estudo do Casal

Em qualquer dificuldade de fertilidade que exista num casal, deve-se colocar a
hipétese de se tratar de um problema cromossémico, num ou em ambos os individuos do
casal, logo o estudo do seu caridtipo é importante para a despistagem de anomalias
cromossOmicas que causem essa mesma infertilidade.

Para além deste estudo do cariétipo, existem outros com base citogenética que
averiguam a causa de tais problemas férteis.

Diagnéstico Genético Pré-Implantacao (DGPI)

E um estudo de um conjunto de células do embrido, apds a fertilizagdo in vitro, e antes
da implantagcdo no utero, para se concluir se pode ser implantado, ou ndo. O conjunto de
células é implantado se ndo existir qualquer problema cromossémico.

Assim, é realizado no inicio da gestacdo, quando ainda ndo se formou o feto, o que
permite averiguar se ha, ou ndo, alguma anomalia cromossdmica nesse conjunto de células,
sendo uma alternativa ao diagndstico pré-natal.

Isto apenas se faz quando o casal é considerado de risco. Por isso, considera-se que o
casal ja foi estudado e esta analise faz-se mediante a sua condicdo. Principalmente, nos casos
onde existe um risco de descendéncia com doenga genética:

— Membro da familia afectado / portador;

— Descendente afectado;

— Abortamento recorrente — pode ser devido a anomalias cromossdmicas muito
grandes e invidveis a vida. Este acontecimento, na mulher, aparece como um
periodo menstrual;

— Mulher com idade superior a 35 anos — considera-se que ha uma probabilidade
acrescida de ocorrer a nao-disjuncao de cromossomas, na meiose. Esta
justificagdo é polémica;

— Trés ou mais insucessos de fertilizacdo in vitro — discutivel pois o insucesso
pode ser devido a erros humanos de implantacgao.

As células da granulosa, por possuirem nucleo, podem intervir no diagndstico genético
de pré-implantacao.

Processo de Fertilizagao In Vitro
Sdo necessarios exames preliminares ao casal.
Ocorre a estimulagdo de ovécitos, num ndmero superior a nove.
ICSI = ndo contaminagao.

Bidpsia

Estudo do primeiro e segundo glébulos polares.

O estudo dos gldbulos polares apenas da informacgdo sobre a mde e nunca sobre o pai,
mas consegue-se aperceber o que se passa dentro do odcito (considerado quase como um
espelho do interior do odcito).

A biopsia é feita a partir de um a dois blastomeros (embrides com 8 a 12 células), ao
terceiro dia, ou entdo a partir de células da trofoectoderme de blastocistos, ao quinto dia.
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Abertura da Zona Peltcida
E necessario que exista um buraco na zona pellcida para que a pipeta penetre dentro
do odcito e recolha as células. Para tal, utilizam-se algumas técnicas / solucoes que dissolvem a
regiao em contacto:
— Solucdo acida de Tyrod (pH 2,2);
— Laser;
— Disseccdo parcial — microcirurgia. Pegam-se em pipetas para segurar o odcito,
e com muita calma e vagar vao sendo retiradas células, sucessivamente, até se
fazer um buraco na camada.
Para que esta abertura seja feita, os odcitos necessitam de se encontrar num meio
especial, sem célcio (Ca**) e magnésio (Mg**)

Diagndstico Unicelular

A célula retirada é a que vai ser estudada através de métodos citogenéticos.

FISH - técnica citogenética utilizada para detectar e localizar a presenca ou auséncia de
uma sequéncia de DNA especifica ou um cromossoma.

Possibilita o estudo a determinados cromossomas “problematicos” através da
hibridizacao in situ. Permite identificar anomalias cromossémicas:

— Numero;

— TranslocacGes (reciprocas, inser¢des e robertsoneanas);

— Reconhecimento de XX e XY — em Portugal é ilegal a utilizacdo deste método
para serem implantadas as células apenas de um dos sexos por decisdo de
determinado casal. Este apenas se realiza no caso de existir na familia alguma
doenca que esteja associada a qualquer um dos sexos.

Sdo estudados, principalmente, os cromossomas 13, 16, 18, X, Y.
Sondas:

— Sequéncias repetitivas ou sondas a-satélite;

— Sondas loci especificas;

— Pintura cromossémica.

Através das cores originadas, sabe-se o nimero de cromossomas iguais, existente
naquele cariotipo.

Transferéncia de Embrides

Existem 6 cdpias do cromossoma azul, 5 cépias do
cromossoma verde, e 2 cdpias dos cromossomas a
vermelho e a amarelo, o que se traduz em graves
erros cromossomicos.

As 5 e 6 copias do mesmo cromossoma
provavelmente serdo devidas a uma nao-disjungdo
mitdtica pds-zigodticas.

Ocorre no quarto ou quinto dia apds a puncao folicular.
Taxa de gravidez clinica em DGPI - 22,4 %.
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GENETICA BIOQUIMICA - Erros Inatos de Metabolismo

Genética Bioquimica

Capitulo importante que estuda processos bioquimicos dos metabolismos celulares e
os relaciona com defeitos bioquimicos, que se traduzem na transcricao.

Constitui a ponte com a genética molecular.

Erros Inatos de Metabolismo

Corresponde a uma incapacidade hereditdria de realizar uma determinada tarefa
metabdlica. E produzida por mutagdes recessivas.

Erros inatos — erros que nascem com uma pessoa e que sdo inerentes ao metabolismo.

GENETICA BIOQUIMICA - Hipétese um Gene — uma Enzima

Hipdtese “um Gene — uma Enzima”

Trabalhos com Neurospora. Mutantes dependentes da adi¢ao de arginina:

— Os processos bioquimicos, que ocorrem no organismo, sdo geneticamente
determinados;

— As vias bioquimicas podem ser analisadas como um conjunto de passos
discretos, cada um mediado por uma enzima;

— Cada enzima é normalmente codificada por um gene.

“um gene —uma enzima” —um gene é responsavel pela produ¢do de uma enzima. Esta
hipotese, considerada por 2 bidlogos (Beadle e Tatum) chegou a uma conclusdo, numa altura
onde a genética ja estava estabelecida.

Concluiu-se, entdo, que um gene codificava uma enzima, e sem esta enzima nao
seriam iniciados determinados processos bioquimicos.

Na actualidade, sabe-se que ndo é bem assim, mas é muito semelhante a essa
hipétese, pois apesar de uma enzima ser um polipeptideo, existem enzimas que sdo
codificadas por varios genes e ndo apenas um.

Logo foi desenvolvida a hipdtese “um gene —um polipeptideo”.
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Experiéncia Elaborada por Beadle e Tatum

Tipo selvagem

Conidios
mutagenizados
(Raios X)

isoleucina, valina, metionina, fenilanina, prolina, arginina, lisina, acido
aspartico, glutamina, asparagina, serina, treonina, cisteina).
A repeticao desta experiéncia n vezes levou a conclusdo de que ha

— Tubos de meio completo —inoculados com um Unico ascésporo.

Ana Cristina Ribeiro Gomes

Cruzamento com
tipos selvagens de
tipos sexuais opostos

Corpos frutiferos

Ascdsporos microscopicos
sdo dissecados e
transferidos um por um
para tubos de cultura

— Tubos de meio minimo (com poucos nutrientes) — sem crescimento.

Identificagdo de um mutante nutricional.

Concluiram que haveria algo no tubo de meio completo favoravel ao desenvolvimento
do fungo.
Os esporos crescidos em meio completo sdo entdo inoculados em meio minimo, com
diferentes meios suplementares:
Meio minimo — controlo.
Meio minimo com aminoacidos — com crescimento. Obtiveram-se resultados
importantes, pois nuns tubos havia o desenvolvimento do fungos, mas noutros
tubos, isso ndo se verificava.
Meio minimo com vitaminas — sem crescimento;
Meio completo — controlo.
Para se averiguar que aminodcido intervinha no crescimento do fungo, foram feitos
varios testes de meio minimo com 1 aminoacido de cada vez (glicina, alzinina, leucina,

%
_)

_)
%

da adicdo de arginina:
ARG1 — desenvolvimento com ARG, CITR ou ORN;

Precursor

%
%
%

%
%
%

ARG2 — desenvolvimento com ARG ou CITR;

ARG3 — desenvolvimento com ARG.

ORN

ARG1 — deficiéncia da enzima X;
ARG2 — deficiéncia da enzima Y;
ARG3 — deficiéncia da enzima Z.
Esta sequéncia metabdlica foi a razdo de terem chegado a hipdtese “um gene — uma
enzima”.

CITR

glutdmico, 4cido

uma dependéncia

ARG
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GENETICA BIOQUIMICA - Cadeias Metabdlicas

Processo Metabodlico

—— PROTEINAS ’:—_\j —@—O—@O-I,—CH(NH }—COOH N um processo
Tiroxina .
N - - t / metabdlico

/ —CH,;~—CH—COOH HO—<—>—CH -'CH—COOH ~
. o 194 e = \‘ — = tdo pequeno
Fenilalanina
m odem estar
/A " &CH +—CH—COOH p .
\‘b\ > ~CH~ ‘i oOoH — D CH —C cooH it rllH, assoc'ados
Acido p-hit dvon!emlpwuv-co 3,4 Diidroxifenilalanina d
Aideses NordpWOvioo (DOPA) | i iversos erros,
Ho\_ @l hA!binismo] |
{ CH—C—COOH 1 que levam a
“ 7 .
varias
Acido 2 S-diidroxifenilpiravico |t -
alteracoes
- | ¢
Q‘c&—coon fenotipicas.
HO—C== CH %
"C' C OH Acido homogentisico Poifmero de melanina
- &®
CO: + H,0 = ————— |

HOOC OOH .
Acido maleilacetoacético

Estrutura das Proteinas

Protefinas — sequéncias de aminodcidos com uma estrutura muito mais complexa e
diversificada que o DNA, ou seja, sdo polimeros de aminodcidos em cadeia linear.

Diferentes niveis da estrutura de uma proteina:

— Estrutura primaria — sequéncia linear de aminoacidos, ou seja, é a sequéncia
de aminoacidos da cadeia polipeptidica.

— Estrutura secundaria — formagdo de cadeias alfa e beta através de pontes de
hidrogénio. Hd uma organiza¢do localizada em partes da cadeia polipeptidica,
estabilizada por pontes de hidrogénio.

— Estrutura tercidria — estrutura tridimensional. A conformagdo global da cadeia
polipeptidica (arranjo tridimensional) é estabilizada por pontes de hidrogénio,
ligacBes idnicas, interacgdes hidrofébicas e pontes de dissulfito.

— Estrutura quaternaria — ligacdo de vdrias cadeias polipetidicas. O numero e
posicdo das subunidades de proteinas multiméricas sdo estabilizados por
pontes de hidrogénio, ligagcdes idnicas, interac¢des hidrofébicas e pontes de
dissulfito.

Modelo da Relagao Genétipo — Fenétipo

As caracteristicas de um organismo sdo determinadas pelo fendtipo das suas partes,
que por sua vez sdo determinadas pelo fenétipo das células que o constituem.

O fendtipo de uma célula é determinado pelos processos bioquimicos controlados por
enzimas que catalisam as reac¢des metabdlicas.

As fungdes de uma enzima dependem da sua estrutura tridimensional, que por sua vez
depende da sequéncia linear dos aminoacidos.

As enzimas presentes numa célula, bem como as proteinas estruturais, sdo
determinadas pelo genétipo dessa célula.

Os genes determinam a sequéncia linear de aminoacidos na cadeia polipeptidica e,
consequentemente, da proteina.

Assim, os genes determinam os fendtipos, a qualquer nivel.
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Proteinas

Isoenzimas — formas similares e funcionais de enzimas, que podem ser produzidas por
loci diferentes ou por alelos diferentes do mesmo locus.

Aloenzimas — um subconjunto das isoenzimas, que sao variantes de polipeptideos
representando diferentes alternativas alélicas do mesmo locus. Sdo duas proteinas do mesmo
locus que produzem enzimas diferentes, mas com a mesma funcdo (exemplo: peptidades
(PEP), esterases (EST), adenosina deaminase (ADA), creatinina quinase (CK), isocitrato
dehidrogenase(IDH), etc).

Proteinas plasmaticas e dos glébulos vermelhos (exemplo: albumina (ALB), transferrina
(TF), a-hemoglobina, B-hemoglobina, etc).

Protefnas monomeéricas — possui uma cadeia polipeptidica. Considera-se apenas 1
subunidade.

Protefnas multiméricas — possui mais que uma cadeia polipeptidica. Consideram-se 2
subunuidades.

Subunidades:

— Homoméricas — idénticas na sequéncia de aminodcidos;
— Heteromeéricas — ndo idénticas na sequéncia de aminodacidos.

Mondémero Dimero Trimero Tetramero

Homdémero L1 L1L1 L1L1L1 e R R O
L1L1L1L2
Heterémero - L1112 ti t; t; L1122
L1L2L21L2
Homoémero L2 L2 12 L2122 L2L2L21L2

Electroforese
Electroforese — método de separagdo baseado nas diferencas de carga.
Electroforese de proteinas — utilizado na classificagdo dos aminoacidos:
— Hidrofébicos — pouco soliveis, ndo tém grupos polares;
— Polares — possuem grupos polares, com elevada solubilidade:
o Neutros —ndo sdo ionizaveis;
o Positivos — comportam-se como bases e sdo ionizaveis, podendo ficar
carregados positivamente (lisina e arginina, histidina);
o Negativos — comportam-se como acidos e sdo ionizaveis, podendo
ficar negativamente carregados (acido aspartico, acido glutamico).

Electroforese de Proteinas — Método Convencional

Homozigético Heterozigoético Homozigético Geralmente realizadas em matriz

Mond de amido ou agarose.
onomero

a— a—
continuos, a pH constante.
a— a—

Dimero

Sistemas electroforéticos

Por vezes, apresentam pouca

Trimero

Tetramero

resolugao nas bandas dos diferentes alelos,
principalmente quando a diferenca de
carga entre eles é muito pequena.

As bandas difundem-se e ficam
arredondadas.

& Perfis electroforéticos
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Electroforese de Proteinas — Focagem Isoeléctrica

Método altamente resolvente no qual as proteinas sdo separadas na presenca de um
gradiente de pH.

As proteinas migram de acordo com o seu ponto isoeléctrico (Pl).

Baseada na utilizagao de substancias sintéticas de caracter anfotérico que se designam
por anfoélitos. Os anfélitos diferem muito ligeiramente no seu ponto isoeléctrico.

Matriz de separacdo em gel (poliacrilamida ou agarose).

Os anfdlitos criam um gradiente de pH no gel.

Utilizam-se solucdes de eléctrodos (acido para o anodo e base para o catodo).

Permite a separacdo de alelos com diferencas muito pequenas de pH, até 0,02
unidades de pH.

Métodos de Detecgao
Directos — coloragdo de proteinas.

Indirectos — detec¢do funcional, imunolégico ou por marcadores (radioactivos,
fluorescentes, fosforescentes).

Hemoglobina

Possui 4 cadeias polipeptidicas: 2 cadeias a de 141 aminoacidos e 2 cadeias 3 de 146
de aminodacidos, codificadas por loci diferentes (cadeias a codificadas no cromossoma 16 e
cadeias B codificadas no cromossoma 11).
Hemoglobina A — na posi¢do 6 da cadeia B existe dcido glutamico.
Hemoglobina B — na posi¢do 6 da cadeia B existe valina (causa da anemia falciforme).
Segregacdo do tipo mendeliano: @ E9Hopkin2
— HbS — anomalia na cadeia B; @ [ HbS + Hopkins-2
— Hopkins-2 —anomalia na cadeia a. €@ FAM®S é) é ﬁ

Alteragdo aminoacidica envolvida na formagdo da
hemoglobina S, no Homem, responsavel pela anemia falciforme
(posicdo 6 da cadeia B):

Algumas substituicGes aminoacidicas encontradas na hemoglobina humana. Cada
mutac¢do, que resulta na mudanga do aminoacido indicado, provoca uma doenga.

Posicio do

aminoacido -2 g = T - L~ e £

Morrmal His--—-Gly--—---- Gilu---—---- wWal---—-- Thr--———-Lys ---—His
Tokuchi Tyr

Baltimorae Asp

SGalveston Ala

MAilvwraukas Gilu

W oolwich

Kanwood
Arquitectura das proteinas — chave da funcdo do gene.

Mutacdo — substituicdo de um ou mais aminodcidos:
— Proteina ndo funcional;
— Proteina funcional.
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GENETICA BIOQUIMICA - Colinearidade entre Gene e Proteina

Colinearidade do Gene e Proteina
A estrutura das proteinas esta codificada na sequéncia linear de nucleotideos no DNA.

De facto:
—> a alteracdo de um par de nucleotideos é responsavel pela modificacdo de um
aminodcido na proteina;
— a recombinacdo intragénica (seja a nivel de introes ou exdes) pode também
levar a modificacdo da estrutura da protéina.

Interpretagao Molecular de uma Doenga Condicionada por um Gene Dominante
Gene A — proteina anormal e toxica.
Gene a — proteina normal. DNA = A

IR - a \
— Estrutura normal com tendéncia a deposicdo em certos 6rgaos : proteina _)(v_ A
o AAe Aa-deposicao. =
— Estrutura normal : ONA w

— T a
o aa—nao deposicao. . v
Proteina —xv_ a

&

Interpretagao Molecular de uma Doencga Condicionada por um Gene Recessivo

Gene A Gene a
Enzima A Enzima a

{ <

=z i o & B
7 ‘ e Fendtipo normal
- a reacgdo da-se
@’) e i 6 oo S )
Molécu'Io Molécula nao )
funcional funcional aa k; Z\\Q } :enoﬂpo~ano:mol an
a reacgdo ndo se daé
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GENETICA MOLECULAR - Estrutura e Organizacao do Material Genético

Electroforese

As diferentes mobilidades electroforéticas de uma determinada proteina podem ser
explicadas através de mecanismos genéticos, isto é, por mutac¢des (formas alélicas do mesmo
gene).

A electroforese possibilitou o conhecimento da variabilidade e da diferenciacdo
genética, mesmo da que ndo se traduzia em alteragdes visiveis do fendtipo (variabilidade
neutral). Assim, os organismos podem ser considerados mais variaveis do que inicialmente se
acreditava.

Através da electroforese de proteinas (genética bioquimica) iniciaram-se os primeiros
trabalhos de diferenciacdao genética, rela¢des filogenéticas, genética populacional, genética
forense, etc...

Polimorfismo, frequéncias alélicas e frequéncias genotipicas:

— Representagdo esquemdtica da separacdo electroforética de uma proteina
com 2 alelos comuns, A e B.
— AA, AB e BB correspondem aos gendtipos observados nos 10 individuos

estudados. S F(AA) = 4

AA AB AB AA BB AB AA AB BB AA — f(BB)=2.
Da leitura deste gel, podem ser determinadas as frequéncias genotipicas e alélicas:

Frequéncias genotipicas: Frequéncias alélicas:
A 4
— f(4A) = 110 =04; — p(frequénciade A) =4 X2 + ;‘9 =0,6;
— f(AB) = 110 =04; — q(frequénciade B) =2x 2 +—-=0,4.
—> f(BB)=5=02.

A electroforese permitiu realizar estudos sobre os recursos genéticos animais e
vegetais, possibilitando a analise de varios loci, localizadas em diferentes cromossomas.

No entanto, a variagdo genética que é detectada pela analise das proteinas representa
apenas uma pequena proporcao da realmente existente nas espécies, devido: a maioria dos
aminodcidos serem neutros; a mutagées que ndo provocam substituicGes de aminoacidos; e a
variagles para o mesmo aminoacido.

Para além disso, existe uma certa dificuldade na obtencdo e preservacao das amostras
e na obtencdo de técnicas padronizadas em diferentes laboratodrios.

Bases Moleculares da Hereditariedade
O suporte material que contém os genes (material genético) deveria apresentar um
conjunto importante de propriedades:
— Replicagdo — perpetuagao do material genético;
— Armazenamento de informac¢do — através de uma linguagem e léxico quimicos
gue funcionassem como uma reposi¢cao de todas as caracteristicas hereditarias
— Expressdo da informagdo — base do conceito “fluxo de informagdo” dentro da
célula;
— Altera¢do mutacional —fonte da variabilidade inter-individual.
Genes
Os genes ao longo da historia:
— 1866 — Mendel propde a existéncia de “factores de hereditariedade”.
— 1902 - Sutton relaciona os factores de Mendel com os cromossomas.
— 1909 - Ludvig aplica o termo “genes” pela primeira vez referindo-se aos
factores de hereditariedade.
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Os genes estdo localizados nos cromossomas, 0s quais possuem como componentes
estruturais, proteinas e DNA.

Definicdo possivel de gene — unidade fisica, funcional e basica da hereditariedade, que
contém e transfere informacao de geracao para geracao.

Molecularmente, e numa aproximacdo simples, pode ser considerada como uma
sequéncia de nucleétidos que codifica uma proteina ou um RNA.

DNA como Suporte da Informagdo Genética

Os genes considerados os “factores hereditdrios” descritos por Mendel que estavam
associados a caracteres especificos, mas cuja natureza fisica era desconhecida (em 1953).

A teoria um gene — uma enzima, postulava que os genes controlavam a estrutura das
proteinas. As investigacdes de Griffith e Avery apontavam para o facto de o DNA ser o material
genético.

Todas as experiéncias demonstravam que as células bacterianas que expressavam um
determinado fendtipo podiam ser transformadas em células com outro fendtipo e que o
agente transformador era o DNA.

Assim, como conclusao, averigua-se que o material genético é o DNA.

Estrutura do DNA
A descoberta da estrutura em dupla hélice:

— Chargaff — conclui que no DNA, o total de timina era sempre igual ao total de
adenina, e o total de citosina era sempre igual ao de guanina, no entanto a
guantidade de adenina com timina, ndo era igual a guanina com citosina, e a
razdo variava de espécie para espécie.

— Rosalind Franklin — obteve fotos raio-X de DNA, que mostravam o DNA como
uma molécula longa e helicoidal.

Os dados de raios X mostravam que o DNA era uma molécula longa e helicoidal
(Franklin). No entanto, dos trabalho de Chargaff conclui-se que:

— O total de nucledtidos pirimidina (timina e citosina) era sempre igual ao total
de nucledtidos purina (adenina e guanina), em todos os organismos
estudados, apesar de a razdo variar de organismo para organismo.

— O total de timina era sempre igual ao total de adenina, e o total d citosina era
sempre igual ao de guanina. No entanto, a quantidade de adenina mais timina
ndo é necessariamente igual a guanina mais citosina e esta razado variava de
espécie para espécie.

Assim:

— Timina + Citosina = Adenina + Guanina ;

— Adenina + Timina # Guanina + Citosina ;

— Adenina = Timina e Guanina = Citosina .

Cada cadeia de DNA é um longo polimero. Os mondmeros sdo os nucledtidos. Nas
cadeias anti-paralelas existe complementaridade de bases.

Nucleétidos — constituidos por uma pentose, uma base e um grupo fosfato. No DNA ou
RNA a pentose esta associada a um so fosfato, no entanto os nucledtidos celulares livres
podem conter 2 / 3 fosfatos (ADP, ATP...).

— Nucleosideo = Base + Pentose;

— Nucleétido = Nucleosideo + Fosfato.

Pentose:
HOtH, HOCH,

o OH 0 OH

A <]

HC+ TCH HC*  1CH

L N

H<|:~ ey Hclg-_~<|:H

OH OH OH H

Ritose Z-Deowyribass 35
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Bases:
— Purinas — 2 anéis: Pirimidinas — 1 anel:
HH+ u [4H o 0
| l g
NI . ] JoH
N”?’%‘}C"EEE:H H"ljf e ey rffé SCH HNI ot HT’J%“CH
é%:, all__ o Uy ,ﬂ—:'l ,-:Exu ’E!H ,/Cx_l/!H £, ,x“;H
H N H hH, o H o oo
Adenina  (A) Guanina (G) Citosina (&) Timina (T Uracilo (L)
Nucleédtidos:
— Nucleétidos purinas — 2 anéis:
e Yoon
Phoephana h e
e~ [ W ¥ H ) o
- B K B M-z
Hz O CHa O
HH Hjp V= Daomyribosa sujpar H Hy
L."d:l IU—I
OH H JH H
Desayadencsing 5'«phosphate [daMP) Deaxyquandading 5-phosphate (dEMP)
— Nucleétidos pirimidinas — 1 anel:
hHz o]
Gy L o 2]
-~ Cytosina ) E " 3 = Thymine [T]
o . -y
_ e CH::I P I
+H H C “H H
Hu— HuH
oH H O H
Decayelidine 5 -phosphate (GGMP) Dscyhyrmiding §'-phosahate (0 TMP)
I Cadeia de acidos
4 e . .
oh fo—i:o nucleicos — numa cadeia, 2
| = e nucledtidos estdo unidos por uma
H\C (f‘.fH I/O \| . ~ -z
i ne L F ligacdo fosfodiéster.
N HCo—/—— CH 7
—+ Hesse T " oo Uma molécula de DNA
1 . . .
e oohTe possui 2 cadeia unidas por pontes
T = et -B| de hidrogénio entre bases.
el ae Ta ; 3
[ SNa A As cadeias sdo
A Sr b antiparalelas, logo tém
| |
eroen polaridade oposta.

Phosphodiester bond

As cadeias tém orientag¢do / polaridade:

— Extremidade 5’ — grupo fosfato (PO,) livre;
— Extremidade 3’ — grupo hidroxil (OH) livre.

Regras de emparelhamento entre bases determinam que as duas cadeias sejam
complementares. Adenina e timina ligam-se segundo 2 pontes de hidrogénio, enquanto
guanina e citosina ligam-se através de 3 pontes de hidrogénio. Baseando-se nestas pistas,
Watson e Crick propuseram uma estrutura de dupla hélice para o DNA:

— Cada hélice é uma cadeia de nucleotideos ligados por pontes fosfodiésteres,
nos quais o grupo fosfato forma uma ponte com o grupo hidréxido (OH).

— Cada cadeia tem uma polaridade: uma extremidade 5’ do grupo fosfato e a
outra 3’ do grupo hidréxido.

— As cadeias da hélice de DNA s3o complementares e estdo unidas por liga¢cdes
de pontes de hidrogénio entre as bases. As ligagGes sdo muito especificas e
apenas existem entre: adenina — timina e entre guanina — citosina (mais fortes
por terem as 3 pontes de hidrogénio).

Dogma Central da Biologia Molecular

Re 30 DNA RNA Proteina
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O diagrama (proposto por Crick) sumaria o processo basico de transferéncia
unidireccional de informag¢do numa célula. O fluxo de informagcdao DNA - proteina, ndao tem
retorno, pois o cddigo de DNA é convertido em proteina mas ndo pode ser desconvertido.

Algumas descobertas posteriores ndo coincidiram com este Dogma:

— O RNA pode sofrer replicagdo em alguns virus e plantas;

— 0O RNA viral, através de uma enzima denominada transcriptase reversa, pode
ser transcrito em DNA;

— O DNA pode directamente traduzir proteinas especificas sem passar pelo
processo de transcricdo, porém o processo ainda ndo esta bem claro.

: DNA = RNA » Proteina
-

-

Os retrovirus (HIV) usam a enzima transcriptase reversa para, dentro de uma célula
hospedeira, sintetizar DNA tendo como molde o seu prdéprio material genético — RNA.

O RNA ultrapassa muito o papel de mero intermedidrio que sugeria a formulacdo
inicial do dogma central. A sua importante funcdo no controlo da expressdo génica tem vindo a
ser cada vez mais evidenciada.

Replicagdo do DNA — manuteng¢do da informagdo genética. Existem 3 modelos
possiveis de replicagao:

b. Semi-conservativo: ¢. Conservativo: b. Dispersivo:
YUK M \IVA YK
Ry T s yRK

Replicacdo do DNA:
— Duplicacdo semi-conservativa;
— Cada uma das cadeias actua como molde para uma nova cadeia, originando
assim 2 duplas hélices;
— Cada molécula de DNA contém uma cadeia nova e outra antiga.
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GENETICA MOLECULAR — Replicagdo, Transcri¢do e Tradugdo

Transferéncia de Informagdo

Existem 3 processos de
transferéncia de informacao:

SIS
AT
Transcricio Tradugio

DNA m ~RNA —Pret.‘n-§ - Rep“cagéo;
( it — Transcricdo;
Replicasso — Tradugdo.

Replicagdo do DNA — Manutengdo da informagdo Genética

O processo de replicagdo do DNA é muito conservado, pois é basicamente o mesmo,
desde Escherichia coli, em qualquer mamifero.

No entanto, nos mamiferos a complexidade é maior, o que se reflecte no aumento do
ndmero de polimerases ou de outros componentes proteicos intervenientes no processo.

Replicdo — unidade de replicacgdo.

Forquilha — durante a duplicacdo, as cadeias vao-se separando, formando uma
“forquilha de duplicagdo” onde sdo adicionados nucleotidios livres, formando, por
complementaridade, a nova cadeia.

Processo de replicacao do DNA:

— Cromossoma circular:

B o s Bacter!as (procariotas) — possuem um Unico
. cromossoma circular.
3 _Tusts Seremest A replicagcdo ocorre apenas a partir de um

1 = = . . ~ .
%ade;a w—__  bonto de origem da replicagdo e ocorre nos 2 sentidos,
% até a regido terminus (TER).

S3ao necessdrios cerca de 40 minutos para
——

I L
m completar a replicagdao, que ocorre a cerca de 1000

pares de base / segundo.

O @ Ori — inicio da replicagdo. S3o regides ricas e
= > Ats.

— Cromossoma linear:
i 2 e Eucariotas — multiplos pontos de origem de
1 l replicacdo, onde o processo pode ocorrer em
simultaneo.

A célula de um mamifero pode conter entre

50 000 — 100 000 replicdes, unidades de replicacao

Polimerases
Polimerases — catalisam a ligacdo de nucledtidos livres a uma cadeia de DNA.
Procariotas:
— Polimerase | — preenchimento de pequenos segmentos de DNA (replicagéo e
reparacao); actividade exonucleadsica.
— Polimerase |l — enzima de reparagao.
— Polimerase Il = fungao principal durante o processo de replicagdo; elevada
processividade; actividade exonucleasica.
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Eucariotas:
— Polimerase a —inicio da replicacdo; baixa processividade; actividade primase.
— Polimerase B —enzima de reparacao.
— Polimerase 6 — fungao principal durante o processo de replicacdo; elevada
processividade; actividade exonucleasica.
Polimerase € —enzima de reparacgao.
Polimerase y - fungdo principal durante o processo de replicagdo do DNA
mitocondrial; elevada processividade; actividade exonucleasica.
As polimerases actuam sempre na direc¢do 5’ > 3'.
Apenas conseguem catalisar a ligagdo entre um 5’-PO, de um nucleétido livre com 3’-
OH de um nucleétido ja inserido numa cadeia.

%
%

Processo de Replicagao

Fork
movement

Lagging
strand

Leading
suand

A

: . s

Inicio da replicacdo — as polimerases ndo conseguem iniciar a sintese de novo a partir
de um molde de cadeia simples. Precisam de um grupo 3’OH livre ao qual possam adicionar
um dNTP. Este grupo 3’OH livre designa-se por primer, que é sintetizado por uma primase, que
é uma polimerase de RNA. A outra cadeia

parental permanece em
cadeia simples.

Replicagdo continua
Y ! 3,(”Ieading strand”).

Sintese progride no
sentido da replication fork.

Newly
synthesized
leading strand

Replication fork L i N
Replicacdo descontinua com formacao

de fregmentos Okazaki (Lagging strand).
_ Em cada fragmento a sintese processa-
3,se no sentido contrdrio ao movimento da
forquilha de replicagdo mas, no global, o
crescimento da nova cadeia acompanha a
direccdo da abertura das cadeias.
Fragmentos Okazaki:

— Procariotas — cerca de 1500

- o 1) P pares de bases.
* AWM — Eucariotas — cerca de 150
A ' Boginng Symnosis pares de bases
L \\‘\\\.\\.\\.\\\‘5\-‘— gl of new fragment .
\\‘\\\\\\\\‘ 12T
Gap
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Leading strand —
3 €pbedece
ligagdo global

Direcgdo global

B s Direcgdo global a
da replicagdo

Direcgdo global da replicagdo

da replicasdo
M—

5
Sintese da leading
strand continua na
direcgdo 5’ > 3.

A enzima DNA polimeras
inspecciona (proofreads) as
bases adicionadas e substitui
os nucleétidos incorrectos.

Lagging strand —
5<€n3o obedece a

ligagdo global

A enzima DNA polimeras
adiciona nucledtidos DNA
ao RNA primer.

Direcgdo global
da replicagdo

Direcgdo global
da replicagdo

Sintese descontinua
produz fragmentos
de Okazaki.

Sintese descontinua produz d
5’ para 3’ segmentos de DNA
(fragmentos de Okazaki).

iy

> I
Actividade

>
[T
os gaps. Ligase forma ligagBes
no esaueleto acucar-fosfato.

Sintese descontinua produz
fragmentos de Okazaki.

remove RNA primers.

Leading strand — cadeia continua.
Lagging strand — cadeia descontinua.
— Fragmentos de Okasaki — RNA primer juntamente com DNA.

Fragmentos de Okazaki

Apds a sintese de um fragmento de Okasaki, fica um gap na extremidade 3’. O
segmento de Okasaki adjacente tem em 5’ um primer de RNA.

Esta sequéncia é removida e o gap preenchido, ambas pela polimerase I. a liga¢do
fosfodiéster final entre 2 fragmentos de Okasaki é formada pela ligase de DNA.

DNA polimerase | aumenta o
fragmento Okasaki enquanto
a actividade da exonuclease
5'-> 3' remove o RNA primer.
Resulta num movimento do
intervalo ao longo da lagging
strand

Conclusdo da sintese de
fragmentos de Okasaki forma
um intervalo entre o
fragmento de Okasaki e o
RNA primer precedente na
lagging strand

Okazaki fragment
¥ £ a9 1
i \

RNA primer

5'—>3' polymerization =
¥ 5
1\/\/\%’.\/\&\4‘1
. '

S 53 exonuclease
polymerase |

Intervenientes no Processo de Replicagao

DNA ligase cataliza a
formagdo de ligagbes
fosfodiéster, enquanto fecha
o intervalo, creando uma
lagging strand continua. A
enzima entdo dissocia-se do

DNA polimerase | dissocia
apos a extensdo do
fragmento Okasaki. A DNA
ligase liga-se ao intervalo

DNA
Nick DNA ligase ) a )\L‘\lqk B
axocoso oo N e e aa
. /'

& «

Ori € Inicio da replicacdo — proteinas
I e - o plicac P
repetigdes 13 bp (ricas em AT) repetigdes 9 bp iniciadoras da replicagdo que quebram
4 pontes de hidrogénio no local de iniciagdo.
9-mers ” ATP - DnaC . e e .
\ & oy Topoisomerases —  iniciam o
)4 3 W"ﬁﬁiase) processo de desdobramento do DNA
§§f i zq‘gﬁnex .. quebrando uma das cadeias do DNA. Em
A \3mers) Roimpx consequéncia, o DNA liberta-se da tens3o
@ na hélice no estado de super-enrolamento.
Negativel . .
supercoiled — Girase — topoisomerase que
template

Prepriming complex

DnaB

actua sobre o estado de
super-enrolamento do DNA.
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Helicases — ajudam a desdobrar o DNA de cadeia dupla, depois de eliminado o estado
de super-enrolamento.

Single strand binding proteins (SSB) — estabilizam o DNA de cadeia simples.

Inibidores da girase de DNA — inibidores da replicacdo bacteriana e tém actividade
antibidtica.

Replicagao em Eucariotas e Procariotas
Cromossomas circulares — Procariotas:

HO-CoyO

Cromossomas lineares — Eucariotas:

Replication beginning at 3 origins
B

da)

uorjealy

189 o)

suibaq
uoneandal

uifinio

pajajdwon

uol

Chromosome ‘ ’ ‘

DNA iy )<\./\ 7" (>\ /<\ PN /> )<\./\ 7 /) B\
I—L.‘n\v/\vAv s NANIIPMINA o 7\ ISP, o NI /\

—— — — — — —

Replicagao no Fim dos Telémeros

Na extermidade dos cromossomas (teldémeros) hd um problema com a replicacdo do
DNA. Na leading strand a cadeia nova pode crescer até ao final, no entanto, o gap que fica
apos a remocdo dos primers de RNA ndo consegue ser preenchido.

