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OCENA ROZNORODNOSCI GENETYCZNEJ
PRZY POMOCY MARKEROW MOLEKULARNYCH -
ZASTOSOWANIE W EKOTOKSYKOLOGII

Magdalena Mikowska, Renata Swiergosz-Kowalewska, Ewa Sliwinska (Krakow)

W jakim celu i jakimi metodami badamy zmien-
no$¢ genetyczng organizmow i populacji ?

Ochrona réznorodnosci biologicznej na poziomie
genomowym zyskata w ostatnich latach szczegdlne
zainteresowanie badaczy. Szerokie spektrum czynni-
kow, ktore moga modyfikowaé roznorodno$é gene-
tyczng populacji (np. izolacja naturalna czy antropo-
geniczna, zanieczyszczenia, oddziatywanie gatunkow
inwazyjnych) daje ku temu szczegodlne uzasadnienie.
Pomimo braku przestanek $wiadczacych o wptywie
poziomu réznorodnosci genetycznej na komponen-
ty dostosowania (przezywalnosé, sukces reproduk-
cyjny), mozna spodziewaé si¢, ze nizszy poziom
heterozygotyczno$ci w danej populacji $wiadczy
o zwickszonej depresji inbredowej, co moze prowadzi¢
w sposdb bezposredni do jego zmniejszenia. Poznanie
istoty tego zjawiska oraz czynnikéw majacych nega-
tywny wplyw na ro6znorodno$é genetyczng jest bar-
dzo wazne dla ochrony, przetrwania i prawidlowego
rozwoju populacji zagrozonych z réznych przyczyn.

Badania ro6znorodnosci genetycznej dotycza naj-
czgsciej gatunkdw zagrozonych, endemicznych, czy
tzw. ,,keystone species”, ktorych obecnos¢ warunku-
je prawidtowe funkcjonowanie ekosysteméw. Coraz
czgsciej badacze decyduja si¢ na ocen¢ zmiennosci

genetycznej pod katem oceny skutkow dziatania
konkretnych czynnikéw s$rodowiskowych, np. che-
micznych czy fizycznych. Takie badania prowadzi
si¢ zarowno na populacjach dziko zyjacych, jak row-
niez populacji hodowanych w laboratoriach. Przed-
miotem badan staja si¢ wiec pospolite gatunki mo-
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Ryc. 1. Nornica ruda
Fot. K. Chrzascik.

(Myodes glareolus).
delowe, bedace reprezentantami danego ekosystemu,
np. mysz zaro$lowa (Adpodemus sylvaticus, Rzad: Ro-
dentia — gryzonie), nornica ruda (Myodes [=Clethriono-
mys| glareolus, Rzad: Rodentia — gryzonie)—(Ryc. 1).
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Czynniki, ktorych wptyw bada si¢ najczgsciej to me-
tale cigzkie, pestycydy, weglowodory aromatyczne,
dioksyny, natomiast fizyczne to promieniowanie jo-
nizujace czy temperatura. W przypadku czynnikow
chemicznych np. metali cigzkich czy czynnikow fi-
zycznych np. promieniowania pierwiastkow radioak-
tywnych wiadomo, ze mogg one zwigksza¢ czgstos¢
mutacji, a co za tym idzie zwigksza¢ zmienno$¢ gene-
tyczng w narazonych populacjach. Nie mozna jednak
wykluczy¢ odwrotnego mechanizmu ich dzialania —
silne narazenie moze prowadzi¢ do selekcji 1 dra-
stycznego zmniejszenia liczebnos$ci populacji (a wige
takze jej puli genowej — tzw. efekt szyjki od butelki,
ang. bottleneck effect), a zatem do spadku poziomu
réznorodnosci genetycznej. Nizsza réznorodnos¢ ge-
netyczna w matych i izolowanych populacjach jest
wsrod badaczy znanym zjawiskiem (Ryc. 2).

Bogactwo alleli w populacjach nornicy rudej
z roznych terenow
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Bogactwo alleli

Ryc. 2. Wykres prezentujacy bogactwo alleli (jeden z parametréw opi-
sujacych poziom zmiennosci genetycznej) w populacjach zamieszkuja-
cych tereny wyspowe i tereny na otwartym ladzie. Widoczne jest nizsze
bogactwo alleli u zwierzat wyspowych (reprezentujacych mate i izolo-
wane populacje) w poréwnaniu do zwierzat ze statego ladu. Dane uzy-
skane przy pomocy badan markerami mikrosatelitarnymi (M. Mikowska,
R. Swiergosz-Kowalewska, dane niepublikowane).

Sposob oddziatywania czynnikéw chemicznych
i fizycznych na strukture genetyczng organizmu
i populacji jest niezwykle zlozony, co utrudnia czg-
sto stworzenie takiego uktadu eksperymentalnego
(zardbwno w laboratorium jak i w warunkach natural-
nych), ktory pozwolilby na przetestowanie postawio-
nych hipotez badawczych. Nie jest to jednak jedyna
trudno$¢, z ktora spotykamy si¢ w przypadku badan
réznorodnosci genetycznej. Kolejnym, kluczowym
punktem tego rodzaju badan jest wybor odpowied-
niego narzedzia, czyli w tym przypadku, markera
molekularnego. To on, wiasciwie dobrany, pozwoli
na uzyskanie wiarygodnych danych pozwalajacych
na odrzucenie lub przyjecie testowanych hipotez.

Czym sa markery molekularne? Ot6z markery mo-
lekularne to cechy DNA, RNA 1 biatek pozwalajace
na identyfikacj¢ osobnikéw lub badanie cech gene-
tycznych catych populacji. W ostatnich latach ich
spektrum i tatwo$¢ wykorzystywania ro$nie w bardzo
szybkim tempie, zarowno w naukach biologicznych
jak 1 medycynie. Markery molekularne wkraczajac
do laboratoriow praktycznie wszystkich dziedzin
biologii, nie omijajac réwniez ekologii, w ktorej sta-
nowig doskonate narzedzie do badania pokrewienstw
miedzy osobnikami czy struktury populacji. Nie dzi-
wi wiec fakt zastosowania ich do oceny wptywu r6z-
nych czynnikéw §rodowiskowych (np. pH, zasolenia,
temperatury) na roznorodno$¢ genetyczna populacji.
Wiele markerow stosowanych w biochemii, medy-
cynie czy ekologii zostato z powodzeniem zaadapto-
wanych w badaniach ekotoksykologicznych do oce-
ny wplywu roéznych substancji toksycznych (metali
cigzkich, zwigzkow organicznych i nieorganicznych)
na roznorodno$¢ genetyczna narazonych populacji.

Dzigki szybkiemu rozwojowi technik molekularnych
w ostatnich kilku dekadach dysponujemy dzisiaj wie-
loma markerami, spo$rod ktorych mozemy wybrac te,
ktore postuza nam najlepiej w naszych badaniach. Ta-
kich mozliwosci nie mieli badacze u poczatkow roz-
woju biologii molekularnej w latach 80. XX wieku.
Obecnie w grupie markeréw molekularnych mozna
znalez¢ narzedzia bardziej uniwersalne, ktorych zasto-
sowanie nie ogranicza si¢ do jednego gatunku lub ro-
dzaju oraz bardziej specyficzne dla danego gatunku,
wymagajace wiedzy na temat badanego genomu. De-
cyzja, o wyborze najbardziej odpowiedniego markera
bedzie zalezata od postawionych pytan badawczych,
jak rowniez od informacji, jakimi dysponujemy w przy-
padku badanego organizmu. W tym ostatnim przy-
padku analizy molekularne poprzedza faza zbiera-
nia informacji w oparciu o genetyczne bazy danych
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) oraz wyniki innych
badaczy pracujacych na interesujagcym nas gatun-
ku. Jesli mozemy bazowa¢ na tych informacjach,
wybor i opracowanie metod badawczych staje si¢ fat-
wiejsze. Znacznie dtuzej trwa natomiast faza przygoto-
wan w przypadku badan nad organizmami, ktorych ge-
nom nie jest poznany. Znaczaco tez wzrastajg koszty
tego typu badan. Tak bywa wtasnie w przypadku wielu
badan ekotoksykologicznych, kiedy nie mamy do czy-
nienia z gatunkiem modelowym, dla ktorego juz wcze-
$niej opisano i wykorzystywano z sukcesem odpo-
wiednie markery molekularne. Wybér metody badaw-
czej, czyli markera molekularnego, bedzie wigc zalezat
od wielu czynnikow: obiektu badan oraz dostgpnych
informacji o jego genomie, rodzaju czynnika streso-
wego (np. skazenia) i sposobie jego oddziatywania.
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Obecnie mozemy wybiera¢ sposrod wielu marke-
réw bazujacych na réznym materiale genetycznym:
DNA jadrowym, chloroplastowym, mitochondrial-
nym. Istnieja wsrdéd nich markery kodominujace
(dajace mozliwos¢ odroznienia homozygot od hete-
rozygot) 1 dominujgce. Jednakze nie zawsze dla ba-
daczy najwazniejsze jest to, czy metoda jest najnowo-
cze$niejsza, bardziej liczy si¢ wiarygodno$¢ wyniku,
a takze koszt i naktad pracy pozwalajacy uzyskac jak
najwiecej informacji na temat danej populacji. W ba-
daniach ekotoksykologicznych czy monitoringowych
glownym celem czgsto jest szybkie sprawdzenie jak
ksztattuje si¢ poziom rdéznorodnosci genetycznej
w zaleznosci od zanieczyszczenia okreslonego na
podstawie emisji, indeksu toksycznosci czy stezenia
metali w tkankach organizmoéw. Dlatego tez naukow-
cy decyduja si¢ czasami na zastosowanie metod, kto-
re przez niektorych traktowane sg jako przestarzate
i mniej wiarygodne, ale pozwalajg na uzyskanie ogol-
nej informacji o badanej populacji szybko i niskim
kosztem. Zalety i wady wybranych metod molekular-
nych, wraz z przyktadami zastosowan w badaniach,
zostaty omowione w nastepnym podrozdziale.

Wybrane techniki molekularne w ekotoksykologii

Badania zmienno$ci genetycznej, zanim weszly
w dynamiczny rozwo6j pod koniec XX w., zdomino-
wane byly niemal catkowicie przez metode wyko-
rzystujaca allozymy. Allozymy to rézne formy biatka
kodowane przez rozne allele tego samego genu. Ich
rozréznienie polega na przeprowadzeniu elektrofo-
rezy 1 rozdzieleniu produktow o réznej mobilnosci
elektroforetycznej. Markery te sa kodominujace, co
pozwala na obliczenie heterozygotycznosci i homo-
zygotycznos$ci w badanej populacji. Ich efektywnosc¢
w stosunku do kosztu analizy jest zadowalajaca,
pomimo, ze pozwalajg wykry¢ tylko okoto 1/3 sub-
stytucji (zmiany sekwencji DNA dotyczace jednego
nukleotydu). Poniewaz jest to metoda stosunkowo
szybka i prosta, allozymy w dalszym ciaggu pozo-
staja w uzyciu, ale nie tak powszechnie jak to byto
w przesztosci, kiedy niedostepne byly inne metody.
Metoda badania allozymow zajmuje rowniez swoje
miejsce na liScie uzytecznych biomarkerow stosowa-
nych w ekotoksykologii. Jako przyktad postuzy¢ moga
badania prowadzone na dzdzownicy Dendrobaena
octaedra (Rzad: Haplotaxida) w gradiencie skazenia
w okolicach dwoch hut cynku w Polsce i w Szwecji.
Autorzy badajac zmienno$¢ genetyczna tego gatunku
przy pomocy dziesigciu enzymoéw, tylko w przypad-
ku zmienno$ci dwoch z nich (esterazy i dysmutazy
nadtlenkowej) stwierdzili staba korelacj¢ z indeksem

toksycznosci. Pomimo widocznych zmian w zaggszcze-
niu populacji, nie udato si¢ dowies¢ silnej zaleznosci
pomiedzy skazeniem $rodowiska (rte¢, kadm, miedz)
a zmienno$cig genetyczng w populacjach dzdzownic.

Z chwilg upowszechnienia lancuchowej reakcji
polimerazy (ang. PCR — polymerase chain reaction)
w latach 90. XX wieku, pojawity si¢ metody bazu-
jace na amplifikacji konkretnych fragmentéw geno-
mu, takie jak RAPD, ISSR czy polimorfizm rejonow
mikrosatelitarnych. Losowo amplifikowany polimor-
ficzny DNA (RAPD, ang. Random Amplifield Poly-
morphic DNA) to metoda, ktora opiera si¢ na reakcji
PCR. Jest to metoda dosy¢ tania i mozliwa do zasto-
sowania przy zupetnym braku danych dotyczacych
genomu badanego organizmu. W tej reakcji starte-
rami sg krotkie (10 par zasad) fragmenty o losowej
sekwencji. Dhugos¢ jadrowego DNA pozwala zalo-
zy¢, ze w sekwencji znajdzie si¢ co najmniej kilka,
a nawet kilkanascie fragmentéw komplementarnych
do naszego startera. Rozdzielajac produkty tej reak-
¢ji na zelu mozemy okresli¢ zarowno ich liczbe jak
1 rozmiar. Porownanie takich profili dla kilku osob-
nikow tego samego gatunku i stwierdzenie roznic
(powstaty rozne produkty) oznacza, ze w badanych
fragmentach DNA doszto do zmian spowodowanych
np. mutacjami. RAPD ma réwniez kilka powaznych
wad. Jest markerem dominujagcym (nie mozna odroz-
ni¢ heterozygoty od homozygot). Ponadto, nie mozna
okresli¢ jakie fragmenty zostaly namnozone w reak-
cji (czy byl to rejon kodujacy, czy niekodujacy?). Ko-
lejna wada tej metody jest to, ze bardzo trudno jest
uzyska¢ poréwnywalne wyniki pracujagc w réznych
laboratoriach i na réznym sprzgcie.

Jednym z przyktadéw zastosowania RAPD w ba-
daniach ekotoksykologicznych jest badanie wptywu
zanieczyszczenia wody morskiej przez hute otowiu
na zmienno$¢ genetyczng u dwoch gatunkéw organi-
zmow wodnych: Leander intermedius (Rzad: Deca-
poda — dziesigcionogi) i Platynympha longicaudata
(Rzad: Isopoda — rdwnonogi). W pracy stwierdzono,
ze w przypadku Leander intermedius ré6znorodno$¢
genetyczna w populacjach z terendw zanieczyszczo-
nych byta nizsza tylko w poré6wnaniu do jednej z po-
pulacji referencyjnych, natomiast zmienno$¢ w popu-
lacjach Platynympha longicaudata okazala si¢ nizsza
w populacjach z terenow skazonych w poréwnaniu
z wszystkimi populacjami z terenéw referencyjnych.
Wyniki te sugerowaé moga wplyw zanieczyszczenia
na zmienno$¢ genetyczna w tych populacjach, acz-
kolwiek aby to potwierdzi¢, warto bytoby zastosowac
inne markery molekularne.

Innym dominujacym markerem molekularnym
jest polimorfizm sekwencji migdzymikrosatelitarne;j,




ARTYKULY

Wszechswiat, t. 113, nr 7-9/2012

ISSR (ang. Inter-Simple Sequence Repeats). W meto-
dzie tej stosuje si¢ startery o dtugosci 1618 pz, o se-
kwencjach bardzo licznie wystepujacych w genomie,
dajace od 10 do 60 produktow o dtugosci 200-2000
par zasad. Stosowane startery moga by¢ niezakotwi-
czone, albo zakotwiczone na koncu 3’ lub 5°. Kotwi-
ca “anchor” w postaci 1-3 par zasad komplementar-
nych do sekwencji mikrosatelitarnej daje gwarancje
przyltaczenia do specyficznego mikrosatelitarnego
fragmentu DNA. Stosowane startery zawierajace se-
kwencje powtdérzone ([AG], [GA], [CT], [TC], [AC],
[CA]) wykazuja wysoki poziom polimorfizmu. Iden-
tyfikacja produktow nastgpuje na podstawie ich roz-
miaru, dlatego do ich rozdziatu stosuje si¢ bardzo
czute metody takie jak np. elektroforeza kapilarowa
lub na zelu poliakrylamidowym. Powszechne, w tego
rodzaju badaniach, jest stosowanie wielu par starte-
réw, co pozwala na uzyskanie bardziej wiarygodnej
informacji. W zwiazku z tym, ze marker ten jest do-
minujacy, analiza polega na poréwnywaniu profilu
prazkow uwidocznionych na zelach elektroforetycz-
nych poszczego6lnych osobnikow. Niewatpliwag zaleta
metody ISSR jest uniwersalny charakter starterow,
dzigki czemu mogag by¢ one uzywane w przypadku
gatunkow ro$lin i zwierzat, dla ktorych nie opisano
jeszcze starterow dla fragmentow mikrosatelitarnych.
Metoda ta shuzy do analiz filogenetycznych, a takze
tych dotyczacych poziomu zmienno$ci genetyczne;.
Przyktadem zastosowania tej metody w ekotoksy-
kologii sa badania nad gatunkiem Talitrus saltator
(zmieraczek plazowy, Rzad: Amphipoda — obunogi)
w miejscu skazenia metalami (rte¢, kadm, miedz).
Autorzy badan stwierdzili najnizszg zmienno$¢ gene-
tyczng w populacjach gdzie stgzenie rtgci bylo naj-
wyzsze. Nie stwierdzono takich zalezno$ci migdzy
zmienno$cig a stgzeniem pozostatych metali, kadmu
imiedzi. Uzycie w tym wypadku markerow ISSR po-
dyktowane bylo brakiem informacji na temat genomu
badanego gatunku.

Kolejng, ale juz specyficzna grupg markerow sa
»~mikrosatelity” — tandemowe powtorzenia prostych
sekwencji (2—4 par zasad) w genomie, nie kodujace
zadnej z cech, posiadajace wysoki stopien polimorfi-
zmu oraz dziedziczace si¢ zgodnie z prawami Mendla.
Polimorfizm tych fragmentow jest tak wielki, ze po-
ziom heterozygotycznosci w loci mikrosatelitarnych
wynosi przecigtnie 80%, natomiast czestos¢ mutacji
w takich loci szacuje si¢ na okoto 0,001 w locus na
pokolenie. Cechy te czynig owe fragmenty bardzo do-
brymi markerami molekularnymi. Charakterystyczne
dla tych markeréw jest to, ze sa specyficzne dla ga-
tunku, a u kazdego osobnika liczba takich powtorzen
w okreslonym locus moze by¢ rézna. Kazdy osobnik

diploidalny posiada po 2 kopie takich fragmentow,
aw kazdej z nich liczba powtorzen moze by¢ odmien-
na, co dodatkowo zwigksza polimorfizm. Ogrom-
ne mozliwos$ci markerow mikrosatelitarnych zache-
cajag do coraz czgstszych badan nad ich struktura
1 opracowaniami dla nowych gatunkow. Zrozumienie
procesOw powstawania nowych alleli w /loci mikro-
satelitarnych jest konieczne do ulepszania narzedzi
statystycznych i wlasciwego wnioskowania.

Zalety markerow mikrosatelitarnych zachecaja do
ich stosowania, niemniej jednak metoda ta ma pew-
ne ograniczenia. Aby praca z mikrosatelitami byta
w ogodle mozliwa, do stworzenia par starterow dla
tych fragmentow konieczna jest znajomos¢ sekwencji
konkretnych loci. Niestety jest to newralgiczny punkt
tej metody, zwlaszcza z punktu widzenia ekotoksy-
kologa, ktory poszukuje raczej gotowego ,,narz¢dzia”
pracy. Jezeli nawet znane sa takie sekwencje, nalezy
liczy¢ si¢ z tym, ze dopracowanie starterow i spraw-
dzenie czy produkty reakcji sa polimorficzne moze
zabra¢ duzo czasu i pochlonaé sporo srodkow fi-
nansowych.

Startery mikrosatelitarne znakuje si¢ fluorescen-
cyjnie, a produkty reakcji identyfikuje przy pomocy
elektroforezy kapilarowej na podstawie dtugosci, czy-
li tak naprawde liczby powtorzen krotkich fragmen-
tow. Analiza danych uzyskanych dzigki tej metodzie
pozwala oceni¢ ile alleli wystepuje w konkretnym
locus, ile sposrdd nich jest allelami wystepujacymi
tylko i wylacznie w konkretnej populacji (tzw. alle-
le prywatne), jaka jest heterozygotyczno$¢. Uzyska-
ne parametry pozwalajg oceni¢ poziom zmiennosci
w badanych populacjach, a takze wyciaga¢ nieco
dalej idace wnioski (np. historia populacji — efekt
,»sZyjki od butelki”). Zastosowanie markerow mi-
krosatelitarnych w ekologii populacyjnej zwigkszyto
mozliwosci badania struktury genetycznej populacji,
pokrewienstw, zmiennosci genetycznej i filogenezy
populacji. Oprocz stosowania markerow mikrosate-
litarnych do badania réznorodnos$ci w populacjach
gatunkow zagrozonych jak np. ry$, markery te sto-
suje sie z powodzeniem dla okreslenia zmiennosci
w populacjach narazonych na zanieczyszczenia.
Dobrym przyktadem moga by¢ badania zmienno$ci
genetycznej w populacjach myszy zaroslowej bytu-
jacych w poblizu huty metali niezelaznych, gdzie uzyto
10 loci mikrosatelitarnych. Skazenie potwierdzone
byto wysokim poziomem metali w glebie, malejacym
ze wzrastajacym dystansem od huty. Badania poka-
zaty ogoblnie wysoki poziom zmienno$ci wewnatrz-
populacyjnej we wszystkich populacjach, pokazaty
tez zroéznicowanie genetyczne pomigdzy populacjami
z terenow bardziej i mniej skazonych. Nie wykryto
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jednak bezposredniego wptywu skazenia na poziom
zmienno$ci genetycznej. Metoda markeré6w mikro-
satelitarnych zostala réwniez uzyta do okre$lenia
zmiennoS$ci genetycznej w populacjach nornicy rudej
z obszarow potozonych w okolicach hut cynku i oto-
wiu na Slasku (dane niepublikowane). Wyniki poka-
zaly, iz poziom zmienno$ci populacji skazonych niz-
szy byl w poréwnaniu z populacjami czystymi tylko
w wypadku jednej populacji. Prawdopodobnie czyn-
nikiem odpowiedzialnym byla, obok zanieczyszcze-
nia, izolacja (obszar ten otoczony jest terenami prze-
mystowymi i szerokimi jezdniami).

Sekwencjonowanie nowej generacji — perspekty-
wy zastosowania w ekotoksykologii

Wydawac¢ by si¢ mogto, ze w dziedzinie technik
molekularnych nauka osiagneta juz prawie wszystko,
jednakze naukowcy w dalszym ciagu poszukujg lep-
szych, szybszych i tanszych rozwigzan. Sekwencjo-
nowanie metodg Sangera przez wiele lat bylo meto-
da powszechnie stosowang w wielu laboratoriach na
$wiecie. Jednak wydajnosc¢ tej metody (koszty i pra-
cochlonno$¢) w pewnym momencie przestata by¢ dla
badaczy wystarczajaca. To stato si¢ motorem nowych
poszukiwan, dzigki ktorym rozwinety si¢ nowocze-
sne techniki sekwencjonowania nazywane ,,sekwen-
cjonowaniem nowej generacji”’ (ang. new generation
sequencing). Metody te (454, Ion Torrent, SOLID,
Illumina, PacBio) pozwalaja na sekwencjonowanie
tysiecy sekwencji jednocze$nie, dzigki czemu uzy-
skuje si¢ ogromna ilo$¢ danych w krotkim czasie
i kosztem nizszym, niz w przypadku metody Sangera.
Dzigki temu rozwijaja si¢ badania na gatunkach, kto-
rych genom nie byt dotychczas zsekwencjonowany,
a wiec rowniez badania z zakresu ekotoksykologii.
Zastosowanie sekwencjonowania wielkoskalowego
stwarza ogromne mozliwosci na przyktad w bada-
niach lokalnych adaptacji organizmoéw do skazonego
$rodowiska. Dobrym przyktadem moga by¢ badania
nad rosling Arabidopsis lyrata (Rzad: Brassicales —
kapustowce) na glebach bogatych w metale w Stanach
Zjednoczonych. Autorzy dzigki sekwencjonowaniu
nowej generacji (Illumina) uzyskali sekwencje wielu
osobnikow z gleb czystych i bogatych w metale. Na
podstawie uzyskanych wynikow, wytypowali miejsca
polimorficzne, ktoére moglyby odpowiada¢ za przy-
stosowanie tych roslin do gleb o wyzszej zawarto$ci

metali. Na liscie znalazly si¢ migdzy innymi geny
odpowiadajace za detoksyfikacje i transport metali,
co moze sugerowac lokalng adaptacje tego gatunku.
W badaniach europejskiego podgatunku tej ro$liny,
zsekwencjonowanie trzech loci pozwolito stwierdzi¢
réwnolegte zroznicowanie w jednym z loci, natomiast
w dwoch pozostatych pokazato inny polimorfizm,
co sugerowa¢ moze ewolucje zbiezng. Nowoczesne
metody sekwencjonowania sg, rowniez z sukcesem
wykorzystywane w przypadku krggowcow, np. u r6z-
nych gatunkéw ryb. Dobrym przyktadem jest gatunek
Perca flavescens, (Rzad: Perciformes — okonioksztatt-
ne) dla ktorej przeprowadzono analiz¢ transkryptomu
z prob watroby, zsekwencjonowanego dzigki meto-
dzie 454. Naukowcy wykazali, iz wraz z podwyzszo-
nym stezeniem metali w tej tkance zmniejszat si¢ po-
ziom transkrypcji wielu genow zwigzanych z synteza
biatek, uktadem odpornosciowym i metabolizmem.

Podsumowanie

Badania zmienno$ci genetycznej, jako jednego
z typow badan biordznorodnosci, staty si¢ bardzo
powszechne. Wybor odpowiedniego narzgdzia badan
jest bardzo istotny. Zastosowanie markerow mikrosa-
telitarnych wymaga moze nieco wickszego naktadu
pracy i wyzszych nakladow finansowych, ale daje
z pewnoscig niewspotmierne korzy$ci w porownaniu
do zastosowania opisywanych wcze$niej markerow
dominujacych, RAPD czy ISSR. Stosowanie mar-
kerow mikrosatelitarnych bazujacych na poznanej
sekwencji DNA danego gatunku nie tylko dostarcza
wigcej informacji, ale robwniez pozwala na porow-
nanie wynikow uzyskanych tg samg metoda przez
innych badaczy. Zastosowanie szybkich i prostych
metod np. RAPD i ISSR jest natomiast uzasadnione
w przypadku, kiedy mamy do czynienia z gatunka-
mi o nieznanym genomie. Jednakze autorzy podczas
analizowania wynikéw i formulowaniu wnioskow
pamigta¢ musza o ograniczeniach zwigzanych z tymi
metodami. Koniecznos$¢ zachowania ostroznosci w tej
kwestii lezy rowniez po stronie czytelnika. Duze na-
dzieje wiaza badacze z wykorzystaniem sekwencjo-
nowania nowej generacji. Wydaje sig, ze, zakres jego
uzycia zalezy gtownie od inwencji naukowca, gdyz
metoda ta niesie ze soba ogromne mozliwosci, a jej
popularnos¢ bedzie wciaz rosnaé, rowniez w bada-
niach ekotoksykologicznych.
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