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A géntérképezés soran a kulonbo6zé
tulajdonsagok, kromoszoma elemek, gének
és QTL-el egymastol valo tavolsagat, a
genomban valo viszonylagos
elhelyezkedésuket hatarozzuk meg anélkdl,
hogy valoban megszekvenalnank a DNS-t.
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JelentOs szerepe van a gének és génfunkciok
dsszekapcsolasaban, vizsgalataban.
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Genomok mérete 3.

10+

I
i rel 5 m— S ke
e reptiles
Trogs n—————

5alnmnn]iens___‘
| teleosts mmmm—| lungfishes s

hane e chondrichthyes |
non-vertebrate chordates &—l

i ts I L Sl ACean S
NS EChs

L — ﬂmr‘ﬂi‘d!

myriapods n—
—LL L E
annelids e—————————
tardigrades m——— echinoderms
flatworms

. e rotifers
angiosperms

—
pmﬂﬂnphﬁesdmnﬁsmrms

| —— bﬁﬁphft&ﬁ

nematodes ¥
o AN
5PONJEeS m——

e fung[
algae

0 2
— o bacteria

arches ===

I - __ - —

104 107 107 1 10 102
C-value (pg)

10°



Genomok mérete 1.
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A legkisebb allati genom mérete :0.02pg
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Novenyi parazita nemtoda

(Pratylenchus coffeae),
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Az emberi genom mérete: 3.5pg

(Homo sapiens)
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Genomok meérete

A legkisebb gerinces és hal genom | i

merete: 0.35pg
Zold pottyos borondhal

(Tetraodon fluviatilis)

A legnagyobb allati genom és hal
genom meérete:132.83pg

Marvanyos tuddshal

(Protopterus aethiopicus)
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A géntérképezési technikak felbontoképessége

Teljes kromoszoma
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Kromatin dllomany szervezddése
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Fig_02-08 Genetics, Second Edition © 2005 W.H. Freeman and Company
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DAPI . .
Cv3.5 classification

DAPI FITC Cy3 Cy3.5 : 5. Cv5.5 colors
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RESTRIKCIOS TERKEPEZES

Prokariétak és Kisebb DNS darabok térképezésére :
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RESTRIKCIOS ENDONUKLEAZOK

[-es tipus [I-es tipus (98%) [I1-as tipus
pelda EcoK EcoRI EcoPI
felismerOhely AAC(N6)GTGC GAATTC AGACC
hasitasi hely ~1 kb-ra 5’-foszfat 24-26 bp-ra
metilacio AMAC(N6)GTGC GA"ATTC AG"ACC

nukleaz és metilaz

egy-egy alegység
(hsdR, hsdM gén)

kiulon enzim

egy-egy alegység

hasitas kofaktora

ATP, Mg*", S-AdoMet

M g2+

M g2+

metilacio kofaktora

ATP, Mg, S-AdoMet

S-AdoMet

S-AdoMet

3000 II-es enzim, >220 felismerdhely (750 baktérium torzsbdl)
*izoskizomerek:




RESTRIKCIOS TERKEPEZES

Gel shows number and

(@ H‘T‘m size of fragments
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RESTRIKCIOS TERKEPEZES

Eco0109 2674 BsiAPl 179

Aatll 2617
Sspl 2501

Pdmi 2294

Begl 2215
Scal 2177

etem, MKK-
Tansz

9Y,e
odasi

pUC18/19
2686 bp

Sapl 683
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Afilll BspLUT1I 806

Gsul 1784

G0l 1779
Eco31l 1766
Eanm105] 1694

Cail 1217
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Programmok restrikcios hasitohely kereséshez
,1erképezéshez’

« TACG V3
http://athena.bioc.uvic.ca/tacg3/formt.html

=

V'@ ° NEBcutter V2.0

< 5 http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php
e =

QN0 » PlasMapper Version 2.0

%.’_\—8 http://wishart.biology.ualberta.ca/PlasMapper/
w' 9

S ‘O *Restriction Map Generator

% e http://www.algosome.com/resources/restriction-map/enzyme-
H O digest.php
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Mendel torvényei

Elsé torvéeny: (Uniformitas torvénye)
homozigdta szlil6k utddnemzedékének 6sszes tagja genotipusaban és
fenotipusaban is egyforma.

Masodik torveény:(a szegregacio, vagy hasadas torvénye)
Egy gén par két tagja egymastol szétvalva jut az ivarsejtekbe, igy a
gamétak egyik fele a par egyik, a gamétak masik fele a par masik tagjat

hordozza. (az els6 utédnemzedékben a szil6i tulajdonsagok nem olvadnak 6ssze, hanem ezt a
nemzedéket tovabbkeresztezve valtozatlanul megjelennek a masodik utédnemzedékben)

Harmadik torveny: (A fuggetlen kombinacio torvénye)
Két gén esetén mindkét gén alléljei kettévalnak ivarsejtképzéskor, de az
egyik szétvalasa nem fligg a masiktadl.

(Ez csak akkor érvényes, ha a gének ,nincsenek fizikailag 6sszekapcsolva” vagyis
kiilonb6z6 kromoszomakon vannak, vagy azonos kromoszdman egymastadl elég
tavol helyezkednek el.)



Azonos kromoszoman levo allélparok
kapcsolt oroklodése
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Kromoszémak ujra rendezodése
(Interkromoszdémalis rekombinacio)

ll'()x

~
¥ '.Qq) Gamates
X W AR - &
= O a b a8 b
E‘- l-—' Meaiotic diploid (Fy) {Tastar}
Y A g
+— U " 3\
Q})‘\_g ;f Parental ype
a b
e > 50%
=X i & b
e = ; === | Parental type
O \U B 4 x . arental typ 2
Testcross progeny
A b )
;: .. | Becombinant
a b ~  50%
4 e | 8
‘:} e EE  Recombinant J
a b

Az interkoromoszémalis (fuggetlen) rekombinacié mindig 50
szazalékos rekombinacios gyakorisagot eredményez.

Szent Istv
~> Halgazd



!

an Egyetem, MKK-K
dlkoddsi Tanszé

Id

= Szent Istv
Halgazd

Gamsles
A a8 3 h
ey o . "f
8 o a b
Meiotic diploid (F; ) (Tectar)
A 5]
lr Parental type
a b
> 50%
& b
J,- e, | Parental type
Teslcross progeny 4 b
A b
- ; Recombinant
a b
< 50%
a B
< l R Recombinant

Intrakromoszémalis rekombinacié esetén a rekombinansok aranya
rendszerint kevesebb mint 50 szazalék.



Egymashoz tartozo lokuszok alléljainak ujra kombinalédasat
figyelték meg igen kis szazalékban

Rekombinacio:
Olyan haploid génkombinacio
|étrejotte, amely kilonbozik a
haploid szul6i génkombinaciotol.

Szukséges eszkoztar:
*VVizsgalando tulajdonsagok, markerek, gének,
allélok, stb.

*Rekonbinans egyedek (azaz keresztezés F2
generacio).
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Thomas Hunt Morgan Drosophila kisérlete |.

szemszin: (purple = lila) és pr* piros
szarnyhossz: vg (vestigial = csokevényes) és vg* normalis
X
=
LN
X W . ,
é g P vgvg néstény x priprvg*vg* him
g
£
% o F1 prpr vgvg* néstény x  prprvgvg him
w 2
83
= 1 . + &
k7 g F2 fenotipusa: prtvg 1339
+~ O
= vg 1195
N T
& pr-vg 151
vg* 154
| osszesen: 2839



T.H. Morgan Drosophila kisérlete II.

