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Summary

The presented paper gives an insight into the genetic background of mole-
cular diversity at the DNA level. Its potential sources, classified into two main
categories depending on whether they lead to DNA sequence alternations (point
mutations, insertions, deletions, chromosomal rearrangements, mobile elements
etc.) or changes in DNA methylation pattern, are discussed in parallel to their
‘molecular markers’. A general overview ofthe most important sequences respon-
sible for genetic variability (micro-, mini-, midi- and macrosatellites; transposo-
nes and retrotransposones) is given. Special attention is paid to different types
of molecular marker systems and their most important applications. Molecular
techniques are divided into several groups depending on the enzymes they use
(endonucleases, T4 DNA ligase, Tag DNA polymerase or their combinations). Fi-
nally, investigation carried out with molecular markers in somaclonal embrioge-
nesis is discussed.
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1. Wstep

Markery genetyczne, czyli tatwo rozpoznawane znaczniki
sprzezonych z nimi cech fenotypowych czysto 0 znaczeniu uzyt-
kowym sg znane od dawna. Poczatkowo byly to wytgcznie mar-
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kery morfologiczne (1), nastepnie dotaczyly do nich markery biatek strukturalnych
(biatka zapasowe (2)) oraz bialek funkcjonalnych (izoenzymy (3)), a od dwudziestu
lat réwniez kwasy nukleinowe (4,5). Mimo wielu syntetycznych prac, poswieconych
markerom molekularnym i ich zastosowaniu (6-10), wciaz brak w literaturze polsko-
jezycznej szczegbétowych opracowan dotyczacych natury zmiennosci genetycznej,
identyfikowanej przez systemy markerowe. Utrudnieniem jest réwniez zagmatwa-
na, bogata w synonimy oraz skroty terminologia i brak opracowan pos$wieconych
klasyfikacji systeméw markerowych oraz kryteriom wyboru odpowiednich technik
do wecigz rosnacej liczby aplikacji. Mylne zrozumienie tych zagadnien moze by¢
przyczyna trudnosci w identyfikacji zmiennos$ci genetycznej oraz prowadzi¢ do pod-
wyzszenia kosztow analiz.

2. Zrodta zmiennosci na poziomie kwaséw nukleinowych

Pod hastem zmienno$¢ rozumie sie catoksztatt rdznic wystepujacych miedzy po-
szczegoblnymi gatunkami, odmianami, osobnikami, komdérkami pojedynczego orga-
nizmu czy roéznice powodowane czynnikami Srodowiskowymi, ktdre potencjalnie
moga by¢ identyfikowane za pomoca odpowiednich znacznikéw, zwanych markera-
mi. W praktyce badawczej stosowana jest przede wszystkim zmienno$¢ sekwencji
nukleotydowej DNA oraz stosunkowo rzadko zmiennos¢ powodowana réznicami
w metylacji reszt zasad azotowych (patrz. tab. 1).

Do zrédet zmiennosci sekwencyjnej nalezy zaliczy¢ wystepujgce w komorkach
eukariotycznych modyfikacje DNA (11), ktére przyczyniajg sie do uwolnienia reszt
zasad azotowych poprzez chemiczng, badz enzymatyczng hydrolize wigzan N-gliko-
zydowych. Taka sytuacja moze mie¢ miejsce na przyktad podczas reperacji urydyny
w sktadzie DNA (12). Udowodniono, ze replikacja modyfikowanego DNA moze pro-
wadzi¢ do powstawania szeregu mutacji (13). W pracach wykonanych w uktadach in
vitro z polimerazami DNA z r6znych Zrodet sugeruje sie, ze naprzeciwko miejsc wol-
nych od reszt zasadowych wbudowywana jest dodatkowa zasada (14). Réwniez
sama metylacja DNA moze prowadzi¢ do mutacji punktowych (15). Zrédiem zmien-
nosci sekwencyjnej moga by¢ ponadto duze rearanzacje chromosomalne (16) do kto-
rych zalicza sie duplikacje fragmentéw genomu (17) oraz insercje obcego DNA.
Istotng role moga odgrywac réwniez ruchome elementy (15). Ze wzgledu na wystepo-
wanie presji selekcyjnej, nalezy oczekiwac, ze wiekszos¢ zmian powinna mie¢ miejsce
w niekodujgcych obszarach DNA, ktére w przypadku roslin wyzszych mogg stanowié
nawet 80" genomu roslinnego (18) i sg reprezentowane, miedzy innymi, przez se-
kwencje powtdrzone tandemowo oraz rozproszone sekwencje powtdrzone (15).

Sekwencje powtdrzone tandemowo sg zwykle nieaktywne transkrypcyijnie, a ich
wieksze bloki lokalizowane sg w obszarach konstytutywnej heterochromatyny. Do
tej grupy zalicza sie wysoko repetytywny, satelitarny DNA oraz umiarkowanie po-
wtdrzone mini- i mikrosatelitarne sekwencje. Uwaza sie, ze sekwencje te sa istot-
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nym zrodiem polimorfizmu dtugosci, bedacego wynikiem na przyktad btedéw pracy
polimeraz DNA (19).

Charakterystyczng cechg sekwencji powtérzonych tandemowo Jest obecnos¢ pod-
stawowego motywu o zmiennej liczbie kopii (VNTRs - Variable Number of Tandem Re-
peats) (20), warunkujacej ich polimorficznos¢. Ze wzgledu na diugos¢ podstawowego
motywu mozna wyrézni¢ 4 typy sekwencji powtérzonych, a mianowicie mikro-, mini-,
midi- i makrosatelity. Ostatnie dwa czasem okresla sie wspélng nazwa satelit (21).

Sekwencje mikrosatelitarne (22) (synonimy: SSRs - Simple Sequence Repeats (23),
STR - Short Tandem Repeat (24)) sg rozproszone w catym genomie. Uwaza sie, ze
czesciej wystepujg w obszarach euchromatyny niz heterochromatyny, a ich skupie-
nia wykryto réwniez w centromerach oraz telomerach (25). Sg one zbudowane
z krétkich 2-6 nukleotydowych motywow o wysoce zmiennej liczbie powtérzen (od
10 do 50) (26-28). Laczna diugos¢ odcinka waha sie od 100 do 400 par zasad. Powt6-
rzenia motywu moga wystepowac tandemowo, badz sg przedzielone krétkimi, kil-
kunukleotydowymi ,wstawkami”. Czasem dwa lub wiecej r6znych motywoéw wyste-
puje Jednoczesnie (29), a zmienna liczba powtdrzen tandemowych Jest odpowie-
dzialna za wystepowanie polimorfizmu dlugosci prostych sekwencji (SSLP - Simple
Sequence Length Polymorphism) (30). Dwunukleotydowe powtérzenia zidentyfikowa-
no w intronach (lecz nie egzonach) (31), a tréjnukleotydowe w regionach zaréwno
kodujgcych Jak i niekodujgcych genomu (32). W genomie roslinnym najczesciej wy-
stepuja sekwencje typu (AT)n oraz (TAT), (32). Funkcja sekwencji mikrosatelitarnych
Jest niejasna. Przypuszcza sie, ze mogg one uczestniczy¢ w organizacji chromatyny,
w rekombinacji tub wptywaé na ekspresje genow.

Drugim typem sekwencji powtérzonych pod wzgledem diugosci podstawowego
motywu, sg tzw. minisatelity, ktére pierwotnie wykryto w okolicy genu insuliny (33).
Obecnie wiadomo, ze sekwencje te wystepujg we wszystkich ramionach chromoso-
mow oraz obszarach telomerdw (25,34). Do okreslenia polimorfizmu warunkowane-
go sekwencjami minisatelitarnymi uzywa sie nazwy HVR - Hyper Variable Region,
ktéra czasem Jest stosowana wymiennie z VNTR (35). Sekwencje minisatelitarne
utozone sg w postaci zmiennej liczby blokéw (70-450) (19), ktérych catkowita dlugosc
moze wahac¢ sie od kilkuset do 20 tysiecy par zasad (36). Zwykte motyw podstawo-
wy Jest bogatym w pary ‘GC fragmentem o dtugosci od 10 do 100 par zasad (37). Mi-
nisatelity charakteryzuja sie wysokim poziomem zmiennosci (38). Stwierdzono réwniez
réznice w czestosci wystepowania mutacji w obrebie podstawowego motywu. W przy-
padku bloku genu a-gtobuliny, wyizolowanego z genomu cztowieka, obserwuje sie
szczegOllnie wysoki poziom zmian na 3' konicu sekwencji [5’-GNGGGG(N)ACAG-3]
i praktycznie ich brak na 5 koncu (19). Identyfikowana zmiennos¢ Jest prawdopo-
dobnie wynikiem bledéw crossing-over oraz tak zwanych przesunie¢ (slippage) poli-
merazy podczas replikacji (19).

