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1. Wprowadzenie

arkery DNA staty sie w ostatnich
latach waznym narzedziem w ge-
netycznych badaniach roslin (1-3).
podstawowe rodzaje markerow DNA:
RFLP [restriction fragment length poly-
morphism), RAPD [random amplified
polymorphism DNA) i sekwencje mikro-
satelitame réznig sie sposobem iden-
tyfikacji polimorfizmu DNA. Markery
RFLP okazaty sie szczeg6lnie uzyteczne
w tworzeniu map genetycznych (4-6).
Identyfikacja markeréw RAPD stala sie
przydatna w badaniach wewnatrz i mie-
dzygatunkowego pokrewienstwa genety-
cznego (7,8). Natomiast markery mikro-
satelitame sg wykorzystywane w bada-
niach alleli genetycznych (6).
Podstawg metody RFLP jest trawie-
nie DNA enzymami restrykcyjnymi
i identyfikacja fragmentow restrykcyj-
nych przy zastosowaniu specyficznych
sond molekularnych. Natomiast przy
identyfikacji markeréw mikrosatelitar-
nych i RAPD stosuje sie tancuchowag
reakcje polimerazy (PCR — polymera-
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se chain reaction). Metoda AFLP {amplified fragment length polymorphism)
obejmuje obie te teehniki. W badaniu polimorfizmu DNA stosuje sie teehnike
selekt}rwnej amplifikaeji fragmentow restrykeyjnych (SRFA — selective re-
striction fragment amplification) (9). W przeeiwiernistwie do RFLP, w metodzie
AFLP wymagana jest bardzo mata ilos¢ wyjseiowego DNA (10). Ponadto po-
wtarzalno$¢ metody AFLP jest zdeeydowanie wieksza niz metody RAPD (11).

Termin AFLP wprowadzono przez analogie do metody RFLP. Poniewaz
metoda AFLP odzwiereiedla obecnos¢ lub brak amplifikowanych fragmentéw
restrykcyjnych, a nie roznice w ich diugosci, jak w metodzie RFLP, autorzy
metody sugeruja stosowanie nazwy AFLP jako akronimu (10).

2. Procedura AFLP

Procedura AFLP obejmuje trzy etapy:

1) trawienie DNA i przytaczenie do fragmentow restrykcyjnych 10-30-nu-
kteotydowych sekwencji DNA, tzw. adapteréw {adapters);

2) selekcje amplifikowanych fragmentow restrykcyjnych:

3) identyfikacje amplifikowanych fragmentow restrykcyjnych.

Trawienie DNA odbywa sie przy uzyciu dwoch enzyméw restrykcyjnych,
rézniacych sie czestosScia wystepowania dla nich miejsc restrykcyjnych
w tancuchu DNA. Pierwszy enzym trawi DNA z matg czestoscia {rare-cutting
enzyme, np. EcoR ), natomiast drugi tnie DNA z duzo wiekszg czestoscig
{frequent-cutting enzyme, np. Mse t). Produktami trawienia sg fragmenty DNA
o diugosci przewaznie mniejszej niz 500 par zasad. Do fragmentow restry-
kcyjnych dotlgczane sg adaptery (rys. 1). Adapter sktada sie z dwéch czesci:
sekwencji rdzeniowej {core sequence) o dtugosci kilkunastu nukleotydéw oraz
sekwencji specyficznej, o ukladzie nukleotydéw miejsca restrykcyjnego {en-
zyme-specific sequence).

Na podstawie sekwencji adapterow syntetyzowane sg startery AFLP. Kazdy
starter sklada sie z trzech czesci:

1) region rdzeniowy przy koncu 5’

2) srodkowa czes¢ odpowiadajgca sekwencji miejsca restrykcyjnego;

3) czesc selekcyjna przy korncu 3’

Dwie pierwsze czesci odirwlerciedlajg uktad nukleotydéw w sekwencji od-
powiedniego adaptera. Natomiast cze$¢ selekcyjna skiada sie z 1| do 4 nu-
kleotydéw i petni gtéwng role w selekcji amplifikowanych fragmentéw restry-
kcyjnych.

Standardowo procedura AFLP obejmuje dwie reakcje amplifikaeji. Ampli-
fikacje wstepng {selective preamplification), przeprowadza sie stosujgc star-
tery z jednym nukleotydem w czesci selekcyjnej. Pierwszy starter hybrydyzuje
do adaptera przytaczonego do fragmentu DNA w miejscu restrykcyjnym dla
enzymu tngcego DNA z mniejszg czestoscig (EcoRIl). Drugi starter przylacza
sie do adaptera posiadajgcego sekwencje miejsca restrykcyjnego dla enzymu
trawiacego DNA z wiekszg czestoscia (Msel). Amplifikacja fragmentu restry-
kcyjnego nastepuje tylko wtedy, gdy ukiad nukleotyddéw selekcyjnych ma
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Rys. 1. Schemat trawienia DNA enzymami restrykcyjnymi EcoRlI (I) i Msel (T) oraz przytaczenie

adapteréw EcoRI (O) i Msel (CU).

