1. Populdcick genetikai vadltozatossaga Molekuléris 6kolégia

EFOP-3.4.3-16-2016-00014

MOLEKULARIS OKOLOGIA:

POPULACIOK GENETIKAI
VALTOZATOSSAGA

AP4 TTIK Karpat-medencei oktatasi tér
kialakitasa

SZECHENYI @

Eurépai Unié
Eurépai Szocidlis
Alap

m A
S
MAGYARORSZAG . T
KORMANYA BEFEKTETES A JOVOBE

PENZES ZSOLT
MARKO BALINT

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 genetikai valtozatossag jellemzésének alapelveit és a
molekuldris markerek néhany altalanosan hasznalt tipusat targyaljuk.



1. Populaciok genetikai valtozatossaga Molekularis 6kolégia

Alapfogalmak

o Cél: Okolégiai, viselkedés, evolicié 1éptékii mintdzatok elemzése,
értelmezése

e populacidk és kozosségek valtozatossaga — genetikai valtozatossag
e a genetikai valtozatossag megvaltozasa generaciérédl generacidra

@ Terminolégia
o lokusz: barmely genom pozicid/régié — allél szegregacié
e valtozat, allél — valamilyen médszerrel elkiilonithetd, sziil6-utdd
transzmisszié
e mendeli allél — Mendel szabalyoknak megfelelé 6roklodés
o egyed genotipusa: allél kombinacié egy adott lokuszon /lokuszokon
e haploid egy, diploid két allél /lokusz/egyed — poliploid

Molekularis &kolégia — Populaciok genetikai valtozatossaga — Alapfogalmak

A populacié valtozatossagat a populaciét alkoté egyedek tulajdon-
sagainak populaciobeli eloszlasaval — vagyis az egyes valtozatok
relativ gyakorisagaval — jellemezziik, amelyet kiilonb6zo tényezdk
formélnak. gy példaul a sziilék, nagysziildk stb. populaciéja vélto-
zatossaganak is fuggvénye, ha a tulajdonsag oroklodik. Ez a sziilo
— utdd transzmisszié populacidk szintjén fiigg a populacié szerke-
zetétol, parvalasztas modjatdl és szamos tovabbi tényezotdl, ame-
lyek ilyen médon hatéssal vannak az aktudlis valtozatossagra. Ezért
a valtozatossagrél gytijtott informaciét felhasznalhatjuk arra, hogy
kozvetett mdédon betekintést nyerjink az azt formalé folyamatok-
ba. Ehhez az els6 [épés a valtozatossag mértékének kvantitativ
jellemzése, a valtozatossag leirasa.

A gyakorlatban tébb kiilonb6zé megkozelitési médot alkalmaznak
a valtozatossag elemzésére. Ezek egyikével foglalkozunk: egyedek
olyan tulajdonsagait vizsgaljuk, amelyek kifejezodése a kornyezet val-
tozatossagatdl fiiggetlen és mendeli 6roklodést mutat. Az igy értel-
mezett genetikai valtozatossag vizsgalatanak szamos elonye van,
példaul eltéro idoskalara alkalmazhaté standard médszerek allnak
rendelkezésre, taxontdl, élohelytdl, életmenet stadiumtél fliggetle-
nal.
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Alapfogalmak

@ Populacié genetikai valtozatossaga

o allél relativ gyakorisag

e genotipus relativ gyakorisdg (genotipusos valtozatossag)

e a valtozatossag jellemzése — méroszamok, pl. heterozigozitas, nukleotid
diverzitds, fixacids index

@ Populacié mérete N = 10 egyed
e Diploid, 20 allél (2N) D)

o Két kiilonbozd allél (A, a), gyakorisdguk:
fa=7/20 @9
f, = 13/20 @®

e Genotipusok gyakorisaga: ®©
fan = 1/10 @O
fas = 5/10 Dy
foa = 4/10 @®

Molekularis &kolégia — Populaciok genetikai valtozatossaga — Alapfogalmak

Egy populacié genetikai valtozatossadgat a populacié allél és ge-
notipus készletével definidljuk. Olyan tulajdonsagokat vizsgalunk,
melyekre a véaltozatossagért kizardlagosan felelés lokusz(ok)on az
egyed genotipusa és ez alapjan alléljai egyértelmiien azonosithaté-
ak. A populaciét ezek relativ gyakorisagaval (f, allél és genotipus
gyakorisag) jellemezziik.