Do sekwencji tandemowych zalicza si¢ rowniez midi- (39) i makrosatelity (40).
Podstawowy motyw sekwencji midisatelitarnych ma dlugo$¢ okoto 40 par zasad
i powtarza sie na obszarze 250-500 kpz. Natomiast sekwencje makrosatetitarne to
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sekwencje o catkowitej dtugosci poréwnywalnej do midisatelitarnych, ale zbudowa-
ne z dtuzszych, tandemowych motywow od kilku do kilkudziesieciu kpz. Sekwencje
te sg rbwnomiernie rozproszone po catym genomie, a budowg przypominajg trans-
pozony. Przyktadem sekwencji satelitarnych sg niektére sondy RFLP, do jakich zali-
cza sie fragment R173 (41) wykryty u zyta.

Druga grupa sekwencji powtérzonych sa sekwencje rozproszone (ISR - Inter-
spersed Repetitive Sequence), do ktoérych nalezg m.in. geny rRNA oraz tzw. elementy
ruchome, inaczej transpozony oraz szczegOlnie czeste u roslin retrotranspozony.
(W genomie cztowieka grupa ta jest reprezentowana przez takie rodziny jak SINE -
Short Interspersed Nucleotide Element, LINE - Long Interspersed Nucleotide Element,
MER - Medium Reiteration Erequency Repeat czy LORI - Low Reiteration Erequency
Sequence (42). Sekwencje te wystepujg w genomie w umiarkowanej liczbie kopii
(43)). Transpozony oraz retrotranspozony wystepujg w zmiennej liczbie kopii, ktéra
prawdopodobnie jest skorelowana z wielkosScig genomu i przedzielaja bloki genéw.
Przyktadem retrotranspozonu moze by¢ rodzina BARE-I, powszechnie wystepujaca
w genomie jeczmienia. BARE-\ cechuje wysoka konserwatywnos¢ sekwenciji oraz ak-
tywnos¢ transkrypcyjna (44). Powodowana przez ruchome elementy zmiennos¢ jest
wynikiem transpozycji, homologicznej rekombinacji miedzy retrotranspozonami oraz
czestych mutacji metylowanej cytozyny do tyminy (15). Przypuszcza sie rOwniez, ze
transpozony oraz retrotranspozony moga by¢ odpowiedzialne za duplikacje geno-
mowe oraz regulacje ekspresji genéw (45-47).

Innym, réwnie waznym zrodiem zmiennosci, roznym od zmiennosci sekwencyj-
nej, sg wszelkiego rodzaju modyfikacje DNA, a w szczegdélnosci enzymatyczna mety-
lacja. Uwaza sig, ze metylacja DNA, nawet jezeli nie prowadzi do hydrolizy wigzan
N-glikozydowych, moze by¢ odpowiedzialna za r6znice fenotypowe roslin (17) prze-
jawiajace sie poprzez regulacje ekspresji gendw (48). Hipoteze te potwierdza fakt,
ze poziom metylacji DNA ulega zmianom, zaleznie od etapéw rozwojowych oraz
jest warunkowany rodzajem tkanki (49). Niektoérzy autorzy (50) sg sktonni przypusz-
czaé, ze metylacja jest gtéwnym zrédtem zmiennosci, umozliwiajgcym réznicowanie
poszczegllnych tkanek tej samej rosliny. Mozna réwniez sadzié, ze polimorfizm
tego typu jest odpowiedzialny za zmiennos¢ somaklonalng (17).

Podsumowujgc, nalezy wyrdzni¢ dwa typy zmiennosci, sekwencyjng, wywotujgca
zmiany w uktadzie nukleotydéw DNA oraz modyfikacyjna (metylacja), ktéra zwykle
nie powoduje takich zmian, lecz wptywa na ekspresje genéw. Ze wzgledu na presje
selekcyjng bardziej konserwatywne, pod wzgledem ewentualnych zmian sekwencji
nukleotydowych, beda te obszary genomu, ktore sg odpowiedzialne za istotne funk-
cje organizmu, a najwieksza czes$¢ zmiennosci powinna wystepowaé w obszarach
Lniefunkcjonalnych”, jesli chodzi o zmienno$¢ wynikajgcg z modyfikacji DNA enzy-
mami komaérkowymi, to nalezy sie spodziewa¢, ze bedzie ona bardziej specyficzna
dla tkanek danego organizmu oraz wrazliwa na stadium rozwojowe organizmu, co
potencjalnie stwarza mozliwos¢ réznicowania roslin o identycznym pochodzeniu,
jak i badan embriogenezy.

BIOTECHNOLOGIA 1 (52) 9-34 2001 13
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3. Klasyfikacja markeréw molekularnych oraz identyfikowana przez nie

zmiennosé

Ze wzgledu na spos6b identyfikacji zmiennosci genetycznej markery kwaséw nu-
kleinowych mozna podzieli¢ na cztery grupy, wykorzystujac wylgcznie specyficzne
wlasciwosci enzyméw (patrz tab. 2);

- enzymOw restrykcyjnych,

- ligazy DNA faga T4,

- polimerazy DNA lub
- kilku enzyméw jednoczesnie (markery mieszane).

Molekularne techniki diagnostyczne

Typy markeréw
Markery wykorzystujace
enzymy restrykcji

Markery wy'korzystujace
Taqg polimeraze DNA

Markery v.ykcrzystujace

DNA ligaze faga T4

Markery wykorzystujgce

kilka reakcji enzymatycznych

Techniki diagnostyczne
RFLP

Losowe (MAAP)
DAF
RAPD
AP-PCR

Ukierunkowane
Warianty AP-PCR

Semispecyficzny PCR

Specyficzny PCR

STS, STMS, SCAR, AS-PCR, IRAP,

REMAP, SNP, sekwencjonowanie
ASL

CAPS

AFLP (SRFA)
SAMPL
S-SAP
CDNA-AFLP

Tabela 2

Cechy charakterystyczne
Sondy:
klonowane fr. DNA
low Cot-DNA
syntetyczne oligonukleotydy
W' reakcji PCK uczestniczy 1 starter o dtugosci
5-8 nukleotydéw
10 nukleotydéw
pond 17 nukleotydéw

W reakcji PCK uczestniczy:
1 starter czesciowo komplementarny DNA

2 startery. Jeden jest komplementarny DNA

W reakcji PCK uczestnicza 2 komplementar-
ne DNA startery

W reakcji ligacji uczestnicza 2 oligonukleotydy

Powielanie DNA/Trawienie

Trawienie DNA/Powielanie

3.1. Markery wykorzystujace wlasciwosci enzymow restrykcyjnych

Systemy markeréw tej grupy wykorzystuja zdolnos¢ enzymoéw restrykcyjnych

typu 1l do rozpoznawania i trawienia kilkunukleotydowych, $ci$le zdefiniowanych
sekwencji dwuniciowego DNA. Ze wzgledu na specyfike reakcji enzymatycznej iden-
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tyfikowanym przez te systemy zrodiem zmiennosci sg mutacje w obrebie miegjsc tra-
wienia (51) oraz potencjalnie modyfikacje zasad azotowych (w przypadku enzymow
wrazliwych na metylacje) w ich obrebie lub bliskim otoczeniu. Ponadto r6znorod-
nos¢ genetyczna moze by¢ efektem wystepowania delecji/insercji lub réznic w licz-
bie sekwencji powtérzonych, zawartych pomiedzy miejscami trawienia (52).

Przyktadem techniki wykorzystujacej wtasciwosci enzymow restrykcyjnych jest
RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism (53). Polega ona na generowaniu
spektrum fragmentéw DNA, powstajgcych pod wpltywem dziatania zwykle dwéch
ednonukleaz restrykcji, rozpoznajgcych i specyficznie trawigcych 4- oraz 6-nukleoty-
dowe sekwencje DNA. Fragmenty te rozdziela sie elektroforetycznie w zelu agaro-
zowym i przenosi na dodatnio natadowane membrany. Identyfikacja zmiennosci ge-
netycznej (polimorfizmu) odbywa sie za pomocg sond, czyli znakowanych, zwykle
krotkich odcinkéw DNA, komplementarnych do homologicznych fragmentéw DNA
na membranie.

