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Készonettel tartozom Alfoldi Lajos professzor drnak, aki
figyelemmel kisérte ¢és tandcsaival, észrevételeivel segitette
mind a kisérleti munkdt, mind a disszertdcid irdsat.

Koszoncm Dr. Csanddy Miklésné asszisztensnek azt a sok munkat,
amit a kisérletek sordn végzett.

Végll kGszonom csalddomnak a biztatdst, tirelmet és segitséget,

mellyel lehettéveée tették, hogy ez a dolgozat elkésziiljon.



Munkdnk célja a Bacillus megaterium genetikai térképének elké-
szitése volt. Mikor kutatdcsoportunk ezzel a témdval foglalkozni
kezdett, semmilyen természetes géndtviteli rendszer nem volt 1is-
mert erre a baktériumra. Teljesen magdtdl értetddden mertlt fel a
gondolat azokban a kutatdkban, akik a protoplaszt fuzidt kidolgoz-
tdk a Bacillus megateriumra, hogy ezzel a mddszerrel kellene
megprébdlni genetikai analizist végezni. Ebbe a munkédba kapcsoldd-
tam be 1985-ben.

Nem sokkal azutdn, hogy a genetikai kisérletek elkezdddtek,
1979-ben megjelent egy kdzlemény, mely arrdl szamolt be, hogy B.
megaterium transzdukdld fdégjait fedezték fel (20). Ezek kozil
eggyel, az MP13 fdggal kezdtek kisérleteket Vary ¢és mtsi, de
egészen mostandig csak nagyon kevés eredményr6l adtak hirt (2,
21}

A kisérletekhez rendelkezésiinkre 411t szdmos auxotrdf és rezisz-
tencia markerrel Jeldlt mutdns torzs, melyeket kordbban a labora-
tériumunkban dllitottak eld a vad tipusd, AF 100 jelG torzsbdl.

Mddszerink a kovetkezd volt:

a két szildi torzsb6l, amelyeket keresztezni akartunk, proto-
plasztokat készitettink. Ezeket fuziondltattuk, majd regenerdl-
tattuk. Amikor direkt szelekciot végeztink, a fuziondlt

protoplasztokat szelektiv tdptalajon regenerdltattuk. Amikor
indirekt mdédon szelektdltunk, a protoplasztokat gazdag
tédpfolyadékban regenerdaltattuk, S a bendtt tenyészetet

szélesztettik szelektiv lemezekre. Ezutdn a két marker alapjan



kiszelektdlt wutddok egyedi genotipusat vizsgdltuk, és a
hagyomdnyos mddon probaltuk megdllapitani a rekombindcids
gyakorisdgot, s ez alapjdn elkésziteni a géntérképet.

Minél tobb kisérletet végeztiink, anndl nehezebb lett egyértelmd
génsorrendet megdllapitani. Prébdlkoztunk mds megkdzelitéssel, de
ez sem hozott jobb eredményt. Hosszud ideig tartd prdbdlkozds utdn
Al1foldi Lajos nemrégiben kidolgozott mdédszerével ellendriztik a
mintdinkat, melyekrél kideridlt, hogy tobbségik nem alkalmas
genetikai analizisre.

A genefikai térkép, melyet a hagyomdnyos mdédon készitettink,
inkdbb "metabolikus térkép"-nek nevezhetd, mert a fudzidk
utddpopuldcidja valdszin(leg sokkal inkdbb metabolikus
eseményeket tikroz, mint genetikaiakat.

Igy tehdt a protoplaszt fuziod nem tekintheté megbizhatd

modszernek a genetikai térképezeéshez.



ANYAGOK £S MODSZEREK

1. Baktériumok

A kisérletekhez haszndlt baktériumok: a Bacillus megaterium vad
tipusd, AF 100 Jjeld torzse, és ennek auxotrdf és antibiotikum

rezisztens szdrmazékai ( 1. tédbldzat ).

2. Téaptalajok

2.1. Ozmotikus tdpfolyadeéek:

1000 ml desztilldlt vizben tartalmaz:
Nk, C1 1,000g

TRIS /hydroxymethyl/-aminomethane 12,000g

KC1l 0,035g
NaCl 0,058g
NaZSO4 X lUHZO 0,300g
MgCl2 X SHZO 4,260g
Szachardéz 68,4609

A pH-t 7,5-re d411itjuk 10 %-o0s 1IN HCl-val.

110 °C-on 30 percig sterilezzik.

2.1.1. Protoplasztolo tdpfolyadek:

200 pg/ml lizozimet tartalmazd ozmotikus tdpfolyadek.



1. TABLAZAT

BACILLUS MEGATERIUM TORZSEK

Elnevezés Arg Glu His Leu Thr Thy Trp Rif Str Ttc
AF 100 + + + + + + + - - -
AF 103 + + + + + + + - - +
AF 320 - + + - + - + - - -
AF 321 - + + - + - + - + -
AF 325 - + + - + - + - + +
AF 323 - + + - + - + - - +
AF 421 - - - + - + - - + -
AF 422 + + - + - + - + - -
AF 426 + + - + - + - + - +
AF 434 + + - + - ~ - + + -
AF 912 - + - + + - - + - -
AF 901 - + + + - - + - + -
AF 340 + - + - + + + - - -

Roviditések:
Arg: arginin, Glu: glutaminsav, His: hisztidin, Leu: leucin,
Thr: treonin, Trp: triptofédn, Thy: timin,

Rif: rifampycin, Str: streptomycin, Ttc: tetracyclin

+: aminosav prototrofia -: aminosav auxotrofia
antibiotikum rezisztencia antibiotikum szenzitivitds

timin prototrdofia timin auxotrdfia



2.1.2. Minimdl tdpfolyadék:

Ozmotikus tédpfolyadék, amely tartalmaz:

KHZPO4

gliikéz 2,00g/1000 ml

0,14g/1000 ml

2.1.2.1. Regenerdltatdé minimdl tdptalaj:

Agart tartalmazdé minimdl tdpfolyadék. Az alapagar 1%, a fedbagar

0,4 % koncentrdcigjd.

2.1.3. Szelektdld tapfolyadek:

Minimdl tédpfolyadék, amely a kivdnt Osszetételben tartalmazza a

megfeleld kiegészité faktorokat (aminosav, antibiotikum, timin).

2.1.3.1. Regenerdltatd szelektdld tdptalaj:

Agart tartalmazd szelektdldé tdpfolyadék. Az alapagar koncentrda-

ciéja 1%, a fedbagare 0,4%.

2.3. Normdl alap tdpfolyadék:

Ozmotikus tédpfolyadék szachardz nélkidl.

2.3.1. Normdl minimdl tdpfolyadék baktérium tenyésztéshez:

Normdl alap tdpfolyadék, amely tartalmaz:

KH,PO, 0,14g/1000 ml

2
gliikéz 2,00g/1000 ml



2.4. Komplett tdpfolyadék:

1000 ml desztilldlt vizben tartalmaz:

NaHZPO4

KZHPD4
NH481
Bacto trypton

Yeast extfact

3,0
5,3
1,0
5,0

1,0

A pH-t 7,5-re d411itjuk 10%-os NaOH-dal.

110 °Cc-on 30 percig sterilezzik.

2.5. Aminosav és timin koncentrdcid:

50 pg/ml.

2.6. Antibiotikum koncentrdcio:
Streptomycin: 50 ug/ml
Rifampycin: 25 pg/ml

Tetracyclin: 20 ug/ml



3 .Mdédszerek

3.1. Protoplaszt készités:

A baktériumot 50 ml ozmotikus, a megfelelé aminosavakat tartal-
mazé tdpfolyaddkba inokuldltuk, s egy €&]Jszakdn 4t rdzattuk
30 “g-wn. A tenyészetet reggel 4000 rpm-mel, AOC—on, 20 percig
centrifugdltuk. A baktériumokat 10 ml ozmotikus tdpfolyadekban
szuszpenddltuk. Hozzaadtunk 1 ml, 2 mg/ml koncentrdcidéjd lizozim
oldatot s 20 percig inkub&ltuk 37°C-on.

A protoplaszttd alakuldst fdziskontraszt mikroszkdppal kovettik

nyomon.

3.2. Fdzié
A protoplasztokat 4000 rpm-mel, AOC—on, 10 percig centrifugdltuk,
majd d6vatosan szuszpenddltuk 1 ml ozmotikus tédpfolyadékban. Keém-
cs6ben Osszemértink a két szil6é protoplasztjaibdl 0,1-0,1 ml-t,
hozzdadtunk 0,8 ml 40%-o0os PEG 6000 oldatot, dvatosan 0Osszekever-

tik. 2-4 percig inkubdltuk szobahdén, majd regenerdltattuk.

3.3. Regenerdcio

3.3.1. Folyadékban:

300 ml-es Erlenmeyer lombikban a megfelel6 aminosavakat tartalma-
z6 regenerdltatd minimdl tdptalaj feliletére ontottink 10 ml mini-
mdl tdpfolyadékot, melyet kiegészitettiink a szikséges aminosavak-
kal, s amely a fuziondlt protoplasztokat szdzszoros higitdsban

tartalmazta. Ezt lassan rézattuk 30°C-on 1-1,5 napig.



3.3.2. FedBagarban:

A protoplasztokat 0,4% agart tartalmazd, aminosavakkal kiegészi-
tett, olvasztott regenerdltaté minimdl tédptalajba mértik. Ezt
alapagar felilletére rétegeztilk Petri csészében. 30%-on 2-3 napig

inkubdltuk.

3.4, Szelekcio

Julbsls Direkt mddon szelektdltunk kilonbozo rekombindns
kategdoridkra Ugy, hogy csak ezeket engedtiik regenerdldédni, tehdt
a fuzid utdn a protoplasztokat regenerdltatd szelektdld tédptala]
feliletére rétegeztik.

3.4.2. A regenerdltatd tdptalajba az Osszes olyan novekedeési
faktort beletettik, melyet a szildk igényeltek, 1igy minden
létrejott rekombindns regenerdlddhatott. A regenerdlddott
baktériumokat szelektiv tdptalajokra szélesztettik.

A direkt és nem direkt mddon izoldlt rekombindns baktériumokat

egyenként vizsgdltuk tovdbb replica plating eljdrdssal.



2. TABLAZAT

A KISERLETEK OSSZEFOGLALO TABLAZATA

Sor- Markerek Szelekcid Vizsgdlt Lehetséges Kapott Fc*
szdm szdama telepek genotipusok genotipusok érték
szama szdma szama
1 Str, His 229 8 8 1,00
2 Str, Thy 491 8 1,00
3 Rif, Thy 265 6 0, 75
4 Rif, Thy 217 7 0,87
5 Rif, Thy 270 7 0,87
6 Rif, His 275 5 0,62
¥ Rif, His 250 7 0,87
8 Rift; Trp 275 4 0,50
9 Rif, Trp 221 3 0,62
10 Arg, Rif 265 8 1,00
i | Arg, Rif 535 8 1,00
12 6 str, IThr 453 16 P 0,43
13 His, Glu 394 12 0,75
14 Arg, Str 453 8 0,50
15 7 Rif, His 448 32 4 0,12
16 Thr, Glu 403 7 0;21
17 8 Arg, Trp 494 64 16 0,25
18 Leu, Trp 695 42 0,65
19 Arg, Thr 223 22 0,34
20 Thr, Leu 219 16 0,23
21 His, Thy 2472 13 0,20
22 Trp, Thy 347 12 0,18
23 His, Thy 322 10 0,15
24 Trp, Thy 275 15 0,23
25 His, Thr 303 21 0,32
26 Thr, Leu 409 27 0,42
27 Rif, Str 109 13 0,20
28 Arg, Trp 458 16 0,25
29 Trp, Thy 458 16 0,25
30 Trp, Thy 313 10 0,15
3. Arg, Trp 314 16 0,25
9.2 Leu, Trp 440 28 0,45
33 Leu, Trp 411 27 0,42
34 His, Leu 405 17 0,26
35 Higs, Ttc 201 12 0,18
36 Ttc, Tep 208 9 0,14
31 Arg, Ttc 331 23 0,35
38 9 His, Leu 170 128 30 D23
39 Rif, His 246 21 0,16
40 His, Leu 212 30 0,23
41 Arg, Tte 284 14 0,10
42 Ttc, His 297 16 0,12

FC = komplettségi faktor: a kapott és a vdrt genotipusok ardnya



BEVEZETES

1. A GENTERKEPEZES ELMELETI ALAPJATI

A gének elrendezddését a kromoszomdn az adott kromoszdma gen-
térképének, ennek meghatdrozdsdt pedig géntérképezésnek nevezzik.
A géntérképezés alapja a rekombindcid.

A diploid szervezetek meidzisa sordn az apai és anyai eredetd

kromoszémék véletlenszerGen oszlanak meg a lednysejtek kozott. Ha

pl. az anyai eredet( kromoszdma egy bizonyos gén a alléljét hor-
dozza, az apai ugyanazon gen §+ alléeljét, 50% a valdszinlsége
annak, hogy az utdéd az a allélt orokli, s ugyanigy 50% az esely

+

az a allél oOroklésére. Ha két olyan gén alléljeit figyel]ik,
melyek kiilonbGz6 kromoszémdn taldlhatdk, ezek kombindldddsa az
utdédsejtben figgetlen. P1l. nézzik A gén a/a’ és B gén b/b" allél-
jeit. Az utddsejtek egyenldé ardnyban fogjdk tartalmazni a kiilonbo-
z6 kombindcidkat: ab, a'b”, ab®, a'b.

Ha azt tapasztaljuk, hogy az utdédnemzedékben a megfigyelt két gén
alléljei nem 1:1:1:1 ardnyban kombindldédnak, hanem a szildi tipu-
sok tudlsdlyban vannak az Gj genotipusokkal, a rekombindnsokkal
szemben, ez azt jelenti, hogy a két gén nagy gyakorisdggal egydtt
oroklodik, tehdt azonos kromoszomdn lokalizdlddnak. Az egy kromo-
széman taldlhatd géneket kapcsoltaknak nevezzik. Ezek is el6for-

dulhatnak Gj kombindcidkban az ivarsejtekben, mivel a meidzis

sordn a homoldg kromoszémdk kozott crossing over Jjdtszédik le,
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mely rekombindnsok kialakuldsdhoz vezet. A crossing over lényege,

hogy mindkét kromoszdma ugyanazon a ponton eltorik és keresztben

ijra Osszekapcsolddik. Igy olyan rekombindns kromoszdmék jonnek
létre, amelyek részben anyai, részben apai eredetd génekkel
rendelkeznek.

A crossing over, illetve ennek eredménye, a rekombindcidé teszi
lehetévé a genetikai térkép elkészitését. Ennek sordn meghatdaroz-
zuk az egy kromoszdémédn elhelyezked6é géneket, ezek sorrendjét e€s
egyméstéf vald tdvolsdgat. Diploid szervezeteknél az Fl nemzedek
teszteld keresztezésével tudunk a gamétdk genotipusdra kovetkez-
tetni. Haploid szervezetek esetében az Fl nemzedék fenotipusa a
genotipust tikrozi.

A genetikai térképezés alapgondolatait Sturtevant dolgozta ki.
Képzeljink el két kilonbozd allélpdrt bizonyos tdvolsdgra egymds-
tél. A meidzis sordn random mddon jelennek meg crossing overek a
padrosodott homoldg kromoszdmdk kilonbozd pontjain. Néhdny meioti-
kus osztéddsban véletlenszerlen abban a régidéban is megjelenik
cross over, amely a két gén kozott van, s ezekbdl a meidzisokbodl
rekombindns termék Jjon létre. Mds meiotikus osztdddsokban ebben a
regidban nem zajlik le cross over - ezekb®6l nem szdrmazik rekombi-
ndns utdd. Sturtevant feltételezte, hogy minél nagyobb a tdvolsdg
a kapcsolt gének kozott, anndl nagyobb az esély arra, hogy cross
over Jelenjen meg koztik, ennélfogva anndl nagyobb azon meidzisok
ardnya, amelyekben ebben a régidéban crossing over zajlott Ile

rekombindnst eredményezve. Igy a rekombindnsok gyakorisédgénak
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mérésével a génpdrok kozotti tdvolsdg is mérhetd.

1 térképegységnek (map unit; m.u.) nevezte azt a tdvolsdgot,
amelynél 100 meidzis végtermékeéb6l 1 rekombindns. Mésképp:

1 m.u. = 1% rekombindcids gyakoriség (RF).

A rekombindcids gyakorisdg kiszamitdsa:

rekombindns utdd

Rekombindcids gyakorisdg =
osszes utadd

A rekombindcids gyakorisdgbél nemcsak az allélek egymdstél valo
tdvolsdgdra, hanem sorrend]jére is kovetkeztethetlnk.

Legyen A, B, C hdrom kilcnbGzd gén ugyanazon a kromoszdmdan.
A megfeleld allélek: a/a’, b/b", c/ct. Végezzik el a kdvetkezd
két keresztezést:
ab X a'b” és bc X b'c’. Mindegyik keresztezés utdédnemzedékében
szdmoljuk meg a szildi és rekombindns genotipusokat és hatdrozzuk

meg a rekombindcids gyakorisdgokat.

a+b + ab+
Rat]O/0 - + + +, +
ab+ ab + ab + ab
b+c + bct
Rbc° - + +

b¥c + bet + bfet + be

Legyen pl. Rab=5%, R, =3%. Az allélek sorrendje kétféle lehet:

; vagy: : . ;
b C a ¢C b

[OOF N

Ahhoz, hogy el tudjuk donteni, melyik a helyes, el kell végeznink
az ac X a'c' keresztezést. Ha RaC értéke 8%, akkor az elsd
sorrend a jd, ha 2%, akkor a mdsodik. Altaldnosabban:

ha Rabzﬁ R, €S Rbcéf R,.» akkor a sorrend a,b,c.

A hdrompontos keresztezéssel egy lépésben meghatdrozhatd a sor-
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rend. Az abc X a'b'c’ keresztezésbdl a kdvetkezd utddokat kapjuk:

+, + + R 2

abc , abc , szUildi genotipusok

+ + +

a bc , ab c

+. & -+ o -

abc , abc , rekombindns genotipusok

+, + +

a bc , ab'c

—_ + + + +, + +

A rekombindnsok kozil az a bc , ab'c , a b c , abc egyszeres

G ’ = + + .
crossing overrel jott létre, az a bc , ab c kétszeressel.

