Postepy Nauk Rolniczych nr 2/99

Bogdan Wolko, Lidia Irzykowska, Wojciech K. Swiecicki
Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

AFLP i SSR — systemy markerowe przydatne
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Wstep

Wyjatkowo intensywny w ostatnich latach rozw6j metod badawczych w genetyce
otwiera nowe mozliwosci charakteryzowania i poznawania struktury genomu roslin-
nego. Nowe techniki molekularne znajduja zastosowanie w wykrywaniu polimor-
fizmu DNA i konstruowaniu map genetycznych. Wykorzystanie markeréw moleku-
larnych pozwala na wyjasnienie wielu problemow, ktdére pojawily si¢ w toku badan
opartych na metodach genetyki klasycznej [11]. W wielu gatunkach roslin wystepuje
naturalna zmiennos¢ alleli ogromnej liczby loci molekularnych. Przy ich pomocy
mozna charakteryzowac genotyp we wszystkich stadiach wzrostu 1 rozwoju rosliny,
na poziomie tkankowym lub komoérkowym. Ponadto, niezaleznos¢ wystgpowania
markerow molekularnych od warunkéw srodowiskowych i brak oddzialywan epis-
tatycznych powoduja, ze liczba mozliwych do obserwacji w jednej populacji loci jest
teoretycznie nieograniczona.

Opis genotypu za pomocg markerow DNA polega na wytwarzaniu grupy fragmen-
tow z badanej proby DNA. Fragment o wtasciwej sobie diugosci 1 sekwencji nukleo-
tydéw, wykrywany metodami molekularnymi, mozna traktowac jako dziedziczny
marker, charakteryzujacy genotyp. Wazna zaleta markerow molekularnych jest mozli-
wos¢ ujawniania neutralnych miejsc zmiennosci na poziomie sekwencji DNA. Przez
»heutralno$é” nalezy rozumieé, ze zmiennos¢ nie uwidacznia si¢ bezposrednio w
fenotypie, lecz jest jedynie réznica pojedynczego nukleotydu w genie lub fragmencie
DNA. Wybodr odpowiedniej metody generowania i wykrywania markerow zalezy od
celu zastosowania (np. charakterystyka genotypu, mapowanie genow, poszukiwanie
markeréw sprzezonych z genem kontrolujacym cechy uzytkowe) oraz mozliwosci
technicznych (analiza sekwencji DNA, synteza starterow, charakterystyka sond DNA).
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Potencjalna wartos¢ markeréw molekularnych w selekcji materiatéw hodow-
lanych (ang. marker assisted selection — MAS) zwiazana jest z dziedziczeniem ich
w kolejnych pokoleniach [44] i zalezy od stopnia sprzezenia z selekcjonowang cecha.
Bliskie sprzgzenie (10 centimorgandw) pomiedzy cecha jakosciowa i markerem
genetycznym moze by¢ przydatne dla podniesienia wydajnosci selekcji materiatow
hodowlanych [12, 25, 40]. Przy zastosowaniu blisko sprzezonych markeréw moleku-
lamych mozliwa jest rowniez selekcja cech poligenicznych i ilosciowych (ang.
quantitative trait loci — QTL), waznych z rolniczego punktu widzenia [7, 8, 15].

Obecnie znane systemy markerowe sa w wigkszosci oparte na tancuchowej reakc;ji
polimerazy (ang. polymerase chain reaction — PCR) [22]. W badaniach zmiennosci
DNA roslinnego od kilku lat stosowana jest technika RAPD (ang. random amplified
polymorphic DNA) [45]. Polega ona na wykorzystaniu w faficuchowej reakcji poli-
merazy jednego, losowo dobranego startera ditugosci 8-10 nukleotydéw. Kazdy
produkt amplifikacji pochodzi z rejonu genomu, ktéry zawiera sekwencje DNA
komplementarne do sekwencji uzytego startera. Ze wzgledu na to, ze obecnie technika
RAPD jest juz powszechnie stosowana w badaniach genetycznych i hodowlanych,
nie bedzie ona w tej pracy szczegélowo omawiana, a jedynie wykorzystana do
poréwnania zalet i wad nowszych systeméw markerowych.

Celem naszej publikacji jest omowienie dwu systeméw markerowych opartych na
tancuchowej reakeji polimerazy — AFLP (ang. amplified fragment length polymor-
phism) i SSR (ang. simple sequence repeats), wykorzystywanych w ostatnich latach
coraz czgscie] w pracach hodowlanych. Poréwnanie ich zalet i ograniczen powinno
by¢ pomocne w wyborze odpowiedniego typu markera w badaniach DNA roslinnego.
Bardziej skomplikowane techniki molekularne zaskakuja zakresem nie znanej dotad
terminologii. Moze to stanowi¢ trudnos¢ dla uzytkownikéw, ktorych zainteresowania
naukowe nie dotycza bezposrednio badan molekularnych genomoéw roslinnych, ale
cheieliby informacje z tego zakresu zrozumieé i zastosowaé w praktyce hodowlane;.

AFLP

System AFLP jest najnowszq metoda generowania markeréw DNA, opracowana
przez firmg Keygene i opatentowana w 1993 roku [42, 48]. Stanowi ona potaczenie
dwu technik: tancuchowe;j reakcji polimerazy — PCR — oraz trawienia enzymami
restrykeyjnymi. System AFLP laczy zatem istotna zalete metody RFLP (ang. restric-
tion fragment length polymorphism), jaka jest jej powtarzalno$¢, z prostota amplifi-
kacji DNA technikg PCR.

Metoda (rys. 1) polega na trawieniu genomowego DNA dwoma enzymami
re_Str_Y1<CYJn)’mi, dobranymi tak, ze dla jednego z nich wystepuje w genomie wiele
miejsc trawienia, a dla drugiego sa one bardzo rzadkie. W ten sposoéb liczba powie-
lanygh podczas PCR rodzajow fragmentéw jest ograniczona unikalnymi miejscami
trawienia jednego z enzyméw. Do powstatych po trawieniu fragmentéw restrykcyj-
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Rysunek 1. Poréwnanie technik markerow DNA wytwarzanych za pomocg PCR
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nych przytaczane sa tzw. adaptory, tj. oligonukleotydy (20-30 nukleotydéw), zakon-
czone sekwencja miejsca restrykcyjnego. Po przytaczeniu adaptoréw powstajg trzy
typy fragmentow DNA:

— zawierajace na obu koncach unikalne miejsce trawienia,

— zawierajace na obu koncach czesto wystepujace miejsce trawienia,

— zawierajace na jednym koncu czgste, a na drugim unikalne miejsce trawienia.
Warunki amplifikacji sa tak dobrane, ze preferencyjnie powielany jest trzeci typ
fragmentéw. Miejscem przytaczania odpowiednich starteréw sa adaptory.

Sekwencje starteréw (rys. 2) obejmuja miejsce restrykcyjne, identyczne jak w
odpowiednim adaptorze, sekwencje stala, komplementarng do sekwencji adaptora,
oraz sekwencjg selekcyjna na konicu 3’ (1-3 nukleotydy). Krétkie sekwencje selek-
cyjne, rozszerzajace sekwencjg startera w stosunku do adaptora, pozwalaja na ogra-
niczenie liczby rodzajéw powielanych fragmentéw DNA. Stosowane startery réznia
si¢ sekwencjami selekcyjnymi. Jesli stosowane sa startery znakowane radioaktywnie,
to amplifikowane produkty uwidaczniane sa poprzez ekspozycje na kliszy rentge-
nowskiej. W ostatnim czasie zaadaptowano do tego celu techniki fluorescencyjne i
metode barwienia srebrem.

W celu uzyskania wigkszej powtarzalnogci fancuchowa, reakcje¢ polimerazy prowadzi
si¢ w dwoch etapach. W pierwszym etapie, nazywanym preamplifikacja, genomowy
DNA jest powielany za pomoca 2 starteréw AFLP, zawierajacych 1 selektywny nukleo-
tyd. W drugim etapie, okreslanym selektywna amplifikacja, jako matryce stosuje sie
produkty preamplifikacji, a startery zawieraja 3 selektywne nukleotydy. Liczba rodzajéw
powielanych fragmentéw zalezy od ilosci selektywnych nukleotydéw startera.

Niekiedy na podstawie intensywnosci widocznych na zelu prazkéow AFLP moz-
liwe jest rozroznienie genotypow heterozy gotycznych od homozygotycznych (rys. 3)
[36]. Atrakeyjnosé tego systemu polega na mozliwos$ci obserwowania wielu marke-
row przy minimalnej liczbie testowanych starteréw i wysokiej powtarzalnosci. Tech-
nika AFLP jest trudna i stosunkowo droga w praktyce laboratoryjnej, jednak pozwala

na wykrywanie szerokiego zakresu polimorfizmu, przydatnego w mapowaniu i zna-
kowaniu cech uzytkowych.
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Rysunek 3. Dziedziczenie markeré6w DNA w populacjach pokolen F2 i BCy

Markery SSR posiadajg kodominacyjny charakter dziedziczenia i w zwigzku z tym fatwo
mozna rozrézni¢ genotypy heterozygotyczne w pokoleniu F2 i BCi. W systemach RAPD i
czgsto AFLP o dominacyjnym charakterze dziedziczenia wykrycie genotypow heterozygoty-
cznych, poza rzadkimi przypadkami, jest niemozliwe. W przypadku AFLP heterozygoty-
czno$¢ jest niekiedy mozliwa do wykrycia poprzez okreslenie intensywnosci prazka.
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SSR

Genomy roslinne zawieraja wiele powtorzen krotkich (mniej niz 6 par zasad)
sekwencji nukleotydowych (ang. simple sequence repeat — SSR), nazywanych tez
mikrosatelitami. Te proste motywy sekwencyjne sa wielokrotnie powtarzane tande-
mowo, tworzac locus mikrosatelitarny. Setki tego typu loci jest rozrzuconych w
obrgbie catego genomu [20, 38]. Z reguty, elementem powtdrzonym sa dwunukleo-
tydy, np. (AG)n, (AC)n, (AT)n, trojnukleotydy np. (TCT)n, (TTG)n, lub czteronuk-
leotydy, np. (TATG)p itp., gdzie n okresla liczbg powtdrzen elementu podstawowego
w locus mikrosatelitarnym. Dodatkowg cecha stwierdzong dla SSR jest ich polial-
lelicznos¢, spowodowana zmiennoscia liczby powtérzen elementu podstawowego w
roznych allelach tego samego locus [13]. Z dotychczasowych badan wynika, ze u
roslin najczgsciej wystgpuje dwunukleotyd (AT)p.

Poszukiwanie okreslonego locus SSR wymaga najpierw konstrukcji biblioteki
genomowej krotkich insertéw DNA (tj. krétkich fragmentéw genomowego DNA
w plazmidach). Nastgpnym etapem pracy jest przeszukiwanie biblioteki przy
zastosowaniu odpowiednich sond mikrosatelitarnych w celu identyfikacji insertow
zawierajacych loci SSR. Znalezione inserty sa nastepnie sekwencjonowane. Na
podstawie uzyskanej informacji o sekwencji unikalnych fragmentéw DNA oskrzy-
dlajacych locus SSR konstruowane sa komplementarne do nich startery. Nast¢pnie
startery stosowane sg do powielania DNA loci mikrosatelitarnych za pomoca PCR
(rys. 1). Poniewaz wystepujacy polimorfizm markeréw SSR wynika z réznej
liczby powtoérzen elementu podstawowego w allelach locus mikrosatelitarnego,
markery SSR posiadaja wazna w badaniach genetycznych zalete dziedziczenia
kodominacyjnego (rys. 3).

Najbardziej kompleksowe wyniki badaf mikrosatelitow roslinnych przedsta-
wiono w pracach Wanga i in. [43] oraz Morgante i Olivieri [20]. Wymienieni
autorzy definiujq istotne cechy mikrosatelitow roslinnych na podstawie analiz
zarowno gatunkéw jednolisciennych (jeczmien, ryz, kukurydza), jak i dwuliscien-
nych (groch, rzodkiewnik, tyton, pomidor). Istotnymi z praktycznego punktu
widzenia cechami markeréw SSR sa: znaczna czgstoS¢ wystgpowania oraz bardzo
wysoki polimorfizm, proporcjonalny do dtugosci jednostki elementarnej i liczby
powtorzen. Wiasciwosci te pozwalaja na znalezienie réznic nawet pomig¢dzy
osobnikami blisko spokrewnionymi. W zwiazku z tym markery SSR znalazly
szerokie zastosowanie w mapowaniu, identyfikacji odmian, okreslaniu heterozy-
gotycznosci, charakterystyce materiatow kolekcyjnych i jako markery cech o
znaczeniu rolniczym (tab. 1) [27].

Pomimo tak wszechstronnych mozliwosci praktycznego wykorzystania mar-
ker()w SSR ograniczenia w ich stosowaniu zwiazane sg z kosztami i trudnosciami
ich poszukiwania. Modyfikacjq tej techniki jest system zwiagzany z wykorzy-
staniem do PCR pojedynczego startera o sekwencji sktadajacej sie z kilku
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Tabela 1. Sekwencje mikrosatelitarne wystepujace w uprawnych gatunkach roslin

Gatunek Element powtarzalny Metoda identyfikacji Literatura
JednoliScienne
jeczmien AT, TCT, CT, TG, CTT, TGC, przeglad bibliotek (2]
ATTT, GA, CA genomowych
kukurydza CT, AG, AC, GA przeglad bibliotek  [33]
genomowych,
baza danych [37]
sekwencyjnych
pszenica AC, AG, TCT, TTG, GT przeglad bibliotek  [17][29]
genomowych
ryz GA, GT, CGG, TTG, ATT, TCT, baza danych [24]
CAG, TGG, GATA, ATC,CTTT  sekwencyjnych
CGQG, GAG, GA, CTT, CTG, ACG, przeglad bibliotek  [1]
TGG, AT genomowych
DwulisScienne
burak cukrowy CA, CT, ATT, GTG, AT przeglad bibliotek  [19]
genomowych
fasola GATA, GACA, CAC, CA hybrydyzacja (9]
Southerna
pomidor GA, GT, ATT, TGT, AGTG, AT, przeglad bibliotek  [4]
CAA, TAA genomowych,
baza danych [35]
sekwencyjnych
rzepak GA, CA, GATA, GACA, GGAT, przeglad bibliotek  [14]
CA, CT, GTG genomowych '
soja AT, ATT, AAT, TAA przeglad bibliotek  [30]
genomowych

powtérzonych elementow z dodatkowymi 2—4 losowo dobranymi nukleotydami
na koncach 3’ lub 5’. Tak otrzymane markery maja zwykle dominacyjny charakter
dziedziczenia i byty dotychczas wykorzystane w badaniach niektorych gatunkow

roslin [5, 46, 49].

Wybor systemu markerowego

Uzytecznosc¢ réznych typow markerow DNA do osiagnigcia wyznaczonego celu
badawczego zalezy od struktury badanej populacji, genomowej zmiennosci gatunku,
mozliwosci technicznych i finansowych oraz czasu potrzebnego na wykonanie analiz.
Kazdy z systeméw markerowych ma zalety i wady, a zatem niezbg¢dna jest krytyczna
ocena jego potencjalnej przydatno$ci przed zastosowaniem (tab. 2). Na przyktad, w
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samopylnym gatunku markery RAPD sa bardziej przydatne do wykrywania polimor-
fizmu niz system SSR ze wzgledu na prostot¢ techniczna, wydajnos¢ 1 niski koszt.

Omawiane systemy markerowe réznia si¢ rdwniez skutecznoscia wykrywania
polimorfizmu w badaniach populacji, gatunkéw 1 rodzajow roslin. Na przykiad
markery SSR moga by¢ zastosowane do charakterystyki réznych populacji w
obrgbie tego samego gatunku, lecz startery przydatne do wykrywania polimor-
fizmu DNA pochodzacego z jednego gatunku sa zwykle nieuzyteczne do badan
DNA z innych gatunkow. W systemie AFLP mozna obserwowac¢ zmiennos¢ wielu
markerow przy minimalnej liczbie testowanych starterow. Wyzsza czystos¢ roz-
dzialu zwiazana z elektroforeza na sekwencyjnym zelu poliakryloamidowym
(mozliwo$¢ rozdzielenia fragmentéw DNA minimalnie rézniacych si¢ dtugoscia)
w poréwnaniu z systemem RAPD, w ktérym rozdzial prowadzony jest na zelu
agarozowym, wptywa na zwigkszenie rozdzielczosci i powtarzalnosci wynikow
[10]. Wymienione zalety decyduja o atrakcyjnosci AFLP jako markerow genety-
cznych. Jednak koszt i wymagane doswiadczenie techniczne moga by¢ przeszkoda
w praktycznym wykorzystaniu tych markeréw podczas masowej selekcji materiatu
roslinnego.

Pomimo ze polimorfizm markeréw RAPD i AFLP jest wykrywany w stosunkowo
krétkim czasie, to jednak tego typu markery nie sa przydatne do poréwnywania
populacji, poniewaz kazdy z nich jest zdefiniowany gtéwnie poprzez diugos¢ nam-
nazanego fragmentu DNA (tzn. informacja o jego sekwencji jest ograniczona). W
konsekwencji, uzyskiwanie w poréwnywanych populacjach lub gatunkach produktu
amplifikacji tej samej wielko$ci niekoniecznie oznacza, ze w kazdym przypadku
posiada on taka sama sekwencje nukleotydowa. W poréwnaniu z innymi rodzajami
markerow DNA (np. RFLP), wszystkie systemy markerowe oparte na tancuchowe;j
reakcji polimerazy wymagaja niewielkiej ilosci DNA do analizy 1 charakteryzuja sig
wysoka wydajnoscia uzyskiwania polimorficznych markeréw we wczesnym stadium
selekcji materiatow roslinnych. Jednak zalety te moga traci¢ znaczenie w badaniach
gatunkéw o niskim poziomie polimorfizmu. W takich przypadkach najlepszym
obecnie stosowanym systemem jest SSR, chociaz koszt i czas potrzebny na wytwa-
rzanie tego typu markerow jest znaczny.

Koszt otrzymania jednego markera zalezy od czasu koniecznego do wyizolowania
potrzebnej ilosci DNA o odpowiedniej jakosci, stosowania klonowania lub sek-
wencjonowania oraz typu poszukiwanej informacji genetycznej. Wymagania te po-
winny zostaé uwzglednione przy wyborze odpowiedniego systemu markerowego w
projektach hodowlanych zwiazanych z selekcja materiatow roslinnych, identyfikacja
odmian lub mapowaniem genow.
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Zastosowanie nowych sytemow markerowych

Dotychczas szeroko stosowane markery RAPD wykorzystano do analizy zmien-
nosci genetycznej i chemotaksonomii [6, 23], konstrukcji map genetycznych i loka-
lizacji loci odpowiedzialnych za dziedziczenie cech monogenicznych, np. odpornosci
na choroby [26], oraz do analizy cech ilosciowych [7]. Mimo ze w teoretycznych
szacowaniach przydatnos¢ markeréw genetycznych do selekcji materialow hodow-
lanych jest bezsporna, jak dotad niewiele jest doniesien na temat praktycznego
zastosowania MAS w hodowli gatunkéw uprawnych.

Zmiennos¢ markerow SSR analizowano przede wszystkim w genomach gatun-
kow o duzym znaczeniu gospodarczym. W tabeli 2 wymieniono gatunki roslin, w
ktorych analizowano czgsto$¢ wystgpowania mikrosatelitow, podano ich czg¢sciowa
charakterystyke (elementy jednostek powtérzonych) oraz wskazano metody identy-
fikacji tych sekwencji. Zmienno$¢ markerow SSR wykorzystano do mapowania
genomoOw (jeczmien [2, 31]; ryz [47]; soja [21]; rzodkiewnik [3]), charakterystyki
genotypow i identyfikacji odmian (rzepak [5]; soja [30]; ziemniak [35]) oraz ustalenia
pokrewienstwa pomigdzy gatunkami (fasola [9]).

Markery wykrywane stosunkowo nowa metoda AFLP nie byty jeszcze szeroko
stosowane w badaniach genetycznych. Wykazano jednak przydatnosc tego systemu
w mapowaniu genow (ziemniak [18]; soja [16]), poszukiwaniu markeréw dla waznych
cech uzytkowych (pomidor [39]) i cech ilosciowych (jgczmien [28]), badaniach
filogenetycznych (soczewica [34]), charakterystyce zasobow kolekcyjnych (fasola
[41]) i identyfikacji odmian hodowlanych (jeczmien [32]). Oferowane obecnie przez
firmy chemiczne kompletne zestawy odczynnikéw do wytwarzania markerow AFLP
z pewnoscia utatwig ich stosowanie w badaniach genetycznych i hodowli.
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AFLP and SSR — the marker systems useful in plant breeding
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Summary

A number of PCR-based methods can be used to detect the polymorphisms in
plants. In this article three molecular techniques were compared: RAPD, AFLP and
SSR. The marker generating procedures of two systems, AFLP and SSR, were
described in details. Advantages and disadvantages each of them and their usefulness
in plant breeding projects were discussed. Finally, hitherto applications of AFLP and
SSR marker polymorphism analyses for genetical investigations of plants were
reviewed.
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