Ligagdo Génica IT

Teste dos Trés Pontos




TESTE DOS 3 PONTOS

No cruzamento obtiveram-se 8% de recombinantes. Portanto:
ab ab

A B

«~— 88U ———

Suponha agora que um outro gene C esteja a 5 unidades de A. Qual seria
a posicao de C no mapa? Ha 2 possibilidades para essa localizacao:

A<—5u—>C<—3u—B ou C<— 5u—> A<— Bu—> B
8u > 13u >

Na 12 localizacao a distancia entre C e B sera de 3u; na 22 essa distancia
serd@ de 13u. Qual dessas localizacbes é a verdadeira? Com as
informacdes fornecidas ndo podemos decidir por qualquer uma delas.



TESTE DOS 3 PONTOS

Se efetuarmos o cruzamento e neste obtivermos 13%
bc bc

de recombinacéao teremos entdo condicdes para aceitar a

22 localizacao como verdadeira.

STURTEVANT desenvolveu um teste (Teste dos 3 pontos) que
possibilita avaliar a sequéncia de 3 genes num so cruzamento, ao
contrario do exemplo anterior, onde para determinar a sequéncia

de A, B, e C foi preciso realizar 3 cruzamentos:



Exemplo 1: Milho

Em milho, uma planta homozigdtica para todos os alelos
recessivos apresenta fendtipo com plantas virescentes
(gene “a"), plantulas brilhantes (gene "b") e plantas
macho estéril (gene "c"). Essa planta foi cruzada com
outra heterozigética para as trés caracteristicas

produzindo a seguinte proporg¢do de descendentes:



Fendtipos Numero de descendentes

ABC 235
Abc 62
ABc 40
aBc 4
abc 270
AbC 7
ab(C 48
aBC 60
TOTAL 726

a) Determinar a ordem dos genes e construir um mapa
genético envolvendo estes trés locos.

b) Calcular o coeficiente de interferéncia e interpretar o
resultado.

c) Qual o gendtipo da planta heterozigédtica usada no
cruzamento-teste?
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Fendtipos Ndmero de descendentes

ABC 235
Abc 62
ABc 40
aBc 4
abc 270
AbC 7
abC 48
aBC 60
TOTAL 726

a) Determinar a ordem dos genes e construir um mapa
genético envolvendo estes trés locos.

b) Calcular o coeficiente de interferéncia e interpretar o
resultado.

c) Qual o gendtipo da planta heterozigdotica usada no
cruzamento-teste?



Solucdo do problema:

Observando os dados, pode-se chegar a algumas conclusoes:

1) Os gendtipos parentais sdo: ABC e abc -> foram os que
apresentaram maior freqiiéncia > parentais

2) A descendéncia com permuta dupla - duplos
recombinantes - representa o produto de duas
probabilidades, isto é, permuta entre Ae B e entre Be C.
Estes sdo sempre os de menor freqiiéncia. -> aBc e AbC

3) Comparando-se os duplos recombinantes com a ordem
dos pais, pode-se verificar que a ordem dos genes no
cromossomo é ABC, pois a permuta dupla sé alterou o gene
B, devendo este estar situado na posi¢do intermedidria.



Fendtipos Nimero de descendentes
A B C/abc 235 -> parental
A b c/abc 62 ->crossingentreaeb
A B c/abc 40 ->crossingentrebec
a B ¢ /abc 4 ->crossing duplo entre a-b-c
ab c/abc 270 -> parental
A b C/abc 7 ->crossing duplo entrea-b-c¢
ab C/abc 48 ->crossingentrebec
a B C/abc 60 ->crossingentreaeb
TOTAL 726



—>Denominaremos de Regido | aquela entre A e B e de Regido Il

aquela entre B e C.

—> Para estimar a % de permuta na regido |, deve-se considerar
todos os recombinantes provenientes da permuta desta regiao e

também os duplo-recombinantes, pois eles também sofreram

permuta na regiao |.



Fendtipos N°

Regiao |
ABC 235
m—) A b C 62 Locos a e b (ignoramos o loco c)
ABc 40
m— aBc 4 Parentais: AB e ab
abc 270
— ADbC 7 Recombinantes: Ab e aB
abC 48
) a B C 60
TOTAL 726
Regiao I:
Clap) > 62+4+7+60=0,183
726

FR(ab)= 0,183 x 100 =18,3% -> 18,3 cM entre A e B.



Fendtipos N°

Regiao |l
ABC 235
Abc 62 Locos b e ¢ (ignoramos o loco a)
‘ ABc 40 ‘
aBc 4 Parentais: BC e bc
ab c 270
‘ AbC 7 ‘ Recombinantes: Bc e bC
abC 48
aBC 60
TOTAL 726
Regiao Il:
Cipe~>40+4+7+48 =0,136
726

FR(bC) =0,136 x 100 =13,6% -> 13,6 cM entre B e C.



Fendtipos N°

Regiao Il
2
Abc 62 Locos a e ¢ (ignoramos o loco b)
C 4
aBc 4 Parentais: AC e ac
abc 270
/ Recombinantes: Ac e aC

abC 48

TOTAL 726

FRa > 62 +40 + 48 + 60 = 0,289
726

FR(bC) =0,289 x 100 = 28,9% -> 28,9 cM entre A e C.



Regiao I:
ab->62+4+7+60 x 100=18,3% -> 18,3 cM entre A e B.
726

Regiao ll:
bc->40+4+7+48 x 100=13,6% -> 13,6 cM entre B e C.
726

Regiao lll:
ac->62+40+48+ 60 x 100 =28,9% -> 28,9 cM
726




O mapa genético é:

a < 18,3 > b <—13,6—c¢

ﬁ
28,9

Mas 18,3 +13,6 = 31,9 (esperado) = 28,9 (observado).
Porque esta diferenga??
Interferéncia -> Quando a permuta em uma regido

interfere na ocorréncia de outra permuta, nas suas
proximidades.

Ou seja, a ocorréncia de permuta diminui a probabilidade
de outra permuta nas imediagdes da primeira.



A interferéncia pode ser estimada da sequinte forma:

FRDO = freqiiéncia de recombinantes duplos observada

FRDE = freqiiéncia de recombinantes duplos esperada




FRDO = N° de duplos recombinantes = 7 + 4 = 0,015
N° total de descendentes 726

FRDE = probabilidade de ocorrer permuta nas regioes
I e II, simultaneamente.

FRDE = Dist. regido I x Dist. regido IT =>
0,183 x 0,136 =0,025

Portanto, I = 1-0,015 = 0,4 ou 40%
0,025

Ou seja, 407% das fregiéncias das permutas duplas
esperadas ndo foram observadas.



O mapa genético para esses trés genes é realmente:

a <— 18,3 b < 13,6— ¢
ﬁ

Neste exemplo, a ordem se mantevell



Exemplo 2: Mutantes em Drosophila

sc -> scute ou perda de algumas cerdas ftordxicas

ec -> echinus ou superficie rugosa dos olhos

vg -> asa vestigial

sc’ec'vg” X scecvg
sc’ec'vg” sc ec Vg

sc+tectvg+r X Scecvg
Sc ec vg SC ec vg




Sc ec vg 235

sc*ec*vg* 241
sc ec vg* 243
sc*ec*vg 233
Sc ec'vg 12
sc*ec vg* 14
sc ec*vg* 14
sc*ec vg 16
1.008

A proporgdo esperada de 1:1:1:1:1:1:1:1, resultado de
um cruzamento teste, ndo estd ocorrendo. Os genes
devem, portanto, estar ligados.

Calculamos as freqiiéncias de recombinantes
tomando um par de genes por vez.



Locos sc e ec (ignoramos vg):

Parentais: sc ec
Recombinantes: sc ec*

Recombinantes

SC ec Vg

sc* ec* vg*
sc ec vg*

Sc* ec’ vg

SC ec*I\v/
sct ec

sSc* ec |v

9

g+
sc ec’|vg*

g

e Sc'ect

e Sc'ecC

235
241
243
233
12
14
14
16

FR =(12+14+14+16)

1008
FR = 56
1008
FR = 0,055 x 100
FR =5,5cM

FR = frequéncia de
recombinacao




Locos sc e vg (ignoramos ec):

Recombinantes: scvg® e sc'vg

FR = (243+233+14+16)
SC ec V(g 235 1008
FR =506 =0,502
1008
Sc ec vg*| 243 FR = 0,502 x 100
233 FR =50,2cM > 50 cM

sctectvgt 241

SCT ec* v
Recombinantes sc ec* vg 12

\ sc* ec vg* 14 | Concluséo:
Locos sc e vg nao estao

ligados

Sc ec* vgT 14

sSc* ec V(g 16




Vejamos a FR entre os locos ec e vg:

= ecevg -Recombinantes: ec vg* e ec*vg

Recombinantes

SC ec Vg

sc” ec* vg*

sc ec vg*
sct ec* vg

SC ec’ vg

sc*ec vg*

sc ec* vg*

sc*ec Vg

235
241
243
233
12
14
14
16

FR = (243+233+12+14)
1008
FR =502
1008
FR =0,4980 x 100
FR =49,8 cM aprox. 50 cM

Locos ec e vg nao estao
ligados




SC ec Vg
I I I
55cM

= Tendo informagdes a respeito das relagdes de ligagdo
entre os trés genes, podemos reescrever os gendtipos
dos genitores da seguinte forma:

sc*ec*/ scec; vg'/ vg X sc ec/ sc ec ; vg/ vg

» Observagdo: em situagdes reais, a hipétese de ligagdo
entre os genes (r=50 cM) € sempre testada
estatisticamente.



Exemplo 3: mutantes em Drosophila
v -> olhos vermilion

Ssv -> cross veinless -> sem nervuras nas asas
ct -> margens das asas cortadas

Parentais: vievetr x  vev et

vt cv ct vcvt ct?
F1: viever | x  vevcet
v cvett vcv ct

v cv* ct? 580

vt cv ct 92

v cv ct* 45

vt cv* ct 40

v cvct 89

vt cv*t ctt 94

v cv' ct 3

vt cv ct* 5

1.448



Tipos parentais: v cv* ct* e
-> maiores fregqiiéncias

Qual a FR entre os locos v e cv?

Recombinantes: v ¢cv ; v cv*
+ A+
v cv*tct 530
+
vt cv ct 592
+
V CVv Cct 45
V" cv* ct 40
Recombinantes t
V CV C 39
+ + A+
vt cv' ct 94
+
v cvt ct 3
v' cv ct’

3)

vt cv ct

FR = (45+40+89+94)
1448

FR = 268/1448

FR =0,1850 x 100

FR =18,5 cM




Qual a FR entre os locos cv e ct?

Recombinantes: cvctt : c¢cv' ct

v cv'ct’ 580

v* cv ct 592

V cv ott 45 FR = (45+40+3+5)

L, 1448
/ V' cVv' ct 40 FR = 93
| 1448
Recombinantes vova 89 FR = 0.0640 x 100

N e 94 |FR=64cM

vV cv' ct 3

+ +
V" CcV Ct 5




Qual a FR entre os locos v e ct?

Recombinantes: vct ; cvt ct*

Recombinantes

V cv'ctt
vt cv ct
V cv ct’

vt cv' ct

V cv ct
vt cvt ctt
V cv' ct

v* cv ctt

580
592
45
40
89
94

FR = (89+94+3+5)

1448
FR= 191
1448
FR =0,1320 x 100
FR =13,2 cM




Locos FR (cM)

F1 vecv 18,5
vt cv ct vect 13,2
v cviett cvect 6,4
Y ct Cv
4 ! ] |
13,2 cM 6,4 cM

victev X VCt CV === Ordem correta dos genes
v ctev? v ctcv




Com o cruzamento teste foi possivel determinar a ordem
dos trés genes no cromossomo

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

% ctt cvt

O % ctt cvt




As duas distancias menores somam 19,6 cM, que € maior
que 18,5 cM, a distdncia calculada entre v e cv.
Porque?

Pelo modo em que analisamos as duas classes mais raras.
Essas sdo recombinantes duplos.

Para calcular a FR entre v e cv, ndo computamos os RD.
Isto subestima a distancia entre v e cv. -> Poderiamos
contar as duas classes mais raras duas vezes, pois cada
uma delas representa uma recombinagdo. Portanto:

FR=45+40+89+94+3+3+5+5 x100 = 19,6%
1.448

FR=19,6 cM



Interferéncia: 1- coincidéncia. [I=1-C]

Coincidéncia (€) = FRDO
FRDE

FRDO = N° de duplos recomb. = 3 + 5 =0,0055
N° total de descend. 1.448

FPDE = Dist. regido I x Dist. regido IT = 0,132 x 0,064 =
0,0084

I-1- 00055 =1-0,65=0,35=2> 35%
0,0084




Se I =1 ->interferéncia completa > FRDO =0 (C=0)
Neste caso ndo observamos duplos recombinantes

Se I = 0 -> ndo houve interferéncia (C = 1)
Nesse caso o nimero de duplo recombinantes
observado € igual ao ndmero esperado de duplos
recombinantes

Se0<I<«1->estdocorrendo interferéncia
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