Nowosci

Plemniki jako wektory do wprowadzania obcego DNA

O rewelacyjnie prostej metodzie przekazywania obcego DNA przez plemniki mysie dowiedzie-
lismy sie z artykutu Marialuisa Lavitrano i wsp. (Instytut Medycyny Do$wiadczalnej, Rzym, Wiochy),

Obszerny komentarz zamieszczony w ,Science" (244, 1989, 1539-1540) przez Dawida
Dicksona wyjasnia wzajemne zaleznosci pomiedzy wioskim zespotem a autorami minireview
oraz informuje o spodziewanych efektach patentowych dla firm Genentech i Boehringer Ingel-
heim, z ktérymi autorzy minireview wspétpracuja.

Na czym polega prostota metody i waznos¢ odkrycia?

Dotychczas stosowane metody wprowadzania obcego materiatu genetycznego do komorki ja-
jowej wymagaly duzej precyzji i skomplikowanych przyrzadéw optycznych. Tymczasem zgodnie z
artykutem opublikowanym przez zespét Corrado Spadafora, wystarczy zmiesza¢ w buforze izoto-
nicznym przemyte plemniki mysie z kolistym lub liniowym DNA, aby po pietnastominutowej inkubacji
zaobserwowaé efektywne wigzanie DNA z gtéwkami plemnikow.

Zaptodnienie komoarek jajowych transferowanym nasieniem pozwala na otrzymanie z wysoka
czestotliwoscig zwierzat transgenicznych posiadajgcych geny uzyte do transformaciji mysich plem-
nikéw. Na 250 myszy powstatych z takich komdrek jajowych 30% zawiera obcy materiat genetyczny
wprowadzony przez plemniki. Do badari autorzy zastosowali liniowe i koliste DNA plazmidu
pSV2CAT, po czym u zwierzat transgenicznych wykazali obecno$¢ komplementarnych do
pSV2CAT, stosujgc metode z |. ang. Southern blotting oraz niezaleznie wykazali ekspresje genu
cat w miesniach myszy.

Zwierzeta transgeniczne przenosity uzyskane cechy genetyczne na potomstwo po skrzyzo-
waniu ich z osobnikami o dzikim genotypie.

Przypuszcza sig, ze nowa metoda bedzie miata duzy wplyw na postep w dziedzinie trans-
plantacji genéw i to zaréwno w zakresie badari naukowych jak i zastosowan praktycznych.
Obecnie prowadzi sie intensywne badania nad uzyskaniem odmian zwierzat cechujgcych sie
wzmozong intensywnoscig wzrostu, odpornoscig na choroby lub nawet zdolnoscig do wytwa-
rzania substancji uzytecznych z punktu widzenia medycyny. Przypuszcza sie réwniez, ze zwie-
rzeta transgeniczne przyczynia sie do zrozumienia mechanizméw powstawania choréb nowot-
worowych oraz do rozwoju badan nad terapia genowa.

Danuta Kunikowska
Opracowano na podstawie: (1989), Celi, 57, 701-702 oraz 717-723.

Biotechnologia przemystowa na Wegrzech

Dwaj amerykanscy specjaliSci w dziedzinie rozwoju biotechnologii (Mark Dibner z Centrum
Biotechnologii w Pin. Karolinie i Steven Burill z Kalifornii) poddali ocenie stan biotechnologii
przemystowej na Wegrzech. Ocena ta moze by¢ dla polskich czytelnikbw interesujgca ze
wzgledu na liczne podobienstwa miedzy nasza a wegierska rzeczywistoscia.

Ekonomia wegierska zawsze opierata sie na rolnictwie, a w sklad tradycyjnych gatezi prze-
mystu wchodzity: farmaceutyczny, chemiczny i przetworstwo spozywcze, Taki profil gospodar-
czy - wraz z dobrze rozwinietg baza naukowa i wysokim poziomem wyksztalcenia spoteczen-
stwa - daje potencjalnie doskonate warunki dla rozwoju przemystu opartego na biotechnologii.
Podstawowa przeszkodg jest obecny kryzys finansowy i brak srodkéw na inwestycje, a zatem
takze na rozwdj nauki i techniki. Wegierskie instytuty badawcze oraz wyzsze uczelnie reprezen-
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tujg dobry poziom naukowy ksztatcac jednoczesnie wysoko kwalifikowanych specjalistow. Jed-
nakze przechodzenie od eksperymentéw w pracowniach badawczych do technologii w skali
przemystowej odbywa si¢ bardzo wolno. Obecnie w wegierskich instytutach - o profilu biotechno-
logicznym, zatrudnionych jest okoto 800 pracownikéw. Gtéwng instytucjg w dziedzinie praktycz-
nych zastosowan biotechnologii jest kompania Merikipn {Meriklpn Research Laboratories Co.).
Zatozona ona zostata w 1980 r. i koordynowata wspoétdziatanie kilkunastu spétdzielni i instytutow
badawczych w celu wdrozenia przemystowego nowo opracowanych metod rozmnazania roslin
uprawnych. Meriklpn moze sie poszczyci¢ kilkoma duzymi sukcesami. Pierwszy udany projekt
to rozmnazanie w drodze poprzez hodowle tkankowa cennych odmian roslin, takich jak: szpa-
ragi, banany, kawa i ananasy. Nastepnym osiggnieciem bylo opracowanie metody uzycia nicieni
jako biologicznych $rodkéw owadobdjczych w gruntach uprawnych. Najwiekszym sukcesem
finansowym Merikipnu jest produkcja mini-ziemniakoéw sadzeniowych. Przez wiele lat Wegry -
potezny producent ziemniakoéw - zmuszone byty importowaé sadzeniaki z Holandii. Mini-sa-
dzeniaki (mini-tubers), ktérych metode otrzymywania opracowat Meriklpn, majg Srednice 10 do
35 mm, sa trwalsze od zwyklych ziemniakéw, zabezpieczone sag przed infekcjami i nadajg sie
do transportu. Technologia ta zostala zakupiona przez wiele krajéow zachodnich, a na Wegrzech
60% produkcji ziemniakéw opiera sie na ziemniakach sadzeniowych, produkowanych przez
Meriklpn. Z punktu widzenia naukowego najbardziej zaawansowane projekty badawcze Meriki-
pnu polegaja na wytwarzaniu przeciwciat monoklonalnych do celéw diagnostycznych, szcze-
golnie dla potrzeb uprawy roslin. Dzieki tym technikom Meriklpn jest w stanie kontrolowac¢ pro-
dukcje swoich nasion i sadzonek oraz sprzedawac¢ produkty nie zainfekowane.

Poza przedsiebiorstwem Meriklpn sg takze inne instytucje, ktére zajmuja sie produkcjg biotech-
nologiczng na Wegrzech. Sa to gtéwnie przedsiewziecia typu joint-venture. W ten sposéb powstaty
potezne zaklady produkujgce L-lizyne (w kooperacji z japonskim gigantem Kyowa Hakko). W 1988
r. powstata nowa kompania wegiersko-angielska (50% udziatu majg firmy wegierskie), wytwarzajgca
produkty do celéw diagnostycznych (choroby ludzkie i zwierzece). Ta nowa kompania ma juz
wytgczne prawo do 7 wegierskich patentdw, pracujg w niej gtébwnie specjalisci wegierscy, strona
angielska natomiast zapewnia wyposazenie techniczne i zajmuje sie ekspertyzg marketingowa.

W dwéch osrodkach - Centrum Badan Biologicznych w Szeged i na Uniwersytecie Rolni-
czym w GAOdoéllé (30 km od Budapesztu) prowadzi sie intensywne badania nad udoskonaleniem
starszych technologii bedacych obecnie w uzyciu w wegierskim rolnictwie i przemysle farma-
ceutycznym. Rezultatem tych prac jest, np. produkcja w laboratoriach zaktadéw farmaceutycz-
nych Egis naturalnego interferonu izolowanego z krwi, uzywanego w leczeniu bialaczki.
W Go6dollo jest obecnie na ukonczeniu ogromne Centrum Biotechnologii Rolnej.

Na Wegrzech dla rozwoju przemystu biotechnologicznego mimo kryzysu finansowego i braku
kapitatu inwestycyjnego - robi sie wiele. Wieksze inwestycje prywatne napotykaja na duze trud-
nosci z powodu istniejagcego systemu podatkowego. Inne, znane nam az zbyt dobrze problemy,
to brak wlasciwego wyposazenia laboratoriéw, niskie place pracownikéw naukowych (najnizsza
grupa uposazen) i trudnosci w zakupie odczynnikéw ( realizacja zamdéwienn moze trwa¢ nawet
rok). Istniejg takze bariery komunikacyjne (bardzo wazne zdaniem autorOéw artykutu): niewielkie
mozliwosci wyjazdéw zagranicznych, udziatlu w konferencjach naukowych, ograniczony dostep
do literatury i informacji naukowej. Inny problem to wegierski specyficzny system patentowy,
ktéry wprawdzie pozwala (w przeciwienstwie do wiekszosci krajéw) na opatentowanie nowych
odmian roslin i ras zwierzecych, lecz nie zezwala na objecie ochrong patentowa mikroorganiz-
moéw, produktéw wytworzonych droga chemiczng lub droga rekombinaciji genetycznej.

Zdaniem autoréw artykutu, najlepsze szanse dla biotechnologii przemystowej na Wegrzech
daja rozwigzania typu joint-venture, przy czym dla zachodnich partneréw czynnikiem przycia-
gajacym jest, poza dobrg baza naukowa, niski koszt pracy i tatwos¢ znalezienia kadry o wy-
sokich kwalifikacjach. W marcu 1988 r. w Budapeszcie odbyta sie konferencja ,okragtego
stotu” z udzialem m.in. przedstawicieli USA i Wielkiej Brytanii, na temat rozwoju biobusinessu
na Wegrzech, gdzie oceniono wegierski potencjat biotechnologiczny. Czas pokaze, czy Wegry
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zostang potentatem biotechnologicznym, przynajmniej wsrdd krajow Europy Wschodniej, czy
tylko producentem mini-ziemniakéw.

Krystyna BienkowskaSzewczyk
Opracowano na podstawie: (1988), Trends in Biotechnology, 6, 8, 180-184.

WIPO

Pod protektoratem Swiatowej Organizacji Wtasnosci Intelektualnej (WIPO - World Intellectual
Property Organisation) odbyta sie w Genewie miedzynarodowa sesja poswiecona innowacjom
biotechnologicznym (Genewa, pazdziernik 1988). Podstawowe zagadnienia omawiane w trakcie
sesji wybrano na podstawie ankiet wypetnionych przez przedstawicieli panstw cztonkowskich.
W wyniku tak dobranej tematyki obrady skupialy sie wokét trzech podstawowych problemow:

1. Patentowania procesoéw technologicznych, wiacznie z ochrong patentowa procesow prze-
biegajacych z udziatem zywych organizméw lub ich czesci (np. tkanek, komoérek), przy czym
termin ,zywy organizm" dotyczy zaréwno uktadoéw roslinnych jak i zwierzecych.

2. Patentowanie produktéw; podobnie jak w przypadku proceséw technologicznych zaklada
sie obecnie mozliwo$¢ patentowania zywych organizmow.

W odniesieniu do wymienionych punktow szczegolng uwage poswiecono kwestiom dotycza-
cym rolnictwa i roslin. Ta dziedzina biotechnologii i inzynierii genetycznej jest stosunkowo zaawan-
sowana, a jednoczesnie od dawna istniejg okreslone uregulowania prawne, np. w zakresie ochrony
nowych odmian. Przepisy te muszg by¢ uwzglednione przy formutowaniu nowych aktéw prawnych.

3. Zakres ochrony patentowej; problem ten jest szczegodlnie ztozony w przypadku rozpa-
trywania zagadnienn w skali catego $wiata, bowiem przepisy w poszczegdlnych krajach sg bardzo
zr6znicowane. Nie ulega watpliwosci, ze uproszczenie, czy nawet ujednolicenie przepiséw
w istotny sposob ufatwitoby przeptyw informacji patentowej i mogtoby korzystnie wplyna¢ na
rozwoj ekonomiczny. Wymownym przyktadem ilustrujgcym ztozonos$¢ zagadnienia jest kwestia
deponowania patentowanych mikroorganizméw oraz mozliwos¢ dostepu do nich, np. czy zde-
ponowane prébki winny by¢ dostepne w trakcie procedury patentowania, czy tez dopiero po
uzyskaniu patentu, czy mozna przekazywa¢ w celach niekomercjalnych probki poza obszar
objety ochrong patentowa, itp.

T.T.

Opracowano na podstawie: (1989), January, Intelectual Property in Business, 1, 23-24.

Nowe narzedzie w stuzbie starej nauki; wykorzystanie polimorfizmu
fragmentoéw restrykcyjnych w hodowli roslin

Tradycyjna hodowla opiera sie na selekcji roslin na podstawie fenotypu. Fenotyp danej
rosliny jest wyktadnikiem genotypu zmodyfikowanego przez warunki wzrostu. Wyhodowanie
nowej odmiany, ze wzgledu na niedoskonato$¢ metod selekcji, wymaga wieloletnich doswia-
dczen Polowych. Nowoczesne techniki biotechnologiczne stwarzajg mozliwosci bezposredniej
selekcji pozadanych genotypéw. Genetycy roslin pracujag obecnie nad utworzeniem zbiorow
polimorficznych fragmentéw restrykcyjnych (z j. ang. restriction fragment length polymorphism
libraries) dla r6znych roslin uprawnych (kukurydza, pomidory, ziemniaki, salata, pszenica) aby
usprawni¢ metody selekcji i przez to skroci¢ okres oczekiwania na nowe odmiany.

Po raz pierwszy wykorzystano polimorfizm fragmentéw restrykcyjnych w genetyce cztowieka
w 1980 r. Od tego czasu metoda konstruowania map genetycznych w oparciu o RFLP zostata
zaadaptowana w réznych dziedzinacfi nauki ze $wiata roélin i zwierzat. Metoda ta polega na klono-
waniu pojedynczo wystepujgcych odcinkéw DNA z poszczegdlnych organizmoéw i uzyciu ich jako
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sond (z j. ang. probe) do hybrydyzacji z homologicznymi odcinkami DNA pochodzacymi z badanej
populacji osobnikéw Fz lub z kr7yzéwek wstecznych. Segregacja wielu pojedynczych odcinkéw
DNA umozliwia skonstruowanie map genetycznych (z j. ang. genetic linkage maps).

Zainteresowanie RFLP jest mozliwe jedynie woéwczas, gdy badany organizm rozmnaza sig
na drodze piciowej i posiada niepowtarzajgce sie odcinki DNA. Pierwszy warunek nie stanowi
problemu u roslin, jako ze wiekszos¢ organizméw roslinnych rozmnaza sie piciowo. Réwniez
znalezienie pojedynczo wystepujgcych odcinkéw DNA jest mozliwe; specjalne techniki utatwiajg
ich identyfikacje. Selekcja za pomoca polimorficznych odcinkéw DNA rézni sie od selekcji na
podstawie cech morfologicznych w paru istotnych punktach; 1) selekcja na poziomie DNA
pozwala na réwnoczesng analize alleli recesywnych i dominujacych (z j. ang. codominant)] 2)
r6znorodno$¢ markeréw RFLP znacznie przewyzsza liczbe dostepnych markeréw morfologicz-
nych, zwiekszajgc efektywnos¢ selekcji; 3) ogolnie uwaza sie, ze RFLP sg fenotypowo neutralne
i 4) nie wykazujg interakcji epistatycznych.

Obecnos¢ polimorfizmu fragmentéw restrykcyjnych w sasiedztwie genéw kontrolujgcych
wazne cechy uzytkowe pozwala na sporzadzenie map genetycznych (z j. ang. linkage between
RFLP markers and major genes), umozliwia lokalizacje genéw wptywajgcych na cechy polige-
niczne, stwarza mozliwosci szybkiej selekcji potomstwa z krzyzéwek wstecznych i z hybrydéw
z gatunkami dzikimi, utatwia badania ewolucyjne poprzez zastosowanie sond z jednego ga-
tunku do hybrydyzacji DNA pochodzacego z gatunkéw pokrewnych. Stosujgc RFLP mozna
réwniez skréci¢ okres selekcji na odpornos¢ na rézne czynniki biotyczne i abiotyczne. Testo-
wanie potomstwa w szklarni czy w warunkach polowych na kazdy z czynnikbw osobno mozna
zastgpi¢ zbiorowa analizg RFLP w laboratorium. Badania tego rodzaju dajg dobre wyniki w ho-
dowli pomidoréw, gdzie bliskie sasiedztwo specyficznych genéw i RFLP pozwala na jedno-
czesng selekcje na odpornos¢ na wirusa mozaiki tytoniu, Fusarium, nicienie, na pokréj rosliny
i na pewne cechy dojrzewania owocéw na poziomie DNA.

Wiele cech uzytkowych kontrolowanych jest przez wiecej niz jeden gen (z j. ang. polygenic
traits). Posiadanie szczegétowych map RFLP pozwala na umiejscowienie poszczegdlnych ge-
noéw na chromosomach i okreslenie liczby genéw wptywajacych na danag ceche. Analiza po-
tomstwa F2 lub potomstwa powstatego z krzyzéwek wstecznych (zazwyczaj powyzej 100 roslin)
w kierunku okreslonych cech poligenicznych i réwnolegle badanie RFLP pozwala na wykrycie
zblizonej lokalizacji (z j ang. OTL likehood maps). Uzywajagc do badan pomidory, skonstruo-
wano mapy na cechy wielogenowe, jak: plon i miesistos¢ owocow.

Krzyzowanie z gatunkami dzikimi jest niezmiernie przydatne przy przenoszeniu poszczegol-
nych genéw, np. odpornosci na danag chorobe. Jednakze, wymaga to calego szeregu krzy-
z6éwek wstecznych z odmiana uprawng aby wyeliminowaé z potomstwa wszystkie geny, ktore
nie majg charakteru uzytkowego. Dysponujac mapa RFLP rodzicéw i potomstwa mozna przy-
spieszyC selekcje w skali 100 pokolen do 2, stosujac RFLP. Metoda ta znalazta zastosowanie
w hodowli pszenicy, ryzu, pomidoréw i ziemniakow.

Zastosowanie RFLP pozwala na przeprowadzenie miedzygatunkowych badan poréwnaw-
czych. Stosujac sondy z DNA pomidora do hybrydyzacji z DNA ziemniaka wykryto, ze garnitury
chromosomowe obu gatunkéw réznig sie jedynie trzema inwercjami paracentrycznymi.

Szczeg6towa mapa RFLP moze réwniez by¢ pomocna w klonowaniu genéw o nieznanym
produkcie, np. geny regulacyjne. Markery RFLP pofozone z obu stron genu umozliwiajg sek-
wencjonowanie danego odcinka chromosomu (z j. ang. chromosome walking) w celu poznania
sekwencji danego genu. Tego rodzaju préby dokonywane sg obecnie w genetyce czlowieka.

Badania polimorfizmu fragmentéw restrykcyjnych, jak sie wydaje, sg obiecujgcym narze-
dziem w nowoczesnej hodowli roslin. Selekcja oparta o RFLP, cho¢ nie zastgpi tradycyjnej
selekcji, moze przyspieszy¢ okres wyhodowania nowych odmian.

Joanna Werner
Opracowano na podstawie: (1989), March, Biotechnology, 257-264.
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zostang potentatem biotechnologicznym, przynajmniej wsréd krajow Europy Wschodniej, czy
tylko producentem mini-ziemniakéw.

Krystyna BienkowskaSzewczyk

Opracowano na podstawie: (1988), Trends in Biotechnology, 6, 8, 180-184.

WIPO

Pod protektoratem Swiatowej Organizacji Wiasnosci Intelektualnej (WIPO - World Intellectual
Property Organisation) odbyta sie w Genewie miedzynarodowa sesja poswiecona innowacjom
biotechnologicznym (Genewa, pazdziernik 1988). Podstawowe zagadnienia omawiane w trakcie
sesji wybrano na podstawie ankiet wypetnionych przez przedstawicieli panstw cztonkowskich.
W wyniku tak dobranej tematyki obrady skupialy sie wokét trzech podstawowych problemoéw:

1. Patentowania proceséw technologicznych, wigcznie z ochrong patentowg procesoéw prze-
biegajacych z udzialem zywych organizmoéw lub ich czesci (np. tkanek, komérek), przy czym
termin ,zywy organizm” dotyczy zaréwno uktadéw roslinnych jak i zwierzecych.

2. Patentowanie produktéw; podobnie jak w przypadku proceséw technologicznych zaktada
sie obecnie mozliwos¢ patentowania zywych organizmoéw.

W odniesieniu do wymienionych punktéw szczegélng uwage poswiecono kwestiom dotycza-
cym rolnictwa i rodlin. Ta dziedzina biotechnologii i inzynierii genetycznej jest stosunkowo zaawan-
sowana, a jednoczesnie od dawna istniejg okreslone uregulowania prawne, np. w zakresie ochrony
nowych odmian. Przepisy te muszg by¢ uwzglednione przy formutowaniu nowych aktow prawnych.

3. Zakres ochrony patentowej; problem ten jest szczegoélnie ztozony w przypadku rozpa-
trywania zagadnienh w skali calego $wiata, bowiem przepisy w poszczeg6lnych krajach sg bardzo
zréznicowane. Nie ulega watpliwosci, ze uproszczenie, czy nawet ujednolicenie przepiséw
w istotny sposéb utatwitoby przeptyw informacji patentowej i mogtoby korzystnie wplyng¢ na
rozw0j ekonomiczny. Wymownym przyktadem ilustrujgcym ztozono$¢ zagadnienia jest kwestia
deponowania patentowanych mikroorganizmow oraz mozliwos¢é dostepu do nich, np. czy zde-
ponowane prébki winny by¢ dostepne w trakcie procedury patentowania, czy tez dopiero po
uzyskaniu patentu, czy mozna przekazywa¢ w celach niekomercjalnych probki poza obszar
objety ochrong patentowa, itp.

T.T.

Opracowano na podstawie: (1989), January, Intelectual Property in Business. 1, 23-24.

Nowe narzedzie w stuzbie starej nauki: wykorzystanie polimorfizmu
fragmentow restrykcyjnych w hodowli roslin

Tradycyjna hodowla opiera sie na selekcji roslin na podstawie fenotypu. Fenotyp danej
rosliny jest wyktadnikiem genotypu zmodyfikowanego przez warunki wzrostu. Wyhodowanie
nowej odmiany, ze wzgledu na niedoskonato$¢ metod selekcji, wymaga wieloletnich doswia-
dczen polowych. Nowoczesne techniki biotechnologiczne stwarzaja mozliwosci bezposredniej
selekcji pozgadanych genotypow. Genetycy roslin pracujg obecnie nad utworzeniem zbioréw
polimorficznych fragmentéw restrykcyjnych (z j. ang. restriction fragment length polymorphism
libraries) dla réznych roslin uprawnych (kukurydza, pomidory, ziemniaki, satata, pszenica) aby
usprawni¢ metody selekcji i przez to skroci¢ okres oczekiwania na nowe odmiany.

Po raz pierwszy wykorzystano polimorfizm fragmentéw restrykcyjnych w genetyce czlowieka
w 1980 r. Od tego czasu metoda konstruowania map genetycznych w oparciu o RFLP zostata
zaadaptowana w réznych dziedzinach nauki ze $wiata roslin i zwierzat. Metoda ta polega na klono-
waniu pojedynczo wystepujacych odcinkéw DNA z poszczeg6lnych organizméw i uzyciu ich jako
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sond (z j. ang. probe) do hybrydyzacji z homologicznymi odcinkami DNA pochodzacymi z badanej
populacji osobnikéw F2 lub z krzyzéwek wstecznych. Segregacja wielu pojedynczych odcinkéw
DNA umozliwia skonstruowanie map genetycznych (z j. ang. genetic linkage maps).

Zainteresowanie RFLP jest mozliwe jedynie wéwczas, gdy badany organizm rozmnaza sie
na drodze piciowej i posiada niepowtarzajgce sie odcinki DNA. Pierwszy warunek nie stanowi
problemu u roslin, jako ze wiekszo$¢ organizméw roslinnych rozmnaza sie piciowo. Roéwniez
znalezienie pojedynczo wystepujacych odcinkéw DNA jest mozliwe; specjalne techniki utatwiaja
ich identyfikacje. Selekcja za pomoca polimorficznych odcinkéw DNA r6zni sie od selekcji na
podstawie cech morfologicznych w paru istotnych punktach: 1) selekcja na poziomie DNA
pozwala na réwnoczesng analize alleli recesywnych i dominujgcych (z j. ang. codominant)] 2)
ré6znorodnos¢ markeréw RFLP znacznie przewyzsza liczbe dostepnych markeréw morfologicz-
nych, zwiekszajgc efektywnosc¢ selekcji; 3) ogollnie uwaza sie, ze RFLP sg fenotypowo neutralne
i 4) nie wykazuja interakcji epistatycznych.

Obecnos$¢ polimorfizmu fragmentéw restrykcyjnych w sasiedztwie genéw kontrolujgcych
wazne cechy uzytkowe pozwala na sporzadzenie map genetycznych (z j. ang. linkage between
RFLP markers and major genes), umozliwia lokalizacje genéw wplywajacych na cechy polige-
niczne, stwarza mozliwosci szybkiej selekcji potomstwa z krzyzéwek wstecznych i z hybrydéw
z gatunkami dzikimi, utatwia badania ewolucyjne poprzez zastosowanie sond z jednego ga-
tunku do hybrydyzacji DNA pochodzgcego z gatunkéw pokrewnych. Stosujgc RFLP mozna
réwniez skréci¢ okres selekcji na odpornos¢ na rézne czynniki biotyczne i abiotyczne. Testo-
wanie potomstwa w szklarni czy w warunkach polowych na kazdy z czynnikbw osobno mozna
zastgpi¢ zbiorowa analiza RFLP w laboratorium. Badania tego rodzaju dajg dobre wyniki w ho-
dowli pomidoréw, gdzie bliskie sgsiedztwo specyficznych genéw i RFLP pozwala na jedno-
czesng selekcje na odpornos$¢é na wirusa mozaiki tytoniu, Fusarium, nicienie, na pokréj rosliny
i na pewne cechy dojrzewania owocéw na poziomie DNA.

Wiele cech uzytkowych kontrolowanych jest przez wiecej niz jeden gen (z j. ang. polygenic
traits). Posiadanie szczeg6towych map RFLP pozwala na umiejscowienie poszczegélnych ge-
néw na chromosomach i okres$lenie liczby genéw wplywajacych na dang ceche. Analiza po-
tomstwa Fz lub potomstwa powstatego z krzyzéwek wstecznych (zazwyczaj powyzej 100 roslin)
w kierunku okreslonych cech poligenicznych i réwnolegle badanie RFLP pozwala na wykrycie
zblizonej lokalizacji (z j. ang. OTL likehood maps). Uzywajac do badan pomidory, skonstruo-
wano mapy na cechy wielogenowe, jak; plon i miesistos¢ owocow.

Krzyzowanie z gatunkami dzikimi jest niezmiernie przydatne przy przenoszeniu poszczegol-
nych gendéw, np. odpornosci na dana chorobe. Jednakze, wymaga to catego szeregu krzy-
z6bwek wstecznych z odmiang uprawng aby wyeliminowaé¢ z potomstwa wszystkie geny, ktére
nie majg charakteru uzytkowego. Dysponujac mapa RFLP rodzicow i potomstwa mozna przy-
spieszy¢ selekcje w skali 100 pokolen do 2, stosujgc RFLP. Metoda ta znalazta zastosowanie
w hodowli pszenicy, ryzu, pomidoréw i ziemniakéw.

Zastosowanie RFLP pozwala na przeprowadzenie migedzygatunkowych badan poréwnaw-
czych. Stosujac sondy z DNA pomidora do hybrydyzacji z DNA ziemniaka wykryto, ze garnitury
chromosomowe obu gatunkéw réznig sie jedynie trzema inwercjami paracentrycznymi.

Szczeg6towa mapa RFLP moze réwniez byé pomocna w klonowaniu genéw o nieznanym
produkcie, np. geny regulacyjne. Markery RFLP potozone z obu stron genu umozliwiajg sek-
wencjonowanie danego odcinka chromosomu (z j. ang. chromosome walking) w celu poznania
sekwencji danego genu. Tego rodzaju proby dokonywane sa obecnie w genetyce czlowieka.

Badania polimorfizmu fragmentéw restrykcyjnych, jak sie wydaje, sa obiecujgcym narze-
dziem w nowoczesnej hodowli roslin. Selekcja oparta o RFLP, cho¢ nie zastapi tradycyjnej
selekcji, moze przyspieszy¢ okres wyhodowania nowych odmian.

Joanna Werner
Opracowano na podstawie; (1989), March, Biotechnology, 257-264.
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