Em consequéncia os cromossomas encurtam em cada ciclo de replicagao.

Estrutura dos teldmeros:

e T RTL I ITTE P

S //%_‘!

3 - 20 kb
L

CI(ITAGGG), 100 - 300 kb
Telomere Associated Repeais (TAR)
[ Unigue

@ Unigue Telomere FISH Probe

O encurtamento dos teldmeros

Telomere
e — ®  pode funconar como um relogico

mitético que contabiliza o numero de

— o0 ® ® divisGes e limita o fim da proliferacdo

g Y X ) ‘celular sinalizando a entrada em

' = senescéncia, levando a  apoptose
Senescence (processo natural de morte das células).

Modelo da telomerase é representado como um complexo ribonucleoproteico (RNA +
proteinas) com actividade de transcriptase reversa.

@ A telomerase ndo se expressa na maioria das
@ células somaticas, mas apresenta niveis reduzidos em

= L — @) @) células estaminais e estd activa em células germinativas.
(5 4] Nas células cancerigenas, a telomerase estd
= d \I ® © § @ activa- expres.sao de teIomera,se mantém os te!omer?s
g0 © / com o comprimento compativel com a proliferacdao
099G celular, através da adicdo de sequéncias teloméricas de

mmotalcarcercels repeticdo. Assim, a célula cancerigema torna-se imortal.

41



Genética Molecular e Citogenética (2010-2011) Ana Cristina Ribeiro Gomes

Transcrigao

f" \\ Passagem da informacdo genética
Nucleus /'/—_\ DA

contida no DNA dos cromossomas no

~. e
/\\\\ \,pnmaw nucleo para o citoplasma, onde se

/ l Transcription E;":;mb‘ .
\ = encontram os ribossomas.
\ | AnA erocessing / O RNA é processado no nucleo mas
. _ .
R & depois é transportado para o citoplasma.

e ~ Mature mRNA
Amino acid

chain Transport 1o
k oytopiasm
mRNA
NI NI NN NI NI NI NINININTN
Transiason
\\ = /
Ribosome

RNA - Acido Ribonucleico

Os produtos iniciais de todos os genes sdo os acidos ribonucleicos (RNA).

O RNA é similar ao DNA, com excepgdo da molécula de aglcar ser a ribose (em vez de
desoxirribose), ter a base uracilo em vez de timina e ser uma molécula de cadeia simples em
vez de dupla. O RNA é produzido por um processo que se baseia numa cdpia do DNA (processo
de transcri¢do — sintese de RNA).

Tipos de RNA
RNA informativo:
— mRNA (RNA mensageiro) — intermedidrio no processo de descodificacdo dos
genes em cadeias de polipeptideos. Apresenta diferencas entre procariotas e
eucariotas.
RNA funcional — nunca é traduzido em polipeptideos, possuindo fung¢do ao nivel do
RNA. Existem 2 tipos de RNA funcional (tRNA e rRNA) e mais outros 2 tipos nos eucariotas
(snRNA e scRNA):
— tRNA (RNA de transferéncia) — molécula que transporta os aminoacidos para o
mRNA durante a sintese proteica.
— rRNA (RNA ribossémico) — forma os ribossomas em conjunto com umas
proteinas especificas, sdo as maquinas usadas na sintese de proteinas.
— snRNA (RNA nuclear pequeno) — faz parte do processo de splicing no nucleo.
— scNA (RNA citoplasmatico pequeno) — trafico das proteinas na célula.

Processo de Transcricao
A transcricdo é catalizada por uma enzima, a RNA polimerase, e segue regras similares
a replicagdo. Apenas uma cadeia de DNA é usada como molde para a transcri¢cdo de um dado
gene. O RNA é sintetizado na direccdo 5" - 3’, ou seja, um novo nucleétido encaixa sempre a
extremidade 5’ (do RNA) na extremidade 3’ (do DNA) de um nucleétido de uma cadeia em
crescimento.
— Novos nucledtidos apenas podem ser adicionados a extremidade 3’ de uma
cadeia;
— Na extremidade 5’ de uma nova cadeia de RNA (com 3 grupos fosfato livres) a
polimerse de RNA n3o consegue adicionar nucledtidos.
Uma cadeia de RNA tem a mesma orienta¢do que a cadeia de DNA que ndo é usada

wo

como molde: Nonleur;\glear:i s1!ranc| A Tem;lzl:;ztrzand
. . |
— Cadeia de DNAmolde —antisense; /7~ \ - \feRGeceaT
— Outra cadeia de DNA — sense. oA NG eTAL BN ' 5
RNA Template strand RNA Nontemplate strand \ RNA
polymerase of gene 1 of gene 2 polymerase
|
Gene 1 Gene 2
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/ p Addition at 3' end of growing chain
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Passos Basicos do Processo de Transcri¢do

i Y i
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—
template strand
RNA SYNTHESIS
v ‘ v

— T

RNA polymerase

Ana Cristina Ribeiro Gomes

Na polimerizacdo do RNA, nucleédtidos
novos sao sempre adicionados na
extremidade 3’ da molécula em crescimento.

A RNA polimerase move-se a partir da
extremidade 3’ do molde do DNA, e o RNA
forma-se na direc¢do 5’ para 3'.

wy

~ -
|

Inicio I I Alongamento I I Terminagdo

sigme factor

50 growing RNA strend
— e —
——— -_—

l TERMINATION AND RELEASE OF

qu

POLYMERASE AND COMFLETED

B ¥

. —
= £

sigma fac

“a

Transcricao em Procariotas

tar

rebinds

Nos procariotas, existe um Unico tipo de RNA polimerase que transcreve todos os tipos

de RNA.

— Enzima core (a, B) + Factor sigma(o) = Holoenzima (3subunidades a, 5 e o) .

A adicdo da subunidade sigma permite,

entdo, a iniciagdo no local promotor.

Holoenzima RNA
polimerase liga-se ndo

especificamente ao DNA

Quando um
A holoenzima conduz a encont
uma procura por um

promotor

holoenzima e o
promotor formam um
complexo fechado

Mudanga
promotor é conformacional para um
rado, a complexo aberto,

produz uma bolha de

transcri¢do no local de

iniciagdo. Um pequeno
RNA é sintetizado

A subunidade o dissocia-
se da enzima core e a
RNA polimerase elimina
o promotor. Proteinas
Acessorio, incluindo
NusA, ligam-se a
polimerase

Ndo é necessario um primer para iniciar a sintese de RNA.
Quando o factor o se liberta da holoenzima, ocorre a ligagdo de um factor de
alongamento (NusA) essencial para a progressdo da sintese da cadeia de RNA.

Transcription

Promoter

5 +1

Coding sequence of gene

— Closed complex = polimerase + 0 + regido promotora.
— Open complex = polimerase + NusA + cadeia separada.
Iniciacdo — regido do DNA que da o sinal de iniciagdo da transcricdo (promotores).

Quando a transcrigdo inicia, o complexo o sai.
Elongagdo:
— O RNA é sempre sintetizado de
— Logo apds a iniciagdo o factor o

5 para3’.
dissocia-se da RNA polimerase.

Terminacdo —a RNA polimerase reconhece sinais de terminacao de 2 tipos.
Diferentes factores sigma reconhecem e sdo especificos de diferentes promotores.

Transcricao em Eucariotas
3 tipos de RNA polimerase:

— RNA polimerase | —sintetiza o rRNA.
— RNA polimerase |l = sintetiza o mRNA.
— RNA polimerase Il — sintetiza o tRNA e pequenas moléculas de RNA nuclear e

citoplasmatico.
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Em fungao do que necessitam, diferentes células transcrevem diferentes segmentos de
DNA, designados unidades de transcricao.

Unidade de transcricdo — unidades discretas, espacadas irregularmente no DNA, que
consistem em genes e bases flanqueadoras que regulam a sua expressao. Ndo estdo presentes
no produto proteico.

Nestes organismos, apenas uma

e fraccdo minima do DNA total é transcrita.
Expressdo genética nos eucariotas — o RNA é processado no nucleo mas depois +e

transportado para o citoplasma.

Promotores nos Eucariotas Sequéncias de DNA localizadas a

montante de um gene que sinalizam o

-110 -40 -5 | inicio de transcrigdo. S3o reconhecidas
g' v CAAT box 03 TATAbox mww3 por  factores  proteicos  especificos
\ / (factores de transcricdo) que ai se ligam
Two or more upstream despoletando a organizagao da

activating sequences magquinaria de transcricao.

TATA box — heptanucleotideo composto por adeninas e timinas (TATATAA ou
variantes) presente na maioria dos genes que levam a producdo de mRNA. Muta¢Ges nesta
sequéncia diminuem a eficiéncia do promotor e, consequentemente, a taxa de transcricdao do
gene. A maioria das mutagdes ndo impede o inicio da transcricdo mas muitas alteram o ponto
de partida do processo.

CAAT box — geralmente, a sequéncia com mais peso na eficiéncia do promotor.

Cada gene tem o seu promotor.

A complexidade dos promotores eucariotas é muito variavel:

— Silencers — sequéncias que reprimem a actividade transcricional de um gene.
Unidade de transcricdo simples encontrada em eucariotas unicelulares
(simples) como leveduras.

— Enhancers — sequéncias que aumentam a actividade transcricional de um
gene. Podem localizar-se nas regides reguladoras 3’ ou 5’, ou nos introes.
Mddulos complesxos de controlo da transcricdo encontrados nos metazoa
(eucariontes complexos). Esta organizacdo elaborada do DNA regulador
garante um controlo fino da expressado génica.

Factores de Transcrigao

As RNA polimerases ndo tém autonomia para iniciar sozinhas o processo de
transcricdo. Necessitam da colaboragdo de uma série de factores de transcrigdo (TF) que se
ligam a sequéncias sinalizadoras localizadas no promotores dos genes.

Factores de transcricdo (TF) — factores proteicos que ndo fazem parte do complexo
holoenzimatico da RNA polimerase, mas sdo essenciais para o inicio da transcri¢do. Ligam-se
ao DNA, com o qual interagem e desepenham um papel fundamental na regulacdo da
expressao génica.

S3ao trans-acting factores por estarem sob o controlo de genes com localizagdes
diversas, mais ou menos afastados do gene cuja expressdo regulam, e por terem de migrar
para os seus locais de ac¢do. Para além disso podem ser activados por factores intra ou
extracelulares. Surgem diferentes categorias de factores de transcricdo em fungdo do dominio
funcional que ligam ao DNA.

Elementos dos promotores — cis-acting factores porque a sua func¢do esta limitada ao
DNA duplex onde se localizam.

TFs e RNA polimerases envolvem-se de forma complexa, acabando por despoletar o
inicio da transcricdo.
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Processo de Transcricao em Eucariotas
O inicio é mais complexo e requer muitos intervenientes:
— TBT —TATA binding protein.

— CTD (“carboxy terminal domain” da subunidade maior da RNA polimerase Il.

— TFs (“general transcription factores).
Inicio de transcricdo no promotor da transtirretina.
Diferencas entre a transcricdo em procariotas e eucariotas:

oy sogoentns =, mRNA procariético (mRNA policistrénico) — mRNA é directamente traduzido
_l-T — codificando diversos polipeptideos,ou seja, um mTNA codifica muitas

protein o protein B protein v prOtellnas
coding - noncoding — mMRNA eucariético (mRNA monocistronico) — mRNA é processado antes da
s ® tradugdo e codifica apenas uma proteina, ou seja, um mRNA codifica uma

|

protein

Unica proteina.

Transcricao em Eucariotas
Processamento do RNA compreende varias modificagGes pds-transcricao:
— Adicdo de Cap no extremo 5’ do pré-mRNA.
— Adicdo de cauda poli-A (adenilica) em 3’;
— Splicing dos intrdes.
O processo inicia-se ainda durante a fase de alongamento da transcricao.

Adicdo de 5’ Cap — a primeira modificagdo acontece apds a sintese dos primeiros 25 nt.
Consiste, por exemplo, na adi¢gdo de nucleétidos modificados, 7-metilguanosina, com direccdo

5’-5’. Mas ha diferentes tipos de CAPs.

Cap — sinal que ajuda o ribossoma a reconhecer o inicio do mRNA e que protege a

extremidade do mRNA da accdo de exonucleases.

Poli-adenilacdo — adicdo de adenosinas na extremidade 3’. Sequéncia consenso de

poli-adenilagdo. Apds o corte, a denilagdo ocorre, nesse local de corte.

Possivel papel da poli (A) — estabilidade e sobrevida (rmeoc¢do da poli A parece
preceder a degradacdo de certos mRNAs, logo a poli (A) protege a degradagdo de mRNA).
Adigdo de adenosinas na extremidade 3’ . Poliadenilagdo em 3’, sinal de corte. Splicing,

remogao de partes internas do pré-mRNA, os intrdes.

Diferengas entre os Genes

Transcription

c s . - )
Gene procariotico — sem introes: Gene eucariotico:
gene I gene ;
J 1 Introns
IINLT QN YZANVA NV \VZ NV Z NV V7NV \VEN7 V7, — — —
| Il | P CPNEFS PO NN EPNEIN N
L 1 L ] L ] L ]
Regulatory Coding region Transcription [ T T T
region for termination Regulatory Cloging region (sxone)
transcription signals region for termination
m—_ transcription signals
initiation initiation
RNA Splicing

Distinguir exdes de introes — sequéncias consensuais (sinalizadoras) permitem que o
spliceosoma identifique as terminag¢des 5’ e 3’ do intrdo. Cada espécie tem bases adicionais

associadas aos locais de splice (AGGUAAGU — presente em todos os Vertebrados).

' Splice site Branch 3 Splice site “branch site” — outra sequéncia

site

n sinalizadora. Cadeia de pirimidinas com
A——(Py)nNCAGIG sxon | adenina, localizadas a cerca de 50 pares

Intron de bases antes do local de splice 3.
Maquinaria de splicing (splicecosoma) — 6 ou mais snRNP (complexo de RNA e

proteinas):

U1 reconhece o local de splice . Ul e U2 complexam-se,
! , U2 reconhece e liga-se ao - o
5'. Emparelhamento entre pré- branch site aproximando a terminagdo
mMRNA e RNA de U1 5'e o branch site

U4, U5 e U6 juntam-se a
Ule U2, formando o
spliceosoma
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Splicing Alternativo
Processo de origem de multiplas variantes de splice a partir de uma cadeia de DNA:
— Splice / Don’t splice — um iontrdo pode ser cortado ou ndo:se o intrdo contiver

i um codao stop, a variante roteica serd mais curta e nao funcional, resultando o
.:T:; corte do intrdo no produto proteico normal; dois produtos proteicos
diferentes podem ser originados (com ou sem funcionalidade alterada).
E.é:hu — Competing 5" ou 3’ splice sites — presenca de 2 locais de splice em 5’ (proximal
= e distal) competindo com um sé local em 3’, ou vice-versa.

n@:ﬁ-_? — Exon splicing — quando um exao deveria ser incluido no mRNA maduro é
cortado juntamente com intrdes vizinhos.

:.@_fﬁm — Mutually exclusive exons — quando o mRNA pode incluir os exdes 1 ou 2, mas

= nado os dois em simultaneo.

Outros Tipos de RNA

O mRNA, por si s6 ndo produz os polipeptideos.

tRNA (RNA de transferéncia) — transporta os aminodacidos para o mRNA (nos
ribossomas) durante a sintese proteica.

rRNA (RNA ribossémico) — forma os ribossomas em conjunto com uma protéinas
especificas. S3o as maquinas usadas na sintese de proteinas.

Tradugao

Mecanismo que ocorre no citoplasma nas células eucaridticas. Durante a sintese
proteica, o0 mRNA liga-se aos ribossomas. Os aminoacidos sdo levados para os ribossomas
ligados ao tRNA.

Uma vez que apenas existem 4 bases, a sequéncia de uma ou duas bases ndo é
suficiente para a codificacdo dos aminoacidos (20), sendo assim sdo necessarias pelo menos 3
bases. O cédigo genético é lido em conjuntos de trés bases do mRNA (os coddes).

Os nucleotideos do coddo do mRNA sdo complementares com uma sequéncia de 3
bases no tRNA (o anticod3o).

tRNA
\acsd”/ Cada tRNA transporta um aminodcido
-
el — especifico. A especificidade do cddigo genético
Amiine acid arm é reconhecida pelo tRNA.
> 17 bose pairs) . L. , . .

P S driharsie i O aminoacido correcto é, entdo, ligado

N {1 N ) In-nr._ . i
[Eot2 nusleetaest a0 tRNA por um grupo de enzimas (amino-

“J:I:I:Ii) acyl-tRNA sintetases). Existindo uma amino-
e acyl-tRNA sintetase especifica para cada

LrHL nesls

{E baso pairsh

Exwn arm —— - ease pairs gminodcido.
= bame el A P N Prrimidines Mas, cada sintetase pode reconhecer
|—’- — . 4 H
(T —— '\&// o naoJMais do que um tRNA, uma vez que ha mais
\nticodon tRNA (e coddes, 64) do que aminoacidos (s6
ANHSOOO N oop
{7 ruclectiches) 20).

O tRNA surge de regidoes do DNA que

s 3 mRENA produzem tRNA em vez de mRNA.
O tRNA tem loops que ddo estabilidade a molécula, e possui bases diferentes nos seus

nucledtidos.
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Cadigo Genético

Gecond letter 3 Nucleotidios consecutivos de DNA constituem o

codogene, tripleto que representa a mais pequena unidade
UUU phenyl- UAU uGU u . s . o~
y vue Fhenyt 3535 ac Tymsme  UEE cyene B de mensagem genética necessaria a codificacio de um
J i = . o ~ N . 7 e
L f— s ‘g:"l‘mjnn UGA :mwdlnnl 8 aminodcido. Sdo apenas sequéncias de 3 nucleotidios, mas
g Stop codon || UGG Tryptophan 9 . . el spe . v
I — m a partir destes existem possibilidades suficientes para
cuu ccu Histidine | CGU ! . . .. . A . ~
Mcuc o olcoc, o |CAC = codificar os aminodcidos conhecidos. Essas sequéncias vao
cup U cca CAA ) cGA /BN A M s . g ~ ;. . .
CuG cca cac Clutamine | CoG M Zpermitir codificar a ordenagdo de séries de aminoacidos
. B . . ’
AUU — AU e | AGU @ = que caracterizam diversas proteinas.
AUC Isoleucine AAC ASParagine | age Serine . JoT . ~
Wava A Mhreonine — — °E Assim, um cédigo de tripletos forma 1 codZo.
[ Methionine:| ACG AAG Lysine REG| Arpinine Ha 3 grelhas de leitura possiveis para uma
Gy ocu AU |\ partate | GGU i determinada sequéncia de DNA, no entanto, a Unica
Sfé VL ocA AL [—— | gcA £ possivel na realidade é determinada pelo coddo de
! GAG Glutamate - e e e ~ . =
& iniciagdo (AUG) e a sua localizagao.

