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Markery genetyczne
— zrodlo informacji, ale czy wszelkie;...?

Czytajac stare kryminaty, podziwiamy sztuke logicznego myslenia ich
bohateréw, czasem tylko wspartag badaniami daktyloskopowymi.
Btyskotliwe rozumowanie, dostrzeganie pozornie nieistotnych zwigzkow
i umiejetnos¢ wyciggania daleko, czasem pozornie zbyt daleko, idacych

wnioskow budzi nasz szacunek. Czy dzi$ jest inaczej? Czy uroda
opowiesci o Sherlocku Holmesie, Pannie Marple czy Herkulesie Poirot
opiera sie na egzotyce czasu minionego? Przeciez dzi$ wystarczy
zbadac¢ DNA, a wtasciwie moze to pewnie zrobi¢ maszyna, wiec bez
wysitku w pie¢ minut wie si¢ wszystko. Czy aby na pewno? O tym,
co naprawde moze nam powiedzie¢ DNA oraz kiedy i jakie badania
nalezy wykona¢, méwi ponizszy artykut.

<red>
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J eszcze przed odkryciem DNA starano si¢
pozna¢ natur¢ dziedziczenia cech.
Od dawien dawna czlowiek zdawal sobie
sprawe, ze nie jest to przypadkowe, prze-
ciez w koncu czesto jesteSmy podobni
do rodzicéw, zeby nie wspomnie¢ o podo-
biefistwie bliZniat jednojajowych. Dostrze-
gano rowniez, ze w roznych miejscach na-
szego globu zyja r6zne organizmy, ktorych
cechy, zwykle odziedziczone po przodkach,
czesto sa zwiazane z dostosowaniem
do Srodowiska, w ktorym zyja. Hodowcy
zwierzat, szczegOlnie koni, ale takze rolni-
cy zdawali sobie sprawe z wartoSci repro-
duktoréw. I cho¢ to moze zabrzmi dziwnie,
cztowiek nauczyt sie stosowaé prawa gene-
tyki w praktyce na diugo przed ich sforma-
lizowaniem. Od strony naukowej ich bada-
nia byly poczatkowo ograniczone
do prostych testow dziedziczenia wykona-
nych przez Grzegorza Mendla jeszcze
w XIX wieku. DziS§ techniki analizy DNA
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umozliwiaja réwniez precyzyjne okreSlanie
pokrewienstwa osobnikéw czy ich zbiordw,
np. gatunkéw, badanie struktury populacji,
procesow, jakie w niej zachodza, jej r6zno-
rodnosci, doboru naturalnego, a takze ana-
lize catych genoméw. We wszystkich tych
badaniach wykorzystuje si¢ techniki anali-
zy markeréw genetycznych (molekular-
nych).

Markery molekularne

Za markery molekularne uznaje si¢ ob-
szary genomu charakteryzujace si¢ zmien-
noscia (polimorfizmem) u réznych osob-
nikow tego samego lub réznych gatunkow.
Zmienno$¢ markera genetycznego w obre-
bie jednego gatunku informuje o rézno-
rodnosci allelicznej danego locus. Z regu-
ty wyrdznia si¢ trzy rodzaje markerow
molekularnych: biatkowe — allozymy, ba-
zujace na polimorfizmie dtugosci, np. 16-
znej liczbie charakterystycznych powto-
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rzef, oraz na zmiennoSci sekwencji nukle-
otydowej DNA. Markery mozna podzieli¢
na neutralne ewolucyjnie i na podlegajace
selekcji. Pierwsze sa zlokalizowane zazwy-
czaj w odcinkach niekodujacych, czyli poza
genami, drugie za$ na obszarach, ktorych
funkcja ma znaczenie dla szeroko rozumia-
nego dostosowania organizmu do warun-
kow siedliskowych.

