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Kansas-i képek




Attekintés

« kutatdsi hdttér bemutatdsa

 molekularis citogenetikai technikdk: FISH (fluoreszcens in situ
hibridizacio)

* FISH ‘rechnologla alkalmazdsaja termesztett biza és r'okonsa i
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Prebreeding - elonemesités

Klimavdltozds:

abiotikus (hé, so, és
szdrazsdgtiirés), valamint
blo’rlkus(be‘regsegrezusz‘rencla)
stresszekkel szemben
ellendllébb genotipusok

idegen faju addicidk,
szubsztituciok és

” /4

transzlokdcidk elddllitdsa
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7=  Kromoszomak

Sejtmag Kromoszéma

=y Telomer

gének DNS-bal dllinak

JE e BN AT e . v

8 April 2016 Linc Gabriella



Kromoszomak morfologiaja

teloméra

rovid kar (p) ——

centroméra

hosszu kar (q) —

teloméra
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Faj- és
nemzetségkeresztezések -
miért fontos?

,/
V'

-

kedvez6 agrondomiai tulajdonsagok dtvitele a rokon

fajokbol a termesztett bdzaba

az utodokban a beépitett kromoszomak
(szegmentumok)

kimutatasa molekularis citogenetikai modszerekkel
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Molekularis citogenetika

- a molekuldris genetika és a citogenetika
tdrstudomdnya

» a kromoszomdk szerkezetét, genetikai funkcidjat
vizsgadl ja molekuldris szinten

- alapja a nukleinsav hibridizdciéo (DNS, RNS)

2016.04.08.
Linc Gabriella



Molekularis citogenetikai technikak

sejten, szoveten belil tudunk komplementer nukleotid szakaszokat
hibridizdltatni jelolt prébdkkal
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Az ISH alapveto lépései

Denaturation of labeled probe Denaturation of chromosomes
fixed on slides

Applying probe to slide

Hybridization of labeled probe
and chromosomal DNA

e

Detection of fluorescent hybridization signal

2016.04.08.
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Proba jeldlési modok

(P32, S, I'?5, H3) - nem hasznc’iljuk

- indirekt: Digoxigenin (Digitalis purpurea, steroid)
Biotin (vitamin H1)
(probadkat hapténnel jeldlik, amihez fluorokrom kapcsolhato)

- direkt: fluorokromok (fluorogreen-11-dUTP,
fluorored-11-dUTP)
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Enzimatikus jeldlés - Nick Transzldcio

&l 1. DN-dz I enzim kis, random
bevdgdsokat (nick) ejt a DNS szdlain

[ 2. DNS-polimerdz I a bevdgdstdl
indulva a sorban kévetkezo
nukleotidokat kivagja, és a
reakcidelegyhez adott jelolt
nukleotidokat épiti be
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Hibridizacio - elemzeés

high sensitivity charge-couple device
(CCD) kamera
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Nagy felbontdsi FISH a névényi kutatasban

.., 2.5 ym
- hibridizdcids jelek szama, kromoszéma azonositds
- genomazonositds : \
- alacsony felbontds

- kromoszdémadk azonositdsa o % 37pm

- heterokromatin és eukromatin
megkilonboztetheto

- kedvezdobb felbontads
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- felbontds ~ 1 kb R NI o R SR I
- kimutathatésdag < 700 bp
- DNS szekvencia 2.5 - 3.5 bp / ym pontossdggal elemezhetd
- hincs kromoszoma szerkezet
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j‘ﬂ':vH mitotikus kromoszol

- ﬁr} . ‘\? l\\'
py 4

g oz els6 FISH kisérleteket mitotikus kromoszomadkon végeztek
°

kromoszomak morfoldgiai tulajdonsagai pontosan megfigyelhetok

(centroméra, teloméra, szatellit)
kondenzalt kromatin szerkezet

alacsony és limitalt kimutathatosdgi tartomany és detektalasi

érzékenyseg
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Humadn spektralis kariotipizalds
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GISH (genomikus in situ hibridizacio) idegen
eredetii DNS kimutatdsara a biza genomban

Barley DNA
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GISH és FISH idegen eredetii DNS kimutatdsara
és azonositdasara a biza genomban
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Az Ae. cylindrica Host.(2n=4x=28,D°D<C¢C¢)
faj genomjainak elkilénitése (GISH és FISH)
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Clabelled with fluorescein-11-dUTP  <@:8%
D¢ unlabelled conterstained with PT :6:

Linc et al. 1999. Genome
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Baza/T. elongatum 6E diszomas addicios
vonal azonositasa

FISH 6ISH

T.elongatum

Linc et al. 1012. CGR
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Pachytén-FISH
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Meiozis v. szamcsokkento osztodas profazisanak 3. alfazisa
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Pachytén-FISH alkalmazdsi lehetdségei

Lolium

Lolium x Festuca fajhibrid meiotikus parosoddsanak tanulményozasa,

leirasa és alkalmazasa egyetemi oktatasban

Lukaszewski, Kopecky, Linc G: Meiosis with labeled parental genomes. University of California,
Riverside, USA
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http://www.plantbiology.ucr.edu/faculty/

Pachytén-FISH

BAC-FISH festés
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DNS fiber-FISH

sejtmagok izoldldsa levélbél, gyskércsicsbdl
- tisztitds sziiréssel (20-50 um)

DNS k'is'zabadifc"lsg a sejtmagokbol (lizis puffer)
isaués ﬁxélééa"

1, detektdldsa

.
..

fiber szdlak nydjtas
jelélt préba hibridiza
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Mennyi plusz informdciot nyerhetiink fiber-FISH
alkalmazasabol?

——————=== : FOH3

1131
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A pachytén- és fiber-FISH kombindciojaval...

3 |

T1J1 FOH3
NOR FoH3
LEDE!
|
FIOH3

LER Fransz P, Linc G et al. Chromosome Research (2005)
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3D-FISH

- megorzott térbeli szerkezetii sejtmagokon 3D-mikroszkopiaval kombindlva

lehetévé teszi a 3D megjelenitést egyes génlokuszok,
szubkromoszémadlis tartomdnyok és akdr egész kromoszomadk egyes
szakaszairaa sejtciklas minden'szakaszaban

v optimdlisan jelolt DNS prébdk
v nukledris morfoldgia megdrzése, sejtek permedbilitdsa
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3D - FISH 3D-ben..
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