O cddigo genético é degenerado, mas a sinonimia ndo é aleatéria:

Relagdo da 32 base 32 base com igual significado Numero de coddes

Irrelevante UCAG 32 (8 familias)
Purinas UouC 14 (7 pares)
Pirimidinas AouG 12 (6 pares)
3em4 UCA 3 (AU...=lle)
. G 2 (AUG = Met) (UGG =Trp)
Unicas A 1 (UGA = fim)

O codigo genético: degenerado (contém redundancias); universal; ambiguo; tem
coddes de finalizacdo; tem tripletos com dupla funcdo; o terceiro nucledtido de cada coddo é o
menos especifico; coddes sindnimos (coddes que codificam proteinas iguais).

Fenémeno de Wobbling
Alguns aminoacidos podem ser transportados para o ribossoma por formas
alternativas de tRNA, com diferentes anti-coddes.

Alguns tRNA podem transportar o seu aminoacido

_ tRNAanticodon loop  @specifico em resposta a diferentes coddes, devido a

e " alteragdes no emparelhamento da ultima base do anti-
- ?bble position N . . .

= coddo (extremidade 5’). Esta flexibilidade designa-se de

3 AlG|G
lulclue fenémeno de wobbling.

5' Codon 3' mRNA
A guanina pode ter 2 posi¢des, nomeadamente emparelhar com uracilo ou citosina.
Isto significa que um Unico tRNA com um aminodcido (neste caso a serina) pode reconhecer 2

coddes (UCU e UCC).

Codoes STOP e Universalidade do Cédigo Genético

Alguns coddes ndo codificam aminodcidos. Sdo chamados os coddes STOP (codGes sem
sentido — nonsense codons): UAG (coddo amber); UGA (coddo opal); UAA (coddo ocre).

A universalidade do cddigo genético estd quebrada parcialmente nas mitocondrias:

Ntcleo Mitocondria
UGA STOP Triptofano
AGG, AGA Ariginina STOP
AUA Isoleicina Metionina

Ribossomas

RNA ribossomico (rRNA) — papel estrutural e funcional no ribossoma (cerca de 100-
3000 pares de bases). Para uma traducdo rapida do mRNa para proteina é requerida uma
molécula capaz de migrar ao longo da cadeia de mRNA, capturar o tRNA complementar a cada

coddo e ligar os aminodacidos para formar uma cadeia, este processo é realizado pelo
ribossomas.
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Ribossoma — caixa de descodificacao.

Subunidade
Grande

Subunidade
Pequena

Ribossoma Completo Estes ribossomas sao constituidos por 2 subunidades,
uma grande e outra pequena, que sao construidas no
nicleo e exportadas para o citoplasma, mais
especificamente, estas subunidades s3ao montadas no
‘poptide bond nucléolo e exportadas para o citoplasma onde se unem
Wiligohe bemges T apenas quando estdo a sintetizar uma proteina a partir da
informagao de um mRNA.
— Subunidade pequena —emparelha o tRNA com o coddo do mRNA,;
— Subunidade grande — catalisa a formagdo das ligages peptidicas.
Constituicdo em procariotas (70S):
— Subunidade pequena (30 S) — 21 proteinas + rRNA (16 S);
— Subunidade grande (50S) — 34 proteinas + rRNA (23S + 5S).
Constituicdo em eucariotas (80S):
— Subunidade pequena (40S) — proteinas (30S) + rRNA (18S);
— Subunidade grande (60S) - proﬁiﬂr’\is (40S) + rRNA (55 +5,8 S + 28 S).

rRNA

L‘ |.2 L3 ’Sf’ ribosomes RNA
Q_‘ o : o =3 D ribossdmico — molécula
§. (2900beses) (120bases) (Total: 31) o , gp, com 100 - 3000 pareS
£ s1 sz s3 o
£ @ OQ . - ~e — de bases que
s c O “m \fs e desempenham um
168 3y
- | (1540 bases) (Totat: 21) o papE| estrutural e
LT L2 3 . .
‘@mm.) Ooe = funcional essencial no
§ *o 05— dop z~ i
z P o o = QQ ribossoma. Possuem
5| scotasess zobases) (Totat: 50) s0s estruturas secundarias
= s1 s2 s3 = .
H % o 2 g il «— com padrdes
2 - - B ) 80S
c > O s complexos.
(1900 basas) (Toval 33)

Sintese Proteica

attached amino
acid (Phe)

O mRNA liga-se a unidade pequena do
ribossoma. O tRNA  transportando o
aminodcido entra pelo local A. O tRNA deixa o
aminodcido, para se ligar ao polipeptideo em
formacdo, e passa para o local P. Pode-se
dividir em: iniciacdo, elongacdo e terminacao.

A estrutura em trevo decorre da
composicao de bases dos tRNA. As cadeias
simples de tRNA contém entre 73 a 94
nucledtidos.

5 GCGGAUULAGCUCAGDDEREAGAGCOCCAGARUGAAYAFCUGGABGUCCUGUGT¥EGAUCCACAGAAULCECAREA 3
anticodon

E—
anticodon

Sintese Proteica - Iniciagdo
As sequéncias Shine-Dalgarno localizam-se imediatamente antes dos coddes de
iniciacdo (AUG e GUG).

3 end of 16S rANA O emparelhamento complementar ocorre entre 3’ de 16 S rRNA
e a regido perto da extremidade 5° do mRNA. Esta ligacdo ajuda a
soH @ encontrar a grelha de leitura correcta durante a traducgao, posicionando
G g Codao de iniciacao d d I | P
Ycoucck | o codao de |n|C|agao no loca

''''' s L "

cruuccuAGEAGEUUGACCU{JAUE jroaanfracusmuuusisasy — mava  Assim, O primeiro aminodacido é a metionina.
— Ala — Phe — Ser — Polypeptide A . .
& Sequéncias Shine-Dalgarno.

Sequéncias Shine-Dalgarno
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Eucariotas: coddes de iniciacdo AUG. Numerosos IFs.
Procariotas — coddes de iniciacdo AUG, GUG. Significado dependente da posicao:

— AUG no inicio — tRNA fMet;

AUG no interior —tRNA Met;
GUG no inicio — tRNA fMet;

%
_>
— GUG no interior —tRNA Val.

IF-2 + GPT liga-se a Mlet-
tRNA. Estabelecem-se
pontes de hidrogénio
entre rRNAde 30S e

sequéncias Shine-

IF-3 e IF-1ligam-se a
subunidade 30 S

Dalgarno 5' do mRNA

Forma-se o complexo de iniciagdo 30S. A
subunidade 50 S junta-se a este
complexo. IF-1 e IF-3 sdo libertados e
GTP ligado a IF-2 é hidrolisado em GDP +
Pi. Forma-se um ribossoma 70 S com

Produtos dos passos 1 e 2 combinam-se.

O ribossoma fica apto a
polimerizar um
polipeptideo aceitando o
amino-acyl-tRNA seguinte

no local A
fMet-tRNAfMet posicionado no local P
Sintese Proteica - Elongacao
aa, H
S H:N\é
H a. H ~R; .
& Mg\ -4 Movimento dos
N e L <0 O . ’ ’
4 =3 On 52 9 ribossomas no mRNA-5" - 3
c c Formacdo de novos
c c
tRNA, (<) P site A site c aa,-tRNA; pePt|d05 -3 > 5’
leaving c’o\ \ / ,4/0 arriving
N\ a
Uuuyu AGC
[ vy i
5 | | | | | 1 | Ll L 1 1 | 1 I | 3
mRNA GGGAAAUCGGUC
Co(;on Co(;c)n Coc;on Cocion Coc;on Coéon Coc;on Movement of ribosomes
aa, aa, aas aa, aag >3

aaz

Sintese Proteica — Terminagao

?

- =

T

Factor de libertacao

Primeiro liberta-se o polipeptideo e
depois liberta-se o resto.
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GENETICA MOLECULAR — Mutag3o a Nivel Génico

LesGes no DNA

O DNA pode ser danificado por ac¢do de agentes ambientais externos (quimicos,
genotoxicos, radiacdo ionizante, UVs, ...), por ser uma entidade dindmica.

Dano a integridade do DNA por produtos do metabolismo celular: espécies reactivas
de oxigénio como anides superdxido, radicais hidroxil, peréxido de hidrogénio, etc, resultantes
da respiracdo oxidativa e peroxidacdo de lipidos.

Desintegracdo espontanea de bases no DNA e erros de replicagao.

Causas Exogenas

As pirimidinas sdo particularmente sensiveis a radiacdo ultra-violeta — sob efeito de
ultra-violeta, 2 pirimidinas adjacentes numa cadeia de DNA tendem a formar ligacGes
covalentes entre si, originando dimeros.

Os dimeros de timina sdo os que se formam mais frequentemente.

Dimeros nao reparados impedem uma replicacdo correcta o que faz com que a célula
morra ou se divida erraticamente.

s
£ @ w 7
I
1Y

T T

Causas Endogenas

Tipos reactivos de oxigénio — processos metabdlicos que ocorrem em todas as células
levam a produgdo de intermedidrios reactivos capazes de interferir com o DNA ou dNTPs livres
gue depois podem ser incorporados durante a sintese de DNA.

Os tipos reactivos de oxigénio (ROS) constituem um desses grupos de moléculas, sendo
caracterizadas pela presenca de um electrdo ndo emparelhado num dtomo de oxigénio, que
pode reagir com DNA produzindo quebras de cadeia ou modificando bases como guanina em
8-oxoguanina. Consequéncias:

guanine 8-oxoguanine (GO)

3 o« — Quebras de cadeia sao potencialmente letais para a célula;
ifl* T ./\\‘V‘\,) °— Bases ndo corrigidas originam erros de emparelhamento durante a replicagao.

oxidative np;
damage

Desaminacao espontanea — perda do grupo NH2.

— Da desaminagdo da citosina resulta uracilo (citosina = uracilo). Na replicagdo
7—| do DNA, o uracilo emparelha com adenina. Assim, o par de bases citosina-
guanina sera substituido por timina-adenina, originando uma mutacao.
Normalmente, no DNA esta presente a timina e ndo o uracilo, o que facilita a
identificacdo e, consequentemente, a correcgao.

A desamina¢do da metilcitosina resulta em timina, que ndo é reconhecida
como lesdo no DNA (mutacdo).

M Depurinagdo / Depirimidina¢do espontdanea — perda de

(_<” base cria posicdo no DNA sem base. Hidrdlise da ligacdo base-
\&j ‘ e Jasoxirribose que resulta na perda de uma base purinica (mais
o f\J\"> w, frequente) ou pirimidinica (abasic site). A pH e temperaturas

Vo

«{ normais, a perda de bases é relativamente baixas. Durante a
\/\ﬁ " replicacdo pode ser introduzido um nucledtido errado na
{ posicdo complementar a sem base (mutagdo).
Erros no processo de replicagdo ou reparacdo do DNA — a sintese de nucledtidos
devido as varias divisdes celulares vao originar cerca de uma mutacdo por divisao celular.
Erros de replicagdo especialmente frequentes em regides de DNA repetitivo — em
zonas de DNA repetitivo, replication slippage é frequente originando inser¢Ges ou delec¢des

do motivo de repeticao.

07N

Consequéncias das Lesoes no DNA
As lesdes no DNA podem perturbar todo o seu metabolismo e despoletar uma
paragem do ciclo celular ou morte celular (apoptose).
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Sao respostas a deteccdo de lesdes no genoma que impedem que se convertam em

mutagdes permanentes.

Mutacdo — alteragdo permanente numa sequéncia de DNA. As mutagdes irreversiveis
contribuem para a oncogénese, envelhecimento, ...

As mutagdes sdo transmissiveis quando ocorrem em células germinativas. Para
minimizar alguns efeitos do metabolismo celular, existem intricados sistemas de defesa anti-
oxidante (siperdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, etc).

Diversas enzimas celulares destoxificam potenciais agentes mutagénicos antes de

exercerem qualquer acg3o.

Mecanismos de Reparagao

Os mecanismos de reparagdo sdo capazes de reverter as alteragdes no DNA (a Unica
molécula que os seres vivos podem reparar em vez de substituir.

R

A 7 5
I I I Illvlr HEA
3*

,
“PITLEEE
CTCG. TTG.

Correcgao pelas polimerases —
as polimerases tém capacidade de
auto-correc¢do diminuindo a taxa de

Synthesis proceeds
Incorporation of G -
ihstead of A with incorporation of

correct base (A)

erro. Quando um nucledtido é mal
incorporado, a enzima reconhece o

Polymerase excises
mismatched

G via 3'—= 5°
exonuclease

erro, corta o nucledtido errado
s (capacidade exonucleasica) e
prossegue a sintese da nova cadeia de

DNA.

Principais Mecanismos de Reparac¢ao
Reversdo directa — mecanismo de reparagdo de lesdo que consiste na sua reversao
directa gerando as bases normais:

Thymine dimer (]
/

~, — Fotorreactivacdo — dimeros e Remocagao de grupos -
de timina podem ser .. */ | uma metiltransferase pode
i = - transferir o grupo metil de

i quebrados por uma enzima
l}“ uma 0-6-metilguanina

activada pela luz, \
- - degenerando as bases .. . _ " para um residuo cisteina
mmmm originais (Escherichia coli). do local activo da enzima.

Base-excision repair (BER) mecanismo de reparagao para pequenas lesdes
envolvendo uma sé base (metilagdo, desaminagdo, oxidagdo, perda espontanea de bases, ...).
Lesdes sujeitas a este método sdo maioritariamente provocadas por agentes enddgenos.
Envolve a intervenc¢do de glicosilases de DNA que quebram ligagdes base-agucar, libertando a
base danificada e criando locais apurinicos ou apirimidinicos (AP). A enzima AP endonuclease
corta a cadeia lesionada em AP e um desoxirribofosfodiesterase, limpa a regido para que uma
DNA polimerase possa preencher o local vazio com um nucledtido complementar ao da outra
cadeia. Uma ligase faz a ligacdo final entre 0 3'OH e 5’ fosfato livre.

Nucleotide-excision repair (NER) — mecanismo de reparacdo para lesdes de maior
extensdo, que distorcem o DNA ou segmentos geralmente com mais de uma base danificada.
Se ndo forem corrigidos, bloqueiam a sintese de DNA ou a transcrigdo. Lesdes sujeitas a este
método sdo maioritariamente provocadas por agentes exégenos. E um processo versatil mas
complexo, envolvendo dezenas de participantes proteicos que cooperam em 4 fases principais:

1. Reconhecimento da lesdo;

2. Junc¢do do complexo multiproteico no local;

3. Corte da cadeia danificada incluindo varios nucledtidos flagueantes das bases
lesadas;

4. Sintese do fragmento pela polimerase usando a outra cadeia como molde.
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Falhas no mecanismo
nucleotide-excision repair podem
v resultar em graves situagOes

patoldgicas.

@0

s
>
5
¢
Enzyme complex

recognizes mismatch
in bemimethylated
DNA

ae ————————— 3

Excision of mismatched
base on unmethylated strand
| and resynthesis

Mismatch repair (MMR) — principal mecanismo de
reparagao de erros de emparelhamento (substituicdo de base
Unica), que ocorrem durante a replicagdo do DNA, diminuindo
= a taxa de incorporagdo nucleotidica incorrecta. Este sistema
* tem capacidade para reconhecer qual das 2 cadeias deve ser
utilizada como molde para a correccao do erro. Um dos sinais

5

Repair synthesis

and tull methylation
of DNA

s
a

Me

.. que permite reconhecer a cadeia que serviu de molde (ndo

G GATC
¢ o “mutada) é a presenca de bases metiladas. O padrdo de
= e} .. metilagdo numa cadeia nascente de DNA ird ser idéntico ao da
C CTAG

e * cadeia-m3e mas ha um afastamento temporal entre a sintese
de DNA e a metilagdo de algumas bases. Em regides de DNA repetitivo, erros devidos a
slippage durante a replicacdo sdo frequentes e podem ser corrigidos por este método.
AlteracOes genéticas que afectam este sistema aumentam a taxa de mutacdo. Mutacdes em
genes desta via estdo associadas a cancro do colo-rectal hereditario ndo polipdtico que se
caracteriza por instabilidade de microssatélites.

Reparacdo de lesGes que provocam quebras na cadeia dupla (DSB-double strand
breaks) — podem ser provocadas por radiacdo ionizante, raios X, radicais livres, ... Algumas
mutacdes em genes envolvidos nos seus mecanismos estdo associados a aumento da
predisposicdo a cancros (BRCA1 e BRCA2 no cancro da mama).

= S e
> Dois mecanismos principais de reparagao:
L (€. ) — Recombinagao homdloga — o segmento de
e DNA danificado é excisado e o cromossoma
— gTQéﬁ: homélogo é usado como molde para a
T ] Lco sintese de novas cadeias.
nEEENEREr 5 T EEEIENEE]

K E.E,:,,\ e J@ | etamemn —> Juncdo de extremidades — mecanismo mais
WIS T @ . simples que consiste na ligagdo das
e | paa | B extremidades sem recurso a qualquer
et LI g TLLT  — molde. Frequentemente acompanhado de
2805 ~LLLLLALTII e e | L.
e = - - perda ou ganho de alguns nucledtidos.
M TICOO O LT

Homologaus
{ TErroe-feoet

Os sistemas de reparagdo ndo sao infaliveis. Existem muta¢des somdticas e mutacgdes
germinativas. No entanto, apenas as mutag¢bes nas células germinativas se transmitem a
descendéncia.

