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BEVEZETES

A rovarok a Fdld ma €16 &llatvilédgdnak egyik legnépe-
sebb csoportja. A rovarok dtalakuldssal fejlédnek. A meta-
morfézist irdnyité hormonrendszer &ltaldban ismert, ennek
~genetikai szabdlyozasardl /metamorfdzis irdnyitdsa/ azon-
ban jéformdn semmit sem tudunk. Ennek megismerése &ltalanos
fejlédésbioldgiai jelentdséggel is bir.

A metamorfézis genetikai szabdlyozdsanak megkdzelitése
- genetikai médszerek alkalmazidsadt igényli. A genetikai ana-
lizis lehet8vé teszi az egyes funkcidk, illetve a mdgdttik
4116 gének elkiildnitését., Ilyen jellegl analizis céljéra
megfeleld modellrendszernek létszik a Drosophila melanogas-
ter.,

L ]

A disszertdcid elsd részében azokkal a vizsgdlatokkal
foglalkozom, amelyek sordn egyrészt bizonyitottam, hogy az
dltalunk izoldlt letdlis mutdnsok a 2B5 sdvban elhelyezkedd
komplex lokuszhoz tartoznak, mésrészt meghatdroztam ez utdb-
bi pontos genetikai térképhelyzetét. A disszertdcid masodik
része egy olyan tOmegszelekcids rendszert mutat be, amely
alkalmas az X-kromoszdémdt érinté bizonyos ritka genetikai
varidnsok "automatikus" kinyerésére. Usszegezem a tdmegsze-

lekcid kezdeti alkalmazdsédbdél nyert tapasztalatokat is.



IRODALMI ATTEKINTES

Komplex lokuszok - A 2BS5 genetikdja

Az eukaridta szervezetek és klildndsen az ecetmuslica
/Drosophila melanogaster/ genetikai tanulmanyozdsa sorian
alakult ki az un. komplex lokusz fogalma. A komplex lokusz
egy genetikai egység, amelynek mutdns alléljei hasonlé mu-
tdns fenotipust okoznak, ugyanakkor egymds k&z8tt inter-
allélikus komplementdcidt mutatnak. MegjegyzendS§, hogy ez
a komplementdcié &ltaldban nem teljes, hanem részleges,
pl.: letdlis mutdnsok esetében a transzheterozigdtdk egy
része életképes csak, vagy a tuléldk bizonyos mutdns feno-
tipusos tulajdonsdgot mutatnak, stb. Az interallélikus
komplementdcié miatt a komplementdcids térkép &ltaldban
bonyolult képet mutat. Gyakori az is, hogy a rekombindcids
kromoszéma térképen az ilyen lokuszok viszonylag nagy ki-

terjedésiliek, pl.: rudimentary: 7 x 10-2, white: kb, 3 x 10_2

térképegység /Judd, 1976/. A komplex lokuszokkal ellentét-
ben az un. egyszeri cisztronok mutédns alléljei a cisz~transz
tesztben egymdst nem komplementdljék &€s a rekombindcids

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

3 x 10-4/ rosy: 8.86 x ZI.O--3 térképegység /Finnerty,
1976/. A prokariotdk esetében csak egyszeri cisztronokat
ismeriink, amelyek gyakran szervezddnek operonokka, tehét
magasabbrendii reguldcids egységekké. Az eukaridtdk koré-
ben viszont gyakoriak a komplex lokuszok, bar az egyszeri

cisztronok is megtaldlhatodk.



Egyeldre nem viladgos az, hogy a komplex lokuszok Ossze-
tett genetikai szerkezete mire vezethetd vissza. Lehetséges,
hogy ezt - legaldbbis bizonyos esetekben -~ valamilyen maga-
sabbrendii reguldciés szervez8dés eredményezi.

‘ Az aladbbiakban a 2B5 komplex lokusz citogenetikai szer-
kezetét ismertetem. Az ecetmuslica politén ldrvdlis nydlmi-
rigysejtjeiben az X-kromoszdéma 2B5 sdvjadbdl B-~ekdizon hormon
hatdsdra 10-15 percen belll egy puff aktivadlddik, amely leg-
nagyobb kiterjedése idején a 2B1-10 régidét foglalja magdban.

Ezzel kapcsolatban érdemes megemliteni a BE &ltal indu-
k&lt puff mintézat valtozdsokat. Puff-nak nevezzik a politén
ériadskromos zdémékon megfigyelhetd fellazult, dekondenzdlddott
részleteket, amelyekben kiiléndsen aktiv RNS szintézis folyik
/Gersh, 1975/. A puffok tehdt transzkripcidsan aktiv géneket
képviselnek. A metamorfdzis kezdetén a Drosophila larvéak
nydlmirigy Oridskromoszémédin jellegzetes puffmintdézat valto-
zdsok, puff-sorozatck figyelhetdk meg, amelyek egyértelmiien
a BE koncentrdciétél fliggnek /Clever és Karlson, 1860/. A
puffsorozatokat az 1. &bra szemlélteti.

Az un. larvalis puffok a harmadik l&rvastddium sordn végig

aktivak, a BE hatésédra visszafejlddnek.

Ezutdn a korai-BE-induk&lhaté puffok jelennek meg rdvi-
debb idén bellil /10-15 perc/, szé&muk 10-nél kevesebb
/Ashburner, 1972/. Aktivitdsukhoz a hormon &llandd jelgnléte
szlikséges, €s 500-szoros koncentracids tartomidnyon belil a
puff-4tmérd ardnyos a jelenlévd BE mennyiségével. A BE még a
fehérjeszintézis teljes gdtldsa esetében is képes ezeket a puf-

fokat induk&lni. Ennek alapjé&n valdszinlisithetdé, hogy a korai
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&bra Puffmintdzat és az ekdizonkoncentrdcid vadltozdsa

a Drosophila melanogaster metamorfdzisdnak kezdetén

/Ashburner és Richards, 1976. nyoman/



puffok a BE els6dleges hatédshelyeit képviselik.

A kései BE-indukdlhaté puffok szdma mar néhdny sziz,

aktivitdsuk a hormonstimulus utdn néhany o6raval kdvetkezik
be, és aktivitdsuk mértéke sokkal kevésbé fligg a BE koncent-
rdcibéjédtél. A fehérjeszintézis gdtldsa esetében a kései puf-

fok nem aktivdlhatodk.

Az un. dtmeneti puffok idében az eléz8 csoportot kdve-
tik, és indukciéjuk nem kapcsolddik a BE'megjelenéséhez.

Onként adédik a gondolat, hogy a puffmintdzat vdltozédsa
az egyes puffok és egyéb transzkripcidésan aktiv helyek regu-
lacidés kdlcsdnhatdsédnak az eredménye. Ezt a BE feltehetSleg
a korai puffokon keresztiil indukdlja /Ashburner és Richards,
1376/,

A mdr emlitett 2B5 puff a korai ekdizon specifikus cso-
portba tartozik. Egy novoszibirszki kutatdécsoport mutdnsokat
izoldlt a 2B1-10 régidban, azt mintegy "telitve" mutdcidkkal
/Belyaeva és mtsai, 1978/; A mis laboratdriumok Altal mir ko-
rébban taldltakat is ideszédmitva, &sszesen 38 mutdnst gyljtot-
tek Ossze a régidéban. Ezek komplementdcids térképét a 7. &bra
szemlélteti /lédsd az Eredmények c. fejezetben/. Komplementa-
cidéjuk alapjdn a mutédnsok hérom csoportba sorolhatdék. Az el-

sé csoport dor /deep orange/, a masodik a swi /singed wings/,

amelyek "szokvadnyos'", egyszerl komplementdcidt mutatnak. A
dor médr régebben ismert. A harmadik csoport mutédnsai egyet-
len nagy komplexet alkotnak, amelyen belilil hat alcsoport kii-

16nithetd el. Az rbp /reduced bristles on palpue/, br /broad/,

2C1)pp-1 és 2(C1)pp-2 csoportok alléljei a csoportok k&zdtt tel-

jes komplementdcidét adnak, mig a mésik két csoport vagy rész-



ben /pl.:2(1)t143/ vagy teljesen /pl.: 2(1)t435/ "&tfedi"
az el8z8 csoportokat. Ez annyit jelent, hogy a transzhete-
rozigéta kombindcidk nem életképesek, nem komplementédlnak.
A bonyolult komplementdcidés kép oka, valamint a genetikail
szerkezet és a citolégiai funkcid /puff/ Osszefliggése egye-
16re ismeretlen. Lehetséges, hogy a komplex genetikai lo-
kusz a 2B5 puff megfelel&je. Tekintettel a korai E-specifi-
kus puffoknak a korai E hatésban jétszott, feltételezhetden
lényeges szerepére, e mutdnsok tovabbi vizsgdlata lényeges
felismerésekre vezethet a BE hatdsmechanizmusét és a meta-

morfézis kezdeti szabdlyozdsdt illetdleg.

Rekombindciés finomtérképezés Drosophila-ban

A genetikai térképezés leggyékrabban kiildnbdz& gének,
cisztronok egymdshoz viszonyitott sorrendjének és tédvolsa-
génak megdllapitédsdt jelenti., A rekombindcid azonban egy
adott cisztron hatérain belill is lehetséges, és lehetdvé
teszi a cisztronon bellili muté&cids pontok sorrendjének és
t4dvolsdgénak meghatirozédsadt is. Az ilyen finomtérképezés
elvi alapja ugyanugy a két pont k&z6tti rekombindcids gya-
korisdg, mint az egymidstél nagyobb tdvolsdgra 1évé gének
térképezésének esetében. Sulyos gyakorlati problémaként je-
lentkezik azonban a rekombindnsok alacsony gyakorisédga,
amely a tédvolsédg rovidiilésével nagymértékben csdkken. Az
alapvetd probléma tehdt az, hogy 6ridsi utddszédmot /lOL1L - 106/

kell 4tvizsgdlni ahhoz, hogy a néhdny rekombindns egyedet,

N



kiszlirjiik. Baktériumok &s fagok esetében ez a feladat még
megoldhaté egyszeri vizudlis megfigyeléssel, a Drosophila
esetében azonban ez mir tulsdgosan nagy feladat. Olyan
méds zerekre van sziikség, amelyek vagy szelektive nagymér-
tékben csdkkentik a nem—rekombinéns utédok egyedszamiat,
vagy pedig lehetévé teszik a rekombindnsok gyors kvanti-
tativ visszanyerését a nagyszdmu egyéb utdéd kozil,

Az aldbbiakban olyan irodalmi eredményeket ismerte-
tiink, amelyek a Drosophila gének finomtérképezése soran
szlilettek., E vizsgdlatok bizonyitottdk, hogy a cisztron
a magasabbrendli eukaridétédk esetében is mutdcidés helyek so-
rozatdbdl &l1, amelyek rekombindcidéval elkildnithetdk
ugyanugy, mint a prokaridétdk esetében. Egészen kis tavol-
sdgok esetében itt is fellépnek a prokaridtdkban megis-
mert zavard hatdsok /génkonverzid, negativ interferencia/.
Mindez arra utal, hogy a rekombindcidés mechanizmus a pro-
karibétédk és eukaridtdk esetében hasonld kell legyen, A
k8vetkez8 ismertetésben a f6 hangsulyt azokra a technikai
megolddsokra helyezziik, amelyek a térképezés nagy felbon-
tdsdt, a nagy utddszadm atvizsgdldsadt lehetdvé teszik.

A r o s y /ry/ lokusz finomstrukturdlis analizise
Chovnick és munkatdrsai nevéhez fiiz8dik /Chovnick és mtsai,
1977/. A harmadik kromoszémdn 1évé ry lokusz a xantinde-
hidrogendz enzim strukturgénje, amelyhez egy szabdlyozd
régié is kapcsolddik. Mérések szerint a strukturgén két
végén 1évé mutdns pontok tdvolsdga 5 x 1073, a mellette
1év8 szabdlyozd régid hossza 5,4% x ZLO“3 térképegység. A

szoms zédos mutdcidés pontok kozdtti tédvolség lO—u nagyséag-



rendbe esik. A nagy felbontdsu finomtérképezést letdlis
markermutdcidk alkalmazdsa tette lehetdvé /2, &bra/.
A kil6nb6z6 ry allélokat hordozé kromoszdémékon két-két

letdlis mutdcidét alkalmaztak /Zl 22, illetve 23 Qu;

2. &bra/.
N&éstény sziilé Him szild Tulélé rekombindns
X
R 21 22 ry + + 4+
+ o+ o+ o+ o+ 4

2. &dbra Szelektiv rendszer a rosy mutdnsok térképezésére

/Finnerty, 1976. nyomdan/

A letdlis mutdcidk a ry kdzvetlen k&zelében helyez-
kednek el, igy a k&ztiik 16v6 rekombindcié minimalisra
csbkkent. A nem~-rekombindns utéddokat a letdlis marker-
-mutdcidk megdlik, a letdlisok kdz&tti rekombindnsoknak

pedig csak egy-negyede ml—ﬂz, illetve Qa-lu/, illetve



ciéjadra. A teljes utdédpopuldcid egyedszédmidt ugy becslilték
meg, hogy a kulturdk 1/60-ad részébdl kihagytédk a purint,
s igy a teljes utdédmennyiséget megkaptédk. Megjegyzendd,

hogy ez a "purinszelekcié" a rosy esetében is haszné&lhaté.

A harmadik példédnk a 'rudimentary e

komplex lokusz, amely az X-kromoszdémidn helyezkedik el. Az
elnevezés /rudimentary = csdkevényes/ a szérny fejletlen-
ségére utal, amely r/r homozigdtdknél szembetindé. A muté-
cié anyai hatdst is mutat, amennyiben r/r néstények utédai
koz6tt az r/r vagy r/Y egyedek nem €letképesek. Ugyanakkor,
ha ilyen utdédok r/* heterozigéta anydtdél szdarmaznak, tel-
jes mértékben életképesek. Az r allélek egymids k&z86tt igen
bonyolult komplementédcids képet adnak. Usszesen 7 komple-
mentdcids csoport klilénbdztethetd meg, amelyek azonban
részlegesen atfedik egymédst. A lokusz kiterjedése mintegy
0,07 térképegység.

A r lokusz finomtérképezését P.S. Carlson végezte el
/Carlson, 1971/. Az interallélikus rekombindciébdl szé&rmazd
ritka £+ utdédok szelektédlédsédra a fent emlitett anyai ha-
tdst haszndlta ki, nagyon szellemesen. A szelekcid alapja
az, hogy ri/r, x El/z keresztezésb8l csak az £+ rekombi-
ndnsok, valamint a r homozigéta és hemizigbéték egy kis ré-
sze €1 tul. A tulélé r, "escaper" legyek gyakorisdga allél-
kombindciénként vadltozik, de a kombindcidéra nézve &llandd,
igy felhaszndlhaté az Osszes r utéd szadménak becslésére is.
Ennek a médszernek a segitségével Carlson részletes finom-

térképet készitett, amely 45 r allélt foglal magéban.



A fentiekben ismertetett finomtérképezési médszerek a
kettb8s-letdlis mddszer kivételével olyan "triikkdket" hasz-
nadltak, amelyek csak az adott mutdns gén esetében voltak
alkalmazhaték. A kettds-let&lis mddszer, amelynek haszndla-
tat a rosy esetében a harmadik kromoszémdn mutattuk be, elv-
ben mads kromoszdémédkon is alkalmazhatd. Az X-kromoszdéma azon-
ban kivételt képez, mert az X/Y hemizigdéta him nem hordoz-
hat letdlis mutdcidt, ezért az &1; &2; £3; &u, letélis mar-
ker-mutdciét hordozd heterozigdta néstényt nem lehet a meg-
feleld letdlis himmel visszakeresztezni /vesd Ossze: a 2.
dbraval/. A letdlis mutdcidét hordozd himet életben lehet
tartani megfeleld }f transzlokdcié segitségével, ez azonban
€letben tartand az F, generdcid megfeleld letdlis nemzedékét
is, és igy éppen a szelekcidé nem érvényesiilne.

Célunk az X-kromoszdéma 2B5 régidjéban elhelyezkedd
komplex lokusz finomtérképezése, valamint a lokuszt érin-
t6 kromoszdma adtrendezddések igazoldsa volt. Mivel erre a
célra a fentebb emlitett mddszerek egyike sem alkalmas,
egy olyan uj médszert dolgoztunk ki, amely az X-kromoszdmén
&ltaldnosan haszndlhatdé, ritka genetikai varidnsok vissza-
nyerésére. A médszer alapja a reverzibilis paralizis jelen-

tsl .tsl

sége, amelyet & shibire /shi /mutécidét hordozd egyedek

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

lalkozunk ezzel a jelenséggel.



H&érzékeny paralitikus mutdnsok

A Drosophila melanogaster X-kromoszdémdjan Suzuki és
munkatdrsai /Grigliatti és mtsai., 1972/ irtak le olyan gé-
neket, amelyeknek muténsai 22°C-on normélisan fejlédnek, 1il-
letve normdlisan viselkednek, 29°C-on azonban megbénulnak.

. p P paq s tsl
Ilyen recessziv génmutdnsok a shibire

/térképhelyzete
52,2/, a Earalzticts /térképhelyzete: 54,1/ és a stoned
/térképhelyzete: 66,3/. Mivel ezek koziil & shi'>T mutdcidt
haszndltuk, ezért részletesen ennek fenotipusédval foglalko-
zunk.

A‘ghitSl homozigdta, illetve hemizigdta egyedek fe)jld-
dése 22°C-on vagy ennél alacsonyabb hémérsékleten zavarta-
lan. 29°C-ra téve ezeket az &llatokat, a paralizis egy per-
cen beliil bekdvetkezik, és mindaddig fenndll, amig magas
hémérsékleten tartjuk Sket. A paﬁalizis az embridé, a lérva,
a bab és adult esetében egyardnt bekévetkezik, pl. a larva
nem tud a tojasbdél kikelni, az adult nem tudja a b&bot el-
hagyni. A bénulés reverzibilis, ha ugyanis a bénult &llato-
kat 22°C-ra helyezziik vissza, néhdny perc alatt magukhoz tér-
nek, minden utbélagos kdvetkezmény nélkil. 22°% &s 29°C k&-
z5tti hémérsékleten, tehat pl.: 25°C-on a paralizis szintén
bekdvetkezik, de jéval hosszabb idé alatt. 29°C-on a parali-
zis mindaddig fenndll, amig az &llatokat a magas hémérsékle-
ten tartjuk. Ordk mulva ez a mozdulatlan &llat kisz&radésa-
hoz, elpusztuldsédhoz vezet. Genetikai szempontbél tehdt a

shit®?1 kondiciondlis /héérzékeny/ letdlis mutacid.



A paralitikus fenotipus magyarédzata a mutédns idegrend-
szerben keresendé, és szamos vizsgdlat igazolja, hogy a mu-
tdns gén az idegsejtekben nyilvénul meg. Ennek pontos mole-
kuldris mechanizmusa még nem ismert. Az embriondlis fejlddés

t81+.gén valészinlileg egyéb szdvetek fejlB8désében

sordn a shi
is szerepet jdtszik, ugyanis az embriondlis fejl&édés kiilén-
bdz8 szakaszaiban adott, rovid ideig tartd hdkezeléssel

/shift up/ kiildnbdzd torzuldsokat sikeriilt kivaltani a szem

és &ltaldban az imégdkorongokbdl differencidldédd strukturdk

fejlé8désében /Dietrich és mtsai., 13980/.



ANYAG ES MODSZER

A tenyészeteket 25 x 80 mm-es fioldkban vagy fél literes
tejeslivegekben neveltiik, Lewis-féle tédptalajon /1lasd: Fligge-
16k 2./. A kisérleti keresztezéseket 250C, 22°¢C vagy 18°C-on
végeztiik, a tdrzstenyészetet 18°C-on tartottuk fenn. A lér-
vdk normalis fejlédési Uteme 25°C-on négy nap, mig 22°C-on
kb.: 6t nap.

A keresztezéshez szilikséges sziiz néstényeket a kdvet-
kez8képpen gyljtdttik: amikor az lvegben megjelennek a kike-
lésre kész babok, az livegekb8l eltdvolitjuk az esetleg ott
maradt egy-két sziilét vagy kordbban keld utdédot, és az live-
geket 18°C-ra tessziik. Ezen ﬁveggkbél 24 6rdnként legyujt-
jik a kikelt adultokat és a néstényeket kivdlogatjuk. Mi-
vel a frissen kelt adultok 18°C-on tartva 24 6éran beliil még
nem képesek parosodni, az igy szelektdlt néstények feltéte-
lezhet8en szlizek lesznek. Mindenesetre a ndéstényeket tépta-
lajon tartjuk néhdny napig, majd ellendérizzik, hogy valdban

Sterilek-e.

2. Letdlis mutédnsok

Az &ltalunk vizsgdlt letdlis muténsok a Drosophila
me lanogaster X-kromoszémajdnak 2B1-10 régidéjaban helyez-
kednek el. Valamennyi mutdnst EMS-el induk&ltédk Lewis and
Bacher /1968/ médszere szerint. A mutdnsokat és szérmazdsi

helyliket, valamint a mutdns-kromoszdémadn levd egyéb mutdci-



ékat az 1. tédblédzat mutatja. A letdlis mutdnsokat balan-
szer kromoszémak /Binsn vagy FM6L/ segitségével tartottuk

fenn /Fliggelék 1./.

A kromoszémédn eredetileg

£ x P Y- Szédrmazdsa
1évé egyéb marker-mutacid s

Letdlis mutdcid

2£(1)npr-1 y W Sn3 cv Szeged
£(1)npr-2 y W /sajédt izolatum/
2(1)d.norm-1% _ y w J.W, Fristrom

Berkeley, USA

t324 y E.S. Belyaeva
t242 y I.F. Zhimulev
t200 y Novoszibirszk,
t 99 y SZU

t 81 y

t 35 y

t 10 y

t 4 y

3. Komplementdcids vizsgdlatok

A komplementdcids teszt sordn olyan egyedeket hozunk
létre, amelyek két kilildnbdzd mutdcidét egy kromoszdmapar
két tagjén, transz-helyzetben hordoznak. Vizsgdljuk, hogy a
mutans fenotipus/ok/ megnyilvdnul/nak/-e? Ha a transzhete-
rozigdéta egyed vad tipusu, megdllapithaté, hogy a két mu-
tdcid két kiildénbézé cisztronba, tdgabb értelemben véve két

strukturgénbe tartozik.




L, Genetikai térképezés

Egy kromoszdéma két pontja k&zdtti tdvolsdg a két pont
k&z8tti meiotikus rekombindcid gyakorisdgdval mérhetd. Mi-
vel a Drosophila melanogaster esetében rekombindcid csak a
néi petesejt meiozisa sordn jatszédik le, olyan ndstényeket
kellett létrehoznunk, amelyek heterozigdta forméban hordoz-
zdk a letdlis kromoszémadt &s egy masik "térképezd" kromoszd-
médt. A rekombindcidbdl szadrmazd uj kromoszdéma-valtozatok e
néstények Fl him utédaiban vizsgdlhatdék. Az eredményekbdl
megdllapithaté a vizsgdlt gének sorrendje és a marker mu-

tdcidktdl mérhetd tdvolsdguk is. A kisérletben a

. . : R SR S ..
y 2(1)w npr-2 muténst a yf sc 27 w' ec ev kromoszém&hoz
L 3 3

térképeztiik, A letdlis mutdcidk térképezésével kapcsolatos

meggondoldsokat a Fliggelék 3. fejezete ismerteti.

a letdlis kromoszdmin 1évé y és w markerek segitségével ha-
taroztuk meg. A keresztezésekben legaldbb ezer Fl him uté-

dot vizsgdltunk meg.

A shitSl paralitikus fenotipust felhaszndlé finomtér-
képezési mddszerrel az Eredmények c. fejezetben foglalkozunk

részletesen,



5., Toémegtenyésztés

Az &ltalunk alkalmazott tOmegtenyésztési és tdmegsze-
lekcidés médszer 8nédlld, irodalmi eldzménnyel nem rendelke-
zik. Ez, mint kisérleti eredmény is értékelhetd, de ugy
gondolom, hogy a technikai részletek kedvéért helyesebb
itt targyalni.

A tdmegszelekcidhoz nagy mennyiségili, szdzezres egyed-
szadmu Drosophila populdcid sziikséges. A szokdsosan alkalma-
zott médszerrel /1l&sd: 1. pont/ nem oldhaté meg ilyen meny-
nyiségl adult légy elddllitasa. Nagy egyedszdm elérésére
uj médszert kellett kidolgozni. Drosophila témegtenyész-
tésre J.I. Fristrom k6z8lt egy médszert, ez azonban csak
larvak tdmeges méreti nyerésére alkalmas. Ennek lényege, hogy
a petézd Drosophila populdcidt egy "populdcids ladaban"
tartja, és miianyag dobozokba &nt&tt tédptalajra petézteti. A
lérvék a dobozoﬁban fejlédnek. Ezt a mdédszert prébaltuk eld-
szdr, azonban a larvdk szdmdhoz képest ardnytalanul kevés
imédgdét nyertink vissza. Ennek oka valdszinlileg az volt, hogy
a larvak nem taldltak elég helyet a bdbozdddshoz a doboz oldal-
falai;, ezért nagyobb részik kénytelen volt a taptalaj fel-
szinén babozddni. Ezek a badbok &ltaldban beleragadnak a
tiptalajba, és a beldlik kikeld legyek elvesznek. U] méd-
szert kellett kidolgozni, amely biztositja a nagy peteszéa-
mot, optimdlis fejld8dési lehetdséget és egyben elég felii-
letet biztosit a babozdédashoz is. A mi mddszeriink a kdvet-

kezb6 volt:



A./ Petéztetéshez szliz néstényeket livegben keld 1le-

gyekb8l gylijtdttik. Mivel a himek is hordozték a recessziv
EQ;tSl mutdcidt, amely 29°C-on bénuléast okoz, a populdciét
22°C-on neveltiik fel. A sziizgylijtéskor a 18°C-on tartott
€s egy napon bellil legyljtdtt populdcidt rdvid iddére /10-
15 perc/ 29°C-ra tettiik, és a paralizdlt himeket eltdvoli-
tottuk. A néstény populdcidt CO,-os "altatdssal" sztereo-
mikroszkdép alatt ellendriztik. A petéztetést "populdciébs
l4d&ban" 22°C-on tizezer "érett" adulttal /kb.: 6.000 @
és 4,000 &Y inditottuk. A laddban bakteriolégiai Petri
csészékbe /0: 890 mm, kb.: 80 ml/ Ontdtt tédptalajra petéz-

tettlink., A Petri csészékhez megfeleld tartd &llvanyokat

készitettiink /3. és 4., &bra/.

3+ &bra Petegyljtés populédcids
A plexi l&4dé&ban a téptalajos Petri csészéket hordozd

dllvanyok l&thatdk.



Egy &llvanyba kilenc csészét tettlnk, amelyeket igy,
dllvannyal egylitt lehetett mozgatni. A Petri csészéket 12
éranként egyszerre cseréltiik, A peterakdst serkentette a
taptalaj felliletének bardzddlasa és élesztézése., A tapta-
laj cserélésekor az adult &llatokat sliritett levegd r&afu-

vatdsaval "mostuk" le a téptalaj fellletérdl.

Ugyanazon Petri csészében és dllvanyokban neveltiik
fel az &llatokat, amelyekre petéztettink. 2 teli &llvényo-
kat 500 mm magas és 130 mm © PVC csébdl készlilt hengerekbe
helyeztik /1ldsd: 4, abra/, amelyekben alulrél 50 mm magas-
sdgban egy vasrud volt keresztben beerdsitve. Ez tartotta
az 4llvanyt, és megakaddlyozta annak kiesését. A hengerek
aljat és tetejét nylon fatyolszbvettel zartuk el, és
20-22°C-0s hémérsékletii helyiségben tartottuk. Ez az el-
rendezés t8bb problémat is megoldott, amelyek a tenyész-
tés sorédn jelentkeztek
- a tédptalajbdél elpadrolgd, a hengerek faldn lecsapddd

kondenz viz az alsdé nyildson el tud tdvoznij
- a megadott méretezésnél és héfokon a tenyészet meg-
feleld levegbztetése biztositva van /a CO, nem hal-
mozdédik fel/, ugyanakkor a tédptalaj nem szdrad ki tulzottan;
- a légcserével a téptalajban termelddd hd is eltévozik,

sl

. o 2 Pl -t rd e Pl z z z
ami a hdérzékeny shi larvék életbenmaradésédnak Es

fejlédésének feltétlen kdvetelménye.



Az adult kelés kezdetétd1l két naponként gyljtdttik a
legyeket. Legel&sz8r a hengereket CO2 gdzzal to6ltottik
fel, amitél a legyek Atmenetileg elkdbultak, és lehullottak
a henger aljdra. Az &4llvéanyt kiemeltik a hengerb&él, a Petri
csészék felliletére hullott legyeket a CO,-dal t8ltott gylij-
téhengerbe rédztuk, majd az el8z8 hengerbdl is atdntottik a
legyeket a gylijt8hengerbe. Az O8sszegyljtdtt legyek kerililtek

témegszelekcidra.

6., ToOmegszelekcid

-
5 . s s e " .tsl
Témegszelekcid utjan kiildnitettik el a vad, shi fe-

g 0 ,, o .tsl
notipusu tdmegb8l azon ritka legyeket, amelyek shi feno-




tipust mutattak, azaz 29°C-on paralizédldédtak. A szelekcid
elve egyszerili: ha a szelektdlandd légytdmeget 29°C-ra he-

sl

lyezziik, a"s"hi.t fenotipusu legyek megbénulnak, azaz

lenn maradnak az edény aljdn, mig a nem paralizéld §hits+
fenotipusu legyek felfelé masznak vagy repiilnek. A sze-
lekcid kivitelezésére egy egyszerii készliléket szerkesz-
tettiink /5. &bra/, amelyben dtven-szdzezer légybdl is
30-40 perc alatt kvantitative kivdlaszthatdk a shibire *°
fenotipusu imdgdék. A mbédszer részletes leirdsdt az aléb-
biakban adjuk meg |
- kiinduldsi légyszadm meghatdrozdsa: az Osszegyljtott
légytdmeg sulydt 0,1 mg pontossdggal lemérjik, és el-
osztjuk egy légy atlagos sulydval. Az utdbbit minden min-
t4b61 kb.: ezer megszdmolt 1légy sulydbdl hatdroztuk meg.

- A CO,-dal elkdbitott legyeket a szelektor készlilékbe

2

szértuk. A szelektor késziiléket az 5. &bra mutatja.

A szelektor haszndlata: alapdlldsban a kéralaku mélye-
désbe /a/ egy papir kdrlap van behelyezve, a szelektor
hengere az /a/ mélyedés ftlé van tolva, és a benne 1évd
rdcsbetét rd van eresztve a papirlapra /5. &bra, B./.

- A szelektor-henger tetejét /b/ felemeljiik, és a racs-

ra szérjuk az elkdbitott legyeket.

A szelektor felsd részét lezdrjuk, a tetején 1lévé nyi-

ldsokba /c/ ecetes-alkoholos vattat teszlink /d/, amely

1}

legyeket csalogatja, és a felfelé mdszdsukat elbsegiti.

A szelektor felsd része &ttetszd miianyag, igy a fellilrdl



bejutdé fény is vonzza a legyeket. A ghits legyek leesnek,
illetve paralizdlva alul maradnak a papirlapon, mig a
Ehit5+ legyek felmdsznak a leengedett racsra.
~ 30 perc eltelte utdn a racsot 6vatosan felemeljik a
csdrlével /f/, majd rdgzitjlk.
- A szelektort a gyujtétdlcsér /h/ f81lé toljuk, és igy
a szelektor alatti mélyedés /a/ szabaddd v&lik. A pa-
pirlapot kiemeljik a mélyedésbdl, és néhdny perces véra-

. i . .ts+
kozds utdn - amely id6 alatt a papiron maradt shlts

le-
gyek eltdvoznak - a papiron 1évd legyeket egy lres,
18°C-o0s lvegbe rdzzuk. Az liveget 18°C-on tartjuk 30-40
percig, igy a gﬁits legyek visszanyérik mozgédsképességl-

ket.

- Az igy visszanyert anyagot mikroszkép alatt szétvalo-

gatjuk, majd ismét 29°C~on ellendrizzik a shits—shitS+

fenotipust.
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5. abra A szelektor vdzlatos szerkezete és

A - a szelektor felililnézete

B - a szelektor oldalnézete

C - a szelektor eldlnézete

a./ mélyedés a paralizdlt legyek gyilijtésére;
b./ a szelektor hengerének fedele;

c./ nyildsok a fedélen;

d./ mozgathatd betétrics;

f./'betétrécsot mozgatd csérld;

h./ télcsér a shi' legyek Osszegylijtésére,

miilkddése



EREDMENYEK

Munké&nk sordn eldszOr komplementdcids teszt segitségé-
vel kimutattuk, hogy a laboratédriumunkban izoldlt 2(1)npr-1

és 2(1dnpr-2, valamint a 2(1)d.norm-1% letdlis mutansok al-

1élikusak annak a komplex lokusznak a mutdnsaival, amelyet
egy novoszibirszki kutatdébcsoport a 2BS5-6 puff régidban irt
le /Belyaeva és mtsai,, 1980/. Ezutdn klasszikus géntérké-
pezési eljardssal meghatdroztam a 2(1)npr-2 pontos helyét az
X-kromos zdéma térképén, majd a tomegszelekcids mdbédszer fel-
hasznédlédsédval megkezdtem a puffrégid mutdnsainak finomtér-
képezését. Ennek kezdeti eredményeit ismertetem.az aldbbi-
akban.,

Végiil foglalkozom azon kisérletekkel is, amelyek soréan
a témegszelekcids médszerrel olyan X; Y transzlokacids
kromoszdémidkat nyertem vissza, amelyek toréspontja a komplex
lokusz kbzelében vagy annak terililetén helyezkedik el. A to-
vdbbiakban a transzlokdcidt szenvedett kromoszdmadarabokat
- a Drosophila-irodalomban haszndlt elnevezésnek megfeleld-

en - dupliké&cidénak nevezziik,

1. Xomplementdcids kisérletek

A komplement&cids tesztet annak elddntésére haszndl-
jdk, hogy két kilildnbszd mutdcid ugyanazon génben kdvetke-
zett-e be vagy sem., A kisérlet &ltaldnos sémadjat a 6. ab-
ra mutatja. Ennek sordn megfeleld genetikai keresztezés

segitségével olyan transzheterozigdta egyedet hozunk létre,



y 21 22 y 21 22 w'

P Q X 3
Binsn Y2+
+ +

y gt 2?2 W Binsn y 2122 W Binsn

F
. 1t 2 ’ 1t 2 v Y, + ’ Y, +
y 25 % w' y L5 % w 2 2

6. &bra Keresztezés X-kromoszdmédhoz kdtdtt letdlis mutdnsok

komplementdciéjdnak vizsgdlatéra

amely mindkét mutdns kromoszdémadt hordozza. A keresztezéshez
sziikségilink van egy olyan &+ duplikécidéra, amely az egyik le-
tdlis kromoszémdt hordozé himeket életképessé teszi. Erre a
célra a Dp(l)!_y2 ¥ kromoszémat haszndltuk. Ha az Fq utddok

k6z6tt a transzheterozigdta e kombin&dcié megjelenik, ez ar-

ra utal, hogy a mutdcidk két kildn génben vannak. A transz-
heterozigdéta &dllatok hidnya viszont azt jelenti, hogy mind-
két letdlis mutédcid ugyanazon gén /cisztron/ terililetére e-
sik. E szabdly aldl kivételt képez az un. intracisztronikus
komplementdcié, amely tobb, azonos alegységekbdl 4116 en-
zimfehérjét k6dold gének esetében figyelhetd meg /Garen és
Garen, 1963/.

Esetlinkben azt vizsgdlijuk, hogy a laboratdédriumunkban
elddllitott mutdnsok - amelyek metamorfdzisban gdtoltak -

[2¢Dnpr-1, 2&(1)npr-2] allélikusak-e a 2B5 puffrégidban

elhelyezked6 letdlis mutédnsokkal. Megvizsgdltuk az

2(1)d.norm.-1% mutanst is, amelyet J.W.Fristrom-t&61l kaptunk.




A komplementécids teszt elvégzését a hasonld fenotipus
/metamorfézis gatldsa/ és a kdzel azonos genetikai tér-

képhelyzet indokolta. Egy ilyen komplementdcids keresz-

tezést szemléltet a 2.

2. téblédzat Komplementdcids teszt a £(1)npr-2 és a 2B5

26 -

téblazat.

lokuszba tartozé letdlis mutdnsok (L) kdzdtt

y 2(npr-2 w 2
Keresztezés : Q X — o)
Binsn Y2
Pl utdédok genotipusa
: : Ossz-
1y y 2C1onpr-2 wQ Blnsn9 y 2(10npr-2 wd‘ Binsn egyed-
y 2 y 2 vt ye? szam
ty4 - 354 229 56 639
t10 - 348 247 132 727
t35 - 235 180 137 552
t81 191 167 162 88 508
t200 173 177 124 93 567
t242 204 222 153 81 660
t324 - 150 123 53 326
t336 - 315 173 78 567
‘ Df(1DRA-19 - 245 238 104 587

A hasonlé médon végzett tovabbi komplementdcids kisér-

letek eredményeit a 3. tébléazat foglalja 8ssze.




3. tdblézat Komplementdcids kisérletek Osszefoglald

tabldzata*

P ot P9

2¢1npr-1 | £¢1dnpr-2 | 2(1)d.norm-1°

ty - - -

t10 - - -

t35 - - -

t81 + + +

t200 + + +

t242 + + +

t324 - - -

t336 - - -

2(1dnpr-1 - - -

SL(l)d.norm—la - - -

Df(1DRA-19 - - -

%
R&viditések: +

komplementdcié van, a transzheterozi-

~gbta néstények életképesek;

komplementdcié nincs.

Az 1. és 2. tédblazatbdél vilagosan kitlinik, hogy az

2(1)npr-1, 2(1lDnpr-2 és 2(1)d.norm-12 egymdshoz teljesen

hasonldéan viselkednek: teljes komplementdciét adnak a

t81, t200, t242 mutdnsokkal, nem komplementédlnak viszont

egymdssal és a komplex lokusz egyéb mutdnsaival /t4, 10,



+35, ... t324, t336/. Ez ugy értelmezhetd, hogy mutdnsaink

a 2B5 régidéban 1évé komplex lokuszhoz tartoznak /7. &bra/.

L1257 t467 2C1)t435

41167 251 2¢1)t324

2t1u8 t219 npr-1

Lt1hl t200 npr-2

£t128 63 £(1)d.norm.-1%

2(1)d .norm.-24 t197 t252

Lt81 €32

66g 2C1)t143 tl49

169F 2C1)t126 t76

dor 2CL)ty t10

dor t376 t366

t358 t336

tluy t103

t132 t135

t99 - bt

dor swi rbp br 2(1)pp-1 2C1)pp-2

7. &bra A 2B1-10 régidé mutdnsainak komplementé&ciés térképe*

* Pirossal jeldltilik az &ltalunk haszndlt mutdns allélokat.

2. Az 2(1l)npr-2 pontos helyének megdllapitdsa az X-kromoszé-

ma térképén

A komplementédcibs kisérletek arra utaltak, hogy az

2C1)npr-1, 2(1l)npr-2 és 2(1)d.norm-1%, valamint a komplex

lokusz mutédnsai allélikusak egymdssal. Ebb&l az is kdvet-
kezik, hogy genetikai térképhelyzetik is azonos kell le-
gyen. A mutdnsokra vonatkozéan az irodalomban k&zdlt térké-
pezési adatok azonban eltérnek egymé&stél /2(1)npr-1: 0.2,

Kiss és mtsai., 19763 2(1)d .norm-1: 0.0, Stewart és mtsai.,

1972/ . Az eltérések feltehetdleg kisérleti pontatlansdgbdl
adédnak. Ezért végeztem el az 2(1)npr-2 térképezését. A meg-

feleld pontosségot nagy utddszédm &tvizsgé&ldsédval igyekeztem



biztositani.
A genetikai keresztezéseket a 8. dbra, az eredménye-
ket a 4. tédbldzat foglalja Ossze.
+ o+
¥ sc’ 2Cnpr-2 w ec’ y+ sc 2C1Dnpr-2 w ec
P ? X Jd7 3

Binsn - i

J

Binsn . ¥ szkkﬁlzagf;z/w’gé+
Fl S -

Y Y

N sc’ 2CVnpr-2 w ect s y+ sc l(l)npr—2+ wh oec

y+ sc 2(l)ngr—2+w+ ec Binsn
+ + N
@ vy sc 2(1lDnpr-2 w ec Binsn
x —
y' sc 1(1)npr‘—2+w+ ec Y
+
vt sc 2(1)npr—2+ w' ec y sc (10np W ec
F 5
2
0 X
y sc’ 2C1Dnpr-2 w ec y+ g1 Z(l)npr-Z+ w' ec
5
Binsn Binsn

8. dbra Az 2(1)npr-2 térképezése : genetikai keresztezések




4. tédbldzat Az 2(1)npr-2 térképezése : F, A utdédok meg-

oszldsa genotipus szerint*

Genotipus Egyedszam
y sc 2 W ec
Szi185 + f + + - 334y
genotipusok - + - - + 0
Talslt o R T I S
rekombindnsok + - + + + 123
* Rdviditések : + = vad tipus

- = mutdns tipus

A Binsn balanszer kromoszdéma miatt, amely a y, sc, &, w, ec
tekintetében vad tipusu, az F, néstényekben nem vizsgdlhatd
a rekombindcid eredménye. Ezért az F2 him utdédokat vizsgdl-
tam, és a taldlt rekombindnsok szdmdt az &sszes him utéd-
szdmhoz viszonyitottam.

A letdlis mutdcid és a marker-mutdcid kdzdtti tdvol-
sdg meghatarozdsdhoz az eredményeket az alébbiakban kétpon-
tos tesztként értékeljlik ki. A letdlis mutdcid és az adott
marker-mutdcidé k8z8tti rekombindnsok szdmédt a megvizsgdlt
Osszes him szadmdnak szdzalékdban kifejezve, megkapjuk a
marker-mutdcié és a letdlis mutdcid kdzdtti térképtavol-

ségot



15
y - 2 —_— X
3518
15
sgc - % : —_— X
3518
36
L - w : —_ b
3518
36 + 123
L -ec : —_— X
3518

100

100

100

100

0.u43

Eszerint az 2(1)dnpr-2 a y és w k&éz6tt helyezkedik el, az

el8bbitdl 0.43, az utébbitdél 1.02 egységnyil tavolségra.

Megjegyezzik, hogy ezek az adatok j6 additivitédst mutat-

nak, amennyiben ha a y -2 és 2 - w kdzdtt mért tadvolsago-

kat 6sszeadjuk /0.43 + 1.02 = 1.45/, a y és w k&ézotti

irodalmilag elfogadott tavolsaghoz /1.5; 1l&sd Lindsley

€s Grell, 1968/ kbzeli értéket kapunk.

Az adatokat hdrompontos tesztként is értékelhetijiik,

és ennek alapjadn meghatdrozhatjuk, hogy melyik két mar-

ker-mutdcié k&zé esik az £ mutacid. Az 5. téblézatbdl

lathaté, hogy a y 27w rekombinans kategdéridbdl egyetlen

legyet sem taldltunk. Megédllapithatdé tehé&t, hogy ez a

legritkédbb rekombindns osztdly, vagyis feltételezhetd,

hogy ennek kialakuldsdhoz kettds rekombindcid sziikséges.

Ennek alapjén a gének sorrendje: y - & - w /9. abra/.

Az 5., tdblidzat adataibdl hasonld mddon

hogy az 2£(1)npr-2 mutdcid pl. sc és w,

levezethetd,

sc és ec, illetve

y és ec k&zb6tt helyezkedik el. Ez szintén Osszhangban

van a kétpontos teszt eredményeivel és az emlitett marker-



5. tédblézat Az 2(1)npr-2 térképezése : génsorrend meg-

hatérozdsa a hdrompontos teszt segitségével?

F, P genotipusa
2 .
Egyedszéam

y o W

% + % 123

- + * 15

+ + = 36

- + - 0

Roviditések : + = vadtipus
- = mutdns tipus

y L W
+ + +

8, &bra Génsorrend az 5. té&bldzat alapjén



-mutdcidknak irodalmi adatok alapjdn feldllithatdé sorrend-

jével /y - sc - w - ec; Lindsley és Grell, 1968/.

3. A letdlis mutdcidk helyzetének és egymids kdzd0tti ta-

volsdgdnak meghatdrozdsa az X-kromoszdman

El&z8ekben l&ttuk, hogy a laboratdériumunkban izoldlt
mutédnsok és az o. ¢. c. komplex lokusz mutdnsai alléliku-
sak egymdssal, de nem ismert a mutdcidk egymdshoz viszo-
nyitott helyzete az X-kromoszémdn. Ezért célul tuztik ki
a letdlis mutdcidk sorrendjének meghatdrozdsidt, elsdsor-

ban a 2(1)npr-1, t81 &s t200 vonatkozdsdban /10. &bra/.

A lokuszok kis tdvolsdga miatt a varhaté rekombind-
cidés gyakorisdg igen alacsony, ezért a rekombindnsokat a
gﬁits tomegszelekcids médszerrel.kerestem /20. oldal/.
A letdlis kromoszdémdkat a letélié gén mindkét oldalén
k6zeli marker-mutdcidkkal /y - w, illetve Xi - Ei/ lattuk |
el, hogy az egyszeres crossing-overt elkiildnitsik a két-
szeres crossing-overt8l és az esetleges génkonverzidtdl.
Tovdbbiakban ismertetjiik az egyes keresztezési kisérle-
teket és az eredményeiket.

a. Az 2(1l)npr-1 és t200 letdlis mutdcidk kozdtti tavolség

meghatdrozésa

A transzheterozigdéta néstényeket 22°C-on a szokdsos médon
dllitottam eld /25. oldal/, majd néhdny nap elteltével ke-
reszteztem OR-R himekkel /10. &bra/. A shibire-ts markert

felhaszndltam a keresztezéshez sziikséges sziliz néstények
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10. é&bra Térképezési kisérlet sémdja
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gyujtésénél. 15.000 heterozigdéta néstényt és 7.000 db

+ .+ .ts+
1

OR-R /y+'£Cl)npr—l+ 200" w f sh / himet tartalmazé

populdcidtol gyijtottik a petéket, amelyekbdl az F2 adul-

tok keltek. Az F, adultok szédmdt a szelektédlédsra gyij-

2
t8tt populdcidé sulydnak lemérésével, valamint a parhuza-
mosan vett légyminta sulydnak és egyedszadmdnak ismereté-
ben hatédroztam meg. A szelektdlandd populdcid sulydt
osztva egy légy &tlagos sulydval, az Osszesen szelektdlt
imdgdk mennyisége : 311.185 darabnak addédott. Az F2 nem-
zedékben vad fenotipusu ndstényeket kapok, mig a himek a
2 mutdcidk miatt elpusztulnak. A tdmegszelekcid sorén
elvben a vad fenotipusu néstények 29°C-on nem paralizéal-
nak, a gﬁitSI mutéciét homozigdta vagy hemizigdta formé-
ban hordozé legyek viszont lennmaradnak a szelektor hen-
ger aljadn. A valdsagban természeéesen mindenféle hulla-
dék /elhullott legyek, levetett bdbingek, taptalajsze-
mecskék és nehezen mozgd, beteg legyek is/ felhalmozdd-
nak a szelektor aljén. Ezért szlikség van a szelektorbdl
visszanyert anyag mikroszkép alatt tdrténd vadlogatasira.
A szelekcidébdl szdrmazd §Qit81 legyek 18°C-on gyorsan
magukhoz térnek, és széndioxidos kiméletes "altatdssal"
mikroszkép alatt &twizsgdlhatdk.
A tovabbi 1lépések a kdvetkezdk

- elklildnitem a holt és é16 egyedeket;
- 1ismételten leellendrzdm az €18 himeket, hogy mutat- .

jédk-e a §hit81 fenotipust, vagy egyéb ok miatt marad-
tak a szelektor aljén /pl.: sérilt végtag, mozaikosan

shibiretSI, stb./



- a rekombindns legyeket kivdlogatom a y és w marker-
~-mutdcidk alapjén;
- utédanalizishez a keresztezéseket elinditom. /Felté-
telezett egyszeres rekombindnsokat &s az egyéb
"aberréans" legyeket egyenként megfeleld partnerrel ke-
resztezem./ A 6, tdbldzat tartalmazza a fent emlitett
adatokat. Az utdédanalizisbdl k&vetkeztettlink az aberrdans
szlil6k genotipusdra. A kisérletet végig, azaz petegylij-
tést8l az adult megjelenéséig 220C—on végeztik.

A y’L w f shit81 fenotipusu rekombindns himeket keresz-

teztik a Df(1)RA-19-et &s a balanszer kromoszdémét /FM6R/
hordozé néstényekkel. Az utddok kozétt vad Lgf/ szemii,

[DfC1DRA-19/y & w £ shitS!] néstényeket kaptam, a him g

rekombindns X-kromoszémdt hordozott.

tsl

Ay w f shi fenotipusu himeket az el&z8ekben emli-

tett heterozigdta néstényekkel visszakeresztezve, az FM6R
balanszer kromoszémdt a hordozd ndstények mellett himek is

tulélnek. Ezek a himek hordozzdk a Df(l1)RA-138 X-kromoszb-

mét, amely az 1F-2Bll-ig terjedd régidra deficiens /magé-
ba foglalva a 2BS5-t/. A himek tulélése csak ugy lehetséges,

hogy a Y-kromoszdéma &+ duplikdcidét hordoz. Ez az Y£+ kro-

moszéma azonos az apa /P &, 10. &bra/ &ltal hordozott kro-
moszémaval és valdszinlileg X-Y nondiszjunkecid utjén kerilt

dt a vizsgdlt utddnemzedékbe.

+ o+ sl

Ay w f shit fenotipusu himek egy része /6. tabla-

zat, 5-15/ nem adott utdédot, valdszinlileg sterilek voltak.
Akadnak olyanok /1-2/, amelyek a partner szuldé FM6R balan-

szer kromoszémdjédval adnak utddot, a Df(1)RA-19 kromoszdma-




6. téblazat

A 2C(1Dnpr-1 és t200 mutdcidk tévolségénak

meghatérozésa
y. ACDnpr-1 w £ shitst ORE-R
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y* t200 w' £ shitS?t x
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val viszont nem. Ez arra utal, hogy az apa letdlis X-kromo-

sz6mét hordozott, tehét "escaper" volt. A 3. szému

+ 4+ tsl

w f shi him a partner néstény mindkét X-kromoszdmi-

jdval adott ndéstény utddot, tehat &+ X-kromoszémat hordo-

zott. Figyelembe véve a marker-mutdcidk elhelyezkedését,

+ + + . L. . e s <
ay & w_ kombindcid csak kettds rekombindcid eredménye

lehet. Megjegyezziik, hogy a &+ egyedek génkonverzid '"szl-
16ttei" is lehetnek. Jelenleg nem tudjuk elkildniteni a

két lehetdséget.

F,-szelekcidkor a himek mellett y+ w' f shitSl feno-

2

tipusu néstényeket is taldltunk. Binsn himekkel keresz-

tezve, az utdédok k&6z8tt Binsn himeket nyertem vissza. Mi-
vel az anydkban nyilvdnvaldan nem lehetett Binsn kromoszd-
ma, az csak az apaktdél jBhetett. Az Y-kromoszdémat viszont

valészinﬁleg-az anydk hordoztdk (X/X/Y). A y+ w' f shitSl

F, néstények tehdt X-X nondiszjunkcidval keletkeztek. Meg-

2
.tsl

Jegyezziik, hogy y+ w' f shi néstények az utdédanalizis-

ben is feltilintek, amely ismételt X-X nondiszjunkcidra

utal.

b. Az 2C1)npr-1 és t81 letdlis mutdcidk kdzdtti tavolsag

meghatdrozasa

A transzheterozigéta néstények elSdllitdsat és a kisérleti
kériilmények részletes leirdsdt az a./ pontban miar ismer-
tettem.

A keresztezés, amelybd8l a ritka genotipusu egyede-

ket szelektdltam, a kbvetkezd volt



Fl
+
y 2(Lnpr-1 t81%w £ shitS?t gt 2CLnpr-1t t81% W' £' shitS?
x
y e npr-17t81 w'f shitS?t Y /ORE-R/
22°¢
+ .tsl
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Q ~ 3 ; I

1

y e Lnpr-1*tt81tutetsnits

vad Q9

Ezen keresztezésben a szililéi transzheterozigdta nds-
tények szdma 12.000 db, az ORE-R himek szdma 4.600 db volt.
Az Fz-ben az imdgdk mennyisége 164.180 db. /Meghatdrozdsa
a midr leirt médon tdrtént./ A tomegszelekcidébdl kapott
"aberrdnsokat" egyenként leellendriztiik az a./ pontban
leirtak szerint, és az utdédanalizisbdél a kdvetkezb ered-

ményeket nyertik /7. tdbldzat/:

Ay wfE shits? fenotipusu himeket keresztezve

DfC1)RA-19/FM62 néstényekkel, az utddok k&zdtt csak nésté-

nyek keltek, amibdl kdvetkezik, hogy a sziiléi F,-b81 szdr-

. + . .
mazd himek y 2w shltsl genotipusuak, azaz egyszeres

rekombindnsok /4 db/.



7. tdbldzat A 2(1l)npr-1 és t81 mutdcidk tdvolsdgdnak

meghatédrozésa
y 2(1npr-1 w f shits?t ORE-R
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A y+ wh o f shitsl fenotipusu himek keresztezésébdl az

utédokra az a./ pontban foglalt magyardzat érvényes, az-
zal a kitétellel, hogy a t200 helyett t81 mutdcid szere-

pel /7. tédblazat/.

+ sl

Ay w' f shit fenotipusu néstényeknél a kereszte-

z€s és az utédok megoszldsa ugyanaz volt, mint az a./

pontban, tehdt ezek is X-X nondiszjunkseidéval keletkeztek.

c. A t200 és t81 letdlis mutdcidk kozStti tdvolsdg meg-

hatdrozéasa

A keresztezésben a sziildk szdmdnak ardnya /néstények - hi-
mek/ kb.: 2:1 volt /9.500 db ¢ és 5.700 db J'/. A kisérlet
t8bbi lépése az F, utédok felneveléséig azonos az a./ és
b./ pontban leirtakkal. A kapott 562.8396 db F2 imdgdébdl
az egyszeres rekombindnst /1 db/ és a t&bbi €18 aberrdns
legyet az elézb kisérletek sémdja szerint kereszteztem.

Az eredményeket a 8. tébldzat foglalja magdban, rész-
letes magyardzatuk az a./ és b./ ponthoz hasonlé.

A génsorrendet és a letdlis gének k&z6tti tdvolsdgot
az F, nemzedékben kelt adultok /néstények/ szdmdbdl és a
rekombindnsok mennyiségébdl szdmoltuk. A rekombinéns
himek szdmdt elvben a vdrhatd Osszes him légy szdmdhoz
kell viszonyitani. Mivel azonban a letdlis mutdcidk a hi-
meket megdlik, a megmaraddé néstények szdma viszont azonos
kell legyen a himek szdmdval, az elé8bbi haszndlhatd vonat-
kozdsi alapként.

A génsorrendet és a tdvolsdgokat a 1ll./a és 11./b

&dbra szemlélteti.



8. tdbldzat A t81 &és t200 mutdcidk tdvolsdgdnak meghatdrozidsa

y t8l w f shi't®
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11l./a adbra Génsorrend és térképtavolsdg a rekombindcids

adatok alapjén

y 2C1npr-1 £2007 W

d 'S
—+
a./ ———_—_—////////r
F\ 2 'l . |
= | 2 t

y+ QCl)npr—l+ t200 W

'y 3
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Rekombindcids % = 371785 X 100 = 0.0035
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3 }

+
v L] 1] ¥

b./

{ $ jl %
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164.180
+

y t81 1200 W
c./

+ ' : ;

y' t81 200t Wt

8
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11./b &bra A vizsgdlt letdlis mutdcidk elhelyezkedése

az X-kromoszdman

y (1 npr-1 t81 t200 w

0.001Y4 -

0.00u43

W ¥ =

0.0035

‘r————1\~c—o—o—0—'—'—

|

4. Duplikdcid izoldlésa

Olyan kromoszéma &trendezé8désre volt szikség, ahol a to6-
réspont a komplex lokusz terililetére vagy kdzvetlen kdrnyeze-
tébe esik, igy a komplex lokuszt citolégiailag pontosan lo-
kaliz&lhatjuk, és adott "band"-hez rendelhetjiik. Ilyen cél-
ra legink&bb delécidkat igyekeznek izold&lni, mi viszont
azért doéntdttink a duplikdcid izoldlés mellett, mert itt

elvben alkalmazhatdé a tOmegszelekcids mddszer /1ladsd alébb/.



Ilyen duplikdcidk nyerésére két kisérletet végeztink.
Alapelv mindkét esetben a kdvetkezd volt

himeket R&ntgen sugérral kezeltlink. /1.000 R/perc,
150 kV, 5 mA, 0.5 mm Al sziird/ Varhatd, hogy itt kelet-

keznek t&bbek k&z&tt olyan &+ duplikdcidk, amelyek nem

+
hordozzék a shitSl allélt. A letdlis mutdcidt ebben az

esetben ugy valasztjuk meg, hogy az X-kromoszdédma csucsédhoz

kdzel, a komplex lokusztdl /2B5/ disztdlisan helyezkedjen

el. Ez egyben a shi-tSl lokusztdédl is tavol esik. Valaszté-

sunk a t242 mutdnsra esett, amely mindkét feltételt telje-
siti. Vérhatdé, hogy a touot duplikdcié proximdlis torés-
pontja a komplex lokusz teriiletére esik /ez utébbi tér-

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

.tsl
i

sh lokuszt /52,2/. A besugédrzott himeket teh&t olyan

néstényekkel kereszteztik, amelyek t242 shitSl kromos z6-

1 nemzedékben minden utdéd
fenotipusu, mert az shitSl kromoszdémat hordozd

médt hordoznak /12. &bra/. Az T

+
shiJCSl

himeket t242 mutdcid megdli. Kivételt képeznek azon rit-
ka egyedek, amelyek t2u 2" dupliké&ciét hordoznak. Ezen hi-
mek 29°C-on paralizdlnak, igy az eld z8ekben ismertetett

tomegszelekcids médszerrel izoladlhatdk.

.tsl+
i

Az elsé kisérletben ORE-R /&% sh / vad fenotipusu

himeket sugdroztunk be /12./a &bra/. A himeket két napon
beliil gylijtdttik a 25°C-on fenntartott populdciébél. A

heterozigéta nSstényeket (y t242 shitSI/Binsn) az adult

&llapotig 22°C-on nevelt populdcidébdél nyertik. A kereszte-
zé€st populdcids lédéban 22°C-on végeztik, és az utddok fel-

nevelése is 22°C-on tértént. A petézd populdcidét 10 napon-



12. &bra 2" duplikacié izolalasa
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ként lecseréltiik. A kikelt adultokat C02-os k&bitds utén
lemértik, és az egyedszamot a mar emlitett médon /lasd:

Anyag és Mdédszer c. fejezet/ meghatdroztuk. A 98.800 db

Fl utdédd koézilil tomegszelekcidval visszanyertik a shitSI

varidnsokat, Osszesen 365 db himet. A kapott himeket t8bb-

sz0r visszakereszteztilk Binsn és FM62% balanszert hordozd

t242 heterozigdéta néstényekkel. A keresztezésekbdl steri-
litds és elhullds miatt végll csak 5 stabil duplikéciés
tdrzset nyertilink.

A duplikdcié toréspontjédnak behatdroldsdra a dupli-
k&cidkat hordozé himeket a 2BS5 régid mutdnsaival keresz-
teztik. Egy ilyen keresztezést mutat be a 9. tédblazat,

a végsd eredményeket pedig a 10. tdbldzat. Lathatéd, hogy
az 6t duplikécid kozill egyiknek a tdréspontja sem esik a
komplex lokusz terililetére.

A mdsodik kisérletben un. kapcsolt f&—kromoszémét
hordozé himeket sugdroztunk be /12./b &bra/, az elbzdek-
ben alkalmazott ddézissal, a kovetkezd elképzelésbdl kiin-
dulva:

Amig nincs redukcids osztdédads, a spermatogondlis &scsira-

" sejtben lehetéség van arra, hogy az X-kromoszéma megfeleld
része az ¥-kromoszdémiéra transzlokdlédjék, mivel egy se]-
ten bellil van az X és Y-kromoszéma. A redukcibds osztddast
kovetbéen erre mdr nincs lehetSség, tehdt a haploid spermiu-
mokban esetleg képz8d8 hasznos kromoszéma-dtrendezddéseket
elveszitjik, holott a spermiumok teszik ki a target-sejtek
nagy t&bbségét a besugdrzds pillanatédban. Ha f& kapcsolt

kromoszémédt hordozd himeket védlasztunk sziilének, ugy min-



9. tdbldzat Y + duplikdcié® komplementdcidja t1O

mutanssal
Keresztezés
+ +
y t242° t10 y t242 +t10
% X et
FM6Q Y2+
Fl UTODOK
Genotipusa Szama
. +
vy t242°  t10
Q 68
FM6 42
+
y t2u42  t10
Q 65
+
y  t2u42° 10
y  t2uzt  t1o
o} 46
Y2+

* DpC1)YSz 71/4



10. t&blazat Az Y£+ duplikécidk komplementicidja

letdlis muténs tdrzsekkel*

Keresztezési Vizsgdlt Y£+ duplikécié+
partner o 71/4 78/4 170 280 303
_t10 + + + - +
FM6 L
X35 + + + - +
FM62L
t81 + + + - +
FME&
t99 + + + - +
FM62
£200 N N N _ .\
FM64
t242 + + + + +
FMb62R
2(1Jnpr-1 + + + _ +
Binsn
*R6viditések: + = /Y, + J* van az Fq nemzedékben /komp-

lementdcid van/

- = /Y2+ & nincs az Fl nemzedékben

/komplementdcié nincs/

TA vizsgalt duplikdciét y 1242 f shi car/Y,+ himek
hordozték




dig egyltt marad az X és Y kromoszdéma. Feltehetd, hogy
a sugarzads hatdsdra keletkeznek olyan varidnsok, amelyek-
ben az Y-kromoszéma megmarad, és az X kromoszdémdnak a
csucsi része kapcsoldédik hozz&. Ezért alkalmaztuk a tov&b-
biakban az £§ himeket. /A keresztezési sémat a 12./b &b-
ra mutatja./

Kisérleteinkben t&bb populédcidébdl, de mindig azonos
keresztezésb8l gylijtdttlink petéket. A heterozigdta nésté-

.tsl

A
nyeket /y t242 f shi /FM6&/ kereszteztilk XY sugdrkezelt

himekkel. /E1lsé kisérlet: 9960 db néstény és 3600 db him;
mésodik kisérlet: 13.634 db n&stény és 3160 db him; har-
madik kisérlet: 8426 db néstény és 4434 db him./ A petézd
populédcidét, valamint az elsé két keresztezésbdl szarmazd
utédokat 22°C-on tartottuk, illetve neveltik fel. A har-

madik kisérletet 18°C-on végeztlik. Az F, kelés legylijté-

1
se, egyedszdm meghatdrozdsa és a szelektdlds az Anyag és
Médszer cimii fejezetben leirtak szerint tSrtént. A szelek-
t4dlt legyek Osszmennyisége a hdrom kisérletben 227.388 db,
a visszanyert €16 shitSl legyek szdma 390 db him, amelyek
feltételezhetden duplikdcidét hordoztak /11. téblazat/.
EbbS1 fertilis volt 235 db.

A tdréspont genetikail behatédrolasat ugy végeztik el,
hogy a  duplikdciét hordozdé himeket ismert letdlis mu-
tédcidt hordozd néstényekkel kereszteztik /12. téblazat/.

A tadbladzatbdl lathatd, hogy a duplikdcid nem nyulik be a
komplex lokusz teriletére, hanem attdél disztdlisan helyez-

kedik el, a stubarista /sta/ és az o.c.c. csoport k&zdtt.

Ezt az eredményt kaptuk az Osszes tesztelt duplikdcidra

nézve, amely a mdsodik kisérletbdl szérmazott.



A
tdbldzat Duplikdcid izoldlas: besugérzott XY

tsl

himek shi utédainak megoszlésa

ts paralitikus Fy legyek

E16 Elhullott
Fenotipus adultok adultok
.tsl
y f shi of 390 16
y shit51/f/ Q 24 /+2/ -
y f shitSl/f+ shitSlgf 11 -




52 -

A _
12. tdbladzat XY himekbdl szadrmazd duplikdcidk tdrés-

pontjainak vizsgédlata®

) y t242 f shitst
Keresztezés : o X A
FMB6 Y£+
F1 utod ok
Letdlis mutédcid a
Q keresztezési y 2 y t2u42 f shit5:L y t2u2 f shitSl
partnerben Y2+ y2 FM68
t242 + - +
t sta + + +
2C1)npr~-1 - + +
T - + +
t99 - + +
t81 - + +
t35 - + +
t10 - + +

*Mivel az Osszes duplikdcié azonos utédmegoszlast adott, az

Y,+ adltaldnos Jjelblést alkalmazzuk.

L




AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

-

1. Az &ltalunk vizsgdlt letdlis gének a Drosophila mela-
nogaster X-kromoszémdjdnak disztédlis régidéjédban helyez-
kednek el a y /térképhelyzet: 0,00/ és w /térképhelyzet:
1,5/ recessziv mutdcids pontok k&zdtt. Tudjuk, hogy a le-
talis allélek k&zll az o.c.c. csoport tagjai azonos lo-
kuszban hibédsak, amelynek genetikail térképhelyzetét az
2C1Odnpr-2 térképzeése adta meg: O,46 /Belyaeva és mtsai.,
1980/ .
2. Az allélek egymdshoz képest vdrhatbélag alacsony rekom-
bindcids gyakorisdgot mutatnak, ezért térképezésikhdz,

a rekombiné&nsok visszanyeréséhez egy uj tOmegszelekcids

elvet és rendszert dolgoztunk ki, amely a shit81 mutédcid

altal okozott héérzékeny paralizis jelenségén alapszik.
Kidolgozott mddszerink elénye, hogy a Drosophila me-

lanogaster X-kromoszémdjadnak barmely szakaszdra alkalmaz-

hatd. Mivel a shit81

lokusz a centromérhez viszonylag k&-
zel van /térképhely: 52,2; Lindsley és Grell, 1968/, a
‘médszer a té8le tdvolabb, disztdlisan fekvd mutdnsokra al-
kalmazhaté legkdnnyebben. A tOmegszelekcids mbdszer al-
kalmazdsdval nagyon kicsiny rekombindcids értékeket si-

keriilt mérni az o.c.c. és a szomszédos gének kdzdtt

2(1onpr-1 - t200 = 0,0035; 2(1)npr-1 - t81 = 0,00u43;

t200 - t81 = 0,0014. A 2 rekombinansokat a y w/y’ w'

marker-parok k&zdtti egyszeres rekombindcid alapjén



/'y ﬂ+ vagy X+ w/ azonositottuk. Minden esetben megkaptunk
azonban olyan &+ him egyedeket is, amelyekben a &+ X-kro-
moszéma a szlldi markereket /Z+ g+ vagy y w/ hordozta
/6., 7. és 8. t&blazatok/. Ezek elvben keletkezhetnek
kett8s rekombindcid utjan, ezt a lehetdséget azonban ke-
véssé valdészinlisiti az a tény, hogy a mért kicsiny téavol-
sédgokhoz képest az ilyen egyedek szdma tulsdgosan magas
kett8s rekombindcids gyakorisdgot jelentene. Ilyen egye-

dek keletkezése génkonverzid utjdn is elképzelhetd. Gén-

konverziénak nevezziik azt a jelenséget, amikot két, egy-
mdshoz igen k&zeli muténs allél egyike atalakul a mésik-
k&, anélkiil, hogy ugyanakkor a '"normé&lis" rekombindcid-
ndl megszokott reciprok &talakulds is végbemenne. A gén-
konverzié a kétoldali marker-mutdcidk /"flanking marker"/
kicserélédésétsl is filuggetlen, tehdt gyakran "mimeli" a
kettdés rekombindcid végeredményét. Génkonverziét Droso-
phila melanogaster esetében is leirtak, illetve részle-
tesen tanulményoztdk az un. "féltetrdd-analizis" segit-
ségével /Finnerty, 1976; Carlson, 1971/. Mivel esetilink-
ben a reciprocitds vizsgdlata nem lehetséges, a sziildi
markerkombindcidét hordozé &+ X-kromoszémék keletkezése
kettbs rekombindcid, illetve génkonverzid utjén egyarant
feltételezhetds.

A rekombindnsok szelektdldsa sordn egyéb "aberrdns"

»

+

legyeket is izol&ltunk: egyrészt y+ w f shitSl nésténye-

ket, mésrészt gynander mozaikos &llatokat /6., 7. és 8.
tdblazat/. Az elébbi ndstények fenotipusa materndlis

volt; utédanalizisik egyrészt bizonyitotta, hogy az X-kro-



mos z6madk tovadbbra is hordoztdk a letdlis mutdcidkat, és
melléjik egy Y-kromoszdéma is keriilt, mésrészt az utddnem-
zedékek sorédn gyakori az X-X, bizonyos esetekben pedig az

X-Y nondiszjunkcié. Mindez arra utal, hogy a y+ w' f shitSl

n8stények nondiszjunkciéval keletkeznek.
A gynander mozaikos &llatok eredete spontan kromo-

szomavesztésre vezethetd vissza. Ha egy eredetileg

.tsl

2 f shi /ORE-R &llat egyik sejtjébdl az embriondlis fej-

ES
16dés elején elvész a ot gt shi-tSl

/ORE-R/kromoszéma, az e-
gyed mozaikossa valik a shitSl jellegre, és 29°C-on részben
megbénul, Cs8kkent mozgdsképességiik alapjdn a szelektorbdl
visszanyerhetjlik az ilyen mozaikokat.

A tdmegszelekcids rendszert uﬁ X3Y transzlokédcidk izo-
ldléséara is alkalmaztuk., A transzlokdcids frekvenciédt
ROntgen-besugdrzdssal emeltik. Eisé kisérletiinkben ORE-R
himeket sugdroztunk be, amelyek vad tipusu X és Y-kromo-
szOmét hordoztak. E kisérleti megkdzelités kritikdjaként
annyit mondhatunk, hogy ebben az esetben a X3;Y transzloké-
cidk csak az &8scsirasejtekben képzddhetnek, ahol a két kro-
moszdéma még egyazon sejtben van egylitt. Az &8scsirasejtek
szdma viszont sokkal kisebb, mint a differenci&lédott sper-
miumok szdma, amelyekben viszont vagy csak X, vagy csak
Y-kromoszéma taldlhaté. Spermiumokban tehdt csak X+ auto-
szdéma transzlokdcidk vagy delécids kromoszdémak képzddhet-
nek. A transzlokdcidé két tagja csak akkor védlhat szét egy-
mastél, ha az egyik kellden kicsiny kromoszdédmadarabot hor-
doz; az ilyen, parjatdl elvadlasztott kromoszdémadarabot ne-

vezik duplikdcidnak. Elvben X~ autoszéma duplikdcidk kelet-



kezése is vérhatd, azonban ilyet nem taldltunk.