Konnyen beldthatd, hogy egy adott tdvolsdgon beliil két <crossing
over létrejotte sokkal ritkdbb, mint egyé. Ezért a kétszeres
Cross ovérrel keletkezett rekombindnsok szdma észrevehetden Kki-
sebb, mint az egyszeres crossing overrel létrejotteké.

Ennek ismeretében konnyd meghatdrozni a hdrom ¢én sorrendjét.
Miutdn megdllapitottuk, melyik két (reciprok) rekombindns kategd-
ria van Jelen a legkisebb egyedszammal, a géneket (Ggy rendezzik
el linedrisan, hogy ennek a két genotipusnak a létrejottéhez két
crossing overre legyen szikség.

A rekombindcids gyakorisdg értékeken kiviil kapcsoltsdgot 1is
szoktak szdmolni. Ekkor kiemelik az egyik allélt, és megnézik,
hogy az ezt hordozé utddok kozctt milyen ardnyban vannak azok,
amelyekben egyitt oroklédott a két sziléi allél.

A kapcsoltsdg is leirhaté egyenlettel:

L =

ab +, + S

A kapcsoltsdg €és a rekombindcidés gyakorisdg a két marker ko-
zotti viszonyt kilonbGz6 szemszogbdl mutatja meg. Kozottik a ko-
vetkezd Osszefigges 411 fenn:

L/a,b/ + R/a,b/ = 1
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A kapcsoltsdg szémoldsdval szintén megdllapithatéd a markerek

sorrendje:
a+b+
L =
ab a+b+ + ab+
b+c+
|_ =
bc b+ + i bC+
+ +
ac
Lac;= + + +
a c # ac
Ha L, N L__és L, NL , akkor a sorrend: a b c
ab ac bc ac

A genefikai térképezés csak egymdshoz kozel 1évd gének esetében
haszndlhatd. Ha a markerek olyan tdvol vannak egymdstdl, hogy

R

O\c

= 50, akkor ugyanudgy kombindlddnak, mintha kiilén kromoszdéman

lennének, sorrendjik nem hatdrozhatd meg.
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2. A GENETIKAI ANALIZIS JELLEMZ0O SAJATSAGAI

BAKTERIUMOK ESETEBEN

Ha baktériumokkal dolgozunk, nem tudjuk az utddokat kilonvdlasz-

tani a szilokt6l. Ezért szelekcidt alkalmazunk, mellyel elimindl-
juk a sziiléket. Altaldban kettds szelekcidt hajtunk végre, vagyis
mindkét szil6b6l 1-1 markerre szelektdlunk. Igy viszont nemcsak a
szilok tGnnek el a populdcidbdl, hanem a szildi tipusd utddok és
a rekombindns kategdridk egy resze is.
Ezzel minden kutaté tisztdban van, de az irodalom tanulmdnyozdsa-
kor azt vehet]jik észre, hogy nincs egységes kdvetelményrendszer
arra vonatkozdan, hogy egy szelektdlt minta mikor alkalmas geneti-
kai analizisre. Erre a problémdra Alfoldi hivta fel a figyelmet
nemrégiben. Genetikai analizisink az dltala kidolgozott modellen
alapul. Ennek lényege roviden a kovetkez0:

A kettds szelekcid eltorzitja a mintdt. Ebben az esetben az
odsszes lehetséges genotipusnaxk csak a negyedét kapjuk meg: 2n/4.
Ennek kovetkeztében genotipusok vesznek el - minden szelekcidban
mdsok. Ha létrehozunk egy modell populdcidt, ezen le lehet vezet-
ni, hogy milyen utddokat kell kapnunk kilonbozé szelekciok
esetén.

A szelektdlt markerek hdromféle pozicidban lehetnek egyméshoz
képest. Lehetnek szomszédosak, szélsok, és elhelyezkedhetnek dgy,
hogy mindkét oldalukon taldlhaté nem-szelektdlt marker. A modell

populdcidval végzett gondolatkisérletek alapjdn bebizonyosodott,



=15

hogy ehhez a hdromféle pozicidhoz az utddokban meghatdrozott
cross over eloszlds tartozik. Ha a szelektdlt markerek szomszedo-
sak, a kapott mintdban egy rekombindns osztdly jott létre egysze-
res crossing overrel, kettd kétszeressel és egy hdromszorossal.
Ugyanigy meghatdrozott a cross over mintdzat (pattern) minden mas
lehetséges pozicidra; ezeket foglalja Gssze a 3. tdblazat.

A legfontosabb konklizié az, hogy egy szelekcid utdn kapott utdd-
populdcié cross over mintdzatdt a szelektdlt markerek egymashoz

viszonyitott helyzete hatdrozza meg.

2.1. A MINTA ALKALMASSAGA

A kutaték eddig nem sok figyelmet forditottak arra, hogy megnéz-
zék, a kapott minta egydltaldn alkalmas-e genetikai analizisre.
Mdr maga a szelekcid is torzitja a mintdt, mivel az Osszes genoti-
pusnak csak a negyede kaphatd meg, ezenkiviil pedig széamos fiziolod-
giai faktor is befolydsolja azt, hogy milyen lesz egy keresztezeés
utédpopuldcidjdnak Osszetétele. Tehdt egy kettds szelekcid utan

kapott minta nemcsak a genetikai eseményeket tikrozi, metabolikus

hatdsok torzitjdk azt - f6leg regenerdlddott protoplasztok
esetében..
Eppen ezért, ha genetikai analizist akarunk végezni, legelészor

azt kell megvizsgdlnunk, a mintdnk, amit fel akarunk haszndalni,

alkalmas-e analizisre.
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Az els6 kérdés, hogy megkaptuk-e az Osszes lehetséges genoti-

pust (2”/4). Ha igen, a mintdt komplettnek nevezziik, és analizdl-
hatjuk a hagyomdnyos mddon. A komplett mintdkban a genotipus min-
tdzatok figgetlenek a nem-szelektdlt markerek poziciéjatél. Ha
nincs meg az Osszes lehetséges genotipus, a minta inkomplett. A
komplettséget a komplettségi faktorral (FC) lehet jellemezni, ez
a kapott genotipusok és az elméletileg vart genotipusok szamanak
ardnya.
Inkomplett minta esetében meg kell vizsgdlnunk, hogy a minta
szabdlyos-e vagy sem. Szabdlyos mintdk esetében a pattern sokszo-
ros cross over vége csonkitott, vagyis innen hidnyoznak genotipu-
sok. Ezt 1leszémitva a mintdzat megfelel az elméletiley vdrhato-
nak, vagyis szabdlyos. Ha nemcsak a sokszoros cross over régiok-
b6l hidnyoznak genotipusok, hanem random médon bdrhonnan, akkor a
pattern szabdlytalan, ¢é&s genetikai analizisre enm alkalmas. Ha
csak szabdlytalan patterneket taldlunk, az egész utddpopuldcio
alkalmatlan az analizisre. A mintdk kiértékelését szdmitdgéppel
végezzik. A szelektdlt markereket rogzitjik egy pozicidban, a
nem-szelektdlt markerek sorrendjét vdltoztatjuk. A gép kiirja az
osszes lehetséges sorrendet a szelektdlt markerek minden pozicid-
jdban, az elméleti cross over mintdzatot, minden sorrendhez azt,
hogy a kapott rekombindnsok koziil hdny osztdly tartozik az egysze-
res, stb. cross over osztdalyokhoz, és az egyes rekombindns oszta-
lyok hdny koldénidt tartalmaznak.

Igy tobb olyan sorrendet is kaphatunk, amely kielégiti a feltéte-
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leket, s 1igy helyes lehet a mintdzat alapjdn. Hogy ezek kozil
megkapjuk az egy valdban helyes sorrendet, U(Ujabb szelekcidkat
kell végeznink, mindegyik esetben végigcsindlni az eldbbi vizsga-
latot ¢és GOsszehasonlitani a lehetséges helyes sorrendeket. Még
egy szempont van, amit ennél a vizsgdlatndl figyelembe kell ven-
nink, és ami konnyebbé teheti a vdlasztdst. Nemcsak azt nézzik
meg, hogy hdny rekombindns kategoria tartozik a kilonbGzo
crossing over osztdlyokba, hanem azt is, hogy ezek milyen egyed-
szamot Répviselnek. Hiszen itt is érvényes az a torvényszer(seg,
hogy 1legnagyobt gyakorisdggal az egyszeres crossing over Jon
létre, ennél kisebb valészinCiséggel a kétszeres, stb. Ennek meg-
felel6en egy adott utddpopuldcidban legnagyobb szdamban azok az
egyedek vannak jelen, amelyek egyszeres crossing overrel Jjottek
létre, 1legkisebb szdmban azok, amelyek létrejottéhez a 1legtobb

crossing over kell.

Ha az elméleti és a kapott cross over mintdzat megegyezik, akkor
megnézzik, hogy a koldniaszdmok alapjdn ez a sorrend j6 lehet-e,
és ha igen, akkor elfogadjuk mint lehetséges sorrendet. Ha a

markerek sorrendjét sikerilt igy megdllapitani, akkor szdmolha-
tunk térképtdvolsdgot a rekombindcids gyakorisdgok vagy a Kkap-
csoltsdgi értékek alapjan.

Ezt a médszert pattern analizisnek nevezzik.

Tapasztalataink alapjdn minél tobb a marker, anndl kevésbé

taldlhatdé olyan mintdzat, ami egyezik az elméletivel.



3. TABLAZAT

A REKOMBINANS 0SZTALYOK MINTAZATA KETTOS SZELEKCIO UTAN

szelektdlt 4%:2%:4 5:3:8 6:4:16
markerek Rekombindns osztdlyok
pozicidja 1 2 3 1 2 3 &4 1 2 3 & 5
torésponttal
X X 1 2 1 1 3 3 1 1 4 6 4 1
*1 % 2 2 0 2 4 2 0 2 6 6 2 0
* 2 % > B 1 3 5 1 1 3 6 4 2 1
* 3% ’ 4 0 4 O 4 4 4 4 O
* 4 % 5 010 0 1
1:5332 B:6:64
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1
x % 1 510 10 5 1 1 €15 20 15 e 1
*x 1% 2 812 8 2 O 2 10 20 20 10 2 ©
x2 % 3 910 & 3 1 31219 16 9 4 1
x 3% 4 8 8 8 4 O 4 12 16 16 12 4 O
* 4 % 5 51010 1 1 510 15 20 11 2 1
x5 % 6 020 0 6 O 6 6 2020 6 6 O
x 6% 7 035 021 0 1
Jelclések: a: A keresztezésben résztvevt allélpdrok szdama
b: A nem-szelektdlt markerek szama

c: A genotipus osztdlyok szdma a szelektdlt mintaban
A csillagok kozotti szdm azt jelzi, hdny nem-szelektdlt marker

van a szelektdlt allélek kozott.
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IRODALMI ATTEKINTES

GENETIKAI ANALTZIS PROTOPLASZT FUZIOVAL

A sejtflizidt mint mddszert, ma mdr rutinszerlen haszndl jak
mikrobidlis ( gomba, baktérium ), ndvényi és dllati sejtek eseté-
ben is. A ndvények és mikrobdk sejtfizidjdt protoplaszt fdzidnak
nevezik, mivel itt nem a teljes sejtet haszndljdk, azt eldbb meg-
fosztjdk sejtfaldtdl, vagyis protoplasztot készitenek beldle.

Baktérium protoplasztok spontdan flzidjdrdl eldszor Stahelin
szamolt be 1954-ben (18). Kiserleti objektuma a Bacillus
anthracis volt. Az els6 indukdlt mikrobidlis protoplaszt fdziodt
Ferenczy Lajos és munkatdrsai valdsitottdk meg Geotrichum candi-
dum gombdval (5).

Ezt kovetden fellendiltek az ilyen irdnyd kutatdsok a baktériumok-
kal foglalkozé munkacsoportokban is. Egy magyar és egy francia
kutatdécsoport egyszerre, de egymdstdél filiggetlenil végezte kisérle-
teit. Eredményeiket a PNAS ugyanazon szdmdban Jelenttettéek meg.
Fodor Katalinnak ¢és Alfcdldi Lajosnak a Bacillus megaterium,
Pierre Schaeffernek és csoportjdnak a Bacillus subtilis indukdlt
fizidjadt sikerilt megvalésitania (7, 17).

1977-ben a Nature-ben Jelent meg Hopwood és mtsi. cikke
Streptomyces fajok protoplaszt fuzidéjdrdl (11).

Kés6bb szdmos baktérium fajra dolgoztdk ki a mdédszert; az intra-

és interspecifikus fuzidkat kildnféle célok elérésére haszndljak.
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A  sikeres fuzidk dJ lehetb6séget csillantottak fel: taldn olyan
fajok genetikai analizisét is el lehet végezni, melyeknek nincs
természetes géndtviteli rendszere. Ilyen volt példdul a Bacillus
megaterium. 1976-ban semmilyen, mds baktériumokndl alkalmazott
médszerrel nem tudtdk térképezni.

Az indukdlt protoplaszt fidzid kidolgozédsa utdn azonnal megkez-
dédtek a genetikai kisérletek mind a hdrom baktériummal. A
Bacillus subtilis és a Streptomyces fajok esetében mdr rendelke-
zésre dlltak transzformdcidval, transzdukcidval, konjugdcidval
készitett géntérképek, a fuzidval kapott adatokat ezekkel 0©Ossze-
vetve ellen6rizni lehetett az eredményeket.

Nagyon gyorsan kiderilt, hogy a fiuzids térképezés, az adatok
kiértékelése egydltaldn nem egyszerd.

Fodor és Alfoldi mdr az els6 fldzids cikkben leirja, hogy a keresz-
tezés utdn heterogén utddpopuldcidt kaptak, melyet genetikailag
analizdlni nagyon nehéz. Schaefferék els6 flzids kozleményikben
mdr genetikai analizisrdl is beszdmolnak, s azt irjédk, a fdzidval
kapott adatok jél megegyeznek az ismert genetikai térkép alapjan
vart eredményekkel (17).

A  kovetkez® évek sordn, bdrmelyik baktériumndl prdébdltak meg
alkalmazni a fuzids mdédszert a genetikai analizisben, mindenhol
akadtak problémdk, anomdlidk.

Streptomyceseknél azt tapasztaltdk, hogy a fizid utdni analizis-
nél "elvész" a kapcsoltsdg. A cross overek nagyjdbdél random mddon

oszlanak meg, a tobbszOros cross over osztdlyok szdma kb.



-20-

10-15-szor tobb, mint konjugdcidban. Ezt azzal magyardzzdk, hogy
egyrészt a fluzidés termékekben szinte teljes a diploiditds
(konjugdcidban részleges), 1gy nagyobb a valdszinlsége annak,
hogy a térképen egymdstdl tdvol 1évo markerek rekombindlddjanak.
Mdsrészt a regenerdcidé alatt lehetdség van arra, hogy tobb rekom-
bindcids kor Jadtszdédjon le (11, 12, 13). A kapott rekombindns
kolénidk itt is gyakran kevertek (12).

A rekombindnsok szdmdt az utddpopuldcidban fizioldgiai ténye-
z6k 1is befolydsoljdk. Sok Streptomyces faj esetében "Ongdtldst"
figyeltek meg, amely azt jelenti, hogy azokon a regenerdcios
lemezeken, melyekre sok protoplasztot szélesztettek, a gyorsan
regenerdlddd sejtek gdtoljdk a tobbiek regenerdcidjdat. Nagyon
fontos a regenerdcid és igy a rekombindcid szempontjabdl a proto-
plasztok dltalédnos fizioldégiai dllapota, példdul az, hogy milyen
homérsékleten néttek a baktériumok, és hogy a novekedési gorbe
mely fdzisdban voltak kozvetlenidl a protoplaszttd alakitds elott
(1).

Vannak bizonyos auxotrdf markerek is, amelyek szelektiv hdtréanyt
jelentenek.

A kutatdk mégis arra a kovetkeztetésre Jjutmnak, hogy bizonyos
megszoritdsokkal a protoplaszt flizié haszndlhaté a genetikail
analizisben Streptomyceseknél. Ugy vélik, a mdédszer génsorrend
megédllapitdsdra alkalmas, tdvolsdg meghatdrozdsdra nem. Az adatok
kiértékelésénél allélardnyt haszndlnak rekombindcidés frekvencia

helyett (13, 14). Minden fajndl meg kell d4llapitani azokat az
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optimdlis feltételeket, amelyek mellett a legnagyobb a
regenerdcids és rekombindcids gyakorisdg. A legkevesebb anomdlidt
akkor tapasztaltdk, amikor szelekcid nélkil regenerdltattdk a
protoplasztokat, majd a spdrdkat analizdltdk (11, 14).

A Streptomyceseknél azonban a fdzidnak elsGsorban nem a géntér-
képezésben, hanem mds teridleteken, példdul a torzsnemesitéesben
van gyakorlati jelentdsége.

Néhdny mds baktériummal is végeztek hasonld kisérleteket. Ezek
eredményeil rdviden:

Providencia alkalifaciens (1979): 0ot 1ldkusz lehetséges sorrend-

jét hatdroztdk meg, és ez megfelel a kozeli rokon Proteus mirabi-
lis kromoszémdjan 1évd sorrendnek. Ebben az esetben is kevert
koldnidkat kaptak, és megdllapitottdk, hogy a rekombindcids gyako-
risdg erdsen fiiggott a markerek szdmdtdl (3).

Staphylococcus aureus (1983): itt is anomdlidkat figyeltek meg.

Fizié wutdn a protoplasztokat komplett lemezeken regenerdltattak,
ezutdn kettdés szelekcidt végeztek majd az utédokat analizaltiak.
Ugyantgy "ongdtldst" figyeltek meg, mint a Streptomyceseknél, s
ez torzitja az eredményeket. Néhdny auxotréf marker csak ritkan
jelent meg a rekombindnsok kozott. A rekombindcids gyakorisagok
I50%-kal valtoztak a kisérletek soran, de a nem-szelektdlt marke-
rek megoszldsa I5%-0on belil reprodukdlhaté volt. Igy az ‘'"egyiitt-
oroklédési gyakorisdgok" (coinheritence frequencies = CIF) a
markerpdrok kozotti relativ tdvolsdgokat tikrozik.