Mutagoes Somaticas

icatardia ™M 3

Durante o desenvolvimento somatico, quanto
mais cedo ocorrer a mutagdo, maior é a porgado
afectada de tecido do individuo.

Por exemplo — maca red delicious e gold
delicious (mutante de red delicious).

Populagido

ica cedo
celular final \, V. b
\ / \

T // /r’
: y . \//

\ /
\

Evento

mutacional

Mutages Germinativas

As mutac¢Oes germinativas sdo mutagdes que ocorrem em células que ddo origem a
gametas. Se os gametas mutados participarem na fecundagdo, a mutacdo passara para a
geracdo seguinte. Por exemplo — pétalas brancas de Echium vulgare.

Tempo

Populagido
leelular inicial
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Tipos de Pequenas Mutagoes — Nivel do DNA
Substituicoes — substituicdo de bases, mutacdes pontuais, por vezes sem sentido
(missense). SubstituicGes nucleotidicas sdo muito frequentes:
— Transicdes — pirimidina por pirimidina ou purina por purina:
o Adenina <> Guanina (purina <> purina);
o Citosina <> Timina (pirimidina <> pirimidina).
— Transversdo: purina € pirimidina (por exemplo Adenina <> Citosina).

Adicdo ou deleccdo de nucledtidos: InDels (geralmente 1-10 pares de bases) —
mudanca na estrutura (frameshift mutations). Erro na replicagdo ou na recombinagdo.
Ocorrem frequentemente em sequéncias repetitivas.

As transversGes deveriam ser 2 vezes mais frequentes que as transi¢ées, mas tal ndo se
verifica. Em regiGes codificantes, as transicdes podem ser favorecidas porque em média
induzem alteracbes menos drdsticas quanto a estrutura quimica dos aminodcidos sendo,
portanto, mais toleradas que as transversoes.

O excesso geral de transicOes pode estar relacionado com a elevada instabilidade em
dinucledtidos CpG (a citosina estd frequentemente metilada e 5-metilcitosina é muito
susceptivel a desaminagdo espontanea, originando timina). Hd um aumento das frequéncias
das transi¢cdes quando CpG - TpG.

Tipos de Mutac¢ao — Nivel de Proteina

Mutagdes ocorrem aleatoriamente no DNA. No entanto, as consequéncias mais graves
verificam-se quando afectam DNA codificante ou outro muito conservado que inclui
sequéncias reguladoras.

Onginal DNA code fof an amno acid sequenca.

T e S R e e e o s R R S g s g Mutagdo sinénima / silenciosa

T e e e W ey e w1 (silence mutation) — sem consequéncias
T . L

Amino acid Replacoment of o na composi¢cdo de um aminodcido de

! uma proteina. Deve-se a sinonimia do

" CATCATCATCACCATCATCAT .y ‘e o , ~
codigo genético logo ndo ha alteracdo

do aminoacido.

His H His ~ His |-

cormract amine acid

Onginal DNA coge Tor 3n 3MING acld sequence.

—T

»
-

oDMA—C ATCATCATCATCATCATC ~ ~ .
g e NSNS SN T S SRS S o O N Muta(;ao nao sinonima (mlssense
1 . e e . s .
s S i mutat|0n) - SubStItUIQaO de um aminodcido por

CATEATEATCEPMTEATEATEALT Outronumaproteina_
- His H wis H wis HEK - His H His H His -

SIncorrect amino acid, which may
produce a malfunctioning protein.

Substitui¢do conservativa: Previsivelmente com menor Substitui¢do ndo-conservativa:
alteragdo por aminoacido impacto na estrutura e fungdo alteragdo por aminoacido
guimicamente semelhante da proteina guimicamente diferente
Ornginal DNA code Tor an amine acld sequence. - - . i
ona S AGEAGCAGCAGCAGEAGCAG Mutagdo ndo sinénima  (Nonsense
TS e s e s e TSR mutation) — criagdo do coddo STOP. Quanto mais
M — ______ proxima da 3’ ORF (open reading frame) maior a

CAGCAGCAGIRAGCAGCAGC AG

B probabilidade de a proteina manter alguma
Frotin TS ns tmes funcionalidade.

53



Genética Molecular e Citogenética (2010-2011) Ana Cristina Ribeiro Gomes

Original DNA code for an amino acid seauence.
DNA—C ATTCACACGTACTCATGC TA™"

G s e i i it S e Frameshift mutation — alteracdo da grelha
e de leitura e da sequéncia de aminoacidos na

- —mmmm-_‘mprc)tellna-

— Frames it of one DNA base results

Original DNA code for an amino acid sequence._

oNae —C AT EATCATCATEATEA T &€ AT  — Insertion mutation — consequéncia
R R S R B R S S s SO M B = da adicdo de um nucleétido, que
provoca a alteracdo da sequéncia de

s s e 4 aminodcidos na proteina, a partir da

Inooaractami no moid seganon SEh insergéo
may produce a malfunctioning protein. *

Amineo acid Insertion of a
single nucisotide

T T ! 0

Cok TRk Te Ak T HCA TG AT G KT EA

QOriginal DNA code for an amino acid sequence.
ona —C AT EATEATCECATEATEATECAT —> Deletion mutation — consequéncia
I T R da delec¢do de um nucledtido que
P . provoca a alteracdo da sequéncia
_f:; Tf"‘: 'THé :‘ e = e ) de aminodcidos na proteina, a

incorrect amine acid sequencs, which partir da delngéO.

may produce a malfunctioning protein.

Amino acid

Original DNA code for &an amino acid sequence.

DA+ A T T € AC AGCGCG T AATGCATGCTA

bBases

AR W sse WS e M wer W we  Homes HTe= - Repeat expansion mutation —
adicdo de aminoacidos na proteina.

Repoated wrinuctectide
; . = (cAc)
- = >

C AT TCECACAcCcERNaEAS G T AATC

-4 His M sSer H Gin _ Gin Sie ~an Tie -
=

Repaates tinucieonge agas = steng
e Vet N T EANAN € e it N s

Mutagoes Silenciosas com Consequéncias Nao-Silenciosas
Uma mutagdo aparentemente silenciosa pode ser patogénica.
exi0 16 exio I7 A substituicdo  activa uma

Glu Gly Lys Gly Lys Thr Asp Lys GIn Ser Pro 6ln Pro Gln Pro Gly Ser Ser Asp SeqUénCia Crl’ptica de Splicing no exao de

ntrio 16

49 que resulta splicing aberrante (vai ser lida

como se fosse o intrdo) com perda de

Novo splice donor site sequéncias codificantes (deixa um
nucledtido livre que vai formar um codao

oo 16 ¥ "mm exio 17 com o exdo e alterar a sequéncia de

aminodcidos) e introducdo de frameshift

no outro exao.
MutagBes em regides intronicas podem induzir alteragdo do splicing.

Exdo 1 Exdao 2 Exdo 3 A

. activagao de
1 sequéncias cripticas de splicing
no interior de um intrao pode
criar um local de splicing
ico de splicing l alternativo levando ao
s aparecimento de novos exdes.

Exdo 2A Exao 3

B o9t - [ccorieceacE] og [EEEEEH Cie

Taxas de Mutagoes

As taxas de mutagOes sdo muito varidveis. No entanto sdo geralmente superiores no
sexo masculino.

Este facto deve-se as diferengas na maturacdo de dvulos e espermatozdides. Os
espermatozdides passam por multiplos ciclos de divisdo mitdtica que comecam na puberdade
e continuam durante toda a vida adulta. No entanto os odécitos concluem as divisdes mitdticas
durante a vida fetal. Ou seja, se ndo ocorre muta¢do na fase fetal, e muito raro que ocorra
depois.
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GENETICA MOLECULAR - Organiza¢ao do Genoma

Mutagoes e Diversidade
Nem todas as mutagdes sdo patogénicas, alids a maior parte das mutagdes nao o sao.
MutacGes sem expressdo fenotipica — selectivamente neutras.
Mutacdo — fonte de diversificacdo.
— Mutagdes sindnimas — origina o mesmo aminoacido que é codificado por
coddes diferentes (mutacdo de troca de um nucleétido de uma sequéncia
afectando um coddo);

— Mutacdes em regides nao-codificantes.
Mutacgbes levam a variagOes genéticas, logo resultam em polimorfismos.
— Alelo mais raro com frequéncia superior ou igual a 1 ou 5%.

Marcadores Genéticos

Marcador genético — regido do genoma (pode ser um gene ou um qualquer fragmento
do genoma) com propriedades de transmissdo bem estabelecidas e, geralmente, com um nivel
de polimorfismo elevado numa populagdo.

Os marcadores genéticos de maior interesse em investigacdo sdo os que conciliam:

— Facilidade de deteccao;
— Modelo genético formal conhecido: transmissao regular e estabilidade;
— Polimorfismo elevado.

Genoma Humano

N " P DNA codificante I
Sequéncias genéticas Unico ou moderadamente

e relacionadas repetitivo

DNA ndo-codificante I

Genoma Nuclear Unico ou baixo nimero de

copias

Genoma Humano

Genoma Mitocondriall DNA extragénico

Repeti¢Ses intercaladas I
Moderado a altamente

repetitivo
Tandem repeat I

Genoma: Gene, Locus:
e R L

BT

e
@
wew
T
»

Alelo: Hapldtipo:

Organiza¢do do genoma nos mamiferos e sua transmissao:

Srandoarents

0 ¢
@
CERED
i)
)
)
I

U7/ /]

55



Genética Molecular e Citogenética (2010-2011) Ana Cristina Ribeiro Gomes

DNA Mitocondrial mtDNA — mais susceptivel a deriva genética,

uma vez que é sé um hapldtipo e sé se passa através
da mae.
DNA nuclear é transmitido dos seus
- progenitores, no entanto o DNA mitocondrial é
transmitido de uma unica linhagem, a materna.
O DNA mitocondrial é hapléide de
: 1 transmissao materna, e ndo possui recombinacao.
Representa % do tamanho efectivo populacional, possuindo uma grande deriva
genética, com taxa de mutacao varidveis. O seu tamanho atinge cerca de 16000 pares de bases
e aparece em elevada quantidade nas células.
T comtrolreglonT—s A regido controlo, ou D-loop, é, em geral,
: a regido mais varidvel do DNA mitocondrial,
g ——sendo composta por zonas varidveis, nos
- oroon 4 extremos, e uma mais conservada, central.
de parte materna, podendo originar filhos e filhas afectados,
mas s0 as filhas tém a capacidade de transmitir os genes a sua descendéncia.

Durante o processo de fecundacdo, o espermatozdide ndo contribui com mitocondrias,
pois, praticamente, sé o nucleo deste é que penetra no odcito. O dvulo fecundado retém
apenas as mitocondrias que estavam presentes no odcito.

Esporadicamente, algumas mitocondrias do espermatozdide entram no odcito, mas
parece serem selectivamente destruidas, numa fase precoce da embriogénese. O impacto
daquelas que escapam a este mecanismo é praticamente nulo face ao factor de diluicdo no
conjunto de mitocondrias de origem, esmagadoramente, materna.

DNA Nuclear
O DNA nuclear é diploide (ou hapldide):
— Autossomas — 2 cdpias (origem materna e paterna);
— Cromossomas sexuais — 1 ou 2 cépias (exemplo Y e X).
Possui maior nimero de genes, maior tamanho. Estdo dispersos pelos diferentes
cromossomas e sujeitos a recombinag¢do. Constituido por zonas codificantes e nao codificantes
e zonas repetitivas e nado repetitivas.

Genoma Animal e Vegetal

Animais — gene mitocondrial e nuclear.

Plantas — genoma mitocondrial, nuclear e cloroplastidial.

Nas plantas o genoma mitocondrial é muito maior do que o animal, e pode
recombinar.

DNA dos Cloroplastos

O genoma cloroplastidial tem cerca de 150 kb (120-160) e esta muito mais conservado
do que o DNA mitocondrial animal. Tem zonas repetitivas mas nao ocorre recombinacao.

56



Genética Molecular e Citogenética (2010-2011)

Ana Cristina Ribeiro Gomes

Preservagao de Material Biologico e Métodos de Extraccao do DNA

Extrac¢do de Material Bioldgico
DNA pode ser extraido a partir de tecidos frescos, congelados, secos, preservados em
alcool ou outros conservantes, etc.
DNA pode ser extraido, praticamente, de todo o tipo de tecidos, desde sangue,
musculo, pele, pélos (foliculos pilosos), penas, ossos, células epiteliais, células sexuais, etc.
— Amostragem por tecidos frescos;
— Amostragem por esfregacos bucais:

Passar cotonete no
interior da boca
(bochecha)

Colocar a amostra
numa solugdo de
extrac¢do

Calor a 65 °C para 30
minutos e 98 °C para
15 minutos

Amostra de DNA
preparada para PCR

Células frescas

Preparacido do niicleo
ou mitocondria

Extraccdo de DNA a partir de ossos, células em suporte de papel ou pélos.
Extraccdo de DNA de material em colecgcbes museoldgicas (espécimes, peles, fosseis,
mumias).

Preserva¢ao de Material Bioldgico
Congelacdo;
Desidratacao;
Métodos quimicos;
Alcool;
DMSO — dimetilsulfoxido;
Tampao lise.
A preservacdo de tecidos em formol provoca danos irreversiveis no DNA, pelo que
pode haver grande dificuldade, ou mesmo impossibilidade, de extrac¢do do DNA.

N R R 2R

Métodos de Extrac¢ao do DNA
| [Outros sspécimes bioiogices Alguns métodos sdo mais adequados quando existe uma
D _'grande quantidade de tecidos, outros a situagdes na qual existem
/ pequenas quantidades de DNA.
Diferentes tipos de tecidos requerem diferentes métodos
de extrac¢ao de DNA.
Em geral, os métodos de extraccdao de DNA baseiam-se:
— Na  destruicdo  fisica das células por

homogeneizacdo de tecidos (grandes quantidades

bedded tissue

!

p i ecom

de material bioldgico, gramas). Uso de uma

I

Des-proteinizacdo - tratamento com sal
|e/ou fenol

enzima, proteinase K, para destruicdo de proteinas
(fenol-cloroférmio e o método salino).

Etanol Precipita DNA

[

No uso de resinas (Chelex) — aplicavel a amostras

Solugdpo aquosa de DNA

com muita pequena quantidade de DNA (gotas de

Restricao

}Ana’ﬁse de provas de DNA

4 _ E%;Jg v v

sangue em papel, pélos, restos fdsseis, ...).

ot , Utilizado em ciéncias forenses, investiga¢do

j l criminal. Necessita de cuidados redobrados para
[Per evitar contaminacgodes.

— No uso de silica, guanidina-tiocianeto.

ligio e Centrifugacio I

]

Deteccao do DNA

O DNA (gendmico ou amplificado) pode ser detectado pelo seu tamanho e/ou
conformacgdo através de electroforese. A um pH neutro, o DNA tem carga negativa, migrando
para o pdlo positivo quando sujeito a um campo eléctrico.

O DNA migra através de uma matriz densa (gel de agarose ou de poliacrilamida) na
qual os fragmentos de menor tamanho se movem mais rapidamente do que os maiores.
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Fragmentos de tamanho conhecido (ladders) sdo utilizados juntamente com as
amostras para facilitar a determinac¢do do tamanhos dos fragmentos de DNA.

O DNA pode ser visualizado sob a ac¢do de luz ultra-violeta apds coloracdo com
Brometo de Etidio (ou apds oxidagdo com nitrato de prata no caso dos géis de poliacrilamida).

Amplificagdo do DNA — Reac¢do em Cadeia da Polimerase (PCR)
Geralmente, a enzima que se utiliza nas reaccdes de PCR é a Tag DNA polimerase,

extraida da bactéria Thermus aquaticus que vive em fontes hidrotermais e é resistente a
temperaturas elevadas (96 °C). As suas enzimas, incluindo a polimerase, resistem as variacGes
de temperatura, sendo apenas necessario adicionar a enzima no inicio da experiéncia pois esta

resistird a todos os ciclos de aquecimento e arrefecimento.
Conceito de PCR — amplificacdo de determinado fragmento de DNA relativamente

pequeno (em geral menor que 1000 pares de bases) para manipulacdo ou sequenciagao.

— Desnaturacdo da dupla hélice — é conseguido com a incubagdo do DNA a uma
temperatura de 95 °C, formando 2 cadeias simples a partir de ma dupla hélice;

— Emparelhamento dos iniciadores — é necessdrio diminuir a temperatura (55 °C)
para ocorrer a ligacdo dos pequenos fragmentos iniciadores (primers —
delimitam a zona a copiar);

— Polimerizacdo (sintese) de DNA — ocorre na temperatura éptima de actividade
da Tagq polimerase (70 °C). Esta liga-se na regido dos iniciadores e promove a
polimerizacdo da cadeia de DNA, servindo a outra como molde.

Principal fendmeno do PCR — aquecimento e arrefecimento do DNA:
— Agquecimento — a cadeia dupla de DNA separa-se. Também designado por

desnaturacdo (Melting);

— Arrefecimento — as cadeias complementares do DNA juntam-se de novo.
Renaturacgdo, hibridagdo ou “annealing”.

Componentes necessarios para a reacgdao em cadeia da polimerase:

— DNA — que serve de molde e se vai multiplicar. Pode ser extraida de qualquer
parte do organismo, sem ser necessdria a extraccdo de células vivas, mas
guanto mais puro for, mais facil é a sua multiplica¢ao;

— Oligonucledtidos de iniciacdo (primers F e R) — permitem a ligacdo da DNA

polimerase para efectuar a replicagao;
— Tampdo (Mg*)

Cadeia dupla DNA

DNA  polimerase  (Tag

' T polimerase) — enzima que replica o

aguecimento l DNA, e que é bastante resistente
as variagcOes de temperatura.

— 1) desnaturacao

95°C -
30 Sec. 2) Primer Annealing
| I — 33 Elongacao
& | I
E [ ' / Passos de uma reac¢ao de PCR:
|
§ [ e 1. Separagdo das cadeias de DNA (94 — 96 °C);
= / 2. Annealing do primer (55 — 65 °C);
H' 3. Extensdo da cadeia (72 °C).
Time
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DW Base molecular do PCR — actividade
, da polimerase (enzima que sintetiza DNA):

amplificar

Zona do DNA a o 28
R l . « 1. DNA so6 pode  ser

i sintetizado usando a
/\/\/W cadeia complementar;
> g weea s 2. Polimerase sintetiza o DNA
- W na direc¢do 5’ > 3’ .

