Aula

LIGACAO, RECOMBINACAO E
MAPEAMENTO GENICOS

Discutir a importancia dos principios que regem a origem da diversidade genética a cada geragao
celular e a construgdo de mapas fisicos para a localizagdo de genes em cada cromossomo do

genoma.

OBJETIVOS

Ao final desta aula, o aluno devera:
compreender a importancia dos mecanismos de ligagao génica e recombinagéo para a origem da

diversidade genética nas populagdes naturais;
construir mapas genéticos.

PRE-REQUISITOS
Antes de iniciar o estudo da Recombinagao Genética, o aluno devera fazer uma leitura sobre a As
Leis de Mendel em um livro de genética Genética consultando a bibliografia recomendada.
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INTRODUCAO

A diversidade biolégica de determinada espécie € o conjunto de car-
acteristicas morfologicas e fisiolégicas que a torna capaz de responder as
mudangas ambientais. Essa diversidade é originada pelos diferentes con-
juntos de alelos estocados nos diferentes individuos de uma populagao. As-
sim, quanto mais diversificada for esta popula¢ao, maior a variabilidade de
respostas 4s mudancas ambientais e, consequentemente a sua sobrevivéncia.

Os mecanismos genéticos que ddo origem a essa diversidade, a seg-
regacdo independente e a recombinacdo génica, ocorrem durante a divisao
celular meidtica, gerando os gametas.

Na segregacao independente dos cromossomos (Fig. 1), ou 2* Lei
de Mendel, os cromossomos e seus genes podem combinar-se a0 acaso,
gerando gametas com diferentes arranjos, como em um sorteio. As com-
bina¢Oes mais freqlientes sdo as parentais; as menos freqiientes sdo a de
gametas recombinantes, ou seja, com novas combinagoes. As proporgoes
esperadas serao 1:1:1:1.

L=L=R nln]

~

No entanto, nem todos os genes se comportam de maneira indepen-
dente, pois quanto mais proximos estiverem no Cromossomo maior a
probabilidade de serem herdados juntos. A tnica maneira de separa-los é por
meio do crossing-over ou recombinacao génica, que ocorre durante a profase
da meiose I, permitindo que genes muito proximos no cromossomo possam
ser re-arrumados a cada divisao celular, gerando gametas com diferentes
combinag¢des. Mas, diferente da segregaciao independente de Mendel, na
recombinacdo génica a proporgao de recombinantes é maior e a analise dos
cruzamentos mostra uma propor¢ao maior dessas combinagoes.

Pode-se relacionar a frequiéncia de recombinantes produzida pelo
crossing over 4 distancia entre os genes, mostrando o rearranjo de genes
ao longo de um cromossomo e permitindo construir mapas fisicos dos
cromossomos antes dos mapas moleculares, como veremos neste capitulo
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Cada espécie de organismo deve conter de centenas a milhares de genes
e, geralmente, um numero menor de cromossomos. Para entender essa
desigualdade as analises genéticas mostram que cada cromossomo é um
pedaco de DNA, que carrega centenas ou poucas centenas de diferentes
genes que estao dispostos ao longo dele como contas em um colar

Os cromossomos sao, por isso, chamados grupos de ligagao, pois con-
tém um grupo de genes que sdo ligados juntos. O nimero de grupos de
ligacdao corresponde ao numero de tipos de cromossomo de dada espécie.

GCK
Diabetes
:ELN
Sindrome de

Williams

—_ CFTR
|_ Fibrose Cistica
o8

Obesidade

Cromossomo 7

Figura 2 — Estrutura de um cromossomo evidenciando cromossomos ligados
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- 22 grupos autossomicos de ligagao
- Um grupo de ligacao do cromossomo X
- Um grupo de ligacao do cromossomo Y

O termo ligagao (/nkage) tem dois significados relacionados:
1. Dois ou mais genes podem estar localizados no mesmo cromossomo.
2. Genes que sao muito proximos tendem a ser transmitidos juntos.