swdj odpowiednik w koncowych nukleotydach danego fragmentu DNA. Am-
plifikacja wstepna jest pierwszag selekcjg fragmentow EcoRI-Msel. W naste-
pnej selekcji fragmentow restrykcyjnych (SRFA) preparatem wyjsciowym sg
produkty amplifikacji wstepnej. Stosowane sg inne parametry reakcji PCR
(10), a analogiczne startery posiadajg standardowo 3 nukleotydy w czesci
selekcyjnej (rys. 2). Ponadto jeden starter jest wyznakowany izotopem P
lub ~2p. Preferowane jest stosowanie izotopu P z uwagi nha wyrazniejsze
prazki identyfikowanych fragmentéw DNA. Fragmenty DNA wyselekcjonowa-
ne w drugiej reakcji amplifikacji sg identyfikowane elektroforetycznie w wa-
runkach denaturujacych na 5% zelu poliakrylamidowym (12) po 1-2 dniach
ekspozycji autoradiogramu. Cho i wsp. (13) wskazuja na mozliwosé identy-
fikacji produktéw amplifikacji metodg srebrowsa. Firma Perkin-FIlmer propo-
nuje automatyzacje metody AFLP przez wykorzystanie fluorescencyjnej ana-
lizy amplifikowanych fragmentéw oraz sekwencjonera DNA lub elektroforeze
kapilarng (14). llos¢ amplifikowanych fragmentéw DNA moze by¢ w pewnym
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fragment restrykcyjny
AATTCcac- -tcg |
Gotg- -agcAAT
przyfaczenie
adapterow
NNNNNNNNAATTCcac- -tcgTTANNNNNN
NNNNNNNNTTAAGgtg- -agcAATNNNNNN
amplifikacja brak amplifikacji
NNNNNNTTAAGgtg- -agcAATNNNNNN NNNNNNTTAAGgtg -agCAATNNNNNN
NNNNNNAATTCcac NNNNNNAATTCn
startery AFLP ~startery AFLP
¢ agcAATNNNNNN t"(:AATNNNNNN
NNNNNNAATTCcac------ IcgTTANNNNNN NNNNNNAATTCcac------- tcg TTANNNNNN

Rys. 2. Schemat amplifikacji i braku amplifikacji fragmentu restrykcyjnego EcoRI-Msel me-
todg AFLP przy zastosowaniu trzech nukleotydéw selekcyjnych (nie przedstawiono amplifikacji
wstepnej). Oznaczenia: pogrubionym drukiem, z duzej litery — sekwencje miejsc restrykcyjnych
dla enzymdw EcoRI (z lewej) i Msel (z prawej); pogrubionym drukiem, z matej litery — ukiad
nukleotydow selekcyjnych fragmentu restrykcyjnego: zwyklym drukiem, z duzej litery — sche-
matycznie (NNN) czesci rdzeniowe adapterdw i starterow EcoRI i Msel oraz czesci specyficzne,
0 ukfadzie nukleotydéw miejsc restrykcyjnych; zwyklym drukiem, z malej litery — ukiad nu-
kleotydow w czesci selekcyjnej starterow EcoRI i Msel.

zakresie regulowana przez stosowanie réznych enzyméw restrykcyjnych,
zmiane ilosci lub uzywanie zmodyfikowanych nukleotydéw w czesci selekcyj-
nej startera.

Kazda zasada selekcyjna startera AFLP odpowiada za 4-krotne zmniejsze-
nie liczby amplifikowanych fragmentéw restrykcyjnych, zgodnie ze wzorem:

2R

a2t\

gdzie: R — oznacza liczbe miejsc restrykcyjnych dla enzymu trawiacego DNA z mniejsza
czestoscig
n — oznacza liczbe nukleotyddw selekcyjnych dla kazdego startera

Zaktadajac, ze istnieje 100 000 miejsc restrykcyjnych dla enzymu EcoRlI
w tancuchu DNA oraz 1, 2 lub 3 nukleotydy selekcyjne w kazdym starterze,
to odpowiednio 12 500, 781 lub 49 fragmentdw DNA bedzie amplifikowanych
w reakcji PCR. W praktyce jednak liczba amplifikowanych fragmentéw dla
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kazdej kombinacji starterow rézni sie od wartosci teoretycznej. Dla 3 nukleo-
tydow w czesci selekcyjnej startera ich liczba moze wynosi¢ od 10 do 200.

Zgodne z oryginalng procedurag (9) adapter EcoRIl posiada przylaczona
na koricu 5' biotyne. Umozliwia to oddzielenie fragmentéw restrykcyjnych
EcoRI-Msel od fragmentéw Msel-Msel przy zastosowaniu specjalnych strep-
toawidynowych kulek jeszcze przed przeprowadzeniem amplifikacji wstepnej.
W zmodyfikowanej wersji (10) etap ten zostal pominiety dzieki zastosowaniu
parametrow amptifikacji powodujacych efektywniejsze powielanie fragmentéw
EcoRI-Msel niz fragmentow Msel-Msel.

3. Zastosowanie metody AFLP

Metoda AFLP moze by¢ z powodzeniem stosowana w badaniach DNA nie-
zaleznie od stopnia ztozonosci genomu. Skuteczno$¢ metody w identyfikacji
tzw. fingerprints stwierdzono zaréwno dla DNA faga X (48 451 par zasad)
jak i dla DNA czilowieka (3 miliardy par zasad) (10). W poréwnaniu z metoda
RFLP, gdzie na podstawie jednej reakcji hybrydyzacji mozna uzyskac infor-
macje o kilku genetycznych loci, metoda AFLP umozliwia zidentyfikowanie
100-200 loci w jednym cyklu badan. Dzieki temu w bardzo krétkim czasie
mozliwe jest przebadanie polimorfizmu tysiecy genetycznych loci (15). W ba-
daniach roslin metode AFLP zastosowano do tworzenia tzw. gestych map
genetycznych genomu (6,11) lub jego fragmentéw (15,16), a takze do analizy
ekspresji genow (17).
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AFLP — a new method in plant genetics
Summary

A new method called AFLP is presented. The technique involves three steps: restriction of
the genomic DNA and ligation of adapters, selective PCR amplification of the restriction frag-
ments, identification of the amplified restriction fragments. The AFLP method is a very powerful
DNA fingerprinting technique for DNAs of any origin or complexity.
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