Cadeia simples DNA

5’ -GTCGATGTCTGATCAATTGGGCTGATCATGTCGATGATGCTAGAAT-3"
3" CTACGATCTTA-5"

Uma reaccdo de PCR necessita dos seguintes componentes para amplificar os
fragmentos de DNA pretendidos:

5’ -GTCGATGTCTGATCAATTGGGCTGATCATGTCGATGATGCTAGAAT-3
4+———— ACTAGTACAGCTACTACGATCTTA-5’

— DNA molde;
— Polimerase (Taqg);
— Nucleotideos livres (ANTP’s que sdo incorporados durante a sintese de DNA);
— Primers — par de oligonucleotideos que sdo complementares a uma zona do
molde do DNA.
Termociclador:

DS DS WS DS

Sty ST ot ey
I|'—|I “7.3":; | |I y—.v'g‘jc |I| i 13.252; 'I—|| ‘72-_'(_
/ | I | p i L | S

/ | i

Exponential amplification
<ld eycle Numa reaccdo

—‘f-'-= de PCR com 36 ciclos
—_—— (2°°* = 68 bilides) sdo
Lst eycle ---------- = 35th cyvele 36 L, .
template DN A —_— formadas 2 cOpias
T N e (687 bilides) da
=_— sequéncia molde de
D — DNA.
7= 2= < -
4 copies Boopies 16 copies 32 coples 2= 6% billion COPIeS

Desenho dos Primers de PCR
Requer o conhecimento, total ou aproximado, da sequéncia alvo que se quer

amplificar. Os primers deverdo ter uma temperatura de renaturagdo (anneling) semelhante (60

°C por exemplo).
T (melting temperature) — temperatura a qual ocorre o desemparelhamento entre

bases:
— T,,aumenta com o numero de nucleétidos do primer.
Primers muito grandes requerem temperaturas altas (mas acima de 80 °C
interfere com a actividade da DNA polimerase).
— Os primers devem ter valores de T, idénticos (2 a 4 °C de diferenca).
— T, ideal entre 55 a 70 °C.
Tanneiing (@nneling temperatura) — temperatura a qual ocorre o emparelhamento entre o
primer e a cadeia simples de DNA (temperatura determinada pela T,, — 4 °C).
— Deve ser baixa o suficiente para que ocorra hibridagao e elevada o suficiente
para evitar a formacado de mismatches.
Caélculo da temperatura de melting — limitado a pequenas sequéncias:
Ty =2(A+T)+4(C+G)

_)
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Desenho de primers de PCR:
GGATGGAAC.ACTGC—C—.’"‘.’Z{E&GCCGATP;CCCAGGACAGG[SCAGTC.C.TGGBGGCA%C.C‘.GTTAT’_"“ACC.TCAGG
GCGAGGGCGEGTGECTGCEEGETCAGCCCCATGCGAGGETGGCTGGEGEGCCAGCCTCATGGAGETGGCTGEGCGGCCAACC
TCATGGAGETGGCTEGEEETCAGC TCCATGET GIiGGCTGGGGBCAGCCPxCATEE GETGECTGCGGEEACAG
CCACATGGTESGCTGGAGGCTG! TCAAGGTGGTACCCACGGTCAATGCGARCARACCCAGTAAGCCARAARMD
CCARCATGARGCGCATCGTGGCAGCGGAGCTGCTGCAGCTGGAGCAGTGGTAGECGGCCTTGGTGGEGCTACATGCCT
GCEEARGTGCGCCATGAGCAGGCCTCTTATACATTITTGGCAGTGACTAT

Especificacbes dos primers pretendidos: T, = 60 °C.

1) Forward Primer: GAGCCGATACCCAGGACAGG (20 bases, Tm = 66)
2) Reverse Primer: CCATGTGGCTGTCCCCAGCC (20 bases, Tm = 68)

1) Forward Primer: GXGCCGATACCCAGGACAGG (18 bases, Tm = 60)

2) Reverse Primer: ®BRATGTGGCTGTCCCCAGCC (18 bases, Tm = 60)
Regido amplificada, que inclui as sequéncias dos primers:

5" -GEATGGAACACTGGEGEGAGCCGATACCCAGGACAGGGCAGTCCTGGAGGCAACCGTTATCCACCTCARG-3
- 3" —CCTCCGTTGGCAATAGGTGGAGT5"

CTCCGTTGT .?—'_?—'.T}',CCT.:SP,C':\ 57

5" tATGGAACACTGGGGGGAGCC— 32
3" - CQTACCTIGTIGACCCCCCTCGGCTATGGGTCCTGTCCCGTCAGGAC

Primers sdo escritos sempre na direc¢cdo 5’ para 3”:
— Forward primer: ATGGAACACTGGGGGGAGCC
— Reverse primer: TGAGGTCGATAACGGTTGCCTCC

Conteldo em guanina-citocina:
G+C

- GC% = - —— X 100% ;
comprimento da sequéncia
— A composicdo de bases devera estar na propor¢do de 45% GC para 55% AT.
— Poly Guaninas ou Citocinas podem resultar em ligacdes ndo especificas.
Se os primers emparelharem com eles mesmos, ou emparelharem um com o ou
mais facilmente do que com o DNA molde, entdo a eficiéncia do PCR ira ser reduz

significativamente. Primers com estas caracteristicas devem ser evitados.

5" GGG R Ly 5" GGGAALATTCCAGGATCTAT 3!
11 I 1l
3! TATCTAGGACCTTA—S 3' TATCTAGGACCTTALAAGGG 5'
Hairpin I.ocop Self-dimerization
R e W b W ) e e ar o A
2T SCACGTTGCACTTGAACCETGAACGTOT . - .S "
5" ... TTCATGrC;T%CACTTGAACCAAGTTCAG(}c%'
T CETEAACT TGS T TCAAGTC -

‘ Primer-—Dimer Formatbtion

5 " OO SO R RO TR R C T T O R S T —
- 2" CETEARCTTCETTCARCTCCS *

Cross dimerization — os primers forward e reverse podem ligar-se formando
primer-dimer.

tro
ida

um
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GENETICA MOLECULAR — Marcadores Genéticos e Marcadores Genéticos

Marcador Genético
Marcador genético — gene ou sequéncia de DNA, com propriedades de transmissao
bem estabelecidas e com nivel de polimorfismo elevado numa populagao.
Os de maior interesse em investiga¢Oes genéticas sdo os que conciliam:
— Facilidade de deteccao;
— Modelo genético formal conhecido (transmissado regular e estabilidade);
— Elevado polimorfismo.
Vantagens:
— Preservacao das amostras é mais simples;
— Maior possibilidade de padronizar as técnicas de analise;
— Maior capacidade de deteccdo da variabilidade genética (toda a variagdo no
DNA);
— Possibilidade de utilizar variadissimos tipos de amostras, fdsseis, tecidos secos,
saliva, sangue, pélos, etc.
— Possibilidade de se utilizar pequenissimas quantidades de material bioldgico
(gota de sangue, foliculos ou de penas).

Detecgdo da Variabilidade no DNA

Deteccdo de polimorfismos do DNA — existem varios tipos de polimorfismos do DNA,
por exemplo, variagdo numa Unica base (SNP), inser¢bes e delec¢des, variagdo do nimero de
repeticdes numa regido, etc, e existem muitas técnicas para detectar essa variagao.

Tem de se detectar os polimorfismos / mutacdes, pois apenas a diferenca em
nucleétidos (mesmo que seja num Unico nucledtido) pode distinguir 2 sequéncias.

“Marcadores Moleculares” — Detecgao de Polimorfismos do DNA

RAPD (randomly amplified polymorphic DNA).

AFLP (amplified fragment length polymorphism).

PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism) — uso de enzimas de restricdo,
logo sdo enzimas que cortam o DNA em determinadas regides, por exemplo, CCAA.

VNTRs (variable number of tandem repeats):

— Satélites — repeti¢des de milhares de pares de bases.
— Minissatélites — repeticoes de 10 a 100 pares de bases.
— STR (short tandem repeat) — microssatélites, repeticGes de motivos de DNA, 2
a 9 pares de bases.
Insergdes de elementos:
— SINEs —inser¢des de elementos curtos;
— LINEs —inser¢des de elementos longos.

SSCP (single strand conformation polymorphism) — polimorfismo que provoca uma
alteracdo na conformacdo da cadeia de DNA simples, logo alteracio da mobilidade
electroforética.

Sequenciacdo — SNPs (Single Nucleotide Polymorphism).

RAPDs

Pega-se em pequenos primers (menos especificos) com menor probabilidade de se
ligar a determinada zona. Coloca-se no DNA e amplifica-se. Compara-se o padrdo de bandas e
se diferir, sdo diferentes. Forma mais simples. Bandas mais, ou menos, espessas consoante a
quantidade amplificada.
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E uma técnica com bastantes restricdes pois colocam-se primers ao acaso e de varias
guantidades sem preocupacdes do local onde se ligam e pois determinado primer pode ligar-
se demais.

Nao interessa de onde sdo os fragmentos que formaram as bandas, pois apenas se
guer comparar. Uma banda a mais significa que esse primer, nesse individuo, teve a
capacidade de formar um fragmento a mais (na zona onde se ligaram esses primers no outro
individuo n3o se ligaram devido a uma varia¢do / mutacdo).

g 8.4, Técnica:
PCR 4 iy .
e A7R — Uso de primers pequenos;

— Amplificacdo de vdérios fragmentos;
— Electroforese dos fragmentos amplificados.

R ' Vantagens: método simples e util quando ndo se
i onhece o genoma de determinada espécie.

wa

<4 & e Desvantagens:
Kby —— i — . . .
o = . — — Leitura muito complexa do gel (muitas
o v —
= = bandas);
== A . . ~ - ~
nse hand — == — Subjectivo e ndo especifico — ndo se sabe o
. que se estd a amplificar;
HSSS20S RS2 s — Pouco reproduzivel.

AFLPs

Antes de serem usados os primers, usam-se uma enzimas que vao actuar e cortar
pequenos fragmentos de DNA. O primer, devido ao adaptador, vai-se ligar nas extremidades
das zonas cortadas pelas enzimas de restricdo utilizadas e permite amplificar o que estd no
fragmento. As extremidades sao conhecidas.

O adaptador liga-se a extremidade e prolonga-se um pouco. Permite amplificar uma
determinada sequéncia que se quer e se delimita com enzimas de restricdo. Comega a existir
alguma especificidade.

= S e & Técnica:
e ! gl — Aplicagdo de enzimas de restrigdo;
= ~Ezom 1 acmptor — Aplicagdo de um adaptador que vai permitir a ligagdo dos
. primers;

A e s I — Electroforese e determinagdo dos tamanhos dos

- | fragmentos amplificados;
eV . - =1 — DNA-fringerprinting.
MR;;:;TAE‘—T = Vantagens:
s e —> Simples;
- % T — N3o é necessario conhecimento prévio do genoma da
_..s..m..,mm S espécie;
e i — Ha uma certa especificidade das zonas que se estdo a
T A amplificar, devido ao uso dos adaptadores.
m’“i:::jm | =TT~~~ Desvantagens:
SemiIE om0 — Padrbes por vezes complexos (ndo tanto como os dos
= = RAPDs);
- — Dificuldade em se saber o que se estd a amplificar.

AFLP DNA fingerprinting:

St Anthonis Schijndel Rijkevoort varia

S5§SSESS s=ms==-w SESSSESS =5_-§ES-
sB==== -
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RFLP
) —— 000 Ton — Foand =
- P vy < CHTA A
celf seoomds = estrmesed OUR SERNICERC ST
l Técnica
{—/ ¢ = = — Amplificagdo por PCR;
DETNVG DS — =g mpaTon . ~ . .~
me‘f"’:;‘?x e = w2 — Aplicagdo de enzimas de restricdo que
DEAGeprens o L SSavheebhed o L whectramiarein . N .
l . cortam determinadas sequéncias de DNA,
= =@ =N = originando fragmentos de diferentes
= —r ooy i - = =
e A et s = = - tamanhos.
= PR —— raeoctive —— —— - A
axcess probe poerR
NS comparion
RFLP — polimorfism fragmen restrica n
E ATCCGGACGATTCGTAGCA 3_ pO ortismo de ag entos de €s cao' assenta

na ideia de que cada individuo tem regidoes em que ha variacao
dos locais das zonas de restricdo, logo origina perfis de restricao
(bandas na electroforese) diferentes de individuo para individuo.

O DNA gendmico de um eucarionte é muito grande, por
isso, em vez de aparecerem bandas padrdo, nos resultados da
electroforese, aparece um arrastamento.

A sonda utilizada é um fragmento de DNA que reconhece
a regido em questdo. Existe um polimorfismo devido aos
multiplos perfis que se originam.

Enzimas de restricdo cortam o DNA de um modo consistente e reprodutivel. As
por¢cdes de genoma idénticas entre todos os individuos, originam perfis de DNA idénticos
qguando cortadas com enzimas de restricdo. No entanto, se ocorre uma mutacdo (e desaparece
um local de restrigdo na por¢do de DNA), originam-se fragmentos de tamanhos diferentes.

A técnica é designada por polimorfismo dos fragmentos de restricdo devido a variagdo
do tamanho desses multiplos perfis.

ATCCGGACTATTCGTAGCA

PCR-RFLP
g \ Usa-se as enzimas de restri¢cdo. Analisam-se os padroes.
- ' ; . Ladder —marcagdo das unidades (quantidade de pares de base).
2 - Técnica:
- 2 — Amplificacdo de determinado fragmento de DNA por PCR;
e — Uso de enzimas de restrigao;
— Electroforese e andlise do tamanho de fragmentos.
Vantagens:
— Simples;
— Barato;

— Rapido — pode-se genotipar muitas amostras em pouco tempo).
Desvantagens — apenas se detectam as mutagGes nos locais de corte das enzimas de
restricdo e pode originar padrées complexos ou muito simples, logo pouco informativos.

J.hll Al A2 A3 A4 AS AE AT
A BlCclDlE o ¥V " kT = " 658 bp
nfnfes[n{n[nf]*——-~=+——=— == :
105 | 300| 303 | 300|105 | s] = == = == :
[l | a5 1 593 1 181 1
493| 63 | 180 208 | 168 | a3} - - . .
— 15| 51 L T 1 1 = ]
— — = E L T 1 105 1 1= 1 oot ] 1
I'\tl F 1 T 1 300 1 &3 1 54 1 181 1
SSCP

Baseia-se no principio que uma muta¢do numa base altera a conformacdo da cadeia de
DNA. Amplificam-se fragmentos pequenos, desnatura-se (separa-se a cadeia de DNA),
electroforese, coloragao, desnaturagao.
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2 bandas nao significa que seja heterozigético, significa sim uma e outra cadeia pois o
DNA estd desnaturado.

Heterozigdtico — 4 cadeias de DNA diferentes (2 cromossomas diferentes, logo 2
cadeias de DNA diferentes, e entdo 4 cadeias diferentes de DNA).

Técnica:
wy' W — Amplificacdo de um fragmento pequeno de DNA (menor que 300 pares de
jr—r—j bases) por PCR;
=\ —_— — Desnaturacio;
P | —— —> Electroforese vertical em gel de poliacrilamida;
— Coloracgdo do gel (em geral por nitrato de prata);
B — Leitura das bandas (homozigético com 2 bandas, uma de cada cadeia do DNA,
heterozigoticos 4 bandas).
Detecgdo de Polimorfismos do DNA (os VNTRs)
VNTRs — variable number of tandem repeats:
—> Satélites — repeticdes de milhares de pares de bases;
— Minissatélites — repeticoes de 10 a 100 pares de bases;
— STR (short tandem repeat) — microssatélites (repeticGes de motivos de DNA de
2 a 9 pares de bases).
Os VNTRs possuem um numero varidvel de repeticdes:
500 ’ I- ‘ Exon 1 Exon 2 Exon 3
000 ‘ — Wi e B ——
[: Micro on I ! ! Four tandem repeats

B e e T R CTAAAGCTGGAGGTGGGCAGGAAGGACCGAGGT 33-bp repeat

VNTR / STR — zonas varidveis que se repetem no genoma de 1 individuo. A diferenca
entre os métodos estd no niumero de Nucledtidos que as compde. As repetigdes sdo obtidas
dos pais e podem ser considerados como alelos.

VNTR (minisatélites) / STR (microsatélites), o tamanho depende do nimero de pares
de bases que o compdem e do nimero de vezes que estas se repetem.

Apds o tratamento de uma regido autossdmica de um individuo heterozigdtico com
uma enzima de restricdo, originam-se fragmentos de DNA mais pequeno e desiguais, que

podem ser identificados por Southern-blotting (um de origem paternal e outro maternal).

Short Tandem Repeats (STRs) — Microssatélites
Motivo de repeticao entre 2 — 6 pares de bases.
Tamanho do conjunto de repeticdes — 30 — 300 pares de bases.
Alelo 1 TR — - (CA)n - dinudeotl’dico;
(CTTA)n - — (CAG)n — trinucleotidico;
o - /o
— (CTTA)n — tetranucleotidico;
B EEEESE ., pussEEE e
— (GTTCA)n — pentanucleotidico;

Ado12  gB-@-g // ®-E-E@— — (CAGTTC)n - hexanucleotidico.

STHs: Padraoc de segregacio mendefiano
e e ———-

i i e T T T e e Vérios alelos / locus. Elevada
[ heterozigotia. Taxa de mutagdo é cerca de
T 1 -3 ~
1 x 107 por locus por geracgao.
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Minissatélites:

— Motivo de repeticdo superior a 9 pares de bases.

— Tamanho do conjunto de repeti¢cdes — 1 — 20 kb.

— Grande heterozigotia devido a uma taxa de mutagdo muito elevada
(recorréncia frequente).

— Mecanismo mutacional mais complexo, por exemplo, recombinacao
intracromossdmica igual ou desigual pode causar delec¢do ou duplicagdo de
motivos.

Os STRs (microssatélites):

— Grande heterozigotia devido a uma elevada taxa de mutacdo (cerca de
1 x 10™3) por locus por geracao.

