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BEVEZETÉS

A rovarok a Föld ma élő állatvilágának egyik legnépe­

sebb csoportja. A rovarok átalakulással fejlődnek. A meta­

morfózist irányitó hormonrendszer általában ismert, ennek 

genetikai szabályozásáról /metamorfózis irányitása/ azon­

ban jóformán semmit sem tudunk. Ennek megismerése általános 

fejlődésbiológiai jelentőséggel is bir.

A metamorfózis genetikai szabályozásának megközelitése 

genetikai módszerek alkalmazását igényli. A genetikai ana­

lízis lehetővé teszi az egyes funkciók, illetve a mögöttük 

álló gének elkülönítését. Ilyen jellegű analizis céljára 

megfelelő modellrendszernek látszik a Drosophila melanogas-

ter.

A disszertáció első részében azokkal a vizsgálatokkal 

foglalkozom, amelyek során egyrészt bizonyítottam, hogy az 

általunk izolált letális mutánsok a 2B5 sávban elhelyezkedő 

komplex lokuszhoz tartoznak, másrészt meghatároztam ez utób­

bi pontos genetikai térképhelyzetét. A disszertáció második 

pésze egy olyan tömegszelekciós rendszert mutat be, amely 

alkalmas az X-kromoszómát érintő bizonyos ritka genetikai 

variánsok "automatikus" kinyerésére, összegezem a tömegsze­

lekció kezdeti alkalmazásából nyert tapasztalatokat is.



2

IRODALMI ÁTTEKINTÉS

Komplex lokuszok' - A 2B5 genetikája

Az eukarióta szervezetek és különösen az ecetmuslica

/Drosophila melanogaster/ genetikai tanulmányozása során 

alakult ki az un. komplex lokusz fogalma. A komplex lokusz 

egy genetikai egység, amelynek mutáns alléljei hasonló mu­

táns fenotipust okoznak, ugyanakkor egymás között inter- 

allélikus komplementációt mutatnak. Megjegyzendő, hogy ez 

a komplementáció általában nem teljes, hanem részleges, 

pl.: letális mutánsok esetében a transzheterozigóták egy 

része életképes csak, vagy a túlélők bizonyos mutáns feno- 

tipusos tulajdonságot mutatnak, stb. Az interallélikus 

komplementáció miatt a komplementációs térkép általában 

bonyolult képet mutat. Gyakori az is, hogy a rekombinációs

kromoszóma térképen az ilyen lokuszok viszonylag nagy ki-

3 x 10~2- 2: rudimentary; 7 x 10 , white: kb.

térképegység /Judd, 1976/. A komplex lokuszokkal ellentét-

terjedésüek, pl.

ben az un. egyszerű cisztronok mutáns alléljei a cisz-transz 

tesztben egymást nem komplementálják és a rekombinációs

térképen kis kiterjedéssel birnak /pl.: maroon-like:

8.86 x 10 3 térképegység /Finnerty,3 x 10 V rosy:

1976/. A prokarioták esetében csak egyszerű cisztronokat

ismerünk, amelyek gyakran szerveződnek operonokká, tehát 

magasabbrendü regulációs egységekké. Az eukarióták köré­

ben viszont gyakoriak a komplex lokuszok, bár az egyszerű 

cisztronok is megtalálhatók.
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Egyelőre nem világos az, hogy a komplex lokuszok össze­

tett genetikai szerkezete mire vezethető vissza. Lehetséges, 

hogy ezt - legalábbis bizonyos esetekben - valamilyen maga- 

sabbrendü regulációs szerveződés eredményezi.

Az alábbiakban a 2B5 komplex lokusz citogenetikai szer­

kezetét ismertetem. Az ecetmuslica politén lárvális nyálmi- 

rigysejtjeiben az X-kromoszóma 2B5 sávjából ß-ekdizon hormon 

hatására 10-15 percen belül egy puff aktiválódik, amely leg­

nagyobb kiterjedése idején a 2B1-10 régiót foglalja magában.

Ezzel kapcsolatban érdemes megemlíteni a ßE által indu­

kált puff mintázat változásokat. Puff-nak nevezzük a politén 

óriáskromoszómákon megfigyelhető fellazult, dekondenzálódott 

részleteket, amelyekben különösen aktiv RNS szintézis folyik 

/Gersh, 1975/. A puffok tehát transzkripciósán aktiv géneket 

képviselnek. A metamorfózis kezdetén a Drosophila lárvák 

nyálmirigy óriáskromoszómáin jellegzetes puffmintázat válto­

zások, puff-sorozatok figyelhetők meg, amelyek egyértelműen 

a ßE koncentrációtól függnek /Clever és harison, 1960/. A 

puffsorozatokat az 1. ábra szemlélteti.

Az un. lárvális puffok a harmadik lárvastádium során végig 

aktivak, a ßE hatására visszafejlődnek.

Ezután a korai-ßE-indukälhato puffok jelennek meg rövi- 

debb időn belül /10-15 perc/, számuk 10-nél kevesebb 

/Ashburner, 1972/. Aktivitásukhoz a hormon állandó jelenléte 

szükséges, és 500-szoros koncentrációs tartományon belül a 

puff-átmérő arányos a jelenlévő ßE mennyiségével. A ßE még a 

fehérjeszintézis teljes gátlása esetében is képes ezeket a puf­

fokat indukálni. Ennek alapján valószinüsithető, hogy a korai
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1. ábra Puffmintázat és az ekdizonkoncentráció változása 

a Drosophila melanogaster metamorfózisának kezdetén 

/Ashburner és Richards, 1976. nyomán/
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puffok a ßE elsődleges hatáshelyeit képviselik.

A kései BE-indukálható puffok száma már néhány száz, 

aktivitásuk a hormonstimulus után néhány órával következik 

be, és aktivitásuk mértéke sokkal kevésbé függ a ßE koncent­

rációjától. A fehérjeszintézis gátlása esetében a kései puf­

fok nem aktiválhatok.

Az un. átmeneti puffok időben az előző csoportot köve­

tik, és indukciójuk nem kapcsolódik a ßE megjelenéséhez.

önként adódik a gondolat, hogy a puffmintázat változása 

az egyes puffok és egyéb transzkripciósán aktiv helyek regu­

lációs kölcsönhatásának az eredménye. Ezt a ßE feltehetőleg 

a korai puffokon keresztül indukálja /Ashburner és Richards,

1976/ .

A már emlitett 2B5 puff a korai ekdizon specifikus cso­

portba tartozik. Egy novoszibirszki kutatócsoport mutánsokat 

izolált a 2B1-10 régióban, azt mintegy "telitve" mutációkkal 

/Belyaeva és mtsai, 1978/. A más laboratóriumok által már ko­

rábban találtakat is ideszámitva, összesen 38 mutánst gyűjtöt­

tek össze a régióban. Ezek komplementációs térképét a 7. ábra 

szemlélteti /lásd az Eredmények c. fejezetben/. Komplementá- 

ciójuk alapján a mutánsok három csoportba sorolhatók. Az el­

ső csoport dor /deep orange /, a második a swi '/singed wings/, 

amelyek "szokványos", egyszerű komplementációt mutatnak. A 

dór már régebben ismert. A harmadik csoport mutánsai egyet­

len nagy komplexet alkotnak, amelyen belül hat alcsoport kü­

löníthető el. Az rbp /reduced bristles on palpue/, br /broad/, 

&Cl)pp-l és &(l)pp-2 csoportok alléljei a csoportok között tel­

jes komplementációt adnak, mig a másik két csoport vagy rész-



6

ben /pl.': &(l)tl43/ vagy teljesen /pl.: &(l)t435/ "átfedi"

az előző csoportokat. Ez annyit jelent, hogy a transzhete- 

rozigóta kombinációk nem életképesek, nem komplementálnak.

A bonyolult komplementációs kép oka, valamint a genetikai 

szerkezet és a citológiai funkció /puff/ összefüggése egye­

lőre ismeretlen. Lehetséges, hogy a komplex genetikai lo- 

kusz a 2B5 puff megfelelője. Tekintettel a korai E-specifi- 

kus puffoknak a korai E hatásban játszott, feltételezhetően 

lényeges szerepére, e mutánsok további vizsgálata lényeges 

felismerésekre vezethet a BE hatásmechanizmusát és a meta­

morfózis kezdeti szabályozását illetőleg.

Rekombinációs finomtérképezés Prosophila-Ъап

A genetikai térképezés leggyakrabban különböző gének, 

cisztronok egymáshoz viszonyított sorrendjének és távolsá­

gának megállapitását jelenti. A rekombináció azonban egy 

adott cisztron határain belül is lehetséges, és lehetővé 

teszi a cisztronon belüli mutációs pontok sorrendjének és 

távolságának meghatározását is. Az ilyen finomtérképezés 

elvi alapja ugyanúgy a két pont közötti rekombinációs gya­

koriság, mint az egymástól nagyobb távolságra lévő gének 

térképezésének esetében. Súlyos gyakorlati problémaként je­

lentkezik azonban a rekombinánsok alacsony gyakorisága,

amely a távolság rövidülésével nagymértékben csökken. Az
4 6alapvető probléma tehát az, hogy óriási utódszámot /10 - 10 /

kell átvizsgálni ahhoz, hogy a néhány rekombináns egyedet

! f Szf gEd E 
%.
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kiszűrjük. Baktériumok és fágok esetében ez a feladat még 

megoldható egyszerű vizuális megfigyeléssel, a Drosophila 

esetében azonban ez már túlságosan nagy feladat. Olyan 

módszerekre van szükség, amelyek vagy szelektive nagymér­

tékben csökkentik a nem-rekombináns utódok egyedszámát, 

vagy pedig lehetővé teszik a rekombinánsok gyors kvanti- 

tativ visszanyerését a nagyszámú egyéb utód közül.

Az alábbiakban olyan irodalmi eredményeket ismerte­

tünk, amelyek a Drosophila gének finomtérképezése során 

születtek. E vizsgálatok bizonyították, hogy a cisztron 

a magasabbrendü eukarióták esetében is mutációs helyek so­

rozatából áll, amelyek rekombinációval elkülönithetők 

ugyanúgy, mint a prokarióták esetében. Egészen kis távol­

ságok esetében itt is fellépnek a prokariótákban megis­

mert zavaró hatások /génkonverzió, negativ interferencia/. 