A kiertékelést szdmitdgéppel végezték. A kapott kapcsoltsdgi ada-
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tok megfelelnek a transzformdcidval megdllapitott értékeknek, de
a szerzok felhivjdk a figyelmet arra, hogy ha genetikai anali-
zisre haszndljuk a protoplaszt fizidt, évatosnak kell lennink
P 5 M

Bacillus stearothermophilus (1986): a protoplasztokat szelekcid

nélkil regenerdltattdk, majd szelektiv lemezekre szélesztették és
vizsgdltdk a nem-szelektdlt markereket. Az aberrdns termékeket
kizdrtdk az analizisb6l. A kiértékelést a Staphylococcus aureusra
kidolgozaott széamitdgépes program mdédositott formdjdval végeztek.
Itt is taldltak kevert, tobbféle rekombindnst tartalmazd telepe-
ket. Néhény fdizidban nem kaptdk meg az Osszes lehetséges rekombi-
ndnst. Csak azokat a CIF értékeket vették figyelembe, amelyek
10%-ndl kisebb mértékben szdrtak. 7 marker sorrendjét dllapitot-
tdk meg. Kozilik 3 egymédshoz viszonyitott sorrendjét transzdukci-
6val meger6sitették. (4)

Bacillus subtilis (1976): nem szelektiven regenerdltattdk a

protoplasztokat, az egyedi koldnidkat replikdzdssal vizsgaltak.
Az "Ongdtlédst" itt is megfigyelték. A flzidés termékek hozama
nemcsak a szelekcidéban résztvevd markerek szdmdtdl, hanmem maguk-
t61 a markerpdroktdl is fiigg. Bizonyos markereket hordozdé rekombi-
nansok gyakorisdga nagyon alacsony volt. Az ismert kromoszoma-
térképpel ©Osszehasonlitva a fldzidbdl szdrmazd eredményeket, JoO
egyezést kaptak. (17) A tovdbbiakban genetikai analizissel nem
foglalkoztak, kutatdsaikat mds irdnyban folytattdk. A fldzids

folyamatokat és a létrejott termékeket tanulmanyoztak.
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A fizidé -elsddleges terméke egy diploid sejt, amely két teljes

kromoszémdt hordoz, és amelyben minden sejtalkotd dupldan wvan
jelen. Ez teljesen U] és természetellenes a baktériumok vildgéd-
ban. Az ismert géndtviteli rendszereknél mindig <csak részleges
diploid, merozigéta jon létre. Az egyik sejt donorként, a mdsik
recipiensként viselkedik. A recipiens sejt a donor nukleinsavat
(plazmidjdt vagy kromoszémdjdnak egy részét) fogadja be, mds sejt-
alkotdk nem kerilnek 4t. A részleges diploid dl1lapot sem marad
fenn sokdig. Az 4j kromoszdma-darab vagy beépiil reciprok rekombi-
ndcidval, vagy az osztéddsok sordn kiszegregal.
A genetikusok dgy gondoltdk, hogy a protoplaszt fidzidval 1létre-
jott sejtek diploiditdsa sem marad fenn, a regenerdcidé alatt
helyredll az eredeti haploid d4llapot. A B. subtilis-szel végzett
kisérletek azonban nem ezt bizonyitjdk. A fdzidval 1létrejott sejt
megbérzi mind a két kromoszdémdt (hogy a tobbi sejtalkotdval mi
térténik, nem tudjuk), de csak az egyik aktiv, a mdsik csendes.

A B. subtilis protoplaszt fizidja utdn hdromféle koldnidt lehet
elkiiloniteni fenotipus alapjan:

1. Parcidlisan auxotréf, stabil rekombindnsok, melyek mind szelek-
tiv, mind nem-szelektiv regenerdld tdptalajon létrejohetnek.

2. Komplementdld diploidok. Ezek instabil prototrdfok, melyek
néhdny 4dtoltds utdn stabilizdldédnak, auxotrdf rekombindnsokat
hozva 1létre. Ez a tipus elsdsorban szelektiv minimdl regenerdld
tdptalajon detektdlhatd.

3. Nem-komplementdld diploidok, melyek nem-szelektiv koridlmenyek
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kozott Jjelennek meg, csak az egyik szilé fenotipusdt mutatjék,
szelektiv koridlmények «k0zott szaporitva azonban utdédaik kozott
megjelennek a mdsik sziil® markerei.

Alapos vizsgdlat wutdn C. Sanchez-Rivas a kovetkezd hipotézist
dllitotta fel (16):

Fizid utdn a diploid protoplasztokban komplementdcidé zajlik, majd
a két kromoszéma rekombindldédik és ezutdn az egyik inaktivalodik.
Tébb rekombindcids kor jelenhet meg, és nincs sziikség a recBE4 gen
aktivitdsdra. Kozvetlenil a fuzid utdn a rekombindcidé féleg a
termindlis és az origo régidban jelenik meg és stabil (de diplo-
id!) rekombindnsokat hoz 1létre. Az instabil diploid sejtekben mar
a regenerdcio utdn jdtszodik le a rekombindcid, és ezutdn stabili-
zdldédnak a sejtek. A nem-komplementdld diploidok esetében elbszor
az egyik sziildi kromoszéma inaktivdciéja kovetkezik be, majd
szelektiv korilmények kozott a két kromoszdédma rekombindlddik, igy
jonnek létre a szegregdnsok (9).
A  kromoszdéma inaktivdcidja Guillén szerint (10) egy reverzibilis
¢s egy ezt kOvetd irreverzibilis 1épésb6l dllhat, és valdszinlleg
a nucleoidban lezajld konformdcids vdltozdsokkal van kapcsolat-
ban.

Karmazin-Campelli szerint az inaktivdcidhoz szikség van a sejtfal-
ra (15). Az inaktivdlddott kromoszdéma a sejtosztdddsok soradn
replikdldodik és rekombindcidéban is részt vehet.

Ezt a hipotézist feldllitd kutatdk egy laboratériumhoz tartoztak,

eredményeiket mdsok nem ert6sitettek meg.
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Bacillus megaterium: Fodor és Alfoldi a sikeres indukdlt proto-

plaszt fudzid utdn kapott utddpopuldcid analizisekor megéllapitot-
ta, hogy a minimdl tdptalajon regenerdlddott elstdleges koldnidk
nem egységesek. 3 csoportot tudtak elkiloniteni:

1. Kevert populdcidkat tartalmazé telepek, melyek tobb dtoltés
utdn is instabilak voltak.

2. Kilonboz6 stabil sejttipusokbdl 4116 kevert koldéniak.

3. Egyféle genotipusid, stabil telepek.

Az 1.-és 2. csoportba tartozé koldnidk mindkét sziiléi tipust és
a legtobb lehetséges rekombindns tipust tartalmaztdk. (7)

Miutdn a protoplaszt fdzié rutinszerlvé vdlt laboratdriumunk-
ban, a kutatdk megprébdltdk a mddszer segitségével térképezni a
B. megateriumot. A munka sordn azonban nagyon sok probléma merilt
fel. Hamarosan kiderilt, hogy a felndvekvd utddpopuldcidé nem
annyira a genetikai eseményeket, mint inkdbb a fizioldgiai hatdso-
kat tikrozi (8).

Az egyes rekombindns osztdlyokban nem mindig kaptdk meg az
elméletileg vérhatdé egyedszdamot. Feltlnt, hogy ezek az anomdlidk
bizonyos aminosavak Jjelenlétéhez wvagy hidnydhoz kapcsolhatok.
Példdul a szerin erdsen gdtolta a rekombindnsok ndvekedését, ezt
a hatdst a treonin képes volt ellensidlyozni. Arginin, triptofan,
hisztidin is gédtld hatdst fejtett ki a ndvekedésre. A sziilok fizi-
olégiai 4llapota is erdsen befolydsolta a rekombindnsok szamat. A
protoplaszttd alakitds el6tti novesztési korilmények nyilvdnvalo-

an befolydsoljdk a citoplazma és a membrdn osszetételet, s ez
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hatdssal van a regenerdcidra. Mindezek miatt még azonos szildi
torzsek haszndlatakor, azonos szelekcidban is kilonbczd eredményt
kaphatunk keét figgetlen kisérletben.

A klasszikus géndtviteli rendszerekkel ellentétben a proto-
plaszt flzidban a sziildk egyenld partnerekként viselkednek. Nincs
donor ¢€és recipiens sziilé, illetve egy kisérleten belil is valto-
z6, melyik szil6i sejt viselkedik donorként, melyik recipiens-
ként. Fodor és mtsi megprébdltdk hé- illetve streptomycin-kezelés-
sel egyirdnydvd tenni az informdcidé-dtaddst, de ezekben a kiserle-
tekben is anomdlidkat tapasztaltak, az eredmények nem voltak
reprodukdlhatdk (Fodor K.: Kandidédtusi disszertdcid).

A  laboratdriumunkban megfigyelt anomdlidkat Fleischer és Vary
is tapasztalta (6). Abban az id6ében kezdték az MP13 transzdukdld
fdgot haszndlni B. megaterium térképezésére, amikor Fodorék méar
kozolték elsd fluzids kisérleteiket. Néhdny markerre sikeridlt
kapcsoltsdgot megdllapitaniuk. Ezutdn a protoplaszt flziés mod-
szerrel probdlkoztak, de igy nem kaptak kapcsoltsdgot ugyanezekre
a markerekre.

Mindezek alapjdn mindkét kutatécsoport felhivta a figyelmet
arra, hogy a flzidval kapott eredményeket nagyon odvatosan kell

kezelni.
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KISERLETI EREDMENYEK

Mint 14dttuk, protoplaszt flzids keresztezéseknél (Gjabb problé-
mdk meriltek fel a szelekcid okozta gondok mellett. Hogy ezeket
minél Jjobban redukdl juk, kiilcnbozd mddositdsokat vezettink be.

Kutatécsoportunk az elsd kisérleteknél direkt szelekcidt alkal-
mazott, minimdl, vagy aminosavakkal kiegészitett szelekcids tdpta-
lajokon regenerdltattdk a fuziondlt protoplasztokat. A késdbbiek
sordn indirekt szelekcidt is alkalmaztunk. Flizié utdn a szilok
dltal igényelt Osszes novekedési faktorral kiegészitett tdpfolya-
dékban, agarfelszinen regenerdltattunk, majd ebbdl a mintdbdl
szélesztettink kiilonbGz6 szelekcids lemezekre. Az izoldlt koloni-
dkat egyenként szuszpenddltuk foszfdt pufferben (pH 7,2), kilonbo-
z6 szelekciods lemezekre cseppentettik, hogy egyedi genotipusukat
megdllapithassuk. Igy kikiliszobdltiik azt a hatédst, amelyet a sze-
lekcids lemezekben taldlhatd aminosavak fejtenek ki a regenerdcio-
ra.

A 2. tdbldzat adatai a laboratdriumunkban végrehajtott
keresztezéseket mutatjak.

Eleinte Ugy gondoltuk, minél tobb markert haszndlunk egy keresz-
tezésben, anndl tobb informdcidhoz jutunk, ezért a sokfaktoros
keresztezéseket részesitettik elényben. Azonban azt figyeltik
meg, hogy a szelektdlt mintdkban a genotipusok szdma mindig keve-
sebb az elméletileg véarhatd értéknél. Miutdn csokkentettik a

markerek szamat, a mintdk komplettebbekke valtak.



4. TABLAZAT

AZ OTFAKTOROS KERESZTEZESEK ALLELARANYAI

No. G P arg rif his trp thy

%
3 0,75 Pl 0,966 1,000 0,502 0,075 0,000
P2 0,034 0,000 0,498 0,925 1,000
X

*

4 0,87 P1 0,880 1,000 0,171 0,055 0,000
P2 0,120 0,000 0,829 0,945 1,000
*
*
5 0,87 P1 0,830 1,000 0,307 0,033 0,000
. P2 0,170 0,000 0,693 0,967 1,000
*
*
6 0,62 P1 0,930 1,000 0,000 0,011 0,004

P2 0,070 0,000 1,000 0,989 0,996
x

*
7 0,87 P1 0,864 1,000 0,000 0,036 0,052
P2 0,136 0,000 1,000 0,964 0,948
*

%
8 0,50 Pl 0,938 1,000 0,527 0,000 0,000
P2 0,052 0,000 0,437 1,000 1,000
*

*

9 0,62 P1 0,869 1,000 0,081 0,000 0,063
P2 0,131 0,000 0,919 1,000 0,937
*

*
10 1,00 P1 0,000 1,000 0,155 0,223 0,200
P2 1,000 0,000 0,845 0,777 0,800

*

*
11 1,00 P1 0,000 1,000 0,351 0,166 0,101
P2 1,000 0,000 0,648 0,834 0,899

*

Az aldhldzéds az egy kapcsoltsdgi csoportot alkotdé markereket

jeloli, a csillag a szelektdlt alléleket.
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1. HAGYOMANYOS KIERTEKELES

1.1. OTFAKTOROS KERESZTEZESEK

A markerek elrendezéséhez az Gtmarkeres keresztezések eredményeit
vettik alapul. A hagyomdnyos kapcsoltsdgi analizissel probdlkoz-
tunk, vagyis kiszdmoltuk, hogy a nem-szelektdlt markerek milyen
gyakorisdggal &llnak szildi konfigurdcidban valamelyik szelektdlt
markerrel. fgy tulajdonképpen az allélardny értékeket kaptuk.

11 6tfaktoros keresztezésink van (2. tdbldzat), az 1. és 2. sor-

szamlval azonban nem foglalkozunk, mivel ezekben hdrmas szelekci-
0t alkalmaztunk.
A 3-11. keresztezésben a szilték megegyeznek:
Pl: arg-, thy-, his-, trp-, rif+;
P2: arg+, thy+, his+, trp+, rif-.
A 10. és 11. keresztezésben az Osszes vdrhatd genotipust megkap-
tuk, a tobbiben nem.
A szelektdlt markereket a 2. tdbldzat mutatja.
Az adatokbdl levezethet®6 markersorrendek:
3. his-arg-rif-thy-trp;
4. his-arg-rif-(thy-trp);
5. his-arg-rif-(thy-trp);
6. his-rif-arg-(thy-trp);
7. his-rif-arg-thy-trp;
8. his-arg-rif-(thy-trp);

9. his-arg-rif-(trp-thy);
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10. his-arg-rif-trp-thy;

11. his-rif-arg-thy-trp.

Az eredményekbdl levonhatd kovetkeztetések:

1. az arginin és a rifampycin er6sen kapcsoltak;

2. a timin és a triptofdn is erdsen kapcsoltak;

3. ha a kromoszémdt cirkuldrisnak fogadjuk el, az eredmények Jjol
megfelelnek egymdsnak.

Ezek alapjan azt mondhatjuk, hogy az allélek sorrendje
valdszinlGleg:

his—(arg—fif)—(thy—trp).

Ezt nevezzik el A sorrendnek.

1.2. HATFAKTOROS KERESZTEZESEK

Hdrom hatfaktoros keresztezésink van:
12. Pl:Leu-Glu-Str-Arg+Thr+Thy+ X P2:Leu+Glu+Str+Arg-Thr-Thy-
13. Pl:Leu-Glu-Rif-His+Thr+Trp+ X P2:Leu+Glu+Rif+His-Thr-Trp-
14. Pl:Leu-Glu-Str-Arg+Thr+Thy+ X P2:Leu+Glu+Str+Arg-Thr-Thy-
Az allélaranyok a kovetkezok:
No. FL P arg glu S thr leu thy
12 0,43 P1 0,031 0,000 0,000 1,300 0,974 0,638

P2 0,969 1,000 1,000 0,000 0,026 0,362
X

*

14 0,50 P1 1,000 0,009 0,000 0,026 0,031 0,143
P2 0,000 0,991 1,000 0,974 0,969 0,857

%
rif his thr leu trp glu

oo

13 0572 1 0,076 0,000 0,089 0,122 D195 1,000
P2 0,924 1,000 0,211 0,878 0,805 0,000

*
(A x a szelektdlt markereket, az aldhizds az egy kapcsoltsdagi

csoportot alkotd értékeket jeloli.)
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A 12.keresztezésb6l megtudjuk, hogy egy kapcsoltsdgi csoportban
van a thr, leu és a thy, mdsikban pedig a str, glu és az arg. Kor
alakd kromoszomdt feltételezve a sorrend:

12. (leu-thr)-(glu,str)-arg-thy.

A 13. kisérlet adatai alapjdn a glu semmihez se kapcsolt, a his,
rif, thr, leu, trp egy kapcsoltsdgi csoportban van. A sorrend:
13.4a his-rif-thr-leu-trp-glu.

A rifampycin azonban a szelektdlt hisztidin mésik oldaldra 1is
tehetd, igy a kovetkez6 sorrendet kapjuk:

13.b rif-his-thr-leu-trp-glu.

A 14. keresztezésbdl az deril ki, hogy a streptomycinhez kapcsolt
a glu, a thr, leu és a thy, az arginin pedig figgetlen tdlik. A
levezethetd markersorrend ugyanaz, mint a 12. kisérletben:
14.(leu-thr)-(glu,str)-arg-thy.

A kapott sorrendek egymdssal j61 Osszhangba hozhatdk.

A 12. ¢és a 14. keresztezésbdl 1levezethetd sorrend egyforma
/a:leu-thr-(glu,str)-arg-thy; b:leu-(glu,str)-arg-thy-thr/.

A 13.-ban mds allélek is szerepelnek; probdljuk meg az ebb6l
kapott sorrendet

/a. leu-thr-rif-his-glu-trp; b. leu-thr-his-rif-glu-trp/
Osszeegyeztetni az eldzével! A 12. és 14. kisérletbdl kapott ket
valtozat k6zil az a-t fogadjuk el, mert ezt er6siti meg a 13.
keresztezés alapjdn levezetett leu-thr-glu-trp sorrend. Ha a 13.a
sorrenddel dolgozunk, a kovetkezd eredmenyre jutunk:

Hl1. leu-thr-rif-his-(glu,str)-arg-thy-trp.
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A b sorrendet véve a kovetkez®6 szekvencidt kapjuk:

H2. leu—thr—his—rif—(glu,str)—arg—thy—trp.

A kisérletek alapjdn a treonin egyik szomszédja a leucin, amely a
thy-trp csoport mellett helyezkedik el; médsik szomszédja vagy a
hisztidin, vagy a rifampycin. Némi tdmpontot adhat az otfaktoros
keresztezésekbdl kapott A szekvencia. Ebben a timin-triptofan
csoport egyik oldaldn a rifampycin, mdsik oldaldn a hisztidin
411. Vagyis a sorrend (thy,trp)-his-(arg)-rif. Ez alapjdn a 13.
kisérletben a b sorrendet kell elfogadnunk, vagyis a treonin
valészinlleg a leucin és hisztidin kozott taldlhaté. A hatfakto-
ros kisérletekb8l eszerint a

leu-thr-his-rif-(glu,str)-arg-thy-trp

szekvencia a valdszind.

