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1. Wstep

Dynamicznie rozwijajgca si¢ w ostatnich latach biologia molekularna stworzyta
nowe sposoby analizowania zmiennosci genetycznej. Moga one mie¢ duze znaczenie
w hodowli ro$lin przy charakterystyce materiatu wyjSciowego, ocenie odrgbnosci,
wyroéwnania i trwatosci (OWT) wytworzonych odmian oraz przy wykrywaniu mar-
keréw sprzgzonych z cechami selekcjonowanymi w procesie hodowli. Dotychczaso-
we systemy oceny zmienno$ci uwzglednialy cechy morfologiczne, fizjologiczne 1
uzytkowe, a ich warto$¢ uzalezniona byta od zakresu zmiennosci cechy/genu, statosci
ekspresji i stopnia penetracji oraz od liczby cech monogenicznych w danym systemie.
W praktyce hodowlanej nie zawsze systemy te umozliwialy wlasciwy wybor form
rodzicielskich do krzyzowan i nie zawsze mozna bylo w sposdb jednoznaczny
wyjasni¢ watpliwosci z zakresu OWT odmian. Ponadto nawet w przypadku tzw.
gatunkéw modelowych w genetyce (pomidor, kukurydza, groch, jeczmien) liczba
wykrytych markerow dla waznych cech uzytkowych nie byta zbyt duza, a sprz¢zenia
marker — cecha uzytkowa nie zawsze wystarczajaco silne. Najnowsze techniki anali-
tyczne umozliwiaja oceng¢ zroznicowania genetycznego w dowolnej populacji roslin-
nej, jak réwniez poréwnanie blizej lub dalej spokrewnionych jednostek systematycz-
nych, z pominigciem badan ztozonych zaleznosci istniejacych pomi¢dzy fenotypem,
genotypem i Srodowiskiem. Jednym z takich sposobdw jest analiza polimorfizmu
biatek enzymatycznych oraz DNA.

2. Markery izoenzymatyczne

W ciagu niewielu lat, od kiedy Hunter i Market [14] potaczyli technike rozdziatu
elektroforetycznego na zelu skrobiowym z wykrywaniem aktywnosci rozdzielanych
biatek enzymatycznych za pomoca cytochemicznych metod barwienia, stalo sig
oczywiste, ze analiza polimortizmu bialek jest niezwykle uzytecznym narz¢dziem w
wielu dziedzinach badan biologicznych. Technika elektroforezy zelowej umozliwita



4 B. Wolko, K. Kruszka

wykrycie réznych molekularnych form enzyméw majacych te same zdolnosci katali-
tyczne, lecz roznigcych sig swoimi whasciwosciami fizykochemicznymi. Formy takie
nazwano izoenzymami. Izoenzymy sa bezposrednimi produktami dziatania gendow,
segregujacymi zgodnie z prawami Mendla, i jako takie staty si¢ wygodnymi marke-
rami genetycznymi.

Zel skrobiowy jest najczg$ciej uzywanym nosnikiem w elektroforezie izoenzy-
mow ze wzgledu na tatwos¢ przygotowania, nietoksyczno$¢ i mozliwosé rozcigcia na
kilka warstw. Zwlaszcza ta ostatnia wlasciwos$¢ jest bardzo cenna w badaniach
genetycznych, bo w jednym rozdzielonym zelu pozwala obserwowac jednoczes$nie
zmiennoS¢ nawet Kilkunastu izoenzymoéw w réznych systemach barwienia [33]. Zel
poliakrylamidowy jest réwniez czg¢sto uzywanym no$nikiem w elektroforezie izoen-
zymoOw. Jego zaletg jest jednolita porowatosc¢, fatwa do okreslenia poprzez stezenie
monomeru uzytego do polimeryzacji. Inng cechg tego Zelu jest jego przezroczystosé,
co pozwala na wykorzystanie go w badaniach ilo§ciowych przy uzyciu densytometru
[27]. NiektSre enzymy, np. amylazy, ze wzgl¢du na ich katalityczne whasno$ci moga
by¢ analizowane tylko na zelu poliakrylamidowym [44].

Markery izoenzymatyczne maja kilka cennych zalet, jakich nie miaty inne doty-
chczas stosowane markery (np. morfologiczne). R6zne formy izoenzymatyczne wy-
stepuja w roznych tkankach i organach w trakcie calego rozwoju rosliny. Analizy
genetyczne pojedynczych osobnik6w mozna wykonaé w bardzo wczesnym stadium
rozwojowym, w matych skrawkach tkanek, bez koniecznosci obserwacji osobnikéw
dojrzatych. Wiele systeméw enzymatycznych ma stala liczbe izoenzymoéw wystepu-
jacych w réznych subkomérkowych strukturach [10, 11]. Badania nad charakterem
dziedziczenia izoenzymow dowiodly, Ze ujawniaja one niezmiernie cenna w pracach
genetycznych zalete kodominacyjnego sposobu dziedziczenia [26].

Obserwacja polimorfizmu izoenzymatycznego pozwala rowniez wnioskowac o
budowie czwartorzegdowej badanego enzymu. Wiele enzymow ma prosta strukture
pojedynczego tancucha polipeptydowego. Niektore jednak czasteczki enzyméw skila-
daja si¢ zdwu lub wiecej fancuchdw polipeptydowych, tworzac struktury czwartorze-
dowe w postaci dimerow lub tetrameréw. Efektem wspoétdziatania alleli kontroluja-
cych takie polimerowe izoenzymy jest ujawnienie si¢ w heterozygotach, oprocz
prazkow typu rodzicielskiego, takze prazkéw mieszancowych, stanowiacych produ-
kty r6znych kombinacji podjednostek biatkowych.

3. Polimorfizm DNA

Wykorzystanie polimorfizmu sekwencji kwaséw dezoksynukleinowych do two-
rzenia nowego typu markeréw genetycznych byto mozliwe dzigki udoskonaleniu
technik ekstrakcji i analizy DNA. Maja one zalety podobne do markeréw izoenzyma-
tycznych, wykazuja jednak znacznie szerszy zakres polimorfizmu.
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3.1. Markery powstate
w wyniku trawienia DNA enzymami restrykcyjnymi

Pierwszg z technik analizy zmiennosci DNA bylo badanie polimortizmu dtugosci
restrykcyjnych fragmentdw DNA (RFLP — restriction fragments length polymorp-
hism) [4]. Technika ta polega na trawieniu wyizolowanego, genomowego DNA za
pomocy jednej lub kilku endonukleaz zwanych enzymami restrykcyjnymi. Kazdy z
tych enzymow rozcina czasteczkg DNA w specyficznym dla siebie miejscu. Otrzy-
mane w ten sposob roznej diugosci fragmenty DN A sj rozdzielane elektroforetycznie,
przenoszone na specjalne membrany i hybrydyzowane ze specyficznymi sondami
molekularnymi, homologicznymi do sekwencji badanego fragmentu DNA. Identyfi-
kacja hybrydyzujacych fragmentéw DNA odbywa si¢ metods, autoradiografii badz
metodami nieradioaktywnymi. Jesli r6Znice genetyczne dwu osobnikéw dotycza
diugosci fragmentu powstatego po enzymatycznym trawieniu badanego DNA, to
powstate roznej dtugosci fragmenty mozna rozdzielié za pomocg elektro forezy na zelu
agarozowym. Odzwierciedleniem zréznicowania genetycznego badanych genotypéw
Jest wystgpowanie réznego wzoru identyfikowanych fragmentéw restrykcyjnych.

Polimortizm markeréw RFLP moze wynika¢ zaréwno z pojedynczych zmian
sekwencji nukleotydéw, jak i zmian obejmujgcych wieksze fragmenty DNA. Na
rysunku 1 przedstawiono schematycznie wynik trawienia enzymem restrykcyjnym
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Rysunek 1. Trawienie DNA z ro$lin diploidalnych (A,B — homozygoty, C — heterozygota)
enzymem restrykcyjnym oraz autoradiogram identyfikujacy produkty trawienia (D); strzalka-
mi oznaczono miejsca rozcinania nici DNA przez enzym restrykcyjny, szarym kolorem
Zaznaczono miejsce hybrydyzacji sondy molekularnej z badanym DNA
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dwu homozygotycznych genotypoéw A i B, charakteryzujacych si¢ r6zna dtugoscia
fragmentéw DNA powstatych w wyniku trawienia. Genotyp C jest heterozygota
wzgledem badanego locus, co wyraza si¢ wystgpowaniem odmiennych miejsc restry-
kcyjnych dla obu alleli.

3.2. Markery powstate
w wyniku dziatania lafnicuchowej reakcji polimerazy (PCR)

Momentem przetomowym w analizie zmiennoSci genetycznej na poziomie DNA
byto zastosowanie fancuchowej reakcji polimerazy (PCR — polymerase chain reac-
tion) do enzymatycznej syntezy in vitro milionéw kopii specyficznych fragmentow
DNA [21]. Reakcja ta jest stosowana z petnym powodzeniem od 1990 roku w pracach
nad DNA roslinnym [36, 39]. Techniki dziatajace z wykorzystaniem tancuchowe;j
reakcji polimerazy znalazly szerokie zastosowanie w genetyce roslin. Uzywane byty
do identyfikacji odmian uprawnych [13], okreslenia pochodzenia materiatéw mie-
szancowych [35], badania filogenetycznego pokrewienstwa gatunkow [24, 38], zna-
kowania waznych cech uzytkowych [12, 19, 43] oraz mapowania genomu [34].
Uzyskane technika PCR markery molekularne moga by¢ uzyte w mapowaniu razem
z markerami morfologicznymi, izoenzymatycznymi i RFLP [30].

W klasycznym PCR stosuje si¢ przynajmniej dwa rozne startery oligonukleotydo-
we o okreslonych sekwencjach, komplementarnych do sekwencji skrajnych, "os-
krzydlajacych" interesujacy fragment genomowego DNA. Pierwsze zastosowanie
PCR do generowania polimorfizmu opieralo si¢ na spostrzezeniu tatwosci wiazania
si¢ stosunkowo krotkich oligonukleotyddéw z wieloma regionami genomu. Taki starter
hybrydyzuje z homologicznymi sekwencjami genomowego DNA po jego rozpadzie
na pojedyncze nici podczas procesu denaturacji. Nowa ni¢ DNA jest syntetyzowana
na matrycy genomowego DNA za pomocy polimerazy DNA (rys. 2). W wyniku
amplifikacji powstaje mieszanina fragmentéw DNA rézniacych si¢ wielkoscia.

Stosowane sa dwa rodzaje starterow:

— specyficzne, wykorzystywane do amplifikacji fragmentow DNA o znanej —
choéby czegsciowo — sekwencji, np. okres§lonych alleli, sekwencji minisatelitar-
nych lub mikrosatelitarnych,

— dowolne, najczesciej dhugosci od kilku do kilkunastu nukleotydéw i przypadko-
wej sekwencji, zwykle o 50-80% sktadzie zasad C i G. Sa one stosowane W
badaniach DNA o nieznanej sekwencji.

Powstate odcinki DNA moga by¢ nastepnie frakcjonowane za pomoca rozdziatu
elektroforetycznego. Obecnosé lub brak powielonego produktu okreslonej wielkosci
Swiadczy o polimorfizmie okreSlonego markera [8].

Wiele metod diagnostyki genetycznej rozwinietych w ostatnich kilku latach
wykorzystato technike PCR do analizy polimorfizmu DNA. Termin MAAP (multiple
arbitrary amplicon profiling) odnosi si¢ do trzech takich metod: RAPD — random
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fragment podwojnej 5' 3
nici badanego DNA 3 5
denaturacja DNA
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Rysunek 2. Schemat reakcji PCR

amplitied polymorphic DNA [39], AP-PCR — arbitrarily-primed PCR [36], DAF —

DNA amplification fingerprinting [5]. Wszystkie one polegaja na tworzeniu marke-

row DNA przy uzyciu pojedynczych starteréw o przypadkowej sekwencji za pomoca

PCR. Réznice pomigdzy tymi metodami dotycza dhugosci stosowanych starteréw,

warunkow reakcji PCR i metod identyfikacji.

Metody MAAP znalazty zastosowanie w wielu dziedzinach biologii molekularne;j,
szczegGlnie w analizie genomdéw roslin. Zrédtem polimorfizmu markeréw generowa-
nych tymi metodami sa:

— zmiany nukleotydowej sekwencji w obregbie miejsca przytaczenia startera do
matrycy DNA, co moze prowadzi¢ do eliminacji lub utworzenia nowego miejsca
hybrydyzacji startera,

— ro6znice w diugosci amplifikowanego segmentu DNA,

— zmiany konformacyjne DNA, powodujace zréZnicowanie efektywnosci hybrydy-
zacji startera lub procesu amplifikacji.
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3.3. Porownanie metod RFLP i RAPD

Istotng zaleta markeréw RFLP jest kodominacyjny charakter ich dziedziczenia.
Oznacza to, ze w segregujacym materiale mozna odr6znic osobniki heterozygotyczne
w badanym locus od obu typéw homozygot (rys. 3). Wyréznikiem heterozygoty w
obrazie elektroforetycznym jest wystgpowanie prazkéw hybrydyzacyjnych obojga
rodzicow.

Markery RAPD maja dominujacy charakter dziedziczenia. Oznacza to, Ze nie
mozna rozrozni€ osobnikéw, w ktérych amplifikowany fragment DNA wystepuje w
obu allelach czy tylko w jednym allelu badanego locus. Obraz elektroforetyczny
produktow amplifikacji jest taki sam dla homozygoty dominujacej i heterozygoty.

Sondy molekularne stosowane w metodzie RFLP z reguty zawieraja sekwencje
homologiczne do pojedynczych kopii badanego DNA, co umozliwia uzyskanie infor-
macji o jednym locus. Natomiast kazdy starter uzyty w metodzie RAPD zapoczatko-
wuje reakcje amplifikacji w wielu miejscach genomu.

Badanie polimorfizmu metoda RAPD nie wymaga wstegpnej informacji o sekwen-
cji analizowanego DNA. Metoda ta jest rOwniez mniej pracochtonna, zdecydowanie

szybsza i wydajniejsza niz RFLP. Szersze poréwnanie wtasciwosci obu metod zebra-
no w tabeli 1.
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Rysunek 3. Kodominacyjny charakter dziedziczenia markeréw RFLPi dominujacy charakter
dziedziczenia marker6w RAPD
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Tabela 1. Poréwnanie whasciwosci metod RFLP i RAPD [25, 40]

Wyszczegblnienie RFLP RAPD

Podstawa oznaczenia trawienie restrykcyjne amplifikacja z uzyciem
blotting wg Southerna losowo dobranych starter6w
hybrydyzacja

Typ polimorfizmu

Poziom polimorfizmu
Dystrybucja

Czy wykrywa allele genu?
Liczba wykrywanych loci
CzgstoS¢ genomowego
wyst¢powania

Rodzaj dziedziczenia

Czes¢ genomu dostepna
badaniom
Typ sondy

Wymagana jako§¢ DNA
Wymagana ilo§¢ DNA
Wymagana znajomosé
sekwencji genomu
Trudnosci techniczne
Wiarygodnos$é

Koszt analizy

mutacje punktowe, insercje,
delecje

Sredni

w obrebie calego genomu
tak

1-3

wysoka

kodominacja
regiony kodujace

gatunkowo-specyficzny
genomowy DNA o malej licz-
bie kopii lub klony cDNA

relatywnie czysty
2-10 pg
nie

umiarkowane
wysoka
wysoki

mutacje punktowe, insercje,
delecje

wysoki

w obrebie catego genomu
nie

1-10

bardzo wysoka

dominacja
caly genom

oligonukleotydy (najczesciej
osmio-dziesigciomery)

surowy ekstrakt
10-25 ng
nie

niewielkie
uniiarkowana
niski

3.4. Konwersja dominujacych loci RAPD
na markery o kodominujacym charakterze dziedziczenia

W celu rozréznienia genotypéw homozygotycznych od heterozygotycznych w
analizie segregujacych markeréw RAPD mozna stosowac krzyZzowanie wsobne i
wsteczne badanej populacji. Procedura taka wydluza jednak czas przygotowania
materiatu do analiz. Mato skuteczne wydaja si¢ tez techniki densytometrycznego
pomiaru na Zelu intensywnosci prazkéw czy stosowanie klonowanych produkisw
amplifikacji uzyskanych przy uzyciu starteréw RAPD jako sond molekularnych w

metodzie RFLP.
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W metodzie o nazwie SCARs (sequence-characterized amplified regions) [23]
markery genetyczne otrzymuje si¢ poprzez specyficzng amplifikacjg DNA z pojedyn-
czych prazk6w RAPD przy uzyciu pary dhugich starter6w zawierajacych oryginalne
sekwencje starteréw RAPD oraz kilkanascie kolejnych nukleotydow komplementar-
nych do sekwencji kazdego z koncéw amplifikowanego fragmentu DNA zawartego
w badanym prazku RAPD. Technika ta niekiedy okreslana jest nazwa STARSs (sequ-
ence-tagged amplified regions) lub STS (sequence tagged sites). Markery SCARs
wykazuja dominacyjny lub kodominacyjny charakter dziedziczenia, gdy amplifiko-
wane fragmenty DNA wykazuja polimorfizm wielkosci.

Jednym ze skutecznych sposobéw rozréznienia homozygotycznych markeréw
RAPD od heterozygotycznych jest metoda DGGE (denaturating gradient gel electrop-
horesis). W metodzie tej wykorzystywane jest zjawisko odmiennej podatnoSci na
termiczna i chemiczng denaturacje alleli tworzacych locus heterozygotyczny. Efe-
ktem tego jest zréznicowana migracja w Zelu zawierajacym wzrastajacy gradient
zwiagzKku denaturujacego.

Zjawisko odmiennej konformacji denaturowanych i gwattownie ochtadzanych
amplifikowanych fragmentéw DNA, nieznacznie réznigcych si¢ sekwencja, wyko-
rzystano w metodzie SSCP (single-strand conformational polymorphism). R6zne
allele SSCP sa identyfikowane elektroforetycznie na zelu poliakrylamidowym zwykle
w niskiej temperaturze. Zdolnos$¢ rozrézniania alleli zalezy od warunkdw rozdziatu
elektroforetycznego.

Innym przykladem metody pozwalajacej r6znicowa¢ allele loci polimorficznych
jest AS-PCR (allele-specific PCR) [42]. Polega ona na amplifikacji specyficznych
alleli lub wariantéw sekwencji DNA dla tego samego locus. W podstawowej wersji
metody specyficzno$¢ osiaga si¢ poprzez uzycie pary starteréw PCR, ktérych sekwen-
cja pokrywa si¢ czgSciowo z sekwencja rézniaca analizowane allele (rys. 4).

Genotyp 1 Genotyp 2
S
!
S1 —
J o
e VO
Sy S,
PCR .
Rysunek 4. Identyfikacja alleli za
pomoca specyficznych starteréw w
Sl metodzie AS-PCR; Sy, S2 —para star-
— terow; sekwencja jednego z nich jest
Brak amplifikacji komplementarna przynajmniej €z¢-
caneresesnensescorcoeoses SR S§ciowo z SCkWCan a matrycowego

S2 DNA, r6zniaca analizowane allele
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3.5. Markery powstate w wyniku potaczenia technik trawienia
enzymami restrykcyjnymi i PCR

Polimortizm markeréw generowanych technika PCR moze by¢ dodatkowo wzbo-
gacony poprzez trawienie enzymami restrykcyjnymi przed lub po amplifikacji. Me-
toda okreslana terminem CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence) [2] polega
na amplifikacji metoda RAPD fragmentéw DNA, ktGre sa nastepnie poddane trawie-
niu enzymami restrykcyjnymi. Schemat generacji markeréw ta metoda przedstawiono
na rysunku 5. Elektroforetyczna analiza produktéw trawienia moze pozwoli¢ na
identyfikacj¢ r6znic migdzy allelami, gdy wystgpowanie miejsca restrykcyjnego tylko
wjednym allelu heterozygoty prowadzi do powstania wigkszej liczby prazkéw na zelu
(rys. 5).

Inna metoda, nazwana SRFA (selective restriction fragment amplification), pole-
ga na amplifikacji technikg PCR fragmentéw DNA otrzymanych po trawieniu co
najmniej jednym enzymem restrykcyjnym. Interesujaca nowoscia tej metody jest
konstrukcja miejsca rozpoznawanego przezspecyficzne startery oraz samego startera.
Do fragmentu restrykcyjnego dotaczone sa krétkie 10-30-nukleotydowe sekwencije
DNA nazywane adaptorami, ktére razem z sekwencjami rozpoznawanymi przez
endonukleazy stanowia czgsS¢ stata, do ktdrej przylaczaja sig¢ startery. Sekwencja

A B C
- Y Y SE oo Y Ty . o Y YV =
D

Rysunek 5. Sposéb rozréznienia genotypéw homozygotycznych (A,B) od heterozygotycz-
nych (C) za pomoca metody CAPS; strzalkami oznaczono miejsca trawienia matrycowego
DNA enzymami restrykcyjnymi. Wynik elektroforetycznej analizy powstalych fragmentéw
DNA przedstawiono na diagramie (D)
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starter 1
adaptor m.r. | sel.
fragment restrykcyjny
sel. | m.r. adaptor
starter 2
L Il I I
czeSe stata cze$C zmienna czesSe stala

Rysunek 6. Konstrukcja starteréw w metodzie SRFA [18]; oznaczenia: m.r. — sekwencja

startera komplementarna do miejsca restrykcyjnego, rozpoznawanego przez endonukleazy;
sel. — czesS¢ selekcyjna

nukleotydowa starteréw odpowiada sekwencji czgsci statej (adaptor plus miejsce
restrykcyjne) 1 jest uzupelniona o czg$¢ selekeyjna. Czes¢é selekcyjna jest elementem
roznicujacym startery i sktada sie z jednego do czterech nukleotydow ktore rozpo-
znaja konce fragmentéw restrykcyjnych zgodnie z formu}q g , gdzie n jest liczba
zasad selekcyjnych. Metoda SRFA uwzglednia nie tylko réznice w trawieniu DNA
enzymami restrykcyjnymi (jak w metodzie RFLP), ale takze r6znice w sekwencji
przylegtych do miejsca trawienia zasad, ktdre sg rozpoznawane przez startery sele-
kcyjne. Schemat tworzonego w tej metodzie uktadu starter —amplifikowany fragment
restrykcyjny przedstawiono na rysunku 6.

3.6. Markery DNA zwiazane z analiza powtarzalnych
sekwencji nukleotydowych

Stwierdzenie, Ze genom organizméw eukariotycznych zawiera powtarzajace si¢
wielokrotnie identyczne sekwencje zasad, dato podstawe do zastosowania analizy
zmiennosci takiego rodzaju DNA i tworzenia nowego typu markeréw genetycznych
[22]. Loci tych markeréw, okreslane skrétem VNTR (variable number tandem re-
peats) zawieraja powtarzalne sekwencje dlugosci 11-60 par zasad, kiére nazwano
minisatelitami [16]. Szeregowo ufoZone minisatelity "oskrzydlone" sa statymi se-
kwencjami, na ktore dziataja enzymy restrykcyjne. Diugo$¢ fragmentéw restrykcyj-
nych produkowanych przez tego typu loci genetyczne jest proporcjonalna do ilosci
powtorzen jednostki podstawowej. Repetytywne DNA zawarte w VNTR loci moze
by¢ réwniez namnazane za pomoca metody PCR.

W ostatnich latach duze zainteresowanie wzbudzit szczeg6lny typ repetytywnego
DNA, gdzie motywem powtarzalnym jest odcinek zawierajacy 4, 3, 2, a nawet 1
nukleotyd. Taki region okreslany jest jako mikrosatelitarny DNA [17], SSR (short
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sequence repeats) [15], STR (short tandem repeats) [7] lub STMS (sequence tagged
microsatellite sites) [3]. Amplifikacj¢ tego typu DNA prowadzi si¢ metoda PCR,
stosujac startery o sekwencji komplementarnej do sekwencji skrajnych regionu SSR.
Zmiennos¢ dtugosci produktéw PCR jest funkcija liczby jednostek SSR. Markery
mikrosatelitarne maja kodominacyjny charakter dziedziczenia. Szeroki zakres poli-
morfizmu markeréw SSR zaobserwowano u cztowicka [7, 17], niektérych gatunkéw
zwierzat [29] i roslin [1, 20]. Ten typ markeréw DNA moze by¢ uzywany do badan
genetycznych razem z markerami RFLP, RAPD i markerami morfologicznymi.

4, Metoda YAC

Do mapowania genomu stosuje si¢ rézne typy wektoréw. W ostatnich latach
konstruuje si¢ wektory drozdzy, zwane sztucznymi chromosomami — YAC (yeast
artificial chromosome). Stuza one do klonowania bardzo duzych fragmentéw DNA
(do 5 milionéw par zasad). Dzigki temu moga by¢ wykorzystane do ustalenia map
fizycznych duzych chromosoméw wyzszych Eukariota. YAC sktadaja si¢ z tych
samych elementow, ktére zapewniaja replikacje naturalnych chromosoméw i ich
segregacje w czasie mitozy, a wigc sekwencje ars oraz sekwencje centromerowe i
telomerowe, zawierajq tez geny markerowe i polilinkery.

Metoda YAC polega na czgSciowym trawieniu wyizolowanego DNA enzymami
restrykcyjnymi, eliminacji frakcji zawierajacej mate fragmenty DNA, przytaczeniu
duzych fragmentéw do ramion wektora YAC i wprowadzeniu ich do drozdzy droga
transformacji. Poniewaz wektor taki ma sekwencje centromerowe i telomerowe zawar-
le w wektorze, wigc zapewniaja one replikacjg sztucznego chromosomu. Metode YAC
zastosowano do mapowania genomu soi [21], pomidora [31] i pszenicy [6].

S. Poréwnanie cech uzytkowych markeréw molekularnych

Historia stosowania markeréw genetycznych siega doswiadczen Mendla. Siedem
morfologicznych cech grochu, jakie obserwowano w tych dos§wiadczeniach, pozostaja
do dzisiaj uzytecznymi markerami. Zanim nowy typ markera genetycznego zostanie
szeroko zastosowany, musi przynajmniej w pewnych warunkach wykazywacé prakty-
Czne zalety, jakich nie posiadaja markery dotychczas stosowane, np. morfologiczne.
Do takich cech naleza: znaczny polimorfizm, tatwos¢ uzycia, czesto$é wysiepowania
i dobra powtarzalno$é. Poréwnanie niektérych cech uzytkowych réznych typow
marker6w zamieszczono w tabeli 2.
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Tabela 2. Poréwnanie uzyteczno$ci réznych typéw markerow

Typ markera Poziom Czgstosé Powtarzal- Stopien Suma
polimorfizmu wystepowania  no$¢ trudnosci
Morfologiczny 5 1 6 8 20
Izoenzymatyczny 6 4 8 7 25
RFLP 6 8 9 3 26
RAPD 9 8 6 6 29

Poszczegblne kombinacje marker/cecha scharakteryzowano warto$ciami liczbowymi od 1 do
10 (liczba 10 oznacza wartosS¢ idealna).

5.1. Poziom polimorfizmu

Jednym z istotnych atrybutéw markeréw RAPD jest ich wysoki poziom polimor-
fizmu. Ta cecha jest szczegdlnie istotna dla gatunkéw takich, jak pomidor czy ogorek,
ktore charakteryzuja si¢ bardzo niskim poziomem zmiennoSci genetycznej w mate-
riatach hodowlanych. Identyfikacja odmian, testowanie kombinacji krzyz6wkowych
i poszukiwanie markeréw dla cech uzytkowych w tych gatunkach jest trudne, a
niekiedy niemozliwe przy zastosowaniu markeréw morfologicznych, izoenzymaty-
cznych lub RFLP.

Poziom zmienno$ci genetycznej, mozliwej do wykrycia przy uzyciu izoenzymow
i marker6w DNA, w niektorych gatunkach roslin przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Zakres zmiennoS$ci genetycznej w o$miu gatunkach ro§lin wykryty przy uzyciu
réznego typu markeréw molekularnych [32]

Gatunek (20 osobnikéw) Izoenzymy* RFLP** RAPD***
Brassica oleracea 2,5 2,0 4.5
Capsicum annuum 1,02 0,01 0,9
Cicer arietinum 1,04 0,4 0,9
Cucumis sativus 1,04 niski 1,2
Lens culinaris 1,3 0,9 2,1
Lycopersicon esculentum 1,01 niski 0,7
Pisum sativum 1,6 1,9 3,0
Phaseolus vulgaris 1,2 1,7 2.2

* Alleli/locus na podstawie analizy 50 loci.

** Liczba polimorficznych markeréw dla jednej sondy DNA, przypadajacych na pie¢ enzy-
mow restrykcyjnych.

*** Liczba polimorficznych markeréw dla jednego startera.
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5.2. Czg¢stos¢é wystepowania

Jednym z mankamentow stosowania markeréw morfologicznych i izoenzymaty-
cznych jest mata czgstoSC ich wystgpowania w obrebie genomu. Ponad 100 genéw
kontrolujacych morfologiczne mutacje znanych jest dla takich gatunkéw, jak groch
czy pomidor, ale wigkszoS¢ gatunkéw uprawnych posiada mniej niz 50 opisanych
mutacji genéw morfologicznych. Podobnie w przypadku izoenzymdéw, maksymalna
liczba zidentyfikowanych polimorficznych loci dla gatunku wynosi okoto 80 [37], ale
dla wigkszosci gatunkéw nie przekracza ona 30. W przeciwienstwie do tego liczba
markerow RAPD i RFLP jest zasadniczo nieograniczona i wszystkie czesci genomu
jadrowego sa dla nich dostgpne.

5.3. Powtarzalnosé

PowtarzalnoS¢ zwykle nie jest problemem w przypadku markeréw izoenzymaty-
cznych i RFLP, jesli przestrzega si¢ podstawowych warunkéw metody. Morfologicz-
ne markery wykazuja jednak czgsto zmienna ekspresje i penetracje, zalezna od
genotypu i warunkéw Srodowiska zewngtrznego, co niekiedy znacznie utrudnia
obserwacje i jest powodem istotnych odchyleii od spodziewanej segregacji monoge-
nicznej. Powtarzalnos¢ jest rwniez istotnym problemem przy stosowaniu markeréw
RAPD. Reakcja taficuchowa polimerazy (PCR), w wyniku ktdrej powstaja markery
RAPD, wymaga statych warunkéw przebiegu reakcji, optymalizacji stezenia jonéw
Mg+2 i dobrej jakoSci badanego DNA. To powoduje, Ze pod wzgledem powtarzalno-
Sci metoda RAPD oceniana jest na podobnym poziomie jak obserwacje markeréw
morfologicznych.

5.4. Stopien trudnosci technicznych 1 koszt analiz

Biorac pod uwagg stopien trudnosci technicznych, RFLP jest najbardziej skom-
plikowang technika, a obserwacja zmiennosci morfologicznej najprostsza. RAPD i
izoenzymy sa technikami zblizonymi skala trudnosci, przy czym analiza izoenzyméw
wymaga wigkszej praktyki biochemicznej, a w technice RAPD konieczna jest precy-
zja i doktadno$¢ wykonania analizy.

Koszty analiz zaleza w duzym stopniu od zastosowanych procedur, ale ogdlnie
mozna przyjacé, ze markery morfologiczne s3 najtansze w stosowaniu. Koszty rosna
stopniowo dla izoenzyméw, RAPD i RFLP.

5.5 Przyklady zastosowania markerow RAPD
do mapowania genomu roSlin

Pomimo zastrzezenia odnos$nie powtarzalnosci, por6wnanie zalet i wad réznego
typu marker6w wskazuje na duza uzytecznos¢ techniki RAPD w badaniach genety-
cznych ro$lin. Jej zalety, oméwione powyzej, w powiazaniu ze stosunkowo niskim
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Tabela 4. Grupy sprz¢zei utworzone przy uzyciu markeréw molekularnych dla niektorych
gatunkéw ro$lin uprawnych

Gatunek/kombinacja Liczba segregujacych Liczba grup Liczba

krzyzé6wkowa markerow sprzezen chromosomow
izoenzymy  RAPD (LOD=3,0) n*

Fasola 5 61 13 11

Redkloud x Durango

Bobik 5 30 10 6

V. faba#6 x V. faba#35

Papryka 7 110 27 12

C. annuum x C. frutescens

Fubin waskolistny 14 104 17 20

BS540 x Emir

Nostrzyk 1 >200 8 8

M. alba x M. polonica

* haploidalna liczba chromosomow

kosztem analiz (tab. 2), pozwalajg na szerokie praktyczne jej zastosowanie zwlaszcza
w takich dziedzinach, jak tworzenie map gendw i poszukiwanie genetycznych mar-
keréw sprzezonych z cechami uzytkowymi, trudnymi, kosztownymi lub czasochton-
nymi przy fenotypowej obserwaciji.

Przykltady zastosowania markerow RAPD dla tworzenia grup sprzgzen w popu-
lacjach krzyz6wkowych niektorych gatunkéw przedstawiono w tabeli 4 [32]. Anali-
zowano populacje fasoli (Phaseolus vulgaris), bobiku (Vicia faba), papryki (Capsi-
cum annuum x C. frutescens), tubinu waskolistnego (Lupinus angustifolius) i nostrzy-
ka (Melilotus albus x M. polonica). W liniach rodzicielskich kazdej kombinacji
krzyzowkowej wstepnie analizowano polimorfizm allozyméw i RAPD. Poza kombi-
nacja krzyzowkowa fasoli, segregacje polimorficznych markeréw badano w popula-
cjach F2. W przypadku krzyzowki fasoli analizowano segregacj¢ markeréw w liniach
wsobnych z rekombinantéw pokolenia F2 w celu uniknigcia probleméw zwiazanych
z mapowaniem markerdw o dominacyjnym charakterze dziedziczenia w fazie odpy-
chania (trans). Analizowane populacje sktadaty si¢ z 30-70 ro$lin.

We wszyskich kombinacjach krzyzéwkowych liczba polimorficznych loci izoen-
zymatycznych nie byta duza. W przypadku koniczyny tylko jeden locus byt polimor-
ficzny, co sugeruje znaczne podobiefistwo genetyczne rodzicéw. W przypadku mar-
keréw RAPD stosunkowo niski poziom polimorfizmu u fasoli spowodowany byt
przede wszystkim mniejsza liczba analizowanych markeréw.

Badania te, w przypadku bobiku i fubinu, pozwolity na utworzenie pierwszych
grup sprzezen tych gatunkéw [30, 41]. U papryki znaleziono marker dla genu
odpornosci na wirusa mozaiki pomidora. U koniczyny liczba uzyskanych grup sprzg-
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zefi odpowiada liczbie n chromosoméw tego gatunku i pozwolita na zmapowanie kilku
markerow morfologicznych. Wydaje si¢, ze rezultaty tych badan potwierdzaja inne
doniesienia literaturowe o uniwersalnosci i przydatno$ci markeréw RAPD do analizy
genetycznej.

6. Podsumowanie

Zarowno genetycy, jak i hodowcy roslin coraz czesciej siggaja po techniki
umozliwiajace szybka identyfikacj¢ polimorfizmu na poziomie molekularnym.
Owocne stosowanie markeréw molekularnych jest uzaleznione od rozwoju tanich i
szybkich technologii, ktére pozwola na automatyzacje oznaczeii genetycznych [25].
Technologie markerowe sa szczegélnie przydatne do tworzenia map genetycznych i
fizycznych o wysokiej gestosci $cisle sprzgzonych regionéw. Informacje w nich
zawarte stanowig punkt wyjscia do mapowania nowych genéw zgodnie z procedurs,
chromosome walking, jak i poszukiwania duzych klonéw DNA zawierajacych cieka-
we geny (chromosome landing) [28).

W ostatnich latach wiele osiagnigto w kwestii zrozumienia struktury i organizacji
genomow roslinnych poprzez odkrycie i wykorzystanie molekularnych form polimor-
fizm6w. Dalszy postgp w tej dziedzinie zwigzany jest z opracowaniem odpowiedniej
technologii stuzacej wykorzystaniu tej zmienno$ci w jak najszerszym spektrum
organizmow. Metody wykorzystujace reakcje PCR umozliwiaja wydajne generowa-
nie markeréw genetycznych, ktdre w przysztosci beda odgrywaty coraz wieksza role
W programach obejmujacych profilowanie DNA, genetyke populacyjna, mapowanie
genetyczne, systematyke molekularng oraz selekcje hodowlana. O tak szerokim
zastosowaniu decydowac bedzie ich prostota i obnizenie kosztow analiz, co pozwoli
na ich stosowanie w niewielkich, stosunkowo skromnie wyposazonych laboratoriach.
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Molecular markers in plant genetic variability research

Summary

The development of new research methods on the molecular level observed in
recent years has opened unique possibilities of characterization and investigation of
genome structure. It is necessary to know merits and limitations of these methods
before their introducing into basic genetic research as well as in applied breeding. The
most important methods of protein and DNA molecules variability testing were
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discussed and their properties were compared in this article. Their application in
different genetic investigations confirmed the usefulness of these methods for char-
acterization of collection and plant breeding materials, for analysis of genome struc-
ture, as well as for taxonomy and phylogeny of plant species.