Mindez arra utal, hogy a rekombinációs mechanizmus a pro­

karióták és eukarióták esetében hasonló kell legyen. A 

következő ismertetésben a fő hangsúlyt azokra a technikai 

megoldásokra helyezzük, amelyek a térképezés nagy felbon­

tását, a nagy utódszám átvizsgálását lehetővé teszik.

rosy /гу/ lokusz finomstrukturális analízise 

Chovnick és munkatársai nevéhez fűződik /Chovnick és mtsai, 

1977/. A harmadik kromoszómán lévő r^; lokusz a xantinde- 

hidrogenáz enzim strukturgénje, amelyhez egy szabályozó 

régió is kapcsolódik. Mérések szerint a Strukturgén két
_ 3

végén lévő mutáns pontok távolsága 5 x 10 , a mellette
_ 3

lévő szabályozó régió hossza 5,4 x 10 térképegyseg. A
^ -4szomszédos mutációs pontok közötti távolság 10 nagyság-

A
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rendbe esik. A nagy felbontású finomtérképezést letális 

markermutációk alkalmazása tette lehetővé /2. ábra/.

A különböző r^ allélokat hordozó kromoszómákon két-két

о •л 4 5letális mutációt alkalmaztak /£ illetve1
2. ábra/.

Túlélő rekombinánsNőstény szülő Him szülő

n x *2 EX£1 A 1
+ + +

+ + + + + +
+ + r^y £3 £4+

£p + r^ £3 +
X

\+ £ 2 EX +

y + +Ä2 + EX' . ^ x у+ + r^ ryВ + +
+ + ryX + £g

2. ábra Szelektiv rendszer a rosy mutánsok térképezésére

/Finnerty, 1976. nyomán/

A letális mutációk a r^ közvetlen közelében helyez­

kednek el, igy a köztük lévő rekombináció minimálisra 

csökkent. A nem-rekombináns utódokat a letális marker-

-mutációk megölik, a letálisok közötti rekombinánsoknak 

pedig csak egy-negyede /SL -SL^* illetve ^3"%/» illetve
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dójára. A teljes utódpopuláció egyedszámát úgy becsülték 

meg, hogy a kultúrák 1/60-ad részéből kihagyták a purint, 

s igy a teljes utódmennyiséget megkapták. Megjegyzendő, 

hogy ez a "purinszelekció" a rosy esetében is használható.

A harmadik példánk a ' r u d i m e n t а г у 

komplex lokusz, amely az X-kromoszómán helyezkedik el. Az 

elnevezés /rudimentary = csökevényes/ a szárny fejletlen­

ségére utal, amely Г/r homozigótáknál szembetűnő. A mutá­

ció anyai hatást is mutat, amennyiben r/r nőstények utódai 

között az r/r vagy r/Y egyedek nem életképesek. Ugyanakkor, 

ha ilyen utódok r/+_ heterozigóta anyától származnak, tel­

jes mértékben életképesek. Az r allélek egymás között igen 

bonyolult komplementációs képet adnak. Összesen 7 komple- 

mentációs csoport különböztethető meg, amelyek azonban 

részlegesen átfedik egymást. A lokusz kiterjedése mintegy 

0,07 térképegység.

A r lokusz finomtérképezését P.S. Carlson végezte el 

/Carlson, 1971/. Az interallélikus rekombinációból származó 

ritka r+ utódok szelektálására a fent emlitett anyai ha­

tást használta ki, nagyon szellemesen. A szelekció alapja

r^/Y keresztezésből csak az r+ rekombi- 

nánsok, valamint a r homozigóta és hemizigóták egy kis ré­

sze él túl. A túlélő r, "escaper" legyek gyakorisága allél- 

kombinációnként változik, de a kombinációra nézve állandó, 

igy felhasználható az összes r utód számának becslésére is. 

Ennek a módszernek a segítségével Carlson részletes finom­

térképet készített, amely 45 r alléit foglal magában.

/г/

hogy r^/r^ xaz,
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A fentiekben ismertetett finomtérképezési módszerek a 

kettős-letális módszer kivételével olyan "trükköket" hasz­

náltak, amelyek csak az adott mutáns gén esetében voltak 

alkalmazhatók. A kettős-letális módszer, amelynek használa­

tát a rosy esetében a harmadik kromoszómán mutattuk be, elv­

ben más kromoszómákon is alkalmazható. Az X-kromoszóma azon­

ban kivételt képez, mert az X/Y hemizigóta him nem hordoz­

hat letális mutációt, ezért az' ^! £35 letális mar-

ker-mutációt hordozó heterozigóta nőstényt nem lehet a meg­

felelő letális himmel visszakeresztezni /vesd össze: a 2.

ábrával/. A letális mutációt hordozó himet életben lehet 

tartani megfelelő transzlokáció segítségével, ez azonban 

életben tartaná az generáció megfelelő letális nemzedékét 

is, és igy éppen a szelekció nem érvényesülne.

Célunk az X-kromoszóma 2B5 régiójában elhelyezkedő 

komplex lokusz finomtérképezése, valamint a lokuszt érin­

tő kromoszóma átrendeződések igazolása volt. Mivel erre a 

célra a fentebb emlitett módszerek egyike sem alkalmas, 

egy olyan uj módszert dolgoztunk ki, amely az X-kromoszómán 

általánosan használható, ritka genetikai variánsok vissza­

nyerésére. A módszer alapja a reverzibilis paralizis jelen­
ts 1 ts 1sége, amelyet á sh'ibi're 

29°C-on mutatnak. A következő fejezetben részletesen fog­

lalkozunk ezzel a jelenséggel.

/mutációt hordozó egyedek/shi
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Hőérzékeny páraTitikus' mutánsok

A Drosophila melanogaster X-kromoszómáján Suzuki és

munkatársai /Grigliatti és mtsai., 1972/ Írtak le olyan gé- 

amelyeknek mutánsai 22°C-on normálisan fejlődnek, il­

letve normálisan viselkednek, 29°C-on azonban megbénulnak.
tsl

neket,

/térképhelyzete : 
"t S /térképhelyzete: 54,1/ és a stoned

Ilyen recessziv génmutánsok a s'hibire 

52,2/, a paralytic 

/térképhelyzete: 66,3/. Mivel ezek közül á síi tsl mutációt

használtuk, ezért részletesen ennek fenotipusával foglalko­

zunk .
tsl homozigóta, illetve hemizigóta egyedek fejlő­

dése 22°C-on vagy ennél alacsonyabb hőmérsékleten zavarta- 

29°C-ra téve ezeket az állatokat, a paralizis egy per­

cen belül bekövetkezik, és mindaddig fennáll, amig magas

A 'shi

lan.

hőmérsékleten tartjuk őket. A paralizis az embrió, a lárva, 

a báb és aduit esetében egyaránt bekövetkezik, pl. a lárva 

nem tud a tojásból kikelni, az aduit nem tudja a bábot 

hagyni. A bénulás reverzibilis, ha ugyanis a bénult állato­

kat 22°C-ra helyezzük vissza, néhány perc alatt magukhoz tér­

nek, minden utólagos következmény nélkül. 22°C és 29°C kö­

zötti hőmérsékleten, tehát pl.: 25°C-on a paralizis szintén 

bekövetkezik, de jóyal hosszabb idő alatt. 29°C-on a parali­

zis mindaddig fennáll, amig az állatokat a magas hőmérsékle­

ten tartjuk, órák múlva ez a mozdulatlan állat kiszáradásá­

éi­

hoz, elpusztulásához vezet. Genetikai szempontból tehát a 

tsl kondicionális /hőérzékeny/ letális mutáció.shi
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A paralitikus fenotipus magyarázata a mutáns idegrend­

szerben keresendő, és számos vizsgálat igazolja, hogy a mu­

táns gén az idegsejtekben nyilvánul meg. Ennek pontos mole­

kuláris mechanizmusa még nem ismert. Az embrionális fejlődés

gén valószinüleg egyéb szövetek fejlődésében 

is szerepet játszik, ugyanis az embrionális fejlődés külön­

böző szakaszaiban adott, rövid ideig tartó hőkezeléssel 

/shift up/ különböző torzulásokat sikerült kiváltani a szem 

és általában az imágókorongokból differenciálódó struktúrák 

fejlődésében /Dietrich és mtsai

tsl+során á shi

1980/.• ?



14

ANYAG ÉS MÓDSZER

1. Pros оркг la tenyészetei: fenntartás a

A tenyészeteket 25 x 80 mm-es fiolákban vagy fél literes 

tejesüvegekben neveltük, Lewis-féle táptalajon /lásd: Függe­

lék 2./. A kisérleti keresztezéseket 25°C, 22°C vagy 18°C-on 

végeztük, a törzstenyészetet 18°C-on tartottuk fenn. A lár­

vák normális fejlődési üteme 25°C-on négy nap, mig 22°C-on 

kb.: öt nap.

A keresztezéshez szükséges szűz nőstényeket a követ­

kezőképpen gyűjtöttük: amikor az üvegben megjelennek a kike­

lésre kész bábok, az üvegekből eltávolitjuk az esetleg ott 

maradt egy-két szülőt vagy korábban kelő utódot, és az üve­

geket 18°C-ra tesszük. Ezen üvegekből 24 óránként legyüjt- 

jük a kikelt aduitokat és a nőstényeket kiválogatjuk. Mi­

vel a frissen kelt aduitok 18°C-on tartva 24 órán belül még 

nem képesek párosodni, az igy szelektált nőstények feltéte­

lezhetően szüzek lesznek. Mindenesetre a nőstényeket tápta­

lajon tartjuk néhány napig, majd ellenőrizzük, hogy valóban 

sterilek-e.

Letális mutánsok2.

Az általunk vizsgált letális mutánsok a Drosophila 

melanogaster X-kromoszómájának 2B1-10 régiójában helyez­

kednek el. Valamennyi mutánst EMS-el indukálták Lewis and

Bacher /1968/ módszere szerint. A mutánsokat és származási

helyüket, valamint a mutáns-kromoszómán levő egyéb mutáci-



.15

ókat az 1. táblázat mutatja. A letális mutánsokat balan- 

szer kromoszómák /Binsn vagy FM6I/ segítségével tartottuk

fenn /Függelék 1./.

A kromoszómán eredetileg 
lévő egyéb marker-mutációLetális mutáció Származása

3 Szeged£(l)npr-l 

ICl)npr-2 

£Cl)d.norm-ia

w sn cvУ

/saját izolátum/wУ

J.W. Fristrom 
Berkeley, USA

wУ

E.S. Belyaevat3 24 У

I.F. Zhimulevt242 У

Novos zibirs zk,1200 У

SZUt 99 У

t 81 У

t 35 У

t 10 У

t 4 У

3. Komplementációs vizsgálatok

A komplementációs teszt során olyan egyedeket hozunk 

létre, amelyek két különböző mutációt egy kromoszómapár 

két tagján, transz-helyzetben hordoznak. Vizsgáljuk, hogy a 

mutáns fenotipus/ок/ megnyilvánul/nak/-e? Ha a transzhete- 

rozigóta egyed vad tipusu, megállapítható, hogy a két mu­

táció két különböző cisztronba, tágabb értelemben véve két 

strukturgénbe tartozik.
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4 . Genetikai' tér képez es

A./ Az_£(l)npr-2_térképhelYzetének_megállapitása 

Egy kromoszóma két pontja közötti távolság a két pont 

közötti meiotikus rekombináció gyakoriságával mérhető. Mi­

vel a Drosophila melanogaster esetében rekombináció csak a 

női petesejt meiozisa során játszódik le, olyan nőstényeket 

kellett létrehoznunk, amelyek heterozigóta formában hordoz­

zák a letális kromoszómát és egy másik "térképező" kromoszó­

mát. A rekombinációból származó uj kromoszóma-változatok e 

nőstények F-^ him utódaiban vizsgálhatók. Az eredményekből 

megállapítható a vizsgált gének sorrendje és a marker mu­

tációktól mérhető távolságuk is. A kísérletben a

+ s'c £ + w+ ec cv kromoszómáhozу £(l)w npr-2 mutánst a 

térképeztük. A letális mutációk térképezésével kapcsolatos

meggondolásokat a Függelék 3. fejezete ismerteti.

A y' KDw n’pr-2 esetében a térképhelyzetet elsősorban 

a letális kromoszómán lévő ^ és w markerek segítségével ha­

tároztuk meg. A keresztezésekben legalább ezer F^ 

dot vizsgáltunk meg.

him Utó-

В./ Finomtérképezés 

tsl paralitikus fenotipust felhasználó finomtér­

képezési módszerrel az Eredmények c. fejezetben foglalkozunk

A shi

részletesen.
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5 . Tömegtenyésztés

Az általunk alkalmazott tömegtenyésztési és tömegsze­

lekciós módszer önálló, irodalmi előzménnyel nem rendelke­

zik. Ez, mint kisérleti eredmény is értékelhető, de úgy 

gondolom, hogy a technikai részletek kedvéért helyesebb 

itt tárgyalni.

A tömegszelekcióhoz nagy mennyiségű, százezres egyed- 

számu Drosophila populáció szükséges. A szokásosan alkalma­

zott módszerrel /lásd: 1. pont/ nem oldható meg ilyen meny- 

nyiségü aduit légy előállítása. Nagy egyedszám elérésére 

uj módszert kellett kidolgozni. Drosophila tömegtenyész­

tésre J.I. Fristrom közölt egy módszert, ez azonban csak 

lárvák tömeges méretű nyerésére alkalmas. Ennek lényege, hogy

a petéző Drosophila populációt egy "populációs ládában" 

tartja, és műanyag dobozokba öntött táptalajra petézteti. A 

lárvák a dobozokban fejlődnek. Ezt a módszert próbáltuk elő­

ször, azonban a lárvák számához képest aránytalanul kevés 

imágót nyertünk vissza. Ennek oka valószinüleg az volt, hogy 

a lárvák nem találtak elég helyet a bábozódáshoz a doboz oldal- 

ezért nagyobb részük kénytelen volt a táptalaj fel­falain,

szinén bábozódni. Ezek a bábok általában beleragadnak a 

táptalajba, és a belőlük kikelő legyek elvesznek. Uj mód­

szert kellett kidolgozni, amely biztositja a nagy peteszá­

mot, optimális fejlődési lehetőséget és egyben elég felü­

letet biztosit a bábozódáshoz is. A mi módszerünk a követ­

kező volt:
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szűz nőstényeket üvegben kelő le­

gyekből gyűjtöttük. Mivel a hímek is hordozták a recessziv 

mutációt, amely 29°C-on bénulást okoz, a populációt 

22°C-on neveltük fel. A szüzgyüjtéskor a 18°C-on tartott 

és egy napon belül legyüjtött populációt rövid időre /10- 

15 perc/ 29°C-ra tettük, és a paralizált hímeket eltávoli- 

tottuk. A nőstény populációt C02-os "altatással" sztereo- 

mikroszkóp alatt ellenőriztük. A petéztetést "populációs 

ládában" 22°C-on tízezer "érett" adulttal /kb.: 6.000 ££ 

és 4.000 indítottuk. A ládában bakteriológiai Petri

csészékbe /0: 90 mm, kb.: 80 ml/ öntött táptalajra petéz- 

tettünk. A Petri csészékhez megfelelő tartó állványokat 

készítettünk /3. és 4. ábra/.

A./ Petéztetéshez

tslshi

3ábra Petegyüjtés populációs ládában 

A plexi ládában a táptalajos Petri csészéket hordozó 

állványok láthatók.

ifitől ■
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Egy állványba kilenc csészét tettünk, amelyeket igy, 

állvánnyal együtt lehetett mozgatni. A Petri csészéket 12 

óránként egyszerre cseréltük. A peterakást serkentette a 

táptalaj felületének barázdálása és élesztőzése. A tápta­

laj cserélésekor .az aduit állatokat süritett levegő ráfu- 

vatásával "mostuk" le a táptalaj felületéről.

B./ Az_utódpopuláció_felneyelése

Ugyanazon Petri csészében és állványokban neveltük 

fel az állatokat, amelyekre petéztettünk. A teli állványo­

kat 500 mm magas és 130 mm 0 PVC csőből készült hengerekbe 

helyeztük /lásd: 4. ábra/, amelyekben alulról 50 mm magas­

ságban egy vasrúd volt keresztben beerősitve. Ez tartotta 

az állványt, és megakadályozta annak kiesését. A hengerek 

alját és tetejét nylon fátyolszövettel zártuk el, és 

20-22°C-os hőmérsékletű helyiségben tartottuk. Ez az el­

rendezés több problémát is megoldott, amelyek a tenyész­

tés során jelentkeztek :

a táptalajból elpárolgó, a hengerek falán lecsapódó 

kondenz viz az alsó nyiláson el tud távozni; 

a megadott méretezésnél és hőfokon a tenyészet meg­

felelő levegőztetése biztositva van /а С0£ nem hal­

mozódik fel/, ugyanakkor a táptalaj nem szárad ki túlzottan;

a légcserével a táptalajban termelődő hő is eltávozik,
ts 1 lárvák életbenmaradásának ésami a hőérzékeny shi 

fejlődésének feltétlen követelménye.
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4, ábra Tömegtenyésztéshez használt állvány és henger

C./ A_kikelt_imágók_gyüjtésé

Az aduit kelés kezdetétől két naponként gyűjtöttük a 

legyeket. Legelőször a hengereket C02 gázzal töltöttük 

fel, amitől a legyek átmenetileg elkábultak, és lehullottak 

a henger aljára. Az állványt kiemeltük a hengerből, a Petri 

csészék felületére hullott legyeket a C02~dal töltött gyüj- 

tőhengerbe ráztuk, majd az előző hengerből is átöntöttük a 

legyeket a gyűjtőhengerbe. Az összegyűjtött legyek kerültek 

törnegs zelekcióra.

6. Törnegs zelekció

tsl +Tömegszelekció utján különitettük el a vad, shi f e-
ts 1notipusu tömegből azon ritka legyeket, amelyek shi fenő-
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típust mutattak, azaz 29°C-on paralizálódtak. A szelekció 

elve egyszerű: ha a szelektálandó légytömeget 29°C-ra he-

fenotipusu legyek megbénulnak, azaz 

lenn maradnak az edény alján, míg a nem paralizáló shi 

fenotipusu legyek felfelé másznak vagy repülnek. A sze­

lekció kivitelezésére egy egyszerű készüléket szerkesz­

tettünk /5. ábra/, amelyben ötven-százezer légyből is 

30-40 perc alatt kvantitative kiválaszthatók a shibire 

fenotipusu imágók. A módszer részletes leírását az aláb­

biakban adjuk meg :

kiindulási légyszám meghatározása: az összegyűjtött 

légytömeg súlyát 0,1 mg pontossággal lemérjük, és el­

osztjuk egy légy átlagos súlyával. Az utóbbit minden min­

tából kb.: ezer megszámolt légy súlyából határoztuk meg.

A CO^-dal elkábitott legyeket a szelektor készülékbe 

szórtuk. A szelektor készüléket az 5. ábra mutatja.

. tsllyezzük, a 'shi
ts+

ts

alapállásban a köralaku mélye-A szelektor használata:

désbe /а/ egy papír körlap van behelyezve, a szelektor 

hengere az /а/ mélyedés fölé van tolva, és a benne lévő 

rácsbetét rá van eresztve a papírlapra /5. ábra, В./.

A szelektor-henger tetejét /Ь/ felemeljük, és a rács­

ra szórjuk az elkábitott legyeket.

A szelektor felső részét lezárjuk, a tetején lévő nyí­

lásokba /с/ ecetes-alkoholos vattát teszünk /d/, amely 

a legyeket csalogatja, és a felfelé mászásukat elősegíti. 

A szelektor felső része áttetsző műanyag, igy a felülről
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tsbejutó fény is vonzza a legyeket. A shi legyek leesnek,

illetve paralizálva alul maradnak a papírlapon, mig a 

ts +shi legyek felmásznak a leengedett rácsra.

30 perc eltelte után a rácsot óvatosan felemeljük a 

csőrlővel /f/, majd rögzítjük.

A szelektort a gyüjtőtölcsér /h/ fölé toljuk, és igy 

a szelektor alatti mélyedés /а/ szabaddá válik. A pa­

pírlapot kiemeljük a mélyedésből, és néhány perces vára-
ts +kozás után - amely idő alatt a papiron maradt shi 

gyek eltávoznak - a papiron lévő legyeket egy üres,

le-

18°C-os üvegbe rázzuk. Az üveget 18°C-on tartjuk 30-40

legyek visszanyerik mozgásképességü-percig, igy a shi

két.

Az igy visszanyert anyagot mikroszkóp alatt szétválo-
. ts +o " "tsgátjuk, majd ismét 29 C-on ellenőrizzük a shi -shi

fenotipust.
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5 . ábra A szelektor vázlatos szerkezete és működése

A - a szelektor felülnézete

a szelektor oldalnézeteВ

C - a szelektor elölnézete

a. / mélyedés a paralizált legyek gyűjtésére;

b. / a szelektor hengerének fedele;

c. / nyílások a fedélen;

d .J mozga-tható betétrács;

f./ betétrácsot mozgató csörlő;

h./ tölcsér a shi+ legyek összegyűjtésére.
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EREDMÉNYEK

Munkánk során először komplementációs teszt segítségé­

vel kimutattuk, hogy a laboratóriumunkban izolált £(l)npr-l 

és l)npr-2, valamint á &(l)d.norm-la letális mutánsok al­

lé likusak annak a komplex lokusznak a mutánsaival, amelyet 

egy novoszibirszki kutatócsoport a 2B5-6 puff régióban irt 

le /Belyaeva és mtsai., 1980/. Ezután klasszikus géntérké­

pezési eljárással meghatároztam a £(l)npr-2 pontos helyét az 

X-kromoszóma térképén, majd a tömegszelekciós módszer fel- 

használásával megkezdtem a puffrégió mutánsainak finomtér­

képezését. Ennek kezdeti eredményeit ismertetem, az alábbi­

akban .

