WYKŁAD 1

DEPARTAMENT OCHRONY PRZYRODY "AKTUALNE REULACJE PRAWNE DOTYCZĄCE GMO"
· GŁÓWNE CECHY PRAWODASTWA REGULUJĄCE KWESTIE GMO
- Podejście kompleksowe i całościowe,
- Podkreślenie wagi nowych zdobyczy biotechnologii dla dalszego rozwoju UE,
- Przewidywanie kontroli organów państwowych i wspólnotowych, 
- Nacisk na realizacje zasady „case by case",
- Ochrona zdrowia ludzkiego i środowiska naturalnego,
- Ochrona praw konsumentów,
- Nakaz oceny ryzyka związanego z użyciem GMO,
- Wprowadzenie obowiązku szczegółowego badania GMO na każdym etapie
ich użycia i monitorowanie ich po uwolnieniu do środowiska naturalnego lub
wprowadzenia do obrotu,
- Umożliwianie podejmowania natychmiastowych działań w przypadku
pojawienia się zagrożenia.
· Traktaty
Rozporządzenia (wiążą w całości i są bezpośrednio stosowane.)
Dyrektywy (wiążą adresatów co do rezultatu, jaki ma być osiągnięty pozostawiając im swobodę w kwestii sposobu implementacji )
Decyzje (wiążą adresatów, do których są skierowane)
Orzeczenia Europejskiego Trybunału Sprawiedliwości
Podejście kompleksowe i całościowe
· WAŻNIEJSZE ZASADY RZĄDZĄCE REGULACJAMI UE W SPRAWIE GMO
Zasada przezorności - nakazuje zastosowanie środków
zapobiegawczych tam, gdzie dane naukowe odnośnie do możliwości
wystąpienia zagrożeń są niewystarczające,- niekonkluzywne bądź
niepewne, zaś wstępna ocena naukowa wskazuje na możliwość
wystąpienia zagrożeń.
Zasada „case by case"- nakazuje traktować każdy przypadek
GMO indywidualnie bez wyciągania ogólnych wniosków co do
bezpieczeństwa/ niebezpieczeństwa, związanego z użyciem GMO
Poszanowanie praw konsumenta m. in do wyboru pomiędzy
produktami zmodyfikowanymi i niezmodyfikowanymi.
· REGULACJE PRAWNE UE
- Zamknięte użycie genetycznie zmodyfikowanych mikroorganizmów:
Dyrektywa Rady nr 90/219/EWG z 1990 roku w i
zmieniająca ją Dyrektywa Rady nr 98/81/WE z 1998 roku;

- Zamierzone uwalnianie do środowiska GMO:
Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady nr 2001/18/WE z 2001 roku uchylająca Dyrektywę Rady 90/220/EWG w sprawie zamierzonego uwalniania do
środowiska organizmów genetycznie zmodyfikowanych.
- Genetycznie zmodyfikowana żywność i pasze:
- Rozporządzenie Parlamentu Europejskiego i Rad (WE) Nr 1829/2003 z 2003 roku
- Identyfikacja i oznakowanie organizmów genetycznie zmodyfikowanych oraz identyfikacji produktów  żywnościowych i paszowych wytworzonych  z organizmów genetycznie zmodyfikowanych:
Rozporządzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) Nr 1830/2003 z 2003 roku, zmieniające Dyrektywę 2001/18/WE
- Transgeniczne przemieszczenia organizmów genetycznie zmodyfikowanych:
Rozporządzenie Parlamentu Europejskiego i  Rady (WE) Nr 1946/2003 z 2003 roku.
- system ustanawiania oraz przypisywania niepowtarzalnych identyfikatorów organizmom zmodyfikowanym genetycznie:
Rozporządzenie Komisji (WE) nr 65/2004 z 2004 r.
- wspólnotowe laboratorium referencyjne dla organizmów zmodyfikowanych genetycznie:
Rozporządzenie Komisji (WE) nr 1981/2006 z 2006 r. ustalające szczegółowe zasady wykonania przepisów art. 32 rozporządzenia (WE) nr 1829/2003 Parlamentu Europejskiego i Rady
· ZAMKNIĘTE UŻYCIE GMM 
Dyrektywa 90/219/EWG i 98/81/WE
- działanie polegające na modyfikacji genetycznej mikroorganizmów 
-prowadzenie kultur mikroorganizmów genetycznie zmodyfikowanych, 
- magazynowaniu i transporcie w obrębie zakładu inżynierii genetycznej, niszczeniu, usuwaniu lub wykorzystywaniu tych mikroorganizmów w inny sposób

Zabezpieczenia w postaci zamkniętej instalacji, zamkniętego pomieszczenia lub innej fizycznej bariery, w celu ograniczenia kontaktu mikroorganizmów z, ludźmi i środowiskiem.
Art. 5 Dyrektywy 98/81/WE
Państwa Członkowskie maja obowiązek:  
- podejmowania Wszelkich odpowiednich kroków w celu, niknięcia negatywnych skutków dla  ludzkiego zdrowia i środowiska, jakie mogłoby wyniknąć z użytkowania GMM w warunkach zamkniętych
Użytkownik GMM ma obowiązek:
- przeprowadzania oceny zagrożenia dla zdrowia ludzi i środowiska, jakie mogą    stwarzać działania zamkniętego użycia GMM. 
- sklasyfikować GMM do jednej z czterech kategorii zagrożenia, którym odpowiadają odpowiednie stopnie hermetyczności. 

Cztery kategorie zagrożenia dla zamkniętego użycia:
1. I kategoria zagrożenia- zamknięte użycie nie powodujących zagrożeń lub powodujących znikome zagrożenie dla zdrowia ludzi lub dla środowiska;
2. II kat. zagrożenia - zamknięte użycie powodujących niewielkie zagrożenie dla zdrowia ludzi lub dla środowiska;
3. III kategoria zagrożenia - zamknięte użycie powodujących umiarkowane zagrożenia dla zdrowia ludzi lub dla środowiska;
4. IV kategoria zarażenia - zamknięte użycie powodujących duże zagrożenia dla zdrowia ludzi lub dla środowiska.

Załącznik IV - szczegółowe informacje dotyczące warunków bezpieczeństwa, jakie powinien spełniać użytkownik dokonujący zamkniętego użycia i wykaz innych środków ochronnych wymaganych w trakcie wykonywania działań zamkniętego użycia.

Jeżeli zamknięte użycie wykonywane jest po raz pierwszy, użytkownik GMM, przed podjęciem działań, zobligowany jest do złożenia notyfikacji (wniosku).
	
Dalsze użytkowanie GMM w warunkach zamkniętego użycia, które zaklasyfikowano do kategorii 1 może przebiegać bez kolejnych notyfikacji.
	
Prowadzenie działań zamkniętego użycia zaliczanych do kategorii 1 nie wymaga decyzji organów właściwych do ich podejmowania.

kategoria 2 - złożenie notyfikacji (wniosku) - 45 dni od dnia przedłożenia wniosku.

kategoria 3 i 4 - złożenie notyfikacji - 90 dni od dnia przedłożenia wniosku.

Kategorie 2, 3 i 4 wymagają decyzji organu kompetentnego.

· DYREKTYWA 2001/18/WE
w sprawie zamierzonego uwolnienia do środowiska GMO oraz uchylenia Dyrektywy 90/220/EWG
CEL DYREKTYWY 2001/18/WE
Harmonizacja , prawa, regulacji i postanowień wykonawczych , w Państwach Członkowskich oraz  ochrona ludzkiego zdrowia i środowiska podczas:

- przeprowadzania zamierzonego uwalniania do środowiska GMO w innym celu niż wprowadzanie ich do obrotu we Wspólnocie;

- Wprowadzania do obroni we wspólnocie GMO jako produkty lub w produktach. 
· DEFINICJE
· Zamierzone uwolnienie: oznacza działanie polegające na zamierzonym wprowadzeniu do środowiska GMO albo ich kombinacji, w celach doświadczalnych, bez stosowania zabezpieczeń mających na celu ograniczanie ich kontaktu z ludźmi i środowiskiem (część B Dyrektywy)
· Wprowadzenie do obrotu: oznacza czynność polegającą na dostarczeniu lub udostępnieniu osobom trzecim, odpłatnie lub nieodpłatnie, produktu ( część C Dyrektywy) 
· DYREKTYWA 2001/18/WE - część B
Każde działanie polegające na zamierzonym uwolnieniu GMO do środowiska powinno być poprzedzone przedłożeniem notyfikacji.

Właściwy organ potwierdza datę otrzymania wniosku, bierze pod uwagę wszelkie informacje otrzymane od innych Państw, Członkowskich udziela notyfikującemu "odpowiedzi na piśmie w terminie 90 dni od daty otrzymania notyfikacji. 
http://gmoinfo.jrc.it


Notyfikujący może przeprowadzić uwolnienie tylko wówczas, gdy
otrzymał pisemne pozwolenie od właściwego organy oraz
zachowa wszelkie warunki wymagane w tym pozwoleniu. 

Po zakończeniu uwalniania, notyfikujący powinien przekazać właściwemu organowi wyniki uwolnienia z uwzględnieniem wszelkich zagrożeń dla ludzkiego zdrowia lub środowiska, jakie pojawiły się w trakcie trwania zamierzonego uwalniania.
· DYREKTYWA 2001/18/WE - część C
Wprowadzenie do obrotu GMO jako produktu i w produktach.
Wprowadzenie do obrotu GMO lub kombinacji GMO jako produktu lub w produktach, wymaga złożenia wniosku do właściwego organu Państwa Członkowskiego, w którym taki GMO ma być wprowadzony po raz pierwszy.

Właściwy organ potwierdza datę otrzymania wniosku oraz bezzwłocznie przekazuje streszczenie zawartości WSZELKICH przedłożonych DOKUMENTÓW, do właściwych organów innych Państw Członkowskich i do Komisji.

Jeżeli notyfikacja  jest przygotowana właściwie, organ właściwy przygotowuje raport oceniający i przekazuje wraz z  wnioskiem do KE.
KE przesyła ją wraz z raportem oceniającym, najpóźniej, w ciągu 30 dni od jego otrzymania, właściwym organom innych Państw Członkowskich.

Jeżeli właściwy organ, który przygotował raport, zdecydował, że GMO nie powinien(y) być wprowadzony(e)  do obrotu, wniosek zostanie odrzucony.
Decyzja organu musi posiadać uzasadnienie.

Decyzję organu kompetentnego poprzedza decyzja KE.

Pozwolenie zawiera: zakres pozwolenia, warunki wprowadzenia do obrotu produktu, wymagania względem opakowania i znakowania (dotyczy produktu zawierającego powyżej 0,9% GMO), wymagania dotyczące monitorowania.

Pozwolenie wydaje się maksymalnie na 10 lat poczynając od dnia jego wydania

Monitorowanie
Po wprowadzeniu do obrotu GMO jako produkt lub w produktach , wnioskodawca ma obowiązek prowadzenia monitorowania i raportowania o tych produktach zgodnie z warunkami wyszczególnionymi w pozwoleniu.

Wolny przepływ towarów
Państwa Członkowskie nie mogą zabraniać, ograniczać lub hamować wprowadzania do obrotu tych GMO jako produktu lub w produktach, które spełniają wymagania niniejszej Dyrektywy, chyba, że pojawią się nowe informacje związane z bezpieczeństwem produktu.

Możliwość wprowadzenia zakazów na terenie państw członkowskich
Po wydaniu zezwolenia na wprowadzenie do obrotu produktu GMO lub po zarejestrowaniu odmiany we Wspólnym Katalogu Odmian  Gatunków Roślin Rolniczych, Państwo Członkowskie na swoim terytorium ma możliwość wprowadzenia tymczasowego zakazu obrotu produktem GMO (podstawie art. 23 Dyrektywy 2001/18/WE) Iub wprowadzenia tymczasowego zakazu uprawy poszczególnych odmian roślin genetycznie zmodyfikowanych ( na podstawie art. 16.2 Dyrektywy 2002/53/WE).
· TYMCZASOWY ZAKAZ UPRAWY GMO, KTÓRE ZNAJDUJĄ SIĘ WE WSPÓLNUM KATALOGU
(na podstawie art. 16.2 Dyrektywy 2002/53/WE)
Państwo członkowskie powinno wykazać, że:
- uprawa danej odmian może być szkodliwa dla innych odmian lub gatunków
- albo dana odmiana nie nadaje się do uprawy w żadnej części terytorium Państwa Członkowskiego ze względu na okres dojrzewania,
- odmiana stwarza zagrożenie dla zdrowia ludzkiego lub dla środowiska.
· ROZPORZĄDZENIE (WE) NR 1829/2003 dotyczące żywności i pasz
Przepisy rozporządzenia stosuje się do:
- GMO przeznaczonych do użycia jako żywność lub pasza;
- żywności i pasza zawierającej GMO lub składającej się z GMO;
- żywności i paszy wytworzonej z GMO lub zawierającej składniki wytworzone z GMO.

Wprowadzenie do obrotu żywności i pasz następuje po uzyskaniu zezwolenia udzielonego przez Komisję Europejską (po wydaniu przez EFSA pozytywnej opinii naukowej) zgodnie z postanowieniem niniejszego rozporządzenia i po spełnieniu odpowiednich warunków zezwolenia. 

Zezwolenie udzielone zgodnie z procedurą niniejszego Rozporządzenia jest ważne we Wspólnocie przez 10 lat.

Zezwolenie udzielone na podstawie niniejszego rozporządzenia przedłuża się na okres następnych 10 lat, na wniosek składany do komisji przez posiadacza zezwolenia najpóźniej na rok przed terminem, w którym upływa okres jego ważności.

Rozporządzenie zawiera także przepisy dotyczące:
- znakowania żywności i pasz- sposób znakowania produktów spożywczych został określony w art. 13 a sposób znakowania pasz w art. 25 Rozporządzenia o GMO żywności i paszach;
- nadzoru prowadzonego przez posiadacza zezwolenia.
· CZY GMO= żywność GM?
GMO- organizm genetycznie zmodyfikowany - organizm inny niż organizm człowieka, w którym materiał genetyczny został zmieniony w sposób niezachodzący w warunkach naturalnych wskutek krzyżowania lub naturalnej rekombinacji
(ustawa z dnia 22 czerwca 2001r. o GMO) 
Żywność GM
Żywność GM (genetycznie zmodyfikowana żywność) to żywność zawierająca GMO, składająca się z GMO lub wytworzona z GMO
(Rozporządzenie (WE) 1829/2003 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 22 września 2003 r. w sprawie genetycznie zmodyfikowanej żywności i środków żywienia zwierząt)

· Transgeniczne rośliny są źródłem żywności, która jest określona terminem "nowa żywność".
- Żywność będąca GMO (pomidory, ziemniaki)
- Żywność zawierająca przetworzone GMO ( koncentraty, frytki mrożone)
- Żywność zawierająca przetworzone GMO czekolada z lecytyną GM soji )
- Żywność produkowana z zastosowaniem GMO (chleb pieczony z wykorzystaniem transgenicznych drożdży)
- Produkty żywnościowe pochodne GMO, lecz nie zawierające komponentów (olej, cukier)
Żywność GM - Znakowanie
Co jest oznakowane:
- Żywność, która w całości powstała z GMO
- składnik żywności 
- Dodatki do żywności
-Pasza
- Dodatki do paszy
- Substancje smakowe
- W USA  żywność produkowana GMO nie ma etykiet. Uważa się, że sprawdzona i nie odbiega od żywności produkowanej z roślin nie modyfikowanych genetycznie
- Natomiast w krajach UE taka żywność musi być etykietowana, jeżeli zawiera powyżej 0,9% genetycznie zmodyfikowanych składników
Składnik- np. soja, kukurydza itp..
· Thresholds- Progi
0,1% - poziom został umownie uznany, jako możliwy do zweryfikowania w badaniach laboratoryjnych. Jest on podstawą ewentualnego podejmowania urzędowych czynności w przypadku wykrycia domieszek GM w partiach nasion.

0,9% - poziom obowiązkowego znakowania autoryzowanych produktów przeznaczonych do wykorzystania jako żywność lub pasze 

· ROZPORZĄDZENIE (WE) Nr 1946/2003 w sprawie transgenicznego przemieszczenia GMO
- utworzenie wspólnego systemu zawiadomienia i informowania o transgenicznym przemieszczaniu GMO,
- zapewnienie spójnego wdrażania postanowień Protokołu kartageńskiego o bezpieczeństwie biologicznym w imieniu wspólnoty,
- Przyczynienie się do zapewnienia właściwego poziomu ochrony w dziedzinie bezpieczeństwa przemieszczania i wykorzystywania GMO, które mogą wywierać negatywny wpływ na ochronę i zrównoważone użytkowanie
różnorodności biologicznej, uwzględniając ryzyko dla ludzkiego zdrowia.
· PROTOKÓŁ KARTEGEŃSKI O BEZPIECZEŃSTWIE BIOLOGICZNYM
Celem protokołu jest uregulowanie transgranicznego przemieszczenia żywych zmodyfikowanych organizmów (LMO) mogących mieć potencjalnie negatywny wpływ na ochronę i zrównoważone użytkowanie różnorodności biologicznej.

- Procedury według których ma następować przemieszczenie LMO,
- zasady: przygotowania oceny zagrożenia, utrzymanie stałej współpracy z Sekretariatem Protokołu,
- wytyczne do utworzenia systemu wymiany informacji o bezpieczeństwie biologicznym,
- wytyczne do przygotowania procedur w zakresie odpowiedzialności i zadośćuczynienia za szkody wynikające z transgenicznego przemieszczenia LMO informacje na temat mechanizmu finansowego.
USTANAWIA PROCEDURY:
- dla żywych zmodyfikowanych organizmów świadomie (zamierzenie) wprowadzonych do środowiska (procedura zgody po uprzednim poinformowaniu)
- dla żywych zmodyfikowanych organizmów, przeznaczonych do bezpośredniego wykorzystania jako żywność, pasza lub do przerobu ( procedura poinformowania poprzez system wymiany o bezpieczeństwie biologicznym - BCH).


WYKŁAD 2
· Wprowadzenie do biotechnologii w rolnictwie
- Rolnictwo jest jednym z działów gospodarki, którego głównym zadaniem jest dostarczenie żywności.
- Rolnictwo uzyskuje produkty roślinne i zwierzęce dzięki uprawne roślin i poprzez chów zwierząt. 
- Rolnictwo należy do najstarszych dziedzin wytwórczości materialnej człowieka - jego początki datuje się od neolitu 10000 do 3000 lat p.n.e. Przejście od łowiectwa i zbieractwa do uprawy roli doprowadziło do "rewolucji" w społecznościach ludzkich.
- Zmiana trybu życia z koczowniczego na osiadły doprowadziła do powstania liczniejszych i bardziej złożonych form społecznych, aż do pierwszych rozwiniętych kultur ludzkich. Umożliwiła także dalszą ewolucję umysłowości człowieka, zmienił się również jego stosunek do przyrody, którą zaczął od tej pory dostosowywać do własnych potrzeb.
· Czemu służy biotechnologia w rolnictwie
ŻYWNOŚĆ
Polska = 3% produkcji UE; brak samowystarczalności
PASZE
Polska = import 1,5 mln ton GM soi i kukurydzy
BIOMATERIAŁY
bawełna, biosteel, biodegradowalne ''bioplastiki"
BIOENERGETYKA
bioetanol, biodiesel, biomasa
ROŚLINY JAKO BIOREAKTORY
żywność funkcjonalna, produkcja leków
Ochrona środowiska
· Biotechnologia
Termin Biotechnologia wywodzi się z trzech słów greckich:
- bios - "życie", "technos" - technika" oraz logos- "myślenie"
- wskazuje na połączenie dwóch dziedzin - biologii i technologii
- w praktyce biotechnologia sprawdza się do wykorzystania żywych organizmów dla uzyskania nowych produktów i innowacyjnych procesów wytwórczych.
· Rozwój biotechnologii
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· Biotechnologia
Termin "biotechnologia" został użyty w 1919 roku, w języku niemieckim, przez Węgra - Karla Ereky. I wtedy oznaczał:
Wszystkie kierunki prac, których produkty zostały wytworzone
surowca za pomocą żyjących organizmów - odnosił się do
produkcji rolniczej

- 30. użyto tej nazwy w zestawieniu z nazwami i inżynieria chemiczna i mechaniczna dla odróżnienia podobnej do nich działalności wywodzącej się z nauk biologicznych
- 40. oznaczano nią gałąź technologii  związanych z rozwojem i eksploatacją maszyn w odniesieniu do różnych potrzeb istot ludzkich
- 60. zaczęło ją odnosić do wszystkich aspektów związanych z wykorzystaniem i kontrolą układów biologicznych
- 70. i 80. zaczęto ją wiązać z inżynierią genetyczną

Biotechnologia jest to świadczenie dóbr i usług z wykorzystaniem metod biologicznych

Biotechnologia roślin ma długą historię:
- 8 000 p.n.e. Selekcja i udomowienie roślin i zwierząt: ziemniak to pierwsza uprawa.
- 6 000 p.n.e. produkcja piwa, wina, chleba z użyciem drożdży
- 4 000 p.n.e. w Chinach produkcja jogurtu i sera z użyciem bakterii produkujących kwas mlekowy.
- 4 000 p.n.e. Egipcjanie poznają sztukę produkcji wina
- 2 000 p.n.e. Egipcjanie i Sumeryjczycy poznają sztukę produkcji piwa i serów
- 500 p.n.e. spleśniałe mleczko soi używane jako antybiotyk w leczeniu infekcji
- 300 p.n.e. Grecy stosują technikę szczepienia roślin dla potrzeb rolnictwa
- 100 n.e. produkcja pierwszego insektycydu w Chinach ze sproszkowanych chryzantem
- 1663 - Robert Hook odkrywa komórkę
- 1675 - odkrycie mikrobów
- 1765 - Antony van Leeuwenhoek odkrywa bakterie
 1700. -naturaliści opisują liczne rośliny mieszancowe

HISTORIA BIOTECHNOLOGII WIEK XIX
- 1830 - odkrycie białek
- 1833 - pierwszy wyizolowany enzym
- 1835 -M Schleiden i T. Schwann: komórkowa teoria budowy organizmów; Virchow - komórki powstają wyłącznie z komórek
- 1859 - teoria ewolucji K. Darwina
- 1861 - L. Pasteur: obala teorię samorództwa, wprowadza pasteryzację
- 1865 - G. Mendel: prawa dziedziczenia
- 1870-1890 Luther Burbank: ojciec nowoczesnego rolnictwa - wprowadził >800 nowych odmian warzyw, owoców i kwiatów; pola wzbogacane bakteriami wiążącymi azot
- 1919 - w druku użyto termin "biotechnologia" przez Karla Ereky'ego węgierskiego agronoma
- 1922 - odkrycie insuliny dla diabetyków
- 1928 - A. Fleming odkrywa antybiotyk: penicylinę
- 1941 - wprowadzono termin „inżynieria genetyczna” (na wyrost do lat 70.)
- 1944 - Avery i in., - DNA uznano za materiał genetyczny
- 1953 - James D. Watson i Francis Crick opisują strukturę DNA.
- 1972- pierwsza zrekombinowana cząsteczka DNA (połączenie DNA wirusów)
- 1973 - narodziny technik rekombinacji DNA: wprowadzenie genu ropuchy do bakterii
- 1958 - synteza DNA w probówce
 1970-  nagroda Nobla dla N. Borlauga: „zielona rewolucja” - półkarłowe odmiany pszenicy i wzrost plonu o 70%
- 1970 -odkrycie enzymów restrykcyjnych
- 1971 - synteza pierwszego genu
1975 - opracowanie produkcji przeciwciał monoklonalnych przez Kóhlera i Milsteina
- 1980 - Wprowadzenie technologii rekombinacji DNA.
produkcja insuliny i innych leków
- 1980 - opatentowanie mikroorganizmów rozkładających oleje
- 1981 - sklonowano pierwsze zwierzę: złoty karp w Chinach
- 1983 - wynalezienie PCR (polymerase chain reaction), techniki które zrewolucjonizowała biotechnologię, przez Kary Mullisa
- 1983- pierwsze rośliny transgeniczne: tytoń odporny na antybiotyk
- 1985 - pierwsze polowe próby z roślinami transgenicznymi: USA
- 1986 - pozwolenie na komercyjną produkcję transgenicznego tytoniu
- 1990 - rozpoczęcie Projektu poznania ludzkiego genomu
- 1991 - USDA's Animal and Plant Health publikuje normy prawne dla prób polowych z roślinami transgenicznymi
- 1994- transgeniczny pomidor Flavr Sawro zatwierdzony przez FDA (USA) do sprzedaży
- 1995-96 - komercjalizacja transgenicznej soi i bawełny w USA
- 1996- wprowadzenie chip-DNA technologii
- 1997- sklonowanie owcy, nazwanej Dolly
- 1999- wyprodukowanie transgenicznego "złotego ryżu 1"
- 2 000 - opublikowanie wersji roboczej ludzkiego genomu
- 2000- opublikowanie sekwencji genomu pierwszej rośliny: arabidopsis thaliana
- 2001- opublikowanie szkicu sekwencji genomu człowieka
-2002 - zsekwencjonowanie DNA pierwszej rośliny uprawnej - ryżu
- 2003 - GloFisch pierwsze zmodyfikowane genetycznie zwierzę domowe trafia do sprzedaży.
· Przykłady Polskich firm biotechnologicznych
- A&A Biotechnologies (kwasy nukleinowe)
- Adamed (lekarstwa)
- Bioton SA (rekombinowana insulina)
- Biocentrum (biofarmacja)
	Biorca genu
	Gen i jego  dawca
	Uzyskany  efekt
	Autor

	Burholderia  cepacia
	Tdp. Br
	usuwanie toluenu
	Barac i in.. 2004


	Deinococcus  radiodurans
	merA. Ec
	redukcja Hg(ll)
	Brirn i in., 2000


	Escherichia coli
	inAB, syn
	synteza insuliny  ludzkiej
	Goeddel i in., 1979

	
	Endf, Mm
	synteza endorfiny
	Shine i in.. 1980

	Pichia pastoris
	Co/l, Mm
	Produkcja żelatyny
	Werten i in., 1999

	
	HIg, Hs
	synteza 
immunoglobuliny
ludzkiej
	Li i in.. 2006

	Saccharomyces  cerevisiae
	hEGF,  syn
	synteza ludzkiego  czynnika wzrostu
	Brake i in., 1984



- BiolnfoBank (bioinformatyka)
- Celon Pharma Ltd (RNAi)
- Danko Hodowla Roślin (zielona biotechnologia -  tworzenie nowych odmian z wykorzystaniem biotechnologii)
- ImmunoLab Ltd (biofarmacja)
- BioTech21AdamMaster (usługi w zakresie biologii molekularnej)... Łącznie >20 placówek
· Kolory biotechnologii
- Biała - wykorzystująca systemy biologiczne w produkcji przemysłowej: ulepszona żywność. witaminy, kultury posiewowe i zakwasy, dodatki smakowe, wielocukry, enzymy , bioetanol...
- Czerwona - związana z medycyną, ochroną zdrowia i weterynaria; antybiotyki, szczepionki, witaminy, enzymy, terapie hormonalne i genowa, przeszczepy...
- Niebieska - dotycząca wód i ochrony środowiska (oczyszczanie ścieków, utylizacja odpadów). bioremediacja...
-fioletowa - edukacja, legislacja, odbiór społeczny, biobezpieczeństwo

Zielona - Agrobiotechnologia  ZASTOSOWANIE BIOTECHNOLOGII W ROLNICTWIE

· Medycyna i ochrona zdrowia

	Biorca genu
	Wprowadzony gen
	Syntezowane białko i jego końcowa lokalizacja
	Autor

	Krowa
	hlg
	Immunoglobulina, 
krew obwodowa
	Kuroiwa i in.. 2002

	
	hLF
	Iaktoferyna, mleko
	Thomassen i in.
2005

	Królik
	hEPO
	erytropoetyna, mleko
	Mikus i in., 2004

	
	hTNAP
	fosfataza alkaliczna, mleko
	Bodrogi i in., 2006

	Kura
	hIFN
	Interferon, jajo
	Rapp i in.. 2003

	
	Hig
	immunoglobulina, jajo
	Zhu i in.. 2005

	Owca
	hFIX
	czynnik krzepliwości krwi lx, mleko
	Clark i in., 1989

	Świnia
	hFVlll
	czynnik krzepliwości krwi VIII, mleko
	Paleyanda i in.. 1997


· Wybrane przykłady trwałej transformacji genetycznej drobnoustrojów
· Przykładowe wprowadzone geny - Ochrona środowiska
Fitoremediację definiuje się jako stosowanie roślin wyższych do usuwania zanieczyszczeń ze środowiska.
Rośliny tolerujące i pobierające takie zanieczyszczenia z gleby mogą być wysiewane na terenach skażonych, a następnie zbierane i spalane w piecach hutniczych. Spośród roślin uprawnych dużym stopniem tolerancji skażeń wyróżniają się gorczyca, rzepak, rącznik, słonecznik i łubin. Spośród zaś chwastów i roślin dziko rosnących przede wszystkim należy wymienić rzodkiewnik, komonicę
wykę i kostrzewa. Do roślin najczęściej poddawanych takiej transformacji należy
rzodkiewnik i tytoń, a najczęściej stosowaną metodą wprowadzania obcego DNA jest agroinfekcja.
	Biorca genu
	Gen i jego dawca
	Uzyskany efekt
	Autor

	Rzodkiewnik
	arsC. Ec
	Zwiększona tolerancja,  
pobieranie i akumulacja arsenu w nadziewanych częściach rośliny
	Dhankher i in., 2002

	
	YCF1
Sc 

	Zwiększona tolerancja,  
pobieranie i akumulacji ołowiu i kadmu
	Song i in.. 2003

	
	LAC1
Ga
	degradacja pochodnych
fenolowych w glebie (ex pianka)
	Wang i in.. 2004

	
	merc, Af
	zwiększona tolerancja, 
pobierania i akumulacja rtęci
	Sasaki i in.. 2006

	
	xplA, Rr
	Degradacja trinitrotriazyny
	Rylott i in., 2006

	Tytoń
	Nr, Enc
	Degradacja trinitrotuluenu
	Hannink i in..
2001

	
	merC, Af
	zwiększona tolerancja, 
pobierania i akumulacja rtęci
	Sasaki i in.. 2006

	
	hMRP1, Hs
	Zwiększona tolerancja,  
pobieranie i akumulacji kadmu
	Yazaki i in., 2006






	Biorca genu
	Gen i jego dawca
	Uzyskany efekt
	Autor

	Koza
	hLZ, Hs
	bakteriolityczny 
enzym w mleku
	Maga i in., 2006

	Krowa
	CSN, Bta
	więcej kazeiny w 
mleku
	Brophy i in.. 2003

	
	Lys. Ssi
	odporność na 
zapalenie gruczołu
mlekowego (mastitis)
	Wall i in.. 2005

	Łosoś
	AFP, Pa
	większa odporność 
na mróz
	Hew i in.. 1999

	
	GHc2, Ot
	Szybszy wzrost
	Yaskowiak i in.. 2006

	Świnia
	fat-1, Ce
	więcej  nienasyconych
kwasów tłuszczowych
	Lai i in.. 2006



· Obszary biotechnologii
Rozwój biotechnologii obserwujemy głównie w trzech obszarach:
 1) rolnictwo z przetwórstwem rolno-spożywczym,
2) przemysł.
3) farmacja z medycyną i weterynarią.
Biotechnologia jest interdyscyplinarną dziedziną nauki, obejmująca różne kierunki
technicznego wykorzystania materiałów i procesów biologicznych.
W szczególności -obejmuje procesy biosyntezy i biotransformacji przebiegające przy udziale drobnoustrojów, kultur komórkowych - roślinnych i zwierzęcych  - 
in vitro oraz enzymów, a także izolację otrzymanych w ten sposób bioproduktów.

	Ekologia,  mikrobiologia, biologia komórki, genetyka, biochemia, biologia molekularna, chemia, inżynieria, informatyka, matematyka, fizyka, ekonomia,   

	BIOTECHNOLOGIA

	
Ochrona zdrowia, ochrona środowiska, rolnictwo, przemysł spożywczy, przemysł chemiczny, surowce, nośniki energii, analityka, inne zast.



· Biotechnologia w Polsce
[image: ]
Szerokie znaczenie
Narzędzia I techniki powszechnie stosowane w rolnictwie i produkcji żywności
Wąskie znaczenie
- techniki reprodukcyjne - w tym kultury in vitro
- inżynieria genetyczna (diagnostyka molekularna, analiza genomów, przenoszenie genów między organizmami) wykorzystywane w hodowli roślin.
· [image: ]Przykład zastosowań biotechnologii
	Metody biologiczne a środowisko

	

	Ochrona środowiska
	Odnowa środowiska

	
	

	Oczyszczanie ścieków

Unieszkodliwienie odpadów

Oczyszczanie gazów odlotowych

Biomonitoring środowiska
	procesy biohydrometalurgiczne 

produkcja biopolimerów

wytwarzanie biopaliw
	Bioremediacja

	


	


	"czyste" technologie- zachowanie 
biorożnorodności i jej zwiększanie
hodowla nowych odmian





· Powierzchnia GMO w latach 1996-2010 w mln ha.
· Powierzchnia uprawy GMO 96-2010 wg cechy



· [image: ]Powierzchnia uprawy czterech GMO roślin w latach 1996-2010 w stosunku do upraw odmian konwencjonalnych.
· Ulepszenie cech roślin
- ODPORNOŚĆ NA HERBICYDY
- ODPORNOŚĆ NASZKODNIKI I CHOROBY
- ODPORNOŚÓ NA WARUNKI ŚRODOWISKA
- PRZEDŁUŻAJĄCE TRWAŁOŚĆ PRODUKTÓW
- MODYFIKUJĄCE CECHY UŻYTKOWE ROŚLIN

Produkcja polimerów (polihydroksyalkanolan)- biodegradowalne opakowania

- Truskawki odporne na pleśnie
- Pomidory odporne na szkodniki korzeni
- Winorośla odporne na chorobę Pierce'a
- Sałata odporna na suszę
- Papryka odporna na choroby bakteryjne
- Ziemniaki niewrażliwe na zarazę
- Mrozo-tolerancyjne grusze



- Kawa o obniżonym poziomie kofeiny
- Tytoń o obniżonej zawartości nikotyny i substancji rakotwórczych
- Pomidory, melony, brokuły wolniej dojrzewające
- Złoty ryż z podniesioną zawartością ß karotenu
- Ziemniaki z podwyższoną zawartością Iizyny i metioniny, z podwyższoną zawartością amylopektyny
- Rzepak o podwyższonej zawartości kwasów
- Bezpestkowe winogrona
- Rośliny ozdobne: kolor, morfologia,  zapach, trwałość
- Drzewa - podwyższona zawartość celulozy
· GM rośliny Ogółem ponad 100 gatunków:
	-burak (3)
-bawełna (39)
-cykoria (1)
-fasola (1)
-goździk (7)
-kabaczek (2)
-kapusta właściwa (2)
-kukurydza (65)
-len (1)
-lucerna (3)
-melon (1)
-mietlica (1)
-papryka (1)
	-petunia (1)
-pomidor (9)
-pszenica (1)
-róża (3)
-ryż (6)
-rzepak (15)
-soja (14)
-śliwa (1)
-topola (1)
-tytoń (2)
-papaja (3)
-ziemniak (14)
	-ananas 
- grusza
-  papaja
- arbuz 
- kawa 
 - pomarańcza
- Bakłażan  
- kasztan 
- rajgras
- bataty 
- kiwi 
- słonecznik
- cebula 
- malina 
- sałata
- chryzantema 
	- marchew 
- sorgo
- wiąz
- mieczyk 
- śliwa
- eukaliptus 
- owies 
- truskawka
- gerbera 
- ogórek 
- wiśnia
- geranium 
- irys 
- żurawina
- groszek
-  jodła



Wprowadzenie genu pochodzącego z E calia kodującego cukier trehalozę
pozwoliło na otrzymanie odmiany ryżu odpornej na zasolenie gleby i suszę






Transformacje genetyczne roślin 
Transformacji ulegają tylko pojedyncze komórki
 Jak z jednej komórki odtworzyć całą roślinę? 
Kultury tkankowe = Kultury in vitro 
Transfer genu - warunki konieczne
-Dostępność genu- jego identyfikacja i sklonowanie
-Efektywny system transferowy 
- Efektywny systemem regeneracji roślin in vitro (preferowana regeneracja z pojedynczej komórki; brak zmienności somaklonalnej )
-Efektywny system selekcji transformantów 
Namnożenie genu sporządzenie konstrukcji genowej transformacja rośliny konwencjonalna hodowla 
Definicje
Transformacja genetyczna – proces wprowadzenia fragmentu DNA do komórki włącznie go do genomu biorcy
Transgen - przenoszony fragment DNA (specjalnie przygotowany z sekwencjami regulatorowymi)
Hodowla roślin
	Tradycyjna:
- przenoszenie całych genomów
- nowe kombinacje tysięcy genów warunkujących różne cechy 
-procesy długotrwały (10-15 lat) 
-ograniczenia do gatunków mogących Się krzyżować
	Z zastosowaniem inżynierii genetycznej:
-przenoszenie pojedynczych genów warunkujących znane cechy
-możliwości przenoszenia genów między gatunkami
Drogi wprowadzania genów do rośliny
	Metody wektorowe:
- bakterie Agrobacterium rhizogenes , Escherichia coli
-wirusy
In vitro in vivo
- infiltracja próżniowa (floral dip)
- zranienie eksplantatu
- kultury komórkowe
	Metody bezwektorowe:
-mikrowstrzeliwanie
- elektroporacja 
- PEG - glikol polietylenowy 
- mikroiniekcja 
- sonifikacja 
- wytrząsanie zawiesiny  komórek z włóknami szklanymi

Agroinfekcja, poznanie znaczenie i wykorzystanie do tworzenia GM
Ideą transgenezy jest zmienienie bakterii (wprowadzenie specjalnie spreparowanego odcinka DNA), a następnie transformacja tą bakterią rośliny. Po transformacji regeneruje się rośliny z stransformowanej komórki.

Naturalny sposób infekcji gatunków bakterii (Agrobacterium tum efaciens
 i A. rhizogenes) znalazł zastosowanie w inżynierii genetycznej

Agroinfekcja:
Za wirulentne właściwości  Aerobacterium tumefacieus odpowiada duża cząsteczka pozachromosomowego kolistego DNA, zwanego plazmidem Ti  (ang. tumor inducing plazmid) który posiada geny powodujące powstawanie narośli zaatakowanych roślin
Podczas infekcji fragment plazmidu Ti przenosi się do komórki roślinnej. Fragment ten został nazwany T-DNA i to on ulega integracji z genomem roślinnym a proces nazywano agroinfekcją

Na obu końcach T-DNA występują specyficzne wiązania nukleotydowe - TATA, które umożliwiają ingerencję z jądrowym DNA komórek gospodarza.
W wyniku włączenia T-DNA do jądrowego genomu komórki następuje przestawienie jej metabolizmu na potrzeby patogena

Trzy genetyczne  komponenty plazmidów Agrobacterium niezbędne w transformacji:
1. T- DNA  element mobilny integruje z genomem rośliny
2. Rejon vir- nie integruje z genomem rośliny, wraz z loci chromosomowymi bierze udział w transferze T- DNA
3. Sekwencje graniczne (25 pz) niezbędne d transferu
-Vir rejon to 8 operonów virA-H (30-40 kpz) obejmujące 24 geny
- geny vir są niezbędne do transferu T- DNA ale znajdują się poza nim:
działają jako czynniki cis- mogą być obecne na innym plazmidzie ( system binarny)
-virF i vir H - podtrzymywanie rozwoju tumorów

Główne etapy agrotransformacji
1. Interakcja roślina- bakterii
2 I 3. indukcja genów vir
4. powstawanie ss T-DNA działanie virD1/D2
5. Eksport kompleksu T-DNA  niedojrzałego i białek vir do komórki roślinnej
6. wniknięcie dojrzałego T- kompleksu (DNA opłaszczone białkami  VirE2) do cytoplazmy
7. import do jądra
8. transport wewnątrz jądra
9. usunięcie białek opłaszczających 
10. intergracja z DNA rośliny

Selekcja /wizualizacja komórek/roślin stransformowanych;
geny markerowe (selekcja):
- Npt II - oporność na kanamycynę
-Hpt - oporność na hydromycynę
-Cat - oporność na chloramfenikol
-Bar - opornosć na herbicyd BASTA
geny reporterowe (wizualizacja):
- Gus –ß–glukoronidaza
-Luc lucyferaza
-GFP - białko zielonej fluoresencji
Terminator:
-nos (synteza nopaliny z Agrobacterium)
Białka (geny) reporterowe dla komórek roślinnych 
- łatwa analiza produktu
-brak aktywności produktu w komórkach nie transformowanych
- niskie koszty

GUS- pierwszy gen markerowy dla roślin 
- koduje beta- glukuronidazę u E. coli, brak w roślinach
- występuje u mikroorganizmów, drożdży, bezkręgowców i kręgowców
-enzym hydrolizuje glukuronidy do monosacharydów
- białko szybko metabolizowane w naszych jelitach (brak zagrożenia)
- substrat do reakcji X-Gluc (bezbarwny)
- produkt reakcji barwny ( kolor indygo)
	X-Gluc  
	
	Barwny produkt

	beta- glukuronidazę



Transformacja przy użyciu genu reporterowego GUS pozwala na wizualizacje aktywności genu.
Gus- wady
- konieczność utrwalenia zabicia tkanki do analizy
- barwnik może dyfundować: błędne rozpoznanie miejsca ekspresji genu
- intensywność zabarwienia może zależeć od obecności endogennych cukrów (np. tkanki przewodzące barwią się intensywniej
GFP  alternatywny gen markerowy
- nie posiada wad GUS
-gen koduje białko z chromoformem emitującym w świetle o dł. 395-475 nm zieloną fluorescencję
- białko z meduzy  Aequorea victoria (N Pacyfik)
Wahadłowe wektory E.coli /A tumefaciens zaprojektowano tak, że wstawka T-DNA wycina się przy użyciu funkcji vir dostarczonej in-trans przez rozbrojony plazmid Ti
Transformacja przy użyciu specjalnie skonstruowanych szczepów Agrobacterium może odbywać się różnymi drogami :
1. Przez infekcję na roślinę
2. Infekcja różnych eksplantatów w kulturze in vitro kawałków liści lub pędów, korzeni zawiesiny komórek, protoplastów
Transformacja in vitro
 1. Transformacja przez infekcje krążków liści polega na inkubacji przez określony czas ( najczęściej 48 h ) wyciętych krążków liści na pełnej pożywce agarowej, z nakropioną na eksplantat zawiesiną  bakterii. Następnie usuwa się bakterie przez kulturę na pożywce z antybiotykami i  stosuje się warunki stymulujące wzrost tych komórek eksplantatu, które uległy transformacji. Komórki te wytwarzają sektory, z których potem regeneruje się rośliny transgeniczne.
2. transformacja przez infekowanie zawiesin komórkowych lub protoplastów
-etapy kultury protoplastów:
-izolacja protoplastów i kultura do odpowiedniego stadium (równolegle przygotowuje się zawiesinę bakterii),
-kokultura bakterii i protoplastów (kokultura zakończona jest zniszczeniem bakterii za
pomocą antybiotyku),
-wzrost kolonii komórek na pożywce - przeniesienie kolonii komórek na pożywkę
selekcyjną w celu uzyskania kolonii transformowanych, następnie przeniesienie kolonii na pożywkę stała w celu regeneracji roślin.

Mikrowstrzeliwanie 
Strzelba genowa= metoda biobalistyczna
-Metoda ta umożliwia wprowadzenie obcych genów do całych roślin, określonych organów lub tkanek
-Materiał roślinny bombarduje się mikrokulkami metalu (o średnicy 0,5-5 pm) pokrytymi DNA (opłaszczonymi)
- Specjalnie skonstruowane działka DNA- armatki genowe zostały w tej metodzie wykorzystane
-Sprężony gaz lub proch strzelniczy powoduje przyspieszenie ruchu cząsteczek metalu
-Wystrzelone DNA łączy się losowo z genomem gospodarza
Ograniczenia mikrowstrzeliwania
- Mała wydajność transformacji:
- niska przeżywalność komórek: 1-2% (uszkodzenia)
-toksyczność nośnika-metalu
 - uszkodzenia konstruktu
- wysoka liczba kopii transgenu
-  koszty
Gatunki transformowane metodą biobalistyczną (działko DNA)
- Kukurydza - embriogenna zawiesina komórek, zarodki zygotyczne (transgeniczna odmiana 'Liberty Link' odporna na glifosat)
- Ryż - niedojrzałe zarodki zygotyczne, kalus
-Pszenica - niedojrzałe zarodki zygotyczne
-Jęczmień - zawiesina komórek; zarodki zygotyczne
-Sorgo - niedojrzałe zarodki zygotyczne
-Storczyki – protokormy
-Banan - embriogenna zawiesina komórek
-Topola – kalus
-Świerk - zarodki somatyczne
-Lilie i piwonie – pyłek
Transformacja rośliny metoda balistyczną
niedojrzały ziarniak → niedojrzały zarodek→  kalus→ regenerujący pęd→ ukorzeniony pęd
1. Izolacja niedojrzałych zarodków
2.  indukcja kalusa na pożywce przez 5 dni
3.  Przygotowanie tkanki do transformacji pożywka o wysokim  ciśnieniu osmotycznym
4.  Transformacja poprzez wstrzeliwanie do tkanki cząsteczek złota/wolframu opłaszczonych DNA  zawierającym konstrukt genowy ( insert) z genem docelowym i markerowym np. odporność  na herbicyd
5. Po 20 h od bombardowania tkanka  przenoszona jest na pożywkę selekcyjną z herbicydem
6. Po 3 tyg kalusy wykazujące intensywny wzrost przenoszone są na pożywkę regenerująca- stymulującą rozwój pędów a następnie pędy ukorzenianie są na kolejnej pożywce 
7. Ukorzenione pędy aklimatyzowane są w ziemi przez ok. 3 tyg przy wysokiej wilgotności
8. Potencjalne transformaty spryskiwane są herbicydem  przeżywają prawdziwe transformaty ok 10-20 %
9.  Rośliny transgeniczne są testowanie – analiza DNA  celem potwierdzenia obecności transgenu  zbierane są nasiona
Transformacja protoplastów
- Brak ściany komórkowej ułatwia wnikanie egzogennego DNA
-Wspomaganie transformacji:
-elektroporacja (czas 5-200 μs, napięcie 2-10 kV/cm lub 1-50 ms
200-800 V/cm
-PEG (glikol polietylenowy; 6000 kDa)
Wprowadzanie DNA do protoplastów przy pomocy wysokonapięciowych impulsów elektrycznych - powstają pory w błonie komórkowej, którymi DNA przenika do wnętrza komórki - plazmid w formie linearnej,
Na efektywność transformacji mają wpływ czynniki fizyczne: napięcie prądu, pojemność elektryczna kondensatora, czas trwania impulsu elektrycznego itd., inne czynniki: czas inkubacji protoplastów, gęstość protoplastów i DNA, skład buforów itd.
 

PODSUMOWANIE
-Otrzymanie roślin transgenicznych:
-przygotowanie konstruktu
-opracowanie metody transformacji
-opracowanie sposobu regeneracji roślin
-sprawdzenie integracji i ekspresji genu
-zbadanie stabilności genu w następnych pokoleniach
-komercjalizacja
-monitorowanie zagrożeń ekologicznych i zdrowotnych
Drzewa transformowane Agrobacterium rhizogenes
- Transformacja celem modyfikacji naczyń ksylemu dla produkcji drzew odpornych na patogeny
Przykłady produktów z GMO:
Korzyści gospodarcze z uprawy GMO:
- u 8 gatunków zwyżka plon o 2 mlin ton , co dzięki zmniejszeniu zużycia pestycydów o 23 mln kg przyniosło oszczędności rzędu 1,2 mld dolarów w kosztach produkcji
- uprawy soi tolerancyjnych na herbicydy w latach 1995-98 dały oszczędności w zużyciu herbicydu od 0 do 10  % w zależności od roku, lokalizacji i stopnia zachwaszczania
- u kukurydzy i bawełny wprowadzenie odporności typu Bt zmniejszyło zużycie pestycydów w latach 1996-2004 o 8 mln kg 
- gdyby 12 krajów spośród UE-15 wprowadziło odmiany GMO u kukurydzy, buraka cukrowego i ziemniaków na połowie powierzchni uprawy tych gatunków, wtedy nastąpiłoby wzrost plonowania zrównoważony 1,0 mld EUR i zmniejszyło zużycie pestycydów o 9,8 mln kg
-jeżeli UE wprowadziłoby odmiany GMO na połowie powierzchni uprawy rzepaku, buraka cukrowego, kukurydzy i bawełny, wtedy zmniejszyłoby się o 14,5 mln kg zużycie pestycydów o 20,5 mln litrów zużycie oleju napędowego oraz o 73 000 ton emisja dwutlenku węgla
- nie wprowadzenie odmian tolerancyjnych na herbicydy u buraka cukrowego pozbawiło w latach 1996-2000 belgijskich plantatorów 15 mln EUR

etapy i warunki prowadzenia kultur in vitro :
 *poznano wiele zajwisk i procesów dzięki kulturom tkankowym
- fizjologia, regulacja fitohormonalna, zagadnienia wzrostu i rozwoju roślin
- anatomia, cytologia, zjawiska morfogenezy i organogenezy , podział komórek roślin wyższych
*Otrzymanie identycznych genotypowo i fenotypowo roslin w porównaniu do materiału wyjściowego dużą liczbę w krótkim czasie
na wyznaczone terminy
skrócenie cyklu rozwoju roślin
rozmnażanie roślin dotychczas rozmnażanych generatywnie ( anturium, gerbera)
*otrzymywanie roślin haploidalnych , a następnie linii DH
*Rośliny zdrowe wolne od patogenów
*uzyskiwanie roślin o nowych cechach 
-somatyczne zarodki mieszańców oddalonych
- inżynieria genetyczna ( transformacja genów np odporności na choroby
* badanie tolerancji czy też nadwrażliwości na różne czynniki środowiska oraz selekcja roślin
* kolekcja germplazmy, zachowanie zasobów genowych
* produkcja roślinnych metabolitów- bioreaktory

1. ETAPY PROWADZENIA KULTUR IN VITRO:
1. Przygotowanie  materiału roślinnego – stadium przygotowawcze- stadium prekultury
2. Inicjacja i stabilizacja kultur
3. Rozmnażanie na skalę produkcyjną
4.elongacja i przygotowanie do ukorzenienia
5.przeniesienie do warunków in vivo i aklimatyzacja
6.testowanie: zdrowotności oraz genetycznej i epigenetycznej stabilności
1 . Przygotowanie materiału roślinnego – stadium przygotowawcze - stadium prekultury.
Wstępna REDUKCJA EGZO- l ENDOGENNYCH DROBNOUSTROJOW
Pędy i pąki, które mają być źródłem eksplantatów powinny być wolne od patogenów.
W PRZYPADKU MATECZNlKÓW ROŚLIN WYJŚCIOWYCH UPRAWlANYCH W WARUNKACH KONTROLOWANYCH:
-zabezpieczenie roślin przed infekcją przez patogeny (osłony z folii. Podlewanie kropelkowe. pestycydy stosowane systemiczne, indeksacja roślin matecznych (wykrywanie wiroidów, wirusów, mykoplazm, bakterii, drożdży, grzybów)
-ustalenie i wyeliminowanie źródła zanieczyszczeń mikrobiologicznych
-można stosować w warunkach kontrolowanych (np. szklarni) chemio lub termoterapię na wybrane rośliny macierzyste czy tez organów wytypowanych do izolacji eksplantatów pierwotnych.
Czasami trzeba jednak pobierać materiał bezpośrednio na szkółki czy ogrodu i wtedy niestety procent zakażeń jest wyższy i występują trudności w uzyskaniu czystych kultur
2. Inicjacja i stabilizacja kultur - ta faza produkcji polega na  wyłożeniu na  pożywki sterylnych fragmentów roślin i pobudzeniu ich do wzrostu 
Obejmuje:
1. izolację pierwotnych eksplantatów ( wegetatywne paki wierzchołkowe, pąki boczne, szypułki kwiatowe, podziemne kłącza, fragmenty cebuli itp.)
2. powierzchniową dezynfekcję
3- ustabilizowanie eksplantatów na odpowiedniej pożywce.
Stabilizacja kultur - wszystkie zabiegi wykonywane na tym etapie rozmnażania mają doprowadzić do rejuwenalizacji, czyli zmniejszenia rozmiarów pędów roślin i uzyskania materiału o niezdrewniałych tkankach, który zaczyna intensywnie rosnąć i pozwala rozpocząć rozmnażanie na szeroką skalę. Etap ten trwa od 3 miesięcy do 2 lat. Jest to uzależnione od gatunku rozmnażanej rośliny. Można przyjąć, że etap ten kończy się uzyskaniem 100 wieloroślinek. W tej fazie pędy zwykle nie mają korzeni, a konieczne składniki pobierane są przez nie powierzchnią stykającą się z pożywką lub w niej zanurzoną.
W trakcie stabilizacji wykonujemy: indeksację eksplantatów pierwotnych z użyciem klasycznych metod biochemicznych, zestawów pożywek mikrobiologicznych. Metod serologicznych lub immuno-enzymatycznych czy też technik molekularnych.
Dokonujemy eliminacji pierwotnych i wtórnych zakażeń ujawniających się najczęściej w l i II pasażu.
1. Wybór eksplantatu
KONDYCJA ROŚLINY MAClERZYSTEJ
-ŻYWOTNOŚĆ  roślina zdrowa, żywotna, intensywnie rosnąca
-WIEK korzystniej jest pobierać materiał z roślin młodych, znajdujących się w fazie aktywnej wegetacji (wiosna)
-PODŁOŻE GENETYCZNE
-PRZYNALEŻNŚĆ TAKSONOMICZNĄ
Miejsce - lokalizacja eksplantatu na roślinie
Wiek tkanki z której pobierane są eksplantaty (młode organy)
Wielkość pobieranych eksplantatów oraz termin izolacji
Należy wziąć pod uwagę naturalną biegunowość izolowanych fragmentów
Na kierunek rozwoju ma również wpływ orientacja (sposób wyłożenia) eksplantatu na pożywkę

Wybór eksplantatu
KONDYCJA ROŚLINY MACIERZYSTEJ
-Miejsce - lokalizacja eksplantatu na roślinie
-Biegunowość izolowanych fragmentów
-Sposób wyłożenia eksplantatu na pożywkę -
-Wiek tkanki, Z której pobierane są eksplantaty
-Wielkość pobieranych eksplantatów
- Termin izolacji
- koniec dystalny fragmentu pędu kwiatowego mieczyka na tej samej pożywce tworzy pędy przybyszowe;
- koniec proksymalny tylko kalus lub korzenie przybyszowe
Dezynfekcja materiału roślinnego  ma na celu usunięcie drobnoustrojów ( bakterii, grzybów) zasiedlających powierzchnię materiału roślinnego
Podstawowe etapy dezynfekcji:
1. Oczyszczenie i umycie materiału roślinnego ze starych obumarłych części w roztworze detergentu, a następnie zalanie na 1-2 sekundy 70% roztworem alkoholu etylowego (odtłuszczenie, Odpowietrzenie powierzchni)
2. Dezynfekcja powierzchniowa zanurzenie we właściwym roztworze środka odkażającego +
Tween 20 lub detergent  Czas: 1-30 min 
3. Płukanie 3-krotne w sterylnej wodzie celem usunięcia r-ów dezynfekuiących
 Dezynfekcja materiału roślinnego
Gdy struktura eksplantatu jest zakażona mikroorganizmami endofitycznymi można je dodatkowo zwalczać stosując:
- przed pobraniem eksplantatów zabiegi   chemiczne (chemioterapia, antybiotyki, i fungicydy) lub fizyczne (fizykoterapia) na i roślinę macierzystą
- lub w podłożach, na które są wykładane i eksplantaty antybiotyki (0,2-1_% nystatyna, streptomycyna, rifampicyna itp.)





metody sterylizacji powierzchniowej :

	czynniki odkażające:
	Stężenie %
	Czas odkaż min
	uwagi

	podchloryn sodu potasu
	0,5-6
	5-30
	 B skuteczny. Tworzy klarowny roztwór

	podchloryn wapnia
	9-10
	5-30
	b. skuteczny trudno rozp. w wodzie

	chloroamina T
	5-20
	do 30
	Skuteczna, rozp. w wodzie

	nadtlenek wodoru
	10-12
	5-15
	Skuteczny do odkaż. rośl iglastych

	woda bromowa
	1-2
	2-10
	Skuteczna

	azotan srebra
	1
	5-30
	Dość skuteczna uciążliwe dla śrdoowisk

	chlorek rtęci
	0,1-1
	2-10
	

	- antybiotyki
	4-150mg/l
	30-60
	b. skuteczna w zwalcz grzybów, nie skuteczna w grzybach



3. Rozmnażanie na skalę produkcyjną
- Uzyskane wieloroślinki dzieli się skalpelem na pojedyncze mikrosadzonkii umieszcza się  na pożywce mnożącej. Dzielenie jest powtarzane wielokrotnie, co 3-10 tygodni, aż do uzyskania pożądanej liczby roślin. Nie można bez końca powtarzać tej fazy kultury sterylne trzeba odnawiać. Główne przyczyny, dla których konieczne jest odnawianie kultur roślin in vitro to: starzenie się kultur (stopniowe obniżanie zdolności regeneracyjnych), dbałość o stabilność genetyczną i utrata sterylności rozmnażanych roślin.
- Monitoring kultur i detekcja w celu eliminowania patogenów zasiedlających eksplantaty bezobjawowo.
4. Elongacja i przygotowywanie do ukorzenianie - przygotowanie do warunków in vivo
- Ostatnia faza produkcji w warunkach sterylnych polega na umieszczaniu pojedynczych  roślin na pożywkach zawierających auksyny (jeżeli nie doszło do wykształcenia korzeni w trakcie wcześniejszych pasaży). Często stosujemy pożywki bez regulatorów wzrostu z ograniczoną ilością cukrów, aby pobudzić rośliny do samodzielności. 
Wprowadzenie mikroflory korzystnej dla rozmnażanych roślin- Bakteryzacja lub mikoryzacja in vitro.
5. Przeniesienie do warunków in vivo i aklimatyzacja
Faza ta obejmuje: 
-oczyszczenie roślin z resztek pożywki (dzień wcześniej zalewamy rośliny wodą - 1 cm nad powierzchnią pożywki i lekko otwieramy wieczka), 
- wysadzenie roślin do podłoża (potraktowanie ukorzeniaczem roślin nieukorzenionych wcześniej, oraz takimi środkami jak Previcur czy Switch), 
-hartowanie materiału roślinnego (stopniowa zmiana wilgotności, temperatury i  natężenia światła)
-Wykonywanie oprysków przeciwko patogenom
-Biotyzacja in vitro obejmuje  iokulowanie bakteriami symbiotycznymi (bakteryzację) oraz wprowadzenie grzybów mikoryzowych (mikoryzacja).


6. Testowanie: zdrowotności oraz genetycznej i epigenetycznej stabilności
- kontrola obecności wirusów, testy serologiczne, immunoenzymatyczne, mikrobiologiczne (do certyfikatu zdrowotności roślin pochodzących ze szkła
-potwierdzenie identyczności odmianowej (RLFP)
-wykluczenie mutacji

Pożywka – skład chemiczny 
1. Sole
 • Makroelementy: pierwiastki – N, S, P, K, Ca, Mg – dodawane w stosunkowo dużej ilości w postaci soli nieorganicznych – niezbędne do budowy białek strukturalnych i enzymatycznych, kwasów nukleinowych, aktywacji procesów syntezy oraz prawidłowej gospodarki wodnej, warunkują właściwą budowę i przepuszczalność błon, działanie cytoszkieletu, chlorofilu
Ważny jest rodzaj stosowanej soli oraz zachowanie odpowiednich proporcji między nimi, np. do indukcji embriogenezy somatycznej konieczna jest odpowiednia proporcja kationów Nh4+ do anionów NO3-
2. Mikroelementy: pierwiastki – Fe, Mn, Zn, B, Cu, Co, Mo, Al. I– dodawane w stosunkowo niewielkiej ilości w postaci soli nieorganicznych – regulują one metabolizm komórkowy, różnicowanie się komórek, pobieranie i transport wody oraz asymilatów
Przy braku niektórych mikroskładników zamierają komórki kalusa marchewki zwyczajnej, nie rozwijają się korzenie pomidora lub nie powstają korzenie przybyszowe begonii
3. Witaminy, związki organiczne, które w niewielkich ilościach katalizują lub pośredniczą w reakcjach enzymatycznych komórek • B1 tiamina • B6 pirydoksyna, kwas pantotenowy witamina PP • H biotyna • C kwas askorbinowy • Kwas 
	p-aminobenzoesowy • Kwas foliowy, D kalciferol • E tokoferol
Mezoinozytol – prekursor witamin 
• Witaminy polepszają kondycję komórek, jednak czasami ich działanie może być negatywne – hamują bezpośrednią organogenezę przybyszową z ogonków liściowych begonii, ale stymulują powstawanie pędów przybyszowych chryzantem 
• Inne witaminy (C i E) dodawane w określonych typach kultur odgrywają rolę przeciwutleniaczy (opóźniają utlenianie tkanek eksplantatu, zapobiegając ich brązowieniu)
4. Substancje zestalające 
- Agar: 0-5 -1 % substancja polisacharydowa budująca ściany komórkowe morskich krasnorostów
- agaroza oczyszczony ekstrakt agaru, niższe stężenie od agaru, kultury protoplastów, pojedynczych komórek
- gerlite i phytagel  polisacharydy bakteryjne, przeźroczyste, żelują przy odpowiednim Ca 2+, mg 2 +
- agargel mieszanina agaru i phytagelu 
2. Etapy i Warunki prowadzenia kultur in vitro:
kultury płynne
modelowa krzywa wzrostu zawiesiny komórek roślinnych w pożywce płynnej 
kolejne fazy: 1- spoczynkowa , 2 – wykładnicza, 3- wzrostu liniowego 4- obniżonego wzrostu, 5 – stacjonarna

żywotność komórek ustala się za pomocą barwników cytoplazmy
niektóre z nich barwią tylko żywe komórki np czterochlorek trifentylotetrazolowy TTC, natomiast inne barwią cytoplazmę martwych komórek np. błękit evansa
liczba komórek żywych w zawiesinie jest miarą optymalizacji warunków kultury
5. Węglowodany : sacharoza maltoza glukoza fruktoza galaktoza maltoza arabinogalaktany 
6. Antyutleniacze kwas cytrynowy, jabłkowy, asparaginowy, PVP, węgiel aktywowany 0,2-3%
7. Aminokwasy:
- glicyna synteza puryn buduje pierścień porfirynowy chlorofilu
- L- glutamina
- aparigina
- seryna
-prolina
dodatkowe złożone związki organiczne : - hydrolizat kazeinowy, - pepton, - mleko kokosowe, - ekstrakt drożdżowy,-  papka ziemniaczana, - poliaminy ( putrescyna, spermidyna)
8. Regulatory wzrostu
kierunek rozwoju wszczepionych  na pożywki  eksplantatów zależy przede wszystkim od wzajemnych proporcji zawartych w niej substancji wzrostowych. Decydujące znaczne ma tutaj zwłaszcza stosunek auksyn do cytokinin

-Powstawanie  korzeni u zregenerowanych roślin
-Indukcja kalusa u roślin jednoliściennych
-Indukcja embriogenezy somatycznej
-Powstawanie korzeni przybyszowych z kalusa
-Indukcja kalusa u roślin dwuliściennych
-Powstawanie pędów przybyszowych z kalusa
-Rozwój pędów bocznych u zregenerowanych roślin
Auksyny pochodne tryptoganu 
 stymulują wzrost na drodze elongacji w kulturze in vitro 0,01-10,0 mg/l powodują
-IAA
-IBA
-NAA
-PAA
- 2,4 –D
-CPA
-Picloram
-dicamba
-2,4,5,-T
-NOA

1. Tworzenie korzeni przybyszowych
2. Tworzenie zarodników somatycznych
3. Elongacja komórek
4. Tworzenie i wzrost kalusa
5 hamowanie wzrostu pąków kątowych
6. Stymulowanie wzrostu korzeni
Auksyny TIBA, PCIB, 2,4,6-T, NPA – znoszą i modyfikują działanie auksyn

Cytokininy stymulują wzrost na drodze zwiększenia intensywności podziałów w kulturze in vitro 0,001-30,0 mg/l powodują:
-zeatyna
- rybozyd zeatyny
-2iP
-izopentenyloadenozyna
-BAP
-kinetyna
-TDZ
-CPPU
1.Powstawanie pędów przybyszowych wysokie stężenie cytokinin
2. Hamowanie tworzenia korzeni
3. Podziały komórkowe
4.powstawanie kalusa i jego wzrost
5. Rozwój pąków kątowych
6. Hamowanie wydłużenia pędów
7. Hamowanie starzenia się liści
Gibereliny  zawierają złożony 4 pierścieniowy szkielet gibanu
- kwas giberelinowy GA3
- giberelina GA4
-giberelina GA7

1. Wydłużanie pędów
2. Przerywanie spoczynku nasion zarodników somatycznych paków wierzchołkowych i cebul
3. Hamowanie powstawania korzeni przybyszowych
paclobutrazol ancymidol CCA , 1-triacontanol  hamują syntezę giberelin i  wywołują tym samym hamowanie wydłużenia pędów
rozwój korzeni, bulw i cebul
aklimatyzację roślin do niesprzyjających warunków

Warunki fizyczne środowiska kultury
Temperatura - 17-25 °C
25-30 °C truskawki
18-21 °C -› pędy 25 °C - brak pędów
12-15 °C rośliny cebulowe
Wilgotność
zwiększona wilgotność - duży wzrost
niska wilgotność -› słaby wzrost
Duża wilgotność powoduje zmiany w budowie anatomicznej (szparki płytkie, nie otwierają się, brak lub w ogóle zanikają)
kutykula
 Zmiany anatomiczne utrudniają adaptacji in VIVO
Światło natężenie 1000-4000 lx a nawet do 10000lx
5000 8000 lx  40-60µmol/m2
-550 lx tkanki kallusa, może nawet rosnąć w ciemności
-1000 lx tkanka storczyków
- merystemy większe lub równe 3000 lx
najczęściej używa się świetlówki flora najmniejsze nagrzewanie powietrza
- światło niebieskie, bliskie ultrafioletu  różnicowanie pędów
-światło czerwone  ukorzenienie
660 nm aktywacja cytokinin pączki
740 nm ukorzenienie
fotoperiod
- 12-16 godzin oświetlenia
- 9-11 godzin oświetlenia lub oświetlenie ciągłe
WYKŁAD 4
1. Co to jest haploid?
Haploid oznacza roślinę zawierającą gametyczną liczbę chromosomów

Haploidyzacja- zespół metod opartych  na procesach biologicznych prowadzących do powstania roślin haploidalnych
1. Wstęp  spontaniczne haploidy
 pierwsze doniesienia o roślinie haploidalnej zostało opublikowane i potwierdzone cytologicznie przez zespół Blakeslee w 1922
tytoń, pępawa, wiesiołek, pomidor, ryż, rzepak, pszenica, jęczmień, bawełna, żyto , ziemniak, owies, gruszka
Podział haploidów
1. Euhaploidy:
1.1. monohaploidy- mają połowę liczny chromosomów gatunku diploidalnego 
1.2 polihaploidy – mają połowę liczby chromosomów( gametyczną) gatunku poliploidalnego
1.2.1. allopolohaploidy
1.2.2. autopolihapliody
2. Aneuhaploidy:
2.1 haplioidy disomiczne  z dodatkowym chromosomem tego samego gatunku
2.2. haploidy nullisomiczne pozbawione jednego chromosomu
2.3. haploidy addycyjne z dodatkowym chromosomem innego gatunku
2.4. haploidy substytucyjne  zamiast jednego chromosomu haploida wprowadzony inny z obcego gatunku
2.5. haploidy nieregularne

u ziemniaka który jest tetraploidem ( autotetraploid) 2n = 4x=48 DDDD 
haploid n= 24 DD
Zastosowanie systemy haploidów i podwójnych haploidów
korzystając z technik in vitro w badaniach genetycznych jak i w hodowli roślin na coraz szerszą skalę wykorzystuje się formy haploidalne , które obecnie można już uzyskać u ponad kilkuset gatunków, w tym większości roślin uprawnych.
Praktyczne wykorzystanie haploidów następuje po podwojeniu liczby chromosomów i  otrzymaniu tą drogą linii podwojonych haploidów ( linii DH)
1. Podstawowe badania
- analiza ewolucji genomów i pochodzenia gatunków
- badanie efektu dawki genów- w genetyce cech ilościowych, działanie i interakcje genowe
-tworzenie map genetycznych ( >56 map: jęczmień -23. Rzepak -9, pszenica 9, ryż,
 8 papryka tytoń pieprz gorczyca
2.  haploidy i podwojone haploidy w ulepszaniu roślin uprawnych
- hodowla konwencjonalna w tym odpornościowa oraz mutacyjna
- transformacja genetyczna
Metody haploidyzacji, a procesy biologiczne 
Otrzymywanie haploidów:
1. Indukowanie
I. Apomiksja 
1. Partenogeneza haploidalna
2. Apogamia
3. Semigamia
4.androgeneza in vivo
5. Poliembrionia rzekoma
II. Eliminacja chromosomów
III. Androgeneza in vitro 
IV. Gynogeneza in vitro 
2. Spontaniczne 
I. Apomiksja 
1. Partenogeneza haploidalna
2. Apogamia
3. Semigamia
4.androgeneza in vivo
5. Poliembrionia rzekoma

3. I. APOMIKCJA
 1. Partenogeneza haploidalna
rozwój zarodka z haploidalnej , niezapłodnionej komórki jajowej 
czynniki indukujące partenogenetyczny rozwój
1). Pyłek ( tego samego gatunku, obcego gatunku lub rodzaju o zmienionych właściwościach
- błękit toluidyny – topola i osika
- tlenek azotu – papryka
- formaldehyd sorgo
- niska temperatura żyto
- promienie X- kukurydza
-promieniowanie gamma- melon , ogórek
2). Pyłek innego gatunku lub rodzaju 
2. Apogamia
Rozwój zarodka z innej komórki gametofitu żeńskiego niż komórka jajowa np z synergidy  len , żyto, pszenica
 może również nastąpić rozwój zarodka haploidalnego obok diploidalnego w wyniku normalnego zapłodnienia, powstają zarodki bliźniacze
3.Semigamia
jądro gamety męskiej (plemnik) wnika do cytoplazmy komórki jajowej, ale nie dochodzi do fuzji jąder, jądra te dzielą się niezależnie i powstaje zarodek typu mozaikowatego. Powstające rośliny charakteryzują się tkankami między  innymi haploidalnymi a z pąków powstałych z tych sektorów można otrzymać haploidy
4. Androgeneza in vivo 
jądro plemnikowe po wniknięciu do cytoplazmy komórki jajowej przejmuje jej funkcje. Roślina powstająca z takiej komórki będzie wykazywała cechy rośliny ojcowskiej
5. Poliembrionia rzekoma
 U gatunków , które wytwarzają więcej niż jeden zalążek w ośrodku jest możliwe wystąpienie zarodków „bliźniaczych”. Może również nastąpić rozwój zarodka haploidalnego obok diploidalnego w wyniku normalnego zapłodnienia komórki jajowej
 len, pszenica, żyto, storczyki , palma kokosowa, truskawka
II. Eliminacja chromosomów z zarodka mieszańcowego:
redukcja liczny chromosomów może mieć miejsce w czasie eliminacji chromosomów z komórek zarodka mieszańcowego. Otrzymuje się rośliny, które zawierają jądrowy materiał genetyczny tylko jednego z rodziców- w ilości gametycznej. Ta metoda otrzymywania haploidów jest stosunkowo często stosowana w przypadku zbóż.
Jak dochodzi do eliminacji chromosomów:
- specyficzne defekty  centromerowe
-asynchroniczne cykle mitotyczne
-rezultat tworzenia się mikrojąder
Etapy otrzymywania haploidów
0- kastrowanie
2- zapylenie
3-5 zaczyna się degeneracja endospermu kwiaty są traktowanie np GA3, 2-4 D
14-16 izolacja zarodków i przeniesienie do warunków in vitro hodowla w ciemności
22-28 uprawa w warunkach z zastosowanie fotoperiodu
Otrzymywanie form haploidalnych in vitro 
gynogeneza kultury zalążni , zarodków haploidalnych
androgeneza kultury pylnikowe, mikrospor
Androgeneza jest procesem rozwoju rośliny z gametofitu męskiego u roślin wyższych proces taki można indukować przez poddanie pylników lub izolowanych mikrospor kulturze na sztucznej pożywce in vitro  zboża, rzepak rośliny warzywne i ozdobne
Prace z kulturami pylnikowymi są prowadzone obecnie m.in u: zawilec wieńcowy, ogórek, pomidor, bananowiec, papryka, pszenżyto, ryż, pszenica twarda, kapusta, kawowiec, wierzba, miechunka
Gynogeneza jest ogólnym określeniem dla procesu sporofitycznego rozwoju haploidalnych komórek gametofitu żeńskiego, rozwój ten może być wynikiem podziałów komórki jajowej lub innych komórek woreczka zalążkowego lub nawet megaspor, zachodzi w kulturach niezapłodnionych, niezapylonych zalążków, zalążni lub całych kwiatów na pożywce o odpowiednio dobranych składzie 
proces gynogenezy pozwala otrzymać między innymi haploidalne rośliny: jęczmienia, tytoniu, ryżu, cebuli, ogórka, gerbery, miłorzębu, słonecznika, modrzewia, lilii, petunii, pszenicy , kukurydzy, buraka, żyta
Czynniki wpływające na haploidyzację
1. Genotyp dawcy
2. Warunki wzrostu roślin donorowych
3. Termin/stadium rozwojowe izolacji zalążków, zalążni
4. Warunki hodowli in vitro
5. Wstępne przed traktowanie pylników przed założeniem kultury
6. Skład pożywek
Wskaźniki efektywności haploidyzacji 
Efektywność kultury pylników lub izolowanych mikrospor zalążków mierzy się za pomocą ustalanych wskaźników
 	- Głównym wskaźnikiem efektywności metody jest liczba uzyskiwanych roślin haploidalnych w stosunku do zapylonych kwiatków decydują o tym:
-procent zawiązanych ziarniaków
- liczba rozwijających się zarodników w kulturze in vitro 
E=R/T (100%)
E- efektywność kultury
R- liczba reagujących eksplantatów
T – ogólna liczna eksplantatów 
Efekt końcowy to jest liczba uzyskanych linii dihaploidalnych zależy od efektywności podwojenia chromosomów u roślin haploidalnych.  




*Wykład 5 dla studentów Rolnictwa
Uwalnianie roślin od patogenów przy pomocy
Kultur in vitro

*Merystem wierzchołkowy pędu nie zawiera wirusów lub niewielkie jego ilości.
Kultury izolowanych merystemów wierzchołkowych-  najpopularniejsza metoda eliminacji wirusów roślinnych.
Metody uzupełniające:
-chemioterapia in vitro,
-termoterapia in vivo,
-termoterapia in Vitro,
-krioterapia

*Dlaczego tak jest, dokładnie nie wiadomo. Jako przyczyny rozważa się:
a.) utrudnione przenikanie wirusów do części roślin nie zawierających wykształconych tkanek przewodzących,
b)wysoką aktywność podziałową tkanek co może utrudniać syntezę RNA niezbędnego dla rozmnażania wirusa,
c.) być może jakieś czynniki chemiczne hamujące rozmnażanie wirusów (wysoka zawartość auksyn?),
d.) zjawisko wyciszania wirusowych  genów, tak zwanej interferencji RNA (RNAI).

*Możliwe, choć rzadziej stosowane jest wykorzystanie takich hodowli do uwalniania roślin także od mykoplazm, Grzybów i bakterii (chodzi tu zwalczanie zakażeń układowych, czyli wywoływanych przez patogeny pytujące wewnątrz Komorek lub w przestworach) międzykomórkowych a nie na
powierzchni organów roślinnych; usuwanie drobnoustrojów występujących na Powierzchni roślin jest łatwiejsze służą do tego me ody o kazania materiału roślinnego.

*W merystemach wierzchołkowych Nicotiana tabacum nie występuje wirus mozaiki tytoniu (TMV), w pozostałych organach jego stężenie wzrasta wraz z wiekiem rośliny. Merystemy wierzchołkowe licznych gatunków zawierają Wirusy. Wielkość plazmodesmów łączących komórki merystemów
umożliwia transport kwasów nukleinowych oraz małych cząsteczek wirusów (proteina P30 - białko regulujące wielkość przepływu przez przestrzeń transportującą plazmodesmów).

*Uwalnianie roślin od patogenów – w kulturze tkanki kalusowej regenerującej z pędów Nicotania tabacum porażonego TMV znajdywano grupy komórek wolnych od wirusa. W wyniku intensywnej proliferencji zagęszczenie wirusa w komórkach kalusa malało (2-3%). Rośliny regenerujące z wielokrotnie pasażowanego kalusa były wolne od wirusów – samoistne uwalnianie się tkanek od wirusa i ustabilizowanie się tkanki po kilku pasażach nawet przy sztucznej inokulacji.
Roślin wolnych od wirusów mogą dostarczyć także kultury izolowanych pylników (pelargonia) oraz kultury zawiesiny komórkowej oraz protoplastów.

*Merystemy
Komórki macierzyste roślin (KM) są zlokalizowane w merystemach wierzchołkowych pędów (SAM) i korzeni (RAM). Powstają we wczesnej fazie rozwoju zarodkowego i zachowują swą organizację orz funkcję przez cały okres do życia rośliny. 

*Merystemy apikalne gatunków dwuliściennych zawierają takie same typy komórek i tkanek tworzących analogiczne regiony - domeny
L1 warstwa komórek dzieląca się antyklinalnie- prekursor epidermy
L2 warstwa komórek dzieląca się antyklinalnie- prekursor tkanek subepidermalnych
L3 korpus warstwa komórek dzieląca się w różnych płaszczyznach prekursor kory pierwotnej i wiązek przewodzących
OC - centrum organizacyjne - miejsce powstawania KM
SP- strefy peryferyjne

*Uwalnianie roślin od patogenów przy pomocy kultur In vitro
Do uwalniania roślin od szczególnie uporczywych patogenów stosuje snę głównie hodowle izolowanych merystemów wierzchołkowych pędów.
Używając tego terminu, mamy na myśli bardzo drobne eksplantaty, wielkości 0,2 - 3 mm, zwykle poniżej 1 mm, zawierające tylko merystem wierzchołkowy  pędu i ewentualnie kilka najmłodszych zawiązków liściowych.

*Uwalnianie roślin od patogenów- tok postępowania
I. Po sterylizacji wierzchołkowe odcinka pędu umieszcza się w dobrze oświetlonym polu widzenia binokularu  I usuwa się najstarsze (najbardziej zewnętrzne) zawiązki liści przy użyciu pierwszej pary (lub skalpela i pincety)
- Następnie nowymi sterylnymi igłami (albo ponownie odkażonymi igłami) zdejmuję się zawiązki młodszych liści i stopniowo odsłania się merystem wierzchołkowy pędu, na którym mogą jeszcze pozostawać zawiązki pierwszej pary liści.
- Zależnie od kształtu merystemu odcina się  od pędu jednym cięciem, lub gdy tworzy silnie zagłębioną czaszę – cięciem prowadzonym w dwóch płaszczyznach. Zaleca się możliwie szybką pracę aby uniknąć zwiędnięcia wrażliwych na wysychanie tkanek merystematycznych.
- Uszkodzenie merystemu powoduje nadmierny wzrost korzeni, a słabe wydłużanie się pędu, albo kalusowanie zamiast regeneracji. Podobnie niekorzystne Jest pozostawienie zbyt dużego fragmentu merystematycznych tkanek pędu - przede wszystkim zmniejsza szanse na eliminację  patogenu,
ale może tez powodować nadmierne kalusowanie eksplatatów, słabe ukorzenianie się wierzchołków i zaburzenia w ich rozwoju.

II. Uzyskanie ROŚLIN wolnych od wirusów roślin z pojedynczego merystemu:
1/ wielokrotny podział roślin, które rozwinęły się z merystemów na tzw. „sadzonki węzłowe"
2/ pobudzenie pojedynczego merystemu do proliferacji:
a/ bezpośredniej proliferacji tkanki merystematycznej, w której powstają liczne pąki i pędy na drodze organogenezy bezpośredniej,
b/ regeneracji kalusa, w którym poprzez organogenezę pośrednią pojawiają się centra merysternatyczne, rozwijające się pąki i pędy.

III. Ukorzenianie aklimatyzacja roślin.
IV. Sprawdzanie zdrowotności otrzymanego materiału:
- Inokulacja sokiem badanych roślin liści roślin wskaźnikowych. Rośliny te charakteryzują się określona reakcją na wirusa i dzięki temu wskazują na jego obecność lub brak w badanym materiale.
- Test serologiczny, polegający na łączeniu soku badanej rośliny z kroplą surowicy. Biały osad jest wynikiem polaczenia przeciwciał z wirusem.
- Wykrywanie wirusa za pomocą mikroskopu elektronowego lub optycznego. Pozwala określić obecność wirusa i miejsce jego występowania.
-Test immunologiczny ELISA, wykrywa wirusa nawet przy niskich jego stężeniach. Barwna reakcja y-globuli z przeciwciałami  antyimmunoglobulin i enzym w katalizujacych
-PCR (reakcja łańcuchowa polimerazy DNA), litr-PCR (odwrotna transkrypcja + PCR)

*Metody wspomagające
Hodowle merystemów bywają łączone z innymi metodami zwalczania roślinnych wirusów termoterapią, chemioterapia, krioterapią, czy nawet sporadycznie opisywaną elektroterapią.

*termoterapia In vitro – 
Traktowanie eksplantatów wyłożonych na pożywkę (np. merystemów wierzchołkowych pędów, czy kalusa) podwyższoną temperaturą (36 stopni w ciągu dnia i 30 w nocy przez 4-8 tygodni) całkowicie eliminuje wiele wirusów, a nawet niektóre gatunki bakterii. Temperatura i czas działania dobierane eksperymentalnie – uwzględniając zakres temperatur tolerowanych przez roślinę, a jednocześnie mieszczących się pomiędzy optimum inaktywującym wirusa a maksimum tolerowanym przez eksplantat.

*Na przykład do uwalniania tytoniu od wirusa mozaiki ogórka (mającego wbrew nazwie bardzo szeroki zakres patogeniczności ) zastosowano hodowlę w naprzemiennej temperaturze: 40 st. C przez 16 godzin i 22 oC przez 8 godzin, w cyklach powtarzanych przez 12 dni. Uzyskano w ten sposób lepszą
przeżywalność eksplantatów.
Hodowle drobnych eksplantatów, raczej niż całych roślin, można poddawać działaniu wyższej temperatury (np. 50 - 52oC ale przez 10 - 30 min). Termoterapii można poddawać również nasiona mocząc je w gorącej wodzie (35 - 54oC) przez kilka minut do kilku godzin.

*Termoterapia - Mechanizm działania termoterapii nie jest pewny. To samo zresztą dotyczy krioterapii rzadziej wykorzystywanej metody uwalniania roślin od patogenów przez poddawanie ich fragmentów głębokiemu  zamrożeniu (w ciekłym azocie). Oczywiście, przed zamrożeniem fragmenty roślin muszą być odpowiednio przygotowane przy pomocy krioprotektantów, po rozmrożeniu
materiału pobierane są z niego eksplantaty na odpowiednich pożywkach regenerowane rośliny.



*Uwalnianie roślin od patogenów.
Krioterapia - eliminowanie wirusów poprzez działanie niską temperaturą. Tylko niewielka grupa termolabilnych wirusów roślinnych może być eliminowana przez mrożenie. Większość wirusów toleruje niskie temperatury podczas krioprezerwacjl eksplantatów.
Stosuje się metody kombinowane:
np. wirus szarki śliwy (PPV) - izolacja merystemów wierzchołkowych i krioterapia.
Wiroidy - wrażliwe na traktowanie niską temperaturą przy niedostatku światła.
Metoda krioprezerwacji - przechowywanie materiału wolnego od wirusów.

*CHEMIOTERAPIA 
Chemoterapia In vitro :dodawanie do pożywek antymetabolitów, substancji włączających się w metabolizm wirusów i wywołujących zmiany w kodzie RNA wirusa , hamując jego namnażanie się .
Antymetabolity :
- Analogia prymidyn – uracyl , tiouacyl, bromouracyl
-Anologia puryn – siarczan 2,6 –dioaminopuryny, 8-azaguaniny , chloramfenikol
Inne chemioterapeutyki przeciwwirusowe :
2,4D, 2-tiouracyl, fluorouracyi, fenyloalanina ,zieleń malachitowa, oranż akrydynowy, bromek etydyny , rybawiryna.

Elektroterapia 
- wykorzystanie impulsów pola elektrycznego do leczenia chorób wirusowych .
-Metoda została opatentowana na Kubie .

*ELEKTROTERAPIA :
-Odcinki pędów długości 2-3 cm , zawierające merystemy wierzchołkowe , płucze się przez 5 min w roztworze detergentu , a następnie przenosi do roztworu NaCl i poddaje działaniu prądu o napięciu 15V przez 5 min.
-Następnie materiały odkaża się płucząc w 70% etanolu i 3% podchlorynie sodu .
-Izoluje się merystemy i przenosi na pożywkę MS w celu regeneracji roślin .

- Uzyskano w ten sposób wolne od wirusów rośliny :
Cebuli, ziemniaków , trzciny cukrowej i banany …..
· Późniejsze analizy potwierdzały , że około 40-80%renerujących roślin nie zawierało patogenu.
-Hodowle izolowanych merystemów mają duże znaczenie m.in. w uprawie roślin ozdobnych gerbery , lilii , goździka a także w przygotowaniu materiału ,  rozmnożeniowego  ziemniaków , chmielu …
· O ile wierzchołki pędu (eksplantaty wielkości kilku mm do kilku cm ) mogą zwykle rozwijać się na pożywkach nie wierzchołkowe wymagają w pożywce auksyn np. NAA , IAA, rzadziej IBA.

*KRIOPREZERWACJA – KULTURY IN VITRO
1.Materiały źródłowe : dr hab. Anna Mikuła 
2. Anna Mikuła , Jan J. Rybczyński. 2006 Krioprezerwacja narzędziem długoterminowego przechowywania komórek , tkanek i organów pochodzących z kultu In vitro prace przeglądowe .Biotechnologia 4(75) 145-163 2006
· Krioprezerwacja jest uznana za najlepszą metodę długoterminowego przechowywania materiału roślinnego .
· W temperaturze ciekłego azotu (-196°C)podziały komórkowe i procesy metaboliczne ulegają zatrzymaniu , a jedynie promieniowanie jonizujące można uznać za przyczynę niewielkich zmian genetycznych .
Historia krioprezerwacji :
· 1938 Luyet i Gehenio w r. opublikował wyniki udanych badań nad mrożeniem w ciepłym azocie (LN) niewielkich fragmentów tkanek mchów .
· W swojej pionierskiej pracy wykazali oni , że żywotność komórek zależy od stopnia ich uwodnienia oraz sposób rozmnażania .


*Historia krioprezerwacji :
1949-po raz pierwszy substancja ochronnych użyto w postaci glicerolu a DMSO w 1959r .
1968-Najwcześniejsze doniesienia o mrożeniu komórek pochodzących z kultu In vitro dotyczyły kultu zawiesinowych – Qutrano uzyskał w pełni żywotne komórki zawiesiny Inu zabezpieczane DMSO , po przechowywaniu w temperaturze-50 °C.
1971- po raz pierwszy zatasowano ciekły azot dla embriogenicznej zawiesiny komórkowej marchwi.
1973-Nag i Street wykazali , że embriogeniczna kultura nie traci zdolności do regeneracji po przechowywaniu w ciekłym azocie .
1979-Withers opisał procedurę mrożenia zarodków somatycznych marchwi , tj. struktur zorganizowanych , zbudowanych z różnych typów komórek .
Przez kolejnych dwadzieścia lat udoskonalono metody powolnego schładzania tkanek dla coraz to nowych gatunków .

*Od 1990r. opracowanie nowych technik , bazujących na witryfikacji  , uprościło i upowszechniło procedurę krioprezerwacji , dzięki czemu liczba wprowadzonych do LN gatunków raptownie wzrosła .
· Pojęcie ,,krioprezerwacja ‘’ obejmuje następujący zakres czynności :
· Prekulturę materiału roślinnego ,
· Jego przedtraktowanie ,
· Zamrażanie 
· Krioprzechowywanie i rozmnażanie .
· Zmiany biochemiczne , fizjologiczne ultrastrukturalne będące następstwem nabywania odporności na mróz , w naturze indukowane krótkim fotoperiodem , temperaturze bliską 0°C i stresem wodnym , w kulturach mogą być skutecznie inicjowane za pomocą prakultury .
· Egzogennie wprowadzane do pożywki cukry czy ABA znane są jako stymulatory kompleksowej  rearanżacji  strukturalne i  metaboliczne komórek , sprzyjającej nabywaniu uznawanej obecnie za klucz do efektywnej krioprezerwacji , tolerancji desykacyjnej . 
· U podstaw tego procesu leży ekspresja odpowiednich genów .
· Hartowaniu towarzyszy ekspresja genów COR określanych też jako LTI 
· Kodują one specyficzne białka z rodzinny LEA i ich homologia , charakteryzujące się dużą hydrofilnością i stabilnością w wysokich temperaturach .
· Pojawiają się one także w odpowiednich na dehydratację i stymulację hormonalną .
Białka kolejnej grupy – AFP typu glukanaz , chitynaz i taumatyn , zmieniają dynamikę krystalizacji wody , hamują rozrost kryształów lodu i tym samym zwiększają odporność na mróz .
· Następuje także synteza cukrów , proliny czy ABA . Gromadzenie się tych substancji , obserwowane w roślinach in vivo, zachodzi również w komórkach i tkankach hodowanych In vitro .
Woda będąca najobfitszym składnikiem biologicznym aktywnych komórek , jest głównym elementem wpływającym na efektywność krioprezerwacji .
· Radykalne ograniczenie je zawartości pozwala na osiągnięcie strukturalnych cech , którymi charakteryzuje się komórki wykazujące desykacją , takich jak :
· małe wakuole
· gęsta cytoplazma 
· brak plazmodesm 
· elastyczność ścian  
· W warunkach In vitro cechy te indukować można za pomocą kultury w roztworach o wysokim osmatikum , które stymulujące przebudowę cytoplazmy ograniczają w niej zwartość
· Wody wolnej , a zwiększając związanej 
· Stan taki osiągany jest przy długoterminowe (ok. 30 dniowe )lub 48 godzinne oddziaływanie roztworem cukrów , których ochronna funkcja wyraża się na dwa sposoby .  

*METODY KRIOPREZERWACJI :
- powolnego schładzania 
-witryfikacji 
-kapsułowania 
-kropli

*POWOLNE SCHŁADZANIE :
-precyzyjna kontrola tempa schładzania 
-umiejętne łączenie krioprotektantów 
-krystalizacja wody zewnątrzkomórkowej 

*POWOLNE SCHŁADZANIE –ETAPY 
Przygotowanie materiału roślinnego obejmuje :
-przedtraktowanie 
-zabezpieczanie krioprotektantami np.dwutylosulfotlenek DMSO
Mannitol, sorbitol, sacharoza , glikol , polietylenu ) odwadniają tkanki stabilizują błony komórkowe oraz obniżają temperaturę krystalizacji lodu .
-powolne schładzanie ( tempie 0,5-2°C. min -1 ) do określonej temperatury przedzamrożeniowej (zwykle -30 lub -40 °C.)i dalsze kontrolowane , szybsze schładzanie do -196°C ( w tempie 10 °C )
- przy prawidłowo zaprogramowanym tempie schładzania , zamarzająca jedynie w przestworach międzykomórkowych woda przyczynia się do zagęszczenia soku komórkowego i obniża temperatury krzepnięcia cytozolu.  W optymalnych warunkach wickość lub całość wody , która może zamarznąć usuwanie jest z komórki drogą osmozy . W ten sposób redukuje się szkodliwe , wewnątrzkomórkowe formowanie lodu .

*WITRYKACJA :
-Odwadnianie cytozolu osiągane jest tu poprzez traktowanie materiału roślinnego wysoko skoncentrowaną mieszaniną substancji krioochronnych .
- Takie traktowanie połączone z bezpośrednim zanurzeniem próbek w ciekłym azocie ,a zatem z raptownym ich zamrożeniem , powoduje przemianę wodnego roztworu w zeszklony płyn z pominięciem fazy krystalizacji , co ma miejsce w temperaturze -115°C 
WITRYFIKACJA :
Czas inkubacji w roztworze nitryfikacyjnym . 
PVS2:30%glicerol, 15%glikol etylenu 
15%DMSO i 0,4M sacharoza 
PVS3:50%glicerolu i 1,46M sacharoza
PVS4:35%glicerol 20%EG i 0,6 M sacharoza 

*ETAPY :
-Traktowanie r. wstępnym (2Mglicerol +0,4M sacharoza )
-Traktowanie PVS
-Szybkie zanurzanie w LN 
Witryfikacja umożliwia przechowywanie w LN nie tylko niezróżnicowanych  tkanek , ale również całych organów zawierających różne typu komórek ( zarodków , stożków wzrostu , pąków ) roślin pochodzących ze wszystkich stref klimatycznych .

*KAPSUŁOWANIE –DEHYDTATACJA 
Bazuje na wityfikacji przez dehydratację osmotyczną i odparowanie , dzięki czemu w czasie obniżania temperatury uzyskiwany jest stan stabilnej szklistości .

*ETAPY :
-Kapsułkowanie 
-Dehydratacja od 1-7 dnia wzrasta stężenie cukru 
- Desykacja powietrza lub krezmmionkowa 2030 %wilgotności względnej 
- Szybkie zanurzanie w LN

*kropli (droplet freezing)- merystemy i stożki wzrostu – wykorzystywane jest wysokie przewodnictwo cieplne folii aluminiowej, rozchodzenie się ciepła w eksplantatach jest szybkie i jednorodne. Materiał roślinny jest bardzo szybko zamrażany i rozmrażany.
Etapy: * prakultura * traktowanie krioprotektantami *wyłożenie na folię aluminiową *szybkie zanurzenie w LN

*kultury In vitro i krioprezerwacja są konieczne dla roślin:
- nie tworzących nasion rozmnażanych wyłącznie wegetatywnie (jadalne odmiany banana)
- korzeniowych i bulwiastych rozmrażanych wegetatywnie (ziemniak, pochrzyn, maniok, słodki ziemniak, trzcina cukrowa)
- mających nasiona typu recalcirant, włączając gatunki drzewiaste oraz owocowe tropikalne

*wiodące rosliny uprawne: 
1. pszenica 450 mln ton
2. kukurydza 400 mln ton
3. ryż  395 mln ton
4. ziemniak 295 mln ton
5. jęczmień 80mln ton (te pięć stanowi 54% światowej produkcji)

*z wykorzystaniem ciekłego azotu (LN) w bankach genów zabezpieczono około 100 gatunków roślin wyższych
- Leuven Belgia – 306 obiektów banana
- braunschweig Niemcy – 519 obiektów reprezentujących 51 starych odmian zmienika
- lima Peru – 960 obiektów ziemniaka reprezentujących 197 genotypów
- fort Collins USA – 2100 zimowych pąków jabłoni
- corvallis USA- ponad 100 obiektów wierzchołów pędów gruszy
- afocel Francja- 100 obiektów zimowych pędów wiązu
- niar Japonia – 50 obiektów morwy
- vacouwer Canada – bank koloni lini elitarnych rośli ilastych ok. 5 tys. Genotypów
- West Perth Australia – 9 ekstremalnie zagrożonych wyginięciem klonów australijskiego greviella Scaligera oraz 6 zagrożonych z rodziny haemodoraceae
- royal botanic garden, kew, UK - maszaki 
Wykład 6			
WYKORZYSTANIE DIAGNOSTYKI MOLEKULARNEJ
Wybór markerów molekularnych: możliwości techniczne, koszt,….
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kwencje w genomie człowieka
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Sekwencje powtarzające się w genomie jądrowym- rozproszone
· LTR- są to długie powtórzenia końcowe (long terminal repeats), które odgrywają istotną rolę w procesie transpozycji
· SINE- są to krótkie rozproszone elementy jądrowe(short interspresed nu clear elements), które pomimo braku genu odwrotnej transkryptazy mogą ulegać transpozycji;  w genomie człowieka najlepiej poznanym elementem SINE jest sekwencja Alu, o wielkości 300 pz, która występuje w prawie milionie kopii rozproszonych prawie po całym genomie jądrowym; jakkolwiek pochodzenie sekwencji Alu nie jest wyjaśnione zakłada się, iż powstały one jako pseudogen, który nabył cechy transpozonów i poprzez replikowanie zdolność do przenoszenia się w wielu kopiach w obrębie genomu jądrowego;
· LINE- są to długie rozproszone elementy jądrowe (long interspersed nuclear elements), które zawierają gen odwrotnej transkryptazy; sekwencja znaną z ludzkiego genomu jądrowego jest element LINE 1(L1 LINE), który wykazuje długość ok. 6 000 pz i występuje w ok. 60 000 kopii; sekwencje LINE dzięki transpozycji maja zdolność przemieszczania się w obrębie genomu, a poprzez odwrotną transkrypcję mogą wprowadzać w odległych nawet miejscach genomu jądrowego nowe kopie sekwencji;

Duże powtórzenia: Transpozony
· Elementy ruchliwe, transpozony ang. „Transposable elements” (TE’s)- sekwencje zdolne do przemieszczania się w obrębie genomu

· Dlaczego transpozony są istotne?
ZAPAMIĘTAJ: ok. 50% genomu człowieka zawdzięcza swoje pochodzenie transpozonom
Typy sekwencji (w procentach) występujących w ludzkim genomie.
Ponad 40% genomu stanowią tzw. sekwencje mobilne (transpozony). Połowa ludzkiego genomu to sekwencje powtarzające się. Tylko niewielki ułamek genomu to sekwencje kodujące łańcuchy białek.

[image: ]
Elementy ruchome
- transpozony klasy II: przemieszczają się w genomie poprzez wycinanie z pierwotnego położenia, następnie „wklejanie się” w nowe miejsce z udziałem enzymu transpozazy
Istnieje hipoteza, że transpozony są dawnymi wirusami, które utraciły geny odpowiedzialne za zjadliwość. Transpozony nigdy bowiem nie występują poza komórką, jako zdolne do infekcji chorobotwórczych.
- transpozony klasy I, retrotranspozony: zawierają gen kodujący odwrotną transkryptazę, która wiążąc się z odpowiednimi RNA, przepisuje ten odcinek na 
pozo chromosomowy DNA. Następnie odcinki pozachromosomowego DNA, dzięki enzymowi- integrafie


Transpozony
· Transpozon- sekwencja DNA różnej długości (każdy zawiera gen transpozazy, a na obu końcach jest oflankowany odwróconymi powtórkami sekwencji TIRs), które są rozpoznawane przez transpozazy), która może przemieszczać się na inną pozycję w genomie tej samej komórki w wyniku procesu zwanego transpozycją
· Transpozycja często powoduje mutacje i może zmienić ilość DNA w genomie. Transpozony SA także nazywane „wędrującymi genami” lub „skaczącymi genami” (ang. Jumping genes) oraz „mobilnymi elementami genetycznymi” (ang. Mobile genetic elements).
· Za badania nad transpozonami u kukurydzy powodującymi zmiany ubarwienia nasion Barbara McClintock otrzymała Nagrodę Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny w roku 1983

System AC/DS. u kukurydzy (obrazek)
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Genom jądrowy
	Species
	Size of genome (Mb)
	Approximate number of genes

	Saccharomyces cerevisiae (budding yeast)
Schizosaccharomyces pombe (fission yeast)
Caenorhabditis elegans (nwmatode worm)
Arabidopsis thaliana (plant)
Drosophila melanogaster (fruit fly)
Oryza sativa (rice)
Gallus gallus (chicken)
Homo sapiens (human)
	12.1
12.5
97
125
180
466
1200
3200
	6100
4900
19,000
25,500
13,600
40,00
20,000-23,000
30,000-40,000



	Feature
	Yeast
	Fruit fly
	Human

	Gene density (average number per Mb)
Introns per gene (average)
Amount of the genome that is taken up by genome-wide repeats
	496
0.04
3.4%
	76
3
12%
	11
9
44%


Markery białkowe
	Markery białkowe

	

	Reprezentują wyłącznie kodujące sekwencje DNA

	Markery DNA

	

	Obecne w całym genomie
(obejmują kodujące i niekodujące sekwencje)


Markery molekularne w pracach genetyczno- hodowlanych
Markery molekularne stają się niezbędnym elementem przy tworzeniu nowych odmian, ich ochronie i klasyfikacji. Zastosowania markerów molekularnych w hodowli roślin to głównie:
Selekcja na podstawie markerów sprzężonych z cechami ważnymi gospodarczo, co pozwala na:
· uniknięcie modyfikującego ekspresję cechy wpływu środowiska,
· przeprowadzenie selekcji na dowolnym etapie rozwoju rośliny,
· skrócenie czasu hodowli oraz obniżenie jej kosztów,

Ustalenie pokrewieństwa między formami oddalonymi oraz ich filogenezy, co ma znaczenie przy doborze form wyjściowych do hodowli,
Identyfikacja genetyczna materiału pozwalająca na ochronę praw hodowcy,
Badanie czystości nasion mieszańcowych oraz weryfikacja jednorodności klonów u gatunków rozmnażanych wegetatywnie.
Mutageneza inercyjna
Markery BIAŁKOWE CZY TEŻ DNA to produkty, widoczne jako „prążki” na żelach lub membranach odpowiadające KONKRETNYM BIAŁKOM LUB odcinkom DNA o różnej wielkości/długości, MARKERY DNA SĄ końcowym reakcji enzymatycznych lub hybrydyzacji.
Wzory prążkowe specyficzne dla poszczególnych roślin mogą być wykorzystane podobnie jak pewne cechy morfologiczne. Pozwalają one na bardzo dokładna analizę genomu, gdyż dziedziczą się zgodnie
z genetyką mendlowską, nie podlegając jednocześnie modyfikującemu wpływowi środowiska
Cechy idealnego markera genetycznego:
>kodominujący (pozwalający na odróżnienie heterozygot od homozygot dominujących)
>pojedyncza kopia
>ekonomiczny wysoki polimorfizm ,wysoka frekwencja i równomierne rozłożenie w genomie
>prosta i szybka metoda wykrywalności
>wielofunkcyjne
>genomowo - specyficzne - istotne zwłaszcza przy pracy z poliploidami występującymi w naturze
>powtarzalne,
>możliwość automatyzacji prac

Elektroforeza allozymów
IZOENZYMY- enzymy o tych samych funkcjach katalitycznych, ale różniących się składem aminokwasowym, SA kodowane przez geny położone w różnych locus
ALLOZYMY- warianty enzymu, które są kodowane przez różne allele tego samego locus
IZOENZYMY- katalizują tą samą reakcję, pochodne różnych genów, ale różnią się strukturą pierwszorzędową, właściwościami fizycznymi, parametrami kinetycznymi, ko faktorami, ruchliwością elektroforetyczną, a także immunologicznie
Allozymy- warianty enzymu, które są przez różne allele tego samego locus
[image: ]
Fosfatazy to grupa enzymów należących do klasy hydrolaz (klasa 3- obejmuje enzymy rozszczepiające wiązania z udziałem cząsteczki wody
· Fosfetaza kwaśna (EC 3.1.3.2)- „enzym znacznikowy” lizosomów, głównego miejsca trawienia wewnątrzkomórkowego

Enzymy te katalizują odszczepienie reszty fosforanowej od cukrowców, białek, tłuszczowców, nukleotydów i wielu innych naturalnych estrów kwasu fosforowego według poniższej reakcji:
R-O-PO3H-+H2O  fosfataza    R-OH+H2PO4-
Klasy enzymów
· Termin fosfatazy jest używany w odniesieniu do szerokiej grupy enzymów, które katalizują hydrolizę estrów i bezwodników kwasu ortofosforowego.
· Fosfatazy odgrywają ważną rolę w glebie, ponieważ stymulują przemiany organicznych związków fosforu w nieorganiczne fosforany (HPO4 -2 i H2PO4-), bezpośrednio dostępne dla roślin i organizmów glebowych.
· Gliadyny kodowane są przez kompleks Ioci Gli-1 (yw) i Gli-2 (dB) zgrupowany na krótszych 
ramionach chromosomów odpowiednio grupy 1 i 6 homeologicznej: 1A, 18, 1D, 6A, 6B, 6D
Gliadyna
· Jest jednym z głównych składników glutenu. Gliadyna powstaje z delikatnych, lekko, pofałdowanych pojedynczych łańcuchów polipeptydów 
· [image: ]Gliadyna dobrze rozpuszcza się w alkoholu oraz słabych kwasach organicznych. Rozpuszcza się również w moczniku oraz wodzie destylowane
· Gliadyna jest białkiem niejednorodnym i polimorficznym
· Gluteina jest drugim polimerem glutenu utworzonym z agregatów polipeptydów. Jest to białko charakteryzujące się spoistością i sprężystością.  Pod względem średniego składu aminokwasowego zbliżona jest do, gliadyny, ale zawiera więcej tyrozyny, tryptofanu, mniej natomiast glutaminy, proliny oraz fenyloalaniny.


Typy technik elektroforezy białek
· Elektroforeza natywna, w żelu akrylamidowym (PAGE) lub skrobiowym (SGE)
· Elektroforeza w żelu akrylamidowym, w obecności SDS, białka zdenaturowane (SDS-PAGE)
· Elektroforeza izoogniskowania (IEF), w żelu poliakrylamidowym
· Elektroforeza dwukierunkowa (2-D)

Rozdzielczość (zdolność rozdzielania mieszaniny białek)
· w bibule- 10-15 białek (tu: prążków)
· w agarozie- 20-30
· w akrylamidzie o jednym stężeniu- 40-50
· W gradiencie żelowym akrylamidu- 100-150
· w technice 2-D- 3000-5000 ( w postaci „plamek")

Zasada rozdziału białka metodami PAGE i SGE
Analiza profili białkowych techniki elektroforetyczne 
Cząsteczki białek w polu elektrycznym migrują z szybkością zależną od ich masy cząstkowej, wypadkowego ładunku, od ładunku zależy też ich kierunku ruchu
PAGE - elektroforeza natywna
Ograniczeniem jest: 
- potrzebna standaryzacja 
- kompleksy białek dają profile trudne do interpretacji,
- stosunkowo słaba rozdzielczość metody.

Elektroforeza w obecności SDS (strefowa)
· Zastosowanie SDS (dodecylu siarczan sodu)- substancji powierzchniowo czynnej przyczynia się do znacznego poprawienia rozdzielczości techniki elektroforetycznej
· Potraktowanie cząsteczki białka przez SDS skutkuje powstaniem kompleksów białko- SDS o ustalonym stosunku ładunku elektrycznego do masy
· Separacja białek odbywa się zgodnie z ich masami cząsteczkowymi
· Barwienie kompleksu SDS- białko jest znacznie wydajniejsze
· Obecność SDS skutecznie eliminuje enzymatyczną degradację białek podczas ich separacji

Roztwory akrylamidu o stałym stężeniu i gradient żelowy akryl amidu, przykłady zróżnicowania wielkości porów (siatki) akrylamidu
[image: ]
Elektroforeza izoogniskowania. Nośniki (amfolity) tworzą gradient żelowy pH np. 2-9. Białka migrują do miejsca w żelu w którym ich punkt izoelektryczny zrówna się z pH żelu
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Czystość odmianowa pszenicy, porównanie z wzorcem
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Przydatność elektroforezy białek dla banków genów
· Weryfikacja tożsamości, rozróżnianie prób z kolekcji
· Wykrywanie tzw. duplikatów czyli prób źle oznaczonych
· Określanie stopnia dryfu genetycznego, erozji genetycznej czyli zmian struktury genetycznej w długo przechowywanych, starych kolekcjach, dotyczy głównie pszenicy i jęczmienia
· Zaletą markerów białkowych jest możliwość analizy na starych, nawet niekiełkujących nasionach.
· Są gatunki, gdzie polimorfizm białek nasion jest niewystarczający do charakterystyki zmienności genetycznej kolekcji. W tych przypadkach konieczna jest analiza markerów molekularnych opartych na DNA.

Źródła polimorfizmu markerów DNA
1. Mutacje punktowe
2. Aberracje chromosomowe
3. Genomowe rearanżacje
4. Metyzacja DNA

Mechanizmy spontanicznych zmian:
· Błędy w replikacji
· Poślizg polimerazy
· Pęknięcia chromosomów
· Asymetryczny crossing- over
· Aktywacja transpozonów i retrotranspozonów

Wybór markerów molekularnych ko dominacja i dominacja
Marker kodominujący- to taki, który pozwala rozróżnić heterozygotę od homozygoty RFLP, VNTR, SSR, STS, SCAR, CAPS
Marker dominujący- to taki, który nie pozwala na odróżnienie wszystkich układów alleli genów  RAPD, DAF, AFLP, ISSR
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ENZYMY RESTRYKCYJNE - klucz do poznania genomu i manipulowania genami
· Wykrycie nowej klasy enzymów nukleolitycznych – endonukleaz restrykcyjnych, restryktaz było jednym z kluczowych odkryć, które przyczyniły się do rozwoju biologii molekularnej
· Początkowo chodziło o poznanie na czym polega działający mechanizm obronny w komórce bakteryjnej zakażonej bakteriofagami
· Mechanizm ten został wyjaśniony i opisany jako restrykcyjno-modyfikacyjny.
· Restrykcja polega na tym, że komórka bakteryjna wytwarza enzymy katalizujące ograniczoną fragmentację natywnego DNA W tym DNA bakteriofagia.
· Aby komórkowy DNA bakterii nie ucierpiał  od tych samych enzymów, jest on modyfikowany (najczęsmej metylowany  z udziałem komórkowych metylaz DNA), co powoduje, ze staje się niedostępny dla nukleolitycznego ataku restryktaz.

ENZYMY RESTRYKCYJNE - ważniejsze było wykrycie samych enzymów restrykcyjnych 
· Te endonukleolityczne enzymy charakteryzują się wyjątkowo wysokim stopniem specyficzności substratowej,
· Katalizują one hydrolizę wiązań fosfodiestrowych w łańcuchu polideoksyrybonukleotydowym (DNA),
· Z ich udziałem hydrolizowane są tylko niektóre, nieliczne ściśle określone wiązania fosfodiestrowe i tylko w dwuniciowym DNA,
· Wybór wiązań zależy od występowania specyficznych sekwencji nukleotydowych, rozpoznawanych przez określone restryktazy.

Enzymy restrykcyjne
· Taka specyficzność substratowa czyni z tych enzymów bardzo atrakcyjne narzędzie badawcze
· Enzymy restrykcyjne wykorzystywane są genetyce molekularnej do celów poznawczych i praktycznych

Bez nich nie byłoby osiągnięć takich jak:
· Klonowanie molekularne
· Sekwencjonowania większych odcinków genomowego DNA
· Genomiki

HaeIII z Haemophilus aegypticus
Enzym ten rozpoznaje i przecina poniższą sekwencję, w wyniku, czego powstają „tępe końce”
· 5’ GGCC 3’ …………….5’ GG… CC 3’
3’ CCGG 5’……………..3’ CC… GG 5’
Wyjściowa sekwencja ma taką postać gdzie kolorem czerwonym zaznaczono miejsce rozpoznawane przez enzym restrykcyjny
· ACTCAGAGGCCATGCTAGCTGATCGTGGCTAGTCGATAAGCTGACTAGCTGACGC                        TGA
· TGAGTCTCCGGTACGATCGACTAGCACCGATCAGCTATTCGACTGATCGACTGCG
ACT
· Przy genotypie, w którym w obu loci znajduje się taki sam odcinek DNA określony jako allel Q otrzymujemy po procesie elektroforezy dwa prążki o wielkości 9pz i 49pz.
· Teraz sytuacja, gdy w sekwencji tej dochodzi do mutacji.
· ACTCAGAGGCCATGCTAGCTGATCGTGGCTAGTCGATAAGCTGACTAGCTGACGC
TGA
TGAGTCTCCGGTACGATCGACTAGCACCGATCAGCTATTCGACTGATCGACTGCG
ACT

· ACTCAGAGGCCATGCTAGCTGATCGTGGCCAGTCGATAAGCTGACTAGCTGACGC
TGA
TGAGTCTCCGGTACGATCGACTAGCACCGGTCAGCTATTCGACTGATCGACTGCG
ACT
Przy genotypie, w którym w obu loci znajduje się taki sam odcinek zmutowanego DNA określony jako allel q otrzymujemy po procesie elektroforezy trzy prążki o wielkości 9pz, 19pz i 30 pz.

1. Trawienie badanego DNA enzymami restrykcyjnymi i oznaczanie specyficznych fragmentów bezpośrednio lub po hybrydyzacji techniką Southerna
RFLP- analiza polimorfizmu fragmentów restrykcyjnych (ang. restriction fragment length polymorphism)
VNTR - zmienna liczba tandemowych powtórzeń - (variable number of
tandem repeats) - minisatelitarne powtórzenia - 11-60 pz
Polimorfizm minisatelitarnych loci wykrywany jest poprzez trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi, które rozpoznają sekwencje flankujące minisatelitarne regiony. Dalsze etapy analizy przebiegają jak w przypadku markerów RFLP, z zastosowaniem sond homologicznych do minisatelitamego DNA. W wyniku analizy uzyskuje się profile molekularne składające się z wielu produktów o wielkosci od 4-20 kpz, zwane „Fingerprintami”
Schemat procedur stosowanych w metodach RFLP i MAAP
	RFLP
	MAAP

	Izolacja DNA

	Trawienie enzymami restrykcyjnymi
	PCR

	Elektroforeza na żelu agarozowym
	Elektroforeza na żelu agarozowym lub poliakrylamidowym

	Hybrydyzacja DNA typu „Southern”
	

	Znakowanie sond i hybrydyzacja
         Nieradioaktywna                     radioaktywna
	

	Detekcja optyczna, luminescencyjna lub fluorescencyjna
	Autoradiografia
	Detekcja optyczna lub autoradiografia




Markery RFLP stwarzają możliwość detekcji polimorfizmu w nieograniczonej liczbie odcinków DNA, z rejonów kodujących i niekodujących,  zastosowaniem jednolitej procedury badawczej. Właściwość ta zadecydowała o powszechnym użyciu markerów RFLP do konstrukcji map genetycznych większości roślin uprawnych.
Wykorzystanie reakcji enzymatycznej amplifikacji (ang. polymerase chain reaction - PCR) DNA w obecności oligonukleotydowych starterów

POLIMORFIZM LOSOWO AMPLIFIKOWANYCH FRAGMENTOW DNA
RAPD (ang. random amplified polymorphic DNA) - 9 -11 pz
DAF (ang. DNA amplification fingerprinting) - 5 -8 pz.
Ap - PCR (ang. arbitralily primed PCR) - 10-50 pz.
AFLIP - polimorfizm namnożonych fragmentów restrykcyjnych (amplifed fragment length Poymorphism) 
ISSR - polimorfizm sekwencji międzymikrosatelitamych (ang. inter  simple sequence repeats)

MARKERY BAZUJĄCE NA REAKCJI PCR Z ZASTOSOWANIEM SPECYFICZNYCH STARTEROW
- SSR - mikrosatelitarny ptiliiriorfizm krótkich tandemowych powtórzeń (ang. Simple sequence repeats )-  proste sekwencje powtarzalne
- SCAR - polimorfizm sekwencyjnie charakteryzowanych regionów DNA (ang. sequence characterized amplified region)
- CAPS - polimorfizm trawionych amplifikowanych sekwencji (ang. cleaved amplifed polymorphic sequence)
- SAMPL - polimorfizm selektywnie amplifikowanych mikrosatelltarnych loci (ang.selectively amplified microsatelite polimorphic Ioci)


Metoda konwersji markera RAPD w specyficzny marker SCAR
[image: ]
CAPS (ang. Clevaed Amplified Polymorphic Sequence) Konwersja RLFP - CAPS, STS
- Technika oparta na połączeniu dwóch reakcji: reakcji PCR z trawieniem restrykcyjnym. Pierwszym etap to klasyczna reakcja PCR. Startery do reakcji konstruowane są na podstawie znanych sekwencji. Amplifikowany produkt jest następnie trawiony enzymem lub enzymami restrykcyjnymi i rozdzielany na żelu agarozowym. Pozwala to na wykrycie alleli heterozygotycznych i homozygotycznych, tak więc markery CAPS dziedziczą się kodominacyjnie.
SAMPL (ang. Selectively Amplified Microsatelite Polimorphic Loci)
Znacznie tańszą i prostszą metodą poszukiwania markerów molekularnych, a tym samym identyfikacji alleli jest, SAMPL Metoda ta narodziła się z połączenia dwóch technik: SSR i AFLP. Polega ona na trawieniu DNA genomowego jednym enzymem restrykcyjnym, przeważnie rzadko tnącym nić DNA. Do miejsca tego przyłączony jest adaptor przez T4 DNA ligazę. Miejsce to będzie miejscem hybrydyzacji startera AFLP. Drugi starter jest komplementarny do sekwencji mikrosatelitarnej.
Amplifikowany fragment zawiera się pomiędzy miejscem restrykcyjnym a sekwencją mikrosatelitarną. Metoda to m” szansę wyprzeć klasyczny AFLP, ponieważ generuje prążki o bardzo wysokim polimorfizmie i pozwala na wykrycie alleli kodominujących.
WYKŁAD 7
1.Główne rodzaje białek związanych z widełkami replikacyjnymi:
Topoizomerazy- znoszą napięcia torsyjne w podwójnej helisie DNA, powodowane przemieszczaniem się widełek
Helikazy (DNA B,C)- rozplatają DNA przed kompleksem replikacyjnym
Polimerazy
· Polimeraza I - usuwanie starterów RNA i wypełnianie ubytków
· Pozimeraza II - naprawa DNA
· polimeraza III - odpowiedzialna za syntezę DNA de novo zarówno nici wiodącej jak i opóźnionej
Prymaza DNA - syntetyzuje startery niezbędne do syntezy fragmentów okazaki nici opóźnionej
Białko wiążące jednoniciowe DNA (SSB) - zapobiega renaturacji obszarów jednononiciowych
Ligaza - łączy nici DNA
2. Replokacja eukariotyczna 
· duża liczba ori
· inicjacja replikacji zbliżona - dołączenie do ori inicjatora, a następnie białek pozwalających na wiązanie helikazy
· natomiast występuje większa liczba białek biorących udział w samej replikacji
· bardziej zbliżony replisom
· kontrola przez aparat cyklu komórkowego
· krótsze odcinki okazaki
3. Wykorzystywanie reakcji enzymatycznej amplifikacji DNA w obecności oligonukleotydowych starterów
polimorfizm losowo amplifikowanych fragmantów DNA
· RAPD 9-11 pz
· DAF 5-8 pz
· AP-PCR 10-50 pz
· AFLP polimorfizm namnożonych fragm restrykcyjnych
· ISSR polimorfizm sekwencji mędzymikrosatelitarnych
markery bazujące na reakcji PCR z zastosowaniem specyficznych starterów
· SSR mikrosatelitarny polimorfizm krótkich tandemowych powtórzeń
· SCAR polimorfizm sekwencyjnie charakteryzowanych regionów DNA
· CAPS polimorfizm trawionych amplifikowanych sekwencji
· SAMPL polimorfizm selektywnie amplifikowanych mikrosatelitarnych loci

4. Przebieg reakcji CPR- w reakcji CPR namnażamy sekwencje DNA poprzez powtarzające się cykle.
Każdy cykl syntezy składa się z trzech etapów
· denaturacja-rozdzielenie dwuniciowego DNA w temp 90-95st (rozerwanie wiązań wodorowych, destabilizacja helisy i rozpad DNA na pojedyncze nici)
· przyłączenie starterów do matrycy- hybrydyzacja komplementarnych oligonukleotydów (starterów) z rozplecionymi nićmi DNA w temp. 47-70st
· elongacja- polimeraza DNA, przyłączając wolne nukleotydy dNTP i Mg+, buduje komplementarne nici DNA w temp 72st
        Każdorazowo zostaje podwojonaliczba kopii DNA. W rezultacie liczba amplifikowanych fragm rośnie w postępie wykładniczym 2 do potęgi n, gdzie n oznacza liczbę cykli.
        Możemy namnażać fragm o długości od 500pz do ponad 10kpz
         CPR umożliwia syntezę milionów, a nawet miliardów kopii każdej sekwencji genomowego DNA w czasie krótszym niż kilka godzin.

5. Sposób przygotowania mieszaniny reakcyjnej do przeprowadzenia CPR
 
	Reagent
	Ilość na jedną próbę µl
	1 reakcja *11 prób
	Stężenie końcowe

	H2O
	22,1
	243,1
	

	10*PCR bufor
	5,0
	55,0
	

	MgCl2 (25mM)
	3,0
	33,0
	1,5

	dNTP mix (2,5mM)
	5,0
	55,0
	0,25

	Primer(10µM)
	2,2
	24,2
	0,44

	Primer(10µM)
	2,2
	24,2
	0,44

	Polimeraza TAG (5U)
	0,5
	5,5
	0,05

	DNA (6ng/µl
	10
	
	1,2

	
	
	
	

	razem
	50
	
	


stężenie końcowe -Ck
np. MCl2 25mM*3µl=Ck*50µl


6. CAPS - konwersja RLFP-CAPS, STS
Technika oparta na połączeniu dwóch reakcji: reakcji PCR z trawieniem restrykcyjnym. Pierwszy etap to klasyczna reakcja PCR. Startery do reakcji konstruowane są na podstawie sekwencji. Amplifikowany produkt jest następnie trawiony enzymem lub enzymami restrykcyjnymi i rozdzielany na żelu agarozowym. Pozwala to na wykrycie alleli heterozygotycznych i homozygotycznych, tak więc markery CAPS dziedziczą się kodominacyjnie.
7. SAMPL - 
znacznie tańszą i prostszą metodą poszukiwania markerów molekularnych, a tym samym identyfikacji alleli jest SAMPL. Metoda ta narodziła się z połączenia dwóch technik: SSR i AFLP. Polega ona na trawieniu DNA  genomowego jednym enzymem restrykcyjnym, przeważnie rzadko tnącym nić DNA. Do miejsca tego przyłączony jest adaptor przez T4 DNA ligazę. Miejsce to będzie miejscem hybrydyzacji startera AFLP.
Drugi starter jest komplementarny do sekwencji mikrosatelitarnej.
Amplifikowany fragment zawiera się pomiędzy miejscem restrykcyjnym a sekwencją mikrosatelitarną.
Metoda ta ma szansę wyprzeć klasyczny AFLP, ponieważ generuje prążki o bardzo wysokim polimorfiźmie i pozwala na wykrycie alleli kodominujących.
8. Zastosowania systemów markerów molekularnych w hodowli roślin-
przykłady u pszenicy
· geny podjednostek glutenin (wartość wypiekowa)
· geny waxy (jakość skrobii)
· geny warunkujące twardość ziarna
· geny wernalizacji
· geny Rht (skrócenie źdźbła)
· geny Lr10 i Lr21 (odporność na rdzę brunatną)
· gen oksydazy polifenolowej u pszenicy
· markery dla 7 alleli genu Pm3 odporności na mączniaka
· lokalizacja mutacji w obrębie genu gf-2.8 warunkującego odporność na zasolenie
przykłady u innych roślin
· geny odporności na choroby bakteryjne ryżu (xa5 i inne)
· allele genu Rs warunkujące różny skład cukrów prostych w korzeniu marchwii
· allele genu COMT warunkujące różnice w zawartości strawionego włókna u kukurydzy pastewnej
· odmiana jęczmienia Tango (USA)- odporność na rdze
· wprowadzenie do materiałów hodowlanych jęczmienia odporności na nicienie, odporności ba wirusa BYDV
· wprowadzenie 20 QTL na plon w sektorze prywatnym hodowli kukurydzy
· transfer genu opaque2 w programach backrossowych hodowli kukurydzy quality protein maize (QPM)
· odmiana prosa mieszańcowego HHB67 Improved z odpornością na mączniaka
· indozenyjskie odmiany ryżu Angke i Conde z genami xa4 i xa5 odporności na chorobę bakteryjną
9.Wykorzystywanie diagnostyki molekularnej- przykłady użycia markerów molekularnych
· mapowanie genomów roślin uprawnych m.in. żyta, ryżu, pszenicy, jęczmienia i kukurydzy
· lokalizacja loci cech ilościowych (QTL) trzciny cukrowej i sorgo
· detekcja introgresji w krzyżowaniu wstecznym roślin
· analiza pokrewieństwa genetycznego między dzikimi gat ryżu a odmianami uprawnymi
· identyfikacja sekwencji zaangażowanych w występowanie zjawiska cytoplazmatycznej męskiej sterylności
10. Test odpornościowy pokolenia F3
   test polowy -naturalna infekcja
    test w tunelu- sztuczna inokulacja

test polowy - osobniki F3 notowane trzykrotnie
test w tunelu- osobniki notowane dwukrotnie 


Kolumna1	35% biotechnologia biała Zastosowanie np. bakterii, drożdży komórek ssaków	50% biotechnologia czerwona: diagnostyka chorób i predyspozycji, leczenie (terapia genowa)	15% biotechnologia zielona	35	50	15	26
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