W zaleznosci od typu stosowanej sondy mozna wyrézni¢ dwa warianty tej tech-
niki. W pierwszym przypadku sondami sg wyizolowane, zwykle klonowane fragmen-
ty DNA o réznej dtugosci (od kilkuset do kilku tysiecy par zasad), pochodzace z or-
ganelli komérkowych lub jadra, a w drugim syntetyczne oligonukleotydy. Ze wzgle-
du na potencjalnie wysoka zdolnos$¢ do identyfikacji zmiennosci czesto taka role
petnia sekwencje makro-, minisatelitarne oraz czasem retrotranspozony. Przykia-
dem sondy makrosatelitarnej jest fragment R173 uzyskany z genomu zyta (41), a mi-
nisatelitarnej sekwencja wyizolowana z lll genu bakteriofaga M13 (54,55). Niektore
warianty RFLP wykorzystujg taczna pule sekwencji powtdrzonych (repetytywnych
oraz rozproszonych) zwana ,low Cot-DNA”. Takie sondy otrzymuje sie trawiac DNA
enzymami restrykcyjnymi, a nastepnie prowadzac denaturacje i szybka renaturacje
uzyskanych fragmentéw. Kinetyka reakcji warunkuje szybszg renaturacje sekwencji
powtdrzonych, ktére po oddzieleniu od jednoniciowego DNA sa wykorzystywane
jako sondy wielu loci (43). Wprowadzenie drugiego typu sond, a mianowicie krot-
kich syntetycznych fragmentéw DNA, tak zwanych oligonukleotydéw, bytlo mozliwe
dzieki postepom chemii bioorganicznej z lat osiemdziesigtych (56). Szczegdlnie
duzy poziom zmienno$ci genetycznej moze by¢ identyfikowany za pomoca oligonu-
kleotydow, komplementarnych do fragmentéw mikrosatelitarnych genomu (57).

Zwykle technika RFLP umozliwia identyfikacje wielu loci jednoczesnie. Markery
RFLP cechuje kodominujgcy charakter dziedziczenia, z tego wzgledu sg one przy-
datne w selekcji materiatéw hodowlanych (51), do opracowania map genetycznych
(4,58). Mapy te uzupetniane sg nastepnie markerami generowanymi miedzy innymi
za pomocg reakcji fancuchowej polimerazy DNA (59). Niewatpliwe zalety technik
PGR sprawiajg, ze coraz rzadziej wykorzystuje sie r6zne warianty technik, stosu-
jacych sondy oligonukleotydowe.

BIOTECHNOLOGIA 1 (52) 9-34 2001 15
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3.2. Markery wykorzystujace wiasciwosci ligazy DNA faga T4

Cecha charakterystyczng markeréw ASL - Allele-Specific Ligation (60) jest ich zdol-
nos$¢ do identyfikacji punktowych mutacji w Scisle zdefiniowanych sekwencjach ge-
nomu. Markery te stuza do réznicowania alleli tego samego locus (patrz rys. 1).
W celu identyfikacji zmiennosci projektuje sie pare oligonukleotydéw komplemen-
tarnych do obszaru DNA, w ktérym oczekuje sie, ze moze wystapi¢ mutacja. Jeden
z oligonukleotydoéw zawiera na koricu 3' zasade komplementarng do sekwencji na
przykiad zdrowego osobnika, jezeli w badanym preparacie wystgpi mutacja uniemo-
zliwiajgca komplementacje 3' koricowej zasady oligonukleotyda z matryca, to ligaza
DNA faga T4 nie moze katalizowac reakcji ligacji. W celu rejestracji wyniku wystar-
czy przeprowadzi¢ rozdziat etektroforetyczny préby. W opisanym przypadku brak
produktu ligacji, o dtugosci odpowiadajacej sumie obu oligonukleotydéw, Swiadczy
0 wystapieniu mutacji. Uzyskanie markerow tego typu jest tanie i szybkie, jednakze
do tej pory nie znalazly one jeszcze zastosowania w genetyce roslin.

ASL
DNA + 2 oligonukleotydy (
HYBRYDYZACJA

DNA A

T4 DNA LIGAZA, rATP

FRAGMENTACJA NA ZELU

Rys. 1. Ligacja allelospecyficzna.

3.3. Markery wykorzystujagce wtasciwosci polimerazy DNA

Zrodiem polimorfizmu identyfikowanego za pomocg markeréw generowanych
przez techniki wykorzystujgce wiasciwosci polimerazy DNA sg zmiany punktowe.
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insercje oraz delecje prowadzace do zachwiania komplementacji startera z matryco-
wym DNA oraz rearanzacje chromosomowe. Uwaza sie, ze w przypadku RAPD istot-
nym zrédiem zmiennosci mogg by¢ sekwencje repetytywne (61).

W zaleznosci od tego, czy stosowane w PGR startery zaprojektowano z myslg
0 konkretnych rejonach genomu, mozna wyr6zni¢ nastepujace klasy technik gene-
rujgce markery:

1) losowe (MAAP: DAF, RAPD, AP-PCR),

2) ukierunkowanego PGR (DAMD, SPARS, ISSR, semispecyficzny PGR),

3) specyficznego PGR (STMS, SGAR, SNP, sekwencjonowanie).

3.3.1. Techniki markeréw losowych (MAAP)

Systemy markerowe typu MAAP - Multiple Arbitrary Amplicon Profiling (62) na-
lezg do najchetniej stosowanych w praktyce badawczej i doczekaly sie szeregu prac
przegladowych (6-10, 25,60), gdzie oméwiono zaréwno ich podstawowe cechy, za-
stosowania jak i ograniczenia.

Ogolnie techniki MAAP umozliwiajg losowe powielanie obszaréw DNA, zawar-
tych pomiedzy starterami komplementarnymi z obiema niémi matrycowego DNA,
ktérych konce 3' sg zorientowane ku sobie. Powielanie fragmentu DNA nastepuje
w wyniku wielu cykli amplifikacji. Przy projektowaniu starteréw nie sg potrzebne
dane dotyczace sekwencji matrycy. Ich sekwencja powinna byé bogata w pary GG,
w celu podniesienia temperatury wigzania oligonukleotydu i zapewnienia wigkszej
specyficznosci ksztattowania sie dupleksu DNA: starter.

W zaleznosci od diugosci startera wyrdznia sie trzy techniki MAAP: DAF - DNA
Amplified Fingerprinting, wykorzystujace startery o dtugosci od 5 do 9 zasad (63);
RAPD - Randomly Amplified Polymorphic DNA, 9-11 zasad (64) i AP-PGR - Arbitrary
Primed PGR, ponad 18 zasad (65). Produkty PGR sg rozdzielane na zelach akrylamido-
wych (DAF) badz agarozowych (RAPD, AP-PGR). Detekcja obrazéw odbywa sie przy
wykorzystaniu znacznikéw izotopowych (DAF) lub fluorescencyjnych (RAPD, AP-PGR),
czasem stosuje sie barwienie srebrem (DAF, RAPD). Technika DAF pozwala na reje-
stracje 40-100 fragmentoéw DNA, a RAPD i AP-PGR do kilkunastu. Liczba identyfiko-
wanych prazkow jest zalezna, miedzy innymi, od stezen komponentéw mieszaniny
reakcyjnej oraz temperatury wigzania startera, stosowanej podczas kolejnych rund
amplifikacji. Przy jej obnizeniu maleje specyficzno$¢ ksztattowania sie dupleksu
i moga sie tworzy¢ mniej lub bardziej komplementarne struktury, ktére potencjal-
nie prowadzg do powielania dodatkowych obszaréw matrycy. Moze to prowadzi¢
do niskiej powtarzalnosci wynikéw, utrudnien przy przenoszeniu technologii z jed-
nej pracowni do drugiej czy uzaleznienia od sposobu izolacji DNA (66). Nalezy
réwniez pamietaé, ze fragmenty DNA o zblizonej masie czgsteczkowej (mobilnosci
w zelu), nie musza by¢ tozsame genetycznie, czy tez moga sie okaza¢ mieszaning
fragmentéw o zblizonych masach. Z tego wzgledu, w niektérych przypadkach, zale-
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ca sie dodatkowe testowanie ich identycznosci, na przyklad technikami hybrydyza-
cyjnymi. Mimo wymienionych wad techniki te, a w szczegélnosci RAPD i AP-PCR, sg
czesto stosowane ze wzgledu na prostote metodyczna, niewielkie wymagania co do
iloSci oraz jakosci DNA, dostepnos$¢ duzej liczby zestawdw gotowych starteréw,
szybkos¢ realizacji doswiadczenia oraz praktycznie nieograniczony potencjat do ge-
nerowania fragmentéw DNA.

Markery MAAP znalazly zastosowanie w badaniach taksonomicznych (67), przy
wzbogacaniu map genetycznych (59), przy identyfikacji odmian uprawnych (68), czy
identyfikacji sprzezen z genami cech uzytkowych (69,70). Ich wykorzystanie w po-
taczeniu z takimi technikami jak HD - Hetero Duplex Formation (71), DGGE - Dena-
turing Gradient Gel Electrophoresis, SSCP - Single Stranded Conformation Polymorphism
(72), TGGE - Thermal Gradient Gel Electrophoresis (73) czy PCR-RFLP - Polymerase
Chain Reaction - Restriction Erogment Length Polymorphism zwany czesciej CAPS - Cle-
aved Amplified Polymorphic Sequence (74), pozwala na identyfikacje polimorfizmu se-
kwencji w obrebie powielanych fragmentéw DNA (istotne w przypadku braku poli-
morfizmu dhugosci fragmentoéw DNA) oraz uzyskanie pewnej liczby znacznikéw ko-
dominujacych.

3.3.2. Techniki ukierunkowanego PCR

Wsréd technik ukierunkowanego PCR mozna wydzieli¢ dwie grupy: ukierunko-
wany wariant AP-PCR oraz semispecyficzny PCR. Podstawg podziatu jest liczba star-
terow, wykorzystywanych w pojedynczej reakcji PCR oraz ich specyficznosci wzgle-
dem matrycy.

W pierwszym przypadku w reakcji PCR uczestniczy tylko jeden starter komplemen-
tarny na przyktad do rozrzuconych po calym genomie sekwencji powtérzonych, czy
tez czesciowo komplementarny do obszaréw konserwatywnych, wystepujacych m.in.
na pograniczu egzonéw i intronéw. W wyniku amplifikacji generowane jest spektrum
fragmentéw DNA o nieznanej lokalizacji i zwykle dominujgcej naturze dziedziczenia.

W zaleznosci od tego czy starter jest komplementarny do sekwencji mini- czy
mikrosatelitarnych to wyr6zniamy nastepujace techniki: DAMD - Directed Amplifica-
tion of Minisatellite-region DNA oraz SPAR - Single Primer Amplified Region i ISSR -
Inter Simple Sequence Repeat.

Technika DAMD (75) umozliwia identyfikacje polimorfizmu dlugosci obszaréw
DNA, zawartych pomiedzy przeciwlegte skierowanymi, identycznymi sekwencjami
minisatelitarnymi. Sekwencje starteréw biorgcych udziat w reakcji taricuchowej po-
limerazy DNA odpowiadajag motywom minisatelitarnym genomu roslinnego. Techni-
ke te wykorzystywano do monitorowania introgresji DNA, pochodzgcego z dzikiej
diploidalnej pszenicy do jej heksaploidnej formy (35).

Podobna do omoéwionej jest technika SPAR (76) z ta r6znica, ze startery sa homo-
logiczne do motywow sekwencji mikrosatelitarnych. Specjalny wariant SPAR zwany
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ISSR (77), polega na wykorzystaniu starteréw z dodatkowymi, kotwiczacymi zasada-
mi na koncach 3' lub 5' starter6w. Startery z 3' czesciej niz z 5' korficowa zasada ge-
neruja zwykle wyraznie widoczne fragmenty DNA, co moze by¢ wynikiem zar6éwno
polimorficznej natury mikrosatelitéw jak i roli kotwiczacej zasady w elongaciji tancu-
cha DNA. Istotne znaczenie 3' korica startera opisano réwniez w przypadku techniki
RAPD (78).

Wsréd wymienionych technik najwieksze powodzenie zyskuje ISSR, co wigze sie
zar6wno z wzgledna prostotg tej techniki, wysokg powtarzalnoscig wynikow, jak
i z przypuszczeniem, ze markery mikrosatelitarne moga by¢ sprzezone z obszarami
kodujacymi (61). Ostatnio ISSR zastosowano m.in. do identyfikacji polimorfizmu
miedzy liniami wsobnymi ryzu (79), do rdznicowania taksondéw oraz mapowania
pszenicy (61,80) oraz do mapowania japonskiego i europejskiego modrzewia (81).

Druga grupa technik, bazujgcych na ukierunkowanych starterach, jest semispe-
cyficzny PCR. Markery tej grupy otrzymuje sie podczas powielania DNA dwoma roz-
nymi starterami. Jeden z nich jest czesciowo komplementarny do badanego obsza-
ru. Dopuszcza sie stosowanie tzw. zdegenerowanych starterdw (82), czyli takich,
w trakcie chemicznej syntezy ktorych, podczas jednego lub kilku etapéw konden-
sacji, uzyto mieszaniny amidofosforynéw. Powstaly produkt jest mieszaning kilku
starteréw, réznigcych sie wybranymi zasadami. Drugi starter ma sekwencje losowg
lub o réznym stopniu homologii wzgledem wybranego obszaru genomu.

Semispecyficzny PCR znajduje zastosowanie, gdy znana jest wylacznie sekwencja
aminokwasOw biatka lub dostepne sg dane dotyczgce analogicznych sekwenciji
(biatkowych badz DNA) dla spokrewnionych gatunkéw. Taka sytuacja stwarza mozli-
wos¢ stosowania zdegenerowanych starteréw lub oligonukleotydow, ktére z wy-
jatkiem Kkilku zasad na 3’ koncach nie sg w petni komplementarne do matrycy (83).
Opisano rowniez warianty tej techniki, w ktérej sekwencje obu starteréw sg homolo-
giczne motywom konserwatywnych rejonéw taczenia sekwencji kodujacych i nieko-
dujacych. Weining i Langridge (84) na przyktadzie genu a-amylazy roslin zbozowych,
badali mozliwos¢ wykorzystania takich starterow w potgczeniu z losowymi oligonu-
kleotydami. Markery generowane na bazie starterow czesciowo homologicznych do
konserwatywnych obszaréw egzonéw i intronéw, w potaczeniu ze starterem specy-
ficznym do a-amylazy, stosowano m.in. do identyfikacji i mapowania zmiennosci po-
miedzy pszenicg i jeczmieniem, a w potaczeniu ze starterami losowymi do réznico-
wania taksonéw jeczmienia. W przypadku jednoczesnego stosowania starterow
0 réznym stopniu specyficznosci, niektére z generowanych produktow PCR moga
mie¢ spodziewang mase czasteczkowg i okazac sie markerami kodominujgcymi.

3.3.3. Specyficzny PCR

Specyficzny PCR, polega na powielaniu za pomocg dwoch starteréw Scisle zdefi-
niowanego obszaru genomu (85). Koniecznym warunkiem jego stosowania jest zna-

BIOTECHNOLOGIA 1 (52) 9-34 2001 19



Piotr T. Bednarek, Katarzyna Chwedorzewska

jomos¢ sekwencji DNA (niektore z nich sa dostepne w odpowiednich bazach da-
nych), ktéra ma by¢ amplifikowana oraz zaprojektowanie pary starterbw generu-
jacych fragment oczekiwanej diugosci i zwykle o znanej lokalizacji (74).

W zaleznosci od tego, czy do projektowania starteréw stuzy DNA sondy RFLP,
pojedynczy prazek uzyskany w wyniku powielania technikg RAPD czy fragment mi-
krosatelitarny genomu wyréznia sie markery STS - Sequence Tagged Site (86), SCAR
- Sequence Characterised Amplified Region (87), znane rOéwniez pod nazwami STAR -
Sequence-Tagged Amplified Region, PCR-RFLP oraz ASAP - Allele-Specific Associated Pri-
mers/Allele-Specific Amplified Polymorphism (88,89) oraz STMS - Sequence Tagged
Microsatellite Site (90). Czasem termin STS jest réwniez odnoszony do markerow
SCAR (91). Markery STS sg wykorzystywane m.in. do zageszczania map genetycz-
nych (92) oraz do poszukiwania sprzezeh z cechami uzytkowymi (93). Analogiczne
zastosowania majg markery SCAR, a liczba ich zastosowan stale wzrasta (91).

Ostatnio, zainteresowaniem cieszy sie technika STMS, umozliwiajgca powielanie
obszaréw genomu, zawierajacych sekwencje mikrosatelitarne. Pelna procedura techni-
ki STMS jest pracochtonna, kosztowna i sklada sie z wielu etapéw. Najpierw, se-
kwencje mikrosatelitarne sg identyfikowane za pomocg syntetycznych sond oligonu-
kleotydowych, homologicznych do sekwencji mikrosatelitarnych. Wyszukiwanie od-
powiednich fragmentdw genomu odbywa sie technikg tzw. ,dotblottingu”, pole-
gajacego na hybrydyzacji sondy z klonami DNA zawartymi w bibliotece badanego ge-
nomu. Odpowiednie klony, ktorych inserty potencjalnie zawieraja SSR-y sa sekwen-
cjonowane, ijezeli jest to mozliwe, projektowane sg pary starteréw komplementar-
nych do obszaréw ograniczajgcych sekwencje powtérzone. Nastepnie dobiera sie
warunki specyficznego PCR i sprawdza, czy otrzymywane produkty majg mase czgstecz-
kowg zgodna z oczekiwaniami. Kazdy z wymienionych etapow prowadzi do elimina-
cji potencjalnych kandydatéw na markery mikrosatelitarne, a koricowa wydajnos¢
techniki wynosi zwykle utamek procenta liczby wyjSciowo przebadanych klonéw bi-
blioteki. Zwykle markery STMS definiujg pojedynczy locus, ktory jednak ze wzgledu
na duzg czesto$¢ powstawania mutacji moze by¢ reprezentowany przez wiele frag-
mentéw DNA jednoczesnie (94). Zaletg tej techniki jest mozliwos¢ identyfikacji wy-
soce polimorficznych markeréw réznicujacych rosliny nawet w obrebie linii wsob-
nych. Walory analityczne, mozliwos¢ prowadzenia reakcji PCR z wykorzystaniem Kil-
ku par specyficznych starteréw, generujacych fragmenty DNA o odpowiednich ma-
sach czasteczkowych, jednoczesnie (multipleksowanie) oraz automatyzacji koricowe-
go etapu techniki sprawiaja, ze wydatki na opracowanie markeréw dla istotnych
z punktu widzenia rolnictwa gatunkéw sa uzasadnione. STMS znalazta zastosowanie,
m.in. w programach hodowtanych, do selekcji materiatéw krzyzéwkowych (MAS -
Marker-Assisted Selection) (86), do poszukiwania markerdéw sprzezonych z cechami
uzytkowymi, do mapowania (95) oraz w badaniach taksonomicznych (96). Powaznym
ograniczeniem w wykorzystaniu techniki, oprécz wysokich kosztéw poczatkowych
jest to, ze markery sekwencji mikrosatetitarnych tytko w nieznacznym stopniu dajg
sie stosowac w innych, nawet blisko spokrewnionych gatunkach.
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Specyficzny PGR moze by¢ réwniez uzyty do analizy polimorfizmu sekwencji kon-
serwatywnych, jakimi sg obszary kodujgce (25,97). Jego przydatnos¢ zademonstrowa-
no w badaniach genu y-gliadyny (98) oraz a-amylazy pszenicy (84), makrosatelitow ge-
nomu zyta (41) czy retrotranspozonu BARE-] (44). Wyr6znia sie dwa typy technik opar-
tych na sekwencjach retrotranspozonéw: IRAP - Inter-Retrotransposon Amplified Poly-
morphism oraz REMAP - Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism. Za po-
moca pierwszej techniki wykrywa sie polimorfizm miedzy dwoma sgsiadujgcymi se-
kwencjami dtugich powtérzeh korcowych (LTR - Long Terminal Repeat), w drugiej
miedzy LTR i odpowiednim rejonem mikrosatelitarnym. Poniewaz retrotranspozony,
w przeciwienstwie do transpozonéw DNA, zwykle nie sg wycinane przy przenoszeniu
z miejsca na miejsce, lecz kopiowane, to stabilne inserty sg dziedziczone zgodnie
z prawami Mendla, a odpowiednie markery majg charakter kodominujacy.

Mniej znanym wariantem specyficznego PGR jest technika AS-PGR - Allele Speci-
fic PCR (99) oraz rutynowo stosowane sekwencjonowanie. AS-PGR polega na powie-
laniu alleli lub wariantéw sekwencji DNA dla tego samego locus (9), a sekwencjono-
wanie na okresleniu uszeregowania nukleotydéw w DNA za pomocg zasad termi-
nujacych. Podstawowa zasada ostatniej techniki jest czesto wykorzystywana w ba-
daniach nad genomem cziowieka (100), czy do identyfikacji chordb, np. u ryzu

SNP

HYBRYDYZACJA DNA ZE STARTEREM

(DNA J.
ddATP ddCTP ddGTP ddTTP
Tag, poi
> T
A — A

I ELEKTROFORETYC”A IDENTAKACJA ZMIENNOSCI

Produkt obecny Brak Brak Brak

* - znacznik na 5' koricu startera (np. izotopowy)
? - brak przytaczenia terminatora

Rys. 2. Polimorfizm indywidualnych nukleotyddw.
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(101). Jest to mozliwe dzieki zastosowaniu w pojedynczej reakcji PCR tylko jednego
z czterech terminatoréw pod nieobecnosé trojfosforanéw. W takich warunkach przy-
tgczany jest tylko terminator komplementarny do matrycy, a poréwnanie obrazéw
elektroforetycznych produktéw amplifikacji pozwala na stwierdzenie, czy mutacja
w danym obszarze genomu miata miejsce. Technika ta jest znana pod nazwg SNP -
Single Nucleotide Polymorphism (102) (patrz rys. 2), a markery przez nig generowane
majg podobne wiasciwosci jak markery ASL.

Zaletg markerdw tej grupy jest w wiekszosci przypadkéw ich stosunkowo niski
koszt, powtarzalno$¢ wynikéw, kodominujacy charakter generowanych markeréw
oraz mozliwos¢ automatyzacji badan. Gtéwnym ograniczeniem jest wymagana in-
formacja o badanej sekwencji konieczna do zaprojektowania starteréw oraz mozli-
wos¢ identyfikacji tylko niewielkiej liczby fragmentéw DNA, nawet przy jednocze-
snym zastosowaniu w pojedynczej reakcji PCR wielu par specyficznych starteréw.
Z tego wzgledu, w ciggu ostatnich 5 lat, podjeto prace majgce na celu unikniecie
omoéwionych ograniczen. Prace te doprowadzity do powstania technik mieszanych.

3.4. Markery mieszane

Techniki generujgce tzw. markery mieszane wykorzystujg wtasciwosci zaréwno
enzymow restrykcji jak i Tag polimerazy DNA uczestniczacej w reakcji PCR. Przy
czym kolejnos¢ zastosowania reakcji enzymatycznych moze by¢ rézna. Opisano za-
réwno techniki wykorzystujgce najpierw PCR, a potem endonukleazy (CAPS), jak i na
odwrot (AFLP, SAMPL, S-SAP). Ze wzgledu na specyfike reakcji enzymatycznych mar-
kery mieszane wykrywaja zmiennos$¢ sekwencyjng, a w niektorych przypadkach réw-
niez metylacyjna (44) i sa zaliczane najczesciej do markeréw dominujacych. Ich za-
leta jest zwykle niski koszt uzyskania, niewielkie wymagania aparaturowe oraz po-
wtarzalnos¢ wynikéw. Dodatkowo, w przeciwienstwie do specyficznego PCR, nie
potrzebna jest znajomos¢ sekwencji badanego genomu, a liczba identyfikowanych
fragmentéw DNA, w przypadku réznych wariantéw techniki AFLP, moze przekra-
cza¢ nawet 180 (103).

