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A molekularis 6kolégia eldadasok célja a molekularis médszerek né-
hany alkalmazasi lehetoségének bemutatasa okoldgiai és evolicidbio-
l6giai problémak megfogalmazasaban/megvalaszoldsdban. Kérdése-
ink populacidkra, fajokra vonatkoznak — példaul populaciék izolaci-
6janak mértéke, egy invaziv faj eredete, leszarmazasi kapcsolatok.
A vélasz keresése soran a molekularis médszerek eszkdzokként szol-
galnak.

Az eldadason a populacié genetikai valtozatossdganak jellemzésére
hasznalt legfontosabb méroszamokat targyaljuk.
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Genetikai valtozatossag — populacié

A genetikai valtozatossag értelmezése egy lokuszon

@ Populécié génkészlete
N diploid egyed: 2N db allél egy adott lokuszon
o Két allél tipus (allapot, A és a) esetén
AA, Aa, aa genotipusok
@ A genotipusok relativ gyakorisadga (genotipusos valtozatossag):
o AA, ill. aa homozigétak: fag = Naa/N, fo.a = N,a/N
o Aa heterozigéta (H): fas = Nay/N
o Naa+ Naz+ Nag = N, és fan + faa + faa =1

o Allélok relativ gyakorisdga (fa és fa, fo+ fa =1):

2x N N f,
2x Ny + N f,
f, = "’QaN Aa:faa+_ga:1_fA

Molekuléris &kolégia — A genetikai valtozatossag jellemzése

Célunk a genetikai valtozatossag, az allélok és genotipusok gyako-
risaganak (allél és genotipus eloszlasnak) becslése egy adott popula-
cidban egy tetszbleges lokuszra — példaul mikroszatellitre, szekvencia
poziciora.

Ha minddssze egy allél tipus (allél dllapot, pl. A) talalhaté a popula-
cidéban a kérdéses lokuszra (igy minden egyed AA homozigdta), akkor
nincs valtozatossag, a populaciét monomorfnak nevezzitk. Geneti-
kai valtozatossagrol akkor beszéliink, ha minimum két allélt tudunk
kimutatni (megfelelé gyakorisdggal, lasd polimorfizmus). Két allél
esetén Osszesen harom kiilonb6zo genotipus fordulhat el a populé-
ciéban.

Az allél gyakorisag a genotipusok ismeretében szamolhaté: a kérdé-
ses allélra nézve homozigbta egyed 2, a heterozigéta 1, a tébbi 0
allélt hordoz egy diploid populaciéban. Viszont allél gyakorisagbdl
genotipus gyakorisag csak kivételes esetben becsiilheto. Ehhez az al-
Iél kombinalédas szabalyszeriiségeit is ismerniink kell (mint példaul
teljes onmegtermékenyités esetén vagy egy idedlis populécidban).
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Genetikai valtozatossag — populacié

@ Mendeli karakter: fenotipus — genotipus — allél

e a tulajdonsag mendeli 6roklodése

e a tulajdonsag valtozatossaga csak a genotipusos valtozatossagtdél fiigg,
a genotipus egyértelmiien meghatarozhaté

e genotipusbdl az allél gyakorisag egyértelmi — allél gyakorisaghél
genotipus gyakorisag csak kivételes esetben

e m db fiiggetleniil szegregal6dd allél egy lokuszon:

e m homozigébta tipus
o (7) = m(m — 1)/2 heterozigéta tipus

o Két lokusz, lokuszonként két allél:

o AB, Ab, aB, ab ivarsejt tipusok (,haplotipus” — szekvenciak)
o AB/AB,Ab/AB, ..., ab/ab genotipusok (4? kombinicid)
o ... amely 3% + 1 genotipus, ha az eredettdl eltekintiink:
AB/AB,AB/Ab,Ab/Ab,
aB/aB,aB/ab, ab/ab,
AB/aB,Ab/ab,
AB/ab,Ab/aB — kétféle (cisz és transz) kett6s heterozigéta

Molekularis 6kolégia — A genetikai valtozatossag jellemzése

Mendeli karakter a tulajdonsagok legegyszeriibb tipusa, valtozatos-
saga nem fligg a kornyezet valtozatossagatdl és mendeli 6roklodést
mutat. Az MCIR targyalt valtozatossagat eredményez6 szekvencia
pozicid, vagy a mikroszatellitek is mendeli karakterek. Allélnak (ka-
rakter allapotnak) a nukleotidot illetve a szekvencia szakasz hosszat
tekintjik. Mig MCIR esetén maximum két allél volt a populaciéban,
a mikroszatellitek esetén jéval tobb lehet. Allélszamtdl fliggetlendl
a gyakorisdgokat a két allélos esethez hasonldéan becsiiljiik.

Tobb lokuszt vizsgélva sziikség lehet az allélok lokuszok kozotti
asszociacidjanak (ivarsejt fazisnak) ismeretére. Ezeket a populé-
ciéban elofordulé lokuszok kozotti allél kombinacidkat ivarsejt ti-
pusoknak nevezziik, amely |ényegében az allél tobblokuszos meg-
feleloje. Egy diploid egyed két ,haploid” ivarsejt tipussal rendelke-
zik a kérdéses lokuszokra. A lokuszokat kiilon értékelve azonban a
gaméta fazisrol, genetikai kapcsoltsagrol nincs informacié, vagy-
is pl. a kétféle heterozigéta a legtobb egylokuszos médszerrel nem
kilonithetd el. Szekvencidkra alkalmazva az ivarsejt tipust hap-
lotipusnak nevezziik, ami igy egy egyedi szekvenciat jelent a po-
pulaciéban (a lokusz egy szekvencia pozicié ebben az értelmezési
mddban). A populacié valtozatossaganak jellemzéséhez az ivarsejt
tipusok /haplotipusok gyakorisdganak ismerete is hozzatartozik.
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Genetikai valtozatossag jellemzése — attekintés

@ Markerek elemzése — mintavétel a populaciobdl (egyedek) és a
genombdl (lokuszok)

@ Méroszamok — valtozatossag mértékétdl, mddszerektdl, modellektdl,
statisztikai sajatossagoktdl fliggoen

@ A fajon belili genetikai variabilitds szervezodése

e populécién belil (egyedek kézott, egy vagy tobb lokuszon)
multilokuszos mintazat — kozelitések, tdbbvaltozés mdbdszerek
e heterozigozitas (heterozigcia) és polimorfizmus
o DNS szekvencia: pozicidk szintjén, pl. nukleotid diverzitas
o lokuszok kapcsolata — a kapcsoltsagi egyensily

e populacidk kozott: fixacids index valtozatok
o Genetikai (evolicids) tavolsdgok — a divergencia mértéke

e Kvantitativ (mennyiségi) jellegek: heritabilitds, additiv genetikai
variancia

Molekularis 6kolégia — A genetikai valtozatossag jellemzése

Allél, genotipus és ivarsejt tipus gyakorisagok hordozzdk a teljes
informacidt egy adott populacié genetikai valtozatossagardl. A ge-
neraciérdl generacidra torténd (evolicids) valtozasra vonatkozd ko-
vetkeztetésekhez tobb generaciordl is sziikséglink lehet ezekre az
alapadatokra.

Azonban kiilénosen ha sok allélunk van, ami példaul mikroszatellit
lokuszok esetén gyakran el6fordul, a gyakorisag értékek d6nmagukban
kevésbé szemléletesek, nehezen kezelhetoek. Masrészt kérdésiinktdl
fliggden sokszor részinformacio is elegendd, vagy csak a populécid(k)
adott sajatossagait szeretnénk hangsulyozni. Ezért kiilonb6zo szem-
pontok alapjan méroszamokat képezhetiink az alapadatokbdl. Egy
résziik elméletileg is megalapozott, ezeket részesitjiik elényben.
Kiilonb6z6 mérdszamaink vannak az egyed feletti hierarchikus szer-
vezodés szintjeinek jellemzésére. Vonatkozhatnak egy vagy tébb
lokuszra. Hangsilyozhatjadk az egy populacion belili allél gyakori-
sag kilonbségeket, masokkal a populacidkra torténd tagoldédast fi-
gyelembe véve a populacidk kozotti kilonbségeket emeljik ki. A
lokuszok kozotti allél asszociaciét is egy kiilon mérdszadmmal jelle-
mezzik. Mas természetli méroszamaink vannak a kvantitativ jelle-
gek valtozatossagara. Ez utébbiakat az elméletiikkel egyiitt fogjuk
targyalni.
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Genetikai valtozatossag jellemzése — méroszamok

Heterozigozitas vagy (Nei-féle) gén diverzitas (jele h vagy H):

Annak a valdszinlisége, hogy a populaciéban két véletlenszeriien
kivalasztott allél kiilonbozik

Tobb (L) lokuszra: atlagos heterozigozitas (heterozigécia, hy, H):
1
h= 7 > hy
I

Informativ, ha az allélok szdma nem tal nagy

Tetszoleges lokuszra becsiilheto

Molekuléris &kolégia — A genetikai valtozatossag jellemzése

A heterozigozitas a populacié genetikai valtozatossaganak egyik
leggyakrabban hasznalt mérészama. Tobb lokuszra az egyedi loku-
szok értékéinek atlagat adjuk meg. A gyakorlatban a populaciébdl
vett minta alapjan becsiiljik. Jelentds valtozatossag esetén értéke
1-hez kozelit, monomorf populéaciéra H = 0.

A heterozigozitassal tetszéleges lokuszon /lokuszokon szamszer(isit-
hetjik a populacié valtozatossagat. Markerek alkalmazasaval azon-
ban célunk az altalanositas példaul az azt hordozé él6lények popu-
lacidjara (,,objektumokra™). Mivel jelentds az eltérés a kilonbozé
genom régidk altal mutatott valtozatossagban, ezért

e az altaldnositds nagy lokusz szdm és/vagy nagy genom régidk
elemzését igényli,

e az Osszehasonlitasok, torténeti rekonstrukcidk ortolégokon
alapulnak.
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Genetikai valtozatossag jellemzése — méroszamok

@ Alkalmazasa: leird méroszam

@ De elméletileg megalapozott, egyértelmii biolégiai jelentés —
heterozigdétak aranya egy idedlis populaciéban
@ Akar informacié az evolicids valtozasra is specidlis feltételek mellett

o feltételek (Wright-Fisher modell): diploid eset, konstans effektiv
populacioméret (N,), neutralitds, u mutacids rata
e varhato értéke:

0
E(h) = m, ahol 6 = 4NeU

@ 0 alapveto paraméter

e becslése egy egyensulyi populaciéban markerekkel — h — Neu
o 0 becslésére egyéb modszerek is léteznek

Molekuléris &kolégia — A genetikai valtozatossag jellemzése

Egy idedlis diploid populacidéban a heterozigozitas a két kiilonbo-
z0 allélt hordozé heterozigdtak gyakorisaga. Definiciénk azonban
lehetové teszi, hogy ne csak diploid esetre alkalmazzuk, igy felhasz-
nalhaté példaul mtDNS marker alapi kovetkeztetésben is, mivel a
mtDNS-t haploid allapotnak tekintjiik. Nem csak allél allapotra,
hanem allél eredetre is kiterjeszthetd, ez esetben a heterozigozitas
annak a val6sziniisége, hogy a két kivalasztott allél kiilonb6zé ere-
detii (eltérd Gsi allélbdl szarmazik).

S6t, magara a folyamatra is utalhat neutrélis esetben (nem hat ter-
mészetes szelekcid). A 0 (théta) a genetikai valtozatossig egy koz-
ponti jelentoségli paramétere.

Természetesen a heterozigozitast akkor is hasznalhatjuk, ha a fenti
modellek (idedlis populécié, Wright-Fisher modell) feltételei nem
dllnak fenn (nem idedlis populacid, szelekcié hat, nincs egyensily
stb.). Ez esetben mint leiré mérészdmot hasznaljuk példaul popu-
laciék osszehasonlitdsa sordn. A tapasztalt heterozigozitas eltérése
az idedlis populacidban vart értéktol a populacié szamos sajatossag-
ra utalhat, tesztelése gyakran az elsé |1épés egy populacié genetikai
valtozatossaganak vizsgalata soran.
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Genetikai valtozatossag jellemzése — méroszamok

Polimorfizmus: a polimorf lokuszok aranya

Polimorf lokusz — szubjektiv kritikus értékek, példaul

o allél gyakorisag < 99%,
e 95% és egy tovabbi allél gyakorisiga > 1%.

Kis mértékii polimorfizmus esetén informativ

Nagy mintakra, sok lokuszra — becslése kis mintabdl?

Példa: Anglia, europid populécié (Harris 1972)
e enzimpolimorfizmus, 71 lokusz

e 51 monomorf, 20 polimorf — polimorfizmus: 20/71 = 0.282
e atlagos heterozigozitas: 0.067

Molekuléris &kolégia — A genetikai valtozatossag jellemzése

A polimorfizmust a valtozatossag szinonimajaként is hasznaljuk a
gyakorlatban, azonban mint a genetikai valtozatossag mérdszama-
nak jelentése rogzitett: a polimorf lokuszok aranyat jelenti. Azonban
az, hogy mikor tekintiink egy lokuszt polimorfnak mar kevésbé egyér-
telmi. Tipikus feltétel (Iasd pl. az SNP definiciéjat), hogy legaldbb
két alléljanak gyakorisiga 1% feletti a populdciéban. Azonban az
1% korili gyakorisadgi allélok kimutatdsahoz nagy mintéra van sziik-
ség, vagyis a megbizhaté becsléshez nagy mintanagysagok kellenek.
Masrészt az 1% egy Onkényes kiiszobérték (vagyis elméleti szem-
pontbdl nem megalapozott), igy nem meglepd, hogy 6nmagaban
nem informativ az evoliciés hattérfolyamatokra.

Harris és mtsai. 71 enzim lokusz alléljait vizsgaltak egy populacié-
ban. Azt taldltdk, hogy ebbdl 20 volt polimorf, akar kett6nél tobb
alléllal a populédciéban, ami 28%-os polimorfizmust jelent. A hete-
rozigozitast lokuszonként megbecsiilve és a lokuszokra kapott érté-
ket atlagolva ez kozel 7%-nak adddott. A becslés a hagyomanyos
enzimpolimorfizmus vizsgalattal tortént, markerekként hasznélva a
lokuszokat (hiszen kérdésiink nem az egyedi enzimekre vonatkozott).
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Genetikai valtozatossag jellemzése — méroszamok

o Jelentds kilonbségek taxonok kozott a valtozatossdg mértékében
@ Sok , kivételes” eset — a mechanizmus ismeretében értelmezhetd
e északi elefantféka, gepard — nincs kimutatott genetikai valtozatossag
e arpa — jelentds polimorfizmus de alacsony heterozigozitas
e Enzimpolimorfizmus eredmények (vizsgalt lokusz szdm, polimorf
lokusz ardny és atlagos heterozigozitas):

El6lény Lokusz Polimorfizmus Heterozigozitas
Eszaki elefantféka 24 0 0

Elefant 32 0.29 0.089
Gepard 32 0 0
Drosophila pseudoobscura 24 0.42 0.12

Arpa 28 0.30 0.003

Molekuléris &kolégia — A genetikai valtozatossag jellemzése

Nagyobb heterozigozitas altaldban nagyobb polimorf lokusz aranyt
is jelent.

Azonban élolény csoportok kozott is jelentos eltérések lehetnek.
Gerinctelenekre altaldban a valtozatossag gyakran nagyobb, mint a
gerincesek esetén. De példaul az északi elefantféka esetén gyakorla-
tilag nincs enzimpolimorfizmussal kimutathaté valtozatossag, szek-
vencidkkal is minimalis, 0sszevetve példaul a déli elefantfékaval. Ez
a kilonbség specidlis populacié sajatossagokra utalhat. Az északi
elefantféka vagy a gepard esetén a kis populdcidéméret kovetkezté-
ben feler6s6dé genetikai sodrédas egy valdszinli magyarazat. Az
arpa esetén tapasztalt mintazat, a vartnal alacsonyabb atlagos hete-
rozigozitds, az ontermékenyités kdvetkezménye. Vagyis a genetikai
valtozatossag mintazat kiilonbségeket a valtozatossagot formalé fo-
lyamatokkal, életmenet jellemzokkel magyaraztuk.

Mivel az egyes genom régidk valtozatossagaban jelentos kiilonbsé-
gek lehetnek, ezért a kovetkeztetéshez tobb lokusz vizsgalata sziik-
séges.
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Genetikai valtozatossag jellemzése — DNS szekvencia

Populacié genetikai valtozatossaga — DNS szekvenciak, szamos el6ny
(elmélet, médszerek). ..

SNP: polimorf szekvencia poziciék — gyakorisag

Haplotipus: egyedi szekvencia — gyakorisag és genetikai tavolsag

Szegregal6dé poziciok szama (S) a szekvencidban
e vildgos biolégiai jelentés — ha karakterenként egy véltozas (végtelen
allél modell): kézos 6stél szdmolva a mutacidk szama
o folyamat (Wright-Fisher modell, S normalizalt értékére):

E(5) =96

Molekuléris &kolégia — A genetikai valtozatossag jellemzése

A DNS szekvencidkat tobb kilonb6zé médon is elemezhetjiik. Egy-
részt torténhet pozicionként, a 4 lehetséges allapot gyakorisagat
becsiiljik (nukleotid, 1asd SNP).

Tekinthetiink egy genom régiét lokusznak, alléljai a szekvenciak
(haplotipusok). Amennyiben csak szekvencia azonossaggal (vagyis
haplotipus gyakorisaggal) szdmolunk, az elemzés a mikroszatellitek-
hez hasonldan torténik.

Azonban a szekvencidk kozotti kiilonbség szamszeriisithetd, kozot-
tik genetikai tavolsag definidlhaté. Nagy tavolsag nagyobb mérté-
kii divergencira utal. Erdemes megjegyezni, hogy amennyiben indel
események kovetkeztek be (igy a szekvencidk hossza eltér), elemzés
elétt a szekvencidk illesztésére lehet szitkség. Ennek targyalasatdl
ezen a kurzuson eltekintiink.

A szekvencia szint(i valtozatossag jellemzésének legegyszeriibb méd-
ja a szegregalodo pozicié szam. Amennyiben egy poziciéban csak
egy valtozas torténhet, ez azonos a pontmutaciék szamaval — vagy-
is specidlis korilmények kozott értelmezheté. Informativ lehet a
valtozatossagot formalé folyamatokra a heterozigozitasnal targyalt
korilmények kozott (Wright-Fisher modell).
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Genetikai valtozatossag jellemzése — DNS szekvencia

e Szekvencia diverzitas (atlagos paronkénti tavolsag)

e gyakorisdg mellett tavolsdg informéacié is, pl. eltéré pozicidk szdma
(— p-tavolsag)

o ha n db szekvencia (egyed), és dj; az i és j szekvencia tavolsaga, az
atlagos paronkénti tavolsag:

. 2
P

i<j
e djj nem csak a tapasztalt paronkénti eltérést jelentheti (genetikai
tavolsagok becslése modellekkel)
e Nukleotid diverzitas (7): m = 7*/L, ha L a pozicidk szdma
e egy pozicidra vonatkoztatott érték

e minden poziciét egy lokusznak tekintve h; és m ekvivalencidja
o folyamat (Wright-Fisher modell):

E(r)=10

Molekuléris &kolégia — A genetikai valtozatossag jellemzése

Két szekvenciat 6sszehasonlitva az eltérést szamos kilonb6zé mo-
don szdmszerisithetjilk. Legegyszerlibb esetben tavolsaguk az el-
térd pozicié szam, ezt leosztva a szekvencia hosszaval kapjuk a két
szekvencia p-tavolsagat. Ez utébbi igy mar egy szekvencia pozici-
6ra vonatkoztatott érték. Emellett a szekvencia evoliici6 modell-
jeivel példaul a kilonbozé eltérés tipusok (pl. tranzicid és transzver-
zid) kozott is sdlyozhatunk, vagy figyelembe vehetjitk azt is, hogy
egy poziciéban tobb valtozas torténhet. Kiszamolva a tavolsagot az
Osszes lehetséges szekvencia parra és ezt atlagolva kapjuk a szekven-
cia vagy egy nukleotidra kifejezve a nukleotid diverzitast. Ez utébbi
varhaté értéke ismét € a Wright-Fisher modell feltételei mellett.
Vegylik észre, hogy ezekkel a mérészamokkal allél és haplotipus ada-
tokbdl indultunk ki. Az ezeken alapulé kovetkeztetések gyakran nem
igényelnek informaciét a genotipusrdl, vagy az egyedet haploidnak,
homozigétanak tekinthetjik ismert genetikai sajatossagokra alapoz-
va (pl. mtDNS és rDNS szekvencidk). Tovabba a kettésszald DNS
csak egyik szalat nézziik, hiszen ennek ismeretében a masik (reverz
komplementer) is ismert.
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Genetikai valtozatossag jellemzése — DNS szekvencia

Szekvencia

Példa:
Egyed Haplotipus
A 1
B 2
C 2
D 3
E 4
F 5

A

o I B e B
Q0 Q0

G

A

A
A
T
A
A

TC
TC
TC
TC
CC
CG

minta: 6 egyed, m =5 allél (haplotipus), a szekvencia hossza L =5 bp

allél gyakorisagok (p): (1/6,2/6,1/6,1/6,1/6)

haplotipus diverzitds: h = 0.933
szegregal6dd pozicié szam: S =5

atlagos paronkénti tavolsadg: 7* = 31/15 = 2.067 (pl. dip = 1)

nukleotid diverzitds: m = 2.067/5 = 0.413

Molekuléris &kolégia — A genetikai valtozatossag jellemzése

A példa a kilonb6zo mérészamok becslését szemlélteti szekvencidk-
ra. Hasonldéan torténik nagy mintara és hosszabb szekvencidkra is,
erre kiillonb6zo szoftverek allnak rendelkezésre.
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2. A genetikai valtozatossag mérészamai Molekularis 6kolégia

Ellenorzo kérdések

© 00

Mekkora az A allél relativ gyakorisdga, ha a genotipus gyakorisagok:
fAA — 0'31 an — 0~5, faa — 0.2?

Mit értiink mendeli karakter alatt?
Mit értiink heterozigozitas alatt?

Mekkora az atlagos heterozigozitds, ha harom mikroszatellit lokuszra
az alabbi heterozigozitas értékeket kaptuk: 0.980, 0.975, 0.9857

Mit értiink szegregalédé pozicié szam alatt?
Mit értiink nukleotid diverzitas alatt?
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2. A genetikai valtozatossag mérészamai Molekuléris 6kolégia
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