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Introducgao

A Genética é a ciéncia especializada no estudo dos genes e da hereditariedade,
investigando a forma como os organismos recebem e transmitem as caracteristicas
biolégicas de geracdo em geracdo. No contexto da agricultura, a genética é a base do
melhoramento de plantas e desempenha um papel fundamental na agricultura
moderna. O conhecimento dos principios genéticos permite desenvolver cultivares mais
produtivas, resistentes a pragas e doencas, e mais resilientes face as condicbes
ambientais. A unidade curricular de Genética e Melhoramento de Plantas tem como
objetivo proporcionar aos alunos de agronomia as ferramentas necessarias para
compreender os mecanismos da hereditariedade e aplicd-los na otimizacdo da producao

agricola.

Esta sebenta foi realizada com o objetivo de apoiar no estudo da genética
aplicada as plantas, abordando desde os conceitos fundamentais, como a estrutura da
molécula de DNA, a transmissdo de caracteristicas hereditarias e as leis de Mendel, até
tépicos mais avancados, como a heritabilidade e a genética quantitativa, destacando a

importancia das novas biotecnologias no melhoramento vegetal.

Ao longo desta sebenta, os alunos terdo acesso a explicagcOes tedricas, exemplos
praticos, aplicacGes da genética no contexto agrondmico e curiosidades sobre diversos
temas. Espera-se que esta abordagem integrada contribua para uma melhor
compreensado dos principios genéticos e para a formacdo de profissionais capacitados a

enfrentar os desafios da agricultura do futuro.

Bom estudo!



Capitulo 1 — A molécula de DNA



O acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés deoxyribonucleic acid) é uma
molécula que contém as informagdes essenciais para o desenvolvimento dos
organismos, sendo responsavel pela transmissdo de todas as caracteristicas genéticas no
processo de reproducdo dos seres vivos. E a sequéncia especifica de bases nucleotidicas
que compdem o DNA que determina a composicdo em aminoacidos das proteinas
estruturais das células, bem como das enzimas necessarias para catalisar as reacdes
bioquimicas.

Neste primeiro capitulo serdo abordados os conceitos fundamentais acerca da
estrutura e organizacao da molécula de DNA no nucleo celular, bem como da informacgao

gue a mesma contém.

1.1.  Os nucledtidos como unidades basicas de acidos nucleicos

Ha dois tipos de acidos nucleicos: DNA (acido desoxirribonucleico) e RNA (acido
ribonucleico). Ambos sdo constituidos por nucledtidos unidos em sequéncias -
polinucleétidos - formando longas cadeias. O nucleétido de DNA chama-se

desoxirribonucledtido e o de RNA ribonucledtido, sendo a diferenca ao nivel do agucar.

Um nucledtido é composto por trés unidades, as quais se encontram

covalentemente ligadas (figura 1):
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Figura 1- Estrutura quimica de um nucledtido (Adaptado de https://byjus.com/neet/nucleotide/).



1. Grupo fosfato — o grupo fosfato encontra-se associado ao acucar através do

carbono 5°do grupo -OH. Os nucleétidos podem conter até trés grupos fosfato.

2. Agucar — molécula formada por 5 carbonos sendo, por isso, classificada como
pentose. A presenca ou auséncia de um grupo -OH ligado ao segundo carbono
determina se a pentose é designada de Ribose (presente no RNA) ou

Desoxirribose (presente no DNA), respetivamente.

3. Base azotada —Purinas ou pirimidinas (tabela 1). A molécula de DNA pode conter
as bases Adenina, Guanina, Citosina ou timina. Na molécula de RNA, a base

Timina é substituida por Uracilo.

Os precursores dos nucledtidos denominam-se nucledsidos. Os nucledsidos
apresentam a mesma estrutura que um nucledtido, com excecdo do grupo fosfato.

Assim, podemos dizer que um nucledtido sem o grupo fosfato é denominado nucledsido

(figura 2).
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Figura 2- Diferencas ao nivel da estrutura quimica de um nucledtido e nucledsido
através do exemplo do desoxinucledtido monofosfato de desoxiguanosina (Adaptado de
https://byjus.com/neet/nucleotide/).



Além de serem os precursores dos nucledtidos, os nucledsidos tém um papel
fundamental em varios processos bioldgicos, desempenhando fungdes reguladoras,
como por exemplo a adenosina que atua como molécula sinalizadora na sintese de
hormonas vegetais, ou envolvidos na biossintese de compostos secunddrios das plantas,

como os alcaloides e flavonoides.

Tabela | — Classificacao, estrutura quimica e caracteristicas das bases azotadas que entram na
composicdo do DNA e RNA.
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1.2. Formacao da cadeia polimérica

A descoberta da estrutura da molécula de DNA foi um marco fundamental na
histéria da biologia molecular. Em 1938, William Astbury obteve imagens cristalograficas
do DNA que evidenciavam uma elevada densidade da molécula e uma estrutura
helicoidal, determinando também o intervalo entre a repeticao das suas subunidades.
No entanto, a correlagdo entre a composi¢ao quimica e a estrutura ndo era 6bvia, e ndo
parecia ter um significado funcional. Em 1952, a confirmacao definitiva que o DNA era o
material hereditdrio foi obtida por Alfred Hershey e Martha Chase. E foi em 1953 que a

molécula de DNA foi identificada pela primeira vez por James Watson e Francis Crick. A
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descoberta foi publicada no artigo "Molecular Structure of Nucleic Acids: A Structure for
Deoxyribose Nucleic Acid", na revista Nature, em abril de 1953.

Watson e Crick conseguiram decifrar a estrutura do DNA com base em diversos
dados experimentais de outros investigadores: Erwin Chargaff demonstrou que havia
diferencas entre os organismos na composicdo das bases, sugerindo os primeiros
indicios da diversidade no DNA, e os estudos de difracdo de raios X realizados por
Rosalind Franklin e Maurice Wilkins forneceram informagbes importantes sobre a
estrutura do DNA. A partir dessas informacgdes e das suas prdoprias andlises, Watson e
Crick propuseram o modelo da dupla hélice para a estrutura do DNA.

De acordo com o modelo proposto, os nucledtidos sdao unidos por ligagcdes
covalentes (ligacoes fosfodiéster) entre o grupo fosfato de um nucledtido e o grupo OH-
3’do acgucar do nucledtido seguinte, conferindo uma grande resisténcia quimica a
molécula e possibilitando a continuidade da sequéncia de nucleétidos (Figura 3). Cada
cadeia polinucleotidica apresenta na extremidade 5’livre um grupo fosfato e na
extremidade 3’livre um grupo hidroxilo, tendo-se convencionado escrever as sequéncias
nucleotidicas no sentido 5°-3".

O facto de conter dois grupos quimicos nas suas extremidades (3’-OH e 5°-P),
confere polaridade a cadeia polinucleotidica. Em condicdes fisioldgicas normais, a pH7,
os grupos fosfato sdao carregados negativamente, conferindo carga negativa a molécula

de DNA.



Ligagdo
fosfodiéster

0 OH

Figura 3 - Estrutura quimica de uma cadeia simples de DNA. Adaptado do livro Engenharia
genética: principios e aplicagées (2001).

Como foi referido anteriormente, Chargaff demonstrou que o total das purinas
era sempre igual ao total das pirimidinas, ou seja, a quantidade de Adeninas (A) era igual
a de Timinas (T), e a quantidade de Guaninas (G) era igual a de Citosinas (C). Watson e
Crick, em 1953, associando os dados de Chargaff, propuseram o modelo de dupla hélice
para a estrutura do DNA, no qual a molécula é formada por duas cadeias
polinucleotidicas enroladas uma a volta da outra, formando uma dupla hélice. O
“esqueleto” de agucar-fosfato fica posicionado para o exterior da dupla hélice e as bases
azotadas (apolares) de cada cadeia estdo orientadas para o interior, ligando-se as bases
da outra cadeia por ligacdes de hidrogénio. Os emparelhamentos ocorrem entre Ae T,
com duas ligacdes de hidrogénio, e entre G e C, com trés ligacdes de hidrogénio,
determinando uma rigorosa complementaridade de bases (Figura 4). As duas cadeias
polinucleotidicas de uma molécula de DNA ndo sdo, portanto, idénticas, mas sim

complementares. Esta organizacao contribui para a estabilidade da cadeia.



Os pares de bases estdo afastadas 0,34nm na dupla hélice, sendo que cada volta

completa da hélice (3,4nm) corresponde a 10 pares de nucledtidos. As cadeias nao estao

espacadas uniformemente ao longo da dupla hélice, formando cavidades de diferentes

tamanhos: cavidade maior (major groove) e cavidade menor (minor groove).

Dupla cadeia do DNA
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Dupla hélice do DNA

Figura 4 — Modelo para estrutura da molécula de DNA. [Adaptado de Ribeiro, M. (2009). Genética

molecular]

1.3.  Estabilidade e formas alternativas da dupla hélice

O DNA é uma molécula quimicamente estdvel. A estabilidade da dupla hélice

é mantida devido as ligacbes por pontes de hidrogénio entre os pares de bases,

interacdes entre os pares de bases empilhadas por forcas de Van-der Walls e intera¢des

hidrofébicas com o meio envolvente. Uma vez que as cadeias sdo unidas por pontes de

hidrogénio, ligacdes quimicas fracas, é relativamente facil separar as duas cadeias pela

acdo de varios agentes, entre eles a temperatura, que rompe as ligacdes entre as bases.

O processo de separagao das duas cadeias de DNA denomina-se desnaturagao e a

temperatura necessaria (Tm) para se obter desnaturacdo é mais elevada num DNA com

maior proporc¢do de G/C (trés ligacdes de hidrogénio) do que num com maior propor¢do

de A/T (duas ligacbes de hidrogénio). As cadeias separadas podem voltar a juntar-se
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através de uma descida gradual de temperatura, num processo chamado de
renaturagao, respeitando a complementaridade de bases.

A conformacado da dupla hélice do DNA depende da concentracdo de sais e da
natureza das moléculas que interagem com o material genético. A estrutura encontrada
normalmente nas condicdes fisioldgicas estaveis é chamada de DNA B, caracterizada
pela repeticdao regular de minor e major grooves com enrolamento helicoidal para a
direita. Contudo, sdo possiveis outras conformacdes de DNA: DNA A, que existe no
estado desidratado, com 11-12 nucledtidos por volta e ndo tendo qualquer fungdo
bioldgica; e DNA Z, que apresenta uma estrutura em ziguezague com 12 nucledtidos por

volta (Figura 5).

DNA B DNA Z

Figura 5 — Representagao das trés conformagdes possiveis de DNA: A, B e Z.
Adaptado de Nelson & Cox (2014).
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1.4.  Ainformag3do contida no DNA

Ainformacado do DNA estd contida na sequéncia em que as bases estdo dispostas.
O DNA contém a informagdao necessdria para obtermos todas as proteinas que
participam na totalidade das reacdes bioquimicas da célula. Além disso, o DNA contem
ainda informagdo que, apesar de ndao conduzir a formacgao de proteinas, é necessaria

para a sintese de acidos nucleicos.

Em 1860, Gregor Mendel introduziu o conceito de gene como unidades
herdaveis discretas que dao origem a caracteristicas fisicas observaveis. O termo ‘gene’
foi utilizado pela primeira vez em 1910 pelo botanico e geneticista dinamarqués Wilhem
Ludvig Johannsen, embora os estudos iniciais utilizassem o termo gene como uma
entidade abstrata, uma vez que as bases quimicas eram ainda desconhecidas. S6 mais
tarde, com a elucidacdo do modelo de DNA, a descoberta dos mRNA e do cddigo
genético, o gene passou a ser descrito como um fragmento de DNA que codificava para
uma proteina.

Embora as defini¢cdes possam sofrer pequenas varia¢des, atualmente, um gene é
definido como um segmento da molécula de DNA responsdvel por determinadas
caracteristicas herdadas geneticamente. Corresponde a unidade fundamental, fisica e
funcional da hereditariedade. Nos organismos eucariotas, a sequéncia do gene que
codifica para uma determinada proteina ndo se encontra organizada de forma continua.
As sequéncias codificantes que sdo transcritas no mRNA e, posteriormente, traduzidas
numa proteina, denominam-se exdes, sendo as mesmas separadas por introes, regides
ndo codificantes que sdo removidas durante o processo de maturacdo do RNA. A regido
do gene que compreende a sequéncia de exdes e introes é denominada de Open
Reading Frame (ORF). Uma ORF tem inicio com o coddo START (tripleto ATG que codifica
para a metionina) localizado no 12 exdo e termina com um codao STOP (TAA, TAG, TGA
— UAA, UAG, UGA). Os coddes START e STOP marcam o inicio e fim da traducdo,
respetivamente. A montante da regido codificante, ou seja, a 5’, o gene contém o
promotor, que regula a expressao desse gene e define como, quando e quantas vezes o
mesmo se vai expressar; e a jusante, ou seja a 3’, o gene apresenta o terminador que

indica o final da transcricdo. Em ambas as extremidades, um gene apresenta ainda
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sequéncias reguladoras - 5’ e 3’- UTR (untranslated regions) - uma regido que é

transcrita, mas ndo é traduzida (Figura 6).

Promotor 5 UTR ORF/regido codificante para a proteina 3'UTR

r -~ Y Y - o .
START Exdo 1 Exdo 2 Exao 3 STOP Terminador
Intrdo 1 Intrdo 2

Figura 6 — Estrutura de um gene. Adaptado de
efaidnbmnnnibpcajpcglclefindmkaj/https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/6579346/mod_resource/c
ontent/1/Gene_Est_Fun_Parte_2_2021v2.pdf

1.5. Complexidade dos organismos e tamanho do genoma

O genoma diz respeito a totalidade do DNA de um organismo. Trata-se do
conjunto do material genético, incluindo o genoma nuclear, mitocondrial e plastidial (no
caso de células vegetais).

Por norma, o tamanho do DNA é referido em termos de pares de bases (pb),
sendo a unidade comum 1kb (1000 pb) ou 1 Mb (1000000 pb). Uma molécula de 1 kb
de DNA da forma B tem 340 nm de comprimento. No entanto, genomas de diferentes
organismos apresentam moléculas de DNA com diferentes dimensdes. O genoma de
E.coli, por exemplo, tem aproximadamente 4 x 10° pb, enquanto que o genoma do
homem apresenta aproximadamente 3 bilhdes pb. Entre as plantas, o maior genoma é o
da Paris japonica, natural do Japao, que tem 149 bilhdes de pares de bases e é 50 vezes maior

do que o humano.

Sabias que...

0 genoma do milho tem mais genes do que o de um ser
humano. O milho tem 32 mil genes e 2,3 mil milhdes de
pares de bases na cadeia de DNA, enquanto o homem
tem entre 20-25 mil genes e 2,9 mil milhdes de pares de
bases. Relativamente ao nimero de cromossomas, o
milho tem 10, enquanto que os seres humanos tém 23.

Os resultados foram publicados em 2009 na revista

The B73 Maize Genome: Complexity, Diversity, and Dynamics

H i Palrick S, Schnable ef al.
Science. Science QRICLEIETEEN
“[\f\\\ DO 10.1126/science.1178534
!
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Ha 50 anos, pensava-se que organismos mais complexos tinham maior
quantidade de DNA no genoma, visto que, segundo o pensamento da época, quanto
mais complexa fosse uma espécie, mais DNA era necessario para armazenar toda a
informacgdo que seria necessaria para originar um fenétipo mais complexo. No entanto,
0S avangos na ciéncia mostraram que essa correlagdo positiva entre o tamanho do
genoma e a complexidade da espécie ndo é correta. Ao estudar a complexidade dos
genomas em diferentes espécies, a comunidade cientifica descobriu que grande parte
desse DNA ndo era traduzido, ou seja, ndo tinha informacdo para sintetizar uma
proteina. Nesse sentido, percebeu-se que genomas muito grandes possuiam uma
enorme quantidade de sequéncias repetitivas no DNA, as quais ndo codificam para
proteinas. Atualmente sabe-se que essas sequéncias ndo sdao DNA lixo, pois podem
desempenhar outras funcdes ao nivel da regulacdo da expressdo génica ou da
organiza¢dao dos cromossomas na célula. Essas sequéncias, caracteristicas de todos os
genomas, podem ter diversas origens. O genoma humano, por exemplo, incorporou ao

longo do tempo DNA viral de infe¢des antigas.

1.6.  Organizacao do DNA no nucleo celular

Nos seres eucariotas, a maior parte do DNA estda compartimentado no
nucleo da célula, organizado em estruturas denominadas cromossomas. Nos
cromossomas, o DNA encontra-se associado a proteinas basicas, as histonas, dando
origem a cromatina.

Durante o ciclo celular, a cromatina é organizada no nucleo em diferentes
niveis de condensacdo, atingindo o méximo de condensacdo na divisdo celular (numa
fase denominada metafase), onde os cromossomas podem ser visualizados ao micros-
copio. A cromatina mais condensada denomina-se heterocromatina, na qual os genes
estdo inativos e ndo ocorre transcri¢ao. Por outro lado, a cromatina num estado menos
condensado denomina-se eucromatina, na qual os genes se encontram ativos,
ocorrendo a transcrigdo.

O nivel mais simples de organizacao da cromatina consiste no enrolamento
de pequenas regidoes do DNA (147 pb de comprimento) em torno de um complexo

proteico formado por oito histonas (duas moléculas de cada uma das histonas H2A, H2B,
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H3 e H4). Este octamero associado ao DNA, encontra-se ainda associado a histona H1.

Esta estrutura é designada por nucleossoma (12 nivel de condensagao), a unidade

fundamental da estrutura da cromatina. A cadeia de nucleossomas sofre um grau de

compactagdo maior, originando uma fibra mais curta e mais larga, designada por

solendide ou ziguezague (22 nivel de condensacdo). Por sua vez, o selendide associa-se

a um conjunto de proteinas formando uma estrutura em Algas (32 nivel de

condensacdo). O nivel mais elevado de condensacdo corresponde a um cromossoma em

metafase (fase da mitose onde os cromossomas apresentam o mais elevado grau de

condensacao) (Figura 7).

2 moléculas de cada histona
H2A, H2B, H3 e H4

11 nm

Cromossoma
em metafase

7 )(C; 700nm 42 nivel de condensagdo

Q/™
A

Complexo proteico o

/

300nm 32 nivel de condensagdo

Solenéide ou (fL
Ziguezague ,{"”TJ‘

——
DNA =
4= Nucleossomas nTnm 12 nivel de condensagdo
H1 A & l
‘.d

do DNA L 2

Figura 7- Diferentes niveis de compactag¢do da cromatina.

Adaptado de Lodish et al., 2005.
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Apesar do DNA se encontrar maioritariamente no nucleo da célula, outros
organitos celulares contém o seu préprio material genético, como é o caso das
mitocondrias e cloroplastos (células vegetais). Contrariamente ao genoma nuclear, que
é linear, o DNA das mitocondrias e cloroplastos apresenta as formas linear ou circular.
Em ambos os casos apresentam genes necessdrios a realizacdo dos processos
metabdlicos que decorrem nos organitos, como a respiragao celular e fotossintese.

O DNA mitocondrial (mtDNA) é semelhante ao nuclear, constituido por
dupla cadeia. Embora seja comum dizer-se que o mtDNA é circular, nas plantas ele pode
assumir formas complexas e dinamicas, incluindo moléculas circulares, lineares ou
formas ramificadas. Outra caracteristica do mtDNA é o facto de nao ter histonas, estando
associado a outras proteinas nucleares numa estrutura denominada ‘nucledide’.
Atualmente, sabe-se que os tipos de proteinas sdo varidveis dependendo da espécie.
Embora consiga codificar muitas proteinas, o mtDNA ndo consegue produzir um nimero
suficiente para funcionar de forma independente, sendo necessario importar proteinas
do nucleo. Dada a sua proximidade com a cadeia respiratéria, onde sdo produzidas
espécies reativas de oxigénio, e o facto de ndo possuir a maquinaria enzimatica de
correcdo de erros aquando da replicagdo, o mMtDNA ¢é mais suscetivel a

acumular muta¢des do que o DNA nuclear.

Sabias que...

O mtDNA de células vegetais € muito maior
que o de células animais.

O mtDNA humano tem um tamanho de,
aproximadamente, 17kbp. Comparativamente,
o menor mtDNA vegetal pertence a espécie
Marchantia polymorpha e tem 186,6kbp.

O genoma cloroplastidial pode ser circular ou linear e é constituido por 120-
180 kbp na maioria das plantas superiores. E constituido por genes relacionados com

processos de obtencdo de energia (ATP) pela fotossintese, codificando para proteinas
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associadas ao metabolismo fotossintético. Tal como nas mitocOndrias, parte das
proteinas do cloroplasto sao codificadas no nucleo, sendo transportadas apds a tradugao

para o interior do cloroplasto.

1.7.  Estrutura dos cromossomas

No nucleo dos seres eucariotas o DNA estd organizado em cromossomas,
estruturas celulares compostas por DNA e proteinas, dando origem a cromatina. Tal
como foi referido anteriormente, os cromossomas podem ter diferentes niveis de
condensacdo dependendo da fase do ciclo celular em que a célula se encontra.

O conjunto de cromossomas de uma determinada espécie denomina-se
cariétipo, apresentando como caracteristicas o numero, tamanho e posicio do
centrdmero nos cromossomas.

O cromossoma condensado apresenta uma regido central denominada
centromero, uma constricdo primaria de posicdo variavel que divide o cromossoma em
dois e tem um papel fundamental no movimento dos cromossomas durante a mitose e
meiose. O centromero permite dividir o cromossoma em bracos, os quais podem ter
tamanhos diferentes dependendo da posicdo do mesmo. No centrémero localiza-se
ainda o cinetocoro, uma estrutura formada por proteinas onde os microtubulos do fuso
acromatico se ligam durante a divisdo celular. Na extremidade dos cromossomas existem
os teldmeros, complexos proteicos especializados que desempenham funcdes
importantes na protecao e estabilidade do cromossoma, estando presentes em todos os
cromossomas dos eucariotas. Na maior parte dos organismos, os teldmeros sao
compostos por longas repeticdes de sequéncias de DNA simples (5-TTAGGG-3'),
designadas repeti¢Ges terminais (Figura 8).

Em cada cariétipo ha pelo menos um par de cromossomas com uma constricao
secunddria em posicdes especificas denominada Regido Organizadora do Nucléolo
(NOR) (Figura 8), sendo que é a sua volta que o nucléolo se reconstitui na teléfase,
contendo esta regido varias cépias dos genes que codificam o rRNA. Apds a constricao
NOR, os cromossomas podem apresentar Satélites, zonas de dimensdo varidvel que
constituem uma regido bem definida no extremo do braco do cromossoma, contendo

assim o respetivo teldmero. Os satélites também estdo associados a formacdo
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do nucléolo (formado por rRNA e proteinas) no final dadivisdo celular, durante
a teldéfase. Os satélites contém multiplas cépias repetidas dos genes que codificam o
rRNA.

Antes da fase S da interfase (ciclo celular), cada cromossoma é constituido
apenas por um cromatideo. Aquando da fase S, que corresponde a replicacdo do DNA,
o numero de cromatideos duplica e cada cromossoma é constituido por dois
cromatideos (cromatideos irmdos) unidos pelo centromero.

Cromatideo
Cromatideos irmaos

Brago ———%
cromossomico

Cinetocoro Centromero
Regiao organizadora de
. nucléolo (NOR)
Satélite
(SAT)
\l
Telémeros

Figura 8 — Estrutura de um cromossoma.

Adaptado de https://www.colegioweb.com.br/nucleo/a-forma-dos-cromossomos.html

Na maioria dos organismos multicelulares, cada célula possui dois conjuntos de
cromossomas equivalentes, ou seja, em cada célula os cromossomas sdo iguais dois a
dois no que se refere ao tamanho e a forma. Os dois representantes de cada par de
cromossomas denominam-se cromossomas homadlogos. Células que possuem os dois
pares de cromossomas homoélogos sdo células diploides (2n), enquanto células que
possuem apenas um cromossoma do par de homdlogos sdao denominadas haploides (n).
No caso da espécie humana, por exemplo, todas as células somaticas sdo diploides e
possuem dois conjuntos de 23 cromossomas (22 pares de autossomas + 1 par de
cromossomas sexuais), perfazendo um total de 46. Ja as células reprodutivas (gametas),

sdo células haploides e possuem apenas um conjunto de cromossomas, neste caso 23.

18


https://pt.wikipedia.org/wiki/Nucl%C3%A9olo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Divis%C3%A3o_celular
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tel%C3%B3fase

Os cromossomas de cada par de homologos, além de serem morfologicamente
iguais, possuem os mesmos genes, distribuidos na mesma sequéncia ao longo do seu
comprimento. Os genes que ocupam a mesma posicdo (0 mesmo locus) em
cromossomos homologos e estdo envolvidos na determinagdo de uma mesma
caracteristica denominam-se genes alelos (Figura 9). Assim, para a mesma caracteristica,
os alelos sdao formas alternativas do mesmo gene que ocupam o mesmo /6cus em
cromossomas homadlogos. Os alelos podem possuir a mesma informacao ou informacao

diferente para a mesma caracteristica.

Genes Alelos

|

Ocupam o mesmo
| lécus em cromossomos
homélogos

L]

Figura 9- Genes alelos em cromossomas homdlogos.
Adaptado de https://www.infoescola.com/genetica/alelos/

Quanto a posi¢do do centromero, os cromossomas podem ser classificados em
metacéntricos (Figura 10A), na medida em que o centrémero se apresenta ao centro,
sendo os bracos de comprimentos aproximadamente iguais; submetacéntricos (Figura
10B), nos quais o centrdmero estd afastado do centro e os bragos apresentam
comprimentos nitidamente diferentes (p- braco mais curto, g- braco mais longo);
acrocéntricos (Figura 10C), onde o centrémero esta localizado bastante préoximo de uma
extremidade; telocéntricos (Figura 10D), nos quais o centrémero estd localizado numa
das extremidades. Neste Ultimo caso, quando o centrémero ocupa uma das
extremidades ndo havendo mais genes acima dele, o cromossoma denomina-se

acéntrico.
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Figura 10 — Diferentes posicdes do centrémero no cromossoma.
Adaptado de https://thinkbio.wordpress.com/2012/01/02/0-nucleo-celular/

A organizagao estrutural dos cromossomas foi posta em evidéncia através de
técnicas citoldgicas que permitem corar os cromossomas mitéticos. O bandeamento de
cromossomas consiste na utilizacdo de diferentes corantes que conduzem ao
aparecimento de multiplas bandas coradas de acordo com a condensagdo dos
cromossomas. O padrado de bandas, especifico de uma determinada espécie em termos
de posicdo e tamanho, é evidenciado devido ao diferente grau de condensacdo da
cromatina e a presenga de cromdmeros, regides em que a cromatina é mais irregular,
com engrossamentos com aspeto de granulacdes. Um dos métodos de coloracdo mais
comum é o Bandeamento G, no qual o corante Giemsa, especifico para os grupos fosfato
do DNA, cora diferencialmente as regides ricas em Guanina e Citosina da eucromatina
(bandas claras) e regides ricas em Adenina e Timina da heterocromatina (bandas
escuras). Esta e outras técnicas de bandeamento sdo muito importantes na identificacdo
e caracterizacdao dos cromossomas, sendo utilizadas para emparelhar os cromossomas
homoélogos e constituir o cariétipo de um organismo, identificar modificacbes nos

cromossomas e detetar doencas associadas a alteracées cromossémicas.
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Capitulo 2 — Ciclo celular



A perpetuacdo das espécies ocorre através da reproducdao. Em organismos mais
simples a reproduc¢ao pode ser uma simples duplicagdo, ou envolver mecanismos mais
complexos de reproducdo sexuada, como ocorre nos animais e nas plantas superiores.
Em todos os casos, a reproduc¢do envolve a transmissao exata da informacgao genética
contida no DNA. Para que ocorra a transferéncia da informacao genética de células-mae
para células-filhas, é necessario um processo de replicagao fiel do DNA.

O Ciclo celular corresponde aos processos que ocorrem na célula desde o
momento em que a mesma surge até ao seu processo de divisao celular, o qual dara
origem a duas células. Durante esse periodo, a célula passa por diversos processos, como
crescimento celular, multiplicacdo de seu material genético e divisao celular. O tempo de
duracdo do ciclo celular varia entre os diferentes tipos de célula e é dividido em duas
fases: interfase e mitose/meiose (Figura 11). A replicacdo do DNA acontece num

momento especifico do ciclo celular denominado fase S, pertencente a interfase.

Interfase

S
(Crescimento e
duplicagaode DNA)

final para a
divisao celular)

Figura 11 — Representacdo das diferentes fases do ciclo celular: Interfase (G1, S e G2) e Mitose.

https://www.biologianet.com/biologia-celular/ciclo-celular.htm

Ainterfase é a fase mais longa do ciclo celular, sendo um periodo de crescimento,
onde a célula tem uma intensa atividade metabdlica. A interfase encontra-se dividida

em trés periodos: G1, S e G2. O periodo G1 (do inglés gap, intervalo) é o que precede a
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duplicacdo do DNA, onde se verifica um crescimento celular significativo e sintese de
proteinas necessarias para a fase de duplicacdo do DNA. Neste periodo os cromossomas
apresentam apenas um cromatideo. O periodo S (do inglés synthesis, sintese) é aquele
em que ocorre a duplicagdao do DNA. O periodo G2, o mais curto, é o que acontece apds
a duplicacdo do DNA (os cromossomas apresentam dois cromatideos) e onde a célula se

prepara para a divisao celular.

2.1. Periodo S — replicacdo do DNA nuclear

Antes do inicio de uma nova divisdo celular, os organismos tém de duplicar
fielmente o seu DNA. O processo, rapido e preciso, é levado a cabo por um complexo
multienzimatico (tabela Il).

De uma forma geral, a replicacdo do DNA inicia-se pelo desenrolar da hélice e
separacdo das cadeias por enzimas especificas. A separac¢do das cadeias da origem a uma
estrutura especializada de DNA, a bolha ou garfo de replicacdo (do inglés replication
fork), que avanca ao longo da dupla hélice e onde ocorre a adicdo de nucledtidos. O
processo de replicacdo do DNA encontra-se descrito em pormenor nas seguintes etapas

e representado na figura 12:

1. Areplicacdo do DNA inicia-se pelo desenrolar da dupla hélice, executado pelas
enzimas topoisomerases, e separacao da dupla cadeia pelas helicases. As
helicases reconhecem as origens de replicacdo (ori), dispersas por todo o
genoma, nas quais abrem e distorcem a molécula de DNA, quebrando as liga¢des
de hidrogénio que mantém as duas cadeias unidas, dando origem a bolha de

replicacdo. As helicases movem-se sobre a molécula de DNA, separando a cadeia.

Com esta estrutura estabelecida entra em acdo um complexo enzimatico —
REPLISSOMA - que garante a sintese de duas novas cadeias filhas. Para evitar que as
cadeias se liguem novamente, as chamadas proteinas SSB (do inglés single stranded
DNA-binding proteins) ligam-se ao DNA de cadeia simples, estabilizando-o e deixando as

bases livres para a associacdo dos nucleotideos.
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2. A enzima primase sintetiza oligonucledtidos de vida curta (primer de RNA) que
se ligam a cada cadeia - nenhuma DNA polimerase conhecida é capaz de iniciar a
sintese de polinucledtidos.

3. Depois de o primer estar no lugar, a DNA polimerase envolve cada cadeia, € liga
novos nucledtidos complementares as bases livres.

4. A DNA polimerase apenas consegue adicionar nucleétidos a posi¢do 3’ da cadeia
original; uma das cadeias é lida na dire¢cdo 3’ — 5/, e a nova cadeia é formada no
sentido 5’ — 3’ (cadeia principal ou leading strand). A outra cadeia (cadeia
secundaria ou lagging strand) é antiparalela, e esta na direcdo 5’ — 3’, no entanto
a DNA polimerase ndo consegue adicionar nucleétidos a posi¢cdo 5’; assim, os
primers de RNA s3o continuamente adicionados e a sintese de DNA ocorrem em
fragmentos (fragmentos de Okazaki), na direcdo 5 — 3’, tal como a leading
strand.

5. Aenzima DNA ligase liga os fragmentos de Okazaki para formar uma cadeia

Unica.

Overview
i Origin of replication
Leadingstrand Leading strand Lagging

template

:f —~ s~trand

Lagging strand Leading strand

Overall directions
<« of replication ——>

Single-strand

binding proteins
Leadingstrand

Helicase

/DNA pol 111
Primer

..~ Primase
Parental DNA

Laggingstrand
template

DNA pol 1 Laggingstrand
DNApolT DNAligase
S

1

'

) 35,

>

Pl

5:

Figura 12 — Forquilha de replicacdo com complexo enzimatico envolvido na replicacdo
do DNA, com representacao das cadeias leading e lagging.

Adaptado de https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php
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A replicacdo do DNA dura até que as sucessivas frentes de sintese de DNA se
reinam. Nesta fase os cromossomas apresentam dois cromatideos e transita-se para a

fase G2 da interfase.

A replicagcao do DNA apresenta como caracteristicas o facto de ser
semiconservativa, bidirecional e semidescontinua.

A replicagdo é semi-conservativa uma vez que cada uma das cadeias simples
originais fica emparelhada com uma nova cadeia, servindo de molde (do inglés
template).

A partir de uma Unica origem de replicacao, a replicacdo do DNA ocorre de forma
bidirecional, pois sdo formados dois garfos de replicacdo a partir de cada uma das
cadeias originais de DNA.

A enzima DNA polimerase catalisa a adigdo de nucleétidos a extremidade 3’de
uma pequena cadeia polinucleotidica, ou seja, a nova cadeia cresce sempre a partir da
extremidade 5'em direcdo a extremidade 3" pela adi¢cdo de nucledtidos a 3'do primer, o
gual se encontra emparelhado com a cadeia molde. Visto que as duas cadeias originais
que constituem os moldes sdo antiparalelas, é necessario que a sintese aconteca de
forma continua na cadeia principal (leading strand), e de forma descontinua na cadeia
secunddria (lagging strand). Assim, a sintese da leading strand progride continuamente
a partir de um primer na direcdo 5'—» 3’, correspondendo a direcdo do movimento do
garfo de replicacdo crescente. Por outro lado, como a sintese da lagging strand também
deve ocorrer na direcdo 5'—» 3’, a cdpia da cadeia original tem de ocorrer na direcdo
oposta a do crescimento do garfo. Este processo é conseguido pelo emparelhamento de
primers com a cadeia original, sendo que, a partir de cada um destes primers ocorre a
extensao de fragmentos da nova cadeia na direcdo 5'—» 3’'em segmentos descontinuos,

denominados fragmentos de Okasaki (Figura 13).
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Figura 13- Estrutura do garfo de replicacdo com representacdo da sintese da cadeia

leading e lagging.

Adaptado de https://nadispersa.medium.com/replica%C3%A7%C3%A30-do-dna-a6f7b8a8f20f

Tabela Il — Enzimas envolvidas no processo de replicagdo do DNA em eucariotas.

Enzima Fungdo
. Desenrolam a dupla hélice e separam as cadeias de DNA de modo a expor
Helicases
as bases para emparelhamento.
Proteinas SSB Ligam-se ao DNA de cadeia simples, estabilizando-o.
Responsavel pela sintese do primer de RNA (sequéncia de ~10 nt),
. complementar a cadeia molde, de onde a enzima iniciara a sintese da nova
Primase

cadeia. Contrariamente a DNA polimerase ndo necessita ter previamente
um grupo 3’OH para iniciar a sintese.

DNA Polimerase

Sintetizam uma nova cadeia de DNA, catalisando a adi¢do de nucleétidos a
extremidade 3°OH livre da nova cadeia em crescimento, de acordo com a
sequéncia complementar. Apresenta atividade de exonuclease, permitindo-
lhe corrigir erros decorridos durante a replicagio.

Promove a ligacdo fosfodiéster entre a extremidade 3’ de um fragmento de

DNA ligase Okazaki e a extremidade 5’ do fragmento subsequente.
Exercem um papel importante auxiliando a atividade das helicases, pois
. desenrola a cadeia, diminuindo a tensdo a medida que as helicases
Topoisomerases

avancgam, facilitando assim o trabalho dessas enzimas na abertura da dupla
cadeia.
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2.2. Regulagao do ciclo celular — pontos de verificagao

O ciclo celular apresenta mecanismos de controlo que regulam os seus
processos, como a sintese de proteinas ou a divisdo celular. Esses mecanismos sao de
extrema importancia para evitar a proliferacdo descontrolada das células. Na maioria
das células eucaridticas, esses mecanismos atuam nos chamados pontos de verificagao
(Figura 11). Existem trés pontos principais:

- Ponto de verificagdo G1: ocorre no final da fase G1, antes da fase S, e verifica
se a célula teve um crescimento suficiente, se o DNA se mantém integro e se foram
sintetizadas as proteinas adequadas/suficientes para a replicagdo do DNA. Quando as
condi¢Bes ndo sdo adequadas, este ponto de verificagdo impede a continuagao do ciclo
celular.

- Ponto de verificagdo G2: ocorre no final da fase G2 e verifica a ocorréncia de
erros que possam ter ocorrido durante a replicacdo do DNA. Caso todas as condi¢es
sejam as adequadas, a célula avanca para a fase mitdtica.

- Ponto de verificagdo M: ocorre na transicdo entre a metafase e anéfase,

verificando da ligagao dos cromossomas aos microtibulos do fuso mitético.

Em cada ponto de verificagdo, o ciclo é regulado pelos chamados “reguladores
do ciclo celular”, onde se destacam as proteinas ciclinas e enzimas quinases
dependentes de ciclinas (Cdks). As proteinas ciclinas podem ser de quatro tipos,
consoante o ponto de verificagdo em que participam: ciclina G1, ciclina G1/S, ciclina G2
e ciclina M. Para fazer com que o ciclo celular avance, uma ciclina deve ativar ou desativar
proteinas alvo dentro da célula. As ciclinas desencadeiam os eventos do ciclo celular
associando-se a uma familia de enzimas chamada Cdks, ou seja, enzimas quinases com
capacidade para fosforilar (adicdo de um grupo fosfato) proteinas alvo especificas,
tornando-as ativas e permitindo o avanco no ciclo celular. A figura 14 representa,
esquematicamente, a ativacao de enzimas Cdks pelas proteinas ciclinas em dois pontos
diferentes do ciclo celular: antes da entrada na fase S (figura 14A) e antes da entrada na

fase de mitose (figura 14B).
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Figura 14 — Representacao esquematica da interacao entre proteinas ciclinas e
enzimas Cdks, com consequente fosforilagcdo de proteinas alvo, antes da fase S (A) e

antes da fase mitdtica (B).
Adaptado de https://pt.khanacademy.org/science/biology/cellular-molecular-biology/stem-cells-and-

cancer/a/cell-cycle-regulators

Durante o processo de replicagdo do DNA, mecanismos de detecdo e reparagao
de erros asseguram a (quase) perfeita fidelidade da replicacdo do DNA. Alguns erros
durante a replicacdo sdo reparados imediatamente (proofreading) devido a atividade de
exonuclease da DNA polimerase (removendo, por exemplo, um nucledtido
incorretamente adicionado), enquanto outros sdo reparados depois da replicacdo

(mismatch repair, MMR).

28



2.3. Divisao celular — mitose e meiose

Apds o periodo de crescimento celular e preparacdo para a divisdo celular, que
ocorre durante a interfase, a célula divide-se numa fase denominada mitose. A mitose é
fundamental para o desenvolvimento, crescimento e reposicdo de células perdidas. E
um processo fisiolégico que permite que uma célula somatica (diploide, 2n), ou seja,
com o numero total de cromossomas que caracteriza a espécie, origine duas células-
filhas com informacdo genética idéntica. E uma das etapas mais curtas do ciclo celular,

tendo uma duracdo aproximada de 30 minutos.

A mitose é dividida em quatro fases: profase, metafase, anafase e telofase. As

diferentes fases encontram-se esquematizadas na figura 15.

Profase — Corresponde a primeira fase da mitose, ocorrendo a espiralizacdo e
condensacdo dos cromossomas, que se encontravam no seu maximo grau de
despiralizacdo na interfase. A medida que a profase prossegue, os cromossomas, ainda
qgue formando um emaranhado onde é impossivel individualizar cada um, vao-se
tornando mais evidentes, por serem cada vez mais curtos e grossos. Em muitos casos,
comeca a ser possivel ver que cada cromossoma se diferencia longitudinalmente em dois
filamentos, ou seja, dois cromatideos (resultantes da replicacdo do DNA na interfase).
Simultaneamente, o nucléolo ou nucléolos, que eram bem evidentes no nucleo
interfasico e inicio da profase, vao-se dissipando e acabam por desaparecer.

Nas células animais, e nas de algumas plantas inferiores, existem, nos pélos do
fuso acromatico, os centriolos, estruturas constituidas por dois cilindros de nove
tripletos microtubulares cada, dispostos em posicao ortogonal. Os centriolos tém um
ciclo paralelo ao da mitose, replicando-se na interfase. Durante a préfase, cada um dos
dois novos centriolos migra para posi¢cdes opostas da célula, formando os pélos do fuso
acromatico ou fuso mitdtico.

No final da profase ocorre a rutura do invélucro nuclear e a mistura entre o
citoplasma e o nucleoplasma.

Os cromossomas (com dois cromatideos irmdos) ligam-se pelos seus
centrémeros (cinetdcoro) as fibras do fuso acromdtico e movem-se de forma a disporem-

se no plano designado por placa equatorial, em posicdao equidistante em relacdo aos
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polos do fuso, agora completo. O periodo que decorre desde a rutura do invélucro
nuclear até a disposi¢cao dos cromossomas com os seus centrdmeros na placa equatorial

designa-se por prometafase.

Metafase — Corresponde a fase da mitose na qual os cromossomas se dispdem com os
seus centrémeros na placa equatorial, encontrando-se no seu mais elevado grau de
condensacdo. Os bracos dos cromossomas ndo mostram qualquer orientacdo especial e
dispdem-se, ou no plano da placa equatorial ou para um ou outro lado desta. Os
cromossomas mostram bem evidente a sua diferenciacdo longitudinal em dois

cromatideos, podendo estes estar ainda enrolados um sobre o outro.

Anafase — Quando a posicdo de equilibrio é atingida na metafase, inicia-se a separac¢ao
dos centrémeros e o movimento de cada um dos cromatideos (agora designados
cromossomas filhos) para os pdlos do fuso acromdtico. A anafase é o periodo que
decorre desde o inicio da separacdo dos centrdmeros até ao momento em que os
cromossomas filhos atingem os pélos do fuso acromatico. E nesta fase que se efetua a
divisdo do material cromossémico em duas metades, de forma a distribuir por cada
nucleo resultante da divisdo exatamente um exemplar do cédigo genético da célula

original.

Telofase — Inicia-se quando os cromossomas filhos atingem os pdlos do fuso e pode
considerar-se como o processo inverso da profase. Os cromossomas despiralizam-se,
deixando de ser visivel a sua individualizacdo. Reaparecem os nucleolos que tinham
desaparecido na profase e volta a formar-se o invdlucro nuclear. Os nucleos filhos

retomam, assim, o seu aspeto da interfase.
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Figura 15 — Esquema representativo das diferentes fases da mitose.
Adaptado de https://www.genome.gov/es/genetics-glossary/Mitosis

A mitose é o processo pelo qual a célula divide o seu nucleo em dois
(cariocinese), de forma que cada nucleo filho receba um cddigo genético idéntico. Apds
a mitose, a célula divide-se em duas num processo denominado citocinese.

O processo de citocinese difere entre células animais e vegetais. Nas células
animais, a citocinese consiste na clivagem da célula por um estrangulamento da zona
equatorial (Figura 16A). A clivagem inicia-se nas células animais logo apds a telofase. Na
zona equatorial da célula comeca a dar-se um estrangulamento, com o aparecimento do
sulco de clivagem, que progride até a completa separacao da célula em duas. Por seu
lado, nas células vegetais, a citocinese consiste na formacdo de um septo que divide a
célula em duas. Nas células vegetais, apds ou durante a telofase, verifica-se o
aparecimento, no plano onde estava a placa equatorial, de uma série de vesiculas que
coalescem, formando o fragmoplasto, que cresce centrifugamente (do centro da célula
para a periferia), formando-se, assim, as membranas que dividirdo a célula em duas
(Figura 16B). Sobre cada uma dessas membranas deposita-se o material (pectina) para

formar as respetivas paredes celulares.
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Figura 16 — Citocinese em células animais (A) com formagdo da zona de
estrangulamento (representado na imagem por 1); citocinese em células vegetais (B) com

formacdo do fragmoplasto (representado na imagem por 2).
Adaptado de https://pt.slideshare.net/slideshow/31-knp/29023547

Capyg © 2000 Pearscn Edueaton, e

Copyright © 2008 Pearson Education. Inc.. publishing as Pearson Benjamin Cummings.

Figura 17 — Exemplo de diferentes fases do ciclo celular em células da extremidade da
raiz da cebola: 1- interfase; 2,3- profase; 4- metafase; 5- anafase; 6- teldfase; 7- citocinese.
Adaptado de https://bcphysics180.wordpress.com/2015/01/12/day-61-onion-root-tip-lab/
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A meiose é uma forma de divisdo nuclear muito importante entre os organismos
com reproducdo sexuada, resultando na formacgao de células reprodutoras designadas
gametas nos animais e esporos nos vegetais. No final do processo meidtico, formam-se
quatro células-filhas, cada uma com metade do nimero de cromossomas (haploide)
originalmente presentes na célula-mae (diploide).

A meiose é o conjunto de duas divisdes celulares consecutivas e
complementares: meiose | — divisdo reducional ou heterotipica, na qual se verifica a
separa¢do dos cromossomas homodlogos, reduzindo para metade o numero de
cromossomas de cada célula (2n —» n); meiose Il — divisdo equacional ou homotipica,
ocorrendo a separagdo dos cromatideos irmaos, mantendo o nimero de cromossomas
(n— n).

A meiose | e Il sdo divididas em quatro fases cada um, com 0s mesmos nomes
das fases da mitose. As diferentes fases da meiose | e Il encontram-se esquematizadas

na figura 18.

Meiose |

WY
By B8 -~ e

Interfase Profase | Metafase | Anafasel Telofase | Citocinese

Meiose Il %
i ! £ i
= e = X = > \ ‘ § :
® ) @ &3 5 @
Profase I Metafase Il Anafase | Telofase Il Citocinese

Figura 18 - Esquema representativo das diferentes fases da meiose | e Il.
Adaptado de https://pt.vecteezy.com/arte-vetorial/6065312-diagrama-de-meiose-divisao-celula-e-o-
processo-celulas-passam-para-dividir-ilustracao-vetorial.
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A profase | é uma fase longa, ocorrendo depois da interfase. Devido a sua

complexidade, a profase | divide-se nas seguintes fases: Leptdteno, Zigéteno,

Paquiteno, Dipléteno, Diacinese (figura 19).

a)

b)

d)

Leptoteno - Inicio da condensag¢do dos cromossomas, tornando-se visiveis ao
microscoépio.

Zigéteno — A medida que condensam, os cromossomas homélogos colocam-
se lado a lado, emparelhando perfeitamente ao longo do seu comprimento,
formando sinapses.

Paquiteno - Completam-se as sinapses e entre os cromossomas homaélogos
ocorre o fendmeno de crossing-over, processo definido como a troca de
segmentos entre cromatideos ndao irmdos de cromossomas homologos,
formando-se tétradas cromatidicos ou bivalentes. Os pontos onde os
cromossomas se tocam e se realiza a troca de material genético denominam-
se pontos de quiasma. O resultado de um evento de crossing over sao dois

cromossomas_recombinantes com uma combinacdo génica diferente da

encontrada nos progenitores, contribuindo assim para o aumento da
diversidade genética.

Dipléteno - Os cromossomas homodlogos comecam a separar-se, mas
continuam ligados pelos pontos de quiasma.

Diacinese — Ultima fase da préfase |. Os cromossomas tornam-se mais
condensados, forcando os pontos de quiasma a deslocarem-se para os
teldmeros, desfazendo-se progressivamente. Ao movimento dos quiasmas
para os teldomeros chama-se terminalizagdo. O invdlucro nuclear
desorganiza-se, os nucléolos desintegram-se e inicia-se a diferenciacdo do

fuso acromatico.
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Profase |

Leptoteno

Zigoteno

Paquiteno

Diploteno

Diacinese

Tétradas ou bivalentes

Pontos de quiasma

]
i

\

Terminalizagdo dos quiasmas

i
W

A A a
B B b
C C ¢

Alinhamento dos
cromossomas homologos

fendmeno de crossing-over que ocorre na fase Paquiteno.

Pontos de
quiasma

Crossing-over

Pontos de quiasma

Cromossomas
recombinantes

Cromossomas nao
recombinantes

Figura 19 — Representacdo das diferentes fases da Profase I, com destaque para o

Adaptado de https://thinkbio.wordpress.com/2012/01/04/ciclo-celular/

Na metafase | os cromossomas bivalentes ligam-se aos microtubulos do fuso

acromatico e ficam alinhados na placa equatorial. Um microtibulo de um dos pdlos liga-

se ao cinetocoro (conjunto de proteinas que existe no centromero) de um cromossoma

homdlogo e o microtubulo do outro pdlo liga-se ao outro membro do par de homdlogos.

A anafase | é marcada pela separacdo dos cromossomas homaélogos (cada um

constituido por dois cromatideos), seguindo cada um para pdlos opostos da célula, num

processo denominado segregacdo independente dos homdlogos. Os cromatideos

irmaos permanecem unidos pelo centrémero e migram juntos.

Na telofase I, os cromossomas, distribuidos em dois grupos, cada um em cada

pdlo da célula, descondensam-se, o invdlucro nuclear reorganiza-se e os nucléolos
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reaparecem. Surgem, assim, dois nucleos novos, cada um com metade do nimero de

cromossomas presentes no nucleo original.

Apds a primeira divisdao meidtica, as duas células filhas separam-se num processo
designado citocinese. As células em seguida avangam para a meiose Il sem duplicar o

seu DNA.

Na meiose I, as duas células resultantes da divisdo | entram ao mesmo tempo na
profase Il. A profase Il é um estado muito rapido, caracterizado pela desintegracao do
invélucro nuclear, pela condensacdo dos cromossomas e pelo inicio da diferenciacdo do

fuso acromatico da metafase Il.

Na metafase Il os cromossomas, constituidos cada um por dois cromatideos,

dispdem-se com os centrémeros no plano equatorial do respetivo fuso acromatico.

Na anafase Il, o centrdmero de cada cromossoma divide-se, proporcionando a

separacdo dos dois cromatideos, que migram para os pdélos opostos da célula.

Na telofase Il os cromossomas tornam-se menos condensados, o invdlucro
nuclear reorganiza-se e os nucléolos reaparecem, completando-se assim a segunda
divisdo meidtica. De seguida, o citoplasma divide-se através de citocinese, dando origem
a quatro células filhas haploides, com informacado genética diferente da célula mae. Estas

células filhas originam as células reprodutoras.
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Capitulo 3- Mutagoes



O DNA é uma molécula muito estavel, que se replica com elevada precisdo, no
entanto, apesar da sua estabilidade, é suscetivel de sofrer mutagdes.

As mutacdes podem ser consideradas a diferentes niveis, podendo envolver
alteragdes ao nivel dos cromossomas ou apenas alteragdes de pequenas sequéncias de
DNA num ou mais genes, sendo classificadas de mutagdes cromossdmicas ou mutagoes
génicas, respetivamente.

Uma mutacdo apenas sera visivel se implicar uma alteracdo fenotipica. O efeito
de uma mutac¢do deve ser considerado com referéncia a um fendtipo contra o qual o
mutante pode ser comparado, que geralmente é o fendtipo do tipo selvagem, ou seja, o
fendtipo mais comum em populagdes naturais do organismo.

As mutacGes podem ou ndo ser hereditdrias caso acontecam em células
germinativas ou células somaticas, respetivamente. As mutacdes somaticas podem
acontecer em qualquer divisdo celular, desde a primeira divisdo do zigoto, até as divisdes
celulares que substituem as células de um individuo adulto. As mutagdes somaticas nao
sdo transmitidas para a geracdo seguinte, no entanto, a célula com a mutacgdo ird
transmitir a alteracdo para todas as suas células descendentes.

As mutacdes podem ocorrer de forma espontanea ou ser induzidas por agentes

mutagénicos, como por exemplo radiacdo ultravioleta, raios X ou agentes quimicos.

3.1. Mutagdes cromossOmicas

Tal como o nome indica, mutagdes cromossdmicas implicam alteragdes ao nivel
dos cromossomas, podendo afetar o seu numero, e sdo por isso classificadas de
mutacdes cromossOmicas numéricas, ou a sua estrutura, sendo classificadas de
mutacdes cromossémicas estruturais. As mutac¢des cromossdmicas conduzem a

alteracdes do caridtipo de um organismo.

3.1.1. Mutagdes cromossOmicas numéricas
Mutacdes cromossémicas numeéricas causam alteracdes no numero de
cromossomas (ploidia) de uma célula ou individuo, podendo ser resultado da adicdo de
multiplos do conjunto Unico de cromossomas — euploidia — ou por adi¢cdao ou perda de

um ou mais cromossomas — aneuploidia.
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Os caridtipos euploides apresentam um numero de cromossomas igual a um
multiplo do seu conjunto bdsico, podendo ser considerados normais ou anomalias
dependendo da espécie. Por exemplo, células animais apresentam células em diferentes
estados de ploidia: a maioria das células sdo diploides, os gametas sao considerados
haploides e as células hepdticas sdo poliploides. Nestes casos, estas euploidias sdo
consideradas normais ou geneticamente programadas. Por outro lado, euploidias ndao
programadas sdo consideradas anomalias.

As euploidias alteram o conjunto dos cromossomas, podendo ser resultado da
nao disjungao de cromossomas homadlogos ou de nao ocorréncia de citocinese. Podem
ainda ocorrer de forma espontanea ou induzida, utilizando-se neste ultimo caso
inibidores mitdticos, como a colchicina, um dos inibidores mitdticos mais utilizados em
plantas. A colchicina é um alcaloide extraido da planta Colchicum autumnale, utilizado
como farmaco em diversas aplicacdes. Na qualidade de agente anti-mitdtico, a colchicina
atua sobre as fibras do fuso acromdtico durante a divisdo celular, impedindo a sua
formag¢do ou promovendo a sua fragmentacdo, impedindo assim a separacao dos
cromossomos na anafase. Como consequéncia, as células iniciam o ciclo celular seguinte
com a quantidade de DNA duplicado.

De acordo com o numero de conjuntos cromossdmicos basicos apresentados,
os cariotipos podem ser sub-classificados em:

a) Monoploide (n) — organismos que apresentam um Unico conjunto bdsico de

cromossomas;

b) Diploide (2n) — organismos possuem dois conjuntos de cromossomas;

c) Poliploides (3n, 4n...) — individuos cujo caridtipo apresenta mais de dois

conjuntos cromossémicos (exemplo: 3n — triploide; 4n — tetraploide)
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Sabias que... O

A poliploidia é muito comum em plantas, mas rara em animais. =i

Na natureza, um aumento do numero
do conjunto de cromossomas foi um
fator muito importante para o
aparecimento de novas espécies de
plantas.

A descodificagdo do mecanismo que conduz a obtencdo destas alteracdes
cromossémicas (ndo disjuncdo cromossdmica), associado as vantagens que plantas
poliploides apresentam em termos agrondmicos, conduziu ao desenvolvimento de
protocolos que permitem a duplicacdo cromossdmica e regeneracdo de plantas
euploides. Os organismos monoploides, por exemplo, apresentam grande interesse ao
nivel do melhoramento de plantas uma vez que permitem o desenvolvimento de linhas

diploides completamente homozigotas - duplos haploides - um recurso essencial em

genética e melhoramento por permitir o desenvolvimento de novas cultivares,
localizagao de genes com interesse agrondmico ou o desenvolvimento de marcadores
para caracteristicas de interesse, aumentando assim a eficiéncia do melhoramento de
plantas. A obten¢do de duplos haploides tem interesse acrescido no estudo de
caracteristicas associadas a genes recessivos, cujo estudo é impossibilitado em
organismos heterozigotas.

Células haploides ocorrem naturalmente na fase gametofitica das plantas
superiores. A obtencdo de plantas duplo haploides a partir de monoploides inclui
métodos in vitro, como a ginogénese (cultura in vitro de ovario e flor) e androgénese
(cultura in vitro de anteras e micrésporos), dependendo da espécie em estudo. Na
cultura in vitro de micrdsporos (um dos métodos mais utilizados), o micrésporo (grdo de
polen antes da divisdo mitética, n) é colocado em meio de cultura apropriado para o
desenvolvimento de uma planta monoploides (n). As plantas obtidas (monoploides) sdo
selecionadas tendo em conta as caracteristicas de interesse e submetidas a tratamento

com inibidores mitéticos (ex. colchicina) para duplicagdo do nimero de cromossomas,
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obtendo-se assim um duplo haploide (2n). As plantas duplos haploides podem ser

utilizadas em programa de melhoramento convencional (por exemplo, hibridagdo).

A técnica de obtencdo de duplo haploides ja foi aplicada a mais de 250 espécies,
tais como na planta do tabaco (Nicotiana tabacum), colza (Brassica napus), trigo
(Triticum aestivum), milho (Zea mays), aveia (Avena sativa), batata (Solanum

tuberosum), couve-flor (Brassica oleracea), entre outras.

Plantas duplo haploides tém sido muito utilizadas ao nivel do melhoramento de
plantas, apresentando como vantagens uma rdpida producdo de linhagens totalmente
homozigéticas, contribuindo para a purificacdo de linhagens e aumento da eficiéncia da

selecdo.

Dependendo da composicdo do genoma, os organismos poliploides podem ser
classificados em autopoliploides ou alopoliploides. Organismos autopoliploides
possuem multiplas cépias do conjunto Unico de cromossomas (x) de um mesmo genoma
(conjuntos de cromossomas da mesma espécie, totalmente homdlogos). Apresentam
grande interesse ao nivel do melhoramento de plantas no desenvolvimento de novas
cultivares, visto que as mesmas sdo, geralmente, plantas com maior vitalidade e
robustez, com maior produtividade e consequente rentabilidade. A obten¢do de
poliploides pode ocorrer espontaneamente na natureza, sendo exemplos a alfafa, o
amendoim, a batata e o café, com genomas tetraploides e as bananas, variedade
cultivada, com genoma triploide, ou de forma induzida, como acontece na melancia ou
citrinos, com genoma triploide, resultantes do cruzamento de um tetraploide
(progenitor feminino) com um diploide (progenitor masculino). A obtencdo de
organismos triploides tem grande interesse ao nivel do melhoramento, visto que os
mesmos sao caracterizados por apresentarem um crescimento mais vigoroso e maior
produtividade, maior tolerancia a stresses bidticos e abidticos e frutos grandes com
poucas ou nenhumas sementes (apirenes).

Certos organismos sdao compostos por, no minimo, 2 genomas diferentes, -
alopoliploides - resultado da hibridagao de duas espécies diferentes, mas com uma
proximidade genética elevada (hibridacdo interespecifica). O alopoliploide resultante
possui 0s conjuntos cromossomicos derivados de duas ou mais espécies (cromossomas

homedlogos, ou seja, cromossomas parcialmente homadlogos). Sdo comuns na natureza,
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estando na base da evolugdo de diferentes espécies. Tomando como exemplo o caso do
trigo mole (Triticum aestivum): os 42 cromossomas correspondem a férmula hexapléide
6x=42 agrupados por trés caridtipos que se representam pelas letras A, B e D e provém
de T.durum (A e B), outra espécie alopolipléide (2n=4x=28) e T.tauschii (D), dipldide
(2n=2x=14). O Triticum aestivum é proveniente da hibrida¢do entre um alopolipldide
AABB e um dipldide DD, resultando num zigoto tripldide ABD que, por sua vez, se
desenvolveu no hexapléide AABBDD por endoduplicacdo (figura 20). Durante a meiose
os cromossomas A B D de T.aestivum portam-se entre si como cromossomas nao-
homodlogos: os cromossomas A emparelham e segregam apenas com cromossomas A,

os B apenas com cromossomas BeosD apenas com cromossomas D — cromossomas

homedlogos.

Triticum durum Triticum tauschii Triticum aestivum

2n=4x=28 2n=2x=14 2n=6x=42
(caridtipos A e B) (cariétipo D) (caridtipos A, B e D)

Zigoto tripléide ABD que se desenvolveu no

Alotetraploide AABB Diploide DD hexapléide AABBDD por endoduplicagdo

Figura 20 — Esquema, com representagao do cariétipo, da hibridagao entre T.durum e

T.tauschii originando T.aestivum (adaptado de manual de genética, Professor Paulo de Oliveira).

Ao contrdrio das euploidias, em que se verificam constituicdes cromossdmicas
com multiplos inteiros do niumero basico n da espécie, nas aneuploidias observam-se
alteragdes de apenas um ou poucos cromossomas a mais ou a menos do que o normal
da espécie. As Aneuploidias podem ocorrer devido a: i) perda do centrémero, levando a
gue o cromossoma seja perdido durante o processo de mitose ou meiose; ii) movimento
retardado dos cromossomas durante a anafase; iii) assinapse, ou seja, o nao

emparelhamento dos cromossomas homologos; iv) ndo-disjun¢cdo dos cromossomas
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homodlogos ou cromatides irmas durante a meiose ou mitose. Este evento leva a que
alguns gametas ou células somaticas contenham um cromossoma extra ao passo que
outros terdo um cromossoma a menos. As aneuploidias podem ser classificadas em
hipossomias ou hiperssomias, consoante haja perda ou ganho de cromossomas,
respetivamente. No grupo das hipossomias, diz-se que hd uma monossomia quando
falta um Unico cromossoma num par de homaélogos (2n-1) ou uma nulissomia, quando
se verifica a perda de ambos os cromossomas de um par de homaélogos (2n-2). No caso
das hiperssomias, estas classificam-se em trissomias quando se verifica o ganho de um
Unico cromossoma e um par de homélogos apresenta trés cromossomas (2n+1), ou
tetrassomias quando ocorre o ganho de dois cromossomas homdlogos, existindo quatro
copias de um determinado cromossoma (2n+2). As aneuploidias podem ocorrer nos

autossomas ou nos cromossomas sexuais.

3.1.2. Mutagbes cromossOmicas estruturais

Quando as alteragdes nos cromossomas ocorrem ao nivel da sua estrutura,
estamos perante muta¢bes cromossOmicas estruturais. Estas mutacdes resultam de
guebras na dupla cadeia do DNA, seguidas de ligagcdo dos fragmentos, dando origem a
alteracGes na estrutura dos cromossomas. Estas mutacdes podem ocorrer de forma
natural durante o crossing-over, devido ao emparelhamento desigual dos cromossomas
homodlogos durante a préfase | da meiose, ou induzidas, devido a acdo de agentes
mutagénicos, como os raios X e raios UVC ou UVB que quebram ligacdes quimicas entre
os nucleétidos.

As alteragbes cromossdmicas estruturais podem ter efeito balanced ou
unbalanced, dependendo do conteldo da informacao genética final que resulta dos
rearranjos apos as quebras das ligacdes. Se a quebra nos cromossomas resultar em perda
ou acréscimo de determinado fragmento, isso ira resultar num desequilibrio da dosagem
génica e estamos perante um efeito unbalanced. Por outro lado, se a quebra nos
cromossomas homadlogos resultar numa troca de fragmentos entre os mesmos, ndo
havera perda da informacao genética causada pelo novo arranjo estrutural. Neste caso,

estamos perante um efeito balanced. As alteracbes cromossdmicas estruturais
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unbalanced podem ser do tipo duplica¢do ou delegdo, enquanto as alteracbes balanced

podem ser do tipo inversao ou translocagao.

a) Duplicagao

Ocorre quando um fragmento se encontra duplicado no genoma. As sequéncias
duplicadas podem variar em tamanho, localizacdo no genoma e orientacdo. Tomamos
como exemplo a seguinte sequéncia normal: ABCDEe®FG. Quando as duplicagdes estdao
numa posicdo adjacente entre si, estamos perante uma duplicacdo em Tandem
(ABCBCDE®FG) ou Tandem reversa (ABCCBDE®FG). Por outro lado, quando as
duplicagdes ocorrem em diferentes segmentos génicos, a mesma pode ser classificada
como Displaced (deslocada - ABCDE®FBCG) ou Displaced Reverse (ABCDE®FCBG).

Estas alteragbes podem ser resultado de um emparelhamento desigual dos
cromossomas homodlogos durante a préfase | da meiose. Quando isso acontece, o
crossing-over origina cromatideos recombinantes com a estrutura alterada devido a
insercdo de outro fragmento.

As altera¢Oes fenotipicas provocadas pelas duplicagcdes devem-se a introdugao de
copias adicionais e consequente desequilibrio nas quantidades de produtos génicos, o
gue se traduz em alteracdes ao nivel das proteinas. No entanto, os eventos de duplicacdo
sdo comuns nos eucariotas e foram a fonte de origem de novos genes que adquiriam

funcgdes distintas do gene que lhe deu origem.

b) Delecdo

As delecbes sdo caracterizadas pela perda de um segmento cromossémico. Tomando
como exemplo a sequéncia normal ABCDEFeG, uma dele¢do podera originar a sequéncia
ABFeG. Uma grande delegdo é facilmente identificada porque o cromossoma fica mais
curto, obrigando o seu homodlogo a fazer uma alca durante a profase | para permitir que
regioes homadlogas se alinhem.

O efeito ao nivel do fendtipo depende do(s) gene(s) que se encontra(m) localizado(s)
na regido que sofreu a dele¢do. Em individuos homozigdticos a maioria destas delecdes
sdo letais porque correspondem a perda total dos genes localizados na regido que sofreu

a delecdo. Em individuos heterozigéticos, estes podem ser portadores de deficiéncias
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graves devido a i) um desequilibrio nos produtos génicos, ii) ao fendmeno de
pseudodominancia, em que se verifica a expressao de genes recessivos ou mutagdes
recessivas localizadas no segmento ndo-deletado, ou iii) a delegdo de genes
haploinsuficientes, ou seja, genes que requerem a presenca de duas cdpias para produzir

o fenétipo normal do individuo (tipo selvagem).

c) Inversao

Nas mutacBes causadas por inversdo, ndo existe perda (delecdo) nem ganho
(duplicagdo) de informag¢do génica. Para que ocorra inversdo deve haver,
obrigatoriamente, dois pontos de quebra no cromossoma, ocorrendo uma inversdo de
180° do segmento cromossdmico. A ordem dos genes no cromossoma ¢é alterada. As
inversdes podem ser classificadas em pericéntricas, quando a regido invertida no
cromossoma envolve o centrdmero, ou paracéntricas quando a regido invertida no
cromossoma nao envolve o centrémero, ou seja, compreende apenas a regido de um
braco do cromossoma. Uma inversdo pode ser identificada durante a profase | porque
os cromossomas homadlogos formam uma al¢a para poderem alinhar, a al¢ca de inversao.
Por norma, as inversdes alteram a regulacdo da expressdo do gene, traduzindo-se em

alteragdes fenotipicas.

d) Translocagao

Nas transloca¢des ocorre o movimento de material genético entre cromossomas nao
homodlogos ou dentro do mesmo cromossoma. Quando a troca de fragmentos
cromossdmicos ocorre entre cromossomas nao homoélogos sem haver perda de
informacdo genética, esta translocacdo denomina-se transloca¢do reciproca, pois ha
troca de partes cromossdmicas entre os ndao homdlogos. Por outro lado, se um
fragmento é translocado para outro cromossoma, sem haver troca entre eles, a

translocacdo denomina-se ndo reciproca.
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wild type (ch1) wild type (ch2)
ABeCDEFG MNeOPQRS

ABeCDG —> MNeOPEEQRS

TRANSLOCAGAO NAO RECIPROCA

ABeCDQRG — MNeOPEES
TRANSLOCAGAO RECIPROCA

Das transloca¢des reciprocas faz parte um tipo de translocagdo muito comum
envolvendo cromossomas acrocéntricos, a translocacdo Robertsoniana, devendo o
nome ao geneticista norte-americano W. R. B. Robertson, o primeiro a observar este tipo
de mutacbes em gafanhotos, no ano de1916. Nestas translocacdes, dois
cromossomos acrocéntricos fundem-se préoximos da regido do centrémero com perda
dos seus bragos curtos. Esta translocacdo ocorre nos cinco pares
de cromossomas humanos (13, 14, 15, 21 e 22) que sdo acrocéntricos.

A maioria das translocagdes reciprocas nao afetam significativamente o fendtipo do
individuo (ndo sao letais) porque ndao ha acréscimo nem diminui¢ao de informagao
génica — balanced translocations. Um exemplo tipico de translocacao que pode surgir
na descendéncia é a sindrome de Down (trissomia 21), onde a translocagdo no
cromossoma 14 contara como o terceiro homodlogo do par 21.

As transloca¢des Robertsonianas tém aplicabilidade ao nivel do melhoramento de
plantas. Existem muitos estudos na literatura acerca de translocacdes que envolvem
diversas espécies, como o trigo (Triticum aestivum L.), centeio (Secale cereale L.), cevada
(Hordeum vulgare L.), entre outras. Translocacdes heterozigotas induzidas sdo muito
utilizadas nos programas de melhoramento de trigo com a finalidade de transferéncia
de genes de resisténcia a fatores bidticos e abidticos, bem como genes que favorecem o
rendimento de griaos. O centeio é uma espécie passivel de translocar segmentos
cromossomicos para o trigo e, pelo fato de possuir muitos genes de resisténcia a
stresses, tais como genes de resisténcia a ferrugem da folha e do colmo e genes que
favorecem o rendimento de graos, sdo muito utilizado como dadores em programas de

melhoramento. Estes segmentos sdo transferidos a partir das translocacbes, pois os

46


https://pt.wikipedia.org/wiki/Acroc%C3%AAntrico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Centr%C3%B4mero
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cromossoma
https://pt.wikipedia.org/wiki/Acroc%C3%AAntrico

cromossomos do trigo tendem a quebrar simultaneamente, resultando na incidéncia de

segmentos pequenos de cromossomos do centeio incorporados no genoma do trigo.

Sabias que...

O centeio possui muitos genes de interesse
agrondmico, dos quais se destacam o Lr26,
Yrl9, Pm8 e o Sr31, os quais conferem
resisténcia a ferrugem da folha, a ferrugem
amarela, ao oidio e a ferrugem do colmo,
respetivamente, além de genes que
favorecem caracteristicas agrondmicas.
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Capitulo 4 — Genética Mendeliana
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Certamente que todos ja ouvimos comentarios sobre como somos parecidos com
0S N0ss0s pais ou irmaos em determinadas caracteristicas. De facto, ao longo da histéria
da humanidade sempre houve muita curiosidade sobre a heranga bioldgica, ou seja,
sobre como os filhos herdam as caracteristicas dos pais. Para encontrar as respostas a
estas questdes, precisamos recorrer a genética. A genética é a area da biologia que
estuda o DNA, o material hereditario, e a forma como o mesmo se transmite ao longo
de geracOes, de como se expressa e como pode ser alterado.

O cientista Johann Gregor Mendel foi o primeiro a descobrir os mecanismos
basicos da hereditariedade sendo considerado, por isso, o pai da genética. Foi entre 1856
e 1854 que Mendel desenvolveu as suas experiéncias com plantas, publicando os seus
resultados em 1865 e 1866. No entanto, apesar da importancia dos seus estudos, os seus
resultados ndo tiveram o impacto e reconhecimento merecido pela comunidade
cientifica. Foi apenas mais tarde, em 1915 com a descoberta do cromossoma por
Thomas Morgan, que a genética Mendeliana se tornou a esséncia da genética cldssica.

Segundo a teoria de Mendel, os caracteres sao determinados por unidades
discretas que sdo herdadas intactas através de geracdes. Apesar de ndo ter definido a
palavra, Mendel introduziu assim o conceito de gene. Para comprovar a sua teoria,
Mendel realizou os seus trabalhos cientificos com variedades de ervilha da espécie
Pisum sativum. As principais razdes que o levaram a optar por realizar os estudos com
esta espécie foram a sua facilidade de cultivo, a presenca de caracteristicas distintas e
facilmente diferenciaveis e o ciclo de vida curto e elevada descendéncia, o que permite
obter varias gera¢des em pouco tempo. As ervilhas sao plantas hermafroditas, ja que
numa mesma flor ha érgaos reprodutores masculinos e femininos. Os 6vulos de uma
flor sdao fecundados, na maioria dos casos, pelos seus préprios graos de pdlen, ocorrendo
o que chamamos de autofecundacao.

Antes de iniciar cada cruzamento, Mendel certificava-se que estava a trabalhar
com linhas puras, ou seja, plantas idénticas entre si numa determinada caracteristica,
produzindo descendéncia com o mesmo fendtipo quando cruzadas entre si. Para realizar
cruzamentos com plantas que naturalmente se autofecundavam, Mendel recorreu a
polinizacdo artificial, realizando o que chamamos de fecundacgdo cruzada. Nesta técnica,

antes do pdlen estar maduro e do estigma estar pronto para o receber, Mendel abria a
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flor e cortava os estames contendo os graos de pdlen. O estigma dessa flor era assim
fecundado com graos de pdlen trazidos de outra planta com as caracteristicas desejadas.

Para os cruzamentos, Mendel selecionou variedades geneticamente puras para
a geracgdo parental (geragdo P), caracteristicas grandemente dependentes do gendtipo
e com efeito ambiental residual, e variedades que apresentavam apenas dois fendtipos
possiveis. Foram sete as caracteristicas estudadas por Mendel e encontram-se

resumidas na seguinte tabela:

Caracteristicas Fendtipo contrastante

1 Cor da flor Branca Lilas

2 Posi¢do da flor Axial Terminal
3 Cor da semente Amarela Verde

4 Forma da semente Lisa Rugosa

5 Forma da vagem Inflada Estreita
6 Cor da Vagem Amarela Verde

7 Altura da planta Alta And

Mendel teve ainda o cuidado de analisar apenas uma caracteristica de cada vez
(monohibridismo). Assim, ao cruzar plantas altas com plantas baixas, por exemplo, ele
considerava apenas a altura das plantas, ndo tendo em consideracdo caracteristicas
como a cor da semente ou a posicao das flores no caule.

Mendel iniciou as suas experiéncias de monohibridismo realizando fecundagdo
cruzada de plantas consideradas linhas puras com caracteristicas contrastantes,
cruzando, por exemplo, uma linhagem pura de plantas com flor branca com uma
linhagem pura de plantas com flor lilas. Essa geracdo é chamada ‘parental’ (geracdo P),
os seus descendentes formavam a primeira gerac¢do, ou geracao F1, e os descendentes
da F1 eram cultivados e autofecundados, formando a segunda geracao, ou F2.

Em relagdo aos resultados dos cruzamentos, Mendel observou que as plantas
que formavam a geragao F1 apresentavam caracteristicas fisicas iguais apenas a uma
das plantas da linhagem parental. Para perceber o que acontecia a outra caracteristica,
Mendel cultivou as sementes de F1 e permitiu que as mesmas sofressem

autofecundacao, formando a geracao F2. Foi nessa geracao que Mendel verificou que a
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outra caracteristica ndo havia desaparecido. Com base nesse resultado, Mendel
denominou a caracteristica que desaparece na F1 como recessiva, voltando a aparecer
na F2, e a que ndo desaparece na F1 como dominante. Mendel observou ainda que na
F2 a proporgdo de plantas com a caracteristica dominante era de 75% e a de plantas
com a caracteristica recessiva era de 25%, ou seja, a relacdo era de 3 plantas com a
caracteristica dominante para 1 planta com a recessiva (3:1).

Os resultados constantes e concordantes obtidos levaram Mendel a formular a
12 |lei de Mendel ou lei da segregacao, segundo a qual, nos organismos diploides, a
hereditariedade de uma caracteristica fenotipica é determinada por dois fatores
herdaveis (genes alelos de um Jocus) que sdo segregados (separam-se) quando sdo
formados os gametas, sendo que metade dos gametas tem um membro do par (gene

alelo) e a outra metade dos gametas tem o outro membro (o outro gene alelo).

Atualmente sabemos que um gene pode existir em diferentes estados, os alelos.
Mendel desconhecia este termo e referia-se aos alelos como fatores. Assim, o gene que
codifica para a caracteristica textura da semente, ocorre em dois estados, ou seja,

apresenta dois alelos, o liso (R) e rugoso (r).

Segundo o principio da segregacdao, a hereditariedade de caracteristicas
individuais é determinada por dois genes alelos segregados nos gametas. Cada
individuo diploide tem dois alelos que codificam para uma caracteristica. Quando um
individuo apresenta, pelo menos num par de cromossomas homaélogos, um par de genes
constituido por diferentes alelos (exemplo Tt), este é considerado heterozigético
(hibrido). Por outro lado, se um individuo apresenta, num par de cromossomas
homdlogos, genes alelos iguais (exemplo TT ou tt), é considerado homozigético (linha

pura).

Na terminologia atual, um gene alelo corresponde a uma das diferentes formas
de um gene que pode existir num determinado locus (loci — plural). Locus corresponde a
posicao do gene alelo no cromossoma.

Os genes alelos localizam-se no mesmo /ocus (mesma posi¢cao nos homdlogos) e
codificam para um caracter herdavel (por exemplo, forma da semente), embora possam

determinar diferentes fenétipos (lisa/rugosa). O conjunto de alelos de um individuo
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define o gendtipo (RR, Rr, rr). A figura 21 representa o loci dos alelos que codificam para

o fendtipo forma da semente.

¢ C L C C C
| S | |
Homozigotico RR Heterozigdtico Rr Homozigético rr

Figura 21 - Localizacdo, nos cromossomas homélogos, dos alelos que codificam para a
forma da semente (lisa ou rugosa). RR- semente lisa; Rr- semente lisa; rr- semente rugosa.

Adaptado de https://mundoeducacao.uol.com.br/biologia/homozigoto-heterozigoto.htm

Ao nivel molecular R e r sdo idénticos na maior parte da sequéncia de DNA. Os
dois alelos (R e r) terdo tido origem no mesmo gene basico que por acumulagdo de
mutac¢Oes deu origem a duas variantes distintas. O alelo R (dominante) é composto por
3500 nucledtidos, enquanto o r (recessivo) apresenta, além dos 3500 nucledtidos
originais, 800 nucleétidos adicionais.

Neste exemplo da forma da semente, o gene dominante (R) é aquele que define
o fendtipo em gendtipos heterozigotas (sementes lisas — RR ou Rr) e o gene recessivo (r)

é o que define o fendtipo em gendtipos apenas homozigotas (sementes rugosas — rr).

O comportamento dos cromossomas e dos alelos durante a meiose (divisdo
celular que origina a formacgao dos gametas) permite-nos compreender os resultados de
Mendel. Na figura 22 podemos observar o comportamento dos alelos (representados
pelas letras R e r) responsaveis pela determinacdo da forma da semente. Na anafase |,
os cromossomas homdlogos separam-se e, consequentemente, os alelos de um
determinado gene também. Na meiose Il, durante a anafase Il, sdo os cromatideos
irmaos que se separam. Assim, num individuo com o genétipo Rr, metade dos gametas

tem o alelo R e a outra metade o r.
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Antes da fase
S da interfase

Profase |

\ Anafase |
‘ \ ‘ \ Anafase Il
Figura 22 - Separacdo dos cromossomas e dos alelos responsaveis pela forma da semente

durante a meiose. Adaptado de Souza et al., 2015.

Uma forma mais simples de entender e representar os cruzamentos de Mendel
é através da utilizacdo do quadro de Punnett. Desenvolvido por Reginald C. Punnett
(1917), permite prever as proporcdes genotipicas e fenotipicas de um cruzamento
genético. Trata-se de um diagrama onde estdo representados os gametas dos
progenitores e os possiveis gendtipos, sendo utilizado para prever os resultados de um

determinado cruzamento.
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4.1. Cruzamento teste

Uma das estratégias para determinar o gendtipo (heterozigético ou
homozigético) de um individuo que apresenta o fenétipo dominante consiste em realizar
um cruzamento teste (ou Test cross). O cruzamento teste € um cruzamento entre um
individuo com o fenétipo dominante, para o qual queremos saber o gendtipo, com um
individuo de fenétipo recessivo e que terd o gendtipo homozigético recessivo.

Se o individuo testado for homozigético, originara apenas um tipo de

descendéncia, pois produz apenas um tipo de gametas:

Homozigdtico Homozigdtico
dominante recessivo
P RR rr
Gametas R ad
\/
F1: Heterozigdtico
Rr

No entanto, se o individuo testado for heterozigdtico, originara dois tipos de
descendentes: 50% com o fenétipo dominante e 50% com o fenétipo recessivo, como
pode ser observado no seguinte esquema:

Heterozigdtico Homozigdtico
recessivo
P: Rr rr
Gametas R r r
¢ \
A 4
. T
ou
Heterozigodtico Homozigodtico
Rr re
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Até aqui temos estudado apenas cruzamentos entre linhas puras para uma Unica
caracteristica (monohibridismo). No entanto, Mendel foi mais longe nos seus ensaios,
realizando cruzamentos entre linhas puras para duas caracteristicas (dihibridismo).
Continuando com o exemplo da forma da semente, acrescentamos agora a caracteristica
cor da semente. Neste caso, Mendel estabeleceu uma linhagem pura de forma de
semente lisa (RR) e cor do revestimento da semente amarela (AA) e outra linhagem pura
de forma da semente rugosa (rr) e cor do revestimento da semente verde (aa). A partir
do cruzamento destas linhagens, ou seja, RRAA x rraa, Mendel obteve uma F1 com
gendtipo RrAa (heterozigdtico duplo). A geracdo F2, resultante da autofecundacdo da
F1, apresenta uma relacdo de 9/16 para sementes com ambas as caracteristicas
dominantes (R-A-), 3/16 para uma caracteristica dominante e outra recessiva (R-aa ou
rrA-) e 1/16 para ambas as caracteristicas recessivas (rraa). Estes resultados encontram-

se esquematizados na figura 23.

Geragdo Caracteristicas observadas:
parental (P) X . forma e cor da sementes de
ervilha
RRAA rraa
Gametas RA ra
F1

100% sementes lisas e amarelas

RrAa
Gametas RA Ra A ra
Autofecundagdo
F2 ‘ .
R-A- R-aa rrA- rraa
foporde ¢ ;3 : 3 i 1

Figura 23 — Esquema dos cruzamentos dihibridos de Mendel considerando as

caracteristicas forma e cor da semente de ervilha.
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O resultado obtido na geracdo F2, resultante da autofecundacdo da F1, pode ser

visualizado num quadro de Punnett, como o seguinte:

Gametas
d 9 RA Ra rA ra
RA RRAA RRAa RrAA RrAa
(Lisafamarela) (Lisa/amarela) (Lisa/amarela) (Lisa/amarela)
RRAa RRaa RrAa RRaa
n Ra
g (Lisa/amarela) (Lisa/verde) (Lisa/amarela) (Lisa/verde)
€
G A RrAA RrAa rrAA rrAa
(Lisa/amarela) | (Lisa/amarela) (Rugosa/amarela) | (Rugosa/amarela)
RrAa RRaa rrAa rraa
ra
(Lisa/amarela) (Lisa/verde) |(Rugosa/amarela) (Rugosa/verde)

Os resultados obtidos nestes cruzamentos conduziram a elaboracdo da 22 lei de
Mendel ou principio da segregacao independente, que afirma que durante a formacao
dos gametas, na meiose, os alelos localizados em diferentes pares de cromossomas
homdlogos segregam-se de forma independente. Tomando novamente como exemplo
a forma e cor da semente, a separagao dos alelos R e r ocorre de forma independente

da separacdo dos outros dois alelos, A e a. A figura 24 esquematiza a 22 lei de Mendel.
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Figura 24- Esquema representativo da 22 lei de Mendel. As diferentes cores

representam diferentes alelos em diferentes loci.

No entanto, a 22 lei de Mendel ndo é universal e sé se aplica a genes que estdo
localizados em cromossomas separados ou, se localizados no mesmo cromossoma, se
encontrarem em Joci muito afastados. Genes localizados no mesmo cromossoma
segregam juntos durante a anafase | da meiose e ficardo localizados no mesmo gdmeta.

Apenas com eventos de crossing over podera ocorrer essa separagao.

Quando se trata de um cruzamento com mais de dois genes com dois alelos,
podemos visualizar os resultados desse cruzamento de uma forma mais simples,
recorrendo a um diagrama ramificado. Vejamos o exemplo para trés genes com dois
alelos e dominancia completa nos trés genes (AaBbDd) (Figura 25).

Cruzamento: AaBbDd x AaBbDd
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DD(1/4)=AABBDD(1/4x1/4x1/4 = 1/64)
Dd(2/4)=AABBDd (1/4x1/4x2/4 = 2/64)
dd(1/4)=AABBdd (1/4x1/4x1/4 = 1/64)

DD(1/4)=AABbDD (1/4x2/4x1/4 = 2/64)
Dd(2/4)=AABbDd (1/4x2/4x2/4 = 4/64)
dd(1/4)=AABbdd (1/4x2/4x1/4 = 2/64)

DD(1/4)=AAbbDD (1/4x1/4x1/4 = 1/64)
Dd(2/4)=AAbbDd (1/4x1/4x2/4 = 1/64)

AA(1/4) BB(1/4)

i i Bb(2/4)

bb(1/4)
dd(1/4)=AAbbdd (1/4x1/4x1/4 = 1/64)

Aa(2/4) BB(1/4) DD(1/4)=AaBBDD(2/4x1/4x1/4 = 2/64)
EE Dd(2/4)=AaBBDd (2/4x1/4x2/4 = 4/64)
dd(1/4)=AaBBdd (2/4x1/4x1/4 = 2/64)
Bb(2/4) DD(1/4)=AaBbDD (2/4x2/4x1/4 = 4/64)
E E Dd(2/4)=AaBbDd (2/4x2/4x2/4 = 8/64)
dd(1/4)=AaBbdd (2/4x2/4x1/4 = 4/64)

bb(1/4) DD(1/4)=AabbDD (2/4x1/4x1/4 = 2/64)

Dd(2/4)=AabbDd (2/4x1/4x2/4 = 4/64)
dd(1/4)=Aabbdd (2/4x1/4x1/4 = 2/64)
dd(1/4)=Aabbdd (2/4x1/4x1/4 = 2/64)

aa(1/4) BB(1/4) DD(1/4)=aaBBDD(1/4x1/4x1/4 = 1/64)
E EDd(Z/’fi)zaaBBDd (1/4x1/4x2/4 = 2/64)
dd(1/4)=aaBBdd (1/4x1/4x1/4 = 1/64)
Bb(2/4) DD(1/4)=aaBbDD (1/4x2/4x1/4 = 2/64)
E EDd(Z/-'#):aaBde (1/4x2/4x2/4 = 4/64)

dd(1/4)=aaBbdd (1/4x2/4x1/4 = 2/64)

bb(1/4) DD(1/4)=aabbDD (1/4x1/4x1/4 = 1/64)

Dd(2/4)=aabbDd (1/4x1/4x2/4 = 1/64)
dd(1/4)=aabbdd (1/4x1/4x1/4 = 1/64)

Figura 25 — Possiveis resultados para os genétipos, representados num diagrama ramificado,
resultantes do cruzamento AaBbDd x AaBbDd. Adaptado de Souza et al., 2015.

Os principios basicos do modelo de hereditariedade proposto por Mendel
conseguem explicar como as caracteristicas sdo herdadas em diversos organismos,
mantendo-se como a base do conhecimento sobre heranga genética. No entanto, as
proporcoes fenotipicas descritas por Mendel nem sempre se verificam, observando-se

alguns desvios das frequéncias.
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Estes desvios das frequéncias devem-se ao acaso? Qual a probabilidade de
ocorrer um desvio? Para dar resposta a estas perguntas realizamos o teste de x°. Este
teste baseia-se na diferenca entre os valores esperados e observados, determinando a

probabilidade da sua ocorréncia. Calcula-se através da seguinte formula:

(observado—esperado)?

X°= 1

esperado

Tendo em consideragao o seguinte exemplo:

A
@

™ A
GendtipoAa X GendtipoAa

Valores observados Valores esperados Desvio do esperado
30 (roxas) :20 (rosas) | 37,5 (roxas) :12,5 (rosas) Roxas: 7,5
Rosas: - 7,5

Total observado: 50 flores

Aplicando a férmula para o calculo do teste de x? para as flores roxas e rosas,
obtemos um valor de x?=6,0. Para associarmos o valor obtido através do teste de x* a
uma probabilidade, precisamos calcular o numero de graus de liberdade, um conceito
estatistico que indica quantas observacdes (fendtipos) independentes existem ao
realizar o teste do x?, e é obtido através da formula n-1 (n representa o nimero de
fenodtipos diferentes esperados). No exemplo das flores roxas e rosas, o nimero de graus
de liberdade serd 1. Consultando a seguinte tabela estatistica, conseguimos associar o
numero de graus de liberdade ao valor obtido com o teste x*> e determinar o nivel de

significancia:
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Nivel de Significancia:

Grausde | 99.5% 99% 97.5% 95%  90%  10% 5%  25% 1% 05%
liberdade: | 0995 099 0975 095 090 010 005 0025 001 _ 0005
n-1 i - - 0001 0004 0016 2706 3841 [5024 6,635| 7879
2 0010 0020 0051 0,103 0211 4605 5991 7378 9210 10,597

3 0072 0115 0216 0352 0584 6251 7815 9348 11,345 12,838

B 0207 0297 0484 0711 1,064 7779 9488 11,143 13277 14,860

5 0412 0554 0831 1,045 1610 9236 11071 12833 15086 16,750

6 0676 0872 1,237 1,635 2204 10645 12,592 14,449 16812 18,548

7 0989 1239 1,690 2167 2833 12017 14067 16013 18475 20,278

8 1344 1,646 2180 2733 3490 13362 15507 17,535 20,090 21,955

9 1735 2088 2700 3325 4,168 14684 16919 19,023 21,666 23,589

10 2156 2558 3247 3940 4865 15987 18307 20483 23209 25188

n 2603 3053 3816 4575 5578 17275 19,675 21920 24725 26,757

12 3074 3571 4404 5226 6304 18549 21026 23337 26217 28299

13 3565 4107 5009 5892 7042 19812 22362 24736 27,688 29819

14 4075 4660 5629 6571 7790 21064 23685 26119 29,141 31319

15 4601 5229 6262 7261 8547 22307 24996 27,488 30,578 32,80

Através desta tabela, verificamos que ha uma P<2,5% de que o desvio que observamos
entre os nimeros esperado e observado de flores roxas e rosas possa ser devido ao
acaso. Existindo uma diferenca significativa indica que haverd outras razées que

expliquem a diferenca entre os valores esperados e observados que nao o acaso.

Que outros fatores contribuem para a variabilidade nao explicavel pelo acaso e que

alteram as proporg¢oes descritas por Mendel na F2?

1. Hereditariedade citoplasmatica

A hereditariedade do DNA extra-nuclear, presente no citoplasma de mitocondrias
e cloroplastos, ndao se rege pelas leis de Mendel. Os genes presentes no DNA
mitocondrial e cloroplastidial ndo se transmitem pelos gametas masculinos, sendo a
hereditariedade citoplasmatica mediada exclusivamente pelo gametoéfito feminino.

Se uma mutacdo der origem a um novo alelo no cloroplasto, a sua segregacao
ocorrera aleatoriamente devido as sucessivas divisdes da mitose e meiose, ndo havendo
nenhuma lei que permita fazer previsoes.

No inicio do século XX, Carl Correns, um botanico alemao, realizou varias

experiéncias genéticas utilizando a planta maravilha (Mirabilis jalapa) (Figura 26).
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Figura 26 — Planta Maravilha (Mirabilis jalapa).

https://www.blog-flores.pt/flores-de-exterior/maravilha-mirabilis-jalapa/

Os cruzamentos realizados com as plantas desta espécie resultaram em trés
fendtipos diferentes: plantas com ramos verdes (devido a presenca de cloroplastos),
plantas com ramos brancos (devido a presenca de cloroplastos sem clorofila) e plantas
com ramos de colorac¢do variada (devido a presenca de cloroplastos com e sem clorofila),
sendo estas ultimas denominadas 'variegadas'. Dos cruzamentos realizados, Correns
entendeu que era a cor do ramo da planta que produz a oosfera que influenciava a cor
do ramo descendente. Com efeito, ramos maternos puramente brancos ou verdes,
produziam descendentes puramente brancos e verdes, respetivamente, enquanto
ramos maternos variegados poderiam produzir os trés tipos de cor na descendéncia, sem
qualquer proporcdo previsivel. Este resultado permitiu compreender que era a
informacao genética presente no citoplasma do gameta feminino que determinava a cor
dos descendentes. No caso especifico desta espécie, alguns cloroplastos presentes no
citoplasma contém muta¢des que o0s incapacita para a producdao de clorofila e,
consequentemente, da cor verde, apresentando a cor branca. Durante as muitas divisdes
celulares, algumas células terminardo com um conjunto de cloroplastos normais (com
cor verde), outras receberdo um conjunto de cloroplastos com mutacdo (apresentando
manchas brancas) e outras, ainda, terdo uma mistura de cloroplastos normais e

mutados, apresentando manchas verdes e brancas.
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2. Diferentes tipos de domindncia

Quando ocorre dominancia de um alelo sobre outro, ou seja, quando o alelo
dominante mascara por completo o efeito do alelo recessivo, os individuos
heterozigdticos (Aa) tém o mesmo fendtipo que os homozigdticos para o alelo
dominante (AA), existindo apenas dois fendtipos possiveis, o associado ao homozigdtico
dominante ou heterozigético e o fendtipo associado ao homozigdtico recessivo (aa).
Assim, o cruzamento entre dois individuos heterozigéticos (Aa x Aa) resultarda em 75%
dos individuos com fenétipo dominante e 25% com fendtipo recessivo, na proporgado
fenotipica de 3:1. J4 a proporg¢ao genotipica traduz-se em 1 (AA) :2 (Aa) :1 (aa). Neste
caso, em a geracdo F2 apresenta uma proporcao genotipica diferente da fenotipica,

estamos perante um tipo de dominancia completa.

No caso de auséncia de dominancia entre os alelos de um gene, cada gendtipo
corresponde a um fendtipo e as proporcdes fenotipicas e genotipicas sdo iguais. Por
exemplo, nas plantas boca-de-ledo (Antirrhinum majus), o cruzamento entre uma planta
homozigética de flores brancas (FBFB) e uma planta homozigdtica de flores vermelhas
(FVFY) originara descendéncia com flores cor-de-rosa (FBFY). Este tipo de relacdo entre
alelos, com um fendtipo heterozigdtico intermediario entre os dois fendtipos
homozigéticos, é chamado de domindncia incompleta. Ainda neste exemplo, a
autofecundacdo de um planta heterozigética (FBFY), originarad uma proporgdo genotipica
de 1 FBFB: 2 FBFV: 1 FVFY, que corresponde a proporc¢io fenotipica de 1 planta com flores

brancas : 2 plantas com flores cor-de-rosa : 1 planta com flores brancas (Figura 27).
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Figura 27 — Exemplo de dominancia incompleta na hereditariedade da cor da flor da planta boca-

de-ledo (adaptado de https://pt-pt.khanacademy.org/science/biology/classical-genetics).

Quando dois alelos sdo expressos integralmente e em simultdneo num
organismo heterozigdtico, conduzindo ao aparecimento de um terceiro fendtipo

(gendtipo hibrido), estamos perante um caso de codominancia (Figura 28).

Camélia branca Camélia vermelha

Figura 28 — Exemplo de codominancia resultante do cruzamento entre uma camélia branca e
vermelha (Camelia japdnica).
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Por que razao nao existe sempre dominancia completa? Por que razdo existem
casos de dominancia incompleta e codominancia? A dominancia ndo é uma regra
absoluta, mas sim uma consequéncia do funcionamento bioquimico dos genes e
proteinas. No caso da dominancia completa, o alelo dominante mascara completamente
a expressao do alelo recessivo. Isto acontece porque, na maioria das vezes, o alelo
dominante codifica uma proteina funcional, enquanto o recessivo pode ser uma versao
nao funcional do gene. A consequéncia fenotipica da presenca de ambos os alelos
recessivos (homozigdtico recessivo) depende do papel da proteina no organismo. Caso
a proteina desempenhe um papel fundamental para a sobrevivéncia do organismo, a
presenca de ambos os alelos recessivos pode ser letal. No caso da codominancia, ambos
os alelos sao expressos ao mesmo tempo, sem que um mascare o outro. Neste tipo de
dominancia, cada alelo codifica uma proteina funcional diferente, mas ambas sdo
produzidas. Algumas caracteristicas sdo ainda determinadas pela quantidade de
proteina produzida. Na dominancia incompleta, por exemplo, um alelo pode produzir

menos proteina do que o outro, resultando num fenétipo intermedidrio.

3. Genes pleiotropicos

A pleiotropia é o fendmeno no qualum unico par de alelos codifica em
simultaneo para diferentes caracteristicas. Um dos exemplos mais comuns é o das
cebolas vermelhas e brancas. Neste caso, a cor das cebolas é determinada pelo mesmo
gene que determina a producdo de uma substancia fungicida. Cebolas vermelhas
apresentam o gendtipo recessivo e resisténcia a um determinado fungo parasita. Ja as
cebolas brancas apresentam o gendtipo dominante e suscetibilidade ao fungo. Neste
caso, o alelo recessivo é responsavel pela cor vermelha e ao mesmo tempo pela

producdo de uma substancia fungicida.

4. |nteracdes entre loci

Muitas caracteristicas fenotipicas resultam da acdo de vdrios genes. O
aparecimento de diferentes fendtipos resulta, muitas vezes, da intera¢ao entre genes

nao alélicos, localizados em loci diferentes. Um exemplo de uma caracteristica poligénica
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€ a cor do grao do milho, caracteristica controlada por trés loci (trés genes cada um com
dois alelos: AA, BB e CC) que codificam para a cor branca e vermelha. A cor do grdo pode
variar de branco a vermelho-escuro dependendo da concentracao de pigmento, sendo
que a concentragdo do pigmento aumenta com o numero de genes dominantes
presentes. Assim, um gendtipo aabbcc originara um fendtipo cuja cor do grdo é muito
clara, enquanto um gendtipo AABBCC originard um fendtipo cuja cor do grao é
vermelho-escuro. Por outro lado, um gendtipo AaBbCc dard origem a um grdo de cor

rosa-escuro.

Quando a interacdo génica se define por uma hierarquia entre os dois /oci, ou
seja, quando um gene atua inibindo a acdo do outro para uma determinada
caracteristica, estamos perante casos de epistasia. Dois ou mais genes alelos interferem
suprimindo ou mascarando a expressdo do fendtipo de outro par de alelos localizado
num Jlocus distinto. O gene que suprime ou mascara o gene localizado noutro locus
impedindo a expressdo do seu fendtipo, define-se como epistatico, sendo o segundo (o
que fica ‘mascarado’) o hipostatico. O fendtipo expresso corresponde ao do gene
epistatico. A epistasia pode ser classificada como dominante ou recessiva, consoante o
efeito epistatico resulte da presenca de um gene dominante ou de um gendtipo
homozigdtico recessivo, respetivamente. Por norma, os genes envolvidos na epistasia
encontram-se envolvidos na mesma via bioquimica, codificando para enzimas diferentes
gue contribuem para o aparecimento de determinado fendtipo. Nessa via bioquimica,
os alelos epistaticos geralmente atuam antes dos genes dos quais vao inibir a expressado

(hipostaticos).

5. Epigenética

As diferentes manifestacdes de uma mesma caracteristica sdo muitas vezes
atribuidas a variacbes na molécula de DNA. No entanto, a expressdo fenotipica é
também muito suscetivel as condigdes ambientais. As modificacdes que ocorrem no
genoma em resposta ao ambiente e a estados patoldgicos é objeto de estudo da
epigenética. O termo 'epigenética’ foi definido em 1942, por Conrad Waddington,
como o ramo da biologia que estuda as interagées casuais entre genes e seus
produtos que trazem o fendtipo ao ser. Nesse sentido, o termo epigenética refere-se

ao estudo das vias moleculares que alteram a expressao dos genes para resultarem
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num determinado fenétipo. Atualmente, a epigenética é definida como o estudo das
alteragbes na fungdo do gene que podem ser herdadas por mitose ou meiose e que
ndo envolvem mudang¢a na sequéncia de nucleotideos do DNA. Modificacdes
epigenéticas dizem respeito a modificagdes bioquimicas nos nucledtidos da molécula
de DNA ou noutros elementos que compdem a cromatina.

Os mecanismos epigenéticos mais estudados sdao a metilacgdo do DNA e
modificacdo das histonas. A metilacdo do DNA consiste na adicdo de um radical metil
na posicao 5’ de uma molécula de citosina na sequéncia do DNA, geralmente seguida
por uma guanina. As regides metiladas tendem a ser menos transcricionalmente
ativas, tendo impacto sobre o fenétipo. A auséncia de metilagdo do DNA proporciona
uma cromatina com uma estrutura mais aberta, facilitando o inicio da transcricao.

As histonas sdo proteinas nucleares que se ligam ao DNA, formando a
cromatina. O mecanismo epigenético consiste em modificagbes nas caudas das
histonas, as quais estdo associadas a uma maior ou menor compactacdo da
cromatina. Quando ocorre uma maior compactacao, os sitios de ligagcdo dos fatores

de transcricdo tornam-se inacessiveis, dificultando o processo de sintese proteica.
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Capitulo 5 — Genética quantitativa
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Em programas de melhoramento, os caracteres submetidos a selecdo podem ser
classificados como qualitativos ou quantitativos dependendo da natureza das
caracteristicas observadas. Caracteres qualitativos, como por exemplo a forma e cor da
semente ou a cor ou posicao da flor, dizem respeito a caracteristicas que podem ser
categorizadas em classes discretas e distintas. Apesar de serem controlados por poucos
genes, o gendtipo tem um grande efeito sobre os caracteres qualitativos, sendo os
mesmos pouco influenciados pelo ambiente. O melhoramento de caracteristicas
qualitativas, na maioria das vezes, envolve a sele¢do de individuos que apresentam o
fendtipo desejado, seguindo padrdes mendelianos simples, como
dominancia/recessividade. Por outro lado, caracteres quantitativos, como a altura da
planta, producdo de graos ou comprimento da espiga, referem-se a caracteristicas com
variacdo continua dentro de uma populacao, ou seja, tudo o que pode ser medido e ter
qualquer valor numa escala de numeros reais. Na maioria das populagbes, a
variabilidade fenotipica dos caracteres quantitativos segue uma distribuicdo normal (ou
curva de Gauss), representado graficamente por um histograma. Essa distribuicdo ocorre

devido a soma de dois fatores principais:

1. Efeitos genéticos multiplos: este tipo de caracteres sdo influenciados por varios

genes (poligenia), cada um contribuindo com um pequeno efeito.

2. Influéncia ambiental: O ambiente afeta cada individuo de forma ligeiramente
diferente, suavizando os extremos e contribuindo para uma distribuicdo

continua.

A maioria dos caracteres com grande importancia econdmica e agricola sdao do
tipo quantitativo. O melhoramento de caracteristicas quantitativas envolve a sele¢do da
geracdo parental com base em valores genéticos ou outros indices de sele¢do
determinados através de analises estatisticas. Parametros estatisticos populacionais
como média, varidncia e desvio padrao, sao também muito utilizados para obter

informacdes relevantes para o melhoramento.

O ramo da genética que estuda a variacdo de uma determinada carateristica

quantitativa, numa dada populagdao, denomina-se genética quantitativa. Este ramo da
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genética procura determinar a proporcdo da variagdo fenotipica influenciada pelo

genétipo e pelo ambiente, traduzindo-se na seguinte expressao:
Fendtipo (P) = fatores genéticos (G) + fatores ambientais (E)

Tal como referido anteriormente, caracteres quantitativos sdo extremamente
influenciados pelo ambiente, sendo que o mesmo gendtipo pode produzir diferentes
fendtipos dependendo das condi¢cdes ambientais onde se desenvolve o organismo.

A plasticidade fenotipica refere-se a capacidade de um Unico gendtipo expressar

diferentes fendtipos - formas alternativas de morfologia, estado fisioldgico ou
comportamental - em relacdo as caracteristicas varidveis do ambiente. Como a
plasticidade fenotipica esta intimamente ligada a capacidade de adaptacdo de um
organismo perante constrangimentos ambientais impostos durante o seu
desenvolvimento, diferentes gendtipos podem convergir em fendtipos similares,
originando fenocdpias. O termo fenocdpias diz respeito a fendtipos semelhantes ao de
organismos mutantes, mas sem a presenca dos genes mutantes respetivos, sendo o
resultado de condigdes ambientais especificas. Em moscas da fruta, por exemplo, uma
mutac¢do autossdmica recessiva da origem a moscas com olhos muito pequenos. O
mesmo fendtipo pode ser observado quando larvas de moscas normais (sem mutacdo)

sdo expostas a metaborato de sédio.

A capacidade de um gendtipo produzir diferentes fendtipos em resposta as
condicdes ambientais denomina-se norma de reagcdo. A norma de reacdo de um
dado gendtipo corresponde a um grafico de respostas fenotipicas ao longo de um
gradiente ambiental, normalmente representado por uma linha ou curva, refletindo o

efeito do ambiente na variacdo fenotipica.

A norma de reacdo pode ser entendida como o conjunto de respostas fenotipicas
possiveis de um gendtipo ao longo de uma gama de condi¢cbes ambientais. Ela
demonstra a plasticidade fenotipica, ou seja, a capacidade de um organismo ajustar a

sua expressao fenotipica de acordo com mudangas no ambiente.

Por exemplo:
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e Uma planta com um gendtipo especifico pode apresentar variagGes na altura

dependendo da disponibilidade de recursos como agua, luz ou nutrientes.

e Da mesma forma, a producdo de biomassa, o teor de proteinas em sementes ou
a resisténcia a doengas em plantas podem variar conforme as condigdes

ambientais.

A norma de reacdo é frequentemente representada por graficos, onde o eixo X
corresponde as condi¢cdes ambientais (ex.: niveis de nutrientes, temperaturas) e o eixo
Y corresponde ao fendtipo observado (ex.: altura, producdo de sementes). Por exemplo,
uma planta resistente a seca pode manter uma altura relativamente constante (norma
de reacdo plana) em diferentes condi¢des de disponibilidade de agua. Por outro lado,
outra planta, menos adaptada, pode mostrar uma reducdo acentuada na altura em

ambientes de seca (norma de reacdo inclinada).

10 —— Gendtipo 1 (resistente a seca)
Genétipo 2 (menos adaptado)

Fenoétipo Observado (e.g., altura da planta)

0 2 4 6 8 10
Condicoes Ambientais (e.g., disponibilidade de dgua)

Neste exemplo grafico, o gendtipo 1 (resistente a seca) mostra uma resposta

moderada ao ambiente, com um fendtipo relativamente estavel em diferentes condi¢des
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ambientais. O gendtipo 2 (menos resistente), apresenta uma resposta fenotipica mais

acentuada as condigdes ambientais, indicando maior sensibilidade.

A andlise da norma de reacdo permite-nos compreender como um Uunico
gendétipo pode produzir uma gama de fendtipos ao longo de diferentes condigdes
ambientais, destacando a plasticidade fenotipica. No entanto, nem sempre a expressao
de um fendtipo estd garantida, mesmo em condi¢des favoraveis. E aqui que entra o

conceito de penetrancia génica.

A Penetrancia génica diz respeito a percentagem de individuos com determinado
genotipo que expressa o fendtipo correspondente. No entanto, algumas vezes, o
gendtipo nao da origem ao fendtipo esperado. Quando tal acontece estamos perante
um caso de Penetrancia incompleta. Uma das causas possiveis para a ocorréncia de
penetrancia incompleta estd relacionada com as condi¢cdes ambientais, na medida em
gue as mesmas podem inibir a expressdo do fendtipo de alguns individuos, originando
uma segunda classe fenotipica. Por exemplo, uma planta com um gendtipo associado a
resisténcia a seca pode expressar essa caracteristica apenas num ambiente

moderadamente seco, enquanto num ambiente extremamente seco essa resisténcia

pode ndo se manifestar.

Apesar de individuos da mesma espécie compartilharem genes muito
semelhantes e se desenvolverem também num ambiente muito semelhante, os mesmos
exibem diferencas ao nivel do fendtipo. Estas diferencas sdo explicadas pelo efeito do
acaso ou ruido de desenvolvimento (do inglés Developmental noise), e é determinado
por fatores como a expressao de genes e sinalizacdo celular. O ruido de desenvolvimento
pode ajudar os individuos a adquirir a capacidade de se adaptar ao ambiente e contribuir
para os seus padrdes Unicos de desenvolvimento. A maioria dos estudos de ruido de
desenvolvimento sdo focados em animais, no entanto, o diferente desenvolvimento de
raizes laterias em plantas da mesma espécie ou a diferente capacidade de germinacao

de sementes sdo exemplos deste fendmeno.
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Ao analisar a variabilidade fenotipica em caracteres complexos, como resisténcia
a doengas, altura ou produtividade das plantas, torna-se evidente que essas
caracteristicas raramente sdao controladas por um Unico gene. Em vez disso, sdo
influenciadas por multiplos genes, cada um contribuindo para o fendtipo final. Esses
genes, ou regides do genoma associadas a variacdo fenotipica de um caracter
quantitativo, sdo chamados de Quantitative Trait Loci (QTLs). Os QTLs desempenham
um papel fundamental na interpretacdo da norma de reacdo e da penetrancia génica,
ajudando a explicar como diferentes genes, em conjunto com o ambiente, ajustam a
expressdo fenotipica em populacdes naturais ou cultivadas. Por exemplo, a norma de
reacao para a altura de uma planta pode ser atribuida a interacdo de multiplos QTLs com
fatores ambientais, como a disponibilidade de nutrientes ou dgua. Além deste exemplo,
a penetrancia de um gendtipo resistente a uma doenca pode depender da presenca de

QTLs especificos que regulam essa resisténcia em condi¢cdes ambientais variadas.

No contexto pratico do melhoramento de plantas, os QTLs permitem identificar

genes que respondem a fatores ambientais, por exemplo.

5.1. Heritabilidade

Até agora percebemos que o fendtipo é condicionado pelo genétipo, pelo
ambiente e pelo efeito do acaso. No entanto, se num programa de melhoramento
pretendermos determinar se a variagdo observavel numa caracteristica fenotipica numa
determinada populacgdo é transmissivel as geracdes seguintes, utilizamos o coeficiente
genético denominado heritabilidade. A heritabilidade define-se como a propor¢do da
variacdo fenotipica que é atribuida a fatores genéticos, e por isso hereditdrios,
independentemente do ambiente.

A heritabilidade é um conceito muito importante ao nivel do melhoramento
genético, visto que a mesma estd relacionada com a transmissdo de caracteristicas
genéticas de uma geracdo para a geracao seguinte. Determinados parametros com
elevado impacto agrondmico, como o rendimento, a resisténcia a doencas e parametros

relacionados com a qualidade, apresentam na maioria das vezes, baixa heritabilidade, o
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gue significa uma grande influéncia ambiental na sua expressdo. Nesses casos, o impacto

do melhoramento genético sera reduzido.

A heritabilidade pode ser definida em sentido lato (H?) ou sentido estrito (h?). A
heritabilidade em sentido lato reflete todas as contribui¢cdes genéticas, incluindo a
aditiva, dominante e epistdtica, que determinam a variancia fenotipica entre individuos
numa populagdo. Por seu lado, a heritabilidade em sentido estrito estudo a proporgdo
do fendtipo que é transmissivel da geracdo parental para os descendentes, ou seja,
indica-nos guanto é que a variacao fenotipica visivel numa populacdo é causada por
efeitos genéticos, de modo que possa ser transmitida dos progenitores a geragao

seguinte.

Tendo em consideracdo o seguinte exemplo:
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Neste exemplo, todas as plantas tém o mesmo gendtipo, mas crescem de forma
diferente consoante a elevacdo (alta, média e baixa), sugerindo que fatores ambientais
(como temperatura, oxigénio, disponibilidade de nutrientes) influenciam o crescimento
de forma significativa. Neste caso, a heritabilidade é baixa. Se as plantas mantivessem
um padrdao de altura similar entre cada nivel de elevacdo, apesar das condicOes

ambientais, isso indicaria uma maior heritabilidade.

74



No melhoramento de plantas, h? é utilizada para prever alteracdes no fenétipo

em resposta a selecdo (R). A resposta a sele¢do corresponde a evolugdo da média

fenotipica da geracdo parental para a geracdo de descendentes (geracdo offspring) e
traduz-se na seguinte formula: R = hZS, onde h? corresponde a heritabilidade em
sentido estrito e S corresponde ao diferencial de selecdo direcionada, ou seja, a
diferenca entre a média do fendtipo dos individuos selecionados para os cruzamentos
para producdo da geragdo seguinte e a média do fendtipo observado na populagao

original antes da selegdo.

A resposta a selecdo pode ser avaliada tanto numa gerag¢do quanto em vdrias. Se
quisermos calcular a resposta a selegao ao longo de vdrias geragdes, devemos atualizar
a formula para: R =t h2S, onde t representa o nimero de geracdes. Neste caso, 0 S
pode ser calculado como a média do diferencial de sele¢ao ao longo das geragdes, visto
gue ha fatores que podem afetar a expressao fenotipica e ter impacto ao nivel do S,

como por exemplo efeitos ambientais.

Num programa de melhoramento, se decidirmos seguir uma linha de
melhoramento focado numa caracteristica utilizando uma ou varias geracdes, a

heritabilidade é muito importante para determinar quao eficaz sera a selegao artificial

para essa caracteristica, sendo estimada utilizando a expressao h? = R/S. Os valores de

h? podem variar entre 0 e 1, sendo o valor minimo indicativo de que a variancia
fenotipica é unicamente devida a varidancia ambiental e, neste caso, a selecdo sera
ineficaz, pois a variagao fenotipica é exclusivamente devida a fatores ambientais, pelo
gue a caracteristica em causa ndo serd transmitida a geracao seguinte. Pelo contrario,
valores de h?=1 significa que a contribuicdo genética é o Unico fator responsavel pelas
diferencas fenotipicas observaveis entre individuos. No geral, se uma caracteristica tiver
uma heritabilidade alta, as mudancas na populacdao podem ocorrer mais rapidamente
através da selecdo artificial, uma vez que a variagdo genética é uma parte significativa da
variac3o total. Valores de h? entre 0 e 0,25 s3o indicativos de uma heritabilidade baixa;
entre 0,25 e 0,5 sdo indicativos de uma heritabilidade média e entre 0,5 e 1 indicam uma

heritabilidade alta.
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5.2. Genética de populagdes

O ramo da genética que estuda a variagdo ao nivel do gendtipo dentro e entre as
populacdes de uma espécie denomina-se genética de populag¢bes. Trata-se do estudo
das frequéncias genéticas e genotipicas nas populagbes e das forgas evolutivas capazes
de as alterar ao longo das geragdes. A genética de populagbes estuda como os genes e
alelos sao distribuidos e como suas frequéncias mudam ao longo do tempo, descrevendo
as variagdes genéticas presentes em grupos de individuos da mesma espécie. Quando o
pool génico de uma populacdo se mantém inalterado ao longo de geracdes sucessivas,
dizemos que a populacdo esta em equilibrio genético. Sempre que existam altera¢des
no pool génico, diz-se que a populacdo esta em evolucao.

A frequéncia genotipica de uma populagdo diz respeito a proporgio ou
percentagem de individuos que pertencem a cada gendtipo. Por seu lado, a frequéncia
alélica (genética ou génica) diz respeito a proporcao dos diferentes alelos em cada /locus.

A figura 29 exemplifica estes conceitos essenciais em genética populacional.

Populagio de ervilhas

r Bl
[FREQUENCIA DE GENOTIPOS: | —2__, Com que
frequéncia vemos
Freq- de \/\/ = e/a = 0,63 cada par de alelos
Freq- de Vfa = o\ ' ou
Freq- de = 2[aq = o012

[ FREQUENCIA DE FENOTIPOS: \"2__,Com que frequéncia
Freq- de = #Ha= 0,38 ::'mos
Freq- de co = 2[q = 0,20
v lFREQUgNCIﬁ DE HLELOS:\ 2 Com que frequéncia
da alel
p= Freq- de /= V3[\3 = o3 "7 Fu0 L2
9= Freq- de = 5/} = 0,28

Figura 29 - Diagrama representativo do calculo da frequéncia genotipica, fenotipica e alélica de

uma populacgdo. (Adaptado de https://pt.khanacademy.org/science/ap-biology/natural-

selection/hardy-weinberg-equilibrium/a/allele-frequency-the-gene-pool)

As frequéncias genotipicas sdo derivadas das frequéncias alélicas, sendo que para
o calculo das mesmas devemos assumir que a populagao se encontra em Equilibrio de
Hardy-Weinberg. Segundo o teorema de Hardy-Weinberg, em populagdes infinitamente
grandes, em que o0s cruzamentos se processem ao acaso e nao se verifique a pressao de
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fatores evolutivos (sele¢do natural, migracdo, mutacdo, etc.) ndo haverd alteracdes no
pool génico, pelo que as frequéncias génicas e genotipicas permanecerao constantes de
geracdo em geracdo (em equilibrio genético). Ou seja, se uma populagio estiver em

equilibrio HW, as frequéncias dos alelos e dos genétipos nao mudam ao longo das geragoes.

® Frequéncias genotipicas: a frequéncia de cada gendtipo é calculada por:

N:_{ [ ] r. = ¥ 1 W, 1
f(AA) _ ;1 N 44 = nimero de individuos com genotipo AA
e N, = numero de individuos com gendtipo Aa
N_r‘lu,
f(Aa) = N e N,, = nimero de individuos com genétipo aa
f(aa) N e N = total de individuos na populacao
aa) = —
N

Onde f (AA) + f(Aa) + f (aa) =1

® Frequéncias alélicas: a frequéncia do alelo A é representada por p e a frequéncia do

alelo a é representada por g. Entdo, a frequéncia de cada alelo é calculada por:

2N g4 + Naa e N4 = nimero de individuos com gendtipo AA
2N ¢ N , = numero de individuos com gendtipo Aa
2N, N, - :
q= % e N,, = nimero de individuos com gendtipo aa

e N = total de individuos na populagao
A soma das frequéncias alélicas sempre sera: p+g=1

Se a populacgdo seguir a lei de Hardy-Weinberg, as frequéncias genotipicas podem ser
previstas a partir das frequéncias alélicas. O equilibrio de Hardy-Weinberg representa-se
pela férmula p2+2pgq+q?=1, onde p é a frequéncia do alelo dominante (por exemplo, alelo
A), g é a frequéncia do alelo recessivo (por exemplo, alelo a), p? é a frequéncia genotipica
de homozigotos dominantes (por exemplo, AA), 2pg é a frequéncia genotipica de
heterozigotos (por exemplo, Aa), g> é a frequéncia genotipica de homozigotos recessivos

(por exemplo, aa).
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Uma populacdo sé estara em equilibrio HW se atender a estas condigoes:

[EY

A populagao tem de ser grande (evita deriva genética).

2. Nao ha selegdo natural (todos os gendtipos tém a mesma chance de sobreviver

e se reproduzir).
3. Na&o ha mutagoes (as frequéncias alélicas nado se alteram por mutagao).
4. Na&o ha migragdo (nenhum alelo entra ou sai da populagao).
5. 0O acasalamento é aleatdrio (ndo ha preferéncia por certos gendtipos).

Se qualquer uma dessas condi¢des for violada, a populacdo ndao estara em
equilibrio HW, e as frequéncias genotipicas precisardao ser determinadas diretamente

dos dados observados.

Por norma, as populagdes ndo estdao em equilibrio Hardy-Weinberg, visto que as
frequéncias de alguns dos seus genes tendem em mudar. Sempre que se verificar uma
mudanca nas frequéncias alélicas na populacdo ao longo de geragbes, podemos dizer
gue a populacdo evoluiu. Os mecanismos de evolucdo compreendem a ocorréncia de
mutacdes, introduzindo um novo gendtipo na populacdo, acasalamentos aleatodrios,
migracdo, deriva genética e selegao natural. A trajetéria evolutiva de um determinado

gene pode ser o resultado da a¢do simultanea de diferentes mecanismos de evolugao.
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Capitulo 6 — Sintese de proteinas: Transcricao e Tradugao
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As proteinas sdao polimeros fundamentais para a estrutura, fungao, diferenciacao
e desenvolvimento de um organismo. O conhecimento acerca do processo de sintese
proteica foi um dos maiores desafios da biologia e um marco fundamental na histéria da
biologia molecular. Os primeiros estudos que contribuiram para elucidar o processo de
sintese de proteinas datam de 1954, quando o fisico George Gamow sugeriu que as
proteinas deveriam ser sintetizadas diretamente no DNA. No entanto, estudos
preliminares de Brachet (1944) e Caspersson (1947) ja sugeriam que existia uma
molécula intermediaria entre o DNA e a proteina, o RNA. A descoberta do papel do RNA
mensageiro foi fundamental na compreensdo deste processo. Estas consideracdes
resultaram na hipotese conhecida como o Dogma Central da Biologia, segundo o qual o
fluxo da informagao genética presente no DNA flui obrigatoriamente desde o DNA até

ao RNA, e deste para a proteina.

A sequéncia de nucledtidos presentes no DNA (gene) codifica a sequéncia de
aminodcidos presentes na proteina através de duas etapas: primeiro, a informacdo
contida na cadeia de DNA é transcrita numa cadeia simples de RNA; segundo, a
informagdo presente no RNA é traduzida numa sequéncia de aminoacidos de acordo

com o cddigo genético.

O Acido Ribonucleico (RNA, do inglés Ribonucleic Acid), é uma molécula
fundamental no processo global de sintese proteica. A semelhanca do DNA, o RNA é
constituido por nucledtidos ligados por ligagoes fosfodiéster. O RNA possui um grupo
hidroxilo no d4tomo de carbono 2’ do agucar ribose (enquanto o DNA tem apenas um
atomo de hidrogénio), tornando-o uma molécula quimicamente instavel e mais
facilmente degradado. Ao contrario do DNA, o RNA apresenta-se tipicamente como uma
cadeia simples, sendo a cadeia polinucleotidica composta pelas bases azotadas A
(adenina), U (uracilo), C (citosina) e G (guanina). Os nucledtidos da cadeia de RNA podem
estabelecer ligacbGes entre si devido a ocorréncia de regides complementares,
conduzindo ao estabelecimento de estruturas tridimensionais estdveis e importantes

para cada uma das classes de RNA.
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Ha trés classes de RNA envolvidas na sintese proteica: RNA mensageiro (mRNA),
RNA ribossomal (rRNA) e RNA de transferéncia (tRNA). De uma forma simplificada, a
informacdo é transcrita do DNA para o mRNA, atuando este como intermedidrio do
produto final dos genes codificadores. As moléculas de mRNA, que se formam por
complementaridade de bases do DNA, transportam a informacdo do nucleo até aos
ribossomas — organito presente no citoplasma e constituido por proteinas e rRNA. O

tRNA transporta os aminodacidos até ao ribossoma, onde decorrera a sintese proteica.
No mecanismo de sintese proteica em eucariotas podemos considerar trés etapas:

1- Transcrigdo da informagdao do DNA para a molécula de RNA mensageiro
2- Processamento do pré-mRNA em mRNA funcional

3- Tradugao da informacdo presente no mRNA numa proteina

Transcrigcao

Por norma, apenas um gene, ou no maximo alguns genes, sao transcritos em RNA
ao mesmo tempo. A transcricdio é um processo muito seletivo, sendo os genes
transcritos apenas quando necessario. No entanto, o tamanho de um gene pode variar
de organismo para organismo, ou mesmo genes diferentes que pertencem a um
determinado organismo, podendo ser formados por dezenas ou milhdes de pares de

bases (pb).

O molde para a sintese de RNA (transcricdo), como para a sintese de DNA
(replicacdo), € uma cadeia simples da dupla hélice de DNA. No entanto, ao contrario da
replicacdo, a transcricdo ocorre em apenas uma das duas cadeias de nucledtidos do
DNA — a cadeia molde ou n3o codificante. A molécula de RNA que é sintetizada é
complementar e antiparalela a cadeia de molde de DNA. Logo, o transcrito de RNA tem
a mesma orientacao e sequéncia de nucleétidos que a cadeia ndo-molde, com a excec¢do
de que o U no RNA substitui a T no DNA. A cadeia que ndo serve de molde, e que ocorre

de 5°-3’, denomina-se cadeia codificante do DNA (Figura 30).
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Num gene, o primeiro nucledtido transcrito é denominado +1, sendo numerados
negativamente os nucledétidos a montante do primeiro nucledtido, e os que se

encontram a jusante numerados positivamente.

i

Cadeia nao molde ou codificante

5" CTGCCATTGTCAGACATGTATACCCCGTACGTCTTCCCGAGCGAAAACGATCTGCGCTGC 37

Cadeia molde ou nao codificante DNA

3" GACGGTAACAGTCTGTACATATGGGGCATGCAGAAGGGCTCGCTTTTGCTAGACGCGACG 5

mRNA
5 CUGCCAUUGUCAGACAUGUAUACCCCGUACGUCUUCCCGAGCGAAAACGAUCUGCGCUGC 3

\

Figura 30 — DNA transcrito e RNA resultante, com representacdo das cadeias codificante e ndo

codificante de DNA. Adaptado de Ribeiro, 2009.

A semelhanca da replicac¢do, a transcri¢do ocorre na dire¢do 5’-3’. Os nucleétidos
de RNA [ribonucledsidostrifosfato (NTPs)] sdo adicionados um de cada vez ao grupo 3'-
OH da molécula de RNA em crescimento. A enzima que catalisa a sintese de RNA a partir
de uma cadeia de DNA é a RNA polimerase. Para tal, esta enzima utiliza como substrato
os trifosfatos 5'de ribonucledsidos (ATP, GTP, CTP e UTP). Nas células eucarioticas
existem trés tipos de RNA polimerases: RNA polimerase |, Il e lll. A RNA polimerase |
encontra-se no nucléolo e é responsavel por transcrever os rRNA. A RNA polimerase |l
esta presente no nucleoplasma e é a enzima responsavel pela sintese do RNA nuclear, o
qual é posteriormente processado em mRNA. Finalmente, a RNA polimerase Il
encontra-se igualmente presente no nucleoplasma e é responsavel pela sintese de tRNA
e rRNA.

Ao contrario das DNA polimerases, as RNA polimerases conseguem iniciar uma
cadeia de RNA, ou seja, ndo necessitam de um 3'-OH livre de um nucleétido ja
incorporado, ou seja, ndo necessita de um primer. No entanto, ndo apresentam acao
exonucleotidica, o que faz com que o RNA incorpore nucleétidos erradamente mais

frequentemente que o DNA.

A primeira fase da transcricdo inicia-se com o reconhecimento de uma sequéncia

especifica no gene denominada promotor. Os promotores sao segmentos do DNA que
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contém sequéncias especificamente reconhecidas por proteinas reguladoras (fatores de
transcricao), determinando o local do DNA onde a enzima RNA polimerase se deve
encaixar para iniciar a sintese de RNA, ou seja, o local de inicio da transcricdo. A
sequéncia do promotor (TATAAA, também conhecida como TATA box) é reconhecida por
proteinas reguladoras (fatores de transcri¢do), as quais se ligam a essa sequéncia. O
primeiro fator de transcri¢cao a reconhecer a sequéncia denomina-se TFIID, o qual se liga
ao promotor na TATA box. A transcricdo tem inicio quando a RNA polimerase Il se liga a
regidao do promotor, assim como mais fatores de transcri¢do gerais (figura 31).

Promotor

A

DNA TATA boxa, \;\\cm da transcri¢do

L ury
A v

k@ 1- O primeiro fator de
transcricdo, TFIID, liga-se
N

ao promotor na TATA box

2- Jungdo de mais
um fator de
transcricao

CF ) _~ RNA polimerase Il
3- Ligacdo da RNA polimerase Il apos

alguns fatores de transcrigdo ja se
encontrarem ligados ao DNA

4- S3o adicionados
mais fatores de
transcrigdo

5- ARNA polimerase esta pronta para iniciar a
transcricdo do gene

Figura 31 — Representagdao do complexo que determina o inicio da transcrigao em células

eucarioticas.
Adaptado de https://digfirpublished.macmillanusa.com/pol2e/pol2e_ch11_3.html

A RNA polimerase Il provoca a separac¢ao das duas cadeias, sendo que, a medida

gue a enzima avanca, as duas cadeias desenrolam-se e separam-se, permitindo que os
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nucledtidos de RNA existentes no meio celular se liguem por acao da RNA polimerase I,
usando como molde apenas uma das duas cadeias de DNA. Forma-se desta forma, na
direcdo 5-3, a molécula de RNA pré-mensageiro (pré-mRNA). A medida que decorre a
transcricdo, a molécula de DNA restabelece as ligagdes quebradas entre as bases

complementares, fecha-se e enrola-se.

Movimento da
polimerase

-

Cadeias de DNA
voltam a
emparelhar

Coding
strand

Desenrolar de
DNA

Nucledtido sendo adicionado
ao terminal 3°do RNA

Regido de RNA-DNA

© 2012 Pearson Education, inc.

Figura 32 — Representacao do processo de transcri¢cdo. Adaptado de
https://www.rubendries.com/project/transcription/

A transcricdo para quando a RNA polimerase Il encontra uma sequéncia de
terminacdo ou terminador, uma sequéncia de cerca de 40 pb, rica em C e G, localizados
a jusante da extremidade 3"da regido codificante. A sequéncia de terminacao forma uma
estrutura em gancho (hairpin) na zona rica em G e C devido a ligacdes complementares
gue ocorrem no préprio RNA. Esta estrutura serve de sinal para separar da cadeia molde

o RNA sintetizado e a RNA polimerase Il

O processo de transcricdo envolve o consumo de energia, sendo a mesma

proveniente da dissociacdo dos trifosfatos dos ribonucledtidos em monofosfatos.

Processamento

O transcrito primario (pré-mRNA) resultante da transcricdo ndo é ainda o
mensageiro (mMRNA) a ser traduzido no citoplasma, sendo alvo de um processamento no
nucleo para dar origem ao RNA maduro. Esse processamento consiste na adicdo de um

nucledtido de 7-metilguanina invertido (cap) na extremidade 5’ do transcrito primario,
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e na adi¢do de uma cauda poliadenilica - poly(A) tail - na extremidade 3’ - processo de
poliadenilagdo. A adigcdo destas estruturas terminais nas extremidades 5’e 3"é realizada
por uma enzima polimerase e tem como objetivo proteger o transcrito da atividade das
exonucleases do citoplasma. O processamento finaliza com a remogao dos intrées e
ligacdo dos exdes, um processo reconhecido como Splicing alternativo (figura 33). Este
processo é realizado por ribonucleoproteinas (snRNPs) que reconhecem as
extremidades tipicas dos intrdes (5°- GU e 3’- AG). O splicing ocorre dentro de um grande

complexo chamado spliceossoma.

5‘cap 3’cauda Poli-A
Gl VAV VAN = Vav = Vavad
Pré-mRNA Remogdo dos introes
3’cauda Poli-A

pi B

mRNA maduro

. Intrdes
Exdes
B
5‘cap
1) Hol (I)H 1
N g
p- P .

CH.~ 3’cauda Poli-A

2

§ 3
N '
!:H,_ Grupo Metil ! A
o0 MRNA ARUAP
Seu, GQ
5

CH

3

Figura 33 — A- Processamento do pré-mRNA em RNA maduro. B- Detalhe das extremidades 5" e
3’ com a adigdo das estruturas cap e cauda Poli-A, respetivamente. Adaptado de

https://www.lecturio.com/pt/concepts/modificacoes-pos-transcricionais-processamento-de-arn/
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Apds a remocdo dos intrées, os exdes podem ser unidos em varias combinacdes,
como resultado do splicing alternativo, o que significa que, a partir do mesmo gene,

podem obter-se diferentes proteinas em diferentes tecidos.

Tipos de RNA

Apesar de quimicamente similares, tendo em conta a sua fungdo, sdo
reconhecidos diversos tipos de RNA. Todos os tipos de RNA sdo sintetizados no nucleo,
sendo que alguns sao translocados para o citoplasma e participam diretamente na

sintese de proteinas.
Os tipos de RNA principais que participam nas diferentes etapas da sintese proteica sao:

1. RNA mensageiro (mRNA) — estrutura especifica de cadeia Unica para a sintese de
uma determinada proteina e muito ativa metabolicamente. Apesar do mRNA das
células eucaridticas ter estabilidade suficiente para possibilitar sua purificacao, é
menos estdvel que os outros tipos de RNA. E sintetizado e processado no nucleo,
sendo de seguida translocado para o citoplasma, onde vai ser lido pelos
ribossomas. Todos os mRNA citoplasmaticos contém na extremidade 3’ uma
cadeia de aproximadamente 100-300 residuos de adenina, a cauda poli-A, cuja
funcdo esta relacionada com o transporte da molécula para o citoplasma, e na
extremidade 5° um grupo metil ligado a um nucledétido de guanina, uma

modificagdo denominada cap.

2. RNA ribossomal (rRNA) - faz parte da estrutura dos ribossomas,
desempenhando um papel fundamental na sintese de proteinas. Existem
diferentes tipos de rRNA. Em eucariotas, os principais tipos de rRNA sdo o 18S,
5.8S, 28S (todos eles fazem parte da subunidade maior dos ribossomas) e o 55
(presente na subunidade menor). Em eucariotas, o rRNA é sintetizado no
nucléolo.

No ribossoma, o rRNA define a posicdo de ligagdo do mRNA. O rRNA 18S,

presente na subunidade menor do ribossoma, reconhece a sequéncia cap do
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MRNA. Essa interacdo é essencial para o posicionamento correto do mRNA,
permitindo que a tradugdo se inicie no ponto certo e prossiga de forma eficiente.
O rRNA possui ainda atividade catalitica, sendo responsavel pela formacdo da
ligacdo peptidica entre os aminodacidos durante a sintese proteica. Essa fun¢do

catalitica é atribuida ao rRNA 28S nas subunidades ribossomais de eucariotos.

RNA de transferéncia (tRNA) - Molécula de RNA a qual se liga um aminoacido
especifico, transportando-o até ao ribossoma. O tRNA possui uma estrutura
secundaria caracteristica que se assemelha a um trevo, com quatro extremidades
principais. Numa das extremidades possui uma regido de trés nucledtidos para
ligagdo ao mRNA chamada anti-codao. Na extremidade 3" possui um local de
ligacdo ao aminodcido (esta ligacdo ocorre através da enzima aminoacil-tRNA
sintetase). Quando dobrado, o tRNA assume uma estrutura tridimensional em
forma de "L". Essa conformacdo é muito importante para o seu funcionamento
dentro do ribossoma, permitindo que o anti-coddo esteja adequadamente
posicionados para interagir com o mRNA. Cada tRNA é especifico para um
determinado aminoacido e possui um anti-codao correspondente ao codao do
MRNA que codifica esse aminodcido. Existem no minimo 20 tipos de tRNA, um

para cada aminoacido padrao.

RNA de interferéncia (RNAi) — Pequenas moléculas de RNA, nomeadamente
siRNA (small interfering RNA) e miRNA (microRNA), que regulam a expressao
génica, silenciando genes especificos. Este processo ocorre através da
degradacdao do mRNA alvo ou da inibi¢ao da sua tradugao, impedindo a producgao

da proteina correspondente.
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Tradugado

Na tradugdo, a informacdo contida na sequéncia de nucledtidos do mRNA é
traduzida numa sequéncia de aminodacidos. E um dos processos de maior custo
energético para a célula, dependente de GTP e ATP. Este processo envolve os tRNA, rRNA,
os ribossomas, e 0 mRNA; também s3ao necessarios aminodcidos e diversas proteinas

especificas.

Enquanto os tRNA e os ribossomas sdo reciclados pela célula, podendo ser
utilizados para a sintese de diferentes proteinas, o mRNA é especifico para cada proteina,

sendo continuamente produzido e degradado.

O mRNA é translocado do nucleo para o citoplasma através dos poros do
invélucro nuclear. No citoplasma, o mRNA é traduzido pelos ribossomas, produzindo-se
um polipéptido pela leitura dos coddes que se sucedem ao codado de iniciacdo (AUG), no
mesmo sentido da transcrigao.

Os ribossomas sdo constituidos por, aproximadamente, 50% de rRNA e 50% de
proteinas. O ribossoma é composto por duas subunidades, uma maior e uma menor, que
se juntam durante a sintese proteica. Nos eucariotas, a subunidade menor denomina-se
de 40S e a maior de 60S, juntas formam o ribossoma 80S (a nomenclatura "S" refere-se
a unidade de Svedberg, uma medida de sedimentacao que reflete o tamanho e a forma
da particula).

A subunidade menor do ribossoma é responsavel por fazer a leitura do mRNA.
Esta subunidade contém o sitio onde o mRNA se liga e onde ocorre o emparelhamento
do coddo (do mRNA) com o anti-coddo (do tRNA). Cada ribossoma contem trés sitios de
ligacdo a molécula de tRNA: o sitio A (ou aminoacil), no qual o primeiro aminoacido é
adicionado pelo aminoacil-tRNA; o sitio P (ou peptidil), que recebe o aminoacil-tRNA
ligado ao polipéptido em crescimento; e o sitio E (ou de saida) onde se liga o tRNA vazio
apos libertar o aminoacido. Os aminoacidos ligam-se ao tRNA através da ativacdo pela
enzima acil-tRNA sintetase. Existe uma acil-tRNA sintetase para cada aminodcido.

Nos eucariotas, os ribossomas podem estar livres no citoplasma ou ligados ao

reticulo endoplasmatico rugoso.
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Tal como acontece na transcrigdo, também a tradugdao ocorre em etapas
consecutivas: iniciagdo, alongamento e finalizagdo. Cada uma destas etapas serd

descrita de seguida.

Iniciagao

A iniciacdo corresponde a primeira etapa da tradu¢do, onde ocorre a ligagao de
uma molécula de RNA mensageiro a subunidade menor do ribossoma. Em eucariotas, a
subunidade menor dos ribossomas, com a ajuda de fatores de iniciacdo, reconhece a
estrutura cap na extremidade 5° do mRNA, a qual se liga. Em seguida, a subunidade
menor move-se move ao longo do mRNA até atingir o coddo de iniciagdo — AUG. O codao
de iniciacdo encontra-se no meio de uma sequéncia especifica, denominada sequéncia

de Kozak: 5'-ACCAUGG-3".

Apds o mRNA atingir o codao de iniciacdo, o fator de iniciagdo IF2 (componente
proteico), ativado pelo GTP, conduz o primeiro tRNA, que transporta o aminoacido
metionina, ao complexo de iniciagdo numa regidao do ribossoma denominada sitio P,
estabelecendo-se a ligacdo entre o coddo de iniciacdo e o anti-coddo do tRNA. Em
seguida, a subunidade maior do ribossoma liga-se e a traducdo continua. Esta etapa da

traducdo encontra-se representada na figura 34.
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Figura 34 — Representacdo esquematica da sequéncia de acontecimentos que ocorre na
primeira fase da traducdo, a iniciacdo. Adaptado de

https://www.khanacademy.org/science/biology/gene-expression-central-dogma/translation-
polypeptides/a/the-stages-of-translation
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Alongamento

Nesta etapa, os tRNA ligados aos aminodcidos, com a ajuda de fatores de

alongamento EF-Tu (componente proteico), ativado pelo GTP, sdo transportados até ao

ribossoma, sendo posicionados no sitio A pela complementaridade coddo/anti-codao.

Neste momento o fator de alongamento é libertado. De seguida, estabelece-se uma

ligacdo peptidica entre os dois aminoacidos, quebrando-se a ligacdao entre o primeiro

tRNA e o aminodcido que transportava. A ligacdo peptidica é catalisada pela enzima

Peptidil transferase. Por seu lado, o tRNA que se encontrava no sitio A desloca-se para o

sitio P, deixando o sitio A livre para receber um novo tRNA com outro aminodcido.

Quando tal acontece, o tRNA que se encontrava no sitio P desloca-se para o sitio E, sendo

posteriormente libertado para o citoplasma, sendo carregado com outro aminodcido.

1 Cadeia polipeptidica 3

/ HN AL A€
. 2 @ tRNA com novo aminodcido " “ .
H,N 4 iga_ e elease O
_ Ilga se no sitio A do {RNA #3 L
ribossoma
E y Maa aka
3 4 5
mRNA 5 FY Y akha 3
4 >-Q
2 . @ HN AL 4
N ALY @ .
2 T E B
3 A A 5 aaa
5 aaa aaa ‘;
5 - @ 4
Forma-se uma nova ligagdo peptidica entre os HN AL
aminoacidos 3 e 4.
O tRNA3 desloca-se para o sitio E do ribossoma 4
e o tRNA4 desloca-se para o sitio P do 50 asa
ribossoma -

tRNA3 ¢é libertado do ribossoma e o
sitio A do ribossoma fica disponivel
A para receber um novo aminoacido.

"\5/‘,‘ tRNAS entra no sitio A do ribossoma

Forma-se uma nova ligacdo peptidica entre os
N aminodcidos 4 e 5.
> of O tRNA4 desloca-se para o sitio E do ribossoma
B A e o tRNAS desloca-se para o sitio P do
¥ ribossoma.

Figura 35 — Representacdo esquematica da sequéncia de acontecimentos que ocorrem na
segunda fase da tradugao, o alongamento. Adaptado de
https://chem.libretexts.org/Courses/Fullerton_College/Introductory_Biochemistry/17%3A_Nucleic_Acid
s/17.08%3A_Flow_of _Genetic_Information/17.8.06%3A_Translation
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Sabias que... O

No processo de traducao, a etapa de alongamento evolui
a uma velocidade de 15-20 aa/seg em bactérias e 5-10
aa/seg numa célula humana. Esta diferenca é atribuida a
maior complexidade dos ribossomas eucarioticos, bem
como a regulacdo mais elaborada do processo de
tradugao.

A maior velocidade em bactérias permite uma adaptacao
rapida a mudancas ambientais, essencial para a
sobrevivéncia em ambientes variaveis.

Fi na Iiza 95 (o] Cadeia polipeptidica ainda ligada ao tRNA

Fatores de
libertagdo

A etapa de alongamento prossegue até que o ribossoma
encontra na molécula de mRNA um coddo STOP ou
coddo de finalizagdo (UAA, UAG ou UGA). Nesse

momento, o coddo de finalizacdo é reconhecido por

Coddo STOP
(UAG, UAA, or UGA)

proteinas especificas (fatores de libertacao), as quais se
ligam no sitio A do ribossoma, alterando a atividade da
& -
peptidil transferase (adicido de HO em vez de ] ‘
o

aminodcido), produzindo a clivagem do péptido do

Fatores de
L . . . . Polipéptido libertagao
ultimo tRNA. Na fase de finalizacdo, a cadeia

% Subunidades
polipeptidica liberta-se do tRNA, a molécula de mRNA AR — U rihossama

tRNA livre

liberta-se do ribossoma e as duas subunidades separam- — &
m

se (figura 36).

5,

© 2012 Pearson Education, Inc.

Figura 36 — Representagdo esquematica da ultima fase da tradugdo, a
finalizagdo. Adaptado de https://unacademy.com/lesson/prokaryotic-

translation-termination/767RPH57

Nos organismos eucariotas, o mesmo mRNA pode ser traduzido simultane-
amente por diversos ribossomas, dando origem a estruturas denominadas polissomas,
gue evoluem progressivamente ao longo da molécula de RNA (figura 37). Este processo
é fundamental para aumentar a eficiéncia da traducdo e da expressao génica, permitindo

gue uma Unica molécula de mRNA produza rapidamente muitas cépias da mesma
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proteina. Isso é particularmente importante em células que necessitem aumentar
rapidamente a quantidade de uma determinada proteina em resposta a estimulos ou

durante certos estdgios de desenvolvimento.

a 1
Cadeia
polipeptidica 60S
completa - Q
Cod3ode 3
terminagao
Coddode
iniciagdo
RNAm
' 100 nm '
_ J

Figura 37 — Representacdo esquematica e microfotografia eletrénica de mRNA sendo traduzido
simultaneamente por diversos ribossomas. Adaptado de Ribeiro, 2009.

Diferencas entre procariotas e eucariotas

Existem diferencas significativas no processo de transcricio e traducdo em
procariotas e eucariotas, estando as mesmas relacionadas com a localizagao, estrutura
do mRNA, inicio da traducdo, velocidade, subunidades ribossomais, modificacGes apds
a transcricdo e complexidade das proteinas. As principais diferencas encontram-se

resumidas na tabela lll.
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Tabela lll — principais diferengas entre procariotas e eucariotas nos processos
de transcricao e traducao.

Caracteristica

Localizacdo

Procariotas

Transcrigdo e tradugdo ocorrem no citoplasma.

Eucariotas

Transcricdo ocorre no nucleo e tradugdo no
citoplasma.

Estrutura do mRNA e
inicio da tradugao

Um dnico mRNA pode codificar varias
proteinas diferentes. O mRNA possui varios
sitios de ligagdo ao ribossoma (sequéncia de
Shine-Dalgarno).

Cada mRNA codifica uma unica proteina. O
ribossoma reconhece o coddo de iniciacdo
presente na sequéncia de Kozak.

Velocidade da tradugdo

Tradugdo € mais rapida.

Tradugdo € mais lenta.

Subunidades ribossomais

Ribossomas 70S, compostos por uma
subunidade menor 30S e uma subunidade
maior 508S.

Ribossomas 80S, compostos por uma subunidade
menor 40S e uma subunidade maior 60S.

Processamento do mRNA

O mRNA n3o passa por modificagdes
significativas apds a transcricdo e é
rapidamente traduzido.

O mRNA sofre varias modificagdes apds a
transcri¢do, incluindo adi¢do de cap 5', splicing, e
adi¢do de uma cauda poli-A na extremidade 3.

Processamento proteico

As proteinas recém-sintetizadas geralmente
ndo passam por modificacBes pés-traducionais
complexas.

As proteinas passam por modificacbes péds-
traducionais, como fosforilagdo, glicosilacdo,
acetilagdo e clivagem proteolitica.

Célula eucariotica

Polypeptide

mRNA

Nucleus

Transcription

3
l Processing
54 BS

5'\/—

| Translation

: /Hibosome
/.

3

i
|

Céding
sequence

sequence 2

Célula procaridtica

Figura 38 — Representagao esquematica das diferengas no processo de sintese proteica entre
uma célula eucaridtica e procaridtica. Adaptado de https://www.khanacademy.org/science/biology/gene-
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O codigo genético

A conversdo dos nucledétidos do mRNA em aminodcidos durante a traducdo é
mediada pelo cddigo genético. Os 20 aminodcidos sdo codificados por combinac¢des dos
guatro nucleétidos diferentes, reunidos trés a trés, formando 64 combinac¢Ges possiveis,

ou seja, 64 coddes possiveis (figura 39).

Ha 61 coddes que codificam os 20 aminoacidos e 3 codbes (coddes de terminagao
ou coddes stop) que ndo codificam nenhum aminodacido. O cod3do de iniciacdo (AUG)

codifica para o aminodcido metionina.

Segunda Letra
U C A G

uuu Phe ucu Ser UAU Tyr uUGuU Cys
U uuc Phe ucc Ser UAC Tyr UGC Cys

UUA Leu | UCA  Ser m stop [y stop

uuG Leu ucG Ser STOP| UGG Try

E cuu Leu CcCu Pro CAU His CGU Arg
'a; c cuc Leu CccC Pro CAC His CGC Arg
- CUA Leu CCA Pro CAA Gin CGA Arg
E CuG Leu CCG Pro CAG Gin CGG Arg
O AUU Iso | ACU Thr | AAU Asn | AGU  Ser
E AUC Iso ACC Thr AAC Asn AGC Ser
E A AUA Iso ACA Thr AAA Lys AGA Arg

Met ACG Thr AAG Lys AGG Arg

GUU Val GCU Ala GAU Asp | GGU Gly
G GuC Val GCC Ala GAC Asp | GGC Gly
GUA Val GCA Ala GAA Glu GGA Gly

GUG Val GCG Ala GAG Glu GGG Gly G

> OCO P»OCIO >P»OC|Id >» OC
eJ)oT] el19dIa ]

@BIOINNOVA
innovabiologia com

Figura 39 — O cddigo genético. 61 coddes (trés letras a negrito na imagem) codificam para os 20
aminodcidos. O coddo de iniciagdo é o AUG (a verde na figura), que codifica para a metionina.
Os trés coddes de terminagdo (ou STOP) ndo codificam aminoacidos (a vermelho na figura).

Diz-se que o cddigo genético é redundante/degenerado, pois existem diferentes
codGes que codificam o mesmo aminodcido (com exce¢do da metionina e triptofano).
Além disso, o codigo genético nao é ambiguo, pois a cada codao corresponde um s6
aminodcido. O cddigo genético é ainda considerado universal, pois é igual na maioria

dos organismos.
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Capitulo 7 — Mutagdes génicas
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Apesar do DNA ser uma molécula estavel e com um processo de replicacao
eficiente, algumas sequéncias de nucleétidos podem ser alteradas, de forma espontanea
ou induzida, dando origem a mutagdes génicas. Estas muta¢des ocorrem num numero
reduzido de nucledtidos da molécula de DNA associado a um determinado gene,

resultando no aparecimento de um novo alelo.

Estas mutagdes podem ocorrer em qualquer uma das componentes do gene, no entanto,
quando ocorrem na regido codificante (CDS — coding sequence), o seu significado

biolégico pode ter um impacto maior (dependendo do tipo de mutacdo).

As mutacdes génicas referem-se a qualquer alteracdo na sequéncia de
nucleotideos de um gene e podem envolver mudang¢as em um ou mais nucleotideos. A
nivel molecular, estas mutagdes classificam-se em mutagdes pontuais ou rearranjos.
Quando se da a alteragao de um nucleétido apenas, trata-se de uma mutagdo pontual,
afetando apenas um par nucleotidico. Por outro lado, os rearranjos envolvem alteracdes
que afetam varios pares de bases. Ao nivel das mutagdes génicas, as mutagdes pontuais
sdo, geralmente, as mais comuns, ocorrendo com mais frequéncia durante a replicacao

do DNA ou devido a danos causados por agentes mutagénicos.

No caso das mutagdes pontuais por substituicdo (também denominadas de
substituicdo de base Unica), como o prdprio nome indica, ocorre a substituicdo de um
nucledtido por outro, podendo ter efeito, ou ndo, no fendtipo. Tendo em conta as
consequéncias ao nivel da funcdo da respetiva proteina, as mutacdes pontuais por
substituicdo classificam-se em trés categorias: mutagdo silenciosa (ou sinénima),

mutacdo missense e mutagdo nonsense:

- Mutacdo silenciosa — substituicio de um par de bases por outro, conduzindo a

formacdo de um coddo diferente, mas que continua a codificar o aminoacido original
(figura 39 B). Nao se observa qualquer tipo de alteracdo na funcdo da proteina nem ao

nivel do fendtipo. Constituem grande parte das mutac¢des pontuais detetadas.

- Mutacdao missense — substituicdo de um par de bases por outro, conduzindo a

formacdo de um coddo que codifica um aminodcido diferente do original. Se o novo
aminodcido codificado for quimicamente semelhante ao original, a funcdo da proteina

ndo sofre alteracbes significativas e trata-se de uma mutacdo missense neutra ou
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conservadora (figura 40 C). Por outro lado, se 0 aminoacido original for substituido por

outro quimicamente diferente, a fungao da proteina sofre alteragGes e trata-se de uma

mutacdo missense ndo conservadora (figura 40 D).

Sabias que...

Nas uvas, a auséncia de sementes (apirenia) pode
ocorrer naturalmente devido a dois processos
fisiolégicos distintos: partenocarpia (os frutos ‘ ‘
desenvolvem-se completamente sem fertilizacdo e 7
nunca formam sementes) ou estenoespermocarpia B
(ocorre fertilizacdo inicial dos évulos, mas o embrido e %
as sementes ndo se desenvolvem completamente).

\ \
As condicbes de partenocarpia e estenospermocarpia \ Z \\-\//
geralmente envolvem mutagdes missense no gene Estenoespermocarpia
WIAGL11 que regula o desenvolvimento do fruto e das
sementes.

Partenocarpia

- Mutacdo nonsense — substituicdo de um codao, que codifica para um aminodcido, por

um coddo STOP, conduzindo a terminac¢ao prematura da cadeia polipeptidica. Por

norma, a proteina nao é funcional (figura 40 E).

Sabias que...

O tamanho do grao do arroz é determinado por uma
mutacdo nonsense no gene GRAIN SIZE 3 (GS3)

funtional gene

O gene GS3 desempenha um papel critico na
regulacao do crescimento e desenvolvimento dos
graos de arroz, atuando como um regulador
negativo do crescimento do grdao. Mutagbes no
gene GS3 podem resultar em uma perda ou
alteracao de sua fungao regulatdria. Por exemplo,
mutagbes nonsense que inativam ou reduzem a
funcdo do GS3 resultam em graos mais longos,
porque o efeito limitador sobre o crescimento é
atenuado.
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A [ATG | AAc| caT [ cac [ ccc [ TcA [ ccg | T1A | 176 | CaT |

Sequéncia ¢ L ¢ i ¢

normal Metionina Arginina Prolina Prolina Leucina

Asparagina Arginina Serina Leucina Arginina

B [AtG [ AAc] car [ cec [ ccg [ Tecc [ ccc [ 1A | 176 [ cat |

Mutacdo 'l' 'L Jr Jr ¢

silenciosa Metionina Arginina Prolina Prolina Leucina

Asparagina Arginina Serina Leucina Arginina

[ATG [ AAc] caTJcac J ccGJAcA] ccg [ TTA [ T7G [ CaT |

C
Mutacdo
missense 'L ¢ J’ J’ ¢

Metionina Arginina Prolina Prolina Leucina
conservadora
Asparagina Arginina Treonina Leucina Arginina
“ | ATG | AAC | CGT | cGC | ccG | ccA | ccG | TTA | TTG | CGT |
Mutacao vL ¢
missense nao
Metionina Arginina Prolina Prolina Leucina
conservadora
Asparagina Arginina Prolina Leucina Arginina
E
Mutacio | ATG | AAC | CGT | CGC | CCG | TAA | CCG | TTA | TTG | CGT |
nonsense
Metionina Arginina Prolina
Asparagina Arginina STOP

Figura 40 — Classificacdo das mutag¢des pontuais por substituicdo de acordo com o seu efeito na
tradugdo. Adaptado de Ribeiro, 2009.

As mutac¢des por substituicdo podem ocorrer por transicdo ou transversao. No
caso das transi¢des, uma purina é substituida por outra purina diferente ou, em
alternativa, uma pirimidina é substituida por outra pirimidina diferente. Nas
transversGes, uma purina é substituida por uma pirimidina ou uma pirimidina é
substituida por uma purina.

Possibilidade de

Transicao Transversao
troca de bases A > C
AO—AD = || CO—Q =
G — A C——C
— T
Purina Purina Purina Pirimidina

C——A

- T ——C C—G
C—T T —— A

\Pirimidina Pirimidina J L Pirimidina Purina T G
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As mutacoOes génicas por inser¢do ou delegdo correspondem a adicdo ou a
remocao, respetivamente, de um ou mais nucleétidos durante a transcricao do DNA para
mRNA. Estas mutacdes caracterizam-se por provocar altera¢des na Reading frame
(“grelha de leitura”), obtendo-se uma sequéncia de aminodcidos diferente da original,
uma vez que o ribossoma identifica coddes de forma desfasada a partir do local onde
ocorreu a alteragao (a 3"da mutagdo). Geralmente originam-se proteinas ndo funcionais.

Estes tipos de mutagdes classificam-se em Mutagdes frameshift.

Indel (inser¢ao ou delegdo)

Sequéncia original

CATCATCATCATCATCAT
dI» €I € € € €2

Inser¢do de um unico
nucledtido

Sequéncia mutada l

CATCATCATACATCATCA
—_— — ) —
@D €D @D CThe) @ser) (ser

Frameshift — origina uma sequéncia diferente
de aminoacidos

Figura 41 — Representacdo de uma mutacao frameshift. Adaptado de
https://sigmaearth.com/pt/variantes-e-mutacdes do DNA gendmico.

No entanto, nem todas as insercGes e dele¢des conduzem a frameshifts. Uma vez
gue os coddes sao compostos por trés nucleétidos, inser¢des e dele¢bes consistindo de
multiplos de trés nucleétidos ndo vao alterar a reading frame, embora a adi¢cdo ou
remocdo de um ou mais aminoacidos possa afetar o fenétipo. Estas mutacbes sdo

chamadas de insergdes ou dele¢ées em frame.

Quando uma mutac¢do ocorre em sequéncias codificantes do DNA, estas podem
ter efeitos diretos e significativos na funcdo da proteina resultante. No entanto, se as
mutacdes ocorrerem em sequéncias reguladoras ou outras ndo codificantes, as
consequéncias ao nivel da proteina tém menor impacto, alterando normalmente a

guantidade em que as proteinas sdao produzidas e ndo a sua funcao.
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Tendo em conta o efeito ao nivel da funcdo da proteina, as mutacées podem ser

classificadas em loss-of-function (perda de funcdo) e gain-of-function (ganho de

funcdo). As mutacdes loss-of-function, tal como o nome indica, causam a redugdo ou
perda completa da fungdao normal de uma proteina. As mutagdes loss-of-function sao
frequentemente recessivas, e os individuos diploides devem ser homozigdticos para a
mutac¢do para poderem exibir os efeitos da perda da proteina funcional. No caso das
mutagoes gain-of-function,_dao origem a uma nova fung¢dao ou aumentam a atividade
normal de uma proteina. Estas mutagdes sdo frequentemente dominantes na sua

expressao.

Nomenclatura para a descricao das mutagoes genéticas

A nomenclatura para a descricdo das mutacdes genéticas segue diretrizes
estabelecidas para garantir clareza e consisténcia na comunicag¢do cientifica. A
nomenclatura padrdao usada atualmente é a recomendada pela Human Genome
Variation Society (HGVS). Para evitar erros na interpretacdo acerca da altera¢do na
sequéncia, a descricdo é precedida por uma letra indicando o tipo de sequéncia onde

ocorreu a mutagéo:

"g." para sequéncia gendmica.

c." para sequéncia de DNA codificante (cDNA), ou seja, a sequéncia do mRNA
correspondente ao gene.

"p." para sequéncia da proteina resultante da mutacgao.
"r." para sequéncia de RNA.

"m." para sequéncia do DNA mitocondrial.

Exemplos:

1. Substituicdo de aminoacidos

p.Glyl2Val - Indica que na posicdo 12 da proteina, a glicina (Gly) foi
substituida por valina (Val).

2. Delectes de aminodcidos

p.Lys76del — Indica que o aminoacido lisina (Lys) foi eliminado na posicdo 76.
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3. Insercoes de aminoacidos

p.Arg76_Gly77insSer — Indica que entre a arginina (Arg) na posicdao 76 e a

glicina (Gly) na posicdo 77, foi inserida uma serina (Ser).

4. Mutacdo frameshift

p.Gly12fs - Indica uma mudanca na grelha de leitura a partir do aminodcido
12, resultando em uma proteina com uma sequéncia completamente

alterada apods essa posicao.

5. Substituicdo de nucledtidos

¢.76A>T - Significa que na posicdo 76 do cDNA, uma adenina (A) foi
substituida por uma timina (T).

6. Delecbes de nucledtidos

¢.76_78del - Indica que as bases nas posi¢cdes 76 a 78 foram eliminadas.

7. Insercoes de nucledtidos

€.76_77insT - Indica que entre as posicdes 76 e 77, uma timina (T) foi
inserida.

8. Indels (Insercdo e Delecdo combinadas)

€.76_77delinsTT - Significa que uma delecao entre as posi¢cdes 76 e 77 foi
seguida por uma insercao de duas timinas (TT).

Origem das mutagdes génicas

Dependendo da sua origem, as mutacdes podem ser classificadas como
espontaneas ou induzidas. MutagGes espontaneas resultam de alteracdes moleculares
que ocorrem espontaneamente no DNA, sem uma causa aparente. Pelo contrario, as

mutacdes induzidas resultam da exposicao a agentes mutagénicos exdgenos.

Mutacdes génicas espontaneas — as mutagdes espontaneas podem ser o resultado de

erros durante a replicacdo do DNA, podendo ocorrer substituicdo, inser¢cdao ou delecao
de nucledtidos, ou o resultado de alteracdes quimicas espontaneas no DNA, onde se
destacam a depurinacdo e desaminacdo. No primeiro caso, ocorre uma quebra da
ligacdo entre uma base purina (A ou G) e o agucar desoxirribose, resultando na perda da

base e produzindo um sitio apurinico. Nestes casos, normalmente é incorporada uma
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adenina na cadeia de DNA recém-sintetizada, oposta ao sitio apurinico, conduzindo a um
erro incorporado, sendo o mesmo transformado num erro de replicagao no préximo ciclo
de replicacdo. A desaminacdo corresponde a perda de um grupo amina (NH2) numa
base. Esta modificacao pode alterar as propriedades de emparelhamento de uma base.
Por exemplo, a desaminacdo da citosina produz o uracilo, que emparelha com a adenina
durante a replicagdo. Apds outro ciclo de replicagdo, a adenina emparelha com a timina,

criando um par T::A em vez do par original C::G.

Mutacbes génicas induzidas — as mutacdes podem resultar da exposicdo a agentes

mutagénicos exégenos. Os agentes mutagénicos podem ser classificados em: a) agentes
fisicos - radiacOes de alta energia capazes de penetrar os tecidos e provocar lesdes no
DNA, como radiagdes ionizantes (raios X e os raios y); b) agentes quimicos - substancias
gue reagem com o DNA e provocam modificacdes quimicas nas suas bases (exemplo,
inibidores mitéticos); c) agentes bioldgicos - ferramentas de engenharia genética, como

CRISPR/Cas9.

Em que células pode ocorrer uma mutagao?

Nos organismos multicelulares, as mutacdes podem ocorrer nas células

somaticas ou germinativas.

Células somaticas sdo todas as células do organismo que ndo estao envolvidas na
producdo de gametas. No caso particular das plantas, isso inclui a maior parte dos
tecidos, como folhas, caules, raizes e flores (exceto as células que dardo origem aos
gametas). As mutacOes somaticas podem ocorrer em qualquer célula somatica do
organismo e geralmente afetam apenas a célula onde a mutacdo ocorreu e as células
descendentes dessa célula por mitose, dando origem a um aglomerado de células
diferentes (setor mutante). No caso das plantas, em termos fenotipicos, o setor mutante
s poderad ser observado se contrastar visualmente com o aspeto normal das células tipo
selvagem (Figura 42). As mutacdes somaticas ndo sdo transmitidas para a descendéncia,
sendo os seus efeitos limitados ao organismo individual onde a mutacdo ocorreu. No
entanto, em plantas, partes mutantes podem ser propagadas vegetativamente,

perpetuando a mutacdo nos novos individuos clonados.
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Figura 42 — Exemplos de muta¢Ges somaticas. A - mutagcdo somatica que alterou a expressao de
genes responsaveis pela cor das pétalas numa parte da flor. As células com a mutagdo expressam
uma cor diferente das células ndo mutadas, resultando numa flor bicolor; B - muta¢do somatica
que ocorreu durante o desenvolvimento inicial do fruto, levando a fusdo parcial de dois frutos
adjacentes. Tal pode ter siso causado por uma alteragdo na divisdo celular ou no
desenvolvimento do tecido meristematico, onde as células sdo inicialmente pluripotentes; C —
mutag¢do somatica que afetou a pigmentagao da casca do fruto apenas numa parte, resultando
numa fruta com duas cores diferentes. A mutacdo pode ter ocorrido numa célula precursora do
fruto durante seu desenvolvimento inicial, herdando as células essa caracteristica.

As células germinativas sdo aquelas que dao origem aos gametas. Nas plantas, as
células germinativas estdo localizadas nas estruturas reprodutivas, como os estames e o
ovario. MutagGes que ocorrem em células germinativas podem ser transmitidas para a
descendéncia, sendo a mutacdo herdada pelas geracoes seguintes. A poliploidia é uma
mutacdo em que o nimero total de cromossomas de um organismo apresenta multiplas
copias nas células germinativas, podendo ocorrer durante a formacdo dos gdmetas
devido a erros na segregacdao dos cromossomas durante a meiose. Plantas poliploides,
normalmente, apresentam caracteristicas desejaveis, como frutos maiores ou maior

vigor. A banana e o trigo sdo exemplos de espécies que sofreram este tipo de mutacao.

Tanto as muta¢des somaticas como as germinativas tém sido exploradas ao nivel
do melhoramento de plantas. As mutacdes somaticas podem ser usadas para originar
variedades ornamentais Unicas, enquanto as mutac¢bes germinativas sdo essenciais para

o desenvolvimento de novas cultivares de plantas agricolas.
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Capitulo 8- Marcadores moleculares
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No contexto do melhoramento de plantas, a selecdo de caracteristicas de
interesse agrondmico com base em marcadores genéticos teve inicio nos anos 80, com
os trabalhos desenvolvidos por Tanksley (Tanksley et al., 1983) em tomate (Solanum
lycopersicum). Nesse estudo, os investigadores demonstraram como os marcadores
moleculares podiam ser utilizados para mapear caracteristicas genéticas em espécies
vegetais, estabelecendo uma base para a identificagdo de Joci associados a
caracteristicas agronémicas importantes.

A utiliza¢ao de marcadores moleculares no melhoramento de plantas apresenta
varias vantagens comparativamente a tradicional observacdo das caracteristicas
fenotipicas, também denominados marcadores morfolégicos. Entre as vantagens
destaca-se a maior precisdo, visto que os marcadores morfolégicos sdo influenciados
por fatores ambientais; redu¢ao do tempo necessario para selecionar as caracteristicas
de interesse, uma vez que os marcadores moleculares permitem a selecao de plantas
em estagios iniciais (como na fase de plantula), reduzindo significativamente o tempo
necessario para o desenvolvimento de novas variedades; identificagao de caracteristicas
complexas, como o rendimento do grdo ou a qualidade do fruto, que sdo
frequentemente controladas por multiplos genes (QTLs) e influenciadas por fatores
ambientais.

Marcador molecular corresponde a uma variacao (polimorfismo) no genoma da
planta, passivel de ser visualizada recorrendo a técnicas de biologia molecular (PCR —
reacdo de polimerizacdo em cadeia, enzimas de restricdo, eletroforese, sequenciacdo),
diretamente associado a uma variagao fenotipica. Os marcadores moleculares podem
ser utilizados para identificar diferentes espécies ou individuos portadores de

determinada caracteristica fenotipica.

Polimorfismo é o termo usado para descrever a ocorréncia frequente e
simultanea de variagao genética dentro de uma populacdo de mais de um gendtipo. Os
polimorfismos sdao observaveis quando um gene, com um efeito distinto e reconhecivel,
ocorre numa populacdo a uma taxa que é muito frequente para ser apenas atribuida ao
acaso ou a uma mutacdo. Estas variantes genéticas devem estar presentes numa
populacdo com uma frequéncia de pelo menos 1%. Os SNPs (do inglés Single Nucleotide

Polymorphisms) sdo o tipo de variacdo genética mais comum entre os individuos de uma

106



espécie. Um SNP representa uma diferenca de um Unico nucleétido no DNA (A, T, C ou
G) numa posicao especifica do genoma, sendo mantido de geragao em geragao. Os SNPs
sao extremamente comuns no genoma, podendo ocorrer em regides codificantes ou ndo
codificantes, e apresentam uma estabilidade muito elevada ao longo de geragdes.
Além de substituicdes de nucleétidos, na base dos polimorfismos podem ainda

estar insergdes ou delegdes (InDels), duplica¢des, translocagdes ou inversoes.

Caracteristicas desejaveis de um marcador molecular:

- Elevado grau de polimorfismo: o marcador deve ser polimérfico, ou seja, deve
apresentar variagdes entre os individuos para permitir a distin¢cdo entre diferentes alelos

ou genotipos.

- Heritabilidade codominante: marcadores codominantes permitem a distingdo entre
individuos homozigotos e heterozigotos, proporcionando informag¢des completas sobre

0 genotipo.

- Elevada ocorréncia no genoma: Idealmente, um marcador ndo deve ser tdo comum a
ponto de ocorrer em grande frequéncia no genoma, porque isso poderia limitar sua
utilidade. Marcadores muito comuns podem ndo ser informativos o suficiente para
distinguir entre diferentes gendtipos ou para associar com precisdao caracteristicas

fenotipicas especificas.

- Distribuicao aleatdria no genoma: o marcador deve estar distribuido aleatoriamente
ao longo do genoma, permitindo a cobertura de todas as regides do genoma
(codificantes e ndo-codificantes), o que é essencial para um mapeamento genético
abrangente e para a identificacdo de associacbes entre marcadores e caracteristicas

fenotipicas.

- Comportamento neutro seletivo: o marcador deverd ser neutro a variacbes nas
condicOes ambientais, ndo deve estar sujeito a selecdo natural, para que possa refletir

com precisao a variacao genética.
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- De facil acesso/disponibilidade e rapida analise: o processo de detecdo do marcador
deve ser relativamente simples, rapido e econdmico, preferencialmente sem a

necessidade de técnicas complexas ou equipamento especializado.

- Elevada reprodutibilidade: a técnica usada para identificar o marcador deve ser
altamente reprodutivel, permitindo que os mesmos resultados sejam obtidos em

diferentes ensaios.

Classificacao dos Marcadores genéticos

A classificacdo dos marcadores genéticos pode ser feita tendo em conta as
técnicas utilizadas no seu estudo, tendo em conta a heritabilidade, a natureza do
marcador ou pela variacao genética que eles detetam. Cada tipo de marcador tem as
suas vantagens e limitacGes, sendo que a escolha é feita tendo em conta os objetivos

especificos do estudo ou do programa de melhoramento genético.

1. Classificacao tendo em conta as técnicas base:

Tendo em conta a tecnologia utilizada, os marcadores genéticos classificam-se em

dois grandes grupos: marcadores morfologicos e marcadores moleculares.

1.1. Marcadores morfolégicos - Os marcadores morfoldgicos baseiam-se em
caracteristicas fenotipicas como a cor da flor, forma do fruto, altura da planta ou outras
caracteristicas agronémicas importantes. Os marcadores morfoldgicos sdao de facil
utilizacdo, sem necessidade de recorrer a tecnologia especifica. No entanto, sdo
amplamente influenciados pelos fatores ambientais e dependem da fase de
desenvolvimento da planta, por vezes sendo necessdrio um longo periodo até que as

caracteristicas possam ser selecionadas.
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1.2. Marcadores moleculares — Dizem respeito a variagées no DNA ou RNA, ndo
sendo influenciados pelos fatores ambientais, o que os torna muito confidveis. Tendo
em conta este tipo de classificacdo, os marcadores moleculares podem ser
classificados em bioquimicos, baseados na técnica PCR (do inglés PCR-based

techniques) e ndo baseados na técnica de PCR (do inglés non-PCR-based techniques).
1.2.1. Bioquimicos

Os marcadores bioquimicos, ou isozimas, sdao formas diferentes da mesma
enzima, codificadas por genes diferentes, mas tém as mesmas fung¢des. Sdo variacdes
alélicas de enzimas, ou seja, tém diferencas na sequéncia de aminoacidos e, por isso,
as frequéncias genéticas e genotipicas podem ser estimadas com marcadores
bioquimicos. Trata-se de marcadores codominantes, de facil utilizacdo e custo
reduzido. No entanto, detetam um menor numero de polimorfismos e sao afetados
pelos métodos de extracdo utilizados, o tipo de tecido do material vegetal e pelo

estagio de crescimento da planta.

Exemplo: Algumas isozimas estdo associadas a caracteristicas especificas, como
resisténcia a stresses abidticos (seca, salinidade, temperaturas extremas) ou bidticos
(organismos patogénicos). A detecdo dessas isozimas permite a selecdo de plantas
com maior resisténcia ou tolerdncia antes dos testes em campo, acelerando o

processo de melhoramento.

1.2.2. non-PCR-based techniques - RFLP (Restriction Fragment Length

Polymorphism)

Marcador baseado na variacdao no comprimento de fragmentos de DNA apds a

digestdo com enzimas de restricdo. Esta técnica baseia-se na analise de diferencas nas

sequéncias de nucledtidos que afetam os locais de reconhecimento de enzimas de

restricdo, ou seja, polimorfismos que alteram uma sequéncia reconhecida por uma

enzima de restricdo.

O primeiro passo consiste na extracao e purificacdo do DNA do organismo em

estudo, sendo o mesmo posteriormente incubado com enzimas de restricao, utilizadas

para cortar o DNA em loci especificos. Dessa incubacdo resulta um elevado nimero de

fragmentos de DNA com diferentes tamanhos, sendo os mesmos separados num gel de
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agarose, no qual serdo visualizadas uma série de bandas. Cada banda representa um
fragmento de diferente tamanho. Apds a separacao em gel de agarose, os fragmentos
de DNA sdo transferidos do gel para uma membrana de nitrocelulose, um processo
conhecido como Southern blotting. A membrana é entdo incubada com uma sonda de
DNA marcada (radioativa ou fluorescente), sendo a sonda complementar a uma
sequéncia especifica de interesse no DNA. A sonda liga-se aos fragmentos de DNA na
membrana que contém a sequéncia alvo, sendo os mesmos visualizados.

Esta técnica apresenta como desvantagens o facto de necessitar de uma grande
guantidade de DNA, ser muito dispendiosa e ser uma técnica relativamente complexa e

demorada.

1.2.3. PCR-based techniques

A técnica PCR (do inglés Polymerase chain reaction) foi desenvolvida em 1983 por
Cary Mullis e consiste na amplificacdao de fragmentos de DNA especificos. Desnaturacgao,
annealing e extensdo sdo as trés etapas principais desta técnica. Existem varios tipos de
marcadores moleculares que utilizam a técnica PCR para amplificacdo dos fragmentos,
dos quais se destaca os microssatélites ou SSRs (do inglés Simples Sequences Repeats) e

SNP (do inglés Single Nucleotide Polymorphisms).

PCR - Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia

Através da técnica PCR, um processo automatizado, é possivel uma amplificacdo
facil, muito rdpida e seletiva de fragmentos de DNA especificos.

A PCR é uma técnica muito utilizada em biologia molecular para amplificar
sequéncias especificas de DNA, tornando possivel a producdo de milhdes de cdpias de
uma regidao alvo do DNA num curto periodo. Uma PCR necessita essencialmente de

(figura 43):

e uma amostra de DNA ou cDNA (DNA complementar resultante de uma reagdo de
transcricdo reversa utilizando mRNA como template) que apresenta a sequéncia que se

pretende amplificar.
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e dois oligonucledtidos iniciadores (do inglés primers) correspondentes a pequenas
sequéncias de nucledtidos (~20 nts) que funcionam como ponto de partida para a
sintese das novas cadeias de DNA. Para aquisicdo destes primers é, obviamente,
fundamental definir o fragmento que se pretende amplificar de modo a que sejam
desenhados os primers em regides que flanqueiam esse fragmento. Na regido a 5’ do

fragmento de interesse estara posicionado o primer forward e a 3’ o primer reverse.
® quatro nucledétidos — dNTPs.

e uma enzima DNA polimerase responsdvel pela sintese das novas cadeias. Das DNA
polimerases utilizadas em PCR destaca-se a Tag DNA polimerase. Esta enzima foi
identificada na bactéria Thermus aquaticus, uma bactéria termofila descoberta nas
fontes termais do Parque Nacional de Yellowstone (USA), e apresenta como

caracteristica o facto de resistir a temperaturas muito elevadas sem sofrer desnaturacgao.

e tampao da enzima, responsdvel pela manutencdo de um ambiente 6timo para
gue a enzima apresente a sua maxima eficiéncia. Este tampado é especifico de cada

enzima sendo por isso fornecido pela empresa aquando da aquisi¢do da enzima.

e magnésio Mg?* (na forma de MgCl,) desempenha um papel crucial na PCR uma
vez que é um cofator essencial para a DNA Polimerase, ou seja, € um cofator necessario
para a atividade das DNA polimerases, ajudando a ativar a enzima e fazendo com que a

mesma sintetize as novas cadeias de DNA.

DNA que se
q Enzima (Taq
pretende "
s polimerase)
amplificar

Primers Nucleétidos

Tampao da enzima Mix PCR
com Mg?*

Figura 43 — Figura ilustrativa com os reagentes necessarios para a realizacdo de uma reagao
PCR. Imagem criada em BioRender.com.
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Uma reacdo de PCR consiste numa série de ciclos que integram diferentes

temperaturas. Cada ciclo envolve um passo a uma temperatura elevada promovendo a

desnaturagdao do DNA, seguindo-se um passo que implica a descida da temperatura de

modo a promover a hibrida¢ao dos primers (annealing) e um ultimo passo que implica

novamente a subida da temperatura para que ocorra a sintese das novas cadeias de

DNA (extensao) (Fig. 44).

1.

2.

Desnaturagao (94-98°C): Nesta etapa, a
dupla hélice do DNA é separada em
duas fitas simples através do aumento
da temperatura, quebrando as ligacdes
de hidrogénio entre as bases

nitrogenadas.

Annealing (50-65°C): A semelhanca do
gue acontece na replicacdo do DNA a
nivel celular, também aqui a enzima
precisa de um ponto de partida para
iniciar a sintese de DNA. Esse ponto de
partida é dado pelos primers que se
ligam a cada uma das cadeias simples
de DNA. Para tal, é necessario diminuir
a temperatura para intervalos entre 50-
65 °C, consoante a composicdo da

sequéncia dos primers a utilizar.

PCR (um ciclo)
o]
2 Separagdo das ~
95°C  __4eias de DNA 1. Desnaturagao

=== ———
Primersligam-seao 2. Ligagdo dos
55°C . .
template de DNA  primers (annealing)

l 72°C Sintese da nova cadeia 3, Extensao

11111111

1111 u

Extensdo (72°C): O ciclo completa-se com a sintese de DNA pela enzima DNA

polimerase. Utilizando os nucleétidos livres adicionados a solucdo, esta enzima

faz a elongacdo dos primers usando como molde a cadeia a que cada primer estd

ligado, sempre no sentido de 5’3’ (tal como na replicagdo do DNA a cadeia

sintetizada tera orientacdo antiparalela e sera complementar a cadeia molde).
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Durante cada ciclo adicional de PCR, as moléculas sdo duplicadas levando a uma

amplificagdo exponencial do DNA. Cada n ciclos leva a produgao de 2" moléculas de DNA.

Com esta técnica é possivel obter uma grande quantidade de DNA alvo a partir de uma

mistura complexa em que 0 mesmo pode estar presente numa cépia Unica.

o Denaturation

DNA template
with sequence
of interest

5
CTITET LI
LLLLLALELLLLE

’ m5. L ITIRTITTIT

» X i
dNTPs Primers

I
r
Polymerase

&

4

3

1st cycle

e Annealing e Extension

o r|m|;|| Ty 5
g \
; %
ENETHfrrrTTY s Vg

-

.

s

>

2nd cycle

0h e paas s (TTT r
™

WL r
T

i
WMlkididdd L

.

Figura 45. Esquema de amplificacdo de DNA por PCR.
Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Rea%C3%A7%C3%A30_em_cadeia_da_polimerase
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Para a realizacdo de uma PCR foi desenvolvido um equipamento que permite

realizar esta sequéncia de temperaturas varias vezes — ciclos de PCR. Estes equipamentos

— termocicladores estao disponiveis em diversos formatos e sdao comercializados por

varias marcas, tendo em comum o volume de reacdo, possibilitando apenas a utilizacao

de tubos/strips ou placas de volume maximo de 200 pL. A figura 46 ilustra o programa

da reacdo PCR programado num termociclador.
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A B
Desnaturagao Extensao|
95°C || 94°C 72°C || 72°C
5 min ]|30seg 1 min || 10 min
Annealing
58°C N
———— o \\ N
30 seg axc §\\§ :
35 ciclos N

Figura 46 — A) Exemplo de programa de reac¢do da PCR com identificacdo das trés fases principais.

B) Termociclador, equipamento utilizado em PCR.

A amplificagdo do DNA por PCR, assim como a qualidade e tamanho dos
fragmentos é, na grande maioria das vezes, avaliada através da realizacdo de uma
eletroforese em gel de agarose. Esta técnica permite a separacdo do DNA amplificado
num gel de agarose. A presenca de uma banda no tamanho esperado confirma a

amplificacdo do fragmento de DNA especifico.

SNP (do inglés Single Nucleotide Polymorphisms) - Os Polimorfismos de um unico
nucledtido sdo uma das formas mais comuns de variacdao genética nos organismos.
Representam alteracdes numa Unica base do DNA em posicdes especificas no genoma.
Por exemplo, numa determinada sequéncia, a troca de uma citosina (C) por uma timina
(T) caracteriza um SNP. Os SNPs sdo muito utilizados no melhoramento de plantas para
identificar associacbes entre variacbes genéticas e caracteristicas fenotipicas, como
resisténcia a agentes patogénicos, produtividade agricola e adaptacdo a condigdes

ambientais.

Detecao e Andlise de SNPs

A técnica de PCR é um dos métodos mais rapidos e mais utilizados para detetar SNPs,
sendo utilizada para amplificar uma regido especifica do genoma que contém o SNP de

interesse. Para tal sdo utilizados primers especificos para os diferentes alelos do SNP.
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Microssatélites ou SSRs (do inglés Simple Sequence Repeat) - Trata-se de pequenas
sequéncias de DNA repetidas, ou seja, sequéncias de nucledtidos que se repetem em
tandem. A unidade repetida pode ser composta por mononucleétidos (1 nucleétido em
repeticao), dinucledtidos (2 nucledtidos em repeti¢do), trinucledtidos (3 nucledtidos em
repeticdo), tetranucledtidos (4 nucledtidos em repeticdo), pentanucledtidos (5

nucledtidos em repeticdo) ou hexanucledtidos (6 nucledtidos em repeticao).

SSRs sdo marcadores com um nivel muito elevado de polimorfismo, ou seja, ha uma
grande variacdo no numero de repeti¢cdes entre diferentes individuos dentro de uma
populacdo, o que os torna excelentes para estudos de diversidade genética. Encontram-
se amplamente distribuidos pelo genoma, tanto em regides codificantes quanto em nao
codificantes, contudo, sdo mais comuns em regibes ndo codificantes. SSRs sdo
marcadores co-dominantes, o que significa que é possivel distinguir entre individuos

heterozigotos e homozigotos.

Detecdo e Analise de SSRs

A primeira etapa para detetar microssatélites consiste na extracdo do DNA
gendmico das células do organismo em estudo. Em seguida, as regides que contém os
SSRs s3ao amplificadas por PCR, utilizando primers especificos para as regides
flanqueadoras da sequéncia repetida. A visualizacdo dos fragmentos é feita em gel de

agarose e a identificacao da regido polimérfica é realizada por sequenciacao SANGER.

Na agricultura, SSRs sdo usados para identificar e selecionar plantas ou animais com
caracteristicas desejaveis, acelerando os programas de melhoramento genético. Estes
marcadores tém como vantagens o facto de terem uma sensibilidade e reprodutibilidade
muito elevadas e apresentarem heritabilidade codominante. Como desvantagens

destaca-se o elevado custo e complexidade de desenvolvimento da técnica.
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Tipos de Marcadores Moleculares com Base na Heritabilidade:

- Marcadores dominantes: ndo permitem distinguir entre individuos heterozigéticos e
homozigoéticos, ou seja, apenas indicam a presenga ou auséncia de um alelo dominante.
Sdo utilizados em estudos em que ndo é necessario ocorrer uma distincdo precisa entre
gendtipos, ou em programas de sele¢do que priorizam a presenca de caracteristicas

dominantes.

- Marcadores codominantes: permitem discriminar ambos os alelos expressos,

permitindo distinguir individuos homozigéticos de heterozigdticos.
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