W zaleznosci od tego, co chce si¢ zba-
daé, dobiera si¢ odpowiednio zmienne
(czute) markery genetyczne (Tabela 1).
Wstepem do badan zmiennoSci wybranego
markera genetycznego lub ich grupy jest
izolacja biatka (w przypadku badania allo-
zymo6w) lub DNA z tkanki, ktdra dysponu-
je badacz. Moze to by¢ zar6wno tkanka po-
brana, zwykle praktycznie nieinwazyjnie
od zyjacego osobnika, jak i material muze-
alny, kopalny lub innego pochodzenia.
W przypadku DNA wigkszos¢ badan opie-
ra si¢ na technice PCR, za pomocg ktorej
amplifikuje si¢ (namnaza) interesujace
fragmenty genomu, a nastepnie poddaje sie
je analizie, np. przez elektroforeze w odpo-
wiednim no$niku (agaroza, poliakryloamid,
elektroforeza kapilarna).

Markery ewolucyjnie neutralne sg z re-
guly o wiele bardziej zmienne, gdyz kumu-
luja si¢ w nich mutacje, dlatego bywaja
szczegoblnie przydatne w badaniach popula-
cyjnych czy pokrewienistwa osobnikow jed-
nego gatunku. Markery, ktore ewoluuja
wolniej (AM), wigc charakteryzujace si¢
mniejsza zmiennoScia, s3 uzywane raczej
przy analizach osobnikéw ewolucyjnie bar-
dziej odleglych, np. przy odtwarzaniu szla-
kéow kolonizacji (filogeografia) i pokre-
wienstwa gatunkow (filogenetyka).

Nasza znajomo$¢ markeréw molekular-
nych jest dalece niekompletna, dlatego
podlega szybkiemu rozwojowi, czego do-
wodem jest pojawienie si¢ w ciggu ostat-
nich dwudziestu lat bardzo wielu zaré6wno
markeréw, jak i technik, ktérymi mozna je
bada¢ (Tabela 1). Co wigcej, mozna za-
uwazy¢ pewne trendy, mode na preferen-
cyjne stosowanie przez naukowcOw okre-

Slonego markera. Zwykle jednak nie jest to
jedynie kwestia upodoban, ale przede
wszystkim uzytecznoSci.

O allozymy

W latach 70. i 80. bardzo popularne byto
analizowanie zmiennosci allozyméw. Obec-
nie praktycznie w ogdle nie sg one wykorzy-
stywane w badaniach. Allozymy to enzymy,
ktore — cho¢ kodowane przez allele tego sa-
mego genu (stad nazwa allozym) — moga
nieznacznie r6zni¢ si¢ sekwencja amino-
kwasow u osobnikow. Allozymy kodowane
przez rozne allele danego genu mozna roz-
rozni¢ poprzez rozdzial elektroforetyczny
w zelu, zwykle poliakryloamidowym. Na ich
podstawie robiono pierwsze analizy r6zno-
rodnoSci genetycznej populacji. Wada sto-
sowania analizy allozyméw w badaniach
populacyjnych jest ich stosunkowo mata
zmienno$¢, poniewaz sa to markery podle-
gajace selekcji. Z drugiej strony w potacze-
niu z analizami innych marker6éw mogg by¢
bardzo cennym Zrddiem informacji w przy-
padku, gdy interesuje nas badanie adapta-
cji (przystosowania) populacji do lokalnych
warunkdow Srodowiskowych.

O mikrosatelitarny DNA

Duzo bardziej polimorficznym marke-
rem jest mikrosatelitarny DNA zbudowa-
ny z krotkich, wielokrotnie powtorzonych
sekwencji (motywow). Czesto otaczaja go
sekwencje ewolucyjnie silnie konserwowa-
ne, co ma ogromne znaczenie w badaniach
molekularnych, poniewaz umozIliwiaja one
zaprojektowanie uniwersalnych (odpo-
wiednich np. dla wszystkich osobnikéw da-
nego gatunku) starteréw dla reakcji PCR.
W loci mikrosatelitarnych czesto obserwuje
si¢ mutacje polegajace na insercji (wstawie-
niu) lub delecji (wypadnigciu) fragmentu
lub czesciej caltej jednostki powtarzajgcej
si¢. Dlatego bada si¢ zmiennos¢ diugosci
tych markerow.

Z. poczatku dtugos¢ poszczegodlnych alle-
li odczytywano, porOwnujgc migracj¢ otrzy-
manych w reakcji PCR fragmentéw DNA
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w czasie elektroforezy w zelach poliakrylo-
amidowych. Wraz z pojawieniem si¢ mozli-
woéci fluorescencyjnego znakowania star-
terow do reakcji PCR (a tym samym jej
produktéw) mozliwa stata si¢ pétautoma-
tyczna analiza, rOwniez przez zastosowanie
elektroforezy kapilarnej. Pozwala to
na okreSlenie diugosci fragmentow DNA
z doktadnoscia do jednego nukleotydu.
Zwykle dla badacza szczegOlnie intere-
sujace sa loci wysoce polimorficzne, tzn.
majace wiele alleli u danego gatunku. Di-
ploidalny osobnik posiada jednak zwykle
tylko dwa allele danego locus. Oczywiscie
wyjatek stanowia u samcow allele znajduja-
ce si¢ na heterochromosomie, jesli w przy-
padku danego gatunku takowe wystepuja
(np. u czlowieka chromosomy X i Y). Jezeli
sa identyczne, osobnik jest dla tego locus
homozygota, a jesli sa rozne — heterozygota.
Warunkiem, jaki musza spetnia¢ badane
loci mikrosatelitarne, jest niezalezne dzie-
dziczenie ich alleli, co w praktyce oznacza,
ze nie moga by¢ one pofozone (sprz¢zone)
blisko siebie. Zwykle analizuje si¢ od kilku
do kilkunastu loci. Dzieki temu ilo$¢ infor-
macji, ktora uzyskuje si¢ dla jednego osob-
nika, jest bardzo duza, co umozliwia anali-
z¢ pokrewiefistwa, identyfikacje poszcze-
golnych osobnikéw oraz migrantéw w po-
pulacji. Loci mikrosatelitarne sg tez mar-
kerami powszechnie uzywanymi w krymi-
nalistyce. Mikrosatelity zdobyly ogromna
popularno$¢ w latach 90. w analizach gene-
tycznych i1 praktycznie zdominowatly
w pewnym momencie badania populacyj-
ne. Pozwalaja one rowniez bada¢ poziom
wsobnoS$ci grupy organizméw, podziat
na subpopulacje, efekty zjawiska przej-
Scia populacji przez tzw. szyjke od butelki
(ang. bottleneck) czy efektywna wielkoS¢
populacji. Miara r6znorodnosci populacji,
czyli jej dobrej kondycji, jest bogata pula
genowa (wiele alleli poszczegolnych ge-
néw) oraz wysoki poziom heterozygotycz-
nosci. Niestety markery mikrosatelitarne
nie s3 dobrym markerem do badan filoge-
netycznych, gdyz sa tak zmienne, ze mozli-
we jest wystapienie tzw. homoplazji, co

w tym przypadku z reguly oznacza przy-
padkowa zbiezno$¢ ich diugosci.
Kilkana$cie lat temu na do$¢ krétko po-
pularno$¢ w badaniach populacyjnych zdo-
byly minisatelity. Maja one podobny cha-
rakter do mikrosatelitow. Powtdrzenia
motywOw sa w przypadku tych markerdw
znacznie dluzsze, stad nieco inaczej si¢ je
bada. Zwykle pierwszym etapem analizy
jest cigcie DNA badanego organizmu en-
zymami restrykcyjnymi rozpoznajacymi
konkretne sekwencje w genomie. Nastep-
nie otrzymane w wyniku trawienia frag-
menty s3 rozdzielane w zelu, przenoszone
metoda Southerna na odpowiedni filtr
i hybrydyzowane ze znakowanymi radio-
aktywnie fragmentami DNA (sondami),
zlozonymi wilasnie z powtorzen, ktore za-
wieraja minisatelity. Dzieki temu mozna je
obserwowaé, po przeprowadzeniu autora-
diografii, na kliszy rentgenowskiej (autora-
diogram). Marker ten zostat jednak zarzuco-
ny w badaniach populacyjnych ze wzgledu
na skomplikowany wzor hybrydyzacji z son-
dami, co bardzo utrudnia odczyt oraz — jak
sie¢ okazalo — nielosowe rozmieszczenie loci
minisatelitarnych w genomie.

O sekwencje polimorficzne

Trzecim rodzajem markeréw sa poli-
morfizmy sekwencji. Jest wiele technik ich
badania. Dajace najwigcej informacji, ale
jednoczes$nie najdrozsze jest sekwencjo-
nowanie. W internetowej bazie GenBank
(NCBI) dostepnych jest bardzo wiele
do tej pory ustalonych sekwencji nukleoty-
dowych. Dzieki temu mozna wzglednie fa-
two zaprojektowal startery pozwalajace
amplifikowa¢ zadany fragment okre§lone-
go DNA. W przypadku gdy nie mamy in-
formacji o interesujgcym organizmie,
przy projektowaniu starteréw do PCR wy-
korzystuje si¢ konserwatywne sekwencje
znajdujace si¢ w homologicznych obsza-
rach genomOw najblizej spokrewnionych
gatunkow. Powszechnie uzywa si¢ sekwen-
cji genomu mitochondrialnego, w szczegdl-
nosci petli D (tzw. region kontrolny).
Jest to obszar niekodujacy, ktory praktycz-
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nie nie podlega doborowi naturalnemu,
w zwiazku z czym jest wysoce zmienny. Mi-
tochondrialny DNA nie podlega rekombi-
nacji oraz u ssakow jest dziedziczony
po kadzieli. Marker ten wykorzystuje si¢
w badaniach wewnatrzgatunkowych, np. fi-
logeograficznych. Do badan filogenetycz-
nych uzywa si¢ mniej polimorficznych mar-
kerow, takich jak sekwencje nukleotydowe
genu kodujacego cytochrom b albo genéw
kodujacych RNA rybosomalny (zaréwno
mitochondrialny, jak i jadrowy).

W przypadku gdy niewiele wiadomo
0 genomie interesujacego nas gatunku,
a ograniczone s3 finanse i czas, bardzo do-
brymi technikami okazaly si¢ przesiewowe
metody badania genomu, ktére rowniez
wykrywaja polimorfizmy sekwencji. Jedna
z najwcze$niej zastosowanych byta techni-
ka RFLP (ang. Restriction Fragment
Length Polymorphism). Metoda ta polega
na cieciu DNA enzymami restrykcyjnymi.
Powstajace fragmenty mogg mieé rdzna
dtugos¢ u r6znych osobnikéw tego samego
lub r6znych gatunkow.

Wielko$§¢ uzyskanych fragmentéw cha-
rakteryzuje si¢ przez elektroforetyczny roz-
dziat strawionego, genomowego DNA
w zelu agarozowym lub poliakryloamido-
wym, przenoszenie na odpowiednie filtry
metoda Southerna i hybrydyzacje ze specy-
ficznymi dla badanych obszaréw genomu
sondami molekularnymi. W konsekwencji
otrzymuje si¢ charakterystyczny dla osob-
nika wzor prazkoéw zwany molekularnym
odciskiem palca (ang. DNA fingerprint).
Wada tej techniki jest jej pracochtonno§¢
oraz konieczno§¢ posiadania duzej iloSci
dobrej jakoSci DNA. Charakter otrzyma-
nej informacji, w przeciwienstwie do wyzej
opisanych badan mikrosatelitow, pozwala
jedynie na stwierdzenie obecno$ci miejsca
restrykcyjnego. Tym samym uzyskana in-
formacja jest zero-jedynkowa (hybrydyza-
cja wykrywa fragment o okreslonej diugo-
Sci lub nie). Znane sa warianty tej metody,
np. PCR-RFLP, czyli amplifikacja PCR
konkretnego fragmentu, a nastepnie jego
ciecie enzymami restrykcyjnymi. W tym
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przypadku stosowanie metody Southerna
i hybrydyzacji nie jest konieczne.

Innym przesiewowym sposobem bada-
nia genomu jest RAPD (ang. Randomly
Amplified Polymorphic DNAs). Jest to
technika obecnie bardzo rzadko stosowana
z powodu matej powtarzalno$ci uzyskiwa-
nych wynikéw. Polega ona na amplifikacji
fragmentow genomu za pomocg bardzo
krotkich starterow, w fagodnych warun-
kach ich przylaczania do jednoniciowe;j
matrycy, dzigki czemu moze powsta¢ bar-
dzo duzo roznych fragmentow DNA. Sa
one wizualizowane przez elektroforeze
w zelu i barwienie, np. bromkiem etydyny.
Kombinacja wyzej opisanych technik jest
coraz bardziej zyskujaca na znaczeniu tech-
nika AFLP (ang. Amplified Fragment
Length Polymorphism). Uwaza sig, ze daje
ona powtarzalne wyniki, pomimo to poleca
si¢ powtdrna analiz¢ co najmniej 10%
wszystkich prob.

DNA cigty jest dwoma enzymami re-
strykcyjnymi. Nastepnie otrzymane frag-
menty sa ligowane (laczone) z oligonukle-
otydami (adapterami). Potem prze-
prowadza si¢ dwuetapowa reakcje PCR
(odpowiednio preamplifikacja i amplifika-
cja wilasciwa), dzigki czemu tylko czg$¢
fragmentOw zostaje powielona. Dawniej
otrzymane, powielone fragmenty DNA
analizowano przez elektroforeze w zelu,
w ktérym uwidaczniano je, barwigc brom-
kiem etydyny. Powstale kompleksy oglada-
no i rejestrowano elektrofor etogramy
w Swietle UV.

Zastosowanie do PCR, jako starterow,
oligonukleotydéw znakowanych fluore-
scencyjnie pozwala analizowaé produkty
reakcji PCR za pomoca systemdéw potauto-
matycznych, podobnie jak w przypadku mi-
krosatelitow. Zwykle otrzymuje si¢ chro-
matogram przedstawiajacy rozdzial wielu
fragmentow DNA o r6znych diugosciach,
charakterystyczny dla badanego osobnika
(fingerprinting). Wickszos¢ fragmentow jest
identyczna dla wszystkich badz wigkszoSci
przedstawicieli danego gatunku. Te jed-
nak, ktére sa polimorficzne, umozliwiaja
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badania populacyjne. Problem stanowia
fragmenty o identycznej dlugosci, ale ro-
znych sekwencjach nukleotydowych, ktore
z natury s3 r6znymi formami tego samego
genomu lub réznych jego obszaréw (rzad-
ka przypadkowa zgodno$¢ diugosci), a kto-
rych powyzsza metoda nie mozna rozré-
zni¢. Niestety w ten sposOb bardzo duzo
informacji o réznicach miedzy badanymi
genomami nie podlega analizie. Poniewaz
pojedyncze locus w AFLP nie jest az tak
zmienne jak mikrosatelitarne, uwaza sig,
ze 10 loci AFLP pod wzgledem informacyj-
nym odpowiada 1 locus mikrosatelitarne-
mu. AFLP mozna uzna¢ za technike bar-
dzo czulg, poniewaz teoretycznie mozliwe
jest uzycie facznie 256 kombinacji starte-
réw (16 x 16), z ktorych kazda para gene-
ruje Srednio do 50 fragmentow, w tym 5-10
polimorficznych. Metoda ta wydaje si¢ bar-
dzo dobra nie tylko w badaniach populacyj-
nych, ale rowniez gdy okreSla si¢ przynale-
zno$¢ gatunkowa badanego osobnika, bada
si¢ hybrydyzacje miedzygatunkowa oraz
tworzy mapy sprzezen genomu. Nie na-
daje si¢ jednak do badan pokrewiefistwa.
Nie jest ona réwnie czgsto uzywana we
wszystkich grupach organizmoéw. Najchet-
niej stosuje si¢ ja w botanice, gdzie od daw-
na wykorzystywano RFLP i RAPD.
W przypadku zwierzat, ktore maja lepiej
poznane genomy, najczesciej stosuje si¢ se-
kwencjonowanie oraz analiz¢ mikrosateli-
tarnego DNA i SNPs (ang. Single Nucleoti-
de Polymorphism).

Analiza SNPs staje si¢ coraz popular-
niejsza, choc ich izolacja i identyfikacja jest
kosztowna, poniewaz potrzeba wiele (kil-
kadziesiat) takich markeréw, by mozna by-
fo wykonaé analizy populacyjne. SNP to
pojedyncze, dziedziczone, polimorficzne
miejsca w genomie. Mogg one podlegac se-
lekeji, gdy leza w poblizu lub sg zlokalizo-
wane w podlegajacym selekcji genie (prak-
tycznie, w zaleznosci od warunkow, kazdy
taki jest). Wystepowanie SNP najlatwiej
mozna ustalié, stosujac np. SSCP, DGGE,
hybrydyzacje z sondami oligonukleotydo-
wymi, PCR czy nawet AFLP. Zawsze jed-

nak koncowg procedurg jest sekwencjono-
wanie pozwalajace na ustalenie sekwencji
nukleotydowej fragmentu genomu, w kto-
rym wykryto jednonukleotydowy polimor-
fizm. JeSli znane sa sekwencje SNPs, kon-
struuje si¢ odpowiednie startery wigzace
si¢ z badanym DNA tak, ze ich 3’koniec
umiejscawia si¢ bezposSrednio przed poli-
morfizmami. Nastepnie w reakcji wydtuza-
nia startera dolgczany jest tylko jeden
komplementarny i odpowiednio fluore-
scencyjnie wyznakowany dideoksynukle-
otyd. Pozwala to na zidentyfikowanie pro-
duktéow reakcji, a wiec rowniez poli-
morfizmdéw po przeprowadzeniu rozdziatu
elektroforetycznego. W zaleznoSci od tego,
jaki fluorescencyjnie wyznakowany dideok-
synukleotyd zostat dofaczony, identyfikuje
si¢ dany allel SNPs. Technika ta nazywana
jest SnapShot. Pojedynczy SNP jest jednak
mato informatywny i konieczne jest uzycie
wielu loci SNPs, by moc przeprowadzic
analizy genetyczne, co jest dosy¢ kosztow-
ne i wymaga dobrej znajomosci genomu
badanego gatunku.

Powyzej opisane markery molekularne
byly wykorzystywane gtéwnie do badan pro-
cesOw demograficznych badz w taksonomii.
W ostatnich latach coraz wieksza popular-
noScig ciesza si¢ tez tzw. QTL (ang. Quanti-
tative Trait Locus), szczegdlnie w potaczeniu
z badaniami markeréw ewolucyjnie neutral-
nych, takich jak mikrosatelity. QTL to na-
zwa nadana markerom podlegajacym presji
doboru naturalnego, czyli umiejscowionym
w odcinkach kodujacych genomu. Naleza
do nich SNP, ale tylko jesli nie dziedzicza si¢
losowo, lecz sg sprzezone z genami, ktore
koduja konkretne cechy. Cechy te poddane
sa roznej presji selekcyjnej w zalezno$ci
od warunkéw Srodowiska. Innym przykta-
dem QTL sa omawiane wyzej allozymy oraz
geny MHC (ang. Major Histocompatibility
Complex). Te ostatnie s3 odpowiedzialne
za odporno$¢ na patogeny, rowniez pasozy-
ty. Poddane sa doborowi stabilizujgcemu,
co oznacza, ze utrzymywana jest ich duza
roznorodnos¢, ale w pewnym zakresie, gdyz
niektdre allele sa w danych warunkach bar-
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dziej korzystne i podlegaja pozytywnemu
doborowi naturalnemu. QTL sa doskona-
lym uzupelnieniem analiz wykonywanych
na markerach neutralnych, poniewaz po-
zwalaja wykry¢ podzialy w populacjach,
zwigzane z adaptacja do Srodowiska, kto-
rych z zasady nie wykrywa si¢ podczas bada-
nia sekwencji mikrosatelitarnych. Jest to
niezwykle istotne w genetyce zachowaw-
czej, w ktorej w przypadku restytucji gatun-
ku bardzo dba sie¢, by nie doszto do wymie-
szania populacji przystosowanych do
roznych warunkow Srodowiska. Wynikiem
krzyzowania si¢ osobnikéw z réznych popu-
lacji jest czesto ich gorsze dostosowanie, co
jest rownie niekorzystne jak skutki wsobne-
go kojarzenia.

Do analizy zmiennoSci wszystkich wyzej
opisanych markerow dostepnych jest szereg
programow statystycznych. Programy te sa
w wiekszosci dopasowane nie tylko do ro-
dzaju markera, ale takze do problemu ba-
dawczego. Dobrym markerem stosowanym
w przypadku, gdy mamy watpliwosci doty-
czace swobodnego przeplywu gendw po-
migdzy osobnikami albo w badaniach wie-
loojcostwa, sa mikrosatelity. Po odczytaniu
chromatogramow otrzymujemy tabelg z za-
pisanymi dtugosciami poszczegdlnych alleli.
Te za$§ poddajemy analizie statystyczne;.
W przypadku gdy pomiedzy populacjami
przeplyw gendw jest bardzo ograniczony,
otrzymujemy jasny podzial na dwie grupy.
Z kolei test na wieloojcostwo nie tylko po-
daje nam liczbe ojcdéw danego miotu, ale ta-
kze pozwala wytypowaé najbardziej praw-
dopodobne ich genotypy (oczywiscie
niezbedna jest do§¢ duza proba potomstwa,
by mé6c podac pelne genotypy ojcow).

W przypadku analiz na wyzszym szcze-
blu taksonomicznym, np. gdy rozrézniamy
gatunki, bardziej przydatnym markerem
moze si¢ okaza¢ sekwencja nukleotydowa
petli D. Jesli sekwencje nukleotydowe te-
go obszaru u badanych osobnikéw sa iden-
tyczne lub bardzo podobne, to otrzymuje-
my informacje, ze naleza one do jednego
gatunku, cho¢ moga si¢ bardzo réznié fe-
notypowo.

4/2010

co nowego w biologii? -

Badanie sekwencji nukleotydowej petli D
sprawdza si¢ rowniez przy identyfikacji prob
antycznych lub w kryminalistyce. Wtasnie
badajac sekwencje nukleotydowe petli D
mtDNA wyizolowanego ze szczatkdéw kost-
nych wydobytych ze wspdlnej mogity, udato
si¢ zidentyfikowaé te, ktore nalezaly
do cztonkéw rodziny ostatniego cara Rosji.

[lo§¢ informacji, jaka mozemy uzyskac
poprzez badanie markeréw molekularnych
jest ogromna. Niezbedna jest jednak dobra
znajomo$¢ natury badanych markerow
oraz wiedza dotyczaca zaréwno technik la-
boratoryjnych, jak i metod statystycznych.
W przypadku badaf z zakresu genetyki
ekologicznej wymagana jest réwniez solid-
na znajomos$¢ ekologii gatunku, ktdry ba-
damy. Niemozliwe jest prawidlowe zinter-
pretowanie otrzymanych wynikdéw bez
informacji dotyczacych biologii, rozmiesz-
czenia i historii gatunku. Stad jest to bar-
dzo kompleksowa dziedzina wiedzy i nie-
rzadko, by moc rozwiaza¢ problem
ekologiczny, wymagana jest wspodlpraca
kilku specjalistow z réznych dziedzin.

SEOWNICZEK

Adaptor — zsyntetyzowany fragment DNA,
ktory zawiera sekwencje rozpoznawana
przez enzym restrykcyjny oraz komple-
mentarng do starterow.

Allel - jeden z wariantéw sekwencji dane-
go locus.

Chromatogram — przedstawienie graficzne,
na ktorym sa umieszczone maksima
emisji wyznakowanych fluorescencyjnie
oligonukleotydéw w zaleznosci od cza-
su ich rozdziatu.

Dobor stabilizujacy — dobdr polegajacy
na eliminacji skrajnych fenotypdw,
w tym wypadku zbyt duzej lub za mate;j
liczby alleli, np. MHC.

Efekt szyjki od butelki (ang. bottleneck)
— gwaltowne zmniejszenie si¢ liczebno-
Sci populacji. Konsekwencja moze by¢
rOwniez znaczna utrata réznorodnosci
genetyczne;j.

Efektywna wielkoS¢ populacji — cze$¢ po-
pulacji efektywnie uczestniczaca w wy-
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mianie genéw. Jesli w przypadku bada-
nej populacji miatlo miejsce zjawisko
przejécia przez szyjke butelki, moze by¢
znacznie zmniejszona jej liczebnosci,
nawet pomimo po6zZniejszej reprodukc;i.
Dzieje si¢ tak na skutek duzo wolniej-
szego wzrostu jej roznorodnoSci gene-
tycznej (poprzez mutacje badz migra-
cje) niz przyrostu demograficznego.

Enzymy restrykcyjne — endonukleazy re-
strykcyjne rozpoznajace i tnace okreslo-
ne, zawsze takie same dla danego enzy-
mu, sekwencje nukleotydowe DNA.

Fenotyp — zesp6t cech organizmu obserwo-
wanych bezposrednio lub nieinwazyjnie
za pomocy przyrzadow.

Filogenetyka — nauka zajmujaca si¢ pokre-
wiefistwem gatunkow oraz ewolucja or-
ganizmow.

Filogeografia — nauka zajmujaca si¢ geo-
graficznym rozmieszczeniem populacji,
ich genetycznym podobiefistwem, histo-
rig i kierunkami kolonizacji.

Genetyka zachowawcza — dziedzina wiedzy
zajmujaca si¢ badaniem genetycznej ro-
znorodnosci i kondycji gatunkéw zagro-
zonych wymarciem.

Genotyp — zespo6t alleli danego osobnika.

Haplotyp — zestaw polimorfizméw poje-
dynczych nukleotydéw (SNP), dziedzi-
czacych sie w sposob sprzezony ze soba.

Heterozygotycznos¢ — wskaznik okre$laja-
cy czesto$¢ heterozygot w populacji.

Homoplazja — pojawienie si¢ identycznych
sekwencji w wyniku niezaleznych muta-
cyjnych.

Hybrydyzacja — polaczenie si¢ dwoch kom-
plementarnych odcinkéw DNA.

Locus — miejsce w genomie, gen lub kon-
kretna sekwencja nukleotydowa DNA.

Mapa sprzezen genomu — okre§la, jak sa
polozone wzgledem siebie geny lub loci.
Im blizej siebie sa polozone, tym wigk-
sza szansa, ze beda dziedziczyly sie
W sposOb sprzezony ze soba.

Marker dominujacy — marker, w ktérym
wystepuja allele dominujacy (1) i rece-
sywny (0). Allel recesywny nie ulega
amplifikacji, wiec nie jest widoczny
podczas analizy.

Marker kodominujgcy — marker, ktorego
wszystkie allele ulegaja amplifikacji
i mozliwe jest odroznienie homozygot
od heterozygot.

Petla D — region kontrolny, miejsce inicja-
cji replikacji i transkrypcji genomu mi-
tochondrialnego. Nie podlega selekc;ji.
Jest markerem ewolucyjnie neutral-
nym.

Sonda — fragment DNA zawierajacy zna-
kowane radioaktywnie nukleotydy.
Dzigki komplementarno$ci sondy
do interesujacych sekwencji DNA mo-
zliwa jest ich identyfikacja.

Subpopulacje — odrebne genetycznie grupy

~ osobnikow w populacji.

Zel poliakryloamidowy — zel utworzony
przez polimeryzacje monomerow akry-
lamidu. Silnie toksyczny. Pozwala
na duzo lepszy rozdzial matych frag-
mentéw DNA niz zel agarozowy.
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