Najbardziej znanym typem markerdw, wykorzystujgcym najpierw PCR, a nastep-
nie trawienie otrzymanych produktéw sg CAPS-y (74). Zwykle sg stosowane w po-
taczeniu z technikg RAPD, w odniesieniu do potencjalnie réznicujgcych prazkow
przed lub po ich konwersji do markeréw SCAR. CAPS-y stuzg do identyfikacji zmien-
nosci w sekwencji DNA i znajdujg zastosowanie, gdy amplifikowane fragmenty DNA
nie dajg sie zréznicowac pod wzgledem dlugosci. Zmiennos¢ ta jest mozliwa do wy-
krycia dzieki specyficznemu rozpoznawaniu i trawieniu $cisle zdefiniowanych se-
kwencji przez enzymy restrykcyjne. Z tego wzgledu znajomos¢ sekwencji DNA po-
tencjalnego markera jest pomocna przy doborze restryktaz. Markery CAPS zastoso-
wano ostatnio do réznicowania Cucumis melo L. odpornych i wrazliwych na Fusarium
(88), a ich wykorzystanie nalezy rozwaza¢ w przypadku cech monogenicznych.
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Techniki, w ktérych wykorzystuje sie wkasciwosci enzymow restrykcyjnych, a na-
stepnie reakcje PGR w zdecydowanej wiekszosci opracowano w ciggu ostatnich
5 lat. Pierwszg z nich byta AFLP (104), inaczej SRFA - Selective Restriction Fragment
Amplification (9) (patrz rys. 3), a jej zasady omowiono réwniez w literaturze polsko-
jezycznej (103,105). Procedura AFLP sklada sie z nastepujacych etapow: izolacji
wielkoczgsteczkowego genomowego DNA; trawienia go dwoma enzymami restryk-
cji (zwykle EcoRVMse\ lub PsWMsd), w celu otrzymania fragmentéw DNA, ktérych za-
koniczenia maja Scisle zdefiniowane sekwencje; ligacji adaptoréw - syntetycznych
dupleksow oligonukleotydowych, ktére na zasadzie komplementacji z homologicz-
nymi sekwencjami, w obecnosci T4 DNA ligazy, sg przytaczane do odpowiednich kon-
coéw produktéw trawienia; wstepnego powielania za pomocg starteréw (z jedng se-
lektywnag zasada na ich koncach 3’) komplementarnych do sekwencji adaptorow
oraz selektywnej amplifikacji przy uzyciu oligonukleotydéw z dwoma dodatkowymi
selektywnymi zasadami. Jeden ze starteréw (komplementarny do adaptora EcoR\ lub
Pst\) jest znakowany na koricu 5' radioaktywnym fosforem, co umozliwia identyfika-
cie fragmentoéw DNA. Alternatywnie stosuje sie¢ wybarwianie fragmentow srebrem
po ich frakcjonowaniu w zelu akrylamidowym. Stosowane startery majg dlugos¢ za-
pewniajaca wysoka specyficznos¢ komplementacji do odpowiednich adaptoréw, co
pozwala na uzyskiwanie powtarzalnych obrazéw rozdziatéw elektroforetycznych
produktoéw PGR. Technika AFLP opatentowana w 1994 r., charakteryzujgca sie wy-
sokg wydajnoscig w generowaniu duzej liczby fragmentéw DNA, juz w wyniku poje-
dynczej reakcji selektywnego PGR, mozliwoscig identyfikacji bardzo duzej liczby po-
limorfizmow, wysoka wartoscig tak zwanego indeksu markerowego (106) oraz rela-
tywnie niskim kosztem, w przeliczeniu na pojedynczy marker. Gechy te sprawity, ze
znalazta ona zastosowanie w identyfikacji zarbwno zmiennosci sekwencyjnej jak
i metylacyjnej. Dotad wykorzystano ja m.in. do wzbogacania map genetycznych
(107) réwniez w potgczeniu ze strategig markeroéw komigrujgcych (108), do poszuki-
wania markeréw sprzezonych z genami cech uzytkowych (109,110) wigczajac cechy
iloSciowe (111), w badaniach taksonomicznych (103,112) oraz analizy zmiennosSci
somaklonalnej (113). Podjeto réwniez, niezbyt owocne, proby konwersji markerow
AFLP do markeréw STS oraz uzycie ich jako sond RFLP (114).

Powodzenie AFLP sprawito, ze powstato szereg jej wariantéw do ktorych zalicza
sie bazujace na genomowym DNA SAMPL - Selectively Amplified Microsatellite Poly-
morphic Loci (115) i S-SAP - Sequence Specific Amplicon Polymorphisms (116) oraz na
mRNA technike cDNA-AFLP (117). SAMPL na etapie selektywnego PGR zamiast star-
tera komplementarnego do adaptora Mse\ wykorzystuje starter komplementarny do
dowolnej sekwencji mikrosatelitarnej. W wyniku PGR, przy zastosowaniu takiej sa-
mej liczby selektywnych nukleotydéw na konicu 3' startera, powstaje mniej niz
w przypadku AFLP fragmentow DNA, a poszczegOllne prazki wystepuja w postaci
blokéw o relat*Avnie nizszej masie czgsteczkowej. Poszczegbine bloki prazkéw przy-
pominaja obrazy charakterystyczne dla STMS. Wykorzystanie starteréw mikrosateli-
tarnych sprawia, ze czes¢ markeréw SAMPL moze by¢ kodominujgca. Technike wy-
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REEE
3- YYYYYYYYY

Rys. 3. Schemat doswiadczenia AFLP.
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» Pomiar stezenia
DNA

5’- ~RNNNNNNNNNNNNN-3'

Fil 111111 |
31

Pragmenty DNA,

+

T4 DNA U jaza, rATP

DOMINUJACY PRODUKT

tJANNNNNNNNNNNNN -3'

MMII LLLLI | |
aaiMmmSNZZZZ2777727777 -s

Rys. 3. cd.
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IV. Oznaczanie 5' konca selektywnego EcoRI startera

S5- XXX XXX XXX XXAATTCAZZ-3'
y-pM-atp

T4 kinaza polinokleotydowa

V. Wstepny PCR

~N CAATZ 227727777777 7 7 -5
(AR RN RN RE]

B XXXXXXXXXXXXXXX e tTA™ NNNNNNNNNNNN-3'
3. YYYYYYYYYYYYYY —— e aat- ! b 5
RN I A
57— XXXXXXXXXXXAATT CA 1_ dNTPs, Taq polimeraza
PRODUKTY
5 -XXXXXXXXXX ¢ A e e - -feTTA NN NNNNNNNNNNN-3
MMMMI IM | litiin M 101
3-YYYYYYYYYY f T taatz=z zzzzzz-5

VI. Podstawowy PCR

<ryyCAAT 272 727227272727727Z -5
trerrrrrrrrr e

5 = XXXXXXXXX SINNNNNNNNNNNN-3
3-YYYYYYYYYI CAAWZZZZ2772272727727 -5
rrrrrrrry prrrrred
5 - XXXXXXXXXXXAA TTCAzz ™ I dNTPs, Taq polimeraza
PRODUKTY
5 = XXX XXX XX XXX ITTA NN NNNNNNNNNNN -3'
3-YYYYYYYYYYY IAAT 2277 2ZZ -5

VII. Elektroforeza, rejestracja wynikéw
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korzystano do badania zmiennosci w obrebie populacji mapujgcej Lactuca spp. oraz
do wzbogacania skonstruowanej w oparciu na niej mapy genetycznej (115). W Ogro-
dzie Botanicznym Centrum Zachowania Ré6znorodnosci Biologicznej PAN (OB.-CZRB
PAN) w Warszawie testowano mozliwos¢ jej wykorzystania w badaniach zyta. W tech-
nice S-SAP do specyficznej amplifikacji wykorzystuje sie starter komplementarny do
jednego z adaptoréw (bez dodatkowych selektywnych nukleotydéw) oraz oligonu-
kleotyd komplementarny do konserwatywnego obszaru sekwencji retrotranspozo-
nu. Takie podejscie umozliwito identyfikacje wiekszej niz w AFLP liczby markeréw
kodominujacych oraz bardziej réwnomierny ich rozktad na chromosomach (116).

Technika cDNA-AFLP rézni sie od AFLP tym, ze zamiast wyjsciowego DNA izoluje
sie mRNA stuzacy do otrzymania cDNA, ktory nastepnie stosowany jest jako matryca
do analizy AFLP. Technike cechujg wysoka czutosé, co umozliwia identyfikacje na-
wet pojedynczej kopii fragmentu DNA pochodzgcego od specyficznego produktu
transkrypcji. Nalezy oczekiwaé, ze znajdzie ona zastosowanie m.in. w badaniach
nad identyfikacja nowych genéw, w embriogenezie oraz diagnostyce. Biorgc pod
uwage fatwos¢ generowania powtarzalnych wynikéw oraz potencjalne zastosowa-
nia, wydaje sie, ze cDNA-AFLP bedzie obiecujacym uzupetnieniem badz nawet alter-
natywg takich technik, jak DD-PCR - Differencial Display (118), SAGE - Serial Analy-
sis of Gene Expression (119) czy subtrakcyjna hybrydyzacja (120).

Poniewaz technika AFLP oraz jej pochodne bazujgce na genomowym DNA wyko-
rzystujg mniej lub bardziej wrazliwe na metylacje enzymy restrykcyjne (EcoRl i Pstl),
otrzymywane wyniki mogag zaleze¢ od réznic we wzorach metylacji (44). Zmiennosc¢
metylacyjna uwidacznia sie w ré6znym rozkitadzie markeréw generowanych za po-
mocg uktadow £coRl/Msel i PstVMse\ na chromosomach (121,122). Uktady z EcoRI,
bedac mniej wrazliwe na metylacje DNA prowadzg do grupowania markeréw w cen-
tromerach, a dokiladniej w otaczajgcej je wysoce modyfikowanej hetrochromatynie
(123,124). Mozliwe jest rowniez, ze na takie grupowanie markeréw ma wptyw duza
liczba sekwencji mikrosatelitarnych, wystepujacych w centromerach (125). Markery
wykorzystujgce restryktaze Pst\ sa bardziej rownomiernie rozlokowane wzdtuz oraz
pomiedzy chromosomami (analogicznie do markeréw RFLP, gdyz zwykle sg stoso-
wane enzymy wrazliwe na metylacje) i wystepuja w obszarach chromosoméw o ni-
skim poziomie metylacji sekwencji CpG oraz CpXpG, uczestniczacych w regulaciji
ekspresji genéw (122). Biorgc pod uwage potencjalnie duzg zmiennos¢ metylacji
tych sekwencji u roslin nalezy oczekiwaé, ze pewna cze$¢ zmiennosci moze nigdy
nie by¢ wykryta (44).

Prezentowany materiat wskazuje na potencjat technik, a w szczegélnosci AFLP,
wykorzystujacych markery mieszane. Wazng ich cecha jest duza wydajnos$¢ genero-
wania polimorficznych markeréw, stosunkowo niski koszt badar oraz mozliwosé
identyfikacji markeréw kodominujacych. jednoczesnie, réznice we wrazliwosci en-
zymoOw restrykcyjnych na metylacje DNA pozwalajg na rownomierne wzbogacanie
map genetycznych oraz badanie szeregu proceséw, warunkowanych zmiennos$cig
modyfikacyjng. Nalezy sie rowniez spodziewac, ze odpowiedni dobér enzyméw re-
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strykcyjnych, ktére moglyby zastgpi¢ Msel, rozpoznajgcych te samg sekwencje DNA
i trawiacych ja w identyczny spos6b, lecz ré6znigcych sie pod wzgledem wrazliwosci
na metylacje, moze otworzy¢ nowe perspektywy w badaniach nad ekspresjg genéw
oraz przyczyni sie do wyjasnienia natury zjawisk lezacych u podstaw zmiennosci so-
maklonalne;.

Omawiajgc systemy markerowe trzeba zaznaczy¢, ze sg one czesto wykorzysty-
wane w potaczeniu z metodg BSA - Bulk Segregant Analysis (126). W technice tej
zaklada sie, ze jezeli analizy sa prowadzone z wykorzystaniem préb zbiorczych
DNA, ztozonych z roslin nalezacych do populacji segregujacej pod wzgledem danej
cechy o skrajnie ré6znych fenotypach, to poréwnanie wzoréw molekularnych umozli-
wi identyfikacje markeréw z nig sprzezonych. Metoda BSA jest wykorzystywana
w przypadku cech jedno- jak i wielogenowych (127). Taka uniwersalno$¢ metody
sprawia, ze jest ona chetnie wykorzystywana w badaniach poswieconych poszuki-
waniu markeréw sprzezonych z genami cech uzytkowych.

4. Kryteria wyboru systemu markerowego

Przy wyborze systemu markerowego do danego zadania badawczego nalezy za-
stanowi€ sie jak duzej zmiennosci, miedzy badanymi materiatami, mozna oczekiwac¢
i czy bedzie to zmiennos¢ sekwencyjna, metylacyjna czy moze mieszana? Jezeli nie
mozna wykluczy¢ zadnego wariantu, to czy jedna z nich dominuje? Na tej podsta-
wie szacuje sie, ktére systemy markerowe mogg by¢ brane pod uwage. Kolejny etap
polega na uwzglednieniu zaplecza badawczego oraz srodkdw, jakie mozna przezna-
czy¢ na dany cel.

Poniewaz wiele zagadnien badawczych moze by¢ rozwigzanych w oparciu na
zmiennosci sekwencyjnej, zatem przy wyborze techniki bierze sie pod uwage po-
tencjalne jej zrodta oraz jej poziom. Kolejny etap polega na wyborze markeréw do-
minujgcych czy kodominujacych. Praktyka wskazuje, ze do cel6éw taksonomicznych,
do identyfikacji genotypow, poszukiwania sprzezen czy wzbogacania map gene-
tycznych mozna stosowac techniki RAPD, AP-PCR czy AFLP. W przypadku progra-
moéw hodowlanych warto réwniez rozwazy¢ mozliwo$¢ stosowania specyficznego
PCR, a szczegolnie techniki STMS.

Jezeli zmiennos$¢ jest powodowana metylacjg to zastosowaé mozna technike
RFLP, badzZ jeden z wariantow AFLP. Wybor powinien by¢ uzalezniony od poziomu
oczekiwanej zmiennosci. Jezeli oczekuje sie, ze zmiennos¢ jest powodowana za-
réwno réznicami w sekwencji DNA, jak i odmiennymi wzorami metylacji, to celowe
jest zastosowanie techniki AFLP. Rowniez, gdy oczekiwany jest niski poziom poli-
morfizmu, nalezy sie skioni¢ do tej techniki. Bardziej wyczerpujace poréwnanie roz-
nego typu markeréw oraz ich zastosowan mozna znalez¢ w pracach (37,106,128).
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5. Markery molekularne w badaniach zmiennosci somaklonalnej

W ciggu ostatnich dziesieciu lat mozna obserwowac¢ wzrost zainteresowania
markerami molekularnymi, wigczajgc prace z zakresu hodowli tkankowych (129).
Zainteresowanie badaczy wynika, m.in. z potrzeby identyfikacji i eliminacji ewentu-
alnych zmian genetycznych indukowanych de novo w okresie pomiedzy otrzyma-
niem kultury tkankowej i produkcjg zregenerowanych roslin (17). Molekularne pod-
stawy zmiennosci somaklonalnej badali m.in. Kaeppler i Phillips (130). Stwierdzono,
ze za jej wystepowanie moga odpowiadaé procesy powielenia powtarzajgcych sie
sekwencji DNA w kulturach, wzrost oraz dziedziczenie wzoréw metylacji roslin wy-
prowadzonych z mikrospor (131) oraz zmniejszenie ilosci materialu genetycznego
w zregenerowanych roslinach. Na podstawie uzyskanych wynikéw badari Munthali
i wsp. (17) wykazali, ze potencjalng przyczyna zmiennosci somaklonalnej moga by¢
réwniez réznice w sekwencjach nukleotydowych, co moze sugerowaé wystgpienie
mutacji. Poniewaz u podstaw zmiennosci somaklonalnej lezg wszelkiego rodzaju
zmiany w obrebie genomu, nalezy sie spodziewac, ze do identyfikacji oraz badania
jej natury mozna zastosowac wszystkie typy marker6w molekularnych, ktére po-
zwalajg na wykrywanie zmiennosci na poziomie DNA, RNA, badz ewentualnie mar-
keréw biatkowych.

Poczatkowo, do analizy zmiennosci somaklonalnej stosowano markery izoenzy-
matyczne lub RFLP (132). Umozliwity one wykrycie mutacji w regenerowanych rosli-
nach (133), w tym réwniez w obrebie genomu mitochondriéw (134). Poczynajac jed-
nak od pracy Williamsa i wsp. (64) wzrasta zainteresowanie markerami RAPD, ktére,
jak sie wydaje, sg bardziej uzyteczne, ze wzgledu na fatwosc¢ i szybkos¢ generowa-
nia fragmentdw DNA, przydatnych do poréwnywania materiatow roslinnych.

Jednak prace z wykorzystaniem markeréw RAPD nie dawaly pozytywnych wyni-
koéw. Stosujgc zaréwno markery RFLP jak i RAPD nie zaobserwowano zmiennosci so-
maktonalnej pomiedzy diploidami Hordeum (131), i w$réd zregenerowanych roslin
Lolium oraz Festuca (135). Rowniez Isabel i wsp. (136), testujac stabilnos¢ genetyczng
ograniczonej populacji zarodkéw somatycznych oraz embriogennych linii komaorko-
wych \Picea mariana (Mili.) B.S.P.] nie zarejestrowali zmiennosci genetycznej. Auto-
rzy sugeruja, ze moze to by¢ spowodowane analiza nie reprezentatywnej liczby za-
rodkéw lub zbyt matej puli markeréw RAPD wykorzystanych w badaniach. Taka hi-
poteze, jak sie zdaje, potwierdzajg wyniki badan uzyskane przez Munthali i wsp.
(17). Analizujac prébki DNA ze 120 zregenerowanych roslin buraka za pomocg 5,607
prazkéw RAPD autorzy zidentyfikowali tylko 3 rdznicujace prazki. Réwnie niska
zmiennos$¢ obserwowano stosujgc markery izoenzymatyczne oraz RFLP. Isabel i wsp.
(136), uwazaja, ze do analizy stabilnosci genetycznej zarodkéw wyprowadzonych na
drodze embriogenezy somatycznej, nalezy uzy¢ co najmniej 200-300 markerow
RAPD.

Mimo szeregu trudnosci w wykryciu zmienno$ci somaklonalnej za pomoca mar-
kerow RAPD pewne sukcesy odnotowano dla zregenerowanych z protoplastow ro-
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Slin Loliuni (137). Brown i wsp. (138) obserwowali réznice pomiedzy liniami kultur
zawiesin komdrkowych pszenicy oraz pomiedzy zregenerowanymi z nich roslinami.
Podobne wyniki otrzymano w przypadku zarodkéw somatycznych, pochodzacych
od jednej lub wielu linii u brzoskwini [Prunus perska (L.) Batsch] i u Carya illinoinensis
(113,139). W badaniach prowadzonych na Carya illinoinensis, ujawniono wystepowa-
nie zmiennosci somaklonalnej, ktéra prawdopodobnie powstata podczas prowadze-
nia hodowli tkankowej (139). Podobne wyniki otrzymali Wallner i wsp. (57), ktorzy
zajmowali sie mozliwoscig wykorzystania techniki RAPD oraz RFLP z sondg oligonu-
kleotydowg ukierunkowang na sekwencje mikrosatelitarne genomu do analizy sta-
bilnosci genetycznej i diugookresowym monitorowaniem mikrorozmnazanych in vi-
tro, waznych dla medycyny roslin z grupy Achillea millefolium oraz innych taksondéw
Achillea. Autorzy stosujgc obie techniki identyfikowali nieznaczny poziom zmienno-
$ci pomiedzy przedstawicielami grupy Achillea millefolium, a tylko jeden z dziesieciu
przetestowanych starterow RAPD umozliwit réznicowanie wszystkich klonéw po-
chodzacych od indywidualnych roslin matecznych, otrzymanych w wyniku mikroro-
zmnazania. W przeprowadzonej analizie pr6b pobranych z pojedynczych klonéw,
w roznych odstepach czasowych, na przestrzeni roku, wykazano praktycznie catko-
wity brak réznic w przypadku roslin rozmnazanych wegetatywnie, jednoczes$nie nie-
znaczna zmiennos¢ wykryto stosujac sondy oligonukleotydowe. Wieksza przydat-
no$¢ sond oligonukleotydowych w poréwnaniu z technikg RAPD wykazali réwniez
Mosges i Friedt (140), ktorzy poréwnali zmiennos¢ markeréw RAPD do identyfiko-
wanej za pomocg izoenzymoéw. Nieoczekiwanie duzy poziom zmiennosci opisano
(141) dla dwoch embriogennych kultur mango odpornych na Colletotrichum gloeospo-
rioides. Autorzy za pomocag 15 starterow RAPD zarejestrowali az 63 réznicujace je
prazki co, jak sie wydaje, jest wrecz zaskakujgce, biorgc pod uwage wyniki wcze-
Sniejszych prac z zastosowaniem techniki RAPD.

Biorgc pod uwage niejednoznacznosc¢ techniki RAPD oraz koniecznos$¢ stosowa-
nia zwykle duzej liczby starteréw w celu wykrycia réznic spowodowanych zmienno-
Scig somaklonalng wydaje sie, ze dobra alternatywa do jej badania moze sie okazac
technika AFLP (104). jej zaletg jest mozliwos¢ identyfikacji duzej liczby markeréw
molekularnych w stosunkowo krétkim czasie oraz wysoka powtarzalnos¢. Dotad
zostata opublikowana tylko jedna praca dotyczgca omawianego zagadnienia (113)
z zastosowaniem AFLP. Autorzy pracy badali zmiennos$¢ w obrebie zarodkéw soma-
tycznych oraz przeprowadzili poréwnanie w obrebie oraz pomiedzy liniami embrio-
gennych kultur Carya illinoinensis (Wangenh.). Stosujgc tylko 3 pary selektywnych
starterOw zarejestrowano 373 fragmenty DNA, przy czym 368 byto polimorficznych.
Zastosowanie markeroéw AFLP pozwolito na jednoznaczne réznicowanie linii i wyka-
zano, ze zarodki nalezgce do poszczegOlnych linii zwykle grupowaty sie w tych sa-
mych skupieniach odpowiednich dendrogramoéw. Autorom pracy udato sie takze
rozrozni¢ zarodki pochodzace z tej samej linii. Biorac pod uwage fakt, ze fcoRI wy-
korzystana przez autoréw pracy do generowania fragmentow jest wrazliwa na me-
tylacje, identyfikowane pomiedzy zarodkami r6znice moga byc¢ jej wynikiem. Przy-
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puszczenie to, jak sie zdaje, jest potwierdzeniem analizy poréwnawczej wykonanej
za pomoca techniki AFLP na DNA lisci, korzeni oraz ziaren pszenicy (50). Autorzy
pracy, stosujac wrazliwg na metylacje endonukleaze Sse8371 identyfikowali szereg
specyficznych dla omawianych tkanek rdznic i zasugerowali, ze wynikajg one raczej
ze zmiennosci wzoréw metylacji niz zmian strukturalnych chromosoméw. Z opubli-
kowanych danych wynika, ze technika AFLP moze sie okaza¢ przydatna w badaniach
nad zmiennoscig genetyczna, jak i zmiennoscig wynikajaca z réznic we wzorach me-
tylacji DNA na poziomie tkanek tego samego organizmu, jego klonéw czy tez do ba-
dania ekspresji genéw.

6. Podsumowanie

Omowiony podziat systeméw markerowych, chociaz oparty na logicznych zasa-
dach jest dos¢ ptynny i spotykana jest réwniez odmienna prezentacja danych. W li-
teraturze fachowej wystepujg, zaréwno rozbieznosci w nazewnictwie, jak i szeroko
stosowane sg synonimy wiekszosci technik, czy identyfikowanej przez nie zmienno-
éci. Mozna spotka¢ sie z niescistym stosowaniem nazw markeréw (np. STS, SCAR)
czy nazywaniem technik od zrédia identyfikowanej przez nie zmiennosci. Pow-
szechne i uzasadnione jest wymienne stosowanie nazwy techniki i nazwy markeréw
(np. technika/marker AFLP). Tak zlozona sytuacja jest bez watpienia wynikiem bar-
dzo szybkiego rozwoju technik analitycznych biologii molekularnej, jaki miat miej-
sce w ciggu ostatnich dwudziestu lat. Zgodnie z naszg wiedzg, prezentowany mate-
riat jest pierwsza polskojezyczng praca, w ktérej podjeta zostata proba zaréwno
usystematyzowania wiedzy dotyczacej zrédet zmiennos$ci na poziomie DNA, klasyfi-
kacji oraz oméwienia zasad analitycznych technik molekularnych, jak i rozwiktania
zagadnien terminologicznych.
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