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Podsumowanie .

Na wyktadach omawiali§my to na jakie pytania odpowiada ekologia molekularna, analizowanie
zmiennoS$ci na réoznych poziomach, przygladanie si¢ r6znym aspektom biologii gatunku, nie tylko
zwiazanych z sama genetyka, badanie przy pomocy markerow genetycznych — mikrosatelitarnych,
mitochondrialnych, obrabianie danych na komputerach.

Dzi$§ — jak nalezy si¢ przygotowywaé do tego, zeby zrealizowaé jaki$§ temat z zakresu ekologii
molekularne;j?

Wybieramy zagadnienie, a nast¢gpnie dobieramy do niego odpowiednie narz¢dzie molekularne,
zwykle wybor odpowiedniego markera molekularnego. Nastepnie odpowiednio analizuje si¢ ten
marker. Jakie problemy si¢ pojawiaja jesli chodzi o zagadnienia zwiazane z ekologia molekularng?
Bywaja zagadnienia, ktorych dostgpnymi metodami si¢ nie da rozwiazaé, albo tez metody sa zbyt
drogie i mato wydajne.

Materialy moga by¢ inwazyjne, pot-inwazyjne lub nieinwazyjne a nawet muzealne.

Jesli chodzi o zagadnienia genetyki populacyjnej, gdzie szacujemy zmienno$¢ genetyczna
populacji, zr6znicowanie mi¢dzy populacjami, mozemy si¢ poslugiwa¢ materialem nieinwazyjnym.
Ale jesli chcemy np. analizowa¢ wieloojcostwo, musimy mie¢ materiat bezposrednio od osobnika.
Im wigcej miejsc w genomie przebadamy tym lepiej, ale juz od pewnej ilosci nie warto zdobywac
wigcej bo informacja jest wystarczajaco kompletna. Zwykle trzeba przynajmniej 20 osobnikoéw —
absolutne minimum.

Jaka jest zalezno$¢ migdzy markerami molekularnymi a zagadnieniem jakie chcemy rozwiazac?

Sa dwie klasy markeréw: mitochondrialne (jednorodzicielskie) 1 kodominujace (dwurodzicielskie).
Jezeli interesuja nas zagadnienia na poziomie osobniczym, jak analiza rodzicielstwa,
wieloojcostwa, okreslanie areatu osobnikéw danego gatunku, to potrzebujemy takich markerow
ktére dadza doktadna charakterystyke poszczegodlnego osobnika, markerow mikrosatelitarnych,
kodominujacych w liczbie kilkunastu najlepiej. Dziedzicza si¢ one zgodnie z prawami Mendla,
wige $wietnie nadaja si¢ do analiz biologii rozrodu.

Jesli chodzi o genetyke populacyjna to nadaja sig tez wszelkie polimorficzne markery molekularne
réwniez DNA mitochondrialne, okre$lanie zmienno$ci w grupach osobnikéw, takze markery
dominujace jak AFLP, RAPD, allozyny.

Czy zawsze mamy dowolnos¢ wykorzystania markeréw molekularnych?

Sa pewne ograniczenia: nie zawsze potrafimy uzyska¢ wiarygodna informacj¢ o okreslonych
markerach w zalezno$ci od pochodzenia materiatu. Z mtDNA jest o wiele tatwiej uzyskac rzetelna
informacje, wolniej ono degraduje w probach nieinwazyjnych, jest wiecej kopii na komorke niz
zwyktego DNA.

Markery mikrosatelitarne w materiatach nieinwazyjnych 1 muzealnych — materiat genetyczny jest
stabej jako$ci, male stgzenie, zdegradowany. Analizy moga by¢ utrudnione. Jakie moga by¢
problemy? Dwa gtowne: ADO allelic drop-out i FA fals allelic — odrzucenie alleliczne, czyli ze
jeden z alelli markera nie ulega amplifikacji, bo si¢ zdegradowal, nie przytacza sig starter, a drugi
problem to wiaczanie si¢ obcego DNA np. ze srodowiska. W pierwszym przypadku zanizamy a w
drugim zawyzamy heterozygotyczno$¢ istniejaca. Sa metody majace na celu ograniczenie tych
btedow: strategia wieloprobéwkowa — dang mikrosatelit¢ u danego osobnika amplifikuje sig nie raz
ale kilka — kilkanascie razy i tworzy si¢ konsensusowy genotyp pokazujacy jak rzeczywiscie
genotyp wyglada. Bo nie w kazdym PCR dany allel si¢ zamplifikuje.

Inna metoda: multipleksowa amplifikacja - przeprowadza si¢ preamplifikacjg, czyli umieszcza si¢ w
mieszaninie wszystkie startery wszystkich mikrosatelitow jakie chcemy analizowaé¢, amplifikuje
sig, co ma na celu zwigkszenie liczby kopii okre$lonych fragmentow DNA. Produkt jest
materialem do dalszych amplifikacji, pojedynczych mikrosatelitow.

Jeszcze jeden pomyst — polaczenie multipleksowej amplifiacji z potzagniezdzonym PCR-em, dwie
reakcje, w drugiej reakcji matryca jest produkt pierwszej reakcji, stosuje si¢ tu inng pare starterow —



tzw. zagniezdzonych czyli takich ktére maja miejsca komplementarne wewnatrz produktu reakcji
pierwszej. Amplifikuje si¢ najpierw wszystko, pobiera si¢ produkt PCR-u 1 wprowadza si¢ semi-
nested reakcj¢ z zagniezdzonym jednym starterem, i dodatkowo przeprowadza sig ja jeszcze w
kilku powtorzeniach, produkty taczy si¢ 1 umieszcza w jednej analizie na sekwenatorze.

Warto tez planujac badania na materiale nieinwazyjnym, przeprowadzi¢ badanie pilotowe — w
ekstraktach z materialem amplifikuje si¢ mtDNA, jesli si¢ ono amplifikuje, wtedy probujemy w
tych probach bada¢ markery mikrosatelitarne. Jesli si¢ nie amplifikujq to trzeba udoskonali¢ etap
1zolacji.

Kiedy btedy sa najbardziej uciazliwe? Tabelka. np. zmienno$¢ genetyczna — wplyw bledow jest
oceniany jako niski lub $redni. Zaniza si¢ lub zawyza poziom heterozygotycznosci. Badajac duza
liczbg prob raczej nie powinni$my mie¢ problemu z okres$leniem réznorodnos$ci allelicznej. Wige
mozna proby nieinwazyjne stosowac.

Badania struktury genetycznej, zrdéznicowanie migdzy populacjami, bledy tez maja niewielkie
znaczenie.

Bledy maja duze znaczenie gdy dzialamy na poziomie osobniczym, jak badanie areatu,
rodzicielstwa, pokrewienstwa, etc. nalezy wprowadzac strategie ograniczajace bledy.

Gdy badamy jaki$ gatunek, moze mie¢ on juz scharakteryzowany genom, mikrosatelity, startery,
metody amplifikacji. Nie zawsze tak jest, czgsto sa to gatunki jeszcze nie zmapowane. Mozna
wykorzysta¢ cross-amplifikacj¢ — wykorzysta¢ informacj¢ od gatunku pokrewnego do amplifikacji
mikrosatelity u gatunku celowego cross-amplifikacja zwykle gorzej dziata na bezkregowcach. Jakie
moga si¢ pojawi¢ problemy? Moze mimo pokrewienstwa gatunkow, nie by¢ mikrosatelit
amplifikowanych tymi samymi starterami. Czgsto satelita polimorficzna u gatunku Zrodlowego
bedzie ampfilikowana ale u docelowego te satelity nie beda polimorficzne — bgda wystgpowaty w
caltym gatunku w postaci jednego allelu.

Jak szuka¢ informacji o mikrosatelitach dla gatunku albo grupy gatunkow? np. strona NCBI, mozna
tu znalez¢, sprawdzi¢ dostgpnos¢ roéznych markerow molekularnych dla danego gatunku.
Wyszukiwarki mikrosatelitarne: Primer3, gdzie wprowadza si¢ okreslona sekwencje fragmentu
genomu np. z genebanku, a on wyszukuje nam sekwencje mikrosatelitarne. np. Msatfinder (?).

nie zawsze stwierdzenie obecnosci alleli zerowych albo innych problemdéw z cross-amplifikacja jest
do wychwycenia na pierwszy rzut oka 1 prostymi metodami, dlatego pierwsze uzyskane dane warto
wprowadzi¢ do programu, ktéry da nam pierwsza analiz¢ wyniku, np. genalex. Microchecker —
specjalnie do tego przeznaczony, nakierowany gtownie na indentyfikacje¢ alleli zerowych 1 ich
frekwencjg. Okresla on poziom heterozygot w przypadku réznych klas genotypdéw — rézniacych sig
o jeden, dwa czy ile§ motywow powtorzonych i1 na tej podstawie identyfikuje czy mamy jakie$
odchylenia od heterozygotyczno$ci oczekiwanej i obserwowane;.

Ile powinnismy przebada¢ mikrosatelitéw zeby mie¢ informacje? O genetyce populacji potrzeba
przynajmniej 10 markerow mikrosatelitarnych, zeby dobrze scharakteryzowaé zmienno$¢ wewnatrz
1 zroznicowanie migdzy. Do badania rodzicielstwa wystarcza 2-4 jesli sa bardzo polimorficzne.
Analizy mtDNA — mozna postgpowac tak samo, czyli przyglada¢ si¢ temu co jest opublikowane 1
na tej podstawie prowadzi¢ badania, albo samemu projektowac startery bazujac tylko na
opublikowanych sekwencjach mtDNA.



