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Metody genetyki molekularnej

1. Trawienie restrykcyjne 1 ligacja pozwalaja na
uzyskiwanie sztucznych czasteczek DNA

2. PCR pozwala amplifikowa¢ dowolne

czasteczki DNA
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Hybrydyzacja

AMNA or DMNA . Solution passes through
W gel and filter to paper towels
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Hybrydyzacia Southerna

Ustalanie liczby kopii transgenu

strawienie enzymem tngcym w obrgbie transgenu
*nast¢pne miejsce trawienia juz poza transgenem

*miejsce integracji losowe - odlegtos¢ od drugiego miejsca
restrykcyjnego tez losowa

*liczba prazkow swiadczy o liczbie kopii transgenu

wykrywanie rearanzacji w genomie

strawienie enzymem tngcym jeden raz w obrgbie badane;
sekwencji - wykrycie transpozycji transpozonu

strawienie enzymem tngcym wiele razy obrebie badanej sekwencji
- wykrycie zmiany w budowie sekwencji



Hybrydyzacja northern

Zastosowania
ustalenie wielkosci RNA - wykrywanie splicingu
eustalenie 1losci RNA - badanie poziomu ekspresji
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Mikromacierze DNA
= W'__"__ ;

Mikromacierze DNA pozwalaja na

zbadanie poziomu ekspresj1 wszystkich '
genoOw w jednym eksperymencie =
plytka z naniesionymi DNA oot R O
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Mikromacierze DNA

LITH oW legkemia  stomach

Interpreta(:ja Wynikéw : prostate ; llILrn1;| brain | rlensﬁ | ovarian breast liaar

eanaliza statystyczna

*wybor pojedynczych
genow do dalszej analizy

szukanie podobienstw
mi¢dzy wzorami ekspresji




Immunodetekcia bialek
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Porownanie hybrydyzacyi 1 immunodetekcii
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Metody genetyki molekularnej

1. Hybrydyzacja 1 immunodetekcja stuza do
specyficznego wykrywania kwasow

nuklemowych 1 biatek



Wyktad 12

Genetyka stosowana

* Genetyka hodowli

* Organizmy modyfikowane genetycznie
* uzyskiwanie
e wykorzystanie

* bezpieczenstwo



Genetyka hodowli

Dwa podejscia do problemu hodowli doskonatych zwierzat
hodowlanych 1 roslin uprawnych

*hodowla czystych linii

*uzyskiwanie mieszancow



Hodowla czystych linii

*wybOr organizmow o
najkorzystniejszych cechach

«dlugotrwata selekcja wsobna

eprowadzi do pelnej
homozygotycznosci 1 jednoczesnie
homogennosci linii

Genetyka hodowli
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Genetvka hodowli

Heterozja - wybujatos¢ mieszancow

ekrzyzdwka dwdoch odmian lub ras czgsto ma zwickszony wigor

*po dalszym krzyzowaniu wigor si¢ zmniejsza




Organizmy modyfikowane genetycznie

Co to sg OMG? Co nie jest OMG?
corganizmy zmodyfikowane przez eOorganizmy uzyskane w
celowa 1 nieprzypadkowa drodze hodowli

interwencje w material genetyczny poliploidy

‘mutanty



Uzyskiwanie OMG

Etapy uzyskiwania OMG
eprzygotowaniec DNA
swprowadzenie DNA
*integracja do genomu
selekcja transformantow

codtworzenie organizmu
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Uzyskiwanie OMG
Przygotowanie DNA o