Az Otfaktoros kisérletekben kilencbdl hat esetben az arginin a
hisztidin és a rifampycin kozott 411. Ez nem egyezik az itt ka-
pott eredménnyel. Ha elfogadjuk, hogy a sorrend his-rif-arg,
akkor az 0t-és hatfaktoros kisérletek adatait osszevetve feldllit-
hatd egy alap szekvencia , amit nevezzink el B szekvencidnak:
leu-thr-his-rif-(str-glu)-arg-(thy-trp).

A tovébbiakban ehhez hasonlitjuk a kapott eredményeket.

Ez a sorrend némi bizonytalansdggal, de végilis ellentmondds
nélkil dllithato fel, ezért vessziik standard szekvencidnak.

Azt azonban semmiképpen sem mondhatjuk, hogy ez az eredmény tamad-

hatatlan, inkdbb csak egy valdszind sorrend.
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1.3. HETFAKTOROS KERESZTEZESEK

A 15. és a 16. keresztezésben 7 markerrel dolgoztunk. A sziiloék
azonosak, csak a szelektdalt markerek vdltoztak. A sziilodk:
Pl: leu-glu-rif-ttc-his+thr+trp+;

P2: leu+glu+rif+ttc+his-thr-trp-.

Az allélardnyok:

No. FC P pif his thr leu trp tie glu
*

15 0,12 P1 0,000 1,000 1,000 1,000 0,995 0,912 0,018
P2 1,000 0,000 0,000 0,000 0,005 0,087 0,982
*

x
16 0,21 P1 1,000 0,923 1,000 1,000 0,958 0,295 0,000
p2 0,000 0,077 0,000 0,000 0,042 0,705 1,000
*

Milyen kovetkeztetéseket vonhatunk le ezekb6l az adatokbdl?
A 15. keresztezésb6l az deril ki, hogy a rif és a glu kapcsoltak,
a his, thr, leu, trp, ttc pedig egy médsik kapcsoltsdgi csoportot
alkotnak. A feldllithatd sorrend:
(his,thr,leu,trp)-ttc-glu-rif.
A 16. keresztezésben a gluhoz a ttc van kapcsolva. A sorrend:
(thr,leu,rif)-trp-his-ttc-glu.
Itt mdr ellentmonddssal taldlkozunk, a hisztidint sehogy sem tud-
juk egyértelmen elhelyezni. A zdrdéjelben 1évé markerek pozicio-
jdnak vdltoztatdsdval 30 sorrend dllithatd fel:
15. 1. his-thr-leu-trp-ttc-glu-rif

2. his-thr-trp-leu-ttc-glu-rif

3. his-leu-thr-trp-ttc-glu-rif

4. his-leu-trp-thr-ttc-glu-rif

5. his-trp-leu-thr-ttc-glu-rif

6. his-trp-thr-leu-ttc-glu-rif



16.

10.
11,
12.
13.
14.
15.
l6.
17.
18.
12.
20 .
21 .
22.
23

24.

23.
26
27
28,
29.
30.
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thr-his-leu-trp-ttc-glu-rif
thr-his-trp-leu-ttc-glu-rif
thr-leu-his-trp-ttc-glu-rif
thr-leu-trp-his-ttc-glu-rif
thr-trp-his-leu-ttc-glu-rif
thr-trp-leu-his-ttc-glu-rif
leu-his-thr-trp-ttc-glu-rif
leu-his-trp-thr-ttc-glu-rif
leu-thr-his-trp-ttc-glu-rif
leu-thr-trp-his-ttc-glu-rif
ieu—trp—his—thr—ttc—glu—rif
leu-trp-thr-his-ttc-glu-rif
trp-his-leu-thr-ttc-glu-rif
trp-his-thr-leu-ttc-glu-rif
trp-leu-his-thr-ttc-glu-rif
trp-leu-thr-his-ttc-glu-rif
trp-thr-his-leu-ttc-glu-rif

trp-thr-leu-his-ttc-glu-rif

rif-thr-leu-trp-his-ttc-glu
rif-leu-thr-trp-his-ttc-glu
thr-leu-rif-trp-his-ttc-glu
thr-rif-leu-trp-his-ttc-glu
leu-thr-rif-trp-his-ttc-glu

leu-rif-thr-trp-his-ttc-glu
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Ha elfogadjuk azt, hogy a glu és a rif kapcsoltak, akkor elvethet-
jik a 27-30. varidcidkat. A 16. keresztezés szerint a rif mellett
vagy leu wvagy thr 4l11. Ez alapjédn figyelmen kivil hagyhatjuk az
1-7. és a 20-24. varidcidét és igy 14 lehetséges sorrendiink marad:
15. 7. thr-his-leu-trp-ttc-glu-rif
8. thr-his-trp-leu-ttc-glu-rif
9. thr-leu-his-trp-ttc-glu-rif
10. thr-leu-trp-his-ttc-glu-rif
11. thr-trp-his-leu-tte-glu-rit
12. thr-trp-leu-his-ttc-glu-rif
13. leu-his-thr-trp-ttc-glu-rif
14. leu-his-trp-thr-ttc-glu-rif
15. leu-thr-his-trp-ttc-glu-rif
16. leu-thr-trp-his-ttc-glu-rif
17. leu-trp-his-thr-ttc-glu-rif
18. leu-trp-thr-his-ttc-glu-rif
16.25. rif-thr-leu-trp-his-ttc-glu
26. rif-leu-thr-trp-his-ttc-glu
A 16. keresztezésb6l kapott két vdltozat szerint leu vagy thr
utdn a sorrend egyértelm@: trp-his-ttc-glu. Akkor a 15. kisérlet
yaridcidi KkBzill kiesik a 7., B.;%:.; 12.; 13., 1l&., 15., 18. A 10.
és a 25. megegyezik, igy végil ot lehetséges sorrend marad:
11. rif-thr-trp-his-leu-ttc-glu
l16. rif-leu-thr-trp-his-ttc-glu

17. rif-leu-trp-his-thr-ttc-glu



5. TABLAZAT

A7 OT-, HAT- ES HETFAKTOR0S KISERLETEKBOL KAPOTT SORRENDEK

Sorszam sorrend szelekcid
his-arg-rif-thy-trp rif+,thy+
4. 1. his-arg-rif-thy-trp rif+,thy+
2. his-arg-rif-trp-thy
5 L his-arg-rif-thy-trp rif+,thy+
2. his-arg-rif-trp-thy
6. his-rif-arg-thy-trp rif+,his+
2 his-rif-arg-trp-thy
7. his-rif-arg-thy-trp rif+,his+
B Lla his-arg-rif-thy-trp rif+,trp+
2 his-arg-rif-trp-thy
7. L. his-arg-rif-thy-trp rif+,trp+
2 his-arg-rif-trp-thy
10. his-arg-rif-trp-thy rif+,arg+
1. his-rif-arg-thy-trp rif+,arg+
A: his-(arg-rif)-(thy-trp)
12.1. leu-thr-glu-str-arg-thy thr+,str+
2. leu-thr-str-glu-arg-thy
3. leu-glu-str-arg-thy-thr
4. leu-str-glu-arg-thy-thr
leu-thr-(glu,str)-arg-thy
13.1. leu-thr-rif-his-glu-trp his+,glu+
2 leu-thr-his-rif-glu-trp
14.1. leu-thr-glu-str-arg-thy arg+,str+
2. leu-thr-str-glu-arg-thy
S leu-glu-str-arg-thy-thr
4. leu-str-glu-arg-thy-thr
leu-thr-(glu,str)-arg-thy
5.1 leu-his-trp-thr-rif-glu-ttc rif+,his+
2. leu-thr-trp-his-ttc-glu-rif
3 leu-trp-his-thr-ttc-glu-rif
16. rif-thr-leu-trp-his-ttc-glu thr+,glu+
rif-leu-thr-trp-his-ttc-glu
B: leu-thr-his-rif-(str-glu)-arg-ttc-(trp-thy)
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25. rif-thr-leu-trp-his-ttc-glu

26. rif-leu-thr-trp-his-ttc-glu
A hétfaktoros kisérletekb6l nem tudjuk megmondani, mi 1lehet az
allélek sorrendje.

A kordbbi keresztezések alapjdn a

leu-thr-his-rif-(str-glu)-arg-(trp-thy)
sorrendet fogadtuk el. Mdsképp felirva:
rif-(str-glu)-arg-(trp-thy)-leu-thr-his
Ha kihagyjuk azokat a markereket, melyek a hétfaktorosokndl nem
szerepelnek, ¢és belevessziik a tetracyclint, amelynek a pozicidja
itt teljesen egyértelmd, akkor ezt kapjuk:
rif-his-thr-leu-trp-ttc-glu.
A lehetséges szekvencidk kozil a 25. felel meg legjobban a

standardnak, csak a hisztidin van méds pozicidban.

1.4. NYOLCFAKTOROS KERESZTEZESEK

Osszesen 21 nyolcfaktoros keresztezést végeztiink azt remélve,
hogy ezekb6l sok informdcidhoz jutunk (2. tdbldzat). Az allél-
arany értékeket a 6. tédbldzat foglalja Ossze. Elemezzik végig
ezeket a keresztezeseket!

A 17.-34. crossban a sziiloék:

Pl: arg- leu- thy- thr+ his+ trp+ rif+ str-;

P2: arg+ leu+ thy+ thr- his- trp- rif- str+.

A 17.crossban arg+ trp+ szelekciodt végeztink. A lehetséges 64
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NYOLCFAKTOROS KERESZTEZESEK ALLELARANYAI
No. P arg rif str his thr leu trp thy
*
17. P1 0,000 0,842 0,878 0,927 0,931 0,905 1,000 0,925
P2 1,000 0,158 0,121 0,073 0,069 0,095 0,000 0,075
*
*
18. P1 0,158 0,276 0,329 0,196 0,355 - 0,000 1,000 0,793
P2 0,842 0,724 0,671 0,804 0,645 1,000 0,000 0,207
*
*
19. P1 0,000 0,632 0,668 0,906 1,000 0,695 0,677 0,587
P2 1,000 0,368 0,332 0,094 0,000 0,305 0,323 0,415
*
*
20. P1 0,694 0,616 0,639 0,744 1,000 0,000 0,456 0,310
P2 0,306 0,384 0,361 0,256 0,000 1,000 0,543 0,689
*
*
21. P1 0,979 0,975 0,901 1,000 0,913 0,963 0,756 0,000
p2 ©0,02L 0,025 0,099 0,000 0,087 0,037 0,244 1,000
*
*
22. P1 0,778 0,781 0,798 0,844 0,841 0,824 1,000 0,000
p2 0,222 0,219 0,202 0,156 0,159 0,176 0,000 1,000
*
*
23. Pl 0,944 0,960 0,963 1,000 1,000 0,984 0,932 0,000
P2 0,056 0,040 0,037 0,000 0,000 0,016 0,068 1,000
*
*
24. P1 0,804 0,869 0,895 0,913 0,953 0,015 1,000 0,000
P2 0,196 0,131 0,105 0,087 0,047 0,985 0,000 1,000
*
*
25. P1 0,710 0,756 0,967 1,000 0,983 0,551 0,475 0,000
p2 0,290 0,244 0,033 0,000 0,017 0,449 0,525 1,000
*
*
26. P1 0,628 0,758 0,914 0,961 1,000 0,000 0,616 0,469
p2 0,372 0,242 0,086 0,039 0,000 1,000 0,384 0,531

*



No. P arg rif str his thr leu trp thy
«
27. P1 0,550 0,000 1,000 0,780 0,789 0,587 0,578 0,642
P2 0,450 1,000 0,000 0,220 0,211 0,413 0,422 0,358
*
*
28. P1 0,000 0,886 0,926 0,891 0,924 0,895 1,000 0,959
P2 1,000 0,114 0,074 0,109 0,076 0,105 0,000 0,041
X
*
29. P1L D,939 -0,%48 0,956 D,941 0,965 0,954 1,000 0,000
P2 0,061 0,052 0,044 0,059 0,035 0,046 0,000 1,000
*
%
30. P1 0,879 0,962 0,965 0,955 0,965 0,939 1,000 0,000
P2 0,121 0,038 0,035 0,045 0,035 0,061 0,000 1,000
X
"%
31. pP1 0,000 0,889 0,901 0,885 0,898 0,898 1,000 0,930
p2 1,000 0,111 0,099 0,115 0,102 0,102 0,000 G,070
*
*
32. P1 0,541 0,598 1,000 0,430 0,386 0,000 1,000 0,836
P2 0,459 0,402 0,000 0,570 0,614 1,000 0,000 0,164
%
X
33. P1 0,839 0,898 0,917 0,698 0,628 0,000 1,000 0,920
P2 0,161 0,102 0,083 0,302 0,372 1,000 0,000 0,080
*
*
34%. P1 0,923 0,993 0,998 1,000 0,810 0,000 0,519 0,523
p2 0,077 0,007 0,002 0,000 0,190 1,000 0,481 0,477
X
arg ttc rif his thr leu trp thy
*
35. P1 0,915 0,000 1,000 1,000 0,975 0,965 0,786 0,692
P2 0,085 1,000 0,000 0,000 0,025 0,035 0,214 0,508
*
.
36. P1 0,947 0,000 0,995 0,938 0,933 0,986 1,000 0,668
p2 0,053 1,000 0,005 0,063 0,067 0,014 0,000 0,332
x
arg ttc str his thr leu trp thy
*
37. P1 0,000 1,000 0,532 0,616 0,619 0,420 0,637 0,616
P2 1,000 0,000 o0,46C 0,384 0,381 0,580 0,363 0,384
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genotipusbél mindossze 16-ot kaptunk meg. Egy kapcsoltsdgi csopor-
tot +taldlunk, az arginin egyedil 4l11. Az arg, rif, str egymds
kozelében van, ez megfelel az eddigi eredményeknek. A thr, his,
trp egymashoz viszonyitott pozicidjdt nem lehet egyértelmien meg-
dllapitani, mivel az allélardnyok kozti kilonbségek nagyon Kki-
csik, nem vehetdk szignifikdnsnak. Az értékek alapjdn levezethetd
sorrend:

leu-(thr, his, thy)-trp-arg-rif-str.

Vagyis a kdvetkezé varidcidk lehetségesek:

1. leu-thr-his-thy-trp-arg-rif-str;

2. leu-thr-thy-his-trp-rif-arg-str;

3. leu-his-thy-thr-trp-arg-rif-str;

4. leu-his-thr-thy-trp-arg-rif-str;

5. leu-thy-his-thr-trp-arg-rif-str;

6. leu-thy-thr-his-trp-arg-rif-str;

Az eddigi eredmények alapjdn a leu-thr-his sorrendet fogadjuk el,

vagyis az 1. varidciat.

A legkomplettebb mintdt a 18. sorszdmi kisérlet adta. A lehetseée-
ges 64 genotipusbdl itt 42-t kaptunk meg. Leucinra és triptofanra
szelektdltunk. Az egyik kapcsoltsdgi csoportba a trp és a thy
tartozik, a médsikba az Osszes tobbi allél. A feldllithatd sor-
cend:

1. leu-arg-his-rif-str-thr-thy-trp,
vagy:

2. leu-his-rif-str-thr-thy-trp-arg.
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Az eddigi adatoknak megfelel, hogy egymds mellett taldlhatdé a trp
€s a thy, valamint a his-rif-str. Az arginin és a treonin azonban
mashol taldlhatdé, mint a standard sorrendben. A két varidcio

kozil nem tudunk vdlasztani.

A 19. crossban treoninra és argininre szelektdltunk. 22 genoti-
pust kaptunk az utddpopuldcidban. Az adatok alapjdn az arginin
figgetlen, a tobbi marker egy kapcsoltsdgi csoportba tartozik. Az
allélek sorrendje:

1. leu-his-thr-arg-thy-rif-str-trp;
2. leu-thr-his-arg-thy-rif-str-trp;

Mindkét sorrend nagyon kilonbGzik a standard szekvencidtol.

A 20. keresztezésben thr+, leu+ szelekcidt végeztink, 16 genoti-
pust kaptunk meg. Két kapcsoltsdgi csoport van: a treoninhoz kap-
csolt a hisztidin, a streptomycin, a rifampycin és az arginin, a
leucinhoz pedig a timin és a triptofdn. A feldllithatdé sorrendek:
1. leu-thr-his-arg-str-rif-trp-thy;

2. leu-his-thr-arg-str-rif-trp-thy.

Az els® vdltozat tlnik megfelel6bbnek, ahol a leu-thr-his és a
trp-thy sorrend megegyezik a standard szekvencidval, valamint az
is hasonldé, hogy ezen két csoport kodzott taldlhaté az arg, rif,

str; egymashoz viszonyitott sorrendjik azonban mds.

A 21. crossban hisztidinre és timinre szelektdltunk, 13 genoti-

pust kaptunk. Egy kapcsoltsédgi csoport van, a timin kilon 4811. Az
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arginin ¢és a rifampycin AR értékek kozott elenyészben kicsi a ki-
lonbség, ez alapjdan nem lehet 6ket sorba rakni. A feldllithato
sorrend:

leu-thr-str-trp-thy-his-(rif,arg).

A varidciodk:

1. leu-thr-str-trp-thy-his-arg-rif;

2. leu-thr-str-trp-thy-his-rif-arg;

Ez a kisérlet is megerdsiti, hogy az arg és a rif er6sen kapcsol-
tak. A hisztidin a standard sorrendnek megfeleléen az arg-rif
csoport kozelében taldlhatd, a trp a thy, a leu pedig a thr mel-
lett. Eddig azt mondtuk, a rif a his és az arg kozott helyezkedik
el, ennek megfelelden a 2. sorrendet fogadhatjuk el. Azonban,

ahogy az eddigiek, Ugy ez sem egyezik az alapszekvencidval.

A 22. crossban timinre és triptofdnra szelektdltunk, 12 genoti-
pust kaptunk. Egy kapcsoltsdgi csoportunk van, a timin kilon all.
A hisztidin és a treonin, valamint a rifampycin és az arginin AR
értékei kozott gyakorlatilag nincs differencia. A feldllithato
sorrend:
leu-(thr,his)-trp-thy-(arg,rif)-str
A varidciodk:

1. leu-thr-his-trp-thy-arg-rif-str;
2. leu-thr-his-trp-thy-rif-arg-str;
3. leu-his-thr-trp-thy-arg-rif-str;

4. leu-his-thr-trp-thy-rif-arg-str;
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Ha Osszehasonlitjuk ezeket B standard szekvencidnkkal, a 3. és 4.
varidcidét elvethetjik, mivel ezekben a leucin a hisztidin mellett
van, mig B-ben a treonin mellett. A standard szekvencidban
rif-arg a sorrend, ez alapjdn a 2. védltozatot fogadhatjuk el. A
szokdsos 3 csoport megtaldlhatd itt is (trp-thy, rif-arg-str és
leu-thr-his), de egymdshoz viszonyitott pozicidjuk mds, mint amit

eddig elfogadtunk.

A 23. keresztezésben his+, thy+ szelekcidt végeztink, 10 geno-
tipust éaptunk. Ez a kisérlet ismét a his-thr erés kapcsoltsdgat
bizonyitja. A kovetkez6 sorrendbe rakhatjuk az alléleket:
leu-(thr,his)-thy-trp-arg-(rif,str).

A lehetséges varidciok:

1. leu-thr-his-thy-trp-arg-rif-str;

2. leu-thr-his-thy-trp-arg-str-rif;

3. leu-his-thr-thy-trp-arg-rif-str;

4. leu-his-thr-thy-trp-arg-str-rif.

Ebb6l az elsd az, ami nagyon jél egyezik az el6z6 crossbdl kapott
egyik szekvencidval, viszont kiilcnbdzik a mdsik his+, thy+ szelek-

ciébdél kapott eredménytdl, és a standardtoél is.

A 24. sorszami keresztezésben timin, triptofdn szelekcidt alkal-
maztunk, 15 genotipust taldltunk. Két kapcsoltsdgi csoportunk
van, az egyikbe tartozik a trp, thr, his, str, rif, arg, a masik-

ba a thy és a leu. A kovetkez6 sorrendeket dllithatjuk fel:
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1. leu-thy-trp-thr-his-str-rif-arg,

2. leu-trp-thy-thr-his-str-rif-arg.

Megtaldl juk a szokdsos csoportokat: trp-thy, thr-his,
str-rif-arg, de a markerek pozicidi egymdshoz viszonyitva megvdl-
toztak B-hez képest. A leucin a thy-trp és az arginin ko&zott
helyezkedik el, ez sem egyezik a standard szekvencidval. A 22.
keresztezésben szintén trp+, thy+ szelekcidt alkalmaztunk, de a

két kisérletb6l kapott sorrend nem egyezik.

A 25. crossban a szelekcid his+, thy+ volt, a kapott rekombi-
ndns tipusok szdma 21.

Két kapcsoltsdgi csoportba oszthaték a markerek, az egyikben van

a timin és a triptofdn, a mdsikban a hisztidin, streptomycin,
rifampycin, arginin, treonin és leucin. Itt két sorrendet 4llit-
hatunk fel:

1. leu-trp-thy-his-thr-str-rif-arg,
2. leu-trp-thy-thr-his-str-rif-arg.
A leu-...thr-his sorrend miatt a mdsodikat fogadjuk el. Ez meg-
egyezik az el6zd keresztezésbdl kapott 2. sorrenddel, de nem
azonos a mdsik két his+,thy+ szelekcidbdl kapott szekvencidkkal,

sem a standarddal.

A 26. crossban treoninra és leucinra szelektdltunk, 27-féle
rekombindnst kaptunk. A timin a leucinhoz kapcsolt, a triptofan,

hisztidin, streptomycin, arginin és rifampycin pedig a treonin-
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hoz. A markerek sorrendje ebben a kisérletben:
leu-(thr,his)-str-rif-arg-trp-thy.

A két varidcid:

1. leu-thr-his-str-rif-arg-trp-thy;

2. leu-his-thr-str-rif-arg-trp-thy.

Az els® szekvencia nagyon J6 egyezést mutat a standarddal, csak a
str poziciéja mds. A 20. cross is leu+, thr+ szelekcid volt, a
két kisérletb6l kapott sorrend hasonld, csak annyi a kiilonbség,

hogy az arg dthelyez6dott a trp mell6l a his melle.

A 27. keresztezésben rifampycinre és streptomycinre szelektdl-
tunk, 13 genotipust kaptunk. A rif egyediil 411, a tobbi marker
egy kapcsoltsdgi csoportot alkot. A markersorrend a szdmok alap-
jan:

1. leu-trp-arg-rif-str-thr-his-thy;

2. leu-trp-arg-rif-thr-str-his-thy.

Mivel a leu és a trp AR értékei kozott kicsi a kilonbség, felcse-
rélhetjik ©Oket, 1gy egy olyan szekvencidt kapunk, amely Jobban
hasonlit a standardhoz:

3. leu-arg-rif-str-thr-his-thy-trp

Az arg-rif-str, a thr-his és thy-trp csoportok itt is megvannak,
de egymdshoz viszonyitott helyzetik nem felel meg a standard
szekvencidnak; a leu is mdshol taldlhaté. Az arg csoporton belili

sorrend sem egyezik az alap szekvencidval.
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A 28. keresztezésben arg+, trp+ szelekcidt alkalmaztunk,

megkapott genotipusok szdma 16. Egy kapcsoltsdgi csoport van,
arginin egyedil 411. A str és a thr, valamint a rif, his és
AR értékei kozott nincs szignifikdns kilonbség, ezek alapjan
lehet sorba rakni ezeket a markereket. A levezethet6 sorrend:
(leu,his,rif)-arg-trp-thy-(str,thr).

Ebb6l sokféle varidciot &dllithatunk fel:

1. leu-his-rif-arg-trp-thy-str-thr;

2. leu-his-rif-arg-trp-thy-thr-str;

3. leu-rif-his-arg-trp-thy-str-thr;

4. leu-rif-his-arg-trp-thy-thr-str;

5. rif-leu-his-arg-trp-thy-str-thr;

6. rif-leu-his-arg-trp-thy-thr-str;

7. rif-his-leu-arg-trp-thy-str-thr;

8. rif-his-leu-arg-trp-thy-thr-str;

9. his-rif-leu-arg-trp-thy-str-thr;
10.his-rif-leu-arg-trp-thy-thr-str;
l1l.his-leu-rif-arg-trp-thy-str-thr;

12.his-leu-rif-arg-trp-thy-thr-str;

a

az

leu

nem

A 11. wvaridcid hasonlit legjobban ahhoz, amit eddig elfogad-

tunk, de a str és a leu pozicidja mds. A str elszakadt az arginin

csoporttdl, helyet cserélt a leucinnal. Ez a sorrend igy is
irhatd:

leu-his-thr-str-thy-trp-arg-rif.

fel-

Ez hasonlit a mdsik arg+, trp+ szelekcidbdl kapott sorrendekhez,

de egyikkel sem egyezik meg.
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A 29. crossban trp+, thy+ szelekcidt végeztink, 16-féle rekombi-
nanst kaptunk. Egy kapcsoltsdgi csoportunk van, a timin egyedil
dall. Az AR értékek kozott olyan kicsi a differencia, hogy kérdé-
ses, komolyan vehet]jik-e 0ket, azaz ezekre tdmaszkodva sorba
rakhatjuk-e a markereket. Ha szigordan csak a szamokat nézve
mégis megprobdljuk az eredményeket felhaszndlni, a kovetkez6
szekvencidt kapjuk:

(leu,str)-(thr-trp)-thy-arg-his-rif.

Varidciok:

1. leu-thr-trp-thy-arg-his-rif-str;

2. leu-str-thr-trp-thy-arg-his-rif;

5. leu-trp-thr-thy-arg-his-rif-str;

4. leu-str-trp-thr-thy-arg-his-rif;

Eddigi tapasztalataink szerint a timin és a triptofédn szorosan
kapcsolt, =ezért a 3.-4. vdltozattal nem foglalkozunk. Az &elsd
varidcioban a thr a leu mellett marad, s igy jobban hasonlit az
alapszekvencidhoz, mint a 2. Megtaldljuk az eddigi kapcsoltsdgi
csoportokat (leu-thr; trp-thy; arg-his-rif-str;), de egymdshoz
viszonyitott helyzetik, valamint az arginin csoporton belidli
sorrend nem egyezik a B szekvencidval. A kapott sorrend kidlonbo-

zik az eddigi trp+, thy+ szelekciodkbdl kapottaktdl is.

A 30. keresztezés ismét egy trp+, thy+ szelekcid, a 1lehetséges
rekombindnsok 15%-4t kaptuk meg, Osszesen 10 genotipust. A thr,

str, his ¢és rif AR értékek kozott megint nincs szignifikdns
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kilonbség. Ha ettdl eltekintink, a szdmok alapjdn a kovetkezd
sorrend adhato:

leu-his-rif-(thr,str)-trp-thy-arg.

Ennek megfelelden két vdltozat kozil vdlaszthatunk:

1. leu-his-rif-thr-str-trp-thy-arg;

2. leu-his-rif-str-thr-trp-thy-arg.

Eddigi tapasztalataink alapjédn tegylik egymds mellé a streptomy-
cint és a rifampycint, akkor a 2. szekvencidt fogadjuk &el. A
standardhoz képest mds pozicidéban van az arg és a thr; a trp és a
thy itt 1is kapcsolt. A tobbi trp+, thy+ szelekcidébdl szdrmazo

sorrenddel nem egyezik ez a szekvencia.

A 31. keresztezésben arg+, trp+ a két szelektdlt marker, 16
genotipust kaptunk. Egy kapcsoltsdgi csoport van, az arginin
kiilon 411. A thr és a leu AR értékei megegyeznek, nem kilonbozik
t61lik szignifikdnsan a streptomycinhez tartozdé érték sem. A rif
€s a his kozott is elhanyagolhatd a kiilonbség. Ismét tekintsidnk
el ettél, ¢és csak a szédmokat nézve probdljuk meg sorba rakni az
alléleket! A kovetkezd szekvencidt kapjuk:
(leu,thr)-str-(thy,trp)-arg-his-rif.

Négy vdltozat irhato fel:

1. leu-thr-str-thy-trp-arg-his-rif;
2. thr-leu-str-thy-trp-arg-his-rif;
3. leu-thr-str-trp-thy-arg-his-rif;

4. thr-leu-str-trp-thy-arg-his-rif.



—45-

Egyik sem egyezik a standarddal, sem a mdsik arg+, trp+ szelek-
cidbdl kapott sorrenddel. Tdmpontot sem taldlunk annak eldontésé-
hez, melyik védltozatot fogadjuk el. A trp-thy azonban itt 1is

egymas mellett taldlhaté.

A 32. kisérletben leu+, trp+ szelekcidét alkalmaztunk, 28 genoti-
pust kaptunk. Két kapcsoltsdgi csoport van, az egyikbe a leu,
thr, his tartozik, a mdsikba a trp, thy, arg, rif, str. A
feldllithatdé markersorrend:
leu-thr-his-arg-rif-thy-(str,trp).

A timint és a triptofdnt egymds mellé rakhatjuk:
leu-thr-his-arg-rif-thy-trp-str.

A B szekvencidhoz viszonyitva arg-rif és trp-thy helyet cserélt,
str pedig kilépett az arginin csoportbdl és (j pozicidban taldlha-
téd. A mdsik leu+, trp+ szelekcidé sorrendjével ez a szekvencia nem

egyezik.

A 33. keresztezésben ismét leu+, trp+ szelekcidt alkalmaztunk,
27-féle rekombindnst kaptunk. Itt csak egy kapcsoltsdgi csoport
van, a leu szabadon 411. A str és a thy értékek kozott elhanyagol-
hatd a kilonbség, igy a levezethet®6 sorrend:
leu-thr-his-arg-rif-(thy,str)-trp.

A két varidciO:
1. leu-thr-his-arg-rif-thy-str-trp; és

2. leu-thr-his-arg-rif-str-thy-trp.
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A mdsodik az, amely jobban megfelel kordbbi tapasztalatainknak.
B-hez viszonyitva csak annyi a kilonbség, hogy arg-rif és trp-thy
helyet cserélt a csoporton beliil. Hasonlitsuk Ossze a mdsik két
leu+, trp+ szelekcidval! A 18. keresztezésbtl kapott szekvencid-
tdl Jelent6sen kilonbozik, a 32.-b61 kapottal viszont majdnem

megegyezik, csak a str van mds pozicidban.

A 34. kisérletben hisztidinre és leucinra szelektdltunk, 17
genotipusﬁ kaptunk meg a 64-b6l.Egy kapcsoltsdgi csoport van, a
leu egyedidl d11. A rif és a str, valamint a trp és a thy AR éerté-
kei kozott nagyon kicsi a kilonbség. A feldllithatd sorrend:
leu-(trp,thy)-thr-arg-(rif,str,his).

Ebbdl a kovetkezd varidcidkat irhatjuk fel:
1. leu-trp-thy-thr-arg-rif-str-his;
2. leu-trp-thy-thr-arg-rif-his-str;
3. leu-trp-thy-thr-arg-str-rif-his;
4. leu-trp-thy-thr-arg-str-his-rif;
5. leu-trp-thy-thr-arg-his-rif-str;
6. leu-trp-thy-thr-arg-his-str-rif,
7. leu-thy-trp-thr-arg-rif-str-his;
8. leu-thy-trp-thr-arg-rif-his-str;
9. leu-thy-trp-thr-arg-str-rif-his;
10.leu-thy-trp-thr-arg-str-his-rif;
11.leu-thy-trp-thr-arg-his-rif-str;

12.1leu-thy-trp-thr-arg-his-str-rif.
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A timin-csoport itt a leucin és a treonin kodzé keridlt. A thr
mdsik oldaldn az arginin taldlhatd, ez sem egyezik a standarddal.
Az arginin-csoporton belili sorrend alapjén az 5. és a 11. vdlto-

zat a leginkdbb elfogadhatd.

A 35. kisérletben a str helyett a ttc marker 1ép be; a szildk:
Pl: arg- leu- thy- thr+ his+ trp+ rif- ttc-;
P2: arg+ leu+ thy+ thr- his- trp- rif+ ttc+.
Hisztidinre ¢és tetracyclinre szelektdltunk, a kapott genotipusok
szdma csupdn 12. Egy kapcsoltsdgi csoport van, a ttc kilon 4ll. A
his és a rif erdsen kapcsoltak. A sorrend:
leu-thr-(his,rif)-ttc-thy-trp-arg.
Két varidcidt irhatunk le:
1. leu-thr-his-rif-ttc-thy-trp-arg;
2. leu-thr-rif-his-ttc-thy-trp-arg.
Az 1. hasonlit legjobban a standard szekvencidra, minddssze annyi
a kilonbség, hogy az arg kilépett a csoportjdbdél és dthelyez6dott

a trp és a leu kozé.

A 36. crossban a sziil6k ugyanazok, mint a 35.-ben, a szelekcio
trp+, ttc+. Mindossze 9 genotipust kaptunk. Egy kapcsoltsagi
csoport van, a ttc egyedil d11. A his és thr, valamint a trp és a
rif AR értékei kozott nagyon kicsi a kiilonbség. A feldllithato
sorrend:

leu-arg-(his,thr)-thy-ttc-(trp-rif).
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A varidcidk:
1. leu-arg-his-thr-thy-ttc-trp-rif;
2. leu-arg-thr-his-thy-ttc-trp-rif;
3. leu-arg-his-thr-thy-ttc-rif-trp;
4. leu-arg-thr-his-thy-ttc-rif-trp.
A standardhoz képest eléggé Osszekuszdldédott a sorrend, a trp é€s
a thy elszakadt egymédstél, arg is a rif-t6l és leu a his-thr
csoporttol.

A 37. kisérlet az utolsd nyolcfaktoros keresztezés, a szilok:
Pl: arg- leu- thy- thr+ his+ trp+ str- ttc+;
P2: arg+ leu+ thy+ thr- his- trp- str+ ttc-.
Argininre ¢és tetracyclinre szelektdltunk, 23 genotipust kaptunk.
Két kapcsoltsdgi csoport van, az argininhez kapcsolt a leucin, a
tetracyclinhez a tobbi marker. A his és a thy AR értékei meg-
egyeznek, nem kilonbozik télik szignifikédnsan a treoninhoz tarto-
z6 értéek sem. A feldllithatdé sorrend:
leu-str-(thr,his,thy)-trp-ttc-arg.
A lehetséges varidcidk:
1. leu-arg-ttc-trp-thr-his-thy-str;
2. leu-arg-ttc-trp-thr-thy-his-str;
3. leu-arg-ttc-trp-his-thr-thy-str;
4. leu-arg-ttc-trp-his-thy-thr-str;
5. leu-arg-ttc-trp-thy-thr-his-str;

6. leu-arg-ttc-trp-thy-his-thr-str.
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Az arg-ttc-trp-thy szekvencia megfelel a standardnak, ez alapjéan
kiesik az elsd négy vdltozat; az alapszekvencidban leu-thr-his a

sorrend, ez alapjdn az 5. vdltozat a legelfogadhatdbb.

A nyolcfaktoros keresztezések kiértékelése nem volt konnyl
feladat. Minden -esetben segitségil kellett hivnunk az ©ot- és
hatmarkeres kisérletekbdl kapott alapszekvencidt. Enélkil nem
tudtunk volna vdlasztani a lehetséges varidcidk kozil. Ez viszont
azt jelenti, hogy ezek a keresztezések nem szolgdltattak Gj infor-
mdcickat. A keresztezésben résztvevd allélek szdmanak novelésével
tehdt nem értik el a kivédnt célt, a kordbban megdllapitott marker-
sorrend nem valt egyértelmibbé, s6t a bizonytalansdg tovdbb no6tt.

Mindegyik kisérletbdl legaldbb két sorrend vezethetd le. A 29.
eés 30. keresztezést teljesen figyelmen kivil hagyhatjuk, mert az
allélardny értékek kozti kilonbségek nagyon kicsik. Sajnos, a
legtobb nyolcfaktoros keresztezésre igaz az, hogy az AR értékek
kozti kilonbségek nem elég nagyok ahhoz, hogy szignifikdnsnak
mondhassuk oOket.

