Mapowanie genéw
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Co daje identyfikacja genéw?

poszerzenie wiedzy podstawowe;j

perspektywy przyspieszenia i zwiekszenia efektywnosci selekc;i




Klonowanie pozycyjne genow kandydujacych

Najbardziej preferowana metoda identyfikacji gendw

Etapy:

1. okreslenie pozycji genu na chromosomie wzgledem markerow

2. okreslenie genéw kandydatéw we wskazanym rejonie (mapy transkrypcyjne)




Markery genetyczne

Trzy wtasnosci markera:

1. specyficzny dla danego locus

2. polimorficzny w danej populacji




Typy markerow genetycznych

markery fenotypowe

grupy krwi

polimorfizm biochemiczny
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Strategie mapowania

Linkage Analysis (analiza sprzezeniowa)
DNA Pooling / Bulk Segregant Analysis

Genetically Directed Representational Difference Analysis




Tempo rekombinacji
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Ukryte crossing-over
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Odlegtos¢ genetyczna

mierzona czestoscia (prawdopodobierstwem) crossing-over
jednostka jest Morgan

1 centiMorgan - prawdopodobienstwo crossing-over wynosi 0.01
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Funkcje mapowe

Pozwalaja 'przeliczy¢’ obserwowane tempo rekombinacji na odlegtos¢ genetyczna

Najczesciej uzywane:

Morgana
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Funkcja Kosambiego
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Odlegtos¢ genetyczna i fizyczna

= Sex-averaged
= Male
« Female

60
0 10 20 30/40 50 60 70 80 890 100 110 120 130 140

Centromere Position (Mb)

1cM”™ 1M p.z

16



17

Skad uzyskac¢ tempo rekombinacji?

bezposrednie genotypowanie plemnikéw i oocytéw (tylko markery genetyczne)

genotypowanie rodzicow i potomstwa

* jedyna mozliwos¢ dla cech fenotypowych

Vel




Informatywnos¢ markera
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Miary informatywnosci markera

Heterozygotycznosé

H=1-3) p;

Polymorphism Information Content (PIC)
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Test lod score

Test statystyczny weryfikujacy hipoteze o niezaleznej segregacji gendw z
roznych loci

Hipotezy:
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lloraz wiarygodnosci (likelihood ratio)

L(dane | 0)
(dane |6 = 0.5)

LR =
RL

Lod score




Test lod score

A1 A2 B1 B2 X A1 A1B1 B1

potomstwo

A1 A1 B1 B1
A1 A2 B1 B1
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Test lod score

najprawdopodobniej u ojca wystepuje sprzezenie A1-B1 oraz A2-B2

oszacowane tempo rekombinacji = 2/20 = 0.1

/7 7/




lod score




Test lod score

tempo rekombinaciji
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Programy komputerowe

LINKAGE

FASTLINK




Mapy sprzezeniowe

Fragment mapy sprzezeniowej chro-
mosomu 6 Swini.
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Mapy sprzezeniowe (1999)
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Gatunek liczba markeréw przecietna odlegtosc
miedzy markerami

Bydto 1240 2,5

Swinia 1042 2,2

Owca 519 6,4

Kon 162 14,2




Mapowanie choroby monogenicznej
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Mapowanie choroby monogenicznej
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disease
loci

A

H
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Cechy zlozone

Aa aa locus

bb 12 o heterogeneity
a

Aa allelic

bb heterogeneity

Aa LE epistasis
bb Bb P

incomplete

Aa aa Penetrance
bb bb
pPhenocopy
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Geny cech ilosciowych

QTL (Quantitative Trait Locus) to locus genu cechy ilosciowe;.

Gen gtéwny (major gene) - to QTL o bardzo duzym efekcie.
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Mapowanie QTL

Gtéwna strategia

1. (utworzenie populacji w nieréwnowadze gametycznej)

2. Sledzenie (przy pomocy markeréw) przekazywania fragmentéw chromoso-
mowych od rodzicéw do potomstwa
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Nierownowaga gametyczna
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Mapowanie QTL

Uktady doswiadczalne:

krzyzéwki miedzy liniami, rasami i gatunkami

* nierownowaga gametyczna w populacji
* duza szansa wykrycia QTL
* ale tylko tych odpowiedzialnych za roznice miedzy rasami
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Uktad doswiadczalny F2

swinie

* dzik X Swinie ras szlachetnych
* Meishan X Swinie ras szlachetnych
* ztotnicka pstra x wielka biata polska

/




Uktad doswiadczalny F2

genotypowanie

] pomiar cech
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Uktad doswiadczalny F2

gamety
mm P(MQ)=P(mq)=0.5(1-r

1/4 P(Mq)=P(mQ)=0.5r

P(QQMM) = P(MQ)*"P(MQ)/4=(1—-r)*(1-r)
P(Qq|MM) = 2r(1-r)
P(ag|MM) = r*r
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Uktad doswiadczalny F2

L(zIMM) = P(QQIMM) x f(z, uqq,o)
+P(Qq|MM) x f(z, 1qq, )




Mapowanie przedziatowe

GlINIDEEIEEEN I
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W populacji F2, po krzyzowaniu
knuréw Meishan z lochami
holenderskimi, badano grubos¢
stoniny. Zlokalizowano QTL na
chromosomie 17, ktérego efekt
addytywny wynosi a = 2.1mm
(De Koning 2001). Strzatki

wskazuja pozycje markerdow.

Mapowanie QTL
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Mapowanie w populacjach hodowlanych

Trudniejsze niz u mieszancow:

selekcja prowadzi do utrwalenia korzystnych alleli i redukcji zmiennos¢i gene-
tycznej

takze mniejsza zmiennos$¢ markerow

w poszczegdlnych rodzinach




Pozwala wykry¢ QTL w czystych
rasach. Poréwnywane sa corki
krowy, ktére odziedziczyly po
ojcu alterantywne allele
markerowe. Genotypowane sa

buhaje, matki i corki.

Daughter design
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Granddaughter design

genotypowanie I:I

Genotypowane s3 tylko buhaje /I\

(duza oszczedno$¢). Zamiast

fenotypow bada sie wartosc

hodowlana buhajéw, oceniona na

podstawie duzej liczby cérek.

“h?* wartoéci hodowlanej az 80%.

ocena potomstwa

O OO O OO
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Genotypowanie wybiorcze

Genotypowanie osobnikéw
odbiegajacych 1 S.D. od Srednie;
pozwala zredukowac liczbe
osobnikéw o 60% bez straty

mocy doswiadczenia.
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Dok{adnos¢ analizy sprzezeniowej

Wymagana - 1cM (klonowanie pozycyjne gendéw kandydatéw)

Ograniczona

* dostepnoscia loci markerowych
* iloscig i rozktadem crossing-over w badanej rodzinie
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Mapowanie poréwnawcze

Pozwala zawezi¢ grupe genéw kandydatéw we wskazanym regionie (50cM to
setki gendw).

Wykorzystuje zjawisko konserwatyzmu genetycznego - tu podobienstwa utoze-
nia gendw u roznych gatunkow.
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Mapowanie gendw i.p.p.

Przy b. bliskim sasiedztwie markera i genu crossing-over prawie nie zachodzi,
co daje duza nieréwnowage gametyczna.

Jezeli przyczyna choroby jest 1 zmutowany gen, chorzy beda dzielili sgsiadujace
markery i.p.p.




Mapowanie gendw i.p.p.
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Mapowanie gendw i.p.p.
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Asocjacja allel-cecha

test x2 dla danego allelu

testowany allel

obecny  brak

gr. dosw.
gr. kontrolna

ni ns
no 4
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Przypadek cukrzycy

Badano plemiona Pima i Tohono O'odham
(pd. Arizona) w ktérych czesto wystepuje
cukrzyca typu 2. Wykonano proste poréw-
nanie udziatu cukrzykéw w dwodch gru-

pach haplotypowych. Badanie wykazato,

ze pewien allel Gm™ jest negatywnie sko-

Gm™  ogétem % cukrzykéw
obecny 293 8%
brak 4627 29%
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Populacje taczone

Populacja A - 100 osobnikéow Populacja B - 100 osobnikow
allel N  chorych % chorych allel N chorych % chorych

obecny 80 16 20% obecny 30 15 50%

brak 20 4 20% brak 70 35 50%

A-+B - 200 osobnikow




Przypadek cukrzycy - c.d.

Dalsze badanie wykazato, ze asocjacja jest
spowodowana przemieszaniem plemion z
Kaukazami. U Kaukazéw allel Gm™ wys-
tepuje z czestocia 67%, a u rodowitych

Pima i Tohono <1%. Badania ograniczone

do rodowitych Pima i Tohono nie wykazaty

Gm™  ogétem % cukrzykéw
obecny 17 59%
brak 1764 60%
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Test TDT

Transmission disequlibrium test

poréwnuje ile razy dany allel

zostat przekazany (T) chorym a 313
ile nie (NT)

przy braku sprzezenia T~ NT

x?=(T—-NT)?/(T + NT)

O przekazany
‘ , nie przekazany
3 1
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Test TDT
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Test TDT

Przetestowano 21 markeréow u 455
rodzin cukrzykéw typu 1. Jeden allel T NT X )

z trzech alleli markera D25152 jest 228 8l 45 10.29 0.001
mocno powigzany z cukrzyca. Obec- 230 59 73 1.48 0.223
nos¢ tego allelu moze wskazywac na 240 36 24 2.40 0.121
ryzyko zachorowania.
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Podsumowanie

Okreslenie pozycji genu jest pierwszym krokiem do jego identyfikacji.

Najtatwiej okreslic pozycje genow wzgledem genéw markerowych.

Dla wielu gatunkéw powstaty (markerowe) mapy sprzezeniowe stanowiace ma-
tryce do lokalizacji waznych gendw.
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Geny sprzezone maja tempo rekombinacji < 0.5.

Funkcja mapowa pozwala wyliczy¢ odlegtos¢ genetyczna (cM) z oszacowanego
tempa rekombinacji.

Test lod score testuje czy dwa geny s3 sprzezone.

QTL mozna wykry¢ analizujac mieszance mocno zréznicowanych ras lub bada-
jac poszczegdlne rodziny.
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Informacja genomowa moze moze byé przenoszona miedzy gatunkami przez
mapowanie poréwnawcze.

Bliskie sprzezenie utrzymuje asocjacje allel (markerowy) - cecha przez wiele
pokolen.