— Padrdo de segregacdao mendeliano;

Bastante frequentes no genoma (genoma nuclear humano 1/cerca de 30 000 pares de
bases). No STR o principal mecanismo mutacional resulta de replication slippage:

— Durante a sintese de DNA podem formar-se ansas resultando em expansées
ou contracgdes do numero de motivos de repeticdo.

— Certos motivos (por exemplo CAG) tendem a favorecer especialmente a
formacao de estruturas no DNA.

e A A e i s w:‘: Use PCR primers P1, P2 to amplify alleles in gencmic DNA samples Alleles
. dobp o 5 S - 1=112 {| =
—————{cK[CATCAICA[CATCA cAlcA Myc,\ c«[znlcﬂc (677, e e | o 2=10a{ | =
== 2R GRS BB R Bt IR & G & & & -
s ¥ X FT T a-102 {| =
PCR product = 80 + 32 = 112 bp

A B

AT CRITA [OAT it
&rlgrlerlerisr

PCR product = 80 + 28 = 108 bp
Al ca -2

e — T LA [T [ C. ca‘c,\ CA

= = GT GTIGTIGTIGT |GT aT‘S GT.GT

LR ¥
PCR product = 80 + 22 = 102 bp
(@) Denature PCR products and size-fractionate by polyacrylamide gel electrophoresis
IO T ? B Avoradicaraphy

Microssatélites, anélise em gel:

31
— — —

Microssatélites — andlise do polimorfismo em sequenciador automatico:
In| OO
R AN ;i’.é.
— Homozigotico: Ger=s

Y |, N -

— Heterozigdtico: =

i =
— Heterozigético: “-'—'"—“"“"“-' """ = L—‘—""—"-m—j”

Microssatélites — marcadores muito utilizados em estudos de genética populacional,
identificagdo individual, paternidades, etc.
Aplicagdes mais comuns:
— Determinagdo de estrutura populacional (quantas populagdes, isolamento,
fragmentacgao, etc);
— Histdria evolutiva e demografia;
— Filogeografia (relaciona a filogenia e a distribuicdo espacial das espécies /
populagdes);
Deteccdo de hibridacao;
Analises de paternidades;
E outras multiplas utilidades para os estudos de ecologia e conservacao.

Ll
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SINEs e LINEs
Por¢des de DNA, que em geral resultam da reversao do RNA, e se encontram dispersos
pelo genoma. Nado codificam proteinas, pelo que sdo considerados pseudogenes (copias de

genes sem actividade codificadora de proteinas).
b w = m 4« s« m wm % ww  SINEs—single interspersed elements:

' ' I l I ! ' ' ' ! — ALU, fragmento de cerca de 300 pares de

¥Cw G 4 AT

bases que se encontra disperso pelo

genoma. Comum no genoma Humano e
usado como marcador genético. Pode
estar associado a patologia.

u% LY. R S POEX 0% 100

LIMEe SINgE DA Hugerechromatin .
g ——— LINEs — long interspersed elements:
Voasil' nrom ein

Retromirutiie coding — 45% do genoma ¢é composto por

Segrearital repions
thmonst | dpledons : elementos repetidos dispersos pelos varios
Srmple sequence Gt
rEpElE cromossomas.
| | | — Estimam-se cerca de 868 000 LINEs e 1 558
REFEATS UNIQLE 000 SINEs
Sequenciagao
I CP20CL2A0PCCCTAaPYETPTCLOCLETCTTIEC TN AN TCAAGTA
100 110 120

AGTTCAT
T —0 o:h-\

[
AGTTCAT I
VWM AGTTCAT [ __/
TCA I .k_i

b

~ ~ |
AGTTOA —
GGATCACCCAAC CTTCAACAAGA TCACCCCC.
180 190 200 TCAA
AGTTCAT
TCAAGT
AGTTCAT
TCAAGTA
AGTTCAT
SNP (single
Mitochondrial DNA i
(théc;ﬁ,'::n Mltoag%r:\)nulﬂa - One linked aray of genes {one locus) ATCATCCC Walf n UC|EOtIde
Bascpa e basa pairs) « Conirol region sequence — 1 .
= - Mat=rnally inherited ATCTTCCC .. Coyote polymorph|sm) —
+ Nonrecombining
« Few—thousands of copies per cell . .
polimorfismo  baseado
Microsatollites (shart variable lengah rapoats) reAC CACACACACATOAC  way Ma alteragdo de uma
+ Nuslear DNA B .
B e = - e Unica base (por exemplo,
« Hypervariabls in repeat langihs (allalas) - ATCAL CACACACACACATOAC. . Coyote .. . .
+ Gten spaced svery 5000-50 000 base pairs i Hepeat Timina-Citosina ) .
Single nuclectids polymorphisms ACAGA ATCA GOATA Walf
Singte nuctes ACAGA. . ATCA.. GCATA.
= Millions of loci -
+ Spaced every 3001000 base pairs LACAAS L AACA L LLGCTTA L. Coyole
= Biparentally inherited 01006 bp 2001000 bp

Tipos estruturais de marcadores genéticos usados em investigacGes genéticas (SNP):
— Marcadores bialélicos,
— Nivel de polimorfismo relativamente baixo;
— Taxa de mutagdo baixa (acontecimentos Unicos) - 1 x 102 por locus e
geragao.
— InDels de base Unica incluidos na categoria de SNP.
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Deteccdo de SNPs:

ul u G|G|T |G|

e wfe™ R Técnicas de RFLP — Sequenciagdo
(EEIRAEIR TR | (restriction fragment I pdlE T directa.

. _ . w length polymorphism) Iy e N
: :\“““’“E\w. % ”‘9& s3o usadas para detectar o e
R ™ mutaces em sequéncias a__ S

| de DNA que sdo
= =l reconhecidas por enzimas
Sz ° de restrigdo especificas. -

SNPSTRS — marcador molecular composto, formado por SNP e microssatélites,
detectados num fragmento pequeno de DNA (marcadores ligados).

Aplicacoes dos Marcadores Moleculares

Determinacdo de estrutura populacional (quantas populagdes, isolamento,
fragmentacgao, etc).

Histdria evolutiva e demografia.

Relacdes filogenéticas — taxonomia molecular.

Filogeografia — relaciona a filogenia e a distribui¢do espacial das espécies / populacgdes.

Determinacdo de unidades populacionais a conservar.

Deteccdo de hibridagao.

Determinagao do sexo.

Analises de paternidade.

Diagnéstico de doengas genéticas.

Genética forense.

Outros.
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GENETICA MOLECULAR - Variabilidade Genética

Factores que Determinam a Variabilidade Genética

Variabilidade genética: Evolugdo — Diferenciagao — Especiagao.

Factores: Mutacdo; Recombinacdo; Seleccdo; Deriva genética; Consaguinidade;
Migracao.

) & 4 .
Mutagdo b A 4 = Transictes
Dimens3o da regido afectada: I \><< I
— Pontuais — um unico nucleétido; . W " Transverstes
— N3ao pontuais — mais do que um nucleétido. G < T

Substituicoes — mutagdes pontuais por vezes sem sentido. S3o mutacdes raras que
muitas vezes ocorrem sem causarem efeito, pois levam a producdo da mesma proteina, ou
seja, pode ndo ter consequéncia nenhuma.

Deleccdo — mudanga na estrutra (frameshift mutations), devido a uma perda no
material cromossdmico. Estd associada a grandes incapacidades, pois altera completamente a
mensagem, repercutindo-se em todos os coddes existentes a partir daquele que foi alterado,
ou seja, toda a sequéncia que aparece posteriormente a essa delec¢do, perde o significado /
sentido. Ocorrem frequentemente em sequéncias repetitivas e devido a erros de replicacdo ou
de recombinagao.

Insercdes — mudanga na estrutura (frameshift mutations). Assim, toda a sequéncia que
aparece posteriormente a essa insercdo, perde o significado / sentido, ou seja, altera
completamente a mensagem, pois vai repercutir-se em todos os coddes existentes a partir

daquele que foi alterado.
s e o Mutagdo em microssatélites “slippage” — erros
11 de replicagdo sdo a principal fonte de mutagbes. Um erro
—— de replicacdo comum ¢é a derrapagem “slippage” de

i ol replicagdo, que ocorre em sequéncias repetitivas,

e 3 ~ . ~ .
A_.,f_, —===-_(uando a nova sequéncia ndo se ajusta correctamente
ao molde. A elevada taxa de polimorfismos observada
g s —— nos microssatélites é causada essencialmente por este
___fenémeno durante a replicagdo.
s 6 4 S

As mutagdes aumentam com a idade:

1400

Number of cel dvisions

Z o -
L 22 32 E o 2o 30 40 sa e« 70

Patermal ag Age (ye:

Padrdes de substituicdes em sequéncias ndo codificantes:

Para

De = * c s Toui
A - 4.7 5.0 9.4 19.1
T 4.4 - 82 33 159
€ 6.5 21.0 - 4.2 31.7
G 20.7 7.2 53 - 33.2
Total 31.6 329 185 16.9
— H4 mais transigdes que transversdes.
— As transi¢des mais comunssdo:C>TeG > A.
— HAa nucleotideos que mudam mais que outros: G e C por exemplo.
— Ha nucleotideos que substituem outros mais frequentemente que o esperado

— maior parte da percentagem das mutacdes resultamem Aou T.
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Alteracdo da frequéncia alélica devido a mutacado recorrente: A para a a uma taxa de
mutagao .
Pe = P11 =) =pep(1 = )% = =po(1 —)*
qr = qo +tu

— L -taxa de mutagdo;

— t—numero de geracgdes:

— po—frequéncia do alelo p na populagao original.
Tipos de substitui¢cGes patogénicas:

Tipo de mutagdo Numero Percentagem
Substituicdo de bases 21 000 75% do total
Substitui¢do de aminoacidos 14 756 52% das substitui¢des de bases
Geragdo de coddo STOP 3198 11% das substituicGes de bases
Aboligdo de coddo STOP 24 Menos que 1% das substitui¢des de bases
Mutagdes em locais de processamento 2976 11% das substituicdes de bases
Mutagdes em locais de regulagdo 246 1% das substitui¢des de bases
Pequenas deleccbes 5049 18% do total
Pequenas insergbes 1922 7% do total

Selecgdo Positiva

Evolugdo da frequéncia de um alelo que tenha uma probabilidade de ser escolhido em
cada geracdo superior a de outros alelos.

AA Aa aa 1
p? 2pq q? (nascenga)=1 08 A =1
p2 2pg g? (1-s) (idade reprodutiva)= 1- ¢?s 06 T
J 0.4 am; W= 0,9=1-5; s=0,10
0,2 Po=0,04
Pe=P/(1-97s) (geraciio seguinte) ° Tempo
1 4 1 4
o aa; W=1 os | S
Aa W= 0,9=1-5; 5=0,10
0,6 4 0.6
0.4 | AR W=0,8=15; s5=0,10
0,2 { P=0.04 z.: i
: ,
Tempo ° Tempo
8.8. Selective sweep — reduz a variabilidade
‘. genética dos locais neutrais que estdo ligados aos
oo ® loci sobre selecg3o.
oo ! H ‘
Q8 o
C C
36 % §
I ! !
Padrdes de diversidade:
— Cenario neutro: — Bottleneck: — Selecgdo positiva:
u;m:-:u:ﬂw:m\ . LI7-_I_-TLI_I_1!§I_§_I_- EI;-:IZ-7_"_IJZIZI!@:CIZ-_\
I\ 1Y | \ / \
s Y SN A VA Y \ / \= (RN
;r” \\ /z \:\ f.r‘( \\ / \_\: J;.r k ja’ =\: ;,/ \_\. flz \.\ ,r'f \
/e A\ y / \ / N/ \ / \ / N/ 4 / \
a - -y o a N g o &
== = =R = =
pan—y ——i— - R ———a ::0—._
R ,
- = = — = 09
2 : = z i o
- = - - - or
—— —— I I oR
(- £
= Z = : = = EE— e
- - = P — - B o3
o2
3]
[:]

(F?FE% ’_:Eﬁ‘j% J;m ,glm m“ﬁ“ﬁﬁfﬂfﬁiﬂiﬁm!!““
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SNP /STRs (SNIPSTRs) — SNP ligado a um STR (microssatélite).

SMNP que confere vantagem adaptativa .
@
-~ =
\O @) PR O |

Selecg¢do Equilibrada
Evolugdo da frequéncia de um alelo que tenha uma probabilidade de ser escolhido em

cada geracao caso ocorra em heterozigotia.
AA Aa  aa 014

0,12

p? 2pg g2 (nascenga)=1 o a%; W=0,14 =1-5; 5=0,56
p? (1-s;) 2pq  g? (1-s,) (idade reprodutiva)=1-p?s,-q2s, 0.6

0,04

P..1=P./(1-p?s,-q%s,) (geragdo seguinte) 0.02
A malaria e a anemia falciforme constituem um exemplo de mutacgdo equilibrada.

Aa; W=1
AA; W= 0,88=1-s5; 5=0,12

pPo,=0,001

Recombinacao
-~ Recombinacdo genética refere-se mais a uma
rearranjo em larga-escala da molécula de DNA. Este
processo envolve um emparelhamento entre duas cadeias
complementares de dois progenitores ou da dupla cadeia
de DNa, e resulta de uma mudanca fisica do material
il cromossémico.

Gera novas combinacdes de alelos na mesma molécula de DNA, aumentando assim a
diversidade haplotipica.

N3o ocorre em marcadores haploides.

Ha regides do cromossoma em que ocorre com maior frequéncia do que outras.

E muito mais frequente em zona teloméricas do cromossoma do que centroméricas.

Provoca uma grande mistura de hapldtipos.

Pode indicar a existéncia ancestral de hibridagao entre espécies.

Deriva Genética

Deriva genética — processo estocastico, na medida em que é impossivel prever a
direccdo das alteragdes em cada geragao.

Quanto menor o efectivo populacional (N.), maior é o efeito da deriva genética, isto €,
maior a probabilidade de um alelo se flxar ou extmguw

_—e
¥
H
i
H

20 Pink “wp_®® 10 Pink

10 Red 20 Red

Nas populagdes grandes ha uma certa alteragao nas frequenuas corresponde alguma
diferenciagdo, enquanto numa populagao pequena vao existir alelos que se distinguem e
outros se fixam. Pode ser um caso grave quando ao alelo que se fixa é prejudicial ao
organismo, podendo levar uma populagdo a extingao.

As populacGes podem, entdo, perder a sua diversidade, por meros efeitos do acaso, ou
seja, ha uma perda substancial da diversidade da populacdo, por meros efeitos aleatdrios.

Apenas nas situacbes em que ha a perda total da variabilidade é que se deixa de
verificar o fendmeno de deriva genética.

Em populacbes de tamanho grande, os efeitos de deriva genética sdo menos
acentuados, ou seja, quanto menor o tamanho da popula¢do, maiores sdo os erros que podem
ocorrer, logo, maior é a probabilidade da perda de factores, pela populacéo.
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Bottleneck / Efeito Fundador

Perda de variabilidade e diferenciagdo populacional.
Bottleneck — a populagdo ao longo do tempo sofrer uma

diminuicdo drastica e os que sobrevuvem (por mero acaso) vao
continuar a populagdo que é muito diferente na sua composi¢do a
populacdo antes do efeito, podendo ser eliminados alelos e fixados
outros.

Reducdo drastica do efectivo populacional, em consequéncias
de fomes, epidemias, desastres naturais, ...

4 Efeito fundador — numa populagdo muito grande ao longo do
2 tempo, existe a determinado momento alguns individuos ao acaso
. que tomam uma via diferente e fundam uma nova populagdo muito
=% diferente da original, pois os alelos desses individuos sdo tao
- aleatdrios que também podem levar a eliminagdo de alelos e fixacdo
= de outros.

Pode ocorrer ao acaso, devido a migragdes sucessivas de uma populagdo-mae, que dao
origem a sub-popula¢des que diferem muito da populacdo fundadora. Quando individuos
abandonam a populacdo-mde para estabelecer a sua prépria populacdo, os erros de
amostragem dessa populacdo-mae refletem-se em cada uma dessas novas populagdes.

Isto tudo origina a variabilidade encontrada, marcando a variabilidade genéticos.

Consanguinidade

ca Probabilidade de ser homozigdtico para um alelo

derivado do mesmo ancestral € maior que em casos normais.
Tem de existir ancestrais comuns, logo existe algures

um cruzamento de individuos aparentados.

Possiveis causas:
— Pelo nimero muito pequeno do tamanho efectivo da populacdo (populacido
reprodutora — N.).
— Efeito de forte selecgao.
— Cruzamentos ndo ao acaso.
Consequéncias:
— Aumenta a homozigotia.
— Diminui a heterozigotia.
— Desaparecimento dos alelos de menor frequéncia.
— Aumento de risco de doengas ou anomalias.

Migragao

Ndo muda obrigatoriamente as frequéncias dos alelos dentro das grandes populacées
(por exemplo espécies), nem forma novos alelos, mas pode provocar alteracdes significativas
das frequéncias alélicas dentro das subpopulacdes.

Provoca o fluxo génico o que contraria a diferenciagdo populacional.

A migracdo de poucos individuos, desde que se reproduzam e tenham descendentes
férteis, é suficiente para contrariar a diferenciacdo populacional.

Assim, ndo forma propriamente novos alelos, mas muda significativamente a
frequéncia dos alelos.

Quando um individuo de uma populacdo entra em contacto com outra populagao
diferentes, mas entanto se se reproduz é porque deixa |8 o seu gene e isso ja é importante.
Para existir um fluxo basta uma pouca quantidade do individuo.
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Fluxo génico — modelos:

— Ilha — migrag3o radicular — Steping stone — ponto a ponto

.,m | } }
® e e 2
AN - o - oy
¥~ { i1
o - - L
R SR |mie i mie
' b ‘. Lo L ma ‘
®— f

Diferencial entre os sexos — em teoria,

Y chromosome

;:: 5 os machos migram mais que as fémeas. Numa
3; 8 it populacdo matrilocal a diferenciacdo ¢é
8% g encontrada a nivel de marcadores genéticos,
H . Bno entanto numa patrilocal essas

. wiisaswica diferenciacdes s3o apenas no Y.