Az o©sszes nyolcfaktoros keresztezés Gsszehasonlitdsakor csak

nehdny egyforma szekvencidt taldlunk:

17.1. (arg+,trp+ szelekcid) 23. 1. (thy+,his+ szelekcid)

23. 3. (thy+,his+ szelekcid)

17.4. (arg+,trp+ szelekcid)

18.2. (leu+,trp+ szelekcid) 28.12. (arg+,trp+ szelekcid)

24.2. (thy+,trp+ szelekcid)

25. 2. (thy+,his+ szelekcid)
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25.1. (thy+,his+ szelekcid) 27. 3. (rif+,str+ szelekcid)

28.2. (arg+,trp+ szelekcid) 31. 1. (arg+,trp+ szelekcid)

32.1. (leu+,trp+ szelekcid) 33. 1. (leu+,trp+ szelekcid)
A hét pdrbdl mindossze kettd olyan van, ahol az egyforma szek-
vencidk azonos szelekcidbdl szdrmaznak. Be kell 1ldatnunk, hogy

ezekb6l a kisérletekbdl nem vonhatunk le olyan kdvetkeztetéseket,

melyek kelldképpen ald lennének tdmasztva.

1.5. KILENCFAKTOROS KERESZTEZESEK

0t kilencfaktoros keresztezésiink van.
A 38. keresztezésben a szilok:
Pl: arg- leu- thy- thr+ his+ trp+ str+ ttc+ rif-;

P2: arg+ leu+ thy+ thr- his- trp- str- ttc- rif+.

His+, 1leu+ szelekcidt végeztink, a lehetséges 128-bdl 30 genoti-
pust kaptunk meg. Két kapcsoltsdgi csoport van: a hisztidinhez
kapcsolt a treonin, a leucinhoz a triptofdn, timin, arginin,

tetracyclin, rifampycin. A streptomycin figgetlen. A feldllithatd
sorrend:

(leu,ttc)-trp-thy-arg-rif-str-thr-his.

A két lehetséges vdltozat:

1. leu-ttc-trp-thy-arg-rif-str-thr-his;

2. ttc-leu-trp-thy-arg-rif-str-thr-his.

Az els6 védltozatban egy csoportban maradt a thr-his-leu, ezeért

inkdbb ezt a sorrendet fogadjuk el. Megtaldlhatd a mdsik ket
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A NYOLCFAKTOROS KERESZTEZESEKBOL KAPOTT SORRENDEK

sorrend

szelekcio

18.

19.

20

2L,

22,

25.
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his-(rif-arg)-(trp-thy)
leu-thr-his-rif-(str,glu)-arg-ttc-(thy,trp)

leu-(thr,his,thy)-trp-arg-rif-str
leu-thr-his-thy-trp-arg-rif-str

leu-thr-thy-his-trp-rif-arg-str
leu-his-thy-thr-trp-arg-rif-str
leu-his-thr-thy-trp-arg-rif-str
leu-thy-his-thr-trp-arg-rif-str
leu-thy-thr-his-trp-arg-rif-str

(leu,arg)-his-rif-str-thr-thy-trp

leu-arg-his-rif-str-thr-thy-trp
leu-his-rif-str-thr-thy-trp-arg
leu-(his,thr)-arg-thy-rif-str-trp
leu-his-thr-arg-thy-rif-str-trp
leu-thr-his-arg-thy-rif-str-trp
leu-(thr,his)-arg-str-rif-trp-thy
leu-thr-his-arg-str-rif-trp-thy

leu-his-thr-arg-str-rif-trp-thy
leu-thr-str-trp-thy-his-(rif,arg)
leu-thr-str-trp-thy-his-arg-rif
leu-thr-str-trp-thy-his-rif-arg

leu-(thr,his)-trp-thy-(arg,rif)-str
leu-thr-his-trp-thy-arg-rif-str
leu-thr-his-trp-thy-rif-arg-str

leu-his-thr-trp-thy-arg-rif-str
leu-his-thr-trp-thy-rif-arg-str
leu-(thr,his)-thy-trp-arg-(rif,str)
leu-thr-his-thy-trp-arg-rif-str

leu-thr-his-thy-trp-arg-str-rif
leu-his-thr-thy-trp-arg-rif-str
leu-his-thr-thy-trp-arg-str-rif

arg+, trp+

leu+,trp+

arg+,thr+

leu+,thr+

his+,thy+

trp+,thy+

his+, thy+



Sorszam

sorrend

szelekcid
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26.
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30.

31

W

@ N O W

= = W N

—

leu-(trp,thy)-thr-his-str-rif-arg
leu-thy-trp-thr-his-str-rif-arg

leu-trp-thy-thr-his-str-rif-arg
leu-trp-thy-(his,thr)-str-rif-arg
leu-arg-rif-str-thr-his-thy-trp
leu-trp-thy-thr-his-str-rif-arg

leu-(thr,his)-str-rif-arg-trp-thy
leu-thr-his-str-rif-arg-trp-thy

leu-his-thr-str-rif-arg-trp-thy;
leu-thy-his-(str,thr)-rif-arg-trp
leu-thy-his-thr-str-rif-arg-trp
leu-thy-his-str-thr-rif-arg-trp
leu-trp-thy-his-thr-str-rif-arg
(leu,his,rif)-arg-trp-thy-(str,thr)
leu-thr-str-thy-trp-arg-rif-his

leu-thr-str-thy-trp-arg-his-rif
leu-rif-his-thr-str-thy-trp-arg
leu-rif-his-arg-trp-thy-thr-str
leu-rif-thr-str-thy-trp-arg-his
leu-his-rif-thr-str-thy-trp-arg
leu-his-rif-arg-trp-thy-thr-str
leu-his-thr-str-thy-trp-arg-rif
leu-his-arg-trp-thy-thr-str-rif
leu-his-str-thr-thy-trp-arg-rif
leu-rif-his-str-thr-thy-trp-arg

leu-his-rif-str-thr-thy-trp-arg
(leu,str)-(thr-trp)-thy-arg-his-rif
leu-thr-trp-thy-arg-his-rif-str

leu-str-thr-trp-thy-arg-his-rif
leu-trp-thr-thy-arg-his-rif-str
leu-str-trp-thr-thy-arg-his-rif
leu-his-rif-(thr,str)-trp-thy-arg
leu-his-rif-thr-str-trp-thy-arg
leu-his-rif-str-thr-trp-thy-arg

(leu,thr)-str-(thy,trp)-arg-his-rif
leu-thr-str-thy-trp-arg-his-rif
leu-thr-rif-his-arg-trp-thy-str

trp+,thy+

his+,thy+

leu+,thr+

rif+,str+

arg+, trp+

trp+,thy+

trp+, thy+

arg+, trp+



Sorszam

sorrend

szelekcid
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leu-thr-str-trp-thy-arg-his-rif
leu-thr-rif-his-arg-thy-trp-str

leu-thr-his-arg-rif-thy-(str,trp)

leu-thr-his-arg-rif-thy-str-trp
leu-thr-his-arg-rif-thy-trp-str

leu-thr-his-arg-rif-(thy,str)-trp

leu-thr-his-arg-rif-thy-str-trp
leu-thr-his-arg-rif-str-thy-trp

leu-(trp,thy)-thr-arg-(rif,str,his)

leu-trp-thy-thr-arg-rif-str-rif
leu-trp-thy-thr-arg-rif-his-str
leu-trp-thy-thr-arg-str-his-rif
leu-trp-thy-thr-arg-str-his-rif
leu-trp-thy-thr-arg-his-rif-str

leu-trp-thy-thr-arg-his-str-rif
leu-thy-trp-thr-arg-rif-str-his
leu-thy-trp-thr-arg-rif-his-str
leu-thy-trp-thr-arg-str-rif-his
leu-thy-trp-thr-arg-str-his-rif
leu-thy-trp-thr-arg-his-rif-str
leu-thy-trp-thr-arg-his-str-rif

leu-thr-(his,rif)-ttc-thy-trp-arg

leu-thr-his-rif-ttc-thy-trp-arg

leu-thr-rif-his-ttc-thy-trp-arg

leu-arg-(his,thr)-thy-ttc-(trp-rif)

leu-arg-his-thr-thy-ttc-trp-rif
leu-arg-thr-his-thy-ttc-trp-rif
leu-arg-his-thr-thy-ttc-rif-trp
leu-arg-thr-his-thy-ttc-rif-trp

leu-arg-ttc-trp-(thr,his,thy)-str

leu-arg-ttc-trp-thr-his-thy-str
leu-arg-ttc-trp-thr-thy-his-str
leu-arg-ttc-trp-his-thr-thy-str
leu-arg-ttc-trp-his-thy-thr-str
leu-arg-ttc-trp-thy-thr-his-str

leu-arg-ttc-trp-thy-his-thr-str

leu+,trp+

leu+,trp+

his+,leu+

his+,ttc+

trp+, ttc+

arg+, ttc+



A KILENCFAKTOROS KERESZTEZESEK ALLELARANYAI

8. TABLAZAT

No. P arg tic rif str his thr leu irp thy

%
8. P1 0,253 0,041 0,318 0,500 1,000 0,635 0,000 0,206 0,235
P2 0,747 0,959 0,682 0,500 0,000 0,365 1,000 0,794 0,765

*

*
39. P1 0,138 0,126 0,000 0,004 1,000 0,748 0,622 0,553 0,513
P2 0,862 0,874 1,000 0,996 0,000 0,252 0,378 0,447 0,488

.

*
40. P1 0,840 0,623 0,920 0,943 1,000 0,948 0,000 0,759 0,571
P2 0,160 0,377 0,080 0,057 0,000 0,052 1,000 0,241 0,429

X
*
41. P1 0,000 1,000 0,996 0,993 0,972 0,982 0,810 0,880 0,109
P2 1,000 0,000 0,004 0,007 0,028 0,018 0,190 0,120 0,891
*
arg ttc rif str his thr leu trp thy
3

42. P1 0,751 0,000 0,956 0,983 1,000 0,939 0,498 0,354 0,007
P2 0,249 1,000 0,044 0,017 0,000 0,061 0,502 0,646 0,995
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kapcsoltsdgi csoport is, de a csoportok egymdshoz viszonyitott
pozicidéja mds, mint a standard. A ttc egyik szomszédja a trp,

mint B-ben, de a mdsik szomszéd rif helyett a leu.

A 39. keresztezeésben a szilék ugyanazok, mint a 38.-ban, de itt
hisztidinre és rifampycinre szelektdltunk. 21-féle rekombindnst
kaptunk. Itt 1is két kapcsoltsdgi csoport van, a rifampycinhez
kapcsolt a str, ttc, arg; a hisztidinhez a thr, leu, trp, thy.
Valdjaban a +timin olyan kozel 411 a 0,500-as ¢értékhez, hogy
fliggetlennek 1is veheté. Az arg-ttc és a rif-str AR értékei kozot-
ti kilonbség sem tekinthet6 szignifikdnsnak. A kovetkezd sorren-
det tudjuk feldllitani:
leu-(thr,his)-(rif,str)-ttc-arg-thy-trp.

Négy varidcidot irhatunk fel:

1. leu-thr-his-rif-str-ttc-arg-thy-trp;

2. leu-thr-his-str-rif-ttc-arg-thy-trp;

5. thr-leu-his-rif-str-ttc-arg-thy-trp;

4. thr-leu-his-str-rif-ttc-arg-thy-trp.

Az 1. vdltozat majdnem tokéletesen megegyezik a standard szekven-

cidval, csupdn a ttc taldlhatdé mds pozicidban.

A 40. crossban a szildk megegyeznek az eldz6 két kilencfaktoros
kisérletben haszndltakkal, a szelekcid his+, leu+. 30 genotipust
kaptunk az wutddnemzedékben. Itt egy kapcsoltsdgi csoport van, a

leucin ktlon 411. A streptomycin és a treonin AR értékei kozott
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elhanyagolhatéan kicsi a kildnbség. A feldllithaté sorrend:
leu-his-(str,thr)-rif-arg-thy-trp-ttc.

Az alapszekvencia szerint a streptomycint a rif mellé kell tenni,
igy a sorrendink:

leu-his-thr-str-rif-arg-thy-trp-ttc.

A treonin lehet a hisztidin mdsik oldaldn is, ez a sorrend jobban
megfelel a standardnak, a kiilonbség a str és a ttc pozicidjdban
van:

leu-thr-his-str-rif-arg-thy-trp-ttc.

A 41. keresztezésben a szildk vdltozatlanok, a szelekcid arg+,
ttc+. 14 genotipust kaptunk. A timin az argininhez kapcsolt, a
tobbi marker a tetracyclinhez. A ttc-rif és a rif-str kozotti
kilonbségek elhanyagolhatdak. Szigordan a szdmok alapjdn a kovet-
kez6 sorrend dllithatd fel:
leu-trp-his-thr-(rif,str)-ttc-arg-thy.

Akdr a streptomycint tesszik a treonin mellé, akdr a rifampycint,
azt 1ldtjuk, hogy a standardhoz képest a markersorrend tel]jesen

0sszezavarodott.

A 42. keresztezés az utolsé. Itt a szildk:
Pl: arg- leu- thy- thr+ his+ trp+ str+ ttc- rif-;
P2: arg+ leu+ thy+ thr- his- trp- str- ttc+ rif+.
Tetracyclinre ¢€és hisztidinre szelektdltunk, 16 genotipust kap-

tunk. Keét kapcsoltsdgi csoport van, a tetracyclinhez kapcsolt a
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triptofdn ¢és a timin, a hisztidinhez a rif, str, thr, arg, a
leucin pedig figgetlen. A kovetkezd sorrendet d4l1lithatjuk fel:
leu-arg-thr-rif-(str,his)-ttc-thy-trp.

Ez a sorrend is, mint az el6z6, nagymértékben eltér a standard

szekvencidtol.

A kilencfaktoros keresztezésekb6l kapott sorrendek kozott ket
egyformat taldlunk:

38.1. (his+,leu+ szelekcid) = 40.2. (his+,leu+ szelekcid)

Ez a két szekvencia azonos szelekcidbdl szdrmazik, de nem egyezik
meg a standarddal. A kilencfaktoros keresztezésekr6l ugyanazt
mondhatjuk el, mint a nyolcfaktorosakrdl: a viszonyité szekvenci-
dkra szikség volt az elemzésnél; (Gj informdcidkat nem szereztink,
€s az allélardny értékek kozotti kilonbségek sok helyen nagyon

kiecsik.
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A KILENCFAKTOROS KERESZTEZESEKBOL KAPOTT SORRENDEK

Sorszam sorrend szelekcid
: his-rif-arg-(trp-thy)

B: leu-thr-his-rif-(str,glu)-arg-ttc-(trp, thy)

38. (leu,ttc)-trp-thy-arg-rif-str-thr-his his+,leu+
1. leu-ttc-trp-thy-arg-rif-str-thr-his
2. leu-trp-thy-arg-rif-str-thr-his-ttc

33, leu-(thr,his)-(rif,str)-ttc-arg-thy-trp rif+,his+
1. leu-thr-his-rif-str-ttc-arg-thy-trp
2. leu-thr-his-str-rif-ttc-arg-thy-trp
5. leu-his-rif-str-ttc-arg-thy-trp-thr
4. leu-his-str-rif-ttc-arg-thy-trp-thr

40. leu-his-(str,thr)-rif-arg-thy-trp-ttc his+,leu+
1. 1leu-his-str-thr-rif-arg-thy-trp-ttc
2. leu-his-thr-str-rif-arg-thy-trp-ttc
3. leu-thr-his-str-rif-arg-thy-trp-ttc

41. leu-trp-his-thr-(rif,str)-ttc-arg-thy arg+, ttc+
1. leu-trp-his-thr-rif-str-ttc-arg-thy
2. leu-trp-his-thr-str-rif-ttc-arg-thy

4.2 5 leu-arg-thr-rif-(str,his)-ttc-thy-trp his+,ttc+
1. leu-arg-thr-rif-str-his-ttc-thy-trp
2. leu-arg-thr-rif-his-str-ttc-thy-trp
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2. PATTERN ANALIZIS

Kisérleteink kiértékelése a hagyomdnyos médon nem hozott egyér-
telmd eredményt. Megprdébdltuk a donor-recipiens megkdzelitést
haszndlni, de ez éem bizonyult hatékonyabbnak. Ekkor vetddott fel
az a kerdes, hogy egydltaldn megfeleldek-e a mintdink? Két kivé-
telt6l eltekintve mindig kevesebb rekombindnst kaptunk az elméle-
tileg varhaténdl. Lehet-e egy ilyen csonkitott mintdt analizisre
hasznélni? Mikor tekinthetiink egy mintdt megfeleldnek? Erre a
problémdra ad vdlaszt a pattern-analizis elmélete.

Nézzik meg, milyen eredményre Jutunk, ha mintdinkat ezzel a
médszerrel vizsgdl juk!

Az analizis logikdja a kovetkez6: vdltoztassuk teljesen o©nkénye-
sen a szelektdlt markerek pozicid6jat. Mint tudjuk, a cross over
mintdzatot vagy méds szdval patternt a nem-szelektdlt markerek
pozicidja nem befolydsolja. Vegylik pl. azt az esetet, amikor a
két szelektdalt allél egymds mellett van. Ekkor egy rekombindns
osztdlynak kell létrejonnie egyszeres crossing overrel, hdédromnak
kétszeressel, hdromnak hdromszorossal és egynek négyszeressel (3.
tdbldzat). Mivel a kovetelmény csak annyi, hogy egymdas mellett
legyenek a szelektdlt markerek, sok olyan sorrendet irhatunk le,
amelyben ez a feltétel teljesil. Vegylnk ezek kozil egyet. Nézzik
meg, hogy ha ez lenne az allélek szekvencidja, akkor az adott
kisérletben kapott rekombindns utddok kozil melyeknek kellett

egyszeres, keétszeres, stb. crossing overrel létrejonniik. Ezutéan
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szamol juk meg, hdny rekombindns osztdly tartozik a kiilonbozb
cross over osztdlyokba és hasonlitsuk Ossze az igy kapott minté-
zatot az elméletivel. Ha azzal teljesen megegyezik, akkor a min-
tdnk komplett. Ha a tobbszords cross over részrél hidnyoznak
rekombindansok, de a tobbi cross over osztdly mintdzata megegyezik
az elméletivel, akkor a minta inkomplett, de szabdlyos és anali-
zisre haszndlhatdé. Ha random mdédon hidnyoznak genotipusok a kilon-
boz6 cross over osztdlyokbdl, akkor a minta nem szabdlyos, nem
foglalkozunk vele tovébb.

Ha azt kapjuk, hogy a sorrendhez tartozd pattern szabdlyos, akkor
tovédbbléphetink ¢és megnézhetjik, hogy a kisérleti adatok alapjan
hdny egyed tartozik az egyes cross over osztdlyokba. Mivel legna-
gyobb gyakorisdggal az egyszeres crossing overrel létrejové rekom-
bindnsok taldlhatdk egy keresztezés utddnemzedékében, az egysze-
res cross over osztdlyba tartozo rekombindnsoknak kell a legna-
gyobb egyedszéamot képviselniilk, ennél lényegesen kevesebb egyed-
nek kell 1lenni a kétszeres, meég kevesebbnek a hdromszoros cross
over osztdlyban, ¢és igy tovdbb. Ha az egyedszdmok nem felelnek
meg ennek a kovetelménynek, akkor ez a sorrend nem lehet helyes.
Miutdn eldontottik, hogy a sorrend helyes lehet-e vagy sem,
vessziilk a kovetkez6 szekvencidt, ugyanigy megvizsgdljuk, és 1igy
tovdbb az Osszes lehetséges varidciot.

Egy-egy kisérlet esetén olyan sok varidcid létezik (ot marker
esetén pl. mdr 120), hogy a szamitdgéppel csak azokat nyomtattuk
ki, amelyeknél a kisérleti adatokbdl kapott cross over mintdzat a
legjobban megfelel az elméletinek. Igy a dolgozatban 1is csak

ezekkel foglalkozom.



10. TABLAZAT

AZ OTFAKTOROS KERESZTEZESEK UTGDPOPULACIOI

Sziuladk ARG RIF HIS TRP THY

P1 - + - - -

P2 + - + + +
Rekombindnsok ARG RIF HIS TRP THY Egyedszam
5. CROSS

1. - - + + + 121

"2 - + - + + 115

3. - + - - + 17

4. = + + = + 2

5 e + + - + + 1

6. + + + + + 8

Usszesen: 265
4 .CROSS

| = + + + % 133

2 - + - + + 28

- - + - - + 4

4. - + + - + 7

5a + + - - + 1

6. + + - + + 4

T + + + + + 21

Osszesen: 217
5. GROSS
1. - + + + + 154
2 = + - + + 63
3 - + . = + 7
4, + - - - + 1
5 -+ + - + + 12
6 + + + - + 1
7. + + + + + 52

Osszesen: 270



Rekombindnsok ARG RIF HIS TRP THY Egyedszdam

6. CROSS
1. = * % + * 254
2 - + + - + 1
> - + & - = 1
4. + + + - + 1
5. + + + + + 18
Usszesen: 275
7. CROSS
L - + + + + 203
L - + + - + 5
3. - + + + - 8
45 + + + - - 3
5. + + - - + 1
6. + + + + - 2
7. + + + + + 28
Usszesen: 250
8. CROSS
1 = + + + + 119
2 - + - + + 139
3 + + - + + 6
4 + + + + - 11
275
9. CROSS
1. - % + + + 162
2 - + - + + 18
3. - + + * - 12
4. + + + + - 2
5 + + + + + 27

Osszesen: 221



Rekombindnsok ARG RIF HIS TRP THY Egyedszdm

10. EROSS

1. - + + + + 097 i

2 - + - - + L1

5 + + - + - 3

4 - + - - - 15

2 + + - - - 15

6 + + + + - 20

7 + + + - + 18

8. + + - - + 12

Osszesen: 265
11. LEROSS

fliv + + + + + 288

2 + + - - + 36

3 + + - + - 3

4 + - + - - 15

= + + = - = 15

6 + + + + - Z1

7 + + + - + 23

8 + + - - + 134

Osszesen: 535
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2.1. OTFAKTOROS KERESZTEZESEK

A 3. tabldzatbdl lathatjuk, hogy 5 marker esetén 4 cross over
osztdlyt kell kapnunk: az egyszeres, kétszeres, hdromszoros és
negyszeres crossing over osztdlyokat. Attdl fliggden, hogy a két
szelektdlt marker kGzott hdny nem-szelektdlt taldlhaté, ezekben
az osztalyokban kiilonbdz6 szdmi rekombindns tipusoknak kell jelen
lennitik. Az egyes szekvencidkhoz tartozé szdmsorok kozil az elsd
mindig az elméletileg vdrhatd, a mdsodik az adott szekvencidhoz
tartozd kisérleti értékeket mutatja, a harmadik pedig azt, hogy
az adott «cross over osztdlyokba ilyen sorrend esetén hdny darab
koldénia tartozik. Az aldhidzds a szelektdlt markereket jeloli.

Az otfaktoros keresztezésekben a szilok:

Pl: arg-, thy-, his-, trp-, rif+;
P2: arg+, thy+, his+, trp+, rif-.
A 10. tdblédzat a genotipusok megoszldsédt mutatja az otfaktoros

keresztezések utddpopulédcidiban.

3. GROSS

Rifampicinre ¢€és timinre szelektdltunk, az elméletileg varhatd 8
genotipusbél hatot kaptunk meg.
A 3. tdbldzat mutatja, hogy 5 marker és komplett minta esetén a
genotipusok milyen megoszldsa vdrhatdé. Nézzik meg, hogyan mdédosul

ez, ha két rekombindns osztdly hidnyzik:
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Szelektdlt 8 genotipus 6 genotipus
markerek SCO DCO TCO Qco SE6 DGO TCO QCOo
pozicidja osztédly osztdly
* % 1 3 B) 1 1 5 2 0
x1x 2 4 2 0 Z 4 0 0
X 2 % 3 3 1 1 3 3 0 0
x 3% 4 0 4 0 4 0 2 0

Roviditések:

SCO:egysiéres Cross over

DCO=kétszeres cross over

TCO=hdromszoros cross over

QCO0=négyszeres Cross OVEerT

Ha a megoszlas eltéer attol, amit a tdbldzat mutat, akkor a pat-
tern szabdlytalan.

Latni fogjuk, hogy ebben a keresztezésben csak szabdlyos mintdza-
tok vannak.

Nézzik elBszor azt a pozicidt, ahol a szelektdlt markerek

egymds mellett vannak.

1. arg rif thy trp his 1 3 3 1
1 3 2 0
121 140 4 0

A mintdzat szabdlyos; a kétszeres cross over osztdlyban nagyjdbdl
ugyanannyi egyed taldlhatd, mint az egyszeres cross over osztdly-

ban , ezért nem fogadhatjuk el a sorrendet.
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2. rif thy trp arg his 1
1
8
3. arg trp thy rif his 1
1
1

Ez a két szekvencia sem fogadhatd el, mivel az

over osztdlyban van a legkevesebb telep.

4. his arg rif thy trp 1
1
L15

Itt az els6 két cross over osztdlyban kb. megegyezik

szdama, Igy ez a sorrend sem J0.

5. his arg trp thy zif 1

6. his rif thy trp arg 1

7. his trp arg rif thy 1

17

133

3
3

140

3 1
z 0
124 0
5 1
2 0
124 0

egyszeres Cross

3
5

146

133

140

132

3 1
2 0
4 0
telepek
3 1
2 0
124 0
3 1
2 0
124 0
3 1
s 0

116 0
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Ezeknél a sorrendeknél az 51Dl osztdlyban a legkisebb

egyedszdm, ez nem felel meg az elvardsoknak.

8. his trp thy rif arg 1 3 3
1 3 2
121 140 4

Az egyszeres és kétszeres cross over osztdlyokban nagyjdbdl

forma az egyedszdm, ezért ez a sorrend sem Jjo.

9. his thy rif arg trp 5 3 E
. 1 3 2

3 146 116

10. trp arg rif thy his 1 3 3
1 3 2

3 146 116

Az SCO osztdlyban a legkisebb az egyedszdm, tehdt ezeket 1is

kell vetnunk.

11. trp thy rif arg his 1 3 3
1 3 2
115 146 4

Az els6 két cross over osztdlyba tartozd egyedszdm megegyezik
szekvencia nem fogadhatd el.
12. thy rif arg trp his 1 3 3
1 3 Vs
17 132 116

Az egyedszamok miatt ez a sorrend sem megfeleld.

egy-

el

) a



=60~

Most vizsgdljuk meg azokat a lehetdségeket, amelyek a x1x pozi-
ciéhoz tartoznak, vagyis ahol a szelektdlt markerek kozott egy

nem-szelektdlt allél taldlhatod.

13.arg zif his thy trp 2 4 2 0
2 4 0 0
236 29 0 0
A mintdzat szabdlyos. A koléniaszdmok megfelelnek az
elvdrdsoknak, az egyszeres Cross OVET osztdlyba egy

nagysdgrenddel tobb telep tartozik, mint a kétszeres cross over

osztdlyba. Ez a sorrend tehdt megfeleld lehet.

14 .trp arg rif his thy 2 4 2 0
2 4 0 0
20 245 0 0

A DCO osztdlyban egy nagysdgrenddel tobb koldénia van, mint az

SCO0-ban, ezért elvethetjik ezt a sorrendet.

15.trp thy his rif arg 2 4 2 0
2 4 0 0
236 29 0 0

A pattern alapjdn ez a szekvencia elfogadhatd.

l6.thy his rif arg trp 2 4 2 0
2 4 0 0
20 245 0 0
17.arg trp thy his rif 2 4 2 0
2 4 0 0

9 256 0 0



51 -

18.rif his thy trp arg 2 4 2 0
2 4 0 0
9 256 0 0

Ez a hdrom sorrend nem lehet jé, mert a kétszeres cross overrel

létrejott telepek szédma szignifikdnsan tobb, mint az egyszeres
cross overrel létrejotteke.

Most nézzik azokat a sorrendeket, ahol két nem-szelektdlt mar-

ker taldlhaté a szelektdltak kozott (x2x pozicid).

19.rif arg trp thy his 3 3 1 1
3 3 0 0

132 133 0 0

20 .his £if aeg trp thy 3 3 1 1
3 3 0 0

133 132 0 0

21.his thy trp arg rif ) 3 3 1
3 3 0 0

132 133 0 0

22. thy trp arg rif his 3 3 1 1
3 3 0 0

133 132 0 0

Ezeknél a sorrendeknél az egyszeres és kétszeres cross over oszta-
lyokba tartozé egyedszdmok megegyeznek, ezért nem fogadhatjuk el

oket.
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A kovetkezokben azokat a varidcidkat vizsgdljuk meg, ahol a

szelektdlt markerek a szekvencia két végén taldlhatdk (x3x).

23. rif arg his trp thy 4 0 4 0
4 0 2 0
261 0 4 0

Az egyszeres €s hdromszoros cross over osztdlyokba tartozd egyed-
szamok kozott két nagysdgrend a kiilonbség, ez megfelel az elvdra-

soknak, tehdt ez a sorrend elfogadhatd.

24. rif arg trp his thy 4 0 4 0
4 0 2 0

149 0 116 0

25. rif his arg trp thy 4 0 4 0
4 0 2 0

141 0 124 0

26. thy his trp arg rif 4 0 4 0
4 0 2 0

149 0 116 0

27. thy trp arg his rif 4 0 4 0
4 0 2 0

141 0 124 0

Ezeknél a patterneknél az SCO és TCO osztdlyokhoz tartozdé egyed-
szamok kozott nincs szignifikdns kilonbség, tehdt nem fogadhatdk

el.
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28. thy trp his arg rif 4 0 4 0
4 0 2 0
261 0 4 0

Ez a sorrend megfeleld, mivel az egyszeres cross over osztdlyban
két nagysdgrenddel tobb koldénia taldlhatd, mint a hdromszoros
cross over osztdlyban.

A kovetkez6 sorrendeket taldltuk megfelelbnek:

13. arg rif his thy trp

15. trp thy his rif arg

23. rif arg his trp thy

28. thy trp his arg rif

Az els6 ketté és a mdsodik kettd azonos, ha a kromoszdma
cirkuldris, 1gy végilis a 3. keresztezésbdl két elfogadhato
sorrendet kaptunk:

1. his-rif-arg-trp-thy;

2. his-arg-rif-thy-trp.

4 .CROSS
Rifampicinre ¢és timinre szelektdltunk, a 11. tdbldzat mutatja a
patterneket.
A legjobb sorrendek a kovetkezok:
1. arg rif thy trp his
3. his trp thy rif arg
4. arg rif his thy trp

8. trp thy his rif arg



x % pozicid

—

.arg rif thy trp his

N

.his trp arg rif thy

3.his trp thy rif arg

x1x pozicid

4. arg rif his thy trp

5. rif arg thy trp his

6. his rif arg thy trp

7. his trp thy arg ri

8. trp thy his rif arg

A

4.

11. TABLAZAT

CROSS PATTERNJEI

152

152

180

180

178



x2% pozicid

9. thy trp his rif arg 3 3 1
) 3
184 26 7
10.arg rif his trp thy 3 3 1
3
184 26 7
¥3% pozicid
11.rif srg his trp thy 4 0 4
4 0
205 0 12
12.rif arg trp his thy 4
' 4
184 33
13.rif his arg trp thy 4 0 4
4 3
o 160
l4.vrif his trp arg thy 4 0 4
0 3
30 0 187
15.thy arg trp his ri 4 0 4
4 0 3
30 0 187
16.thy his trp arg rif 4 0 4
4 0
184 0 2.5

b
=~
(=)

17.thy trp his arg ri

205 0 12



12. TABLAZAT

AZ 5. CROSS PATTERNJEI

¥ ¥ pozicid

1. arg his rif thy trp 1 3 3
1 3 !
63 51 156

s ]
[
=
N
AN

2. arg his trp thy

1 3 5
32 224 14
3. arg thy rif his trp i 3 3
1 3 3
1 51 218

x1x pozicid:
4. rif arg thy trp his 2 4 2
2 4 1
186 83 1
5. if tzp thy scg his 2 4 2
2 4 1
33 83 154

]
[

N
N

6. his trp thy arg

2 1

186 83 1

7. thy trp rif his arg 2 4 2
2 1

70 46 154

o o



x2%. pozicid:

8. trp thy arg

x3% pozicid:

9. rif arg his

10.thy arg trp

11.thy trp arg

12.thy trp his

his

his

his

arg

v ]
o]

E

|

L]
[
b

107

256

256

W

154

o
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9. 1thy trp his rif arg

10. arg rif his trp thy

11. rif arg his trp thy

17. thy trp his arg rif

Veégilis csak hdrom sorrendink van, mivel ezek kozil tobb egyfor-
ma, ha koOr alakd kromoszdmét feltételeziink. A szekvencidk:

1. his-arg-rif-thy-trp (1., 3., 11., 17.)

2. his-rif-arg-thy-trp (9., 10.)

3. his-rif-arg-trp-thy (4., 8.)

5, EROBS
Ez is rif+, thy+ szelekcidé, mint az el6z6 kisérletek. A 12.
tdbldzatban 1ldthatdk a mintdzatok. Osszesen négy megfeleld

sorrendet taldltunk:
4. rif arg thy trp his

6. his trp thy arg rif

9. rif arg his trp thy
12.thy trp his arg rif

ot

Ezek kozlil az els6 kettd és a mdsodik kettd egyforma:
1. his-rif-arg-thy-trp;

2. his-arg-rif-thy-trp.

6. CROSS
A 6. sorszdmd keresztezésben rifampicinre és hisztidinre szelek-

tdltunk, a patterneket a 13. tédbldzat mutatja. Az elfogadhatd



*

¥ pozicid

—

arg rif his

2. trp arg thy

w
+
H

o
H
'_'.
=
=
]

|
|

4. trp thy

=07
l,_h
w

x1x pozicid

5. arg rif trp

=
H-
w

7. rif arg

8. trp thy

i i
’—.h
(9]

thy

L]
=
b

thy

arg

try

arg

L]
=

A

6.

13. TABLAZAT

CROSS PATTERNJEI

254

255

N

272

W W

N

256



9. thy his trp

x2x% pozicio

10.arg rif trp

11.his thy arg

12 .

=

is thy trp

|

13.trp £1t &8rg

x3% pozicid

l14.rif arg trp

15.his thy trp

v ]
[

H
[
Hh

thy

arg

arg

=1
’..l.
(6))]

=
'_J-
w

|

=
-
b

255

256

W W

274

272
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sorrendek:

1. arg rif his thy trp
4 trp thy his rif arg
5 arg rif trp his thy
7 rif arg his thy trp
8 trp thy his arg rif

10. arg rif trp thy his
12. his thy trp rif arg
14. rif arg trp thy his

15,

=
'__I-
w

thy trp arg rif

Ezek kozott is taldlunk egyformdkat, igy végllis a kovetkezd
szekvencidkat kaptuk:

1. his-rif-arg-trp-thy (1., 4., 14., 15.)

2. his-arg-rif-trp-thy (7., 8., 10., 12.)

3. his-trp-rif-arg-thy (5., 9.)

7. CROSS

Itt is rifampicinre és hisztidinre szelektdltunk. A szédmitdgeép
egyetlen szabdlyos mintdzatot sem taldlt, ez azt Jjelenti, hogy
ennek a kisérletnek az utddpopuldcidja nem haszndlhatd genetikai
analizisre. Nézzink meg néhdny patternt a 118 kozul!
A x x pozicidhoz tartoznak példdul a kovetkezOk:

1. arg his rif trp thy 1 3 3 1

3 29 210 8
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2. arg trp thy rif his 1 3 3 1
0 3 3 1
0 33 216 1

Az els6nél a kétszeres cross over osztdlybdél, a mdsodikndl az
egyszeresbdl hidnyzik rekombindns osztdly, mig a tobbszdrds cross
over osztdlyok teljesek.

A x1x pozicidhoz tartoznak a kovetkez®d sorrendek:

3. arg rif trp his thy 2 4 2 0
2 3 2 0

208 37 5 0

4. arg thy rif trp his 2 4 2 0
1 4 2 0

8 34 208 0

Hasonldé szekvencidk taldlhatdk a tobbi pozicidhoz is, tehdat ezt a

kisérletet kihagyhatjuk az értékelésbdl.