Felcserélt allél kombinacio

X
=
S N . _y et hi
¥ v P priprt vgvg néstény x prprvg*vg* him
= O
e
S N F1 pripr vg*vg néstény x prprvgvg him
& S
W
25 . +
£ R Utodok prtvg 157
H O
) prvg 146
g O
» -+ prvg 965
prvg?* 1067
osszesen: 2335
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(a) Alleles in coupling configuration

(b) Alleles in repulsion configuration

Genetics: A Conceptual Approach, Third Edition
© 2009 W.H. Freernan and Company

( Green thorax, Purple thorax, W Green thorax, Purple thorax, h
brown puparium black puparium brown puparium black puparium
Testcross “&’m X "3’@ Testcross V%: ‘ X & @
p* b* p b p* b p b
p b p b P lb“ &
'Gamete formation Gamete formation Gamete formation Gamete fom'laﬁonjl
) A
I S e S
" (pb) (p'b)(pb*) ‘p b *b)(pb ‘') (p b ‘p b
2D @ Ly e o e
Nonrecombinant Recombinant Nonrecombinant Recombinant
gametes gametes gametes gametes
L L L L L | L L,
Fertiizat Fertlzation
. ) @ y
2 ' P \ N
Green Purple Green Purple Green Purple Green Purple
thorax, thorax, thorax, thorax, thorax, thorax, thorax, thorax,
brown black black brown black brown brown black
puparium puparium puparium puparium puparium puparium puparium puparium
I B I T
P+ b+ p b p-l- b P h+ P+ b P b+ P+ b+ p b
p b p b p b p b p b p b p b p b
Progeny 40 40 10 10 Progeny 40 40 10 10
bl Nonrecombinant Recombinant e Nonrecombinant Recombinant
progeny progeny progeny progeny )
\ - 2 — : )
' Conclusion: The phenotypes of the offspring are the same, but their numbers
differ, depending on whether alleles are in coupling or in repulsion. l
Figure 7-8



Nem szuloi (rekombinans) ivarsejtek keletkezése
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Homologous
chromosomes

kapcsolt gének esetén

\/ Breakage and Reunion:
Chromatids crossing over exchange

Peter J. Russell, iGenetics: Copyright © Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings. c 0 m p IEtE

Az egyed mindkét szul6tol egy homolég kromoszémat kap. Az
atkeresztez6édés (crossing over) a homolég kromoszémak nem-
testvér kromatidai kozott torténik.

uj allél kombinaciét eredményez.
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Anaphase | Metaphase li

u_aﬂd.'la' !-’"r,‘b
Late Prophasel Metaphasel
Crossing
over
% |

Gametes
() L)
W) (©Q

\f

...and end up in
different gametes.

Anaphasell
L X 2
Q) i
N Recombinant
2 \ chromosomes | |
c i\
— Genes may switch from a chromosome to
) its homolog by crossing over in meiosis I. In meiosis Il, genes that | | ...will then assort
v .  are normally linked... ndependently...
\U Figure 7-4
_U Genetics: A Conceptual Approach, Third Edition
g & 2009 W.H. Freeman and Company
S « Minél tavolabb van két gén a kromoszéman annal nagyobb
O valésziniiséggel jatszodik le atkeresztez6dés kozottiik a meidzisok sora
g  Arekombinacids frekvenciat mérve a gének kozotti tavolsagra
o kovetkeztethetiink.
O
T . " . .
* 1% recombinans (0,01 gyakorisag) = 1 map unit (mu) vagy 1cM

(centimorgan-T.H. Morgan tiszteletére )

Altaldnossagban egy tipikus kromoszéma: 200 mu

—~—

Pl.: 12% recombinans (0,12 gyakorisag) = 12 mu vagy 12 cM

Altaldnossagban egy tipikus gén = .01 mu or 60,000 nucleotides




Kétpontos térképezés

A B S RIS
Gameles

I N A B a b
¥ D T -
5 g & 7] a b

< l_. Miesiotic diploid (F) (Testar)
£

T, A B
45 ‘t‘g l Parental type
>0 a b > 50%
& 2 :

E

\g ‘_U_ l = Parental lype

> O
o
N
b o
B )
5 O
|
u.}I
: a b

Teslcross progeny 4 b

=

Recombinant

- A Recombinant

A kimutathaté kapcsoltsag esetén a rekombinansok aranya mindig
kevesebb mint 50 szazalék.



Kétpontos térképezés

Ha tesztkeresztezésben a rekombinacids gyakorisag

= két gén esetén kisebb mint 50%, akkor a két gén ugyanazon
2 kromoszéman kapcsoltan talalhato.

v,

=

5

§ Amennyiben a rekombindcids gyakorisag 50%, vagy nagyobb, a két gén
A nagy valdszinlséggel nem kapcsolt, és kiilonb6z6

5 kromoszomakon helyezkedik el, de az is lehet, hogy azonos
£ kromoszoman de nagyon tavol talalhato.
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Azonos kromoszoman egymastol tavol elhelyezked6
mendeli l6kuszok nem mutattak kapcsoltsagot.

erwdnn it
T kA 'I'!-’"r,‘
|
L 2y o
T2
T

=Bl 5.6. tablazat. A Mendel dltal vizsgalt het
Q) . F .

o N tulajdonsag kromoszomalis
Vi o Sl
= é lokalizacigja
=
20 5 - | ;
R Tulajdonsag Kromoszoma
o
el Maghé| szine (sirga—zold) { }
‘E —8 Viragszin (lila—fehér) l
2 O Hiivelvielszin (sima—rancos) 4
= _g' Virigok helyzete (oldalsé—vegilld) 4
N T Szar (magas-alacsony) 4
u Hiively szine (sarga—zdld) 3

Mag alakja (kerek—szogletes) 7
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A rekombinacios térképezeés lépései

1., Tiszta keresztezések

P legalabb két génre Ismert, de egymastol eltéré
e genotipusu sziilék, vagy sziiléi vonalak
M Q)
v {_;‘) 2., F1 tesztkeresztezése
S e
éh IE F1 egyed x ismert genotipusu egyed (teszter)
£ _
43 4 3., F2 utodokban a sziiléi és rekombinans utodok szamoldsa
@_8 Tvg* 157
L pr-vg
=
E 5 prvg 146
th N
= _% prt vg 965
S O
A 3T prvg’ 1067
osszesen: 2335

4., RF szdmolas: 303 : 2335x100=12,9 cM
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A terképtavolsagok additivak

Map based on A-B recombination ..L , 'l“

Map based on A—C recombination 'l"

c A B8

- 3 m.u - R e -

Possible combined maps - 8 m.u. -
A c B

- F M, .2

A2 e

Mivel a térképtavolsagok additivak, A-B és A-C tavolsaga két
lehet6séget ad B-C tavolsagara nézve.

A, B és C gén meghatarozott helye a kromoszéman a Iokusz.



A kettés rekombinacio nem mindig észlelheté genetikai
modszerekkel

ct+ cvt

IZQA: 4

v cl+ cvt

nszé

Ta

Bl A% ct (. cv

etem, MKK-K

Cihe '\-u,_"'-
o o . 2y %, T e T C T .
P a5 1 P e k-'\-' o 'H. A A A B T '\-: &s PR .-' '\p-' o .?' < o AR A :-'\-'-'\--'\--M-cs -a--c-a' :-'w T -a-'\-q,..
Q) "U) R R R T SR R B e
=, v+ ct cv
@) e R R R S SR R e R e e e B e e e R R ]

an E
alk

Id

* A kettds atkeresztez6dés olyan rekombinans kromatidokat
eredményez, melyek allél elrendezdédése a két szélsé gént tekintve
megegyezik a szuldi elrendezédéssel.
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Génsorrend meghatarozasa a kettos rekombinans

osztaly segitségevel

Possible gene orders Double recombinant chromatids Kf)ZépSC'S gén'

ct+ cv+ v ct cv ™t

R B A S
B

TI
k’Q"’

o i
oy Fd Ct
A o st

e T TN . Y . P T

AT e A TR, . R R R R R

RS S R e e R Lo B AT oo S

ct cv v+t ct * cv

’/

nsze
&

cv+ ct * v+ cv+

i e e

Ta
_'11
-~

e
Si
<

etem, MKK-K
a

A A
9 e

e el ettt | R O e P LS B e T T b R S

£ L G e R R e it

cf i cv ct v cV

an Egy
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ct+ cv+ V ct * cv v

I i
CETEIEEE TR e R i Ccv

ct oV vt ot cvt v+

Harom gén esetén csak harom sorrend lehetséges. A sorrendek ugy
valtoznak, hogy mindig masik gén kerul kozépre.

(A megforditott sorrendeket azonosnak tekintjlik.)
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Possible gene orders

Double recombinant chromatids

v ct+ cvr

vt ct cV

A o £EF i
AR A AR A A RS A Sl e
RS Ry R

v ct cvt

AR ]
R

cv+

cf v cVv

h, %‘ 5,-_?:\."‘:-\";\
i ¥

e o eyl Sy ol e, e el R ST oy

TR Y

cvt

SN T AR B e e L T
AR R R

ct* cvt v
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Legritkabb kategéria:

v ct +

Ezért a ct gének kell
kdzépen lennie.

« Harom gén esetén csak harom sorrend lehetséges. A kétszeres
atkeresztez6dések minden lehet6sége kozul csak az abra els6 soranak
génsorrendje esik egybe a kapott adatokkal.
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3 pontos térkepezésnél az a gén van kozépen,
amelyik a legritkabb rekombinaciés osztalyban a
szuloi genotipushoz képest eltérést mutat.
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3 pontos térkepezésneél a két gén kozotti
terkéeptavolsag helyes kiszamitasahoz a
kozéjuk eso kettos rekombinans osztalyt
kétszeres szorzodval kell figyelembe venni.
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Rekombinacids analizis:

Szul6i kombinacidk: + cvctésv + +

cv — v viszonylatdban rekombinans
V cv és + +: 45+40+89+94=268
RF =268/1448 = 18,5%

v — ct viszonylatdaban rekombinans
v ctés + +: 89+94+3+5=191
RF=191/1448 =13,2%

ct —cv viszonylataban
cv + és + ct: 45+40+3+5=93
RF =93/1448 = 6,4%
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Drosophila tulajdonsagok: v-sotét szem, cv-keresztvéna hidny, ct-lecsipett szarny

lj - P +/+, ct/ct, cv/ev  x  Vv/v, +/+, +/+

AVARI\Y) . .

< N / Rekombinacids analizis:

w

M / el sre - SRy s

= g 1 e ix ey e O SzUil6i kombinaciok: + ct cvés v + +

e = cv — v viszonylataban rekombinans

Y 35 + +

9 B { v + + 580 veves

a _8 + ct cv 592
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[ 5 % + cv 45
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osszesen: 1448 + ct cv
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+/+, ct/ct, cv/ev X v/, +/+, +/+
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/ Rekombindcids analizis:
/ el 270 . TSNP s
W e EX e et i O SzUl6i kombinaciok: + ct cvés v + +
lj = cv — v viszonylataban rekombinans
P v + + 580 y
ﬁ 2 + ct cv 592 vevest+
5 o % + cv 45
- |._. ><

g " S + ct + 40
59
a O v >< ct cv 89
w2 ¥ + 5 94 ct

—— 1 1
\% O v >< ct >< + 3 — 1 _'_ [

> 1 1

Osszesen: 1448 + cv

A hiba oka az, hogy v-cv tavolsag szamitasakor nem vettik figyelembe a kett6s
rekombinansokat.

A korrigalt érték: 45+40+89+94+3+3+5+5 = 284 RF = 284/1448 = 19,6%
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A nagy tdvolsdgot dtfedé kétpontos térképzéssel nyert adatok
pontatlanabbul becsiilik a valds térképtavolsdgot mint a 3 pontos
adatok, mivel a tobbszérss rekombindcios kategdridt figyelmen
kiviil hagy jak.
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A térképtavolsdgot a rekombindcios gyakorisaggal (RF) mérjik.

= rekombindnsok atlagos szdma

RF = rekombindns utédok szdma
B osszes utodok szama

ll'(?x

Y Az RF azonban pontatlan mérészam.

VL

V7

= é Hogyan pontositottuk a 3 pontos térkép adatot?

Sl Figyelembe vettiik a nem ldthaté crossoverek szdmdt is. A lathaté

Rt<ill rekombindciés események mindegyike is crossoverbél szdrmazik, ezért ha két

& 9 én kozott meg tudndank szdmolni az 6sszes crossoverek szamat, akkor pontos
o 9’ / 9 /7 3 3 p

sl térképadatot kaphatndnk. Ez azonban technikailag megoldhatatlan.
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Ami a térképtdvolsaggal ténylegesen ardnyos, az valéjdban a gének kozé esé
atkeresztezddések (crossing overek) dtlagos szama.

Kis géntdvolsdg esetén a két szam kozel azonos. Nagy géntdvolsdgndl
a crossoverek szdma jelentésen nagyobb mint a rekombindnsok szdama.
A kérdés az, hogy pontosan mennyivel?



A kétpontos térkép kis géntavolsagnal pontos

Tanszék
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2 kozeli 16kusz kozott lejatszodo atkeresztez6dés (crossover) esélye kicsi, a
tobbszoros atkeresztez6dések valdszinlisége pedig szinte elhanyagolhatd (két
pici szdm négyzete elhanyagolhatdan kicsi).

’/

A kétpontos térképezés adatai ezért kis géntavolsagok
esetén pontosak megbizhatoak.

Halgazdalkod
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2 tavolabbi |6kusz kozott lejatszodo atkeresztez6dés esélye nagy, a tobb-szoros
atkeresztez6dés valdszinlsége pedig a tavolsaggal aranyosan
(az egyszeres crossoverek hatvanya szerint) né.

pl: Ha a tavolsagot 2 cM rél 20 cM-ra (10-szeresére) noveljik, a 2-szeres
crossoverek valdszinlisége 0,022=0,0004-rél 0,2%2= 0,04-re, 100-szorosara né.

A kétpontos térképezés adatainak pontossaga a géntavolsag
novekedésével hatvanyozott aranyban csdkken, a tényleges
fizikai tavolsagnal pedig egyre kisebb értéket mér.
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Két lokusz kozott fokozatosan névelve a tavolsdgot elérjiik azt a hatdrt
amikor a tobbszéros dtkeresztezédések biztosan beksvetkeznek.
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¥
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A tobbszorads crossover a vizsgdlt markergének szempont jabal
kétféle kimenetel( lehet:
vagy eredményez rekombindciét, vagy nem.
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A kétpontos térkép nagyon nagy géntavolsag esetén nem mutat kapcsoltsagot

2 igen tavoli lI6kusz kozott lejatszodd minden paratlan szamu atkeresztez8dés
rekombinaciot eredményez.