A R&ntgen-indukélta delécidk kozul azokat nyerhet-
jlik vissza, amelyek a besuglrzott kromoszémdbdl kiejtik
a shitsl+ lokuszt. Ez azonban nagyon tdvol van a 2B5 régid-
t61, tehdt az olyan delécid, amely mindkettdét érinti, igen
nagy kell legyen. A nagy delécidét hordozé X-kromoszdémét
un. "free element"-nek nevezikj; ez &ltaldban olyan kicsi,

hogy ha az F, utédban egy misik X-kromoszdéma mellé keril,

1
az egy X-et hordozé himmé fejlddik, ez azonban sterilis.,
Hidba izoldljuk tehdt az ilyen himeket, utéddot nem kapunk
t81ik, vagyis a "free element" elvész, Ez lehet a magya-
rdzata annak, hogy az elsé kisérletben kapott shitsl hi-
mek legnagyobb része sterilnek bizonyult /12./a &bra/.
Ezutdn tértiink 4t az XY kapcsolt kromoszdédma haszna-

latdra. Ebben az esetben a shits;L

-t és a 2B5 régidt egy-
szerre érintd nagy delécid eltdvolitja ugyan az X-kromo-
széma legnagyobb részét, de a maradék kapcsolva marad az
Y-kromoszémdhoz, és igy egyenértékivé valik egy X;Y dup-
likdciéval. Mivel a kapcsolt XY a spermiumokban 1is egylitt
van, az itt induk&alt duplikécidk is visszaizol&lhatdk,
mert az Y-kromoszdéma Jjelenléte az utdd himeket fertilissé
teszi, A mésodik kisérletbdl Osszesen 280 db fertilis X;Y
duplikédcidét nyertilink vissza /11. tédbldzat/, ezek azonban

a genetikai jellemzéskor azonosnak bizonyultak: a torés-

pont mindegyikben a sta és o.c.c. lokuszok k&zdtt helyez-

kedik el /12, tédblézat/. Ennek a legvaldsziniibb magyaré-
zata az, hogy az XY tdrzsben mdr a besugdrzds eldtt spon-

tédn médon képzdddtt ez a duplikdcid, és igy ezt a tdmeges



keresztezésben haszndlt himek egy része mdr hordozta. Ezt
izold&dltuk volna vissza sok példdnyban. Egy mdsik lehetd-
ség az, hogy a sta és o.c.c. k8z8tt az X-kromoszéma sok-
kal gyakrabban térik a statisztikai &tlagnédl /un. "hot
spot" lenne itt/. Ebben az esetben varhatd, hogy a térés-

pont a sta - o.c.c. régién bellil mégsem ugyanaz. Ezt a

lehet8séget egyelére nem vizsgédltuk. Id8kdzben eldkisér-
leteket végeztink egy olyan X¥ vonallal, amit ellendrzdtt
pértenyészetbél inditottunk. /Ezeket az eredményeket a
disszertdcidé nem tartalmazza./ Az elsé utddgenerdcid him-
jeiben ilyen spontdn duplikédcidt nem talaltunk. Négy-0t
generdcidéval késSbb az XY himeket a duplikédcid-izoldlashoz
alkalmazott keresztezésbe vittiik /12. &bra/, de besuglrzds
nélkil, Az utddok kozdtt szamos X;Y duplikdcidét taldltunk,

amelyek t8réspontja ugyancsak a sta és o.c.c. k8zdtt van,

az utdédanalizis alapjén. Ez a kbntrollkisérlet mindenkép-
pen a spontdn dupliké&cidé hipotézisét tamogatia.

Meg kell emlitenilink a munkdnk folyamdn észlelt vagy
logikailag ki nem zé&rhaté hibalehetSségeket is, amelyek a
tOmegszelekcids rendszerrel kapcsolatosak. Kisérleteinkben
-az adult &llapotig fel kell nevelni az utdédokat az értéke-
léshez. A shiJCSl mutdnsok természetéb8l adddik, hogy béar
a mutdns egyedek 22°C-on normdlisan viselkednek &s fejléd-
nek, ezt meghaladé hémérséklef m&r kérosan befolydsolija
mozgds- és €letképességlket. Lokdalis hémérsékletingadozast
- emelkedést - okozhat pl. a téptalajban fejlédé larvék ki-

védntndl magasabb szdma. Az sem kizd&rt, hogy tul nagy egyed-



sliriség esetén az egyébként gyengébb, érzékenyebb shitsl

mutédns larvak hdttérre szorulnak a tdpldlkozds tekinteté-
ben. El kell keriilni a tenyészetek tulzsufoltsdgit;
Petri-csészénként szdmitva néhdny széz F, utéd tlnik op-
timdlisnak, Kildntsen fontos ez a szempont pl. finomtér-
képezéskor, ahol lényeges a kvantitativ eredmények meg-

bizhatdséga.
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FUGGELEK

1. A haszndlt roviditések és szimbdélumok jelentése

Binsn

Df(1)RA-19

béta-ekdizon
B és sn mutdcidkat és t3bbszdrds inverzidt
hordozé un. "balanszer" /rekombindcidt gdt-

16/ X-kromoszdma

“"crossveinless"; marker-mutécid az X-kromo-

szémdn, amely a szdrny keresztvéndinak hia-

nydt okozza /térképhely : 13,7/

Y-kromoszdédméra transzlokalva van az X-kromo-
szdéma 1F - 2Bll1 régidét is magéba foglald sza-
kasza, valamint y marker-mutdcid. X-kromoszd-
ma 1F - 2Bll-ig terjedd régidra deficiens és

hordozza v marker-mutdcidt.

y2 marker-mutdciét és a 2B1-10 régid génjei-
nek vad tipusu alléljeit hordozdé X;Y dupli-

kédcid

"echinus"; a szem morfoldgi&jat és felszini
mintdzatdt befolydsold marker-mutdcid az

X-kromoszéman /térképhely : 5,5/



E

£

FMbB62

5' n gynander"
201D

maroon-1like

ekdizon /vedlési hormon/

"forked"; a normdlisndl roévidebb, kettédgazd
vagy horogszeri meggdrbitett szérdket okozd

marker-mutdcié az X-kromoszdéman /térképhely:
56,7/

zz, B és letadlis mutéciét hordozd, un. "ba-

lanszer" X-kromoszdma

mozaikos egyed, teste XX, illetve X0 /néstény
és him/ fenotipusu sejtekbdl épil fel, X-kro-
moszémavesztéssel képzddik

"lethal"; letdlis mutdcid az X-kromoszdéman

a szemszint és a Malpighi tubulusok morfolé-

gidjat befolyé&sold marker-mutédcid az X-kromo-

széman /térképhely : 64,8/. Egyszerre 3 en-

zim aktivitédsédt szlinteti meg.

"non-pupariating"; normdl lérvalis fejlédést,

de a pupédriumképzésben és az azt kdvetd meta-

morfézisban gdtolt letdlis muténsok



d.norm

OC.C.C.

ORE-R

shitS

1<

1=

"discs normal""; a vad tipusét megkdzelitd

vagy azzal azonos nagysdgu és morfoldgidju,

imdgdkorongokkal rendelkezd letdlis mutdnsok

"overlapping complementation complex"

"original" /eredeti/; vad populédcid

"scute"; a nagy érzékszdrdk elvesztését okozd
marker-mutécid az X-kromoszdémé&n /térképhely

0,0/

"shibire" /paralizdld/; hdmérséklet érzékeny,
o

29 C-on mozgdsképtelenséget okozd marker-mu-

tdcidé az X-kromoszéman /térképhely : 52,2/

"singed"; "perzselt" szdéralakot okozd marker-

-mutédcidé az X-kromoszdma&n /térképhely : 21,0/

"vermilion"; skarldtvdrds szemszint okozd
marker-mutdcié az X-kromoszémédn /térképhely

33,0/

"white"; a szemben és a Malpighi-edényekben
teljes pigmenthidnyt okozd marker-mutdcid az

X~-kromoszdéman /térképhely : 1,5/
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"yellow; a normdlisndl jéval vilagosabb
/"sérga"/ test- és szdrszint okozd marker-

-mutdcid az X-kromoszdémén /térképhely : 0,0/

A normédlisndl joéval vilégosabb /"sarga"/

testszint és normdlis szinli szérdket és ser-

‘téket okozd marker-mutdcid az X-kromoszoman

/ térképhely : 0,0/
Y-kromoszéma

a 2% vad tipusu allélt hordozé X;Y duplika-

cidé az Y-kromoszdmén

"attached"; két X-kromoszdéma a centromér-

jiknél Osszekapcsolva, amely a keresztezé-

sek soran egylttmarad

Egy Y és egy X-kromoszdéma Osszekapcsolva a
centromérjiknél, amely a keresztezések so-

réan megmarad



2. Lewis-~féle tadptalaj ecetmuslica tenyésztésére

Osszetétele: kukoricaliszt 76 g; élesztd 4l g;
cukor 72 g; gliikdéz 24 g3 CaCl2 0,5 g3 agar 8,9 g3 viz
100 ml. Az alkotérészeket a cukor, a glikéz és az eld-
duzzasztott agar kivételével felfdzzik. Eldbbieket a
f&zés végén adjuk hozz&. Amikor a kész taptalaj kb.

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

savat keverilink bele, majd UlUvegekbe osztjuk szét.



3. Letédlis mutdcidk térképezése az ecetmuslica X-kromo-

-

s'Z méjén

Az X-kromoszdéma térképezésekor heterozigdta néstények
Fy him utédait értékeljik, amelyekben a rekombindcidé ered-
ménye azonnal megnyilvénul,

A térképhelyzet meghatérozdsakor két kérdésre kell
vélaszt adni
1. Melyik két marker-gén k&zdtt helyezkedik el a térké-
pezendd letdlis gén?
2. Mekkora a rekombindcids gyakorisdg a letdlis gén és
a szomszédos markerek k&zdtt?

1. A gének sorrendjét a hdrompontos teszt segitségével

dllapitjuk meg. Mivel az Fl himek k&z6tt csak a &+
egyedek jelennek meg, az egyik "pont" a £+ allél, a médsik
ketté pedig barmelyik két marker-mutdcidé /a és b, illetve
b és c/. A &+ vagy a vizsgdlt marker-paron kivil /A.&bra/

vagy koz6ttiik /B. abra/ helyezkedik el. a’ bt 8’ és

a b gt c a heterozigdta @ kromoszémai /1/, /2/,

/3/ és /4/ pedig az Fl him utdédokban megfigyelhetd kromo-
szémdk. /2/ és /3/ egyszeres, /u4/ kétszeres rekombina-

ciéval keletkezik, vagyis /4/ lesz a legritkébban eléfor-
dulé. Ennek alapjén elddnthetd, hogy a vizsgdlt 3 gén k&-

zUl melyik van k&zépen.



A./ Vizsgélt markerek : a és b

P ot = ot

Fq &' kombiné&cidk gyakorisédga

/1/ a~ b &t > /2/ & v gt >
ar at B oo s Ju/ & BF et
Sorrend : a - b - g
B./ Vizsgilt markerek : b és ¢
o ¥ . ot




Fq & kombindciék gyakorisédga

/1/ b~ ot T >/2/ b 2t T ___
/3/ bt ot T > /47 bt ot et
Sorrend : b - & - ¢

2. A letédlis gén és a szomszédos marker-gének tdvolsdgit

a kétpontos teszt segitségével hatdrozzuk meg. Az e-

gyik pont a &+ allél, a masik b, illetve ¢ . A rekombi-

nédcids szdzalék

(" )
b - 2 tévolséag : X 100
NN D TR ¢ A A
(c+ 2?)
¢ - 4 tavolsag : x 100