A migracdo provoca uma diferenca nas frequéncias entre as duas populac¢des. A
proporgdo de genes migrantes que sdo incorporados em cada geragao:
— (o — frequéncia inicial do gene na populacdo receptora;
— Q—frequéncia do mesmo gene na populacdo migrante;
— m — proporg¢do de novos genes introduzidos em cada geracgao.
Existe um equilibrio (fenotipico e genotipico) se houver migracdo da popula¢do dadora
para a receptora, acompanhada de uma migragNél%da populacdo receptora para a dadora.

(O ONON X6 ocoe
o)
OOOO.Qsz2 00 o
No entanto, a maior parte das migracdes é, praticamente unidireccional.
000@0 Notms °
Oe,0e > o )
A densidade populacional aumenta para as planicies mas a variagdo genética diminui.
MONTANHAS COLINAS PLANICIES
= |
= - 5
L J
L J
* [ J
L J
i Q@

DENSIDADE POPULACIONAL

72



Genética Molecular e Citogenética (2010-2011) Ana Cristina Ribeiro Gomes

GENETICA MOLECULAR - Filogenia

Filogenia
Histdria evolutiva de um grupo ou linhagem.
Filogenia:
— Varios tipos de dados — morfolégicos, moleculares, etc.
— Usa a informacgdo da conservacao e diversificacao;
— Objectivo — reconstruir as relacdes histdricas entre taxa ou grupos de taxa.
Baseiam-se numa matriz de distancias entre as unidades taxondmicas operacionais,
gue podem ser espécies ou grupos taxonémicos, popula¢des ou mesmo individuos.

Podem usar desde caracteres morfoldgicos (morfométricos ou outros) a genéticos
(mutagdes ao nivel dos nucleotideos, SNPs).

Baseiam-se em diversos métodos de agrupamento:
— UPGMA cluster analysis
— NJ — Neighbor-joining.
As arvores filogenéticas sdo representacOes gréficas que consistem em nddulos

(unidades taxondmicas) e ramos (ligacdes entre os nodulos), que sumariam as relacdes
evolutivas entre os organismos.

Terminologia
A B c D E F G H 1 , . L. ~ ,
Uma darvore filogenética pode ou nao ter raiz
(determinada por um grupo externo).
. RAIZ
mAMos TaRMIN A R Uma 4drvore tem ramos internos e
s R e LU ore
o F externos (ou terminais) e folhas.
mamos R O ponto de ramificagdo de duas linhagens
evolutivas é o no.
rRAIZ
Ramos Temmmme SO TR0
PO N s o %

» Um grupo de organismos com um
ancestral comum é um clado.

rRAMOS
INTERNOS

rRAlZ

O padrao de ramificagdo de uma arvore é chamada topologia.

Devido ao grande tamanho da maioria das bases de dados moleculares, utiliza-se
programas de computador para calcular os parametros populacionais, matrizes de distancias e
algoritmos filogenéticos.

Entre varios programas, os mais usados sdo: PHYLIP, PAUP, BIOSYS-1, MEGA, ...

MODELTEST — para determinar o modelo de evolucdo que estda mais ajustado aos
dados moleculares (entre os varios possiveis: Jukes-cantor, Kimura 2 parametros, etc).

Clustal e Bioedit — programas informaticos para alinhamento de sequéncias.

eneranons
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Filogenias Usando Sequéncias de DNA
Utiliza-se um ou varios marcadores. Ha diversas metodologias para a determinacdo da
melhor arvore filogenética que descreve os dados (diferentes critérios e modos de construgao.

o

resultado é uma hipdtese que pode ser bem ou mal suportada (dependendo por

exemplo se a maior parte dos caracteres suporta ou ndo uma determinada topologia.

A

arvore evolutiva de um gene ndo corresponde necessariamente a drvore evolutiva

da espécie. A identificacdo de padrdes filogenéticos (e de variacdo de sequéncias) discordantes
entre marcadores pode entdo servir processos evolutivos que tém um efeito regional no

genoma.

Relagdes

Filogenéticas

Mono Polifilia:

Filogenia

Parafilia — espécie A tem 2 haplétipos que estdo
mais proximos dos outros hapldtipos de B, mais do que
estd dos de A. logo algo se passou para que um
hapldtipo semelhante a A, seja muito mais préoximo de B.

Rooted cladogram: Unrooted network:

Sifurcation =

Palytcamy — = ;
Branch— -~

Node

Raticulgson = (
/\ Link == .\a

Polyptrdetc Monoptylesc

Paraptriesic

A inferéncia de uma filogenia muitas vezes ndo é o objectivo final de uma analise
filogenética. E utilizada como uma ferramenta para interpretar processos ecoldgicos e
evolutivos (determinacdo de taxas de evolugdo, configuragdes biogeograficas de populagdes,

evolucao

reticulada, etc). Importante em diferentes areas da biologia (evolugdo, conservagao,

sistematica, ecologia, etc).

Arvores

Espago

Biogeografia

Porqué que esta populacao se expandiu?

Filogenia (Taxas de mutagao) /

Tempo — filogenia \

Porqué que estes individuos se dispersam?

Qual € esta barreira?

l Dispersao
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Populacao Populagao R Populacdo
constante — terd expandida subdividida — podera
tido uma maior ser originada do
constancia de efeito de Bottleneck.
individuos.

Andlise de Mismatchs
st e o A i e Vé-se
e e 32? par a par as
. i [lmm  dferencas
T e } G - o I R . OV© existem
Fro Bl L S s e © e ano. > de mutagdes.
Constant-sized Expanding populations
" copuen T A medida que a

S e .
curva se movimenta para

g a direita induz que a
{mm wm populacio possui uma

preser  MAIOT VallaQaO e
L
J&

| ! consequentemente mais
PaII’WISe differences Pairwise di

3 .
l/\ £ M\ antiga.

Bimodais —hda muitas variagdes e pequenas.

Genealogies

Time

Mismatch
distributions

Frequency
Flequency

Frequency

Projecto BARCODE
Analisar um gene mitocondrial para o maximo

i

base de dados o mais robusta possivel para se conseguir

ao maximo diferenciar tipos de espécies. Projecto que
pretende de uma forma padronizada identificar todos os
animais e plantas através da analise de uma sequéncia

ek de DNA.
O gene do barcode € o DNA mitocondrial citocromo oxidase I.
Barcode nos Humanos: Barcode em aves:

*~ Orangutan Neigh boricining tres o COl barcodes
- for 260 species of North American birds Avian Orders

Gorila 1. Anseriformes Ducks, Geese
Eﬂ_ 2. Gallifarmes Grouse, Guail
- Bonobo ! — 3. Gruttomes Rails
K —1;.—;—2_ g 4. Falconiformes Hawks
Chimpanzee ‘ Strigiormes
6. Cucutfomos Cuckoos
7. Apodiformes Hummingdirds.

10. Pticaniformes Pelicans, allies.

2. Apodrmes Swifts®
u Gavitoes Loons
15 Faontormes Facors”
. it Cmess

o

i
19. Charaariformes Shorebirds
20

21, Caprimuigiformes Nighjars
22 Psitafomos Parrots

23 Passerfomes Passeri

Human

“41260 (15%) of lineages differ
from traditional taxonomi
placements at the orangl fevel

O polimorfismo intraespecifico é importante na procura de novas espécies — pois se é
alto é porque, ou ndo sdo a mesma espécie, ou o marcador ndo é o mais adequado, pois em
individuos de espécies diferentes ha polimorfismo intraespecifico reduzido e interespecifico
elevado, se tal ndo ocorre, algo esta mal.
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Filogeografia

region 1 region 2

Filogeografia — estuda as causas historicas
da distribuicdo espacial das linhagens.

Andlise filogenética do DNA mitocondrial do
corgco na Peninsula Ibérica e Europa Central.

Distribuicdo  geografica das linhagens
mitocondriais de corco na Peninsula Ibérica.

time

geography
Rede Network de haplotipos:
— Traduz a relacdo genealdgica entre os diferentes hapldtipos.
— Os diferentes grupos (clados) podem ser relacionados com a geografia.
— Quando ha um haplétipo mais comum, em situacdo central e com varios sub-

hapldtipos que divergem deste por poucas mutacdes (Starlike) este facto
sugere uma colonizagdo recente.

Representac¢ao Espacial da Variagdo Genética
Genética da paisagem:

-— s
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GENETICA MOLECULAR - Estrutura Populacional

Pressupostos de Hardy-Weinberg
Cruzamentos ao acaso.
Populagdo infinitamente grande.
Auséncia de selec¢do, migragdo, mutacao.
Sem sobreposicdo de geracoes.

.25 AA 50
AB'i‘ |n| BB ril AB 25 EBd
1 locus BB |n| AA
A=B ~
AB 2 x
N ) ® .
R " H
* o @ 25 AA
m 50 AB
.25 BB
FREQUENCIAS GENOTIPICAS FREQUENCIAS GENICAS
f(AA) = 0.25 p = f(AA)+ % f(AB)=05
(AB) = 0.50
£(8B)=0.25 q=f(BB) - § f(AB)= 05

GENE POOL de la POPULACION

A variagdo genética pode ser quantificada pelo nivel de heterozigotia num
determinado locus, que é dado pelo total da frequéncia de heterozigdticos nesse locus.

Se num locus com 2 alelos, um alelo é muito frequente e o outro é zero, entdo nao
havera heterozigoticos.

Assim, espera-se que a heterozigotia seja maxima quanto maior for o nimero de alelos
num locus e que as suas frequéncias sejam iguais.

Diagrama que mostra as proporcdes de homozigdticas e heterozigdticos numa
populagdo com diferentes frequéncias alélicas:

Frequency of allele A in population (value of p)

1.0 0.5 0.3 o
1.0 T T T T T T T T T
| Frequency of Frequency of
AA in population (»2) aa in population (g2)
@ L .
=
= .
= L .
s Frequency of Aa
e in population (2pg) -
=N — 1
=
=2 |-
@
S
=3
= [ /
e
o s Il 1 1

o 0.5 0.7 1.0
Frequency of allele a in population (value of g)

Na auséncia de cruzamentos ao acaso — existem 2 tipos de desvios a panmixia:

— Consanguinidade (inbreeding) — se o cruzamento entre individuos aparentados
ocorre com maior frequéncia do que seria esperado acontecer ao acaso.

— Assortative mating — os individuos podem cruzar-se preferencialmente com
outros que partilhem uma mesma caracteristica (positivo), ou que ndo a
partilhem (negativo).

Gene pool da populacdo — existem metade dos gametas com o alelo A e a outra
metade com o alelo B, logo os 2 genes sdo equifrequentes:

— No gene pool de uma populagao, existem gametas femininos na proporg¢do de
25 AA, 50 AB e 25 BB. Os gametas masculinos aparecem na mesma propor¢ao
(25 AA, 50 AB e 25 BB).
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Factores que Alteram Diversidade Genética, ao Nivel Populacional
Ecologia, comportamento reprodutivo.
Consanguinidade:
— Desvios aos cruzamentos aleatoérios;
— Cruzamentos entre individuos aparentados é superior ao que seria esperado;
— Cruzamentos selectivos — escolha ndo aleatdria do par tem consequéncias em
termos populacionais (aumento da homozigotia relativamente ao que seria de
esperar de acordo com o equilibrio de hardy-Weinberg).

Migracao — troca de genes entre populacbes. Tende a eliminar diferencas genéticas
entre populagdes. Hd um aumento da variabilidade intra-populacional e uma diminui¢do da
variabilidade inter-populacional (origina misturas populacionais).

— Fluxo génico — troca de genes entre populacdes. Tende a eliminar diferencgas
genéticas entre populacoes.
— Aumento da variabilidade intra-populacional e diminuicdo da variabilidade

inter-populacional.
\-__/

Fluxo gendtic

Seleccao — reproducgdo diferencial de individuos com diferentes fendétipos numa
populacdo. Alguns fendtipos / gendtipos conferem maior ou menor adaptabilidade a condi¢des
ambientais particulares. Reproducdo diferencial pode ser determinada por diferencas entre
individuos, quanto a factores como mortalidade, fertilidade, fecundidade, sucesso no
cruzamento ou viabilidade da descendéncia. A seleccdo de determinado gene ird provocar
alteracgOes nas frequéncias dos genes das populagdes:

Number of generations ———

Seleccdo — reprodugdo diferencial de individuos com diferentes fenétipos numa
populagdo:
— Alguns fenétipos / gendtipos conferem maior ou menor adaptabilidade a
condigdes ambientais particulares.
— Reproducédo diferencial pode ser determinada por diferengas entre individuos
guanto a factores como mortalidade, fertilidade, fecundidade, sucesso no
cruzamento ou viabilidade da descendéncia.

: & $
time 1 ’ oF ‘ o . oF
VT VT D AT A4 AT A
L 39 2uf 2ef I Sef Du? e Il P Duf Dk
VG T VG DE D VS DG DF D D VT DV D VE 0
ime 2 & “ | ' '
} oo ve I o€ i | DS &
VT VS VE D€ B VT D VT VT D D D
VS VT VE OE VT VT 0 D VG OF D 0
time 3 D D o o bhod
I ve e o b § e
VT VE D 3} oe Y || o4 oo
VT VE D DG D D VCVT. DD

Directional selection Stabilizing selection

Deriva genética — alteragdo aleatdria das frequéncias numa populagao, de geracdo em
geracdo. Simulagdes sobre o efeito da deriva genética nas frequéncias alélicas (frequéncia do
alelo A) em populagGes de baixo e elevado efectivo.

Disruptive selection
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GENETICA MOLECULAR - Estrutura¢do Genética

Descrigao e Quantificagdo da Variabilidade Genética
Frequéncias dos alelos.
Distribuicdo geografica dos alelos.
Testes ao equilibrio de Hardy-Weinberg.
Medidas da variabilidade genética.

Parametros para Estimar a Variabilidade Genética

Frequéncia dos alelos.

Percentagem de loci polimérficos — P.
— P = % (x = numero de loci polimdrficos; m — ndmero de loci analisados).
— A —numero médio de alelos por locus.
— Heterozigotia média esperada — H. : H, = 1 — ¥ x? em que, x — frequéncia do

alelo x.

—> Heterozigotia observada (H,).
— Quando H.=H, — cruzamentos ao acaso.

Cdlculo das Parti¢cdes da Diversidade
Hpop — heterozigotia calculada em cada populagao.
Heruro — heterozigotia calculada em cada grupo de populacdes.
Hrora — heterozigotia calculada em todas as populacdes da espécie.
ParticOes da diversidade genética:

Hpop
HroraL
s Entre populacdes: Z6Rupo—Hror

— Nas populagdes:

HroTAL

H “H
— Em grandes grupos: —2T4L—GRUPO
HroraL

Estrutura de uma populagdo:

individuo

subpopulagio

populacioc

H, — heterozigotia observada numa subpopulacao (Hl = Z%)

H; — heterozigotia esperada numa subpopulagdo (HS =1-Yp; % )
— P —frequéncia dos alelos;
— K—numero de subpopulagdes.

H: — heterozigotia esperada na populagdo total (Hy = 2 — pq).
— Média das frequéncias dos alelos nas subpopulagdes.

Subestruturagao Populacional

Uma das mais importantes consequéncias da subestruturacdo populacional é a
reducdo de heterozigoéticos.

A reducdo de heterozigdticos resultante da subestruturagdo esta intimamente
relacionada com a reducdo da heterozigotia provocada pelo cruzamento entre individuos
aparentados — partilha de ancestrais comuns.
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I:is
Da informacao sobre a consanguinidade da populacdo e indica se a populacao estd em
equilibrio de Hardy-Weinberg.
Ho
=1~ (57)
e

Se Fis > 0 — deficiéncia de heterozigdticos (inbreeding).
Se F, < 0 — excesso de heterozigéticos (pode estar associado a uma populagdo
pequena).

Fst

FST=0 Indicador de subestruturacao das populagdes,

se as populacdo sdo diferenciadas.

l VariaentreOe 1.

- - 0 - poNpuIac;éo sem qualquer
estruturagdo;
— 1 — populagbes completamente
diferentes.
8 8 FST-1 — Fq entre 0 e 1 — niveis diferenciagdo
populacional.

Distancias genéticas entre populagoes e a sua distancia a média:
«*e — Estas populagdes estdo mais proximas a média, mostrando que ndo sdo muito
oty diferentes umas das outras
-+ - — Estas populacdes estdo mais dispersas da média, mostrando que sdo mais

High Far diferentes umas das outras
A migragdo (m) contribui para diminuir o valor de Fst:
FST=1/(4Nm+1)
FsT 1
— m=0; N=10
m=0.,1; N=10
0,5
FST=1/(4ANm+1)
o
FST'=(1-m2(FST+(1-FST))/2ZN t

Population Genetic Structure

. — Allele frequencies

1 . Heterozygosity .
C,__D \ Genetic distance Hybl’\d Zone
= 2 & Fst..... Clinal variation
k.--' =43 1=2=3=NOSTRUGTURE Population structure
S (_)3 1#2#3 = STRUCTURE
Cryptic Population Structure
o o)

k_/ one panmictic population ?

or @ an admixed population ?
Structure

O programa structure implementa um modelo base do método clustering para enferir
a estrutura da populagdo e atribuir individuos a popula¢des usando os dados do genétipo
consistindo em marcadores ligados (structure 2) ou desligado (structure).
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Objectivos do programa:

Inferir a presenca de estrutura populacional

Atribuir individuos a populagdes;

Identificar individuos migradores ou misturados (structure);
Inferir a taxa de deriva genética;

Inferir o tempo desde que a populagdo se misturou (structure 2)

Lid 4l

How many populations in the sample?

There are K = 3 populations in HWE and LE

Individuals are assigned to each of the 3 populations

Posterior probability for K

K lag PLXIAD PLREIX)

1 EIRE ~D

2 2769 el

3 (T pnong

1 FIEE] KN

5 ek 000005

The valses i the s column assume @ aniform prioe For

KK =(l.....50

&
.
S %

simulate millions of populations (clusters)

compute populations values of HWE and LE for K distinct populations (clusters)
estimate the probability that the sample includes K distinct populations (clusters)
assign each individual to:

only one population = no admixture
more than one population = admixture

K=2
100
oeo
oen
o.z20

o.oo

admixed
hybrids

migrants
mislabelled
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