ORGANIZACI\O MOLECULAR DOS GENOMAS
2.1 Dimensao dos genomas

Verdadeiro/Falso
1. Teoricamente, a quantidade de DNA em células dipldides do mesmo individuo devera ser
aproximadamente a mesma, dentro dos limites do erro experimental. V
2. Num mesmo individuo, a quantidade de DNA nas células germinais devera ser aproximadamente
metade da que existe nas células somaticas. V
3. O numero de intrdes por gene é um dos factores que pode contribuir para a variagdo de dimensdo dos
genomas. V
. A dimensdo dos intrées é geralmente inferior a dos exdes. F
. A dimensdo do genoma de organismos filogeneticamente proximos e com o mesmo grau de
complexidade é sempre muito aproximada. F
6. Genoma e transcritoma sdo termos que se aplicam ao mesmo tipo de moléculas. F

Escolha miltipla

1.

A dimensdo dos genomas estd estreitamente relacionada com: a) o numero de genes; b) a
complexidade do organismo; c) a proximidade filogenética; d) a quantidade de sequéncias de DNA
repetitivo; e€) a dimensdo do DNA intergénico. d;

O genoma de organismos procarioticos: a) é hapldide; b) pode conter profagos; c) pode conter
elementos modveis; d) apresenta uma maior compactacdo da informagdo genética relativamente ao
genoma dos organismos eucarioticos; e) pode conter plasmideos. a, b, ¢, d, e;

O paradoxo C ¢ a: a) falta de relacdo observada entre a dimensdo do genoma e o niumero de genes,
em diferentes organismos; b) falta de relacdo observada entre o grau de complexidade de um
organismo e a dimensdao do seu genoma, relativamente a outros organismos; c) falta de relacao
observada entre o nimero de genes e a complexidade de um organismo; d) falta de relacdo observada
no numero total de genes em organismos filogeneticamente proximos; e) relacdo observada no
numero total de genes em organismos filogeneticamente proximos. b;

No genoma eucaridtico: a) o DNA cromossdémico pode estar na forma hapldide ou dipldide; b) as
moléculas de DNA cromossomico podem ser circulares ou lineares; c) o DNA mitocondrial é de
dimensdes semelhantes as do DNA cromossdémico; d) o DNA mitocondrial é circular; e) a dimensdo
pode variar entre 1x10%2Mb - 1x10°> Mb. a, d, €;

Questodes basicas

1.

Estabeleca a diferenga entre os termos genoma e cromossoma, com base no modo como podem ser
aplicados aos organismos eucariéticos e procaridticos?

R: O termo genoma engloba toda a informacdo genética de uma célula ou organismo, enquanto que o termo
cromossoma se refere a estrutura genética, com capacidade de replicagdo, constituida por DNA que, por sua vez,
contém na sua sequéncia nucleotidica o conjunto de genes dispostos de forma linear. As células eucaridticas, para
além do DNA cromossomico (nuclear), também contém DNA mitocondrial e podem ainda conter DNA cloroplastidial,
que constituem a globalidade do genoma da célula. No caso das células procaridticas, que apresentam uma grande
diversidade genética, alguns autores consideram que o genoma corresponde unicamente ao cromossoma
bacteriano, enquanto outros incluem no conceito de genoma bacteriano as moléculas de DNA plasmidico, quando
estas sdo indispensaveis a sobrevivéncia da bactéria em questdo.

Aponte a principal razdo molecular para o facto de organismos filogeneticamente préximos,
nomeadamente em plantas (ex. arroz e milho), terem genomas com dimensdes muito diferentes.

R. A principal razdo molecular é o elevado conteddo em DNA repetitivo na espécie com o genoma de maior
dimensdo (milho). Neste caso, 66% do seu genoma corresponde a DNA repetitivo, sobretudo retro elementos.
Contudo, se durante muito tempo a grande diferenca de dimensao se justificava com a presenca de DNA
repetitivo, sendo o nimero de genes semelhante entre as duas espécies, e apresentando estes uma consideravel
sintenia, a sequenciagdo completa do genoma de ambas as espécies revelou que o aumento na dimensdo do
genoma também se devia a um maior nimero de genes no milho (em 30 % dos genes do milho ndo foi
encontrada homologia com os genes do arroz).



3.

O que poderia avancgar sobre a relagdo entre quantidade de DNA codificante e nao codificante no
conjunto de todos os organismos procariotas e eucariotas?

R. Globalmente, nos organismos procariotas, a quantidade de DNA codificante é superior a do DNA ndo codificante.
Na realidade, nestes organismos ha uma grande economia de espaco, encontrando-se a informagdo génica muito
compactada e, praticamente, sem regides intergénicas. A medida que se sobe na escala evolutiva, desde os
eucariotas unicelulares, como a levedura, até aos seres multicelulares, a extensdo do DNA codificante tende a ser
progressivamente maior devido a presencga de DNA repetitivo, genes com intrdes e extensas regides intergénicas.

2.2 Estrutura do genoma procariotico: cromossoma bacteriano e DNA
plasmidico

Verdadeiro/Falso

1.
2.

O genoma bacteriano é dipldide. F
O DNA cromossoémico bacteriano é constituido por cromatina. F

Ao cromossoma bacteriano estdo associadas proteinas com fungdes no superenrolamento e
condensacdo da molécula de DNA.V

O DNA cromossoémico bacteriano pode ser linear. V

O DNA cromossomico de E. coli sofre dobras e voltas na sua estrutura gerando um conjunto de
dominios que contribuem para a compactagdo do DNA.V

Nas bactérias, o DNA cromossomico circular esta associado a certas proteinas, sofrendo dobras que
formam multiplos dominios, superenrolados e independentes, dando origem a uma estrutura chamada
nucledide. V

Escolha miltipla

1.

Relativamente ao genoma bacteriano: a) tem a informacdo genética condensada devido a inexisténcia
praticamente total de DNA repetitivo e intergénico; b) é maioritariamente uma molécula de DNA
circular; c) é sempre composto por uma Unica molécula de DNA; d) é hapldide; e) é pelo menos 90%
é codificante. a, b, d, e

O cromossoma bacteriano: a) esta enrolado formando uma estrutura densa designada por nucléolo;
b) esta enrolado formando uma estrutura densa designada por nucledide; c) estd envolvido pela
membrana nuclear; d) tem, associadas a molécula de DNA, proteinas semelhantes a histonas (histone-
like), com fungbes na condensagdo da molécula de DNA; e) tem a informacdo genética condensada
porque possui sequéncias intergénicas muito curtas. b, d, e

Questodes basicas

1.

Quais os componentes proteicos do cromossoma bacteriano?

R. O cromossoma bacteriano é essencialmente constituido por DNA ao qual estdo associadas algumas proteinas
semelhantes a histonas, como as proteinas HU, H-NS (H1), IHF, Fis, ainda ndo completamente caracterizadas no
que se refere a especificidade da sua fungdo, mas que asseguram a protegdo, a compactacdo e estabelecimento das
dobras e enrolamento do cromossoma.

O que sdo plasmidios? Onde foram identificados? Defina-os do ponto de vista estrutural e funcional.
R. Os plasmidios existentes na natureza / naturais sdo, na sua grande maioria, moléculas de DNA circulares, de
cadeia dupla, que geralmente codificam proteinas que conferem uma vantagem para a célula onde residem. Existem
em praticamente todo o tipo de bactérias. Por este motivo estdo frequentemente associados a fendmenos de
adaptagdo e evolugdo bacteriana (ex. a resisténcia aos antibidticos dissemina-se rapidamente numa populagéo
bacteriana porque os genes que lhes conferem lhes resisténcia localizam-se frequentemente em plasmidios). Os
plasmidios possuem uma origem de replicagdo propria, independente da origem de replicagdo do cromossoma
bacteriano, o que permite ndo sé a sua manutengdo extracromossémica como controlar o nimero de cdpias que
tém por célula. Embora muito raramente, existem plasmidios em cadeia simples (ex. detectados em Bacillus subtilis
e Staphyloccoccus aureus) e lineares (ex. observado em Borrelia burgdorferi). Os plasmidios recombinantes ja sdo
os plasmidios engendrados/manipulados pelos investigadores, resultando assim da juncdo in vitro de diferentes
sequéncias de DNA que em si mesmas conferem uma fungdo ao plasmidio.

2.3 Estrutura do cromossoma eucariotico

Verdadeiro/Falso




1.

o U A W N

10

A cromatina é o termo genérico utilizado para designar o complexo DNA/histonas/proteinas ndo-
histdnicas encontrado no nudcleo das células eucaridticas. V

A cromatina dos cromossomas na metafase estéa menos condensada do que na interfase. F

A condensacdo da cromatina ndo afecta a funcdo das sequéncias codificantes. F

As histonas sdo proteinas compostas maioritariamente por aminoacidos de caracter acidico. F

O DNA de ligacao (DNA linker) é definido como o segmento de DNA que liga dois nucleossomas. V

Observou-se que o DNA dos cromossomas em metafase, superenrolado em /oops, se encontra ligado
a um esqueleto proteico (chromosome scaffold ou nuclear-scaffold), que apresenta uma estrutura
semelhante no par de cromatidios-irmdos. V

Os locais MARs (Matrix-Associated Region) ou SARs (Scaffold-Attachment Region), sdo sequéncias na
molécula de DNA do cromossoma eucariotico que se ligam a matriz nuclear (nuclear-scaffold). V

Diversas proteinas ndo-histdnicas participam na dindmica e organizacdo dos /oops de cromatina dos
cromossomas em interfase e metafase. V

A localizacdo de genes em regides eucromaticas é suficiente para garantir a sua expressao. F

O centrémero sé tem relevancia funcional no processo de separagdo dos cromossomas durante a
meiose (e ndo durante a mitose). F

Escolha miltipla

1.

Quais das seguintes caracteristicas distinguem melhor os cromossomas eucarioticos dos procarioticos?
a) os cromossomas eucariéticos sdo sempre lineares vs os cromossomas bacterianos sdo sempre
circulares; b) muitos cromossomas eucaridticos vs um sé cromossoma bacteriano; c) os cromossomas
eucaridticos sdo constituidos por proteinas e DNA vs os cromossomas bacterianos sdo unicamente
constituidos por DNA; d) as histonas sdo os principais componentes das proteinas cromossomicas
eucaridticas vs as histonas ndo estdo presentes nos cromossomas bacterianos; e€) os cromossomas
eucaridticos estdo espacialmente confinados a um compartimento com membrana (o nucleo) vs os
cromossomas bacterianos ndo estdo rodeados por uma membrana, para além da membrana
plasmatica. d, e;

Um cromossoma eucariotico: a) também pode designar-se de cromatidio; b) é formado por uma Unica
molécula de DNA; c) liga-se ao fuso acromatico durante a préfase; d) contém sequéncias que nunca
sdo transcritas; e) contém regides que se mantém condensadas durante a interfase. b, d, €;

A cromatina: a) composta por DNA e proteinas é caracteristica dos organismos procarioticos; b) tem a
ela associadas, proteinas ndo-histénicas, como DNA polimerases, topoisomerases, HATs; c) é
constituida por subunidades, os nucleossomas, que tém o mesmo tipo de configuragdo em todos os
eucariotas; d) € o mesmo que “cédigo de histonas”; e) corresponde ao estado inalterado de
enrolamento das moléculas de DNA cromossomico. b, c;

Os nucleossomas: a) correspondem a DNA repetitivo ao longo do cromossoma eucaridtico; b) sdo
estruturas condensadas de DNA localizadas no nucleo eucaridtico; c) sdo unidades estruturais basicas
da cromatina; d) uma das formas condensada tém um arranjo solendide (fibra de 30 nm); e)
correspondem ao complexo através do qual os cromossomas se ligam as fibras do fuso acromatico. c,
d;

O cddigo de histonas: a) esta associado a funcdo da cromatina na transcricdo dos genes; b) esta
associado a funcdo da cromatina na traducdo dos genes; c) refere-se ao diferente efeito que as
modificacdes quimicas das histonas tém na expressdo génica; d) envolve a acetilagdo das lisinas; e)
envolve essencialmente modificagdes quimicas nos aminoacidos da porgdo C-terminal das histonas. a,
c, d;

Relativamente as modificagdes quimicas do DNA e das histonas, quais dos seguintes acontecimentos
estdo associados a regulacdo da expressdo génica em eucariotas? a) as ilhas CpG localizadas em regides
promotoras, quando metiladas ("CpG), conduzem frequentemente a activacdo transcricional; b) DNA
metilado recruta complexos que contém actividade de desacetilagdo de lisinas; c) numa histona, um
mesmo aminoacido pode sofrer diferentes modificacdes quimicas que tém efeitos opostos relativamente
a activacdo da transcricdo; d) as acetilases anulam a carga positiva das lisinas, favorecendo a
condensacdo da cromatina; e) a acetilagdo de lisinas, geralmente na extremidade N-terminal das
histonas, esta associada a activacdo transcricional dos genes dessa regido do cromossoma. b, c, €;



10.

11.

12,

13.

As histonas: a) sdo proteinas de baixa massa molecular; b) tém um motivo estrutural comum,
designado de histone fold; c) formam o centro proteico do nucleossoma constituido exclusivamente por
H2A, H2B; d) existe um elevado grau de homologia entre as histonas das diferentes espécies; €) ligam-
se ao DNA carregado negativamente, neutralizando-o. a, b, d, e;

A histona H1: a) fixa o DNA ao centro proteico do nucleossoma formado pelas outras histonas; b) faz
parte do centro proteico do nucleossoma; c) esta protegida por DNA; d) possui uma extremidade N-
terminal flexivel que se projecta apresentando locais de modificagdo quimica importantes na funcdo da
cromatina; e) esta associada ao DNA Jinker. a, €;

As sequéncias SARs: a) sdo regides no DNA as quais se associam proteinas ndo-histonicas que
organizam os loops de cromatina; b) sdo origens de replicacdo; c) sdo proteinas ndo-histdnicas que
permitem a formacgdo do chromosome scaffold; d) sdo sequéncias de DNA as quais se ligam as histonas;
e) significam o mesmo que chromosome scaffold. a

A heterocromatina: a) contém unicamente, genes inactivos; b) contém frequentemente, DNA
repetitivo; c) é visivel durante a metafase e em nucleos interfasicos; d) pode ser activada pela metilacdo
das lisinas das histonas; e) contém uma elevada proporcdao de RNA polimerases. b, c, d;

Os centrémeros: a) sdo necessarios a segregacao normal dos cromossomas durante a mitose e a
meiose; b) sdo necessarios a formagdo do cinetocoro nos eucariotas superiores; c) correspondem ao
cromocentro; d) sdo essencialmente regiGes eucromaticas; e) nos eucariotas superiores sdo regioes
ricas em sequéncias repetitivas. a, b, €;

Os telémeros: a) asseguram a estabilidade das extremidades das moléculas de DNA cromossomico
lineares; b) sdo necessarios para a replicagdo de plasmideos; c) contém curtas sequéncias repetitivas
que variam de organismo para organismo; d) contém emparelhamentos de bases ndo-candnicos; €)
sdo sintetizados por uma ribonucleoproteina. a, c, d, e;

A telomerase: a) controla o nimero de sequéncias repetidas dos telémeros; b) existe em baixas
concentracbes nas células estaminais; c) € um tipo de transcritase reversa; d) € uma
ribonucleoproteina, cujo conteldo proteico é responsavel pela actividade catalitica; €) € uma ribozima.
c, d;

Questodes basicas

1.

2.

Quais os componentes basicos dos cromossomas eucarioticos?
R. Sdo os seguintes: DNA, histonas e proteinas ndo-histonicas, que globalmente formam a cromatina.

Quais as moléculas constituintes da cromatina?

R. Cromatina é o termo genérico utilizado para descrever o estado de enrolamento em que se encontram o DNA
nuclear e as proteinas a ele associadas, durante a intérfase, entre mitoses, no ciclo celular eucaridtico. Contém,
para além das histonas, proteinas ndo-histénicas tais como as proteinas do chromosome scaffold e as proteinas
HMP (High-Mobility-Group), correspondendo estas Ultimas a um pequeno grupo de proteinas em que algumas séo
factores de transcricdo. A fungdo das proteinas ndo-histonicas é controlar a expressdo génica e os niveis de
organizacao estrutural mais elevados. A cromatina, cuja unidade fundamental sdo os nucleossomas, apresenta uma
estrutura com diferentes graus de compactacdo a que correspondem diferentes niveis de organizacdo dos
cromossomas eucariéticos.

O DNA das células eucaridticas esta estreitamente associado a proteinas, formando um complexo
designado por cromatina, que pode existir em formas mais ou menos condensadas. Descreva como é
que a cromatina esta organizada nos cromossomas, de forma a compactar o genoma no nucleo das
células.

R. A cromatina adquire diferentes niveis de organizagdo devido a accdo de proteinas ainda ndo completamente
definidas. O primeiro nivel de organizacdo corresponde a fibra de 10 nm que consiste essencialmente num filamento
contiguo de nucleossomas. E visivel in vitro, em condicdes de baixa forca idnica, ndo se sabendo se, in vivo,
apresenta esta forma. A medida que a forga i6nica aumenta, forma-se a fibra de 30 nm de didmetro, com uma
estrutura solendide que equivale a um enrolamento do DNA de aproximadamente 40 vezes. Esta estrutura, visivel
tanto na cromatina interfasica como nos cromossomas mitéticos, corresponde ao segundo nivel de organizagdo com
seis nucleossomas por cada volta. O terceiro nivel é determinado pelo enrolamento da fibra de 30 nm, formando
loops de 10 a 90 kb que se ligam ao chromosome scaffold, dando origem a uma fibra de 300 nm. O grau de
empacotamento deste nivel é de aproximadamente 1 000 vezes na eucromatina e de 10 000 vezes na
heterocromatina, que mantém este grau de enrolamento quer na interfase quer no cromossoma metafasico. Estdo
ainda descritos mais niveis de enrolamento, 700 nm e 1400 nm, produzindo-se finalmente o cromossoma
metafésico.



10.

11.

Em cada um dos pares de tipos de cromatina, qual é o elemento mais condensado?

a) fibra de 100 A ou fibra de 300 A

b) fibra de 300 A ou /oop de DNA associado ao chromosome scaffold

c) eucromatina ou heterocromatina

d) cromossoma em intérfase ou em metafase
R. O elemento mais condensado é: a) fibra de 300 A; b) /loop de DNA associado ao chromosome scaffold; c)
heterocromatina; d) cromossoma em metafase.

Quais sdo os principais constituintes moleculares dos nucleossomas?

R. Os nucleossomas, cujos componentes e estrutura estdo bem caracterizados, correspondem ao primeiro nivel
hierarquico no processo de enrolamento do DNA nuclear. Contém aproximadamente 200 pb (145 pb + (10 a 100
pb)) de DNA, enrolados a volta de um octdmero proteico de histonas. O octamero é constituido por duas moléculas
de cada uma das histonas, H2A, H2B, H3 e H4. O conjunto, DNA (145 pb) + octamero, representa a estrutura
central do nucleossoma (nucleosome core). Para além disso, ainda existe uma histona H1 associada a um DNA
linker de aproximadamente 55 pb, que mantém os nucleossomas adjacentes interligados. Os nucleossomas sdo os
componentes invaridveis da eucromatina e da heterocromatina, no nucleo interfasico e nos cromossomas
metafasicos.

Qual a consequéncia funcional da presenga, em elevadas proporgoes, dos aminoacidos arginina e lisina
nas proteinas histdnicas?

R. A arginina e a lisina sdo aminoacidos positivamente carregados. Isto permite-lhes ligarem-se a fosfatos
negativamente carregados no esqueleto da hélice de DNA.

O que significa dizer que uma sequéncia é conservada? Por que razdo as proteinas histonicas sdo
altamente conservadas nos diferentes organimos?

R. Uma sequéncia conservada apresenta pouca variacdo entre os organismos. As histonas sdo altamente
conservadas porque a estrutura tridimensional do DNA é fundamentalmente a mesma em todos os organismos.

Por que razdo os genes das histonas existem em mais do que uma cdpia por cada histona (por exemplo,
no genoma humano existem 60 genes, isto €, 10 a 15 cdpias por cada tipo de histona)?

R. Para que as células tenham mais cdpias dos genes das histonas, a serem simultaneamente transcritos e
traduzidos, originando deste modo uma elevada producdo de histonas.

Por que motivo ndo sdo encontradas mutacdes nos genes que codificam histonas, originando histonas
nao-funcionais?

R. Porque essas mutagdes sdo provavelmente letais. De facto, a sequéncia de aminoacidos das histonas é altamente
conservada nos organismos eucarioticos, o que sugere que 0s organismos com histonas ndo funcionais ndo serdo
viaveis.

O que acontece aos cromossomas que perdem os teldmeros?

R. Os cromossomas podem fundir-se entre si e recombinar com outros segmentos de cromatina. Tendem a quebrar
e a diminuir de tamanho em ciclos celulares subsequentes, e eventualmente a serem degradados.

Qual o analogo dos teldmeros, no cromossoma de E. coli?
R. N&o existe qualquer analogo porque o cromossoma de E. coli é circular, e por isso desprovido de extremidades.

2.4 Estrutura e organizacao dos genes e das sequéncias genémicas

Verdadeiro/Falso

1.
2.

As proteinas sdo maioritariamente codificadas por sequéncias de DNA Unicas. V
A maioria dos genes é de copia Unica em bactérias e em eucariotas inferiores. V

A maior parte do genoma, nos eucariotas superiores, contém regides codificantes de RNA e proteinas.
F

As familias multigénicas podem ser definidas como grupos de genes que codificam proteinas
relacionadas ou idénticas. V

As familias multigénicas tém que estar, necessariamente, agrupadas. F

O valor Cotyz indica a concentracdo do DNA que reassociou (dsDNA) a metade do tempo total da
reassociacdo. V

Quanto mais rapida a reassociagdo mais baixo é o valor de Cot;/2. V



8.

9.

10.

11.
12,

A colisdo das cadeias complementares de segmentos de DNA cujas sequéncias existem em elevado
numero de cépias (ex. centenas de milhar de copias) ocorre a uma maior frequéncia, sendo a velocidade
de reassociagdao maior e como tal o valor de Coti,2; maior. F

Fragmentos de DNA longos e com a representagdo de uma ou duas cdpias tendem a ter um elevado
valor de Coty2. V

A velocidade de reassociagdo depende do nimero de cada segmento e da frequéncia com o qual as
cadeias complemtementares podem reagir e reassociar-se. V

Os microssatélites encontram-se em regidoes heterocromaticas. V

No DNA eucaridtico, a fraccdo de DNA que se reassocia mais rapidamente é a que corresponde aos
microssatélites. V

Escolha miltipla

1.

10

11.

Numa Unica célula dipldide, eucaridtica e em condicGes normais, os cromossomas homadlogos: a)
possuem 0Ss mesmos genes, e pela mesma ordem; b) apresentam a mesma sequéncia de nucledtidos
no DNA; c) possuem 0s mesmos genes, mas frequentemente com uma ordem diferente; d) tém
dimensdo, forma e padrdo de bandas idénticos, numa analise de caridtipo; e) possuem genes com
uma organizacgao estrutural idéntica. a, d, e;

Nas células dipldides de um organismo, o nimero de alelos diferentes num dado gene nuclear de copia
Unica é: a) sé um; b) um ou dois; c) um, dois, trés ou quatro; d) indeterminado; e) variavel. b;

Numa populagdo de organismos dipléides, o nimero de alelos de um dado gene nuclear de cépia Unica,
pode ser: a) s6 um; b) um ou dois; c) um, dois, trés ou quatro; d) muito elevado; e) todas as
possibilidades anteriores. d;

Os genes que codificam os rRNAs 5S incluem-se em que tipo de DNA? a) DNA altamente repetitivo; b)
DNA moderadamente repetitivo; c) familia génica simples; d) familia génica complexa agrupada; e)
familia génica complexa dispersa. b, c;

Nas células eucaridticas, o DNA designado de ndo-codificante pode incluir: a) introes; b) pseudogenes;
c) elementos moveis; d) DNA intergénico; e) SSRs. a, b, d, €;

A analise de reassociacdo Coty/> de uma dada molécula de DNA: a) reflecte o nimero, extensao e tipo
de sequéncias presentes na molécula de DNA; b) baseia-se no tempo de reassociagdo da molécula de
DNA; c) apresenta um valor elevado em moléculas ricas em sequéncias SSR; d) indica que quanto
mais baixo é o valor calculado, mais lenta é a velocidade de reassociagdo do DNA; €) indica que o DNA
eucariodtico de copia Unica se encontra na fracgdo que reassocia mais lentamente. a, b, e;

O DNA satélite: a) pode ser separado do DNA cromossémico por centrifugacdo em gradiente de
densidade (centrifugagdo isopicnica); b) apresenta uma menor condensagdo da cromatina; c)
apresenta grupos de sequéncias repetitivas ndo-codificantes; d) corresponde ao DNA alfa; e) refere-
se as sequéncias de DNA centroméricas. a, ¢, d, e;

Os minissatélites: a) tém um numero varidavel de repeticdes que resulta essencialmente de
acontecimentos de recombinacdo; b) sdao bons marcadores de DNA; c) localizam-se igualmente em
regides codificantes e ndo-codificantes; d) também sdo conhecidos por VNTRs (Variable Number of
Tandem Repeats); e) podem ser detectados por PCR. a, b, d, €;

O genoma humano é predominantemente constituido por sequéncias: a) codificantes; b) exdnicas; c)
intronicas; d) repetitivas; €) codificantes e exonicas. d;

Os marcadores genéticos ou marcadores de DNA: a) sdo /oci identificaveis num cromossoma; b) sdo
loci cuja hereditariedade ndo pode ser detectada; c) podem estar localizados em regides codificantes
e ndo-codificantes; d) correspondem a diferentes tipos de sequéncias de DNA sem fungdo bioldgica
atribuida; e) permitem distinguir individuos. a, c, d, e;

Um SNP (single nucleotide polymorphism): a) s6 é detectavel por sequenciacdo do DNA; b) é um
polimorfismo muito frequente nos genomas; c) origina sempre uma patologia; d) esta na origem da
replication slippage; €) ¢ um polimorfismo que se refere a um Unico par de nucledtidos quando se
comparam diferentes alelos. b, €;

Questodes basicas

1.

Em que medida é que a organizacdo genética de E. coli difere da dos eucariotas?



R. A grande maioria dos genes em E. coli esta organizada em operdes, isto €, em unidades de DNA compostas por
mais do que um gene, pertencentes a mesma unidade de transcricdo. Assim, os operdes estdo sujeitos a mesma
regulacdo transcricional, e os seus genes desempenham geralmente funcgdes relacionadas. Nos eucariotas, os genes
ndo estdo organizados em operdes, embora ja tenha sido observada uma excepgdo em Caenorhabditis elegans. Em
geral, os genes sdo de cdpia Unica ou de baixo niumero de copias, mas também ha genes representados por um
numero variavel de copias (moderadamente repetitivos), podendo formar as chamadas familias multigénicas
(simples ou complexas, agrupadas ou dispersas).

Relativamente a organizacdo genética, quais sdo os diferentes tipos de sequéncias de DNA que existem
nos eucariotas? Exemplifique cada um dos tipos que referir.

R. Nos eucariotas existem diferentes tipos de sequéncias de DNA que, para além de poderem ser codificantes ou
ndo, ainda podem estar representadas por um numero variavel de cépias e de uma forma agrupada ou dispersa.
Sequéncias Unicas ou com poucas copias, sdo a maioria das sequéncias codificantes de proteinas, assim como uma
série de sequéncias de funcdo desconhecida. Sequéncias moderadamente repetitivas incluem algumas familias
génicas que codificam rRNAs e tRNAs (familias génicas simples), mas a maioria consiste em elementos transponiveis
e em vestigios de elementos transponiveis. Também se incluem nesta classe as familias génicas complexas
agrupadas (ex. genes das hemoglobinas: gene da hemoglobina a no cromossoma 16; gene da hemoglobina B no
cromossoma 1) e complexas dispersas (genes da aldolase que se encontram em diferentes cromossomas). Por
ultimo, também existe DNA altamente repetitivo, representado pelos transposdes e por DNA satélite. O DNA satélite
consiste em curtas sequéncias repetidas agrupadas, presentes em centenas a milhares de cépias por genoma,
localizadas na regido do centromero dos eucariotas superiores. Mais de 50% do genoma humano é constituido por
sequéncias repetitivas: transposdes (activos ou inactivos na maioria dos casos), pseudogenes, microssatélites,
minissatélites, blocos de sequéncias repetitivas nos centromeros (DNA alféide ou DNA satélite) e telomeros.

O que entende por polimorfismos de DNA?

R. Qualquer variacao no DNA, uma vez descoberta, define um /ocus que pode estabelecer diferencas ainda que nao
afecte qualquer fenétipo. Polimorfismos de DNA sdo variantes de genes ou de sequéncias de DNA, geralmente ndo-
codificantes, que possuem dois ou mais alelos. Um polimorfismo genético pode corresponder a existéncia de
multiplos alelos num determinado /ocus. Normalmente, um Jocus é considerado polimdrfico se aparece em
percentagem superior a 1% na populacdo, o que o distingue de mutagdes pontuais. Os polimorfismos podem ser
detectados a trés niveis: a nivel fenotipico quando a sequéncia afecta a funcdo de um gene; a nivel dos fragmentos
de restricdo quando afectam um local de restricdo; e a nivel da sequéncia de DNA através da analise directa do
DNA.

O que é uma familia multigénica? Dé exemplos baseados no genoma humano.

R. A designagdo, familia multigénica, refere-se a uma forma de organizagdo dos genes em eucariotas, em que cada
familia é definida como um grupo de genes que codificam proteinas idénticas ou, na grande maioria dos casos,
relacionadas, apresentado pequenas diferengas funcionais. Trata -se geralmente de informacdo génica
moderadamente repetitiva. Os membros da familia multigénica derivam de um ancestral comum, por duplicacdo
génica, seguida de acumulacdo de mutacdes (alteracdes na sequéncia nucleotidica) nas cépias do gene. E o caso do
gene que codifica o rRNA 55, com 2000 copias em tandem, isto €, agrupadas no cromossoma 1. Por outro lado, na
familia de genes dos rRNAs 28S, 5,85 e 18S, os genes encontram-se em tandem (50 a 70 copias), e
simultaneamente, localizam-se de forma dispersa porque um numero de copias idénticas, esta presente em varios
cromossomas (13, 14, 15, 21 e 22); cada copia contém um sé gene que sera transcrito e depois processado, gerando
os diferentes rRNAs. Se considerarmos a variabilidade da sequéncia nucleotidica dos genes que compdem as familias
multigénicas, estas podem ser simples, como as dos dois exemplos anteriores, mas também podem ser compostas
por varios genes, com sequéncias semelhantes, embora suficientemente diferentes para que os produtos génicos
tenham propriedades bioquimicas diferentes, respondendo adequadamente a alteragdes fisioldgicas durante o
desenvolvimento. Estas familias podem ser agrupadas (por exemplo, os genes da o e B globinas, localizados nos
cromossomas 16 e 11, respectivamente), ou dispersas (genes da aldolase, envolvidos na produgdo de energia e
localizados em diferentes cromossomas, 3, 9, 10, 16 e 17). Uma familia multigénica pode conter pseudogenes.

Que vantagem metabdlica, as sequéncias moderadamente repetidas dos genes de rRNA e das histonas
representam para a célula?

R. Tipicamente, os produtos génicos destas sequéncias sdo necessarios em grandes quantidades para assegurar um
metabolismo celular 6ptimo. Assim, a célula pode atingir elevada producdo de rRNA e histonas por via copias
multiplas de genes em células metabolicamente activas.

O que entende por hipercromicidade? De que forma este conceito esta relacionado com a desnaturagao
do DNA?

R. A hipercromicidade é o aumento da capacidade de absorcdo de luz (densidade dptica), de um material. A
hipercromicidade do DNA ocorre quando a dupla hélice do DNA é desnaturada por quebra das ligagdes de hidrogénio
entre os pares de bases complementares. A desnaturacdo, que se realiza sob a accao do calor, da adicdo de um



agente desnaturante ou do aumento do nivel de pH, expde as bases de purina e pirimidina no DNA que absorvem
fortemente a luz ultravioleta (UV). O DNA de cadeia dupla absorve menos fortemente a radiagdo UV devido ao
empilhamento e interacgdo entre as bases que se encontram no interior da molécula. Um grafico relacionando a
densidade dptica com a temperatura é conhecido como uma "curva de fusdo". Esta relagdo é extremamente (til
nos estudos de composicdo em bases da molécula do DNA assim como nas tecnologias que envolvem hibridacdo
de acidos nucleicos. O oposto, uma diminuicdo da absorcdo, é chamada de hipocromicidade.

8. O que entende por valor Cot? Que vantagens tem a sua determinagao?

R. O valor Cot é um dado quantitativo que representa a percentagem de dsDNA reassociado relativamente a uma
concentracdo inicial de DNA (Co), durante um determinado periodo de tempo (t) e a partir de um tempo zero. A
medida da reassociagdo é feita por DO2s0 em intervalos de tempo determinados. As reacgdes de reassociagdo podem
ser graficamente representadas pelas curvas de Cot. A velocidade de reassociacao depende do comprimento e da
complementaridade dos fragmentos que se encontram na reacgdo de reassociagdo, mas também do numero de
copias desses fragmentos. Por esta razdo, esta medida permite-nos identificar 3 tipos essenciais de fragmentos (ou
sequéncias): fragmentos de cdpia Unica cuja velocidade de reassociacdo € muito lenta pois é mais dificil encontrar
a sequéncia Unica complementar; sequéncias com sequéncias muito semelhantes, que redunda num elevado
nimero de cdpias e como tal a colisdo entre cdpias semelhantes é elevada e a reaccdo de reassociagdo muito
rapida; entre estas duas classes, uma classe em que o nimeros de copias repetidas € moderado e que se reassociam
a uma velocidade entre a primeira classe e a terceira. Por esta razdo a determinacdo dos valores Cot de qualquer
fonte de DNA, independentemente da sua origem e concentracgdo, ddo informacdo sobre o tipo de sequéncias que
compdem essa molécula sendo o valor de Cot proporcional a complexidade das mesmas sequéncias. A complexidade
de um genoma pode ser determinada comparando os seus valores de Cot com os valores de Cot de um genoma
conhecido. As técnicas de reassociagdo podem ser usadas spara descobrir relagdes filogenéticas entre os
organismos o que é muito importante para compreender a evolugdo. Estes estudos, a época, foram Uteis para
entender o paradoxo C.

9. Observe o grafico da cinética de reassociagdo de um DNA gendmico, isolado de células eucaridticas. O
DNA foi quebrado em fragmentos de cerca de 5 000 pb, desnaturado pelo calor em cadeias simples e
colocado em condigdes de renaturacao/reassociacao de acordo com a complementaridade de bases. O que
conclui relativamente a composicdo e proporcdo dos diferentes tipos de sequéncias nucleotidicas deste
genoma?
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R. Observando o grafico da cinética de reassociacdo desta molécula de DNA, é evidente um perfil de curva Cot que
reflecte a complexidade quimica do DNA analisado, i.e., as trés composicdes principais/tipicas de sequéncias de DNA
existentes num genoma eucaridtico. Cada componente representa uma diferente proporcao de DNA gendmico total que
se reassocia. Observa-se assim um componente em que o valor de Cot é baixo e que correspondera a DNA que se
reassocia muito rapidamente, contendo como tal DNA altamente repetitivo. Um segundo componente em que o DNA ja
sera s6 moderadamente repetitivo, demorando um pouco mais a reassociar e o valor de Cot € um pouco mais elevado.
E um terceiro componente de copias Unicas de DNA, sendo necessario mais tempo para que estas se encontrem e se
reassociem e como tal com um valor Cot mais elevado.

10. Dé exemplos, baseados no genoma humano, que permitam distinguir entre DNA satélite, minissatélite
e microssatélite.
R. O DNA satélite corresponde a uma fracgdo do genoma constituida por multiplas sequéncias, curtas, agrupadas,
altamente repetitivas, que apresentam propriedades particulares quando se analisa DNA por centrifugacdo em
gradientes de densidade. Geralmente, estd associado a regides mais ou menos inertes dos cromossomas, regides
heterocromaticas, como sejam os centrdmeros e, neste caso particular, € por vezes designado de DNA alfdide. Os
microssatélites e minissatélites também sdo sequéncias de DNA que se repetem em tandem, mas em geral ndo
originam bandas de DNA satélite em gradientes de densidade. Os microssatélites correspondem a di- tri- ou
tetranucledtidos (frequentemente com menos de 10 pb), que se repetem 10-20 vezes em tandem; também se



designam de SSRs (simple sequence repeats) ou STRs (simple tandem repeats). Um exemplo de microssatélite é o
DNA repetitivo do receptor p das células T. Os minissatélites correspondem a sequéncias de DNA repetitivo, com
uma extensdo até cerca de 20 kb; também se designam de VNTR. Um exemplo de minissatélite é o DNA repetitivo
dos teldmeros.

2.5 Elementos moveis

Escolha miltipla

1.

Que particularidade(s) ndo se aplica(m) aos elementos transponiveis? a) podem deixar uma cdpia no
local original, apds a transposicdo; b) estdo presentes num genoma, em geral em copia simples; c)
encontram-se em todos os membros de todas as espécies; d) podem ndo melhorar o fitness dos
organismos hospedeiros; €) podem reverter um gene para o alelo selvagem, apds transposicdo. b, c;

Questodes basicas

1.

O que é um elemento transponivel?

R. Um elemento transponivel é qualquer segmento de DNA que se move no genoma, independentemente do
mecanismo, da sua origem e da sua fungdo. Estes elementos ndo tém de ser sequéncias com uma determinada
fungdo no organismo. A classificacdo dos elementos transponiveis pode ser feita com base no modo como estes se
movem no genoma. Assim, existem os retrotransposées que se movem através de um intermediario de RNA, e os
transposGes de DNA, que movem directamente o seu DNA, sem necessidade de um intermediario de RNA. Para além
destes, ainda sdo elementos transponiveis as sequéncias de insergdo existentes em bactérias. Estas sequéncias de
DNA mével também podem ser transferidas de uma célula para outra.

O que sdo sequéncias de insergdo?

R. As sequéncias de insergdo sdo elementos mdveis de DNA, muito simples, ou seja, sdo transposbes simples, que
estdo ladeados de curtas sequéncias invertidas, em que a maioria dos elementos contém o gene que codifica a
transposase, enzima responsavel pela transposicdo conservativa ou replicativa destes elementos.