Végül foglalkozom azon kísérletekkel is, amelyek során 

a tömegszelekciós módszerrel olyan X; Y transzlokációs 

kromoszómákat nyertem vissza, amelyek töréspontja a komplex 

lokusz közelében vagy annak területén helyezkedik el. A to­

vábbiakban a transzlokációt szenvedett kromoszómadarabokat

- a Drosophila-irodalomban használt elnevezésnek megfelelő­

en - duplikácjónak nevezzük.

1. Komplementációs kísérletek

A komplementációs tesztet annak eldöntésére használ­

ják, hogy két különböző mutáció ugyanazon génben követke- 

zett-e be vagy sem. A kísérlet általános sémáját a 6. áb­

ra mutatja. Ennek során megfelelő genetikai keresztezés 

segítségével olyan transzheterozigóta egyedet hozunk létre,
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У t1+2+ w £21 +
У * w

cfp ? X

Binsn 

у Í,1 £2

V
1„ 2+ BinsnBinsn у £ £ ww

F1
у *1+У £ 2 V V£ 2 ++ ww

6. ábra Keresztezés X-kromoszómához kötött letális mutánsok

komplementációjának vizsgálatára

amely mindkét mutáns kromoszómát hordozza. A keresztezéshez 

szükségünk van egy olyan £_+ duplikációra, amely az egyik le­

tális kromoszómát hordozó himeket életképessé teszi. Erre a
2 +célra a DpC1)Yy

között a transzheterozigóta £> kombináció megjelenik, 

ra utal, hogy a mutációk két külön génben vannak. A transz­

kromoszómát használtuk. Ka az F-, utódok1
ez ar-

heterozigóta állatok hiánya viszont azt jelenti, hogy mind­

két letális mutáció ugyanazon gén /cisztron/ területére e- 

sik. E szabály alól kivételt képez az un. intracisztronikus 

komplementáció, amely több, azonos alegységekből álló en­

zimfehérjét kódoló gének esetében figyelhető meg /Garen és

Garen, 1963/ .

Esetünkben azt vizsgáljuk, hogy a laboratóriumunkban 

előállitott mutánsok - amelyek metamorfózisban gátoltak - 

[£(l)npr-l, £(l)npr-2] allélikusak-e a 2B5 puffrégióban 

elhelyezkedő letális mutánsokkal. Megvizsgáltuk az 

£(l)d.norm.-la mutánst is, amelyet J . W .Fristrom-tól kaptunk.
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A komplementációs teszt elvégzését a hasonló fenotipus 

/metamorfózis gátlása/ és a közel azonos genetikai tér­

képhelyzet indokolta. Egy ilyen komplementációs keresz­

tezést szemléltet a 2. táblázat.

2. táblázat Komplementációs teszt a £(l)npr-2 és a 2B5 

lokuszba tartozó letális mutánsok (£) között

у £(l)npr-2 w У i
x —— d* 

Y£
Keresztezés : £

Binsn

utódok genotipusa
Öss z-
egyed-
szám

у £Cl)npr-2 wу £(l)npr-2 w Binsn Binsn£ & ■d*
у £ ?? Y£ + Y£ +£У

354 229 56 639t4

247348 132 727tlO

180 137235 552t35

167 88162 608181 191

177 93124173 56 71200

153 81222204 660t242

53150 123t324 326

173 • 78t336 315 567

DfC1)RA-19 245 238 104 587

A hasonló módon végzett további komplementációs kisér- 

letek eredményeit a 3. táblázat foglalja össze.
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3. táblázat Komplementációs kísérletek összefoglaló
táblázata*

P ?P d»
П

£(l)d .norm-laí,(l)npr-2£(l)npr-l

14

tlO

t35

181 +++

t200 + ++

12 42 +++

t3?4

t336

Z(l)npr-l

HCl)d,norm-la

Df C DRA-19

*
Rövidítések: + = komplementáció van, a transzheterozi-

góta nőstények életképesek;

- = komplementáció nincs.

Az 1. és 2. táblázatból világosan kitűnik, hogy az 

ПСl)npr-l, &(l)npr-2 és nel)d.norm-la egymáshoz teljesen 

hasonlóan viselkednek: teljes komplementációt adnak a 

t81, t200 , t242 mutánsokkal, nem komplementéInak viszont 

egymással és a komplex lokusz egyéb mutánsaival /t_4, tlO,
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135 , ... 1324 , 13 3 6/ . Ez úgy értelmezhető, hogy mutánsaink

a 2B5 régióban lévő komplex lokuszhoz tartoznak /7. ábra/.

f
í-t 257 t467 Hl)t435
£tl87 Д.С l)t3 24t251
itl48 t219 npr-1
itl41 1200 npr- 2
£tl28 Kl)d .norm.-lat6 3

í-CDd .norm.-24Ät81 tl9 7 t25213 2
Hl)tl4366g tl49

Ul)tl26169F t7 6
Kl)t4dor tlO

dor t37 6 t366

1358 t336

tl44 tl03

ti 3 2 tl35

- br4t99

br^

br

swi £Cl)pp-2dór Hl)pp-1rbp br

*v

7. ábra A 2B1-10 régió mutánsainak komplementációs térképe* 

* Pirossal jelöltük az általunk használt mutáns allétokat.

Az &(l)npr-2 pontos helyének megállapitása az X-kromoszó-2 .
ma térképén

A komplementációs kisérletek arra utaltak, hogy az 

l)npr-l, &Cl)npr-2 és &(l)d.norm-la, valamint a komplex 

lokusz mutánsai allélikusak egymással. Ebből az is követ­

kezik, hogy genetikai térképhelyzetük is azonos kell le­

gyen. A mutánsokra vonatkozóan az irodalomban közölt térké­

pezési adatok azonban eltérnek egymástól /ft(l)npr-l: 0.2,

1976; &(l)d,norm-la: 0.0,Kiss és mtsai Stewart és mtsai. , 

1972/. Az eltérések feltehetőleg kisérleti pontatlanságból 

adódnak. Ezért végeztem el az £(l)npr-2 térképezését. A meg-

• 5

felelő pontosságot nagy utódszám átvizsgálásával igyekeztem
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biztosítani.

A genetikai keresztezéseket a 8. ábra, az eredménye­

ket a 4. táblázat foglalja össze.

+ . f ^ + +у se £(l)npr-2 w ec+ £(l)npr-2 w ec+у se
d* ;p ? X

YBinsn

4
Binsn

F1
Y

; y+ sc £(l)npr-2+ w+ ecу sc+ £(l)npr-2 w ec+

+ +у se £(l)npr-2 w Binsnec

1
+ + £ у se £(l)npr-2 w ec Binsn

X

y+ se £(l)npr-2+w+ Yec

i
+ se £(l)npr-2+ w+ ecУ

F2
Y

+ - _ + + у se £(l)npr-2 w ecу sc+ £(l)npr-2 w ec
3

Binsn Binsn

8 . ábra Az £( lQnpr-2 térképezése : genetikai keresztezések
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4. táblázat Az &(l)npr-2 térképezése : utódok meg­
oszlása genotípus szerint*

Genotípus Egyedszám

&У se ecw

3344++ +Szülői
genotípusok 0+ +

15+ + +Talált
rekombinánsok 123+ + + +

* Rövidítések : + = vad típus

- = mutáns típus

A Binsn balanszer kromoszóma miatt, amely a y_, £c, w, e£ 

tekintetében vad tipusu, az nőstényekben nem vizsgálható 

a rekombináció eredménye. Ezért az F^ him utódokat vizsgál­

tam, és a talált rekombinánsok számát az összes him utód­

számhoz viszonyítottam.

A letális mutáció és a marker-mutáció közötti távol­

ság meghatározásához az eredményeket az alábbiakban kétpon­

tos tesztként értékeljük ki. A letális mutáció és az adott

marker-mutáció közötti rekombinánsok számát a megvizsgált 

összes him számának százalékában kifejezve, megkapjuk a 

marker-mutáció és a letális mutáció közötti térképtávol­

ságot :
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15
0.43У - * : х 100

3518

15
ft : 0.43х 100БС

3518

36
ft 1.02х 100w

3518

36 + 123
4.52х 100ft -ес

3518

Eszerint az ft(l)npr-2 а ^ és w között helyezkedik el, az 

előbbitől 0.43, az utóbbitól 1.02 egységnyi távolságra. 

Megjegyezzük, hogy ezek az adatok jó additivitást mutat­

nak, amennyiben ha а у -ft és ft - w között mért távolságo-

1.45/, a y. és w közötti 

irodalmilag elfogadott távolsághoz /1.5; lásd Lindsley 

és Grell, 1968/ közeli értéket kapunk.

Az adatokat hárompontos tesztként is értékelhetjük, 

és ennek alapján meghatározhatjuk, hogy melyik két mar- 

ker-mutáció közé esik az _ft mutáció. Az 5. táblázatból 

látható, hogy а у ft+w rekombináns kategóriából egyetlen 

legyet sem találtunk. Megállapítható tehát, hogy ez a 

legritkább rekombináns osztály, vagyis feltételezhető, 

hogy ennek kialakulásához kettős rekombináció szükséges. 

Ennek alapján a gének sorrendje: - ft

Az 5. táblázat adataiból hasonló módon levezethető, 

hogy az ft(l)npr-2 mutáció pl. s_c és w, s_c és e£, illetve 

és ec között helyezkedik el. Ez szintén összhangban 

van a kétpontos teszt eredményeivel és az emlitett marker-

kat összeadjuk /0.43 + 1.02

w /9 . ábra/ .
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5. táblázat Az £(l)npr-2 térképezése : génsorrend meg­

határozása a hárompontos teszt segítségével*

F2 d* genotípusa
Egyeds zám

£У w

123+ ++

15+ +

36+ +

0+

Rövidítések : + = vadtipus 

- = mutáns típus

£У w

+ + +

Génsorrend az 5. táblázat alapján9. ábra
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-mutációknak irodalmi adatok alapján felállítható sorrend-

w - ec; Linds ley és Grell, 19 6 8/.jével /у_ - se

A letális mutációk helyzetének és egymás közötti tá-3 .

volságának meghatározása az X-kromoszómán

Előzőekben láttuk, hogy a laboratóriumunkban izolált 

mutánsok és az о. c. c. komplex lokusz mutánsai alléliku- 

sak egymással, de nem ismert a mutációk egymáshoz viszo­

nyított helyzete az X-kromoszómán. Ezért célul tűztük ki 

a letális mutációk sorrendjének meghatározását, elsősor­

ban a &(l)npr-l, t81 és t200 vonatkozásában /10. ábra/.

A lokuszok kis távolsága miatt a várható rekombiná­

ciós gyakoriság igen alacsony, ezért a rekombinánsokat a 

"t s tömegszelekciós módszerrel kerestem /20. oldal/.

A letális kromoszómákat a letális gén mindkét oldalán 

közeli marker-mutációkkal /- w, illetve - v/V láttuk 4 

el, hogy az egyszeres crossing-overt elkülönítsük a két­

szeres crossing-overtől és az esetleges génkonverziótól. 

Továbbiakban ismertetjük az egyes keresztezési kísérle­

teket és az eredményeiket.

shi

Az ft(l)npr-l és t200 letális mutációk közötti távolsága.

meghatározása

A transzheterozigóta nőstényeket 22°C-on a szokásos módon 

állítottam elő /25. oldal/, majd néhány nap elteltével ke-
tsreszteztem OR-R himekkel /10. ábra/. A shibire markert

felhasználtam a keresztezéshez szükséges szűz nőstények



10. ábra Térképezési kísérlet sémája

1+ „ 22+
w f shi1 y+ sl + f shiу sl SL w d*P. ? X

Y.+Binsn SL

2 2°C

2+ f ь ' 
w f shi

1+ 2 +
w f shiw+ f shi 1 1у+ SL Binsnу SL SLу SL SL

5 iF 1
Y „ +Binsn £

I 1 2 + 
у SL l w f shi /ORE-R/

?СО
Y1+ w+ f shiy+ SLI

2 2°C

+ n 1^ „2 + r: , •
у SL SL vi f shi

1 2+
у í/ w f shi 21

F }9992
yV+£ 2 + ,p+ , . +w f shiy+£^ SL^ w+f+shi+ YY

1+ „ 2 ++ £ w f shiíУ

Y

Rekombináns c?1



35

15.000 heterozigóta nőstényt és 7.000 db 

t'200 + w+ f+

gyűjtésénél.

OR-R /у* ICDnpr-l . ts ++ / hímet tartalmazóshi

populációtól gyűjtöttük a petéket, amelyekből az 

tok keltek. Az F^ aduitok számát a szelektálásra gyűj­

tött populáció súlyának lemérésével, valamint a párhuza­

mosan vett légyminta súlyának és egyedszárnának ismereté­

ben határoztam meg. A szelektálandó populáció súlyát 

osztva egy légy átlagos súlyával, az összesen szelektált 

imágók mennyisége : 311.185 darabnak adódott. Az nem­

zedékben vad fenotipusu nőstényeket kapok, mig a hímek a

adul-

mutációk miatt elpusztulnak. A tömegszelekció során

elvben a vad fenotipusu nőstények 29°C-on nem paralizál-
, , .tslnak, a shi mutációt homozigóta vagy hemizigóta formá­

ban hordozó legyek viszont lennmaradnak a szelektor hen­

ger alján. A valóságban természetesen mindenféle hulla­

dék /elhullott legyek, levetett bábingek, táptalajsze- 

mecskék és nehezen mozgó, beteg legyek is/ felhalmozód­

nak a szelektor alján. Ezért szükség van a szelektorból 

visszanyert anyag mikroszkóp alatt történő válogatására.

legyek 18°C-on gyorsantslA szelekcióból származó shi

magukhoz térnek, és széndioxidos kíméletes "altatással" 

mikroszkóp alatt átvizsgálhatok.

A további lépések a következők :

elkülönítem a holt és élő egyedeket;

ismételten leellenőrzöm az élő hímeket, hogy mutat- 

tsl fenotipust, vagy egyéb ok miatt marad­

tak a szelektor alján /pl.: sérült végtag, mozaikosan

ják-e a shi

tslshibire , stb./;
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a rekombináns legyeket kiválogatom a és w marker- 

-mutációk alapján;

utódanalizishez a keresztezéseket elindítom. /Felté­

telezett egyszeres rekombinánsokat és az egyéb 

"aberráns" legyeket egyenként megfelelő partnerrel ke­

resztezem./ A 6. táblázat tartalmazza a fent emlitett

adatokat. Az utódanalizisből következtettünk az aberráns

szülők genotípusára. A kísérletet végig, azaz petegyüj-
o

téstől az aduit megjelenéséig 22 C-on végeztük.

A y* w f shi

teztük a Df(l)RA-19 -et és a balanszer kromoszómát /FM6&/

tsl fenotipusu rekombináns himeket keresz-

hordozó nőstényekkel. Az utódok között vad /B+/ szemű,
tsl] nőstényeket kaptam, a him Я,+[Df(l)RA-19/y l w f shi

rekombináns X-kromoszómát hordozott.
tsl fenotipusu himeket az előzőekben emli-A У w f shi

tett heterozigóta nőstényekkel visszakeresztezve, az FM6& 

balanszer kromoszómát a hordozó nőstények mellett himek is

túlélnek. Ezek a himek hordozzák a DfC1)RA-19 X-kromoszó­

mát, amely az lF-2Bll-ig terjedő régióra deficiens /magá­

ba foglalva a 2B5-t/. A himek túlélése csak úgy lehetséges, 

hogy a Y-kromoszóma £,+ duplikációt hordoz. Ez az Y^+ kro­

moszóma azonos az apa /Р c?, 10. ábra/ által hordozott kro­

moszómával és valószinüleg X-Y nondiszjunkció utján került

át a vizsgált utódnemzedékbe.
tslА у* w* f shi fenotipusu himek egy része /6. táblá­

zat, 5-15/ nem adott utódot, valószinüleg sterilek voltak.

Akadnak olyanok /1-2/, amelyek a partner szülő FM6£ balan­

szer kromoszómájával adnak utódot, a DfCDRA-19 kromoszómá-
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6. táblázat A £CDnpr-1 és t200 mutációk távolságának

meghatározása

tslу £( l)npr-l w f .shi ORE-R
Keresztezés : x

Yy+ t200 w+ f shi1"31

2 2°CV

404,54 g
311.185 dbaduitok száma :F2

0,0013 g

UTÓD ANALÍZISAberráns legyek

Partner
szülő

d кÉlő UtóF enotipus A szülő valószínű genotípusaElhullott о

. tslDfCl)RA-19/y+ w f shiDf C DRA-19 9y+ w f shitsl <? £ + + £+ w f shitsl/Y110 rekombináns : уtsly+ w f shi / FM6£FM6 £ 9

1. 2. 3.
tsl3 DfCDRA-19/у .w f shiDf( DRA-19 0 0 0tsl 3» Előzőleg X - Y nondiszjunkció :у w f shi 8 /1-3/ tslFM6£ FM6£/y w f shi : ' 0 0 18

у £(Dnpr-l w f shitsl/Y £ +
DfC DRA-19 /Y £ + У

У 0 0 20

tslу+ t200 w+ f shi 

+ £+

1. 2. 3. 4. 5-15 /Y "escaper"
w+ f shitsl/Y DuPla rekombináns?

Gén konverzió?
/Y £+ Előzőleg X-Y 

У nondiszjunkció

1-2:
tslDf(l)RA-19/y+w+f shiDf CDRA-19 3 : у

4: y+ t200 w+ f shi

0 0 19 0 0
tsltsl+ + ^ , .tsl лу w f shi o* + + r; , •у w f shiFM6£ /FM6£1021 29 55 17 15 0

DfCDRA-19/Y. £ + 5-15: steril hímekУ 0 0 0 15 0

1. 2. 3. 4. 5.
tsly+w+f shi17 Binsn ? Anyai X - X nondiszjunkció :

tsl
tsl 3 3 24 12 11+ + у w f shi 11? tsly+w+f shi /Binsn £/1-5/ Y 77 16 1 54 111 у £(l)npr-l w f shi hBinsn/Y + _P , .tsl w f shi+ 1200„ 5 4 , 46 16 13 У
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val viszont nem. Ez arra utal, hogy az apa letális X-kromo­

szómát hordozott, tehát "escaper" volt. A 3. számú 

y* w* f shi^5^ him a partner nőstény mindkét X-kromoszómá­

jával adott nőstény utódot, tehát л_+ X-kromoszómát hordo­

zott. Figyelembe véve a marker-mutációk elhelyezkedését,

+ z+ w+ kombináció csak kettős rekombináció eredménye 

lehet. Megjegyezzük, hogy a Л + egyedek génkonverzió "szü­

löttei" is lehetnek. Jelenleg nem tudjuk elkülöníteni a 

két lehetőséget.

F2~szelekciókor a himek mellett y* w+ f shi'l:S~*~ feno- 

tipusu nőstényeket is találtunk. Binsn hímekkel keresz­

tezve, az utódok között Binsn himeket nyertem vissza. Mi­

vel az anyákban nyilvánvalóan nem lehetett Binsn kromoszó-

a у

ma, az csak az apáktól jöhetett. Az Y-kromoszőmát viszont
tslvalószinüleg az anyák hordozták C^/X/Y). A y+ w+ f shi 

F2 nőstények tehát X-X nondiszjunkcióval keletkeztek. Meg­

jegyezzük, hogy y* w+ f shi^5^ nőstények az utódanalizis- 

ben is feltűntek, amely ismételt X-X nondiszjunkcióra

utal.

Az ЛС1)прг-1 és t81 letális mutációk közötti távolságb.

meghatározása

A transzheterozigóta nőstények előállítását és a kísérleti 

körülmények részletes leirását az a./ pontban már ismer­

tettem.

A keresztezés, amelyből a ritka genotipusu egyede-

ket szelektáltam, a következő volt :
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F 1

ts 1+tsl y+ £(l)npr-l+ t81+ w+ f+ shiу £(l)npr-l t81+w f shi? &X
tsly+£(l)npr-l+t81 w+f shi /ORE-R/Y

2 2°C
V

tslу í-CDnpr-1 t81+ w f shi
. ; <*¥ tsl+y+£Cl)npr-l+t81+w+f+shi

F2 tsly+£(l)npr-l+t81 w+f shi
i *¥ tsl+y+í-C l)npr-l+t 81+w+f+shi

vad ¥ ?

Ezen keresztezésben a szülői transzheterozigóta nős­

tények száma 12.000 db, az ORE-R himek száma 4.600 db volt. 

