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Przeglad najbardziej popularnych technik

W ciagu ostatniego c¢wieréwiecza nastgpit olbrzymi postep w zrozumieniu wielu

procesow zachodzacych we wszystkich komérkach organizmu na poziomie molekularnym.
Niewatpliwie do wyjasnienia podstaw tych zjawisk przyczynita sie biologia molekularna.
Dziedzina ta dostarczyta badaczom nowych, nieznanych dotad narzedzi, dzieki ktérym mozliwe
stato sie poznanie wielu, fundamentalnych dla zycia proceséw na ich podstawowym poziomie.
Jednak szczegdlnie cennym materiatem badawczym okazat sie by¢ DNA, jego wysoka
polimorficzno$¢ (zmiennos$¢). Polimorfizm ten zostat wykorzystany do analizy cech korzystnych
z punktu widzenia hodowcéw. Praktycznym przejawem tych analiz sg markery molekularne.

Wspétcze$nie znane sg liczne techniki umozliwiajace badanie zmiennosci DNA na
poziomie molekularnym. Niniejsza praca ma na celu opis kilku, obecnie najbardziej
popularnych, technik stuzgcych wykrywaniu markeréw molekularnych.

Wspotczesnie znane sg liczne techniki umozliwiajace identyfikacje okreslonych alleli
genow. Przetomem okazaty sie lata 1955 (Arthur Kornberg wraz z zespotem izoluje po raz
pierwszy polimeraze DNA), 1966 (B. Weiss i C.C. Richardson izolujg po raz pierwszy DNA
ligaze) i 1968 kiedy to H.O. Smith, K.W. Wilcox, i T.]. Kelley izolujg i charakteryzuja pierwsza
sekwencyjnie specyficzng restrykcyjng nukleaze. Odkrycia te zawazyty w sposéb znaczacy na
dalszym rozwoju technik biologii molekularnej. Wczesnej znane byty markery morfologiczne
(marker fenotypowy tzn. przejawiajacy sie¢ w wygladzie zewnetrznym) czy tez
izoenzymatyczne (rézne formy tego samego enzymu). Majg one jednak znaczacg wade. Sg
zalezne od warunkow $rodowiska.

Markery oparte na DNA nie majq tej wady. Obecnie znane sg liczne systemy markerowe
umozliwiajace identyfikacje alleli. Mozliwe jest taczenie kilku systeméw markerowych ze soba.
Do najbardziej znanych systemodw zalicza sie RFLP (potowa lat 80-tych), RAPD (poczatek lat
90-tych), CAPS, APLF (opatentowana w 1993 roku), oraz SSR. Poszczegdlne techniki
identyfikacji markeréw molekularnych rdéznig sie miedzy sobg. Podstawowe rdéznice wynikajq z
charakteru samego markera, tego czy pozwala on wykry¢ markery dominujace czy nie, jaki typ
i poziom polimorfizmu (zmiennosci) potrafi zidentyfikowaé, jaka ilo$¢ i czystos¢ DNA jest
wymagana do analiz, jaki typ sondy potrzebny jest do detekcji (wykrycia) sygnatu, czy
wymagana jest znajomos¢ sekwencji, trudnosci technicznych, wiarygodnosci, powtarzalnosci
czy wreszcie kosztu analiz. Wszystkie te czynniki powinny by¢ wziete pod uwage przed
wyborem odpowiedniego systemu markerowego.

W niniejszej pracy chciatbym przedstawi¢ jedynie 5 najczesciej uzywanych w
laboratoriach catego Swiata systeméw markeréow molekularnych (RFLP, RAPD, CAPS,
AFLP,SSR), oraz 3 stosunkowo nowe (SNP, Pyrosequencing, SAMPL), generujace wysoki
polimorfizm, o wysokiej powtarzalnosci i wiarygodnosci.

Na poczatek chciatbym wyjasnié¢, co rozumiemy pod pojeciem markera molekularnego w
przedstawionej pracy. Markerem jest prazek o $cisle zdefiniowanej wielkosci, otrzymany
poprzez trawienie enzymem(-ami) restrykcyjnym(-ymi), amplifikacje (PCR) lub tez potaczenie
obydwu tych technik. Dodatkowo marker taki powinien dziedziczy¢ sie w nastepnych
pokoleniach i powinien by¢ sprzezony (potaczony) z badang cechg selekcyjng. Niestety brak
tutaj informacji o samej sekwencji markera. Nalezy wzig¢ pod uwage fakt, ze w obrebie
sekwencji prgzka moze réwniez dojs¢ do mutacji, co moze nie uwidoczni¢ sie w zmianie
ruchliwosci elektroforetycznej.

Nalezy réwniez pamieta¢ o wrazliwosci enzymow restrykcyjnych na metylacje. Dzieki
metylacji pewne rejony DNA mogg by¢ niedostepne dla enzymdw. Wynika z tego fakt, ze wielu
markerow nie moze zosta¢ wykrytych z powodu umiejscowienia ich w obszarach o wysokim
stopniu metylacji. Wptywa to réwniez na rozmieszczenie markeréow wzdtuz chromosomu np. w
AFLP markery generowane przez uktad enzyméw EcoRI/Msel grupujg sie w otaczajgcej
centromery wysoce modyfikowanej heterochromatynie, natomiast markery generowane przez
uktad Pstl/Msel ulokowane sa w obszarach o niskiej metylacji, co powoduje bardziej
rownomierne rozmieszczenie wzdtuz catego chromosomu.
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Aby dany typ markera uznac¢ za wazny musi go cechowac kilka, niezwykle istotnych cech:
szeroki polimorfizm (zmiennos¢)
duza czestos$¢ wystepowania

- dobra powtarzalnos¢

tatwosc¢ uzycia

Markery molekularne cechuje znacznie wyzszy poziom polimorfizmu w poréwnaniu z
markerami morfologicznymi. Ich liczba jest wlasciwie nieograniczona. Dodatkowo markery
morfologiczne mogg wykazywac¢ zmienng ekspresje uzalezniong od genotypu (organizmu) i
warunkéw sSrodowiska. Rdznice te moga byc¢ przyczyng klopotdéw z powtarzalnoscia. W
przypadku markeréw molekularnych brak tych kiopotdéw, poniewaz sg one niezalezne od
warunkow s$rodowiska. Wazne sg natomiast warunki, w jakich przeprowadzana jest reakcja
amplifikacji (powielenia): stezenie buforu, magnezu, dNTPs, uzyte startery, jakos$¢ badanego
DNA oraz temperatura wigzania startera (sztucznie syntetyzowany maty fragmentu DNA, od
ktorego rozpoczyna sie powielanie nici DNA) z matryca. Wraz ze spadkiem temperatury maleje
specyficznos¢ wigzania startera do matrycy, przez co generowane sg dodatkowe prazki, a to
powodowac¢ moze kiopoty z powtarzalnoscig. Markery molekularne mozna stosowac do selekcji
materiatu hodowlanego (MAS — ang. Marker Assisted Selection). Marker taki jest wartosciowy
wtedy, gdy dziedziczy sie w nastepnych pokoleniach oraz jest odpowiednio blisko sprzezony z
badang cechg. Wykorzystujac markery blisko sprzezone (ok. 10 centymorgandéw) mozna
selekcjonowac cechy poligeniczne (kontrolowane przez kilka gendw) i ilosciowe (QTL — ang.
Quantitive Trait Loci).

RFLP (ang. Restriction Fragments Lenght Polymorphism)

Technika ta zostata wykorzystana do badan nad DNA cziowieka w 1980 roku. Do badan
nad genomem roslin pierwszy raz uzyta w potowie lat 80-tych. Zaletg tej techniki jest
kodominacyjny charakter dziedziczenia markeréow RFLP, co umozliwia rozrdoznienie
heterozygoty od homozygoty. Sama technika opiera sie na trawieniu izolowanego DNA jednym
lub kilkoma enzymami restrykcyjnymi. Do najczesciej uzywanych enzymoéw naleza: EcoRI
(GAATTC); EcoRV (GATATC); Dral (TTTAA); HindIII (AAGCTT) i Xbal (TCTAGA). DNA trawiony
jest w Scisle okreslonych miejscach rozpoznawanych przez okreslony enzym. Produkt trawienia
moze by¢ rozdzielony na zelu agarozowym. Z zelu nastepuje transfer prazké4w na membrane,
hybrydyzacja ze znakowana radioaktywnie sondq i detekcja sygnatu przez autoradiografie.
Jednakze w ostatnich latach odchodzi sie od pracy z radioaktywnymi izotopami i coraz czesciej
stosuje sie detekcje poprzez fluorescencje. Obecnos¢ lub brak prazka o okreslonej wielkosci
$wiadczy o polimorfizmie. Polimorfizm moze tutaj wynikac¢ ze zmiany pojedynczego nukleotydu
w obrebie miejsca restrykcyjnego lub bliskiej odlegtosci od niego, ze zmiany wiekszych
fragmentdw DNA lub tez z metylacji niektérych zasad azotowych w DNA. