F on .
C Ciéncias s
ULisboa  &lmeriee

nnnnnnn

Fundamentos de Biologia Molecular
12 Semestre, 22 Ano

Ano Letivo 2021/2022

Componente Tedrico-Pratica
Docente: Andreia Figueiredo (aafigueiredo@fc.ul.pt)

Aula TP 3 — Sequenciagao Sanger: Exercicios

Grupo 1. Sequenciagao

1.1. Classifique como verdadeira ou falsa a seguinte afirmacao:

a) Os terminadores didesoxi sdo nucledtidos que ndo possuem o grupo 2’-OH da molécula de
desoxirribose e, como tal, ndo podem formar ligacdes fosfodiéster com o grupo 5’- P do
nucledtido a inserir na cadeia de DNA.

1.2. Escolha a(s) resposta(s) correta(s):

a)

Se estivesse a analisar a sequéncia nucleotidica do genoma de uma bactéria

recentemente isolada, faria a pesquisa, com a ajuda de software apropriado, de grelhas
abertas de leitura. Isto significa que:

analisaria apenas a sequéncia de uma das cadeias;
pesquisaria uma grelha de leitura em cada uma das cadeias;
procuraria sequéncias dos genes de rRNA;

procuraria potenciais regides codificantes;

analisaria a sequéncia, pesquisando todos os coddes ATG

b) A leitura da sequéncia de nucledtidos obtida pela técnica dos terminadores de cadeia é

feita:
i
ii.
iii.
iv.
V.

dos fragmentos de maiores dimensdes para os de menores dimensdes;
dos fragmentos de menores dimensdes para os de maiores dimensdes;
de baixo para cima, isto &, no sentido 5'=>3’,
de baixo para cima, isto &, no sentido 3'>5’;
de cima para baixo, isto &, no sentido 5'>3’.

1.3. Questdes basicas (responda de forma objetiva e curta)

I. Quais sdo as caracteristicas das DNA polimerases, necessarias nas rea¢des que envolvem
terminadores de cadeia? Justifique a resposta.

Il. Que caracteristica garante que a incorporacdo de um didesoxirribonucledtido termina o
alongamento?
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lll. Enumere as principais etapas envolvidas na técnica dos terminadores de cadeia.

IV. Sequenciou ambas as cadeias de uma molécula de DNA. Para avaliar potenciais
aminodacidos codificados por esta molécula de seguida transcreve conceptualmente o
mRNA numa cadeia polipeptidica. Quantas grelhas de leitura terd de examinar e porqué?

V. Uma pequena molécula de DNA foi utilizada como primer no processo de sequenciacdo
de uma molécula de DNA, com base na técnica dos terminadores de cadeia. Estdo a seguir
representados os resultados da autorradiografia. As letras indicam os
didesoxirribonucledtidos presentes em cada reagao de sintese.

A CGT

- a) Escreva a sequéncia de DNA correspondente as bandas no gel,
no sentido 5’3,

I
§

-—

b) Sera esta a sequéncia da molécula de DNA estendida ou a sequéncia da cadeia de DNA
molde?

Grupo Il

1. Esta auto-radiografia corresponde a um gel de sequenciacdo manual, cujas reacdes foram
realizadas segundo o método de Sanger.

a) A sequéncia obtida corresponde a: A C G
i. 5" AACGGTGG 3’
ii. 3’ AACGGTGG 5’
iii. 5’ TTGCCACC 3’
iv. 3’ CCACCGTT 5’
V. 5’ GGTGGCAA 3’
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b) A sequéncia da cadeia molde corresponde a:
i. 5 AACGGTGG 3’

i. 3"AACGGTGG Y5’

ii. 5 TTGCCACC3’

iv. 5" CCACCGTT 3’

v. 3 GGTGGCAAS’