Az F2~ben az imágók mennyisége 164.180 db. /Meghatározása 

a már leirt módon történt./ A tömegszelekcióből kapott 

"aberránsokat" egyenként leellenőriztük az a./ pontban 

leirtak szerint, és az utódanalizisből a következő ered­

ményeket nyertük /7. táblázat/: 

A y+ w f shi ts 1 fenotipusu himeket keresztezve 

DfC1)RA-19/FM6£ nőstényekkel, az utódok között csak nősté­

nyek keltek, amiből következik, hogy a szülői F2~ből szár­

mazó himek y+ l+ w f shi 

rekombinánsok /4 db/.

tsl genotipusuak, azaz egyszeres
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A £(l)npr-l és t81 mutációk távolságának 

meghatározása

7. táblázat

ts 1у £Cl)npr-l w f shi ORE-R
Keresztezés : x

Y+ 4Г , . tsl w f shi+у t81

2 2°C
V

210,15 g
F2 aduitok száma = 164.180 db=

0,0013 g

Aberráns legyek Utódánál i z i s
Partner 

s zülő
Elhul­
lott UTÓDFenotipus Élő 0 К A szülő valószinü genotípusa

£ + rekombináns :4 1. 2. 3. 4.
Df (DRA-19 Df (1ЖА-19y+ w f shitsF d* 3 + 0 + rr tS 1у £ w f shits 1y+w f shi : 63 51 56 16FM6£/1; 2; 3 ; 4 . /

tsl+у w f shi Y: 45 59 65 17
FM6£

Kétszeres rekombináns 

+ génkonverzió?
+ „+ +.p г, -Tsl£ w f shi

1. 2. 3. 4. 5. 6.6 Df C DRA-19 Df CDRA-19-tsi $y+w+f shi 12 FM6£ tsly+w+f shi : 54 98 23 32 17 18/1.-6./ -Уts 1y+w+f shi
: 58 94 31 40 15 15FM6 £ Y

1. 2. 3.
Anyai X-X nondiszjunkció :tsly+w+f shi : 43 83 98/Binsn14 Binsn tsltsly+w+f shi у £(l)npr-l w f shits 10 у £(T)npr-l w f shi

t81 w+ f shi
5 7 4 YЭ/1.-3./ ts 1Y + ^ , . tslw f shiy+ t81У

1 9 4Binsn/Y
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ts 1A y+ w+ f shi

utódokra az a./ pontban foglalt magyarázat érvényes, az­

zal a kitétellel, hogy a t200 helyett t81 mutáció szere­

pel /7 . táblázat/.

A y+ w+ f shi

fenotipusu himek keresztezéséből az

tsl fenotipusu nőstényeknél a kereszte­

zés és az utódok megoszlása ugyanaz volt, mint az a./

pontban, tehát ezek is X-X nondiszjunkoióval keletkeztek.

A t20Q és t81 letális mutációk közötti távolság meg-c.

határozása

A keresztezésben a szülők számának aránya /nőstények - hi­

mek/ kb. : 2:1 volt /9.500 db £ és 5.700 db <3* / . A kisér let 

többi lépése az F^ utódok felneveléséig azonos az a./ és 

b./ pontban leirtakkal. A kapott 562.896 db F2 imágóból 

az egyszeres rekombinánst /1 db/ és a többi élő aberráns 

legyet az előző kísérletek sémája szerint kereszteztem.

Az eredményeket a 8. táblázat foglalja magában, rész­

letes magyarázatuk az a./ és b./ ponthoz hasonló.

A génsorrendet és a letális gének közötti távolságot 

az F^ nemzedékben kelt aduitok /nőstények/ számából és a 

rekombinánsok mennyiségéből számoltuk. A rekombináns 

himek számát elvben a várható összes him légy számához 

kell viszonyítani. Mivel azonban a letális mutációk a hí­

meket megölik, a megmaradó nőstények száma viszont azonos 

kell legyen a himek számával, az előbbi használható vonat­

kozási alapként.

A génsorrendet és a távolságokat a 11./a és 11./b 

ábra szemlélteti.



8. táblázat A t81 és 1200 mutációk távolságának meghatározása

tslу t81 w f shi ORE-R
Keresztezés : x

y+ t200 w+ f shi^^ Y

18 °C
V

. 731,76 g
F2 aduitok száma = 562.896 db

0,0013 g

Aberráns F2 legyek iiUtód 1 sa za n

A szülő valószínű 
genotípusa

Élő Partner
szülő

F enotipus Elhullott Utódok
1

Rekombináns? 

у £+ w+ f shi
+ f shitS1 $

CnJ
8 0a- у w tsl /Y

1

Letális rekombináns 
"escaper"?

y+ t200 w f shiFsF/Y
+ w f shityl S 2 0У

1. 2. 3. 4. 5.-15.
Df C DRA-19Df CDRA-19 "Escaper" :ts 1tsl tsT *0 0 0 0 04731 shiу w f shi у w f shiFM6£

1у t200 w f shi /Ytslw f shi
8 4 86 64 0FM6£
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11./a ábra Génsorrend és térképtávolság a rekombinációs
adatok alapján

&(l)npr-l t200+ wУ
++t

a. /

++4 +
y+ £(l)npr-l+ t200 +w

11
X 100 = 0.0035Rekombinációs % 311.185 

у &(l)npr-l t81+ w
++ ++

b./

+»
y+ &(l)npr-l+ t81 w

7Rekombinációs % x 100' = 0.0043
164.180

t81+ t200У w
+ +±+

c. /

+■■f t
+ t200+ w+t8 1У

8
Rekombinációs % x 100 = 0.0014

562.896
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11./Ь ábra A vizsgált letális mutációk elhelyezkedése
az X-kromoszómán

£(l)npr-l t81 t200У w

I I

I I

I I0.0014 .
4

I I0.0043
4 Ik

I

0.0035 I

le 4

Duplikáció izolálása4.

Olyan kromoszóma átrendeződésre volt szükség, ahol a tö­

réspont a komplex lokusz területére vagy közvetlen környeze­

tébe esik, igy a komplex lokuszt citológiailag pontosan lo­

kalizálhatjuk, és adott "band"-hez rendelhetjük. Ilyen cél­

ra leginkább deléciókat igyekeznek izolálni, mi viszont 

azért döntöttünk a duplikáció izolálás mellett, mert itt 

elvben alkalmazható a tömegszelekciós módszer /lásd alább/.
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Ilyen duplikációk nyerésére két kísérletet végeztünk. 

Alapelv mindkét esetben a következő volt :

hímeket Röntgen sugárral kezeltünk. /1.000 R/perc,

150 kV, 5 mA, 0.5 mm Al szűrő/ Várható, hogy itt kelet­

keznek többek között olyan £_+ duplikációk, amelyek nem
tsl+ alléit. A letális mutációt ebben azhordozzák a shi

esetben úgy választjuk meg, hogy az X-kromoszóma csúcsához

közel, a komplex lokusztól /2В5/ disztálisan helyezkedjen
tsl lokusztól is távol esik. Választá-el. Ez egyben a shi 

sunk a t242 mutánsra esett, amely mindkét feltételt telje- 

Várható, hogy a t242+ duplikáció proximális törés­

pontja a komplex lokusz területére esik /ez utóbbi tér­

siti .

képhelyzete: 0,43/, és ugyanakkor biztosan nem éri el a 

tsl lokuszt /52,2/. A besugárzott hímeket tehát olyanshi
ts 1nőstényekkel kereszteztük, amelyek t242 shi kromos zó-

Az nemzedékben minden utód 

. tsl
mát hordoznak /12. ábra/. 

tsl+shi kromoszómát hordozófenotipusu, mert az shi 

hímeket t242 mutáció megöli. Kivételt képeznek azon rit­

ka egyedek, amelyek t242+ duplikációt hordoznak. Ezen hí­

mek 29°C-on paralizálnak, igy az előzőekben ismertetett

tömegszelekciós módszerrel izolálhatok. 

Az első kisérl-etben 0RE-R /£+ shi ts lt/ vad fenotipusu

hímeket sugároztunk be /12./a ábra/. A hímeket két napon

belül gyűjtöttük a 25°C-on fenntartott populációból. A
tslheterozigóta nőstényeket t242 shi 

állapotig 22°C-on nevelt populációból nyertük. A kereszte­

zést populációs ládában 22°C-on végeztük, és az utódok fel­

nevelése is 22°C-on történt. A petéző populációt 10 napon-

/Binsn) az aduit
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12. ábra

a. /

t242t242 f shiУ УP ? d1 /ORE-R/x
YBinsn

22°C
V

T
tslP у t242 f shi Binsn Binsn

1
tsl+ ’ + ’tsl ' Y

5

y+ t242 f+shi y+ t242+ f+ shi

_p + ,.tslf shiу t242

Y* +
29°C-on paralizál 4.000 Rb./

tsl у t242+ f shishiу t242 f ЛP ? & / XY cPVx

FM6£
2 2°C

tslу t242 f shi FM6Í,
ЛF1 / X/XY $ 75 5

у t242 + f+shi^, tst242+f+shiУ

у t2,4 2 +
ö*/I / X/ Y£ +

tslу 124 2 f shi

29°C-on paralizál
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ként lecseréltük. A kikelt aduitokat CC^-os kábítás után

lemértük, és az egyedszámot a már említett módon /lásd:

Anyag és Módszer c. fejezet/ meghatároztuk. A 98.800 db
tslutód közül tömegszelekcióval visszanyertük a shi 

variánsokat, összesen 365 db hímet. A kapott hímeket több­

ször visszakereszteztük Binsn és FM6£ balanszert hordozó

1242 heterozigóta nőstényekkel. A keresztezésekből steri­

litás és elhullás miatt végül csak 5 stabil duplikációs 

törzset nyertünk.

A duplikáció töréspontjának behatárolására a dupli- 

kációkat hordozó hímeket a 2B5 régió mutánsaival keresz­

teztük. Egy ilyen keresztezést mutat be a 9. táblázat, 

a végső eredményeket pedig a 10. táblázat. Látható, hogy 

az öt duplikáció közül egyiknek a töréspontja sem esik a 

komplex lokusz területére.

A második kísérletben un. kapcsolt XY-kromoszómát 

hordozó hímeket sugároztunk be /12./Ь ábra/, az előzőek­

ben alkalmazott dózissal, a következő elképzelésből kiin­

dulva*.

Amig nincs redukciós osztódás, a spermatogonális őscsira- 

sejtben lehetőség van arra, hogy az X-kromoszóma megfelelő 

része az Y-kromoszómára transzlokálódjék, mivel egy sej­

ten belül van az X és Y-kromoszóma. A redukciós osztódást

követően erre már nincs lehetőség, tehát a haploid spermiu­

mokban esetleg képződő hasznos kromoszóma-átrendeződéseket 

elveszítjük, holott a spermiumok teszik ki a target-sejtek 

nagy többségét a besugárzás pillanatában. Ha XY kapcsolt 

kromoszómát hordozó hímeket választunk szülőnek, úgy min-
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Y^+ duplikáció* komplementációja tlO 

mutánssal
9 . táblázat

Keresztezés :

у t242+ tlO у t242 tlO+? cf»x

FM6£ Y „ +£

F„ UTÓDOK1

Genotípusa Száma

у t242 ' tlO+
68?