T

A B
XY
V4 7)) a b
=
= O
Sl=
9% 2 igen tavoli lI6kusz kozott lejatszodo barmely paros szamu atkeresztez6dés
m \U 7 . 7 e 7
>0 A nem eredményez rekombinaciot. B
w 2
S ‘O

a b

Mivel a crossoverek fele paros, fele paratlan szamu, ez tavoli I6kuszok esetén
pontosan 50% RF-et eredményez.
A két gén kozott kdzvetlenil mérhet6 legnagyobb tavolsag tehat soha nem
haladja meg az 50 cM-t. Ekkor a gének nem tlinnek kapcsoltnak.
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A kétpontos téerképezés a Haldane fliggvénnyel

vontosithato
°/ .
° ¢ rovid szakaszokon mért
—~ /’ tdvolsdgok Gsszege
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valodi térkeéptavolsag

A két fiiggvény kis tdvolsdgok esetén egybeesik. A pontos
térképtavolsdgok mérésének egyik megolddsa a lehetd legkisebb
szakaszokkal t6rténé térképezés. Ez azonban nehézkes, munkaigényes,
és egy sor élélény esetén nem lehetséges.
A megolddst a térképfiiggvény adja
(A térképfiiggvény = a kék goérbe fiiggvénye).

Szent Istvdn Egyetem, MKK
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Egy kromoszoma rendszerint tobb mint 50 cM hosszusagu.
A térképezés soran mindig kozeli I6kuszokat térképeznek
egymashoz, és az adatokat térképfliggvénnyel pontositjak.
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Thomas Hunt Morgan Drosophila kisérlete |.

szemszin: (purple = lila) és pr* piros
szarnyhossz: vg (vestigial = csokevényes) és vg* normalis
X
=
LN
X W . ,
é g P vgvg néstény x priprvg*vg* him
g
£
% o F1 prpr vgvg* néstény x  prprvgvg him
w 2
83
= 1 . + &
k7 g F2 fenotipusa: prtvg 1339
+~ O
= vg 1195
N T
& pr-vg 151
vg* 154
| osszesen: 2839



T.H. Morgan Drosophila kisérlete II.

Felcserélt allél kombinacio

X
=
S N . _y et hi
¥ v P priprt vgvg néstény x prprvg*vg* him
= O
e
S N F1 pripr vg*vg néstény x prprvgvg him
& S
W
25 . +
£ R Utodok prtvg 157
H O
) prvg 146
g O
» -+ prvg 965
prvg?* 1067
osszesen: 2335
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A rekombinacidés gyakorisag (=RF vagy
rekombinacios frekvencia) szamitasa

Morgan kisérletében az F2 geno- és fenotipusos megoszlasa:

Szul6i kategoriak:

Rekombinans kategoriak:

prt vg* 1339
pr vg 1195
prt vg 151
pr vq* 154 305
osszesen: 2839

Rekombinansok szama: 151+154=305

Osszes utéd szama: 2839

Rekombinacidés gyakorisag: rekombinans utédok szama
osztva az osszes utdéd szamaval.

305/2839=0,107=10,7%, nyilvanvaléan kisebb mint 50%.



GENTERKEPEZES ALLATOKON
Genetikai markerek
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Genetikai markerek
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Definicio: (konyvjelzOk) Jelzesre alkalmas
feheérjck, gének, DNS szakaszok amelyeknek
tobb valtozatuk (alleéljuk) van.

A

Tipusai:
* Fenotipusos bélyegek (testforma,szin,
pikkelyek, uszosugarak)

Szent Istvan Egyetem, MKK-K
Halgazddlkoddsi Tanszék

* Fehérje polimorfizmusok
* DNS polimorfizmusok

—
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Fehérje polimorfizmusok |.

Allélek (mas méret, mas szerkezet, mas tdéltés)
keményito gél, poliakrilamid gél,

specifikus festési eljarasok

mintazat eltérésének értékelése



Fehérje polimorfizmusok Il.

El6nye:
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e a kidolgozott rendszer mas fajok vizsgalatara is
alkalmazhato
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Hatranya:
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e 2-3 tucatnyiizoenzimet azonositottak

e Az allélek szama viszonylag alacsony(5-6) Ennek
oka, hogy a fehérjék szerkezete meglehetb6sen
kotott.

A genom kédold 1-3%-abol szarmaznak

Szent Istvan Egy
~> Halgazddlkod



DNS markerek

Nem csak a kodolo régiobdl szarmazhatnak. A genom teljes
hosszaban megtalalhatoak.

-KTI

 Altaldban ismétl6dé DNS szekvenciak (Variable Number
Tandem Repeat, VNTR) amelyben az ismétl6d6 szakaszok
2-64 bp hosszuak

* sok lehetséges allel (20-30)

kimutatasuk:

Szent Istvdn Egyetem, MKK

e Restrikcidos enzimekkel
* hibridizacioval
e PCR-el
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RESTRIKCIOS ENDONUKLEAZOK

[-es tipus [I-es tipus (98%) [I1-as tipus
pelda EcoK EcoRI EcoPI
felismerOhely AAC(N6)GTGC GAATTC AGACC
hasitasi hely ~1 kb-ra 5’-foszfat 24-26 bp-ra
metilacio AMAC(N6)GTGC GA"ATTC AG"ACC

nukleaz és metilaz

egy-egy alegység
(hsdR, hsdM gén)

kiulon enzim

egy-egy alegység

hasitas kofaktora

ATP, Mg*", S-AdoMet

M g2+

M g2+

metilacio kofaktora

ATP, Mg, S-AdoMet

S-AdoMet

S-AdoMet

3000 II-es enzim, >220 felismerdhely (750 baktérium torzsbdl)
*izoskizomerek:




RESTRIKCIOS ENDONUKLEAZOK

—

— tetra-, penta-, hexa-, oktanukleotid, abszolut v.

specifitas:

-3’
G-5

E ;
z N részleges
- . . . 7 . 7

§ E — szimmetrikus (palindrom)/ van kivétel
£ ._ BamHlI :
- AT
%'8 CCTAGG
L . oo
=5 — Ragados/ tulnyulé vég:
§ }g BamHI : 5'-
+ O 3’-CCTAG
g S _
AL — Tompavég veég:

EcoRV: 5’- -3’

3'-CTA TAG-5'



Gel elektroforézis
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DNS FRAGMENTUMOK SZEPARALASA

Agaréz gél elektroforézis (1o i7irr

A

Poliakrilamid gél elfo |
“Pulse-field” gél elektroforézis (PFGE)

r J . F T P
raloond 'O) OO0 D1 2 0000 000 bn

Szent Istvan Egyetem, MKK-K
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Southern hibridizacio
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Polimeraz lancreakcionak (PCR) .

- Termophilus aquaticus-bdl héstabil DNS polimeraz.
(Saiki et al., 1985; Mullis and Faloona, 1987)
- DNS szakaszok szelektiv felsokszorozasa

A

- Rendkivil kis mennyiségli DNS-b6I / szévet -b6l ( 1 cm?
uszo, 1-2 pikkely, 100ul vér, 1 napos ivadék)
elvégezhetd.

- Tucatnyi 6sszetevd, egymashoz viszonyitott aranyukat,
valamint a hémeérsékleteket optimalizalni kell.

