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RECOMBINAREA GENETICA

Prin recombinare genetica se defineste fenomenul
producerii unor combinatii genetice noi prin rearanjarea,
reasortarea sau redistributia materialului genetic cuprins in
doua unitati genetice diferite.

Recombinarea genetica este un proces general in natura
si reprezintd una din cheile mecanismelor prin care se formeaza
noi indivizi, proces important in selectia naturala. Mecanismele
de recombinare geneticd sunt diferite la procariote si eucariote.

Recombinarea genetica la
eucariote

La eucariote recombinarea materialului genetic este
asigurata Tn general de procesele legate de inmultirea sexuata si
de fenomenele de transpozitie (vezi cap. 8). In dependenti de
cantitatea de material implicat in recombinare deosebim:

- recombinare genomica — recombinarea materialului
ereditar in procesul fecundatiei;

- recombinarea intercromozomicd — asortarea independenta
a cromozomilor neomologi in anafaza I a meiozei;

- recombinarea intracromozomicid — recombinarea genelor
intre cromozomii omologi in procesul crossing-overului;

- recombinarea prin transpozitie — inserarea secventelor
scurte de ADN intr-un loc nou in acelasi sau alt cromozom.
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Recombinarea genomica

Eucariotele superioare se caracterizeaza printr-un
mecanism particular de inmultire — inmultire sexuata, la care
participa doua celule specializate - gametii. De regula, gametii
sunt de origine diferitd (maternd si paternd). Contopirea
gametilor haploizi poarta denumirea de fecundare, iar celula
rezultatd ce contine materialul genetic al ambilor gameti -
zigot. Participarea gametilor (unui organism) la fecundatie este
aleatorie, asigurand formarea diferitor tipuri de zigoti, ceea ce
reprezintd recombinarea genomica.

Fuziunea celor doi gameti haploizi reface setul diploid
de cromozomi, caracteristic speciei. Mitozele succesive ale
zigotului duc la cresterea si dezvoltarea organismului
pluricelular. Incepand cu zigotul toate celulele somatice vor
avea cromozomii in perechi de omologi identici ca morfologie
si structurd genica, dar diferiti ca origine.

Recombinarea intra- si intercromozomica
La animale formarea gametilor are lor in gonade. Din
celule precursoare (gametogonii), care sunt celule cu set
diploid de cromozomi §i sunt identice genetic cu zigotul, se
formeaza gameti haploizi. Procesul de maturizare a gametilor
este reprezentat de meioza. Meioza este un mecanism complex
ce implicd desfagurarea succesivd a doud diviziuni, care se
termind cu injumatatirea setului de cromozomi in celulele fiice.
Din fiecare celulda cu un set de 2n (set diploid) cromozomi se
formeaza 4 gameti cu cate In (set haploid) de cromozomi —
proces invers fecundatiei. Gametii rezultati din meioza sunt
produsi ai recombindrii inter- §i intracromozomice. Aceste
tipuri de recombinare au loc n diferite etape ale meiozei.
Meioza este precedata de o interfaza premeiotica in care
are lor replicarea ADN. Intre cele doua diviziuni existi o
perioadd scurtd — interkineza — in care nu are loc replicarea
ADN.
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I diviziune meiotica - diviziunea
reductionala

Diviziunea reductionala este responsabila  de
injumatatirea setului de cromozomi si de recombinarea inter- si
intracromozomica.

Profaza |

Profaza I a meiozei reprezintd cea mai importantd si
complexa faza, in care are loc conjugarea cromozomilor si
recombinarea intracromozomica. Aceasta faza este divizata in
cinci etape in care are loc condensarea continud a cromatinei si
formarea aparatului de diviziune.

Leptotenul (leptonemul) — cromozomii bicromatidieni
se condenseazd, devin vizibili i au aspectul unor filamente
subtiri.

Zigotenul (zigonemul) — reprezinta momentul—cheie

in care are loc

Cromozomul Cromozomul Conjugareq .
matern paterm cromozomilor omologi
(perechea de

cromozomi identica

dupa lungime, forma,
structura, dar de origine
diferitd — unul matern si
altul patern).
Conjugarea omologilor
are loc centromer - la
centromer, telomer — la
telomer, gena alela — la
gend alela, formand
bivalenfi  sau tetrade
(doi cromozomi
omologi bicromatidieni)
(fig. 14.1). Procesul
conjugarii este facilitat de complexul sinaptonemal, format
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din proteinele axului cromozomic, care asigura
apropierea cromatidelor §i stabilizeaza tetradele.

Cromozomii X si Y, nefiind omologi, in timpul
conjugarii se unesc prin capetele lor, formand un bivalent
“vezicula sexuala”.

Pachitenul (pachinemul) — se caracterizeaza prin
schimbul reciproc de fragmente intre cromozomii omologi —
crossing-overul, care reprezinta recombinarea
intracromozomica a materialului genetic. Astfel, fiecare dintre
cromozomi va contine material genetic de la ambii parinti, iar
noua combinatie de gene va fi transmisd generatiilor
urmatoare.

U n I‘O| Axe proteice
(elemente laterale)

important in Nodul de
realizarea

crossing-overului
il are complexul
sinaptonemal  in
cadrul caruia se

formeaza un

complex catalitic : . -

multiproteic - = oo
nOdU I de - Element central

recombinare,

. Cromatina cromatidelor Cromatina cromatidelor
responsabil de  surorilsi2 (paterne) surorl 3 51 4 (materne)
ruperea S1 Fig. 14.2. Complexul sinaptonemal

reunirea
incrucisata a fragmentelor omoloage (fig. 14.2).

Diplotenul (diplonemul) — reprezinta faza in care
cromozomii omologi Incep sd se separe unul de altul prin
dezorganizarea complexului sinaptonemal. Omologii raman
uniti in punctele, in care a avut loc crossing-overul, formand
chiasme (fig. 14.1). Numarul chiasmelor coincide cu numarul
nodulilor de recombinare.
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Diachineza se remarcd prin fenomenul de
terminalizare a chiasmelor — deplasarea chiasmelor spre
extremitatile cromozomilor. Bivalentii rdman uniti doar prin
capete.

LEPTOTENUL
- . | |
Cromatida 1 ~_
Cromatidele ‘/G{‘m W »
surori
paterne

| Cromatida 2

cromaite | €43 1114 el

surori L
mAleIne | rromatida 4 «/\Mfﬁlr

DIPLOTENUL §I
DIACHINEZA

Fig. 14.3. Succesiunea principalelor evenimente din profaza I

La sfarsitul profazei I au loc urmatoarele procese:
disocierea anvelopei nucleare, maturizarea kinetocorilor (cate
un singur Kkinetocor pentru fiecare cromozom),  unirea
bivalentilor la fusul de diviziune.

Metafaza |

In metafaza I are loc aranjarea bivalentilor in plan
ecuatorial, formand  placa  metafazica.  Centromerii
cromozomilor omologi sunt orientati spre poli opusi. La
sfarsitul metafazei I are loc disocierea chiasmelor terminale si
eliberarea cromozomilor omologi din bivalent (fig. 14.4).

Anafaza |

Anafaza 1 se caracterizeaza prin  disjunctia
cromozomilor omologi din bivalent §i migrarea cromozomilor
bicromatidieni spre polii celulei (fig. 14.4). Spre fiecare pol
migreazd cate un cromozom din fiecare pereche (la om se
formeaza 23 bivalenti, astfel la fiecare pol ajung cate 23
cromozomi bicromatidieni). Cromozomii materni §i cei paterni
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segrega independent unii

Metafaza [ .o A A
melotics L Boesre centoomer oe de altii, incat are loc o
Chiazmi — maturizeazd cite unsinger - combinare independentd a
CcoT

cromozomilor neomologi —
recombinare

intercromozomicd.
Numarul de combinatii
DISJUNCTIA - < An
CROMOZOMILOR p03|b|Ie poate fi 2" (la om
omees 2% = 83886068
combinatii).
Telofaza |

in telofaza 1
cromozomii bicromatidieni
se gasesc la polii celulei si
puri o INTERFAZi sciRTA  are loc decondensarea lor
ARELOC REQORGANIZAREA . o . o
KINETOCORILOR partlala; S€ reorganizeaza
CROMATIDELOR SURORI o .

membrana nucleara, iar
prin citikineza se formeaza
doi gametociti secundari
cu set haploid de
Kinetocorii eromatidelor cromozomi bicromatidieni.

Metafaza IT
meiotici

| su.l?risu.!'ltnrientai.ispm L
| poliopusi Diviziunea Il -
diviziunea ecvationala
DISJUNCTIA - . .
CROMATIDELOR Dupa interkineza
SURORI - e .
scurtd, are loc diviziunea
ecvationala in ambele
, celule rezultate din |
=

diviziune. Diviziunea |l
este  asemanatoare cu
mitoza si asigura
repartizarea  egalda  si
identica a cromatidelor in
celulele gameti (fig. 14.4).

Fig. 14.4. Mecanismele de disjunctie
a cromozomilor in meioza
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Mecanismul molecular al
crossing-overului
In procesul crossing-overului participi doui molecule
omoloage de ADN, care sunt apropiate fizic prin intermediul
complexului  sinaptonemal. Recombinarea are loc intre
secvente 1nalt specifice si se bazeazd pe principiul
complementaritatii. Este un mecanism foarte precis si se
efectueaza cu o acuratete stricta.
Procesul de recombinare necesita ruperea duplexelor de
ADN, formarea monocatenelor si reunirea Incrucisatad a
secventelor complementare. Ca rezultat al incrucisarii
moleculelor, se formeazd o configuratie cruciforma specifica,
numita structura Holliday (fig. 14.5).
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Fig. 14.5. Modelul Holliday de recombinare
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In dependentd de modul de tdiere a acestei
structuri se pot obtine molecule recombinate de ADN de doua
tipuri:

(1) molecule recombinate cu secvente heteroduplexe

(numai una din catene este recombinatd);

(2) molecule recombinate, prin schimb reciproc de

fragmente bicatenare.

Crossing-overul nu este un proces obligatoriu la toate
eucariotele (de ex., la masculii dipterelor el n-a fost inregistrat).
Mecanismul molecular de reglare, inclusiv proteinele implicate
nu sunt deocamdata bine studiate. S-au gdsit omologii intre
unele proteine participante la crossing-over cu proteinele de
recombinare la E.coli.

Recombinarea genetica
la procariote

La procariote existd mai multe tipuri de recombinare
genetica, bazate pe proprietatea ADN de a forma heteroduplexe
si capacitatii de a insera fragmente stradine de ADN.

Recombinarea naturali se produce atunci cand doua
molecule de ADN omoloage sunt prezente in aceeasi celula. La
bacterii recombinarea genetica generald se efectueaza prin
transferul unor fragmente de ADN de la o celuld la alta prin
fenomenele de transformare, conjugare, sau prin transductie
(vezi cap. 5).

Recombinarea prin transpozitie se caracterizeaza
prin inserarea unor noi secvente de ADN intr-o moleculd—
gazda fara existenta omologiei intre secventele implicate (vezi
cap. 8).

Recombinarea situs-specificd se realizeaza intre
succesiuni specifice de nucleotide ale moleculelor de ADN
bacterian si ADN fagic. Conditia pentru realizarea recombinarii
este prezenta secventelor omoloage in ambele molecule si a
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unui complex enzimatic particular care asigura
recunoasterea secventelor implicate in recombinare.

Mecanismul molecular al recombinirii la E.coli
Modelul cel mai accesibil pentru studierea recombinarii

genetice este E.coli. In procesul de recombinare participa:
- molecula ADN bicatenar recipient cu situsul chi (secventa
conservata la bacterii, localizata la fiecare 5-10kb, formata

din 8 perechi baze 5 GCTGGTGGY Y,
3'CGACCACCS'

- fragmentul ADN monocatenar donor (ADN fagic, ADN
plasmidic);

- complexul proteic RecBCD format dintr-o endonucleaza, o
exonucleaza si o ADN-helicaza;

- proteina RecA ce catalizeazd reactia de formare a
heteroduplexurilor (fig. 14.6);

- proteine SSB care stabilizeazd monocatenele.

ADN monocatenar ADN bicatenar

heterogen Proteina RecA Catena de ADN dislocuitd

Heteroduplexul ADN

Fig. 14.6. Rolul proteinei RecA in recombinarea
genetica la bacterii

Moleculele monocatenare donor se formeaza prin
denaturarea unor molecule de ADN sau rezulta din replicarea ¢
a ADN fagic (vezi cap. 7). Pentru formarea heteroduplexului
din molecula de ADN recipient se excizeaza una din catene, iar
de cealalta catend originald se uneste complementar ADN

monocatenar donor.
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Etapele recombindri:

(1) Complexul RecBCD gaseste in molecula ADN recipient
secventa chi. RecBCD denatureaza ADN bicatenar si
produce o rupturd in una dintre catene, obtinandu-se un
capat 3' liber.

(2) Proteina RecA asigurad recunoasterea capatului 3' liber si
catalizeaza unirea complementara cu fragmentul de ADN
donor monocatenar.

(3) Catena donor inlocuieste una dintre catenele originale,
formand un heteroduplex (ADN recombinat).

(4) Catena dislocuita este eliminata.

Existd recombinare cu fragmente bicatenare omoloage
de ADN, catalizata de complexul proteic RuvABC. Acest
proces este  asemanator cu mecanismul crossing-overului
descris la eucariote.

Verificarea cunostintelor:

1. Definiti notiunile: recombinare geneticd, complex
sinaptonemal, nodul de recombinare, bivalent, cromozomi
omologi, structura Holliday, heteroduplex.

2. Care este importanta biologica a recombinarii genetice?

3. Care sunt tipurile de recombinare genetica la procariote si
la eucariote?

4. Cand si cum are loc crossing-overul?

5. Care este importanta biologica a anafazei 1?

6. Care sunt conditiile pentru recombinarea genetica la
bacterii?
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