Diploid egyedekbdl all6 N méretii populacié allélszama 2N, hiszen
minden egyednek két allélja van a kérdéses lokuszon. A homozigé-
tak két azonos, a heterozigétak két eltéro alléllal rendelkeznek. A
genotipus gyakorisagok ismeretében az allél gyakorisagok egyértel-
milen meghatarozhatéak a populéacidban. A gyakorlatban mintat
veszlink egy populaciébdl és a genotipus illetve allél gyakorisdgokat
ez alapjan becsiiljik a kérdéses lokuszra.

Noha a populacié genetikai valtozatossagat a gyakorisag értékekkel,
vagyis a variansok eloszlasaval egyértelmiien jellemezziik, céljainktdl
fliggden (pl. populacidk dsszehasonlitasa, leszarmazasi kapcsolatok-
ra torténé kovetkeztetés) kiillonbozé6 mérdszamokat képezhetiink
beldliik.
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Alapfogalmak

@ Populacié genetikai valtozatossaga — példa: ember MCIR gén

e lokusz: MCIR gén 478. pozicidja
o allél: C és T (SNP — single nucleotide polymorphism)
e fenotipus:

@ melanocortin 1 receptor, melanocita
@ normalis receptor: phaeomelanin — eumelanin konverzié — s6tét bor és
haj (Afrika)
@ mutacid, pl. TT homozigéta: csak phaeomelanin — szepld, voros haj
adatok (minta egy populacébdl, USA):
o egyedek genotipusa CC: 25 és TC: 5 esetben (N = 30)
@ genotipus gyakorisag:
fcc = 25/30 = 0.833,
frc =5/30 = 0.167,
fTT =0
o allél gyakorisag:
fc =(2%25+4+5)/(2%30) =0.833+0.167/2 = 0.917,
fr =1— fc =0.083
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Az emberek kozotti pigmentacios kilonbségeknek tobb kiilonbézé
oka lehet, mint példaul az MCIR gén mutaciéi. Akar egy, a gén
szekvencidjaban tapasztalhaté eltérés, amely kiilonbséget eredmé-
nyez a réla szintetizal6dé MCI1R fehérjében is, jelent6s fenotipusos
kovetkezménnyel jarhat, amennyiben a mutacié az MC1R receptor
funkciéjat is érinti. Az MCILR receptort melanocitdkban az MSH
aktivalja. Miikodési zavara hatdssal van a phaeomelanin — eumel-
anin konverziéra. Példaul a felhalmozédé phaeomelanin vildgos bor
szint, szeplOsséget, voros hajszint eredményezhet. Az egyes allélok
gyakorisdgaban jelentOs kiilonbségek lehetnek a populacidék kozott.
Egyéb gerinces csoportokban is ismert az MCIR gén mutacidk ha-
sonlé vagy kissé eltérd fenotipusos hatésa (pl. jaguér, sarki lad).
Példankban lokusznak egy DNS szekvencia poziciét (a gén 478.
pozicidja) tekintliink két lehetséges alléllal (nukleotidok) a popula-
ciéban. Esetiinkben a két allél C és T (a populaciéban a kédold
szalon A és G el6forduldsara nincs adat a kérdéses pozicidban). A
gyakorisagokat egy a populaciébédl vett minta alapjan becsiltik. A
genotipus és allél gyakorisagokkal a genetikai valtozatossagot teljes
mértékben jellemeztiik a kivalasztott lokuszon.
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Molekularis markerek

e Tulajdonsagok véltozatossaga — leirds (mérészamok) és értelmezés

@ Molekularis markerek: egyedek 6rokl6dé tulajdonsagai — a
kovetkeztetés eszkozei

e elmélet: evollcids valtozas — populaciégenetika, kvantitativ genetika

o genetikai markerek — elényok: valtozatossig értelmezése (pl.
kornyezettél figgetlen)

o kovetkeztetés pl. egyedek, populacidk, fajok leszarmazasi kapcsolatara

o kovetkeztetés modellekkel

Molekularis 6kolégia — Populaciok genetikai valtozatossaga — Molekularis markerek

Egy molekularis marker olyan molekularis tulajdonsag, ami a vizs-
galat objektumanak (pl. egyed, egyedek alkotta populécié, popula-
cidk alkotta faj) kérdésiink szempontjabdl fontos sajatossagait tik-
rozi. Példaul egy Gsi populaciébdl torténd, fizikai izolacié megje-
lenését kovetd fokozatos divergencia a kiillonb6zo, igy mar izolalt
utdd populacidk egyedei kozotti hasonldsag csokkenését eredménye-
zi szamos tulajdonsagra. DNS szekvenciak szintjén példaul az
egyik populacié egy egyedében bekovetkezé pontmutacié a kérdéses
populaciéban elterjedhet és fixalédhat (természetes szelekcié vagy
genetikai sodrdédas hatasara), mig a masik populéaciéban ez varians
nem is fordul eld. A valtozatossdg oldalarél megkozelitve, a diver-
gencia kovetkeztében kialakult tulajdonsagbeli eltérés felhasznalhaté
példaul diagnosztikai céllal: egy szekvencia varians a populacidbeli
hovatartozasra utalhat.

Szamos genom régiét (vagy akar a teljes genomot) alapul véve a
szekvencidk hasonlésaga forditottan aranyos lehet a populacidk di-
vergencia idejével, hiszen hosszabb id6 alatt tobb eltérés halmozdd-
hat fel. Igy a hasonlésag a leszarmazasi (rokonsagi) kapcsolatra
utalhat. Ilyen médon a tulajdonsdgok eszkozok lehetnek ahhoz,
hogy betekintést nyerjliink a biologiai sajatossagokba, torténetbe.
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Molekularis markerek

A genetikai adatok tipusai:

© SNP allél — pl. MCIR gén szekvencia 478. pozicid

@ Indel allél — szekvencia szakasz hossza

CFTR gén — transzmembran fehérje (ozmotikus egyenstly)
AF508 mutacié: 3 nukleotid (— 508. aminosav, F) hidnya
homozigéta: cisztas fibrdzis

CFTR-AF508 gyakorisdga akar 2% (Eurépa)

© Ismétlédd (repeat) szekvencia motivumok — szakasz hossza

e masolasi hibdk — pontmutacidknal nagyobb mutacioés rata

e mikroszatellitek (SSR, STR) — pl. (CA)7 allél: CACACACACACACA

e gyakori — human genom: atlagosan egy CA mikroszatellit/6000
nukleotid

e nincs specifikus funkcié

e szamos lokusz és allél a populaciéban
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A markerek olyan jellemzdék, amelyek allapotat (esetiinkben az allé-
lokat) egyértelmiien azonositani tudjuk. Genetikai adatok esetén
az azonositas torténhet szekvencia (nukleotid sorrend) megha-
tarozassal vagy szekvenciahosszban is megnyilvanulé valtozatossag
esetén gélelektroforézis is elegendd lehet. A szekvencia hossza alatt
a szekvenciat alkoté nukleotidok (,,bazisparok”, bp) szamat értjik.
Az MCIR gén példaban a valtozatossagot DNS szekvencia pozicidra
értelmeztiik, ahol a kiillonb6zd variansok (allapotok) jelenléte nuk-
leotid szubsztitiicid(k)ra vezethet6 vissza: bekdvetkezett egy pont-
mutacié amely elterjedt. Ez a varidns az SNP (kiejtve ,sznip”).
Azonban az, hogy mit tekintiink SNP-nek a valtozatossag definici-
6jatdl is fligg (lasd polimorfizmus, pl. gyakorisdga minimum 1%).
A szekvenciahossz eltérések oka DNS szakaszok kiesése (delécid)
vagy beépiilése (inzercid). Mivel pusztdn a szakasz vizsgélatabdl
nem tudjuk megmondani melyik esemény kovetkezett be (ehhez is-
merniink kell az &si dllapotot), egyszeriien indel-nek nevezziik. Egy
fontos csoportjat alkotjak a markereknek a tandem repeat szek-
vencia motivumokkal jellemezheté genom régidk, gyakorisaguk és
jelentds mutacios ratdjuk miatt. Itt az ismétlédo egységek szdma
valtozik. Ide tartoznak a mikroszatellitek.
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Molekularis markerek