FM6£

tlO +у t242
65?

у t242+ tlO

у 124 2+ tlO
& 46

Y „ +£

* DpCDYSz 71/4
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10. táblázat Az Y^ + duplikációk komplementációja 

letális mutáns törzsekkel*

tKeresztezés! Vizsgált Y^+ duplikáció

71/4 78/4 170 280 30 3partner £

tlO + +++
FM6£

t35 + + + +
FM6£

t81 + + + +
FM6£

t99 + + + +
FM6£

t200 + + + +
FM6£

t242 + + + + +
FM6£

£(l)npr-l ++ + +
Binsn

^Rövidítések: + /Y^+ d1 van az F^ nemzedékben /komp­
lementáció van/

/Y^+ d1 nincs az F^ nemzedékben 

/komplementáció nincs/

tA vizsgált duplikációt у t242 f shi car/Y^+ hímek
hordozták
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dig együtt marad az X és Y kromoszóma. Feltehető, hogy 

a sugárzás hatására keletkeznek olyan variánsok, amelyek­

ben az Y-kromoszóma megmarad, és az X kromoszómának a

csucsi része kapcsolódik hozzá. Ezért alkalmaztuk a továb-
Abiakban az XY hímeket. /А keresztezési sémát a 12./b áb­

ra mutatja./

Kísérleteinkben több populációból, de mindig azonos

keresztezésből gyűjtöttünk petéket. A heterozigóta nősté-
ts 1 A

/FM6&/ kereszteztük XY sugárkezelt 

himekkel. /Első kisérlet: 9960 db nőstény és 3600 db him; 

második kisérlet: 13.634 db nőstény és 3160 db him; har-

nyeket /у t242 f shi

madik kisérlet: 8426 db nőstény és 4434 db him./ A petéző 

populációt, valamint az első két keresztezésből származó 

utódokat 22°C-on tartottuk, illetve neveltük fel. A har­

madik kísérletet 18°C-on végeztük. Az F^ kelés legyűjté­

se, egyedszám meghatározása és a szelektálás az Anyag és 

Módszer cimü fejezetben leirtak szerint történt. A szelek­

tált legyek összmennyisége a három kísérletben 227.388 db,
tsla visszanyert élő shi legyek száma 390 db him, amelyek 

feltételezhetően duplikációt hordoztak /11. táblázat/.

Ebből fertilis volt 235 db.

A töréspont genetikai behatárolását úgy végeztük el, 

duplikációt hordozó hímeket ismert letális mu­

tációt hordozó nőstényekkel kereszteztük /12. táblázat/.

A táblázatból látható, hogy a duplikáció nem nyúlik be a 

komplex lokusz területére, hanem attól disztálisan helyez­

kedik el, a stubarista /sta/ és az о.с.c. csoport között. 

Ezt az eredményt kaptuk az összes tesztelt duplikációra 

nézve, amely a második kísérletből származott.

hogy a
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A
11. táblázat Duplikáció izolálás: besugárzott XY

ts 1 utódainak megoszlásahimek shi

ts paralitikus legyek

Élő Elhullott
Fenotipus aduitok aduitok

tsl c?у f shi 390 16

ts 1y+ f shi & 1

ts 1 24 /+2/у shi Ifi ?
tslу f shits'1Vf+ shi f 1-1



5 2

A
XY hímekből származó duplikációk törés­

pontjainak vizsgálata*

12. táblázat

tslу t242 f shiУ *- 5*Keresztezés : ? x
FM6 Y£+

F1 utódok
Letális mutáció a

tsl tsl£ keresztezési 

partnerben

у t242 f shi у t242 f shiУ l

y£ FM6£Y£ +

t24 2 + +

t s ta ++ +

£(l)npr-l ++

14 + +

t99 + +

t81 + +

135 + +

tlO + +

*Mivel az összes duplikáció azonos utódmegoszlást adott, az 

Y^+ általános jelölést alkalmazzuk.
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AZ EREDMÉNYEK MEGVITATÁSA

Az általunk vizsgált letális gének a Drosophila mela- 

nogaster X-kromoszómájának disztális régiójában helyez­

kednek el a /térképhelyzet: 0,00/ és w /térképhelyzet: 

1,5/ recessziv mutációs pontok között. Tudjuk, hogy a le­

tális allélek közül az o.c,c. csoport tagjai azonos lo-

1.

kuszban hibásak, amelynek genetikai térképhelyzetét az 

£Cl)npr-2 térképzeése adta meg: 0,46 /Belyaeva és mtsai.,

1980/ .

Az allélek egymáshoz képest várhatólag alacsony rekom­

binációs gyakoriságot mutatnak, ezért térképezésükhöz, 

a rekombinánsok visszanyeréséhez egy uj tömegszelekciós 

elvet és rendszert dolgoztunk ki, amely a shi

2 .

tsl mutáció

által okozott hőérzékeny paralizis jelenségén alapszik.

Kidolgozott módszerünk előnye, hogy a Drosophila me- 

lanogaster X-kromoszómájának bármely szakaszára alkalmaz-

lokusz a centromérhez viszonylag kö­

zel van /térképhely: 52,2; Lindsley és Grell, 1968/, a 

módszer a tőle távolabb, disztálisan fekvő mutánsokra al­

ts 1ható. Mivel a shi

kalmazható legkönnyebben. A tömegszelekciós módszer al­

kalmazásával nagyon kicsiny rekombinációs értékeket si­

került mérni az о .c .c. és a szomszédos gének között :

UDnpr-l - 1200 = 0,0035; £Cl)npr-l - t81 = 0,0043;

0,0014. A _£+ rekombinánsokat a ^ Н/iL.t200 - t81

marker-párok közötti egyszeres rekombináció alapján
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/у w+ vagy y+ w/ azonosítottuk. Minden esetben megkaptunk 

azonban olyan £_+ him egyedeket is, amelyekben a Я* X-kro- 

moszóma a szülői markereket /у* w+ vagy у w/ hordozta 

/6., 7. és 8. táblázatok/. Ezek elvben keletkezhetnek 

kettős rekombináció utján, ezt a lehetőséget azonban ke­

véssé valószinüsiti az a tény, hogy a mért kicsiny távol­

ságokhoz képest az ilyen egyedek száma túlságosan magas 

kettős rekombinációs gyakoriságot jelentene. Ilyen egye­

dek keletkezése génkonverzió utján is elképzelhető. Gén­

konverziónak nevezzük azt a jelenséget, amikot két, egy­

máshoz igen közeli mutáns alléi egyike átalakul a másik­

ká, anélkül, hogy ugyanakkor a "normális" rekombináció­

nál megszokott reciprok átalakulás is végbemenne. A gén- 

konverzió a kétoldali marker-mutációk /"flanking marker"/ 

kicserélődésétől is független, tehát gyakran "mimeli" a 

kettős rekombináció végeredményét. Génkonverziót Droso­

phila melanogaster esetében is leírtak, illetve részle­

tesen tanulmányozták az un. "féltetrád-analizis" segít­

ségével /Finnerty, 1976; Carlson, 1971/. Mivel esetünk­

ben a reciprocitás vizsgálata nem lehetséges, a szülői 

markerkombinációt hordozó £+ X-kromoszómák keletkezése

kettős rekombináció, illetve génkonverzió utján egyaránt

feltételezhető .

A rekombinánsok szelektálása során egyéb "aberráns" 

legyeket is izoláltunk: egyrészt y+ w+ f shi'*'5'*' nősténye­

ket, másrészt gynander mozaikos állatokat /6., 7. és 8. 

táblázat/. Az előbbi nőstények fenotipusa maternális 

volt; utódanalizisük egyrészt bizonyította, hogy az X-kro-
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moszómák továbbra is hordozták a letális mutációkat, és 

melléjük egy Y-kromoszóma is került, másrészt az utódnem­

zedékek során gyakori az X-X, bizonyos esetekben pedig az 

X-Y nondiszjunkció. Mindez arra utal, hogy a y+ w+ f shi 

nőstények nondiszjunkcióval keletkeznek.

tsl

A gynander mozaikos állatok eredete spontán kromo­

szómavesztésre vezethető vissza. Ha egy eredetileg 

tsl /ORE-R állat egyik sejtjéből az embrionális fej­
ts 1+

£ f shi

lődés elején elvész a ü+ f+ shi 

gyed mozaikossá válik a shi 

megbénul. Csökkent mozgásképességük alapján a szelektorból

/ORE-R/kromoszóma, az e- 

jellegre, és 29°C-on részbentsl

visszanyerhetjük az ilyen mozaikokat.

A tömegszelekciós rendszert uj X;Y transzlokációk izo­

lálására is alkalmaztuk. A transzlokációs frekvenciát

Röntgen-besugárzással emeltük. Első kísérletünkben ORE-R 

himeket sugároztunk be, amelyek vad tipusu X és Y-kromo- 

szómát hordoztak. E kísérleti megközelités kritikájaként 

annyit mondhatunk, hogy ebben az esetben a X;Y transzloká­

ciók csak az őscsirasejtekben képződhetnek, ahol a két kro­

moszóma még egyazon sejtben van együtt. Az őscsirasejtek 

s-záma viszont sokkal kisebb, mint a differenciálódott sper­

miumok száma, amelyekben viszont vagy csak X, vagy csak 

Y-kromoszóma található. Spermiumokban tehát csak X-»- auto- 

szóma transzlokációk vagy deléciós kromoszómák képződhet­

nek. A transzlokáció két tagja csak akkor válhat szét egy­

mástól, _ha az egyik kellően kicsiny kromoszómadarabot hor­

doz; az ilyen, párjától elválasztott kromoszómadarabot ne­

vezik duplikációnak. Elvben X-»- autos zóma duplikációk kelet-
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kezese is várható, azonban ilyet nem találtunk.

A Röntgen-indukálta deléciók közül azokat nyerhet­

jük vissza, amelyek a besugárzott kromoszómából kiejtik 

- .tsl+ lokuszt. Ez azonban nagyon távol van a 2B5 régió­

tól, tehát az olyan deléció, amely mindkettőt érinti, igen

a shi

nagy kell legyen. A nagy deléciót hordozó X-kromoszómát 

"free element"-nek nevezik; ez általában olyan kicsi, 

hogy ha az utódban egy másik X-kromoszóma mellé kerül, 

az egy X-et hordozó himmé fejlődik, ez azonban sterilis. 

Hiába izoláljuk tehát az ilyen himeket, utódot nem kapunk

un.

tőlük, vagyis a "free element" elvész. Ez lehet a magya-
ts 1rázata annak, hogy az első kísérletben kapott shi 

mek legnagyobb része sterilnek bizonyult /12./a ábra/.

hi-

Ezután tértünk át az XY kapcsolt kromoszóma haszná-
ts 1-t és a 2B5 régiót egy­

szerre érintő nagy deléció eltávolítja ugyan az X-kromo- 

szóma legnagyobb részét, de a maradék kapcsolva marad az 

Y-kromoszómához, és igy egyenértékűvé válik egy X;Y dup- 

likációval. Mivel a kapcsolt XY a spermiumokban is együtt

latára. Ebben az esetben a shi

van, az itt indukált duplikációk is visszaizolálhatók, 

mert az Y-kromoszóma jelenléte az utód himeket fertilissé 

teszi. A második kísérletből összesen 280 db fertilis X;Y

duplikációt nyertünk vissza /11. táblázat/, ezek azonban 

a genetikai jellemzéskor azonosnak bizonyultak: a törés­

pont mindegyikben a sta és o.c,c. lokuszok között helyez­

kedik el /12. táblázat/. Ennek a legvalószinübb magyará­

zata az, hogy az XY törzsben már a besugárzás előtt spon­

tán módon képződött ez a duplikáció, és igy ezt a tömeges
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keresztezésben használt himek egy része már hordozta. Ezt 

izoláltuk volna vissza sok példányban. Egy másik lehető­

ség az, hogy a sta és о.с.c. között az X-kromoszóma sok­

kal gyakrabban törik a statisztikai átlagnál /un. "hot 

spot" lenne itt/. Ebben az esetben várható, hogy a törés­

pont a sta - о,c.c. régión belül mégsem ugyanaz. Ezt a 

lehetőséget egyelőre nem vizsgáltuk. Időközben előkisér- 

leteket végeztünk egy olyan XY vonallal, amit ellenőrzött 

pártenyészetből indítottunk. /Ezeket az eredményeket a 

disszertáció nem tartalmazza./ Az első utódgeneráció hím­

jeiben ilyen spontán duplikációt nem találtunk. Négy-öt 

generációval később az XY himeket a duplikáció-izoláláshoz 

alkalmazott keresztezésbe vittük /12. ábra/, de besugárzás 

nélkül. Az utódok között számos X;Y duplikációt találtunk, 

amelyek töréspontja ugyancsak a sta és o.c,c. között van, 

az utódanalizis alapján. Ez a kontrollkisérlet mindenkép­

pen a spontán duplikáció hipotézisét támogatja.

Meg kell említenünk a munkánk folyamán észlelt vagy 

logikailag ki nem zárható hibalehetőségeket is, amelyek a 

tömegszelekciós rendszerrel kapcsolatosak. Kísérleteinkben 

• az aduit állapotig fel kell nevelni az utódokat az értéke-

nutánsok természetéből adódik, hogy bár 

a mutáns egyedek 22°C-on normálisan viselkednek és fejlőd­

nek, ezt meghaladó hőmérséklet már károsan befolyásolja 

mozgás- és életképességüket. Lokális hőmérsékletingadozást 

- emelkedést - okozhat pl. a táptalajban fejlődő lárvák kí­

vántnál magasabb száma. Az sem kizárt, hogy túl nagy egyed­

is 1léshez. A shi
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tslsűrűség esetén az egyébként gyengébb, érzékenyebb shi 

mutáns lárvák háttérbe szorulnak a táplálkozás tekinteté­

ben. El kell kerülni a tenyészetek túlzsúfoltságát;

Petri-csészénként számitva néhány száz utód tűnik op­

timálisnak. Különösen fontos ez a szempont pl. finomtér­

képezéskor, ahol lényeges a kvantitatív eredmények meg­

bízhatósága .
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FÜGGELÉK

1. A használt rövidítések és szimbólumok jelentése

béta-ekdizonBE

В és sn mutációkat és többszörös inverziótBinsn

hordozó un. "balanszer" /rekombinációt gát­

ló/ X-kromoszóma

"crossveinless11; marker-mutáció az X-kromo-cv

szómán, amely a szárny keresztvénáinak hiá­

nyát okozza /térképhely : 13,7/

Df CDRA-19 Y-kromoszómára transzlokálva van az X-kromo-

szóma IF - 2B11 régiót is magába foglaló sza- 

kasza, valamint y. marker-mutáció. X-kromoszó­

ma 1F - 2Bll-ig terjedő régióra deficiens és 

hordozza v marker-mutációt.

Dpy2y67 g 2у marker-mutációt és а 2B1-10 régió génjei­

nek vad tipusu alléijeit hordozó X;Y dupli-

káció

"echinus"; a szem morfológiáját és felsziniec

mintázatát befolyásoló marker-mutáció az 

X-kromoszómán /térképhely : 5,5/
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ekdizon /vedlési hormon/E

"forked"; a normálisnál rövidebb, kettéágazóf

vagy horogszerü meggörbített szőröket okozó 

marker-mutáció az X-kromoszómán /térképhely:

56,7/

2^ , Б és letális mutációt hordozó, un. 

lanszer" X-kromoszóma

"ba-FM6Ä

<£ "gynander" mozaikos egyed, teste XX, illetve XO /nőstény 

és him/ fenotipusu sejtekből épül fel, X-kro- 

moszómavesztéssel képződik

KI) "lethal"; letális mutáció az X-kromoszómán

a szemszint és a Malpighi tubulusok morfoló­

giáját befolyásoló marker-mutáció az X-kromo- 

szómán /térképhely : 64,8/. Egyszerre 3 en­

zim aktivitását szünteti meg.

maroon-like

"non-pupariating"; normál lárvális fejlődésü,npr

de a pupáriumképzésben és az azt követő meta­

morfózisban gátolt letális mutánsok
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"discs normal"; a vad típusét megközelítőd. norm

vagy azzal azonos nagyságú és morfológiáju, 

imágókorongokkal rendelkező letális mutánsok

"overlapping complementation complex"о. с . с .

"original" /eredeti/; vad populációORE-R

"scute"; a nagy érzékszőrök elvesztését okozóse

marker-mutáció az X-kromoszómán /térképhely :

0,0/

ts "shibire" /paralizáló/; hőmérséklet érzékeny, 
о

29 C-on mozgásképtelenséget okozó marker-mu­

táció az X-kromoszómán /térképhely : 52,2/

shi

"singed"; "perzselt" szőralakot okozó marker-sn

-mutáció az X-kromoszómán /térképhely : 21,0/

"vermilion"; skarlátvörös szemszint okozóv

marker-mutáció az X-kromoszómán /térképhely :

33,0/

"white"; a szemben és a Malpighi-edényekben 

teljes pigmenthiányt okozó marker-mutáció az 

X-kromoszómán /térképhely : 1,5/

w



.6 5

И
"yellow; a normálisnál jóval világosabb 

/"sárga"/ test- és szőrszint okozó marker- 

-mutáció az X-kromoszómán /térképhely : 0,0/

2 A normálisnál jóval világosabb /"sárga"/

testszint és normális szinü szőröket és ser-

téket okozó marker-mutáció az X-kromoszómán

/térképhely : 0,0/

Y Y-kromos zóma

a l+ vad tipusu alléit hordozó X;Y dupliká- 

ció az Y-kromoszómán
V

Л
"attached"; két X-kromoszóma a centromér-XX

jüknél összekapcsolva, amely a keresztezé­

sek során együttmarad

A
Egy Y és egy X-kromoszóma összekapcsolva a 

centromérjüknél, amely a keresztezések so­

rán megmarad

XY
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Lewis-féle táptalaj ecetmuslica tenyésztésére2.

Öss zetétele: kukoricaliszt 76 g; élesztő 41 g; 

cukor 72 g; glükóz 24 g; CaCl2 0,5 g; agar 8,9 g; viz 

100 ml. Az alkotórészeket a cukor, a glükóz és az elő- 

duzzasztott agar kivételével felfőzzük. Előbbieket a 

főzés végén adjuk hozzá. Amikor a kész táptalaj kb. 

45°C-ra hült le, 8,9 g propionsavat és 5,3 ml foszfor­

savat keverünk bele, majd üvegekbe osztjuk szét.



67

3. Le'tális mutációk' tér'kéDe zése' az e'ce t'mü'sTic'a' X-krömo-

'szómáján

Az X-kromoszóma térképezésekor heterozigóta nőstények 

him utódait értékeljük, amelyekben a rekombináció ered­

ménye azonnal megnyilvánul.

A térképhelyzet meghatározásakor két kérdésre kell 

választ adni :

Melyik két marker-gén között helyezkedik el a térké-1.

pezendő letális gén?

Mekkora a rekombinációs gyakoriság a letális gén és 

a szomszédos markerek között?

A gének sorrendjét a hárompontos teszt segitségével 

állapitjuk meg. Mivel az himek között csak a +

a _£+ alléi,

2.

1.

egyedek jelennek meg, az egyik "pont" a másik

kettő pedig bármelyik két marker-mutáció /a és b, illetve 

b és с/. A £_+ vagy a vizsgált marker-páron kivül /A.ábra/ 

vagy közöttük /В. ábra/ helyezkedik el. a+ b+ & c+ és 

b SL+ c a heterozigóta <j> kromoszómái /1/, /2/,

/3/ és /4/ pedig az F^ him utódokban megfigyelhető kromo-

a

szórnák. /2/ és /3/ egyszeres, /4/ kétszeres rekombiná­

cióval keletkezik, vagyis /4/ lesz a legritkábban előfor­

duló. Ennek alapján eldönthető, hogy a vizsgált 3 gén kö­

zül melyik van középen.
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a és bA./ Vizsgált markerek
++ b+ c£a

-------- r~\
* \

\
• \

£*ba c

cT kombinációk gyakorisága : 

/1/ a
/3/ a + b+ £*------- >

a+b £* b" £+/2/> >

b+ £+/4/ a

Sorrend : a b £

B./ Vizsgált markerek : b és c

+ +b+ c£a

£ +ba c
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3 kombinációk gyakorisága : 

£ + c 

/3/ b+ £ + c

£ + c+ 

£+ c +

> /2/ b/1/ b >

> /4/ b+

Sorrend : b £ c

A letális gén és a szomszédos marker-gének távolságát2 .

a kétpontos teszt segitségével határozzuk meg. Az e- 

gyik pont a £_+ alléi, a másik b , illetve c . A rekombi­

nációs százalék :

Cb+ £+)
100SL távolság :b x

Cb" £+) + Cb+ £+)

Cc+ £.+)
100£_ távolság : xc

£+) + (c+ £+)(c