- JOl reprodukalhaté
* Reakcid: 3 [épés ciklikus ismétlése
- a kivalasztott szakasz minden ciklusban megduplazodik
(30 ciklus végén 23°= 1073 741 824)

Szent Istvan Egyetem, MKK-K
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Polimeraz lancreakcionak (PCR) II.

1.) Denaturacio:
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5 3 92-95 °C-on

g 2B 2.) "annealing” v. feltapaddas

e = A primerek hibridizalnak 50-60 °C korali homeérsékleten a
£ DNS azon szakaszaira, melyeknek a bazissorrendje ezt

L§§ lehetdve teszi

g ‘% 3.) Lanchosszabbitas v."elongacid”:

A §1 A primerekrdl kiindulva 72 °C -on a Taq polimeraz lemasolja a
S S DNS-t.

Vp)

4

a DNS spiral két szalanak szétvalasztasa,
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Akrilamid gélelektroforézis eredménye
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Miniszatellit (DNS ujjlenyomat, RFLP)

* 16-64bp-os ismétlédd szakaszok (10-15bp-os magszekvenciaval)

A

Rekonbinacids forro pontok

e Kimutatasuk:
- A genom restrikcios feldarabolasa

- Agaroz gélelektroforézis (nincsenek elkilontlé
fragmentek)

- Nylon membranra kotik a DNS-t
- Radioaktivan jeldlt mag szekvenciaval hibridizalnak

Szent Istvan Egyetem, MKK-K

- Csikmintazat értékelése
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Miniszatellit (DNS ujjlenyomat, RFLP) II.

* Sok szovet / DNS kell hozza

* Hosszadalmas

e Bonyolult mintazat

* Kiértékelése hibakkal terhelt

e 1500kb-onként van egy repeat

* inkkabb a kromoszomak végeire
lokalizalodnak.
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Mikroszatellit markerek

1-6 bpnyi ismétl6déseket tartalmazo repeat
keletkezésukre tobbféle magyarazat van

halak genomjaban minden 10kb-ban van egy
Analizisuk specifikus PCR reakcion alapul.

A primerek a hatarolo szekvenciakhoz tapadnak.

A kapott fragmentek 50-300bp hosszual (halaknal
szignifikdnsan hosszabbak, mint emI&s6knél)

Kimutatasuk:

 poliakrilamid gélen (radioaktiv jel6lés,
ezlstfestés),

* specialis agaroz gélen (etidium bromid)
 vagy kapillaris (fluorescens)
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Ponty tenyészallomanyok genetikai gazdagsaganak
felmérése MS analizissel
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Mikroszatellit markerek II.

* El6nyok:
= — kevés DNS-t igéntel
e
z x —gyors
g g — kodominans (homo- és heterozigotak elkiilonithetbek)
e - —Magasfoku polimorfizmus (25-30 allél)
43 \‘é —kozeli rokon fajokban is mukodhet
>h_U ’ V4
ticl °© Hatranyok
S ‘O —lzolalas koltséges (szamitogépesen ismert szekvenciakbal,
S S Izol4las kolt ( t t szek kbl
E N génkonyvtarbdl szekvendlast kovetSen)
= _g‘ —A genomot egy ponton vizsgalja (multiplex reakciéban2-3 helyen,
ﬁ T reakcidk keverhetdk, fluoreszcensen azonos mérettartomanyban

is vizsgalhatdak)

—
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Szekvenalas
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Adat elemzes \
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Egyeb specifikus PCR alapu technikak

mtDNS PCR-RFLP
— valtozékony régidkat felsokszorozasat koveto restrikcios

P
" et ey
3 hy
s
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% =

Tanuair
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VARV

% N analizis

=5 — j6l alkalmazhat6 kisebb valtozasok kimutatasara

% ;g  EPIC-PCR(Exon-Primed Intron Crossing PCR)

L§§ — Az exonok kc?nzervatl'v végeirdl kiindulva sokszorozza a
535 valtozeékony intronokat

> O
e

N
M o
)
s ©
N
u*;I

— molekularis taxondmiai célokra jol alkalmazhato
— kombinalhato az RFLP technikaval

— Kereskedelemben kaphatdk e célra hasznalhato jo
eséllyel hasznalhato primerek.



Random Amplified Polymorphysm of DNA (RAPD)

 Williams et al., 1990; Welsh and McClelland, 1990

A

e Egy 6-10bp hoszu primert hasznal
e Tobb ismeretlen DNS szakaszt sokszoroz fel (3-30)
 100bp-3500bp hosszu fragmentek

* A mintazat egyes csikjai minden egyedben megtalalhatoak
(momomorf), masok valtozatosan fordulnak el6 a
kiilonb6z6 egyedekben (polimorfok)

Szent Istvan Egyetem, MKK-K
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PCR

10 bp PRIMERS
@ d d QMW

0 J F 9MW
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Ismeretlen genomon is alkalmazhato

Az eljaras minden fajon mikddik azonos

korilmények
A primerek o

forgalomban

KOzott
csOak és kereskedelmi

kaphatok

Gyors, egyszeru
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Egy primerrel mikodik /tovabbi
primerek, vagy restrikcios hasitasok
teljesen megvaltoztatjak a mintazatot.

Nagyon érzékeny a reakcio
kdrilmeényekre

Nem kodominans, hanem dominans-
recessziv modon oroklodik

A csikok eredete és egymashoz valo
viszonya nem ismert



Amplified Fragment Lenght Polymorphism (AFLP)

crwd
i JEEe ; I,'}:“.
£
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L& SZDALY
Tt

Genomot restrikcios enzimekkel feldaraboljuk

TI
k

A végekre adaptorokat ragasztanak (ligalas)

é

 Horgonyozott primerekkel végziink PCR-t

Tansz

* Poliakrilamid gélen, vagy kapillarison valasztjuk
el

’/

asi

e Ezlstfestéssel radioaktiv, vagy fluoreszcens
jeloléssel detektaljuk

Halgazdalkod

* A horgonyok bazisosszetételének valtoztatasaval
valtozik a mintazat

Szent Istvan Egyetem, MKK-K
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Genomi DNS

Restrikcids hasitas

Adaptorok ligalasa
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Horgony primerek
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SNP — Single Nucleotide Polymorphism

A human genomban atlagosan minden 1000 bp-ban 1 eltérés a homolog
kromoszomakban, mashol 100-600 bp-omkant is lehet.

SNP: Single-nucleotide
polymorphism

Synonymous SNP: No change in
amino-acid sequence

Non-synonymous SNP: Altered
amino-acid sequence

Polymorphism: DNA variation in
which sequence is present in at
least 1% of the population

Most common type of genetic
variation

— May occur every 100-300
bases




Egyéb eljarasok

e Reprezentacios Differencia Analizis (RDA) két
genom kozotti kilonbsegeket lehet
felerdsiteni vele

perkdi
gl TR
3= Ay
4 o g,
L& 3 o
Tt

A

e Expressed Sequence Tag (EST)

gének azonositasara és térképezésére

Szent Istvan Egyetem, MKK-K
Halgazddlkoddsi Tanszék
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Markerek felhasznalas |.

* Természetes populaciok genetikai diverzitasanak
felmérése: (Virk et al., 1995; Xiao és mtsai, 1996; Apostol
és mtsai 1996), ahol a mikroszatellitek nem allnak
rendelkezésre.

 Tenyésztett vagy természetes fajok, alfajok, variansok,
hibridek valtozatok elkulonitése: A RAPD-ot a kdvetkezd
halfajok ill. azok alfajainak elktlonitésére alkalmaztak
sikerrel: tilapia (Oreochromis niloticus, Bardakci és
Skibinski, 1994; Dinesh és mtsai, 1996), kulonbo6z6
tropusi halfajok (Dinesh és mtsai, 1993)
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Populaciok genetikai
meghatarozasa RAPD markerekkel.

Fragment(bp)

\Egyed
364
280
222
152
140
116

98

75

Egyedi kod

A

—_ = | O | OO ||| = |

10100101

11011010

11000011

01010101
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Ponty tenyészallomanyok genetikai gazdagsaganak
felmérése RAPD analizissel

Figgelék I1. Tablizat: Az egyes

primerekkel kapott bindris kodok szdzalékos megoszlisa a dinnyési és tatai-D

allomanyokban
Drinnyési Tatai-D Dinnyési Tatai-D Dinnyési Tatai-D

BN OFPM-14 BN OPE-12 BN OPQ-09

Egved % Egved % Egyed % FEgyed % Egyed % [Egyed %

SZam sZam s24m sZAM sZam SZAM
9 25 128%m 0 0.0% 6 2 1.0% ] 2 8% 44 120 61.2% 13 36.1%
11 48 245% 14 3B9% 14 23 117% 6  16.7% 45 48 24.5% 14 38.9%
15 22 112% 0 0.0% 15 16 B.2% 5 13.9%:5 46 5 2.6% 4 11.1%
25 20 102% 0 0.0% 22 12 6.1% 3 8.3% 47 3 1.5% 2 5.6%
27 37 189% 16 44.4% 23 10 5.1% 2 5.6% 1] 11 5.6% 0 0.0%
3l 18 92% i 2.8% 30 91 464% & 222%: 6] 5 2.6% 3 8.3%
41 4 2.0% 0 0.0% 3l 42 214% 11 30.6% 62 3 1.5% o 0.0%
43 10 5.1% 2 5.6% a3 | 0.5% 0 0.0%
47 4 2.0% l 2.8%
59 5 2.6% 2 5.6%
63 3 1.5% 0 0.8
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Fajok, alfajok, variansok, hibridek, valtozatok,
egyedek elkulonitése

Marna (Barbus barbus) Petényi marna
(Barbus meridionalis Petenyii)
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Markerek felhasznalas II.

Tenyészpopulaciok beltenyésztettségi fokanak
vizsgalata: Els6sorban nagyeml6sok (Kantanen és
mtsai, 1995) esetében alkalmazzak

Géntérképezés

Androgenezis és gynogenezis ill hibridizacio
sikerességeének ellenbrzése:

Szexspecifikus markerek izolalasa:

e Szarmazasellenorzés

Korokozok azonositasa és jellemzése



Interspecifikus androgenezissel léetrehozott
aranyhalak vizsgalata RAPD analizissel
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Interspecifikus androgenezissel létrehozott aranyhalak
vizsgalata RAPD analizissel

ANDROGENIC GOLDFISH HYBRID
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Interspecifikus androgenezissel létrehozott
aranyhalak vizsgalata RAPD analizissel
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A genom darabolhaté / klonozhato.

— Konyvtar hozhato létre

A

STS (Sequence Tagged Site)

— A genom egyetlen pontjan,

— egyetlen kopiaban megtalalhato,

— 200-500bp hosszusagu DNS szakaszok

(gyakorlatilag csak az ismétl6dd és tobb kdpias
szekvenciak nem tartoznak ide),

Szent Istvan Egyetem, MKK-K

— amelyek jelenléte biztosan azonosithato.
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 Megkereshetbk az egy adott STS-t (gént
/markert) hordozé klonok.

* Az klonok egymastol fuggetlenul
vizsgalhatok

 Atfedd darabokkal 6sszerakhatd /
lefedhetd az egész genom
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CONTIGous block of clones — egybefiiggd klon
sorozat
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Cel: a vizsgalt régi6 maradéktalan 6sszeillesztése
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dSItas resStrikCios enzime

Felismerd | Felismerd helyek
hely tavolsaga (bp)
4bp 256
S5bp 1024
6bp 4096
7bp 16 384
8bp 65 536
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J K

enzimekkel
Haploid Varhato fragment szam
Faj Felrionn 4-es 6-05 8-as
(bp) hasité | hasité | hasit6
E. coli 0,49x107 | 19 140 1196 /74
Sacchargmyce 1,20x107 | 46 875 2 929 183
S cerevisiae
D. 12,83x10 | 501 171 | 31323 | 1958
melanogaster
. 320 1x10 | 12503 /81
H. ’
sapiens 5 906 494 48 843




\ 4 bazis el6fordulasi gyakorisaga kiilénb6z6

Pl.: Human genom 40% -ban tartalmaz G+C

ek

\ citozin gyakran metilalt ez gatolja a restrikcios
nzimet

Tansz
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Pl.: Notl (8bp- GCGGCCGC)

Vart atlagos méret 65 kb
Valdsagban 1000-1500 kb
(E. Coli 74 fragment helyett 20)

Szent Istvan Egyetem, MKK-K

Halgazdalkod

TAG szekvencia ritkabban fordul el6 a vartnal
(Bfal-4, Spel-6, Xbal-6, Nhel-6, BInl-6)
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Egyforma fragment meéret

Vektornak megfelel0 méret
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Genomdarabolas a gyakorlatban

4-6 bp felismerd enzimek tul kicsire vagnak
8bp felismerd enzimekkel
Tobb enzimmel egymastol fliggetlen emésztés

Részleges emeésztések 6-8 bp felismerd
enzimekkel (atfed6 klonokat eredményez)

Szent Istvan Egyetem, MKK-K
Halgazddlkoddsi Tansz

Szukseges a meret szelekc10
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Electrophoresis)

|
*) ()
Tp

30 kb-2 Mb

OFAGE (Orthogonal-Field Alteration Gel Electrophoresis)
FIGE (Field Inversion Gel Electrophoresis)
TAFE (Transversely Alternating Field Electrophoresis)
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Sziikséges fiiggetlen klonok szama nagyobb, mint
az atlagos fragmentmeéret alapjan kalkulalt

sziikseges klonok szama
clofordulas valoszinusege
fragmentmeret alapjan
varhat6 klonok szama
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e Atlagos fragmentméret: 20 kb

A

e Varhato klonok szama:
3,2x10°/ 20 =1,6x10°

[n(1-0,95)
~n (1-1/1,6x105)

N = 4,8x10°

Szent Istvan Egyetem, MKK-K
Halgazddlkoddsi Tanszék

95% valosziniiseg 3x lefedettségnel
99% valoszintiseg 5x lefedettsegnel
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http://www.genomesize.com/
» 4000 faj / hivatkozas

Jerndan
" et ey
s Ay
£
-17_-..‘_ o
“GazpaL
Tanuair

e
£
Y g
= O
= bp DNS témeg (pg)
ST = tomeg (pg
+~ U
9 B 0,978 x 10°
S o
) e
§ ‘O
£ R
.‘_.: S (Dolezel et al., Cytometry 51A: 127-128, 2003).
= O
O
NT

* 1bp =0.978 x 107° pg

—




7 A
£l =
T -
:8 =
B = =
Ei =
Vi et

TI
k

Meloidogyne graminicola
Gyokér gumo nematoda
0,027 pg
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Rhinolophus euryale
Mediterran patko deneveér
1,87 pg

Szent Istvan Egyetem, MKK-K
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Fontos genomok

Drosophila melanogaster

Muslinca 0,18pg

(6,7x)
Mus musculus
Hazi egér 3,25 pg

(120x)

Homo sapiens
Human 3,5pg
(129x)
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Tympanoctomys barrerae
Voros viscacha patkany
(311x)

Tansz
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Protopterus aethiopicus

Szent Istv

(4920x)

<>

8,4 pg

Marvanyozott tiidoshal 132,83 pg




* Klébnozandd fragmentek mérete
(Nagyobb klon = kevesebb klon)
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e KezelhetOség

— Kisebb fragmentek kdnnyebben
klonozhatdak

— Kis fagmentek konnyebben
transzformalhatok

— Nagyobb fragnemtek konnyebben sérulnek

Szent Istvan Egyetem, MKK-K
Halgazddlkoddsi Tansz

— Nagyobb klonok kdnnyebben vesznek el

* Fag konyvtarak jobban eltarthatoak

—
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Vektorok

Atlagos inszert méret

Plazmid 1bp-12 kb
A Fag 9-23 kb
Kozmid 30-45 kb
P, Fag 70-100 kb
PAC 100-300 kb

BAC <300 kb
YAC 20-2000 kb
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inszert

, E.coli |S. cerevisiae | D. melanogaster | H.sapiens
meret
Plazmid | 10 kb 490 1200 128 300 3201 000
A Fag 18 kb 272 667 7128 177 833
Kozmid | 40 kb 122 300 3208 80 025
P, Fag | 85kb 58 141 1509 37 658
PAC
250 kb 20 48 514 12 804
BAC
YAC | 1000 kb 5 12 128 3201
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EcoRl
cloning site

Target DNA

Yeast Arificial chromosomes

Burke & Olson 1987

CEN4 _—mam

% URA3

TRP1
| | PYAC et /l) ARS - kromoszoma replikacios origd
i %/ TEL - Telomer régi6
TE& — CEN4 - centromer 1égio
BamHl = BamHI
l i l S URAJ3 - éleszto marker gén
TRP1 - €lesztd marker gén
TRP CEN
T . e s .
SR ORI - bakterialis replikacios origod
e Amp —ampicilin rezisztencia
Ligate
] ElesztObe kell transzformalni
W o ] Kopiaszam 1 / sejt

Minimum 20 kb
Maximum 2000 kb
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A nagy fragmentek a ligalas és a transzformalas kozott
nstabilak

10-60% kozotti a kiméra klonok szama
— Egylttes ligalodas
— Rekombinacié a klonok kozott
(In situ hibridizacidval tesztelhet()

Az inszertek kozépsao régioja deletalddhat (20-260 kb )
— Ligalas koézben
— Mitotikus osztodasok kozben
(gyakorisaga csokkenthet6 rekombinacid deficies torzsekkel)

agy gyakorisaggal vesznek el bizonyos YAC-ok a mitozisok
soran

em szereti a ismétl6dod és palindrom szekvenciakat

Az éleszt6 kromoszodmak nehezen valaszthatok el a YAC-oktol
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pac  loxP

Insert DNA

Stuffer

P1 and plasmid

replicons: kan', foxP
Long arm Ligate
P1 and plasmid
pac  loxP replicons: kan', loxP
: o ,
N | =gt |
Insert DNA Stuffer
115kb)

Pac extract cleaves at pac site and
inserts DNA into PT heads

lails are attached - P1 heads

and tails

Allow phage to absorb to host | |
strain and inject DNA into o e ’ |
cret host \i”/ & i
b loxP

" P : ‘\

Y. i G \ I ..I

|_-' - e, )
—> 8 | o s g i
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Cre recombinase protein circularizes injected DNA at the foxP sites.
DNA replicates using plasmid replicon. Plasmid copy number is increased by
induction of P1 Iytic replicon.

P1-derived Arificial chromosomes

Sternberg et al. 1992

Pac - Pacase hasito €s pakolas indito hely

loxP - Cre rekonbinaz felismero hely
Kan' - Kanamicin rezisztencia
plazmid replicon

P, litikus replicon

Sziikseges még:
- Pacase
- Fag fej + farok extract
- Cre* bakrérium torzs

A kopiaszam novelheté (IPTG)
Insert: 100 - 300 kb



sak 1-2% kozotti a kiméra klonok szama

A klonok stabilak (nincs jelentds deletalddas)

A

onnyen elkilonithet6ek a klonok a bakterialis
szekvenciaktol

ol toleralja az ismétl6do és palindrom szekvenciakat
A kdpiaszam novelhetd

ehéz megfeleld lefedettségl konyvtarakat |étrehozni

Szent Istvan Egyetem, MKK-K

O0bb munkat igényel
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AT1l1C1al cnromosomes
Shizuya et al. 1992

3acteria

Hind 11 BamH ArmalfSmal
Fagl . / _!“'“’[-"' Bgl 1 /5f1
Nott \ 7 , oy
Jpromete F-faktor-bol (egy kopias szex
e P lac 7 4 faktor)

=

SP6 promoter
oriS - replikacios origo
repE -ATP fuiggo helikaz
parA
parB
CmR - Chloramfenikol rezisztencia gén
loxP - Cre rekombindz felismerd hely
cosN -A terminaz koto hely

lacZ — E.coli B3 galaktozidaz

kopiaszam befolyasold gének

Kopiaszam 1-2 / sejt

Insert: 100 - 300 kb



kiméra klonok szama 1% alatti
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klonok stabilak (nincs jelent6s deletalodas)
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dnnyen elkilonithetbek a klonok a bakterialis
ekvenciaktol

Tansz
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| toleralja az ismétlédd és palindrom szekvenciakat

dnnyen kezelhet6

/

ok-fehér szelekcio

Szent Istvan Egyetem, MKK-K

Halgazdalkod

kopiaszam alacsony
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CONTIGous block of clones — egybefiiggd klon
sorozat

Cé¢l: a vizsgalt régid maradéktalan Osszeillesztése

Szent Istvan Egyetem, MKK-K

Kis felbontasu térkep YAC-bol
Nagy felbontasu térkep COSMID-bol

—

Gyakorlat: YAC, BAC, PAC, COSMID vegyesen
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IB665
B376B12
IB568
D11S4170
D1151348
D11S921
D11S1322
D11S935
D11S4045
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3. Pool : 1 sorbol 1 minta
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4. Pool : 1 oszlopbdl 1 minta

9 600 db
BAC klon

10 db PCR

10 db PCR

8 db PCR

12 db PCR

Osszesen: 40 db PCR
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Genom szekvenalas

* Egy gerinces genom 400 Mb — 6 Gb kozott van
(4x108-6x10*° bp)

Két stratégia:
e Hierarchical Shotgun Sequencing (HSS)
 Whole Genome Shotgun Sequencing (WGSS)

 White Papers: egylittes torekveés egyes genomok
szekvenalasahoz , tamogatasok megszerzéséhez
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Sl Ahole Lizard
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Laxodonta africana

Fugu
Takifugu rubripes
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Hyrax
Procavia capehsis

Kangaroo rat
Diodormys ondii
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Fetromyzon matinis

Lesser hedgehoy tenrec
Echinops telfairy

Macague
| Macaca mulatta

Marmoset
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Medaka
Onyzias latipes

Megabat
Faropus varapis

Microbat
Myotis lucifugus

Mouse
Wus ruscuiys

e Mouse Lemur
h Microcebus murinus

Opossum
Monodelphis domestica

QOrangutan
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o @
a2

attus howegichs

Saccharomyces cerevisias
Saccharomyces cerevisiae
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Tarsier
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@ Tetracdon
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Tree Shrew
Tupala belanger
\-—»{ Wallaby
Macropus engenil

Xenopus tropicalis

- Zebra Finch

Taeniopygia guttata

Zebrafish
Danio rero
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Szarvasmarha géntérképezés

Gazdasagi jelent8ség
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Elelmezési szempontok:

Tej-, és hustermelés

29 par autoszéma, X, Y
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Szarvasmarha géntérképezés

Projektek

ROSLINI INTEZET
INRA
USDA-MARC
CSIRO

Indu brazil

Charolais




Nemzetkozi szarvasmarha referencia panel

(IBRP)

=

CSIRO Referencia csaladok Brahman x Gir x Indu Brazil 46
Szimmentali x Brahman 13
Ausztral Friz x Sahival 68
'_—_q Texas University Referencia csaladok \ 56
X _ ) N'Dama x Boran
RS ILRAD18 Referencia csalad 65
:ul-i 5‘) BovMap Referencia csaladok Holstein 36
M Normande 19
= C Charolais 10
E‘ = USDA-MARC Referencia csalad Gelbvieh x Szimentali x Piemonti x Hereford 15
i \G IRRF Referencia csaladok Aberdeen Angus, Gelbvieh, Simmental 459
0‘>)~. ‘8 South Devon
LB1 g Forras:www.cgd.csiro.au/cgd/cgd.families; http://www.beef.crc.org.au/default.asp?page=/research/program+1
S O
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Genetikai térkép

Ezt egy olyan térkép el6zte meg amely 4, mar addigra elkészult

térkép 0sszevonasaval jott létre

746 marker (600 mikrosztellit)
31 kapcsoltsagi csoport
Térkép hossza: 3532 cM

Kés6bb mar csak a felbontas novelése
konszenzus térkép (pl: BTA24)

-
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Fizikai térkép

RH panel:

» BovR5 (Womack és mtsai 2002.)
» RH4,000 (Reymond és mtsai 2002 )
» RH3q00 (Williams és misai 2002)
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Osszehasonlitd térkép
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Ozawa és mtsai 2000.

Szarvasmarha
dsszehasonlito térkép az
ember és az egér
viszonylataban
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Fizikai térkép

BAC kdnyvtarak:

» 6X- os takards (Ureta-Vidal és mtsai 2003)
» 5x-0s takaras (Zhu és mtsai 1999)
» 11-12 x-es takaras (Warren és mtsai 2000)

» 10,7 X-Ls takaras CHORI-204 (bacpac.chori.org)

Ezek alapjan 15x-6s takarasu BAC térkeép
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Juh genetikai térkép I.

Referencia csaladok

USDA-MARC

KTT
kST |

(suffolk x romanov) x romanov
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(romanov x rambuillet) x romanov

£

(rambuillet x romanov) x romanov
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Referencia csaladok

IMF

9 csalad, 3 generacids pedigrék

A keresztezéshez felhasznalt fajtak:
Texel

Perendale

Coopworth

Merino

Romney



Genetikai térkep IlI.

e 1998-ban USDA tette kozzé
519 marker (101 juh mikroszatellit, 402 szarvasmarha

parein
gl TR
s ‘h
s
-17_-..‘_ o
G
TansIv
V)

= mikroszatellit, 16 gén)

v N atlagos marker tavolsag: 6,5 cM

%é térkép hossza: 3063 cM (autoszomakon)

N

08

Nl © 2001-ben IMF felhaszndldsaval

s 1-3 1062 6kusz

% = térkép hossza: 3400 cM (autoszémakon), ké
5+ ivar atlagara vonatkoztatva ~ 132 cM - X kromoszomal

4



Fizikai térkép

 BAC konyvtar: 3x fedettség 123 kbp inszertméret

TI
k

é

* RH panel — INRA dolgozta ki
- RH 5000
- RH 12000 (Shay és mtsai 2001.)
- (RH 10000) (Andre Eggen)
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Cattle Chr 28
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MARC 2003 Map)
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Human Chr 4
(191 Mb Build 33)

Sheep Chr 26
(71.1 ¢cM vd 1)

POLHE
Human Chr 8
(145 Mb Bulld 33)
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populaciok
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*Genetikai térkeép
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Fizikai térkép

*Osszehasonlito térkép
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Sertés

Géntérképezési projektek:

9

i PigMaP

Ej 18 eurdpai, és 7 egyéb csoport USDA-ARS
S (USA, Japan Ausztralia) amerikai csoport

INRA

francia csoport

Szent Istvan Egyetem, MKK-KTI
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Géntérképezési koordinacios program
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Sertés

Térképezési populacidk:
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Sertés

Genetikai térképek
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Kromoszoma szam: 18 autoszéma és az
ivari (X,Y) kromoszémak
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Genom méret: ~3 x 10°bp
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Terkeépezett lokuszok:
Gén: ~ 1000

Mikroszatellit: ~ 1700
AFLP marker: ~ 2300

Szent Istvan Egyetem, MKK-K
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Rotchschild, 2003
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Sertés

Fizikai térképek

F x
AR . ci1 o1 -
~ N * Szomatikus sejthibrid panel
— =
=  Radiacids hibrid panel
§ G IMpPRH, 0 IMNpRH2, 500 SSRH
v 0
ks * BAC konyvtar
~
\§ O 150 kbp inszert hossz - x 5 fedésti - roslini PigEBAC
O
E 5 165 kbp inszert hossz - x 10-11 fedésti - RPCI-44
)
3 x 10 fedésti - CHROI-242
S
P

x 5 fedést - INRA

* YAC konyvtar
589 kbp inszert hossz - x 6,5 takaras - roslini PigEBAC
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Géntérképezési projektek:

Wageningen Compton

Groenen Crittenden

Fehér Plymouth Rock
Fehér Leghorn

F2 keresztezés Back cross

465 utdéddal 52 utéddal



Kromoszoma szam: 38 autoszoma
es
az ivari (Z, W) kromoszémak

Tanszék

Him: ZZ - heterogametikus
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Toj6: ZW - homogametikus

e makrokromoszomak
* mikrokromoszémak (5-20 Mb)
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Citogenetikai térkép

Kromoszoma szam: 38
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TYﬁk Genetikai térkép
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Genetikai térkép
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Fizikai térkép

YAC konyvtar
634 kbp inszertméret - x10 fedés

BAC konyvtar
134 kbp inszertméret - x 5,5 fedés
150 kbp inszertméret - x 15 fedés

182 kb inszertméret - x11 fedés
CHORI-261



Consensus L ze Map of'the Chicken Genomie (January 2000)
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Genom szekvenalas

Szekvenalasi stratégia

Tanszék

The National Human Research Institute
(NHGRI)

X 6 takarasa WGS (Whole Genome Shotgun)
stratégiat alkalmaztak

asi

/

Szent Istvan Egyetem, MKK-KTI
Halgazdalkod

2004 Aprilis - draft szekvencia
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Genom szekvenalas

* Egy gerinces genom 400 Mb — 6 Gb kozott van
(4x108-6x10*° bp)

Két stratégia:
e Hierarchical Shotgun Sequencing (HSS)
 Whole Genome Shotgun Sequencing (WGSS)

 White Papers: egylittes torekveés egyes genomok
szekvenalasahoz , tamogatasok megszerzéséhez
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Halgazddlkodasi Tanszék

Lamprey (Petromyzon marinus)

Szent Istvan Egyetem, MKK-KTI

Chordata: Ciona intestinalis
Mammal:

_—~

Dolphin
l.j Ciona savignyi W Tursions bruncatus