BREVE HISTORICO DOS ESTUDOS DE
RECOMBINACAO

Logo apéds a descoberta dos trabalhos de Mendel, em 1900, seus ex-
perimentos foram repetidos por varios cientistas, utilizando-se de diferentes
modelos, animais e vegetais, para corroborar seus estudos. Assim, em 1905,
William Bateson e Reginald Punnett conduziram um cruzamento em ervilha
de cheiro envolvendo 2 tracos diferentes:

- Cor da flor e forma do grao.
- Esperavam uma proporgio fenotipica de 1:1:1:1 na geragao F2.
- Encontraram resultados surpreendentes que nio souberam explicar.
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"‘o‘y As frequéncias das quatro classes de prole F,, desviam-se significativamente
das expectativas mendelianas de 9/16, 3/16, 3/16 e 1/16, indicando
que os genes que controlam a caracteristica estao ligados.
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Figura 4 — Experimento envolvendo ligagdo génica em ervilhas
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Entre os anos de 1910 e 1915, porém, os estudos de Thomas Hunt
Morgan e seus colaboradores em Drosophila melanogaster, mostraram
também, desvios da 2% lei de Mendel. Seus estudos associariam genes e
cromossomos definitivamente. A escolha desse organismo foi essencial
para os estudos de Morgan, uma vez que essas moscas sao de pequeno
tamanho (3 a 4 mm), de facil manuseio, tém um ciclo de vida muito
curto (aproximadamente 12 dias), além de serem extraordinariamente
fecundas (cada fémea pode originar 200 a 300 descendentes ao longo
da sua vida), terem sexos facilmente distinguiveis, apresentam grande
diversidade de formas e o seu cariétipo possui apenas quatro pares de
cromossomas (trés autossomicos e um par de cromossomas sexuais).

Nesses estudos, Morgan e col. analisaram cruzamentos envolvendo 2
caracteres autossomicos: cor do olho e tamanho das asas em Drosophila.
Sabia-se que a cor do olho era determinada por um gene (vermelho ou pur-
pura), e o tamanho da asa (normal ou vestigial). O cruzamento de individuos
de olhos vermelhos e asa normais com outro de olhos parpura com outro
de asas vestigiais gerava s6 individuos com olhos vermelhos e asas normais:

Cor dos olhos: Vermelho- pr+ (dominante), pr- purpura (recessivo)

Forma das asas: normal- vg+ (dominante), vg- vestigial (recessivo)

P pt/pr.vg/vg X pr+ /prt. vg+/ vgt

Gametas pr. vg pr+ vg+

Diibrido de F1 pt+/ pr.vgt/ vg

Cruzamento-teste @ pr+/pr.vg+/veg X J pr/pr.vg/vg (testador)
O cruzamento teste, que serve para testar a segregaciao do geni-

tor difbrido em relagdo ao genitor recessivo (testador), mostrou uma

proporcao diferente da mendeliana (1:1:1:1), revelando nimeros dife-

rentes de descendentes com combinagbes parentais e recombinantes,
como segue:

prt+. vg+ 1.339
pr . vg 1.195
prt. vg 151
pr . vg+ 154

2.839

Esse desvio mostra que as 2 primeiras combinagdes de genes es-
tao ligadas. Observando-se o percentual de recombinantes na prole,
Morgan percebeu que o numero de individuos era aproximadamente
igual (151=154), gerando um total de 305, que é uma freqiiéncia de
10,7 ou (305/2839) X 100.

37



Genética Basica

38

Com esses dados Morgan postulou que os genes estavam fisica-
mente ligados no mesmo cromossomo e as combinag¢oes sio mantidas
juntas na prole.

Desse modo ficou comprovado que os genes que estdo juntos no
mesmo cromossomo nao segregam de modo independente;

Mas se os genes estao ligados como mostra a alta proporcao de
combinacdes parentais, como aparecem as combinac¢oes novas, re-
combinantes?

Morgan sugeriu que, durante a meiose, quando ha o pareamento de
homoélogos, os cromossomos podem trocar pedagos, em um processo
chamado c¢rossing-over.

Esse processo permite a recombina¢do génica. O crossing-over
ocorre durante a préfase I da meiose no estdgio bivalente, onde
cromatides nao-irmas de cromossomos homélogos trocam pedagos
de DNA. Essa troca pode ocorrer em qualquer local entre 2 moléculas
complementares de DNA, mas ndo é constante.
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Figura 5 — Crossing-over e recombinac¢do durante a meiose

A evidéncia citologica do ¢rossing-over sao os quiasmas-pontos de uniao
entre as cromatides ndo-irmas de cromossomos homoélogos que trocaram
pedacos durante a meiose.
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Naio ha alteragido nas seqiiéncias de nucleotideos no sitio de troca; a
quebra e os eventos de religagao ocorrem de uma forma tdo precisa que
nao ha perda, ganho ou alteracao de um tnico nucleotideo.

O crossing-over ocorre no estagio de quatro cromatides, podendo ocorrer
de um a varios c¢rossing a cada divisdao, por cromossomo.

A frequéncia de recombinagao nio ¢é constante ao longo de todo o
genoma ¢ ¢ influenciada por efeitos tanto globais quanto locais. Ela pode
medir a forca da ligacao entre os genes. Quanto mais proximos, mais rara
a separa¢do e a recombinacdo, ou vice-versa. Para qualquer 2 genes, a
freqiiencia de recombinac¢ao nunca ultrapassa 50%; pois essa s6 € alcangada
quando os genes estao muito distantes em um cromossomo ou estiverem
em cromossomos diferentes e se distribuem independentemente. Ou seja,

nao estao ligados.
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Figura 6- Distribui¢do cromossomica envolvendo difbridos com genes ligados

Quanto ao arranjo dos alelos dominantes e recessivos, ha duas con-
figuracoes possiveis: cis, quando os alelos dominantes estaio no mesmo
cromossomo e trans quando em cada cromossomo localiza-se um domi-

nante e um recessivo.

Configuragio cis

Configuragdo Trans

Figura 7 — Configuracdes de ligacido entre genes ligados
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FREQUENCIA DE RECOMBINACAO E MAPA
GENETICO

A contribui¢dao mais importante dos estudos de Morgan e seus colabora-
dores foi relacionar a freqiiéncia de recombinantes produzida pelo crossing
over 4 distancia entre os genes, mostrando o rearranjo de genes ao longo
de um cromossomo, permitindo construir mapas fisicos dos cromossomos
antes dos mapas moleculares.

A distancia entre os genes determina a probabilidade da ocorréncia de
crossing. As freqiiéncias de recombinantes para genes ligados variam de 0
a 50%, dependendo da distancia entre eles. Como ja vimos, quanto mais
distantes mais suas freqiiéncias se aproximam de 50%, o que dificulta saber
de os genes estao ligados ou em cromossomos diferentes.

O método basico de mapeamento génico foi desenvolvido por Alfred
Sturtevant, aluno de Morgan, que associou a distancia de genes a distancia
real entre eles nos cromossomos.

Usando a freqtiéncia de recombinante encontrada por Morgan de 10,7 %
(ver acima) Sturtevant propos utiliza-la como um indice quantitativo da distancia
linear entre os genes pr e vg em um mapa de ligacao.

Ele entao definiu uma unidade de mapa (u.m.) como a distancia entre
genes para a qual um produto de meiose em 100 ¢ recombinante. Ex: a
frequiéncia de recombinacao (FR) de 10,7 sera 10,7 u.m. A unidade de ficou
também conhecida como centimorgan (cM), em homenagem a Morgan.

O mapa geralmente ¢é representado de maneira linear, onde os locus
génicos delimitam as distancias entre os genes.

Ex:

Porcentagem de recombinacdo entre genes A e B: 19%

Porcentagem de recombinacao entre A e C: 2%

Porcentagem de recombinacao entre B e C: 17%

A distancia entre A e B sera de 19 centimorgans, A e C, de 2 centim-
organs ¢ B e C, de 17 centimorgans:

2 17

| ]
A C B
L J

19

CRUZAMENTO -TESTE DE 3 PONTOS

Pode-se calcular a freqiiéncia de recombinantes e, conseqiientemente,
a as distancias entre os genes por meio do cruzamento-teste difbrido, como
mostrado nos cruzamentos entre os genes pr e vg , ¢, de maneira mais
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complexa, utilizando o cruzamento teste de 3 pontos. Essa metodologia
utiliza um cruzamento entre um trifbrido e um testador triplo recessivo.

A A B C
M) M) G @R e
== = ==
afh o /A >aﬁ A Genes a A Genes
b\ @ /{B| ———— > (b| [B| ———ligados b B ligados
—>|® o ®|«— L —> e |8 . —>|e 0|«
bin 2 “ bin 1 bin 2 W bin 1 bin 2 bin 1
. — -— —> (8] 8|« —» | -«
bin4 |¢ ¢/ bin3 bin3 |¢||€]| bin4d bin3 [C €| bin4
E @ i 8
L (b
[ |®
I <
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Frequéncia de ®| o b B
5 =) 9| «— L ——>|8
recombinagio——> | © bin2 bin1
entre genes
c Bl 5ins bina [¢
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Gametas

= cvect

v oy ct 580

vt oy ct 592

vev e 45 [FR=(45+40+3+5)1448
v oV’ ct 40 |FR=93/1448

v cv ct 89 FR =0.0640 x 100

vt ov' ot 94 FR = 6,4 cM

v LU. :-‘1. 3

vtev ctf 5

« Todos os locos estéo ligados (situados no Mesmo Cromossomo),
pois os valores de FR s@o menores que 50%

Locos FR (cM)
vecv 185
vect 132
cvect 64
v ct cv
Sp=— === ==
132 cM 6,4 cM

« O cruzamento pode ser reescrito da seguinte forma:

vievet/ vev ot X vevetfvevet
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= Com o cruzamento teste fol possivel determinar a ordem dos trés
genes no cromossomo

« As duas distancias no mapa, 13,2 ctM e 6,4cM, somam 19,6 cM,
que & maior que 18,5 cM (disténcia calculada para v e cv)

+ As duas classes mais raras de genétipos correspondem a duplos
recombinantes que surgem de dois crossings

v ct* cv+

O v ot cv+

vt ‘ ct n cv

vt ct cv

Ordens possivels dos genes Cromitides duplo recombinantes |
v cl+ cv* v ct cu+
= ———— .}
v'i Gf ov (TS Cf. oV
[+ g v cv* ct* V* cv*
_———
ct v cv cl v cv
ol cvt v cr+ ev v
e
ct cv v Gt cv* v

Figura 8- Recombinacio e formagio de gametas em cruzamento-teste de 3 pontos.

A deteccdo de classes recombinantes duplas mostra que podem ocor-
rer crossing-over duplos. Um crossing-over em uma determinada regiao
do cromossomo afeta a probabilidade de ocorréncia de outro crossing em
uma regiao adjacente, ou seja, esses fenémenos nao sao independentes. Essa
interacdo ¢ chamada de interferéncia. Se os crossings em duas regides sao
independentes, entdo, a frequéncia de recombinantes duplos seria igual ao
produto das frequéncias de recombinantes nas regides adjacentes

Interferéncia (I): um crossing reduz a probabilidade de outro crossing
em uma regido adjacente

Coincidéncia (C): propor¢ao de recombinantes duplos observados em
relagao ao esperado
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Assim:

I=1-C, em que:

C = (n° observado de recombinantes duplos - FRDO/ n° esperado de
recombinantes duplos - FRDE)

No exemplo de Drosophila:

FRDO =8

FRDE = 0,064 x 0,132 = 0,0084 (8% de 1448 = 12)

I1=1-8/12=4/12=1/3=33%

C = 0 (interferéncia completa, I = 1)

Nesse caso ndo sao observados duplo recombinantes

C =1 (auséncia de interferéncia, I = 0)

Nesse caso o numero de duplo recombinantes observado ¢ igual ao
namero esperado de duplos recombinantes

CONCLUSAO

O mapeamento de genes através de analise ligacdo serve para estimar
a posicdo relativa dos genes através da frequéncia de crossing, Mas ainda
¢ incompleto, pois nao estabelece distancias em relagdo ao centromero ou
telomeros, os marcos citolégicos de um cromossémico, para associar um
dado gene a um cromossomo. No entanto a analise conjunta de um gene
ligado a determinado cromossomo e seu mapa cromossomico ampliam a
analise genética. Com o emprego das metodologias moleculares, os mapas
de ligacao sao associados a dados de mapas fisicos e tem fornecido infor-
magoes valiosas sobre doengas e seus genes defeituosos. Essas associagoes
permitiram construir um “mapa moérbido” (Figura 9))
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Mapa genético humana, representando a associa¢do entre genes e

doencas
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Figura 9- Mapa genético humano representando a associa¢do entre genes ¢ doengas (Fonte: www.educarchile.cl).
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do genoma humano que tem ajudado muitas familias com doencas
genéticas raras a rastrear genes de doencas em suas familias, auxiliando no
aconselhamento genético e no prognostico dessas doengas. Além dessa
aplicagao, os mapas de ligacao associados a outros tem auxiliado nos estudos
de filogenia, na compreensao da diversidade entre espécies proximas, no
melhoramento genético animal e vegetal e, em seu sentido mais amplo, na
compreensao da diversidade gendmica de populagdes naturais.

RESUMO

A formulagdo da teoria cromossomica da heranga, associando genes a
cromossomos, foi um marco na Genética que possibilitou o grande avango
que vemos hoje nas mais diversas areas biologicas. A constru¢ao dos mapas
genéticos, através da freqiiencia de recombinantes em cruzamentos utili-
zando diferentes espécies, nos ajudou a associar genes a locais especificos.
Essa grande estratégia associada a metodologias citogenéticas e moleculares
atuais tem revelado uma gama enorme de diversidade, tanto visivel (fenoti-
pos) quanto oculta, nos genomas de diferentes espécies.

Para a espécie humana, essa compreensiao tem fornecido dados e met-
odologias essenciais que podem ajudar a pesquisa medica a fornecer dados
malis diretos a sociedade e impulsionado a construcao de metodologias que,
em breve tempo, salvarao vidas.

EXERCICIO RESOLVIDO

Ex: Calculo de recombinagdo em cruzamento — teste de 3 pontos (3
genes) em Drosophila:

- v: olhos vermilion.
- cv: auséncia de nervuras nas asas.
- ct: margens das asas cortadas.

P. v+v+ cvev ctet X vV vV cvtev+t cttct+
F.1 v+v cvtcv cttct X vv cvev ctet

Distancia entre os 1° ¢ 2° genes v e cv (crossing simples)

v cv+ ct+ 580

v+ cv ct 592

v cv ct+ 45 FR = (45+40+89+94)/1448
v+ cv+ ct 40 FR i 268/1448

v v ct gz FR = 0,1850 x 100

v+ cv+ ct+ 3 FR = 18,5 cM

v cvt ct 5

vt evett Total 1448
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Distancia entre os 1° e 3° genes v e ct (erossing simples)

v cvt ct+ 580
v+ cv ct 592
v cv ctt 45 FR = (89+94+3+5)/1448
v+ cv+ ct 40 FR = 191/1448
Vv cv ct 89 FR = 0,1320 x 100
v+ cv+ ct+ 94 FR = 13,2 cM
3
v cvt ct 5
vt cvctt Total 1448

Distancia entre os 2° ¢ 3° genes v e ct (¢cossing duplos)

v cv+ ctt+ 580

v+ cv ct 592

v cv ctt 45 FR = (45+40+3+5)/1448
v+ cvt ct 40 FR = 93/1448

v ev et 32 FR - 0,0640 x 100

v+ cv+ ct+ 3 FR = 6,4 cM

v cvt ct 5

vt evett Total 1448

Conclusao: Todos os locos estio ligados (situados no mesmo cromos-
somo), pois os valores de FR sao menores que 50%.

Teste de trés pontos:

Locos FR (cM)

vecv 185

vect 13,2

cvect 6,4

Observe que a soma de 13,2 e 6,4= 18,2 refere-se a soma entre os 1o
e o 2° genes e entre o 2° e 0 3°.

13,2 6,4

Com o cruzamento teste foi possivel determinar a ordem dos trés
genes No Cromossomo.

As duas distancias no mapa, 13,2 cM e 6,4cM, somam 19,6 cM, que é
maior que 18,5 cM (distancia calculada para v e cv) As duas classes mais
raras de genotipos correspondem a duplos recombinantes que surgem de
dois crossings.
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v ct+ cv+

O v ct+ cv+

v+ ‘ ct ,‘ cv

"8 ct cV
Ordens possiveis dos genes Cromatides duplo recombinantes
v ct+ cv+ v ct cv+
[ Fm— ]
v+ ct cv vt ct* cv
ct+ v cvt ct+ vt cv*
P ae——]
ct vt cv ct v cv
cl+ cv+ v cl+ cv v
- ———
ct cv v+ ct cvt v+

A detecgao de classes recombinantes duplas mostra que podem ocor-
rer crossing-over duplos.
- Um crossing-over em uma determinada regiao do cromossomo afeta a
probabilidade de ocorréncia de outro crossing em uma regido adjacente,
ou seja, esses fenomenos nao sao independentes. Essa interacao é chamada
de interferéncia.
- Se os crossings em duas regides sao independentes, entdo, a frequéncia
de recombinantes duplos seria igual ao produto das frequéncias de recom-
binantes nas regioes adjacentes.

Interferéncia (I): um crossing reduz a probabilidade de outro crossing
em uma regido adjacente.

Coincidéncia (C): propor¢ao de recombinantes duplos observados em
relagio ao esperado.

Assim:
-1=1-C, em que:
- C = (n°® observado de recombinantes duplos - FRDO/ n° esperado de
recombinantes uplos - FRDE).
- No exemplo de Drosophila:
- FRDO = 8.
- FRDE = 0,064 x 0,132 = 0,0084 (8% de 1448 = 12).
-1=1-8/12=4/12=1/3 = 33%.
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C = 0 (interferéncia completa, I = 1).
- Nesse caso nao sao observados duplo recombinantes
- C =1 (ausencia de interferéncia, I = 0).
- Nesse caso o numero de duplo recombinantes observado € igual a0 nimero
esperado de duplos recombinantes.

ATIVIDADES

1. Analisando-se dois pares de genes em ligamento fatorial (Znkage) rep-
resentados pelo hibrido BR/bt, uma certa espécie apresentou a seguinte
proporgao de gametas:

48,5% BR
48,5% br
1,5% Br
1,5% bR

Pela analise dos resultados, pode-se concluir que a distancia entre os
genes B e R ¢ de:

a. 48,5 cM
b.97 M
c.1,5cM
d. 3 cM.

e. 50 cM

2. O daltonismo deutan ¢ um carater determinado por gene recessivo ligado ao sexo.
A doenga resinitis pigmentosum (cegueira completa ou parcial) ¢ determinada por gene
dominante parcialmente ligado ao sexo. Uma mulher nao daltonica e com retinite,
cuja mae ¢ daltonica e sem retinite e o pai nao daltonico e com retinite, homozigoto,
casa-se com um homem daltonico e sem retinite. Considerando que a distancia
entre os dois locos, no X, é de 10 unidades de mapa? Responda:

a) Qual a propor¢ao genotipica esperada na descendéncia?

b) Qual a proporcio fenotipica esperada na descendéncia?

¢) Se o casal deseja ter dois filhos, qual a probabilidade de ocorrer um me-
nino normal e uma menina normal, para as duas caracteristicas?
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AUTOAVALIACAO

Apos estudar esta aula, consigo saber:

1. O que caracteriza um gene ligado?

2. Quantos e quais arranjos um gene ligado pode ter?

3. Qual a funcao do percentual de recombina¢do em um cruzamento para
a construcao de um mapa genético?

4. O que significa Interferéncia?

5. O que significa Coincidéncia?

PROXIMA AULA

Trataremos da heranca ligada ao sexo e dos mecanismos de determi-
nacao sexual
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Videos sugeridos

http:/ /www.youtube.com/watch?v={18U__0nBxQ&feature=PlayList&p
=36C97B9652CDB3E9&index=32
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