8. CROSS
Rifampicinre és triptofdnra szelektdltunk, a 14. tdbldzat mutat-
jJa a legjobb mintdzatokat. Négy szabdlytalan patternt taldltunk,
ezek: 1., 5., 6., 7.
Osszesen 2 szekvencidt kaptunk:
2. arg rif his Lrp thy
4. thy trp his rif arg
Ezek egyformék, igy a sorrend:

1. his-rif-arg-thy-trp;



¥ % pozicid

1.

thy trp rif

x1x pozicio

2

arg rif his

thy trp arg

thy 1rp his

thy his trp

x2% pozicid:

6.

thy trp his

* 3% :

§

trp thy his

arg

arg

his

Lo}
-

|

L}
-
b

14. TABLAZAT

A 8. CROSS PATTERNJEI

139

130

269

269

N

130

o

119

145

(=



x1x poziciéd

1

arg rif thy trp

arg his trp

rif thy trp

|

his trp thy

¥2% pozicio

5.

6.

rif arg his trp

thy trp his

thy

his

L]
[

arg

his

arg

A

9.

15. TABLAZAT

CROSS PATTERNJEI

174

207
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2. CROSS
Ez is rif+, trp+ szelekcid. Az els6G és az utolsé poziciéhoz nem
irt ki sorrendet a gép. A tobbit a 15. tédbldzat mutatja.
4 szekvencidt kaptunk:
1 arg rif thy trp his
4. his trp thy rif arg
5. rif arg his trp thy
6. thy trp his arg rif
Ezek egyformdk, ha a kromoszdma kor alakd. Tehdt ebb6l a
kisérletb6l azt kapjuk, hogy a markerek sorrendje:

his-arg-rif-thy-trp.

10. CROSS
Rifampicinre ¢és argininre szelektdltunk. Ebben a kisérletben
komplett mintdt kaptunk. 120 sorrendet irt ki a szadmitdégép, ezek
kozil azokat vizsgdljuk meg, amelyek a legjobban kozelitik az
elméleti mintdzatokat (16. tdbldzat).
A legjobb szekvencidk:
5. rif thy arg his trp
7. trp his arg thy rif
10. zif tep his arg thy
13. thy arg his trp rif
15. arg his trp thy rif
Ezek kozil a 5., 7., 10., 13. egyforma:

1. his-arg-thy-rif-trp.



16. TABLAZAT

A 10. CROSS PATTERNJET

x % pozicid

1. rif arg thy his trp 1
1

171

2. thy trp his arg rif 1
1

171

x1x pozicio

3. rif his arg trp thy 2
2

183

4. rif trp arg thy his 2
Z

189

5. rif thy arg his trp 2
2

191

6. rif thy arg trp his 2
2

191

7. trp his arg thy rif 2
2

191

8. his thy arg trp rcif 2
2

189



x2% pozicid

9. rif his trp arg

10.rif trp his arg

11.rif trp thy arg

12.trp arg his thy

13.thy arg his trp

l4.thy arg trp his

x3% pozicio

15.arg his trp thy

l6.arg thy trp his

17.rif his trp thy

18.rif his thy trp

thy

v
-
b

|

L]
[N
Hh

|

|
(=5
=t

194

201
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A 15. igy irhato fel:
2. his-arg-rif-thy-trp

Ebb6l a kisérletb6l tehdt hdrom sorrendet kaptunk.

11. CROSS

Ebben a kisérletben is rifampicinre és argininre szelektdltunk,
a minta itt is teljes. A 17. tdbldzat mutatja a legjobb patterne-
ket. A kovetkez0 szekvencidkat fogadhatjuk el
l. rif agg thy trp his
2. his trp thy arg rif

4. his arg thy trp

O
et

il
>s rif trp arg thy his
rp thy arg his rif
§ii

1 trp thy arg his

12. his arg thy trp rif
15. srg thy trp his rif

16. rif his try thy arg

Itt is taldlunk egyformdkat:

l. his-rif-arg-thy-trp (1., 2., 15., 16.)
2. his-arg-thy-trp-rif (4., 9., 11., 12.)
3. his-rif-trp-arg-thy (5.)

Végil tehdt hdrom szekvencidnk maradt.



¥ % pozicid

1. rif arg thy

2. his ©Trp thy

5. his thy trp

x1lx pozicid

4. rif his arg

5, rif trp grg

6. rif thy arg

7. his trp arg

8. his thy arg

trp

arg

arg

thy

thy

trp

trp

his

L]
i_h
b

|

Lo}
=
b

his

his

Lo ]
(=5
b

Lo
-
h

|

A

11,

17. TABLAZAT

CROSS PATTERNJETI

1
1
288

211

3
3
185

152

188



9. trp thy arg

10.thy trp arg

x2% poziciod
ll«Eif TEp thy

12.his arg thy

¥3% pozicio

13.arg trp his

l4.arg trp thy

15.arg thy trp

l16.tif his trp

17.

=
[

his thy

his

his

trp

thy

his

his

trp

L]
[

L]
H.
)

"1
[=h
—

arg

422

326

440

185

o o

208
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Az Otfaktoros keresztezésekbdl kapott sorrendeket Osszegzi a 18.
tdbldzat.
A kovetkez® szekvencidk csak egyszer fordulnak eld:
his-trp-rif-arg-thy (6.3.)
his-arg-thy-rif-trp (10.1.)
his-rif-trp-arg-thy (11.3.)
his-arg-rif-trp-thy (6.2.)
his-arg-thy-trp-rif (11.2.)
Haromszor taldlkozunk ezzel a sorrenddel:
his-rif-arg-trp-thy (3.1., 4.3., 6.1.)
Négyszer fordul elé a kovetkezd szekvencia:
his-rif-arg-thy-trp (4.2., 5.1., 8. 11.1.)
A leggyakoribb sorrend:

his-arg-rif-thy-trp (3.2., 4.1., 5.2., 9., 10.2.)

Azt a kovetkeztetést vonhatjuk le az eredményekbdl, hogy a legva-
1l6szinlGbb sorrend:

his-(arg,rif)-(thy,trp)

Vagyis mindossze annyit mondhatunk, hogy az arginin és a rifampy-
cin kapcsoltak ¢€s a hisztidin mellett taldlhatdk, mellettik he-
lyezkedik el az ugyancsak kapcsolt timin és triptofdn. Ez ponto-

san az az eredmény, amit a hagyomdnyos analizissel is kaptunk.

Az otfaktoros keresztezéseknél leirt mddon analizdltuk a tobbi
kisérletbdl kapott utddpopuldcidét is. A tovdbbiakban nem mutatom

be a részletes elemzést, csak az eredményt.



18. TABLAZAT

AZ OTFAKTOROS KERESZTEZESEK PATTERN-ANALIZISEVEL

KAPOTT SORRENDEK

Sorszam sorrend szelekcid

3.1 his-rif-arg-trp-thy rif+,thy+
s his-arg-rif-thy-trp

4. 1 his-arg-rif-thy-trp rif+,thy+
2 his-rif-arg-thy-trp
Ve his-rif-arg-trp-thy

5. 1 his-rif-arg-thy-trp rif+,thy+
2. his-arg-rif-thy-trp

6. 1 his-rif-arg-trp-thy rif+,his+
2is his-arg-rif-trp-thy
D his-trp-rif-arg-thy

8. his-rif-arg-thy-trp rif+,trp+

9 s his-arg-rif-thy-trp rif+,trp+

10.1. his-arg-thy-rif-trp rif+,arg+
2. his-arg-rif-thy-trp

] e o his-rif-arg-thy-trp rif+,arg+
2. his-arg-thy-trp-rif
D his-rif-trp-arg-thy
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2.2. HATFAKTOROS KERESZTEZESEK

A 12. és 14. keresztezés szabdlytalan mintédat adott.

13. CROSS
A szilok:
Pl: leu-, glu-, his+, thr+, trp+, rif-;
P2: leu+, glu+, his-, thr-, trp-, rif+.
Hisztidinre ¢és glutaminsavra szelektdltunk, a legjobb szekvenciak
a kﬁvetke%ék:
1. leu-rif-his-thr-trp-glu;
2. leu-rif-thr-his-glu-trp.
Egyik sorrend sem egyezik a hagyomdnyos kiértékeléssel kapott

szekvenciakkal.

2.3. HETFAKTOROS KERESZTEZESEK

15. CROSS
A szuldk:
Pl: leu-, glu-, his+, thr+, trp+, rif-, ttc-;
P2: leu+, glu+, his-, thr-, trp-, rif+, ttc+.
Rifampycinre és hisztidinre szelektdltunk. A lehetséges 32-b6l
mindossze négy genotipust kaptunk. Ugy gondoljuk, ez annyira

csonkitott minta, hogy nincs értelme foglalkozni vele.
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16. CROSS

Szabdlytalan minta.

2.4. NYOLCFAKTOROS KERESZTEZESEK

A nyolcfaktoros kisérletek kozott csak négy analizdlhatd mintdt
taldltunk: a 21., 25., 32. és 38. keresztezést. Ezekbdl a kdovetke-
z6 sorrendeket kaptuk:

20. leu-thr-his-arg-str-rif-thy-trp

24. leu-thy-trp-thr-his-str-rif-arg

31. leu-thr-his-arg-trp-thy-str-rif

37. leu-thr-his-str-thy-trp-ttc-arg

A tobbi 17 kisérlet utddpopuldcidja szabdlytalan patternt adott.

A 25. azonos azzal a sorrenddel, amit a hagyomdnyos kiértékelés-
sel 4dllapitottunk meg. A 21. majdnem teljesen megegyezik, a 32.
is hasonlit, a 38. viszont teljesen eltér a kordbban megdllapi-
tott sorrendtdl.

Ebb8l a négy sorrendbdl azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy a
thy-trp kapcsolt, a thr-his szintén. ValdszinlGleg a leucin is ez
utébbiakhoz van kozel. A 3. kapcsoltsdgi csoport a str-rif-arg.
Ez a konklidzidé megegyezik azzal, amit a hagyomdnyos kiértékelés-

kor kaptunk.
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2.5. KILENCFAKTOROS KERESZTEZESEK

Lathattuk, hogy minél tobb markert haszndlunk, anndl csonkitot-
tabbak a patternek. A kilencfaktoros kisérleteknél md4r minden

minta szabdlytalan.

A pattern analizis alapjdn tehdt arra a kGvetkeztetésre jutot-
tunk, hogy mintdink nagy része szabdlytalan, genetikai analizisre
nem alkalmas. Igy nem az a meglepd, hogy a figgetlen kisérletek-
ben azonos sziiltk, s6t azonos szelekcid esetén is eltér6 sorrende-
ket kaptunk, hanem az, hogy ezekben a sorrendekben megfigyelhet6
bizonyos azonossdg, és az allélek egyértelmien kapcsoltsdgi cso-

portokba oszthatok.
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AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

40 keresztezés utddpopuldcidjat analizdltam a hagyomdnyos mdédon
€s egy UJ eljdrdssal, a pattern-analizissel. Egyértelmi genetikai
térképet egyik mddszerrel sem sikeridlt megdllapitani. Ahogy no6tt
a kisérletekben alkalmazott allélek szdma, lUgy n6tt az eredmények
bizonytalansédga is.

A markersorrend megdllapitdsdra az otfaktoros kisérletek bizo-
nyultak a legalkalmasabbnak. A kapcsoltsdgi analizis sordn mind a
9 kisérletb6l kaptunk egy vagy két sorrendet. Ezek kozott tobb
azonos volt. Az eltérd szekvencidk is csak kismértékben kilonboz-
tek egymdstdl. Hogy melyik az egyetlen igazi sorrend - azt nem
sikeriilt eldodnteni. Mindegyiket figyelembe véve a kovetkez®6 szek-
venciat fogadtuk el:
his-(rif,arg)-(trp,thy).

A  zédrdjelen belil nem tudjuk megadni az allélek pontos helyzetet.
A pattern-analizissel ugyanerre az eredmenyre Jutottunk.

Ezt a sorrendet kiegészitettik a hat- és hétfaktoros kisérletek
alapjan néhdny mds markerrel, melyek pozicidja tobbé-kevésbeé
egyértelmden meghatdrozhatd volt. Igy végiilis azt mondjuk, hogy a
Bacillus megaterium genetikai térképe az dltalunk haszndlt marke-

rekre valdszinileg a kovetkezd:

leu-thr-his-rif-(str,glu)-arg-ttc-(thy,trp).
A nyolcfaktoros keresztezésekbdl sokféle sorrendet kaptunk.

Hogy koziulik melyik a helyes, és hogy egydltaldn koztik van-e,
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azt nem tudjuk eldonteni. Minden esetben a fentebb leirt marker-
sorrendhez hasonlitottuk az eredményeket, de ezzel nem nyertink
Ujabb informdcidkat, mindossze a kordbban megdllapitott kapcsolt-
sdgl csoportok Osszetételét erb6sitette meg ez az eljarés.

Ladthatjuk, hogy 40 kisérlet kiértékelése utdn sem tudtuk megha-
tdrozni négy marker pozicidjdt. Térképlink tehdt bizonytalan.
Nehany konkldzidé azonban hatdrozottan levonhatd a sok szekvencid-
bal:

1. a timin és a triptofdn erdsen kapcsoltak;

2. egy kapcsoltsdgi csoportot alkot a leucin, hisztidin és a
treonin;
5. az arginin, rifampycin ¢és streptomycin szintén egymdshoz

kapcsoltak.
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MEGVITATAS

Egy genetikai keresztezés utddnemzedékében elméletileg " geno-
tipusnak kell jelen lenni (n az allélek szdma). Ha két markerre
szelektdlunk, mint d4dltaldban a baktériumok esetében, akkor a
vdrhatd genotipusszdm 2"/4. Azt a mintdt, amely ennyi genotipust
tartalmaz, komplettnek nevezziik. Ha a genotipusok szdma az elméle-
ti értéknél kevesebb, a minta inkomplett.

A komplett mintdk Osszetételét a két szelektdlt marker genombeli
pozicidja hatdrozza meg. A szelektdlt markerek minden pozicidjéra

felirhatéd egy elméleti genotipus-megoszlds, ami teljesen fligget-

len a nem-szelektdlt allélek sorrendjétél. Ha egy populdcio
genotipus-megoszldsa megfelel ennek az idedlis mintdzatnak
(pattern-nek), akkor az szabdlyos minta és genetikailag analizdl-

hatd. Az inkomplett mintdk akkor szabdlyosak, ha a hidnyzd genoti-
pusok a sokszoros cross over osztdlyokba tartoznak.

Ha a kilonbG8z6 cross over osztdlyokbdl random mdédon hidnyoznak
rekombindns kategdéridk, a pattern szabdlytalan. Azok a mintéak,
melyekb6l csak szabdlytalan patternek hozhatdk létre, nem alkalma-
sak genetikai analizisre.

Miutdn kisérleteink kiértékelése a hagyomdnyos médon nem adott
egyértelmd eredményt, mintdinkat ellendriztik a pattern-analizis-
sel. Kiderilt, hogy tobbségik nemcsak inkomplett, de szabdlytalan
is, vagyis nem analizalhatd. Mi lehet ennek az oka?

Hiarom f6 tényez6 Jdtszhat szerepet abban, hogy egy minta

inkomplett:
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1. Elégtelen mintavétel - tul kevés utddot vizsgdltunk meg.

2. Bizonyos genotipusok nem jottek létre.

5. Egyes rekombindns osztdlyok tdlnovik a tobbieket, igy a kapott
minta nem a genetikai, hanem a metabolikus eseményeket tikrdzi.
Magyardzhatd-e ezekkel mintdink szabdlytalansdga is?

1. 0t marker esetén 8, hatndl 16, hétnél 32, nyolcndl 64, Kki-
lencnél 128 genotipus jon létre az utddnemzedékben. A sokszoros
crossing overrel keletkezett genotipusok gyakorisdga nagyon ki-
csi, tehdt ahhoz, hogy pl. nyolcfaktoros keresztezésnél az 0sszes
létrejott genotipust megtaldljuk, rengeteg egyedet kell megvizs-
gdlnunk. Technikai okok miatt egy-egy keresztezésbtl nem lehe-
tett annyi koldénidt megvizsgdlni, amennyi szlikséges lett volna.
Elégtelen mintavétel esetén azonban a mintdk inkomplettek ugyan,
de szabdlyosak, mivel a legkisebb gyakorisdgi genotipusok hidnyoz-
nak beldlik.

2. Elképzelhet6, hogy a hidnyzd genotipusok eleve 1létre sem
jottek - ezt egyeldre sem cafolni, sem bizonyitani nem tudjuk.

3. A fizioldgiai hatdsok azok, amelyek szerintink a protoplaszt
fuizidébdl szdrmazé mintdk szabdlytalansdgdért elsésorban feleld-
sek. A protoplasztok rendkivil érzékenyek, regenerdldddsukat
szamos fizioldgiai tényezd befolydsolja. Nem is tudjuk, pontosan
hogy torténik a regenerdcié, a jelenleg ismert faktorokon kivil
is sokminden hatdssal 1lehet rd. Tudjuk, hogy befolydsoljdak a
kils6 koridlmények, pl. a kOozeg oxigéntartalma, a jelenlévdé amino-

savak, stb. Fontos tényezd lehet a membrdn dllapota is. Oridsi
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eltérések vannak a kilonbozd auxotrdf mutdnsok viselkedése kozott
is. Néhdny torzzsel egydltaldn nem tudtunk dolgozni, mert tobb-
szori probdlkozdsssal sem kaptunk néhdny tiz koldénidndl tobbet
egy-egy keresztezés sordn. Bizonyos szelekcidk utdn szintén na-
gyon kevés wutddot kaptunk. S ahogy mdr az elsd fiuzids cikkekben
leirtdk, bizonyos aminosavak hidnya vagy Jjelenléte a tdptalajban,
erdsen befolydsolta a regenerdcidt és a novekedést. Ezek a megfi-
gyelések mind arra utalnak, hogy a fuzid utdn kapott utddnemzedék
osszetétele erdsen flgg metabolikus hatdsoktél, s igy nem tikrozi
a valds genetikai eseményeket. Ezért az dltalunk meghatdrozott
térképet inkdbb "metabolikus térkép'"-nek tekinthetjik, nem geneti-
kainak.

A kérdés ezekutdn az, hogy akkor miért van mégis hasonldsdg a
kilonbozé kisérletekbdl kapott sorrendek kozott? Miért lehet
mégis bizonyos kovetkeztetéseket levonni bel6lik? Nyilvédnvaldan
azert, mert a kisérleteket igyekeztiink azonos korilmények kozott

végezni, a foébb fizioldgiai hatdsok mindig hasonldak voltak.
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