Ligacao e Mapeamento
Cromossomico



LOCOS DE CARACTERISTICAS QUANTITATIVAS
HERANCA QUANTITATIVA

Onde estao os genes que contribuem
com as caracteristicas quantitativas?

MAPEAMENTO CROMOSSOMICO



LOCOS DE CARACTERISTICAS QUANTITATIVAS
MAPEAMENTO DE QTLs

REQUER:

1. Cruzamento que resultara em uma populacao segregante;

2. Encontrar regides conhecidas no genoma (mapa de ligacao);

3. Correlacao entre a caracteristica fenotipica e as regioes
genomicas

MAPEAMENTO BASEADO EM
DESEQUILIBRIO DE LIGACAO

Mas o que é um mapa de ligacao?
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DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
GENES LIGADOQOS

Segregacao independente
VS

Desequilibrio de ligacao



Walter Sutton (1903)

-Ha mais que um par de fatores nos
Cromossomaos

- Se 0S cromossomos retém
permanentemente suas
Individualidades, entao todos 0s
[alelo]morfos representados por
gualguer cromossomo devem ser
herdados juntos




Ervilha-de-cheiro
(Lathyrus odoratus)
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Bateson, Saunders
e Punnett (1906)
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Ervilha-de-cheiro (Lathyrus odoratus)

Ervilha-de-cheiro
(Lathyrus odoratus)

Bateson, Saunders
e Punnett (1906) p







Acoplamento e repulsao

Ervilha-de-cheiro
(Lathyrus odoratus)

Ervilha-de-cheiro
 (Lathyrus odoratus)

Cruzamento- X
teste @

i
g% o1 ol

1 : :

Cruzamento-
® teste @

{h
® .9

@ @‘M‘@;

1 : 6,9 ; 6,9 1




Testando a hipotese
de Sutton de ligacao
total entre fatores

Ou seja, a hipotese de Sutton explica o acoplamento,

mas...

Fenotipos azul - longo X  vermelho - redondo
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cruzamento
teste

Gametes
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Thomas Hunt
Morgan

Nobel 1933

“The lord of the fly”




No “fly lab”

Alfred H. Sturtevant
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DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
GENES LIGADOS

female male
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1st instar larva
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2nd instar larva
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3rd instar larva



Em 1909 - Teoria de Quiasmatipia por Frans Alfons
Jansseen

Na meiose as cromatides se enrolam e se quebram

Esses mosaicos formam “novas” cromatides

Uma hipotese correta baseada em interpretacoes
erradas!!
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Primeiro mapa de ligacao

GRUPO 1

Nome Regiido afetada
Abnormai - Abdome

Bar Olhos

Bifid Veias das asas
Bow Asas

Chrome Cor do corpo
Cleft Nervuras  das

asas

Club Asas
Depressed Asas

Dotred Toérax

Facer Omatidios
Furrowed Olhos

Fusea Veias das asas
Green Cor do corpo
Jaunn: Asas

Lemon Cor do corpo
Lethais. 13 Morte
Miniature  Asas

Noatch Veias das asas
Redupiicated Pernas

Ruby Gor.dos olhos
ﬁua’imeman' Asas

Sable Cor do corpo
Shifted Veias das asas
Short Asas

Skee Asas

Spoon Asas

Spot Cor do corpo
Tan Antenas
grunca!e Asas
vermidon  Cordos olhos
White,

Yellow Cor do corpo

GRUPO 11

Nome Regiao Afetada
Antlered Asas

Apterous Asas

Are Asas

Balloon Veias das asas
Black Cor do corpo
Blistered Asas

Comma Torax

Confluent Veias das asas
Curved Asas

Dachs Pernas

Extra vein Veias das asas
Fringed Asas

Jaunry Asas

Limired Faixa abdominal
Littlecrossover Cromossomo II
Morula Omatidios
Olive Cor do corpo
Plexus Veias das asas
Burple Cor.dos olhos
Speck Torax

Strap Asas

Streak Padrdo do torax
Trefoil Padrdo do torax
Truncate Asas

Vestigial Asas

GRUPO III
Nome Regido Afetada
Band Padrdo do torax
Beaded Asas
%ﬂu%re Gor dos olhos,
eforme Olhos
Dwarf Tamanho do
corpo
Ebony Cor do co?o
Giant Tamanho do
corpo
Kidney Olhos
Low crossing
-over Cromossomo II1
f})f!aroon Cor dos olhos
Peach_ Cor dos o
Bink Cor dos olhos
Rough Olhos
Safranin Cor dos olhos
Sepia Cor dos olhos
Sooty Cor do corpo
Spineless Cerdas
Spread Asas
Trident Padréo do torax

Truncate intensf. Asas
Whitehead  Cor periocelar
White ocelli Ocelos

GRUPO 1V
Nome Rggi_iio Afetada
Bent Asas
Eyeless Olhos




SELESTERILITY

Curt Stern

(1902-1981)
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Curt Stern
1931

27.000 larvas, das quais 367 foram analisadas



MAPAS DE LIGACAO

Morgan, em 1910

Hipotese: “os fatores estariam localizados em lugares definidos
NOS cromossomos e dispostos em uma ordem linear.”

Entao:

“para um determinado segmento de um par de cromossomaos
homologos qualquer, a probabilidade de haver uma permutacao
entre suas cromatides nao-irmas dependeria do comprimento
desse segmento.”

Sturtevant fez a seguinte deducao, 1912-1913

“Se a hipdtese de Morgan estiver correta, a proporcao de
recombinantes pode ser usada como um indicador da distancia
entre dois fatores quaisquer.”



DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
GENES LIGADOS

Dois genes autossoOmicos:

GENE 1 -> cor do olho
pr roxo; prt vermelho

GENE 2 -> comprimento da asa
vg vestigial; vg* normal

TIPO SELVAGEM DOMINANTE



DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
GENES LIGADOS

P pr/pr.vg/vg x prt/prt.vgt/vgt

Gametas pr.vg or+ . vg*

F1 dihibridos pr+/pr. vg*/vg



DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
GENES LIGADOS

Cruzamento  pr*/pr.vg*/vg x pr/pr.vg/vg
teste



DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
GENES LIGADOS

Cruzamento pr*/pr.vg*/vg x pr/pr.vg/vg
teste

pre. vg*
Classes de pr. vg
gametas pr+ . vg

pr.vg®



DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
GENES LIGADOS

Cruzamento pr*/pr.vg*/vg x pr/pr.vg/vg
teste

pre. vg® 1339
Classes de pr+. V9 L5
gametas T - VY LS

pr.vg® 154



DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
GENES LIGADOS

Cruzamento prt/pr.vg*t/vg x pr/pr.vg/vg
teste

prt.vg+t 1339
Classes de pr. vg 1195
gametas prt. vg 151
pr. vg- 154

Desvio drastico da razao
1:1:1:1

Seria possivel explicar
esse resultado?



DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
GENES LIGADOQOS

Outro prt/prt.vg/vg x pr/pr. vg*/ vg*
cruzamento

F1 pr+/pr. vg+/vg

Classes de or+ . vg+ 157
gametas or . vg 146
or+ . vg 965
or . Vg-+ 1.007




DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
GENES LIGADOS

Gametes




DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
GENES LIGADOS

Cruzamento prt/pr . vgt/vg x pr/pr.vg/vg
teste
foon==— y
Classes de NUMERIM 1339
gametas :’ pr.vg ‘: 1195
---}----v
I{ pre.vg 151 or+ or
| pr.vg* | 154 vg* vg



DESEQUILIBRIO DE LIGACAO

Cruzamento
teste

Classes de
gametas

GENES LIGADOS

prt/pr.vg*/vg x pr/pr.vg/vg

(FIGET) 1339
(pr.vg | 1195
:'pr+ . V(g E 151
I‘pr.vg+ | 154

Recombinantes

pr+ pr
vg+ Vg



DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
GENES LIGADOS

Cruzamento prt/pr . vgt/vg x pr/pr.vg/vg
teste

Classes de \Pre Ve 1339

gametas :’pr Vg 1195
‘-r----‘
fPre. Vg E 151 - N
(pr.vg* ! 154 vg+ Vg
| Y Y.

Recombinantes



RECOMBINACAO
GENES LIGADOS

pr
/'

pr+ Crossover between
chromatids

Parental chromosomes Meiosis Crossover chromosomes



DESEQUILIBRIO DE LIGACAO

Cruzamento
teste

Classes de
gametas

GENES LIGADOS

prt/pr.vg*/vg x pr/pr.vg/vg

(pre. vg*] 1339
Lp_r_._\igl __,: 1195
I{"p r~.vg E 151
v e

Recombinantes

Qual é a frequéncia de

pre pr
vg+ Vg

recombinacao neste cruzamento?



DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
GENES LIGADOS

Cruzamento prt/pr . vgt/vg x pr/pr.vg/vg
teste
{pre. vg ) 1339
r+ V +
Classes de ,-_E _________ . 45,
gametas I pr.vg | 1195
l---+----“
[ prt.vg | 151 or+ or
| pr.vgt | 154 vg* vg

Recombinantes 2839




DESEQUILIBRIO DE LIGACAO

GENES LIGADOS

Cruzamento

teste
fort . vg* ] 1339
pr+.vg*

Classes de ‘emmzesad

gametas TRIEvY : 1195
m
[orv.vg | 151
lpr.vg* 154
| Y

Recombinantes ‘ 2839

prt/pr.vg*/vg x pr/pr.vg/vg

pr+ pr
vg+* Vg

Fo = 151 + 154 /2839 * 100 = 10,7 %



DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
GENES LIGADOS

Cruzamento prt/pr . vgt/vg x pr/pr.vg/vg
teste
("pr 7vg) 1339
Classes de !r___E_____'____g_].g
gametas | pr.vg ] 1195
’.--_'-_.---‘
:l pre. vgi 151 pr++ or
I pr. Vg+= 154 vg vg
Recombinantes===--* 2839

Fo = 151 + 154 /2839 * 100 = 10,7 %




MAPA DE LIGACAO
CONSTRUINDO MAPAS LINEARES

Interestadual BR-050

DISTANCIA EM Km




DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
MAPAS DE LIGACAO

Fémeas selvagens X Machos vermillion yellow

vt y+ Vv y

\' y v y



DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
MAPAS DE LIGACAO

Fémeas selvagens X Machos vermillion yellow
v y v y
\' y v y
— vV Y
selvagem
v oy
Parentais -<

vermilion
~ V y yellow




DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
MAPAS DE LIGACAO

Fémeas selvagens

v y
— vV Y
selvagem
v y
Parentais -<
v y
vermilion

~ V y yellow

X

Machos vermillion yellow

y+

>. Recombinantes

30%

N
yellow
vermillion

S



MAPA DE LIGACAO
CROMOSSOMO X DE Drosophila melanogaster

—_— y—m 33% recombinantes

30 %

Olho vermillion v

Corpo yellow y



MAPA DE LIGACAO
CROMOSSOMO X DE Drosophila melanogaster

I | y—m 33% recombinantes

> T <

Asas miniature m



MAPA DE LIGACAO
CROMOSSOMO X DE Drosophila melanogaster

I | y—m 33% recombinantes

| Testar v-m

> T <




MAPA DE LIGACAO
CROMOSSOMO X DE Drosophila melanogaster

I | y—m 33% recombinantes

] Testar v-m

> T <

v—-m = 3% recombinantes



MAPA DE LIGACAO
CROMOSSOMO X DE Drosophila melanogaster

I | y—m 33% recombinantes
30 %
m? y v m?
: : | Testar v-m
1§ A )
Y Y
33 % 33 %
v—-m = 3% recombinantes
y vV m?
Portanto: |
1

30% 3%
v )
33 9%

\




Genes

DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
MAPAS DE LIGACAO

o

Miniature wings —265;—

Vermilion eyes

White eyes

Yellow body

Rudimentary

)
i

e
)
\I”-?J/

'\.\ S
7
&

Recombination frequencies

Between mand v = 3.0%
Between mand y = 33.7%
Betweenvand w = 29.4%
Betweenwand y = 1.3%
Deduced map positions
y w vV m a \
013 307337 | 576 |

Se calculado diretamente

y-I = 55.4% ??



DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
MAPAS DE LIGACAO

Mde

r N
A B c

Meiocyte 1 x

“:_ “
a b c
Few MNumerous
mTarrh WTW
Short map Long
distance dhﬁl“'hg,




MAPA DE LIGACAO
PERMUTACC)ES DUPLAS

Como descobrir permutacoes duplas?



MAPA DE LIGACAO
PERMUTACC)ES DUPLAS

R y w m
Fémeas y w m Machos yellow,

selvagens white, miniature

y+t w+ m+



MAPA DE LIGACAO
PERMUTACC)ES DUPLAS

R y w m
Fémeas y ' m Machos yellow,

selvagens white, miniature

y+t w+ m+

Parentais

6.972 {

y+ w+ m+




MAPA DE LIGACAO
PERMUTACC)ES DUPLAS

R y w m
Fémeas y w m
selvagens X
yt w+ m+
Recombinantes
Simples
Parentais
(y w m+
[y W m 3.454
y+ w+ m
6.972 {
y+ w+ m+ [ w+  mt
\ 60 )
Yyt w m

Machos yellow,
white, miniature



MAPA DE LIGACAO
PERMUTACC)ES DUPLAS

R y w m
Fémeas y w m Machos yellow,
selvagens X white, miniature

yt w+ m+
Recombinantes
Simples Duplos
Parentais
(y w m+
” y w+ m ‘
y w m 3.454 4
y+ w+ m
6.972 | 9
y+  w+ m+ [ w+  mt y+ w m+
\ 60 < )
Yyt w m
Total = 10.495




Parentais
(
y w m
6.972 {
y+ w+ m+
\
W-—mM =
y-w=

3.454 4

60

Recombinantes

Simples Duplos
(y w m+ \
y w+ m
y+ w+ m
b 9
> + +
'y w+ m+ y W m
)
Y*  w m Total = 10.495




Parentais
(
y w m
6.972 {
y+ w+ m+
\
3454 + 9
W-—mM =
10495
60+9
—W =
y 10495

Recombinantes

Simples Duplos
(y w m+ \
y wt m
3.454 4
y+ w+ m
b 9
> + +
'y w+ m+ y W m
60 ‘
<
Y*  w m Total = 10.495

=0330 __, 33cM

= 0,0066 __, 0,66cM



Recombinantes

Parentais Simples Duplos
(y w m+ \
r y w+ m
3.454
W m
y 3 y+ w+ m
6.972 b 9
y+ W+ m+ .
‘Y we  me y+ W m+
\ 60 )
{
y*  w m Total = 10.495
\
3454 + 9
W—m = =033 _ , 33cM
10495
60 + 9
y—W= =0,0066 ___, 0,66cM
10495

Y — M = 0,0066 +0,330=0,337 —* S/ cM



Recombinantes

Parentais Simples Duplos
(y w m+ \
r y wf m
3.454
W m
y 3 y+ w+ m
6.972 b 9
y+ W+ m+ .
‘Y we  me y+ W m+
)
\ 60 y
y*  w m Total = 10.495
\
3454 + 9
W—m = =033 _ , 33cM
10495
60 + 9
y—W= = 0,0066 ___, 0,66cM
10495

Y — M = 0,0066 +0,330=0,337 —* S/ cM

OU (calculando diretamente a distancia entre y e m)



Recombinantes

Parentais Simples Duplos
(y w m+

v W W 3.454

6.972 b 9
y+ w+ m+

+ +
(Y w+ m+ y wo.m
\ 60 )
{
y*  w m Total = 10.495
\
3454 + 9
W—m = =033 __, 33cM
10495
60 +9
y—W= = 0,0066 __, 0,66cM
10495

Y — M = 0,0066 +0,330=0,337 —* S/ cM

3454 + 60 + 18
y —-_m= PPy = 0,337 ___, 33,7cM




Coincidéncia e interferéncia
(Muller, 1916)

Coeficiente de Coincidéncia = C. C.

Frequéncia relativa de duplo-recombinantes observada

CC.=
Frequéncia relativa de duplo-recombinantes esperada
0,00085 0.39
- . = = U, 0/
c.c 0,0066 x 0,33 9%

Interferéncia =1

| =1 - coeficiente de coincidéncia

I=1-C.C.=1-0,39=0,61 61%



DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
MAPAS DE LIGACAO

M1 M4
M5
M2
M3

Onde estao 0s genes que contribuem
com as caracteristicas quantitativas?

VOLTANDO AO MAPEAMENTO DE QTLs



DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
MAPAS DE LIGACAO

0.4 4
Dificil diferenciar se estio muito distantes
€M Um mesmo Cromossomo
- -
E 034 ou em cromossomos diferentes
—
o
-
o
o 024
o)
Q
)]
|
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Distance (kb)



MAPEAMENTO DE QTLs
EXEMPLO EM CAES




MAPEAMENTO DE QTLs
EXEMPLO EM CAES

"N/

Single IGF1 Allele Is a Major
'Determinant of Small Size in Dogs

{ Nathan B. Sutter,’ Carlos D. Bustamante,” Kevin Chase,” Melissa M. Gray,* Keyan Zhao,’
< Lan Zhu,? Badri Padhukasahasram,? Eric Karlins,* Sean Davis,! Paul G. Jones,®

Pascale l‘.‘,luig;mnn,1 Gary S. Johnson,” Heidi G. Parker,” Neale Fretwell,® Dana S. Mosher,*
Dennis F. Lawler,® Ebenezer Satyaraj,® Magnus Nordborg,” K. Gordon Lark,?

Robert K. Wayne,* Elaine A. Ostrander™*

The domestic dog exhibits greater diversity in body size than any other terrestrial vertebrate. We
used a strategy that exploits the breed structure of dogs to investigate the genetic basis of size.
First, through a genome-wide scan, we identified a major quantitative trait locus (QTL) on
chromosome 15 influencing size variation within a single breed. Second, we examined genetic
variation in the 15-megabase interval surrounding the QTL in small and giant breeds and found
marked evidence for a selective sweep spanning a single gene (/GF1), encoding insulin-like growth
factor 1. A single IGF1 single-nucleotide polymorphism haplotype is common to all small breeds
and nearly absent from giant breeds, suggesting that the same causal sequence variant is a major
contributor to body size in all small dogs.




MAPEAMENTO DE QTLs
EXEMPLO EM CAES
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i Position (Mb)
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463 caes (cao d’agua portugués)

IGF1 se liga ao receptor transdutor de sinal
tirosina quinase, que promove crescimento
e longevidade celular




MAPEAMENTO DE QTLs

EXEMPLO EM CAES

ol il
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463 caes (cao d’agua portugués)

caes intermediarios
caes maiores



MAPEAMENTO DE QTLs
EXEMPLO EM CAES
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463 caes (cao d’agua portugués)
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EXEMPLO EM CAES

MAPEAMENTO DE QTLs

Bonferroni cutoff
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