@ Genotipus kiilonbségek kimutatasa

e multilokusz mintazatok
e egy lokuszos mintazat — elonye: elmélet

@ Szekvenalds — amennyiben megvalédsithaté. ..

o koltséges, gyakran koriilményes
e ezért alternativ mddszerek is — de kevesebb informacid

o Genetikai valtozatossag becslése egy adott lokuszon

e 1960-as évekig morfoldgia (mendeli 6roklédés) — dkoldgiai genetika

o fehérje elektroforézis (enzimpolimorfizmus) — sok adat, eltérés
aminosav szekvencia szinten, toltés kiillonbség

e PCR (polymerase chain reaction) és Sanger szekvenalas — kezdetben
mtDNS

o RFLP (restriction fragment length polymorphism) — magi szakaszok is,
nem kédolé régidk, genom térképek

e mikroszatellit — hatékony genotipizalas (PCR)

o NGS (next-generation sequencing) — direkt szekvenalas, populéacidkra is
(nem teljes genom, pl. transzkriptéma), szdmos elény

Molekularis 6kolégia — Populaciok genetikai valtozatossaga — Molekularis markerek

Egy lokuszon az egyedet altaldban a genotipusaval jellemezziik.
Meghatarozasa diploid egyedre a két allél azonositasat jelenti, végso
esetben DNS szekvenalassal. Ez ma mar kivitelezhetd, azonban nem
mindig volt igy. Ismereteink jelentds része a gyakran ma is hasznalt
tradiciondlis, és altaldban kevésbé koltséges mddszereken alapul.

A PCR technika jelentOs fejlodést jelentett a populacidk vizsgala-
taban, hiszen lehetévé valt a DNS szekvencia meghatarozasa mu-
zeumi példanyokbdl, bizonyos esetekben fosszilidkbdl, vagy nem in-
vaziv médon vett mintakbdl (pl. csont, toll). A lokusz ,kiemelése”
a genombdl, vagyis a szekvencia felszaporitdsa megfelelden megva-
lasztott primer parral torténik.

Az Ggynevezett egylokuszos mdédszerekkel is tobb lokuszt geno-
tipizalunk (tobb tiz mikroszatellit, akar tobb szazezer SNP), de az
allélt a lokuszhoz hozza tudjuk rendelni — ellentétben a multiloku-
szos technikakkal. Mivel a kiértékelés soran alkalmazott elmélet allél
és genotipus gyakorisag értéket igényel, ez utdbbiak lokuszonkénti
azonositasa alapveto feltétel. A genetikai valtozatossagon alapuld
kovetkeztetésekhez igy altaldban egylokuszos modszerekre van sziik-
ség.
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Molekularis markerek — egylokuszos mintazat

Egy mikroszatellit lokusz (diploid egyed két allélja):

1. allél .. .ATTATGCGTAGGCCTCACACACACACACACACACACACAGTTGCATCGGG. . .

12 repeat  ...TAATACGCATCCGGAGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTCAACGTAGCCC. ..
flanking régid dinukleotid repeat flanking régid

2. allél .. .ATTATGCGTAGGCCTCACACACACACACACACACAGTTGCATCGGG. . .

10 repeat  ...TAATACGCATCCGGAGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTCAACGTAGCCC. ..

A genotipus meghatarozasa gélelektroforézissel
(mintdk: kilonb6zd egyedek)
Mintak
A B C D E F G

Molekularis 6kolégia — Populaciok genetikai valtozatossaga — Molekularis markerek

A mikroszatellitek altaldnosan hasznalt markerek. Roévid, néhany
nukleotidnyi ismétlédé egységekbdl (repeat: 1-6 nukleotid) allnak.
Véltozatossdguk a valtozd repeat szdmbdl adédik (tipikusan 5-50
ismétlédés), kimutatasa gélelektroforézissel torténik. A mikroszat-
ellitek akar tobb ezer példanyban is el6fordulhatnak a genomban,
A fenti egyed heterozigéta, genotipusa (CA)12/(CA)10 a kérdéses
lokuszra. Ez a 4 nukleotid kiilonbség gélelektroforézissel kimutatha-
t6. A sematikus gélképen 7 egyed genotipusat latjuk. A D egyed
homozigdta, a tobbi heterozigéta. Az A és a G egyed genotipusa
azonos, egyik alléljuk azonos C egyik alléljaval (stb.). Megfeleld
méret standard jelenlétében méretiik is meghatarozhaté.

A gyakorlatban a genotipizalas f6 |épései:

e DNS izolalasa,

e PCR reakcidok a kivalasztott szakaszok felszaporitasara a
flanking régidhoz tervezett primerek segitségével,

o gélelektroforézis, a genotipus meghatarozasa minden lokuszra.
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Molekularis markerek — DNS szekvencia

Kozeli rokon parazitoid darazs fajok (Gl01-10 jelti minték)
citokrém-c-oxidaz génje (coxl) egy szakaszanak szekvencidja:

Gl02 GAATARTTGGTTICAGETCE
GI03 GAATAATCGGATCGGCTCTAAG

GI01 BCATARTTEGCICAGCTTERAG
A % G %CS § Tﬁd}
GI04 GAATAA GTC‘:HG TT%MG

GI05 GHTM%TGG%%% g
GIO6 GAATAATTGGATCAGCAT
GIO7 GGHTA&%TEGG% TECTTTHE
GI08 GAATGATT TGCTTTAAG
GI09 GAATARTTGGCTC P«GCTT%%%G
GI10 GGATARTTGGGICAGECTT]

Konzervativ és valtozatossdgot mutatd pozicidk (SNP)

Molekularis ékolégia — Populaciék genetikai valtozatossaga — Molekularis markerel

DNS szekvencia a legfontosabb adattipus. Egy példa ortolég szek-
vencidkra, vagyis minden egyes pozicié (az ,,adatmatrix egy oszlo-
pa”) egy Osi szekvencia megfe|e|6 pozfciéjébél szérmazik Mivel
tossdgot alapvetéen a kodon harmadik pozicidiban tapasztaljuk (a
szekvenalas kodon 2. poziciétdl indult). A szekvencidk meghata-
rozasahoz a kérdéses régiét PCR reakcidval felszaporitottuk, kiilon
minden mintara a DNS izolalast kovetden.

Néhany indok a DNS szekvencia adatok jelentoségére:

e mendeli 6roklodésben gondolkozva a fenotipus és genotipus
elkiilonités érvényét vesziti;

e viltozatossag: fehérje szekvencia szinten példaul a gén
szekvencia véltozatossag csak egy része jelenik meg (pl. a
kodon 3. pozicié ,lotyogése”), vagyis tobb allélunk lehet DNS
szekvencia szintjén;

e az elmélet a DNS szekvencidk valtozasara 6sszpontosit, erre
vannak realisztikus modelljeink;

e gyakorlati elonyok, pl. automatizalt mddszerek a
szekvenalasra.
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Ellenorzo kérdések

Mit értiink allél alatt?

Milyen tulajdonsagot tekintiink molekularis markernek?
Melyek a genetikai adatok f6 tipusai?

Mik az SNP-k?

Mik a mikroszatellitek?

Milyen elonyei vannak a DNS szekvencia adatoknak?

Miért létezik annyi kiilébnb6z6 modszer a genotipizalasra?

©00000O0CO0

Melyek az egylokuszos médszerek elonyei a multilokuszoshoz képest?
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