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Material de apoio
Quadro 2: Cinco sequências de ADN de primatas
	Primata
	Sequência

	Neandertal (n)
	TGGTCCTGCAGTCCTCTCCTGGCGCCCCGGGCGCGAGCGGTTGTCC

	Humano (h)
	TGGTCCTGCTGTCCTCTCCTGGCGCCCTGGGCGCGAGCGGATGTCC

	Chimpanzé (c)
	TGATCCTGCAGTCCTCTTCTGGCGCCCTGGGCGCGTGCGGTTGTCC

	Gorila (g)
	TGGACCTGCAGTCATCTTCTGCCCGCCCGAGCGCTTGCCGATGTCC

	Orangotango (o)
	ACAACCTGCACTCCTATTCTGCCGAGCCGGGCGCGTGGCAAAGTCC


Quadro 3a: Uma comparação de sequências de Neandertal e humanos
	n
	TGGTCCTGCAGTCCTCTCCTGGCGCCCCGGGCGCGAGCGGTTGTCC

	h
	TGGTCCTGCTGTCCTCTCCTGGCGCCCTGGGCGCGAGCGGATGTCC


Diferenças: 3

Quadro 3b: Uma comparação de sequências de Neanderthal e chimpanzé
	n
	TGGTCCTGCAGTCCTCTCCTGGCGCCCCGGGCGCGAGCGGTTGTCC

	c
	TGATCCTGCAGTCCTCTTCTGGCGCCCTGGGCGCGTGCGGTTGTCC


Diferenças: 4

Quadro 3c: Uma comparação de sequências de Neanderthal e gorila
	n
	TGGTCCTGCAGTCCTCTCCTGGCGCCCCGGGCGCGAGCGGTTGTCC

	g
	TGGACCTGCAGTCATCTTCTGCCCGCCCGAGCGCTTGCCGATGTCC


Diferenças: 11

Quadro 3d: Uma comparação de sequências de Neandertal e orangotango
	n
	TGGTCCTGCAGTCCTCTCCTGGCGCCCCGGGCGCGAGCGGTTGTCC

	o
	ACAACCTGCACTCCTATTCTGCCGAGCCGGGCGCGTGGCAAAGTCC


Diferenças: 16

Quadro 3e: Uma comparação de sequências humana e de chimpanzé
	h
	TGGTCCTGCTGTCCTCTCCTGGCGCCCTGGGCGCGAGCGGATGTCC

	c
	TGATCCTGCAGTCCTCTTCTGGCGCCCTGGGCGCGTGCGGTTGTCC


Diferenças: 5

Quadro 3f: Uma comparação de sequências humana e de gorila
	h
	TGGTCCTGCTGTCCTCTCCTGGCGCCCTGGGCGCGAGCGGATGTCC

	g
	TGGACCTGCAGTCATCTTCTGCCCGCCCGAGCGCTTGCCGATGTCC


Diferenças: 12

Quadro 3g: Uma comparação de seqências humana e de orangotango
	h
	TGGTCCTGCTGTCCTCTCCTGGCGCCCTGGGCGCGAGCGGATGTCC

	o
	ACAACCTGCACTCCTATTCTGCCGAGCCGGGCGCGTGGCAAAGTCC


Diferenças: 17

Quadro 3h: Uma comparação de sequências de chimpanzé e gorila
	c
	TGATCCTGCAGTCCTCTTCTGGCGCCCTGGGCGCGTGCGGTTGTCC

	g
	TGGACCTGCAGTCATCTTCTGCCCGCCCGAGCGCTTGCCGATGTCC


Diferenças: 11

Quadro 3i: Uma comparação de sequências de chimpanzé e orangotango
	c
	TGATCCTGCAGTCCTCTTCTGGCGCCCTGGGCGCGTGCGGTTGTCC

	o
	ACAACCTGCACTCCTATTCTGCCGAGCCGGGCGCGTGGCAAAGTCC


Diferenças: 14
Quadro 3j: Uma comparação de sequências de gorila e orangotango
	g
	TGGACCTGCAGTCATCTTCTGCCCGCCCGAGCGCTTGCCGATGTCC

	o
	ACAACCTGCACTCCTATTCTGCCGAGCCGGGCGCGTGGCAAAGTCC


Diferenças: 14

Quadro 4: Diferenças de sequências entre primatas
	
	Neandertal
	Humano
	Chimpanzé
	Gorila
	Orangotango

	Neandertal
	0
	3
	4
	11
	16

	Humano
	3
	0
	5
	12
	17

	Chimpanzé
	4
	5
	0
	11
	14

	Gorila
	11
	12
	11
	0
	14

	Orangotango
	16
	17
	14
	14
	0


Quadro 5: Distâncias evolutivas entre ancestrais dos primatas e primatas
	
	Diferenças
	Diferença proporcional

	Neandertal e Humano
	3
	3/46 = 0.065

	Neandertal/Humano e Chimpanzé
	4.5
	4.5/46 = 0.098

	Neandertal/Humano/Chimpanzé e Gorila
	11.25
	11.25/46 = 0.245

	Neandertal/Humano/Chimpanzé/Gorila e Orangotango
	14.625
	14.625/46 = 0.318


Quadro 6a: Diferenças de sequências entre o ancestral Neandertal/humano e outros primatas
	
	Neandertal /Humano
	Chimpanzé
	Gorila
	Orangotango

	Neandertal
/Humano
	0
	(4+5)/2 = 4.5
	(11+12)/2=11.5
	(16+17)/2=16.5

	Chimpanzé
	(4+5)/2 = 4.5
	0
	11
	14

	Gorila
	(11+12)/2=11.5
	11
	0
	14

	Orangotango
	(16+17)/2=16.5
	14
	14
	0


Para calcular as diferenças de sequência entre o ancestral de Neandertal/Humano/Chimpanzé e os Gorilas, determine a média das diferenças de sequência entre o ancestral Neandertal/Humano e o Gorila (11.5, ver Figura 6a) e entre Chimpanzés e Gorilas (11, ver Figura 4).
Quadro 6b: Diferenças de sequências entre o ancestral Neandertal/humano/chimpanzé e outros primatas
	
	Neandertal/Humano/Chimpanzé
	Gorila
	Orangotango

	Neandertal
/Humano/Chimpanzé
	0
	(11.5+11)/2=11.25
	(16.5+14)/2=15.25

	Gorila
	(11.5+11)/2=11.25
	0
	14

	Orangotango
	(16.5+14)/2=15.25
	14
	0


Quadro 6c: Diferenças de sequências entre o ancestral Neandertal/humano/chimpanzé/gorila e outros primatas
	
	Neandertal/Humano /Chimpanzé/Gorila
	Orangotango

	Neandertal
/Humano/Chimpanzé
/Gorila
	0
	(15.25 +14)/2=14.625

	Orangotango
	(15.25+14)/2=14.625
	0


Questões
Seguem-se algumas questões que pode usar para verificar se os seus alunos perceberam a actividade. As respostas sugeridas também são fornecidas.

1. Na sua árvore filogenética, há quantos anos divergiram os humanos e os gorilas a partir de um ancestral comum? E os humanos e os orangotangos?
Gorila:

(0.065 + 0.098 + 0.245) * 20 milhões

= 0.408 * 20 milhões

= 8.16 milhões de anos
Orangotango:

(0.065 + 0.098 + 0.245 + 0.317) * 20 milhões

= 0.725 * 20 milhões

= 14.5 milhões de anos. 

2. É possível saber se esta e outras estimativas na sua árvore estão correctas?
Os números na árvore filogenética construida estão de acordo com os tempos de divergência aceites. No entanto, a diferença entre as divergências humano-neandertal e humano-chimpanzé deviam ser maiores. Os tempos de divergência aceites são aproximadamente:

Humano-Neandertal: 500 000 de anos
Humano-Chimpanzé: 6-7 milhões de anos
Humano-Gorila: 8-10 milhões de anos
3. Porque podem as árvores filogenéticas construídas a partir de diferentes zonas de ADN ser diferentes? 

Regiões diferentes do genoma divergem a taxas diferentes, em diferentes ramos da árvore filogenética. Talvez ajude pensar no exemplo da linguagem novamente. Consideremos a palavra ‘hello’.
Espanhol: Hola
Francês: Bonjour

Italiano: Buon giorno

Polaco: Czesc

Russo: Zdravstvuite

Os termos polaco e russo para ‘hello’ são muito diferentes, apesar das linguas serem muito semelhantes e, de facto, intimamente relacionadas. Da mesma forma, algumas zonas do genoma são alteradas a taxas diferentes.
Um exemplo esclarecedor é uma zona do genoma humano chamada ‘zona polimórfica’. O ADN nesta zona altera-se tão depressa que é usado na ciência forense  e em testes de paternidade. Em vez de uma árvore filogenética, podemos construir uma árvore genealógica usando a comparação de sequências de ADN nesta região.

Outro efeito curioso pode ser obtido com inserções de ADN por transposões e vírus, que podem fazer com que espécies distantes pareçam apresentar sequências semelhantes. A que poderá isto equivaler na metáfora da linguagem? A maior parte das linguagens usam uma palavra semelhante para ‘computador’. Em japonês, a palavra é quase igual ao inglês, apesar destas linguas serem bastante diferentes. Isto acontece porque o computador é um conceito novo que foi recentemente ‘inserido’ nas linguagens de todo o mundo, e ainda não houve tempo para mudar.
4. Que zonas do ADN devia usar para comparar organismos intimamente relacionados? 

Aquelas zonas que divergem rapidamente, que são normalmente as regiões não-codificantes do ADN.

5. Que tipo de genes devia usar para comparar organismos que estão evolutivamente distantes entre si? 

Genes essenciais que codificam proteínas importantes. Estas regiões mudam muito lentamente, porque qualquer mutação é susceptível de ter efeito negativo na taxa de sobrevivência do organismo, e, por isso, há menor probabilidade dos descendentes herdarem a alteração. Para comparar organismos com relações distantes, pode ser usado o gene que codifica o citocromo C, um componente essencial da cadeia de transporte de electrões.

6. O que deve fazer se estiver a comparar duas sequências, mas uma delas tiver falhas provocadas por delecções (ou inserções na outra sequência)? 

Podem ser atribuidas ‘penalizações’ às falhas ao determinar as distâncias genéticas, mas o alinhamento de sequências com falhas é, por si só, uma tarefa independente.
7. Consegue propor motivos que justifiquem que este método de comparação simples do número de diferenças entre nucleótidos pode não funcionar se estivermos a comparar organismos muito diferentes? Não esqueça que assumimos que são necessários 20 milhões de anos para cada nucleótido numa sequência sofrer mutação.
O modelo deixa de fazer sentido se as sequências divergiram há tanto tempo que, em média, mais de uma mutação ocorreu em cada ponto. Quanto mais distantes estiverem os organismos, menor rigor teremos na avaliação da sua distância evolutiva.

8. Consegue propor outros motivos por que não será muito correcto usar este método no cálculo das distâncias evolutivas? Que simplificações fizemos?
Por exemplo:

a) Não tivemos em conta o facto das purinas (A ou G) serem preferencialmente substituidas por purinas, e as pirimidinas por pirimidinas (T ou C).

b) Por vezes os genes são duplicados e, por isso, a pressão selectiva numa das cópias é reduzida.
Nota: Isto é abordado no jogo dos transposões (‘Mobile DNA’), que pode ser descarregado no website do ELLSw1.
c) Há situações que podem alterar a taxa a que as mutações se propagam através da população (por modificação das pressões selectivas do ambiente).

9. Consegue propor motivos por que, se estiver a estudar organismos mais distantes evolutivamnete, é preferível comparar sequências de aminoácidos em vez de sequências de ADN? 

Analisar as sequências de aminoácidos atribui um significado funcional às mutações, que as sequências de ADN não conseguem. Por exemplo, mutações silenciosas no ADN não provocam alterações nos aminoácidos; além disso, o terceiro nucleótido num codão (cuja alteração que não modifica necessariamente a proteína produzida) tem mais probabilidade de divergir entre duas espécies do que o primeiro ou o segundo nucleótido.

10. Neste exercício, concentrámo-nos em descobrir quando as cinco espécies de primatas divergiram entre si (a escala da árvore). Muitas vezes, no entanto, nem sequer sabemos a ordem pela qual as espécies divergiram entre si (a forma da árvore). Como sabemos, por exemplo, que os humanos e os chimpanzés estão evolutivamente mais próximos que os gorilas dos chimpanzés? Se esta opção fosse verdadeira, que diferenças haveria nas diferenças de sequência (Quadro 5)?
Sabemos que os humanos e os chimpanzés estão evolutivamente mais próximos que os gorilas e os chimpanzés porque as suas sequências são mais semelhantes. Olhando para o Quadro 4, verificamos que o gorila e o chimpanzé têm 11 diferenças nas suas sequências, enquanto entre humanos e chimpanzés só há cinco diferenças. Se a árvore evolutiva fosse desenhada de forma diferente e os chimpanzés e gorilas fossem mais próximos entre si, seria de esperar que apresentassem menor número de diferenças.

Podemos usar o número de diferenças na sequência para saber a ordem aproximada pela qual as diferentes espécies evoluiram. Por exemplo, se olharmos para a linha ‘humano’ no Quadro 4, podemos ordenar as espécies por ordem decrescente de diferenças, para reproduzir a ordem pela qual divergiram dos humanos: orangotango, gorila, chimpanzé e Neandertal. No entanto, a ordem nem sempre é fácil de determinar; se olharmos para a linha ‘orangotango’, os valores, do maior para o menor, são humano, Neandertal, gorila e chimpanzé, mas os números situam-se apenas entre 14-17, com o chimpanzé e o gorila empatados com 14. Isto deve-se à forma da árvore: a ramificação do orangotango isolada a partir do ancestral comum a todas espécies, há cerca de 14.5 milhões de anos, estando igualmente próximo de todas as outras. Isto significa que as diferenças de sequência entre o orangotango e as outras espécies serão aproximadamente iguais.
Referências da Internet
w1 – O ‘European Learning Laboratory for the Life Sciences (ELLS)’ é um estabelecimento de ensino que recebe professores do ensino secundário no laboratório, para um encontro invulgar com o estado da arte das técnicas de biologia molecular. O ELLS também fornece aos cientistas a possibilidade de trabalhar com professores, ajudando a estabelecer uma ponte na separação cada vez maior entre investigação e ensino. A actividade descrita neste artigo resultou de uma dessas colaborações. Para mais informações sobre o ELLS, ver: www.embl.org/ells