*sekwencje, ktore chcemy wstawic
*sekwencja kodujaca
epromotor

*sekwencje pomocnicze
*sekwencje plazmidu

°sekwencje pomagaj ace przy promotory tkankowo specyficzne
wprowadzaniu DNA

*sekwencje pomagajace przy
integracji DNA

*sekwencje niezbedne do
selekcji transformantow



Uzyskiwanie OMG

Wprowadzenie DNA

*metody bezposrednie

clektroporacja

*mikroiniekcja

estrzelba genowa

tadunek

*metody posrednie

komorki
+ DNA

*WITusy

tkanka o __ opitki metalu +

__:3 DNA
elektrody g o o

*Agrobacterium




Uzyskiwanie OMG

-

Agrobacterium tumefacjens

*bakteria zdolna do wprowadzania genoéw do
komorek roslinnych

*naturalnie wprowadza geny biosyntzy
aminokwasow 1 hormonow

*po przerobieniu moze wprowadzac¢ geny
wybrane przez cztowieka




Integracja do genomu
sckspresja przejsciowa

*integracja losowa

‘rekombinacja homologiczna

Uzyskiwanie OMG

— sekwencje genomowe

— sekwencje homologiczne



Uzyskiwanie OMG

Selekcja transformantow

*wydajnos¢ transformacji jest mocno
ograniczona

swprowadzenie genu opornosci na
antybiotyk




Odtworzenie organizmu z
pojedyncze] komorki

rosliny - regeneracja lub
embriogeneza somatyczna

ezwierzeta - klonowanie

Uzyskiwanie OMG




Zastosowania OMG

Przyktady zastosowan OMG
ustalanie funkcji genow

produkcja cennych biatek
*zwigkszanie wydajnosci w rolnictwie

*oczyszczanie Srodowiska



Zastosowania OMG

Ustalanie funkcji genow

*manipulacje genami 1 obserwowanie
skutkow

*usunaC 1 patrze¢ co bedzie

*dodac 1 patrzec co begdzie
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nadmiar
cykliny D cykliny D
Cyklina D reguluje intensywnos¢ podziatow komorkowych




Zastosowania OMG

Produkcja cennych biatek

biatko gatunek uwagi

hormon wzrostu tyton w chloroplastach
lipaza trzustkowa tyton

kolagen tyton

szczepionka na WZW B ziemniaki, tyton

szczepionka na cholere ziemniak

przeciwciata a-Streptococcus mutans tyton przeciw préochnicy
polimery rzodkiewnik, tyton

rozne enzymy rzepak iin.

a-glukozydaza krolik

antytrombina Il koza




Zastosowania OMG

Zwigkszanie wydajnosci w rolnictwie
suodpornienie na szkodniki

euodpornienie na herbicyd

epoprawa sktadu

ryba ze zwigkszona
produkcja hormonu
wzrostu




Zastosowania OMG

Oczyszczanie sSrodowiska
‘redukcja rteci z gleby

‘rozktadanie substancji wybuchowych w glebie

tulipanowiec rzodkiewnik zdolny do
zdolno$¢ do redukowania rozktadania organicznych
Hg?* do metalicznej rteci zwiazkow rteci

T 5
| el

formy wystepowania rteci:
*zwiazki organiczne bardzo toksyczne

sjony toksyczne

«forma metaliczna  mato toksyczne




Zagrozenia zwiazane z OMG

*toksycznosc dla cztowieka

*nickontrolowane
rozprzestrzenianie si¢ w
srodowisku

transfer genow do innych
gatunkow

by

é
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Zagrozenia zwigzane z OMG

Zwigkszanie bezpieczenstwa OMG

ezachowanie szczegolnej 0stroznosci [producen
gen zabijajacy nasiona - nieaktywny
ezapobieganie tworzeniu nasiona - zywe

transgenicznego pytku
aktywacja
*nie tworzenie nasion

rolnik L .
gen zabijajacy nasiona - aktywny

nasiona - martwe

<




Genetyka stosowana

1. Hodowla pozwala na uzyskiwanie doskonatych
odmian 1 ras.

2. Zastosowanie technik biologii molekularne;j
pozwala na genetyczne modyfikacje

organizmow.



Podsumowanie

9.

SIS A Gl e

Genetyka mendlowska,
Chromosomowa teoria dziedzicznosci,
Struktura DNA,

Kod genetyczny 1 biatka,

Transkrypcja 1 translacja,

Genomy,

Regulacja ekspresji genow,

Replikacja 1 mutageneza,

Genetyczne podtoze waznych procesow,

10. Ewolucja,
11. Techniki genetyki molekularnej,
12. Genetyka stosowana



PowtoOrzenie

Co to jest odlegtos¢ migdzy genami 1 jak ja wyznaczy¢ na podstawie

wyniku krzyzowki testowej?
*odlegtos¢ to czgstos¢ rekombinacyi

A B ab

A B )f ab
krzyzowka AB X ab
testowa ab l ab

AB ab Ab aB

ab ab ab ab
oczekiwane  25% 25% 25% 25%
obserwowane 47% 42% 5% 6%

gamety FI AB ab Ab  aB

rodzicielskie rekombinanty

89% 11%

A - czerwone oczy
a - fioletowe oczy

B - normalne skrzydia
b - krotkie skrzydta

odlegtos¢ miedzy genem
fioletowych oczu a
genem krotkich skrzydet
wynosi 11 cM




PowtoOrzenie

Skrzyzowano pochodzacego z hodowli wsobnej krolika o dtugich uszach 1 dlugim
ogonie z krolikiem o krotkich uszach 1 krotkim ogonie. Zaktadamy, ze obie cechy
determinowane sa przez pojedyncze geny lezace na tym samym chromosomie w
odlegtosci 20 centymorganow, geny determinujace te cechy nie wykazuja
oddzialywan genetycznych oraz, ze krotkie uszy 1 krotki ogon determinowane sa
przez allele recesywne.

Jakie fenotypy wystapia w pokoleniach F1 i F2 oraz jakie beda ich proporcje?

U— :Z%lii'e Uszy P: UO/UO xuo/uo
U — Krotkie uszy .
O — dtugi ogon Fl [(J;O uo
o — krotki ogon F2: -
gamety:

UO 80%/2 = 40%
uo 80%/2 =40%

Uo 20%/2 = 10%
u0 20%/2 = 10%



PowtoOrzenie

gamety ojcowskie

k2 UO uo Uo uO U — dlugie uszy
0.4 0.4 0,1 0,1 u— kro'tkz.'e USZy
UUOO | UuOo | UUOo | UuOQ | O~ diugt ogon
U0 0,4 o — krotki ogon
0,16 | 0,16 | 0,04 | 0,04
> UuOo | | wu0o
> uo 04
§ 0,16 0,04
2 UUOo UuOo
¢ Uo0,1
: 0,04 | | 0,01
UuOO | uuOo | UuOo | uuOO
uO 0,1
0,04 0,04 0,01 0,01
dhugie uszy, dlugi ogon  66%

krotkie uszy, krotki ogon  16%
dhugie uszy, krotki ogon 9%
krotkie uszy, dlugi ogon 9%



PowtoOrzenie

Okazato sig, ze kroliki rd6znig si¢ jeszcze jedna cecha, kolorem siersci na tapach. Te
o dhugich uszach i1 dtugim ogonie maja ciemne tapy, te o krotkich uszach 1 krotkim
ogonie majq biate tapy. W F1 wszystkie kroliki majq ciemne tapy. Odlegtosci
mi¢dzy genami determinujacymi trzy badane cechy przedstawione sa na mapie

genetycznej.

Jakie fenotypy wystapia w pokoleniu F2 oraz jakie b¢dg ich proporcje?

U — dtugie uszy O — diugi ogon
u — krotkie uszy o — krotki ogon

gamety:

uszy ogon tapy
diugie dtugi ciemne
krotkie krotki jasne
diugie krotki jasne
krotkie diugi ciemne
diugie diugi jasne
krotkie krotki ciemne
diugie krotki ciemne

krotkie dtugi jasne

L. — ciemne tapy &

{ — jasne tapy —

20 cM 10 cM

G@ p Gg*@ qééo

rodzicielski =(1-0,18-0,08-0,02)/2=0,36
rodzicielski =(1-0,18-0,08-0,02)/2=0,36
rekobinant U-O =0,2/2-0,01=0,09
rekobinant U-O =0,2/2-0,01=0,09
rekobinant O-1. =0,1/2-0,01=0,04
rekobinant O-1. =0,1/2-0,01=0,04
rekombinant U-O-L =0,2*%0,1/2=0,01
rekombinant U-O-£. =0,2%0,1/2=0,01



PowtoOrzenie

F2

rodzicielskie rekombinanty U-0O |rekombinanty O-% |rekombinanty U-0O-%
UoL, uot uOL, Uot Uo1t uod, Uoi, uO1
0,36 0,36 0,09 0,09 0,04 0,04 0,01 0,01
rodzicielskie Uo% 0,36 0,1296| 0,12906 0,0324| 0,0324 0,0144| 0,0144 0,0036 0,0036
uol 0,36 0,1296| 0,12906 0,0324| 0,0324 0,0144| 0,0144 0,0036 0,0036
rekombinanty U-O |uO% 0,09 0,0324| 0,0324 0,0081| 0,0081 0,0036| 0,0036 0,0009 0,0009
Uol 0,09 0,0324| 0,0324 0,0081| 0,0081 0,0036| 0,0036 0,0009 0,0009
rekombinanty O-% |UO% 0,04 0,0144| 0,0144 0,0036| 0,0036 0,0016| 0,0016 0,0004 0,0004
uok 0,04 0,0144| 0,0144 0,0036| 0,0036 0,0016| 0,0016 0,0004 0,0004
rekombinanty U-0-%|Uok 0,01 0,0036 0,0036 0,0009| 0,0009 0,0004| 0,0004 0,0001 0,0001
uO1 0,01 0,0036 0,0036 0,0009| 0,0009 0,0004| 0,0004 0,0001 0,0001
fenotyp:
dhugi ogon, dtugie uszy, ciemne lapy (czestosc 0,6198)
rodzicielskie rekombinanty U-0 |rekombinanty O-% [rekombinanty U-0-%
U0, uot uO, Uo1 Uo1t uoi, UoL, uO1t
0,36 0,36 0,09 0,09 0,04 0,04 0,01 0,01
rodzicielskie UO%L 0,36 0,1296| 0,1296 0,0324| 0,0324| 0,0144| 0,0144 0,0036| 0,0036
uot 0,36 0,1296
rekombinanty U-O [uO% 0,09 0,0324 0,0081| 0,0036 0,0009
Uol 0,09 0,0324 0,0081
rekombinanty O-% |UO%L 0,04] 0,0144 0,0036 0,0016 0,0004
uok 0,04 0,0144 0,0016
rekombinanty U-0-%|Uo% 0,01 00,0036 0, 0009 0,0004 0,0001
uOt 0,011 0,0036 0,0001




Test y?

Analiza statystyczna wynikow krzyzowek

*hipoteza zerowa: wynik nie odbiega od zalozonego rozktadu
*wyliczenie wspotczynnika y? (chi-kwadrat)

*odczytanie prawdopodobienstwa z tabel - prawdopodobienstwo, ze
wynik odbiega od oczekiwanego rozktadu przez przypadek

df\P | 005 | 0,001
. 2
) (wart.obserwowane — wart.oczekiwane) 1 3,8 10,3
=2 .
wart.oczekiwane 2 6.0 13,8
3 7.8 16,2

tabela prawdopodobienstwa

w.obs. rozkiad w.ocz.
z0lty groszek 6022 3 6017 0,0042
zielony groszek 2001 1 2006 0,013

suma: 0,017 ->P > 0,05 wynik nie odbiega

w.obs.  rozktad w.ocz.
z0lty groszek 4552 3 6017 356
zielony groszek 3471 1 2006 1069

suma: 1425 -> P <0,001 wynik odbiega
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Jaka jest roznica mi¢dzy niepeing dominacja a addytywnoscia?

niepeina dominacja addytywnos¢
| AABD X [aaBB
p w gamety ojcowskie
WX F2 AB Ab aB ab
R'R' R2R?
{\_‘- -‘."'1-1.}
Fyl

=)
B

‘e
S 3
[ P

¥

R'R' R'R?® R'R? R

1 2
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Czy odpornosc na malari¢ wynika ze szczegolnych wlasnosci
sierpowatych erytrocytow 1 czy to nadal jest pleiotropia?
2 x tak

Anemia sierpowata

A - hemoglobina normalna
S - hemoglobina uszkodzona

AA AS SS
hemoglobinal normalna normalna 1 uszkodzona |kodominacja
uszkodzona

A dominujacy

erytrocyty] normalne | mnormalne | uszkodzone |¢ recesywny

¢. wysoko| normalne | uszkodzone anemia |niepetna dominacja

S dominujacy

malaria] podatny odporny odporny | o recesywny
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Co mutacja zmienia w biatku kodowanym przez zmutowany gen?
eseckwencje aminokwasowa

Mormal hemoglobin

}%ﬁﬁ%%% " ::fgocg_;h;l:;:ln A

Valine Histidine Lewcna Threonine Praline Glutamiz acid  Glutamin acid
Hemogiobin S

Hemoglobin S:
aa 6 - val

+HF" -

8 I\ali \H i|5 . T\m_
A ]

STOP Leu Val Gin Mal




Sekwenmonowame genomoOw

Ha EmO-_bh f uenzae

Metoda shotgun

*losowa fragmentacja DNA

\ -
izolowanie DNA -
- _;-/-:" fragmenty DNA réznej wielkosci
- ™
B
b ’ ’ T -
*wybor fragmentow o e

“ — -

odpowiednej wielkosci

wstawianie do wektora

’ Sekwencj Onowanie oczyszezanie DNA

z zelu e
sktadanie sekwencji w / SCIEZKA | sy ONA s
komputerze I—— _,_-j;;ff

przygotowanie biblioteki klonéw

uzyskanie sekwencji koncow

\\taw ek DNA

————
—
\/

sekwencje koncowe

konstrukeja kontigow Ry
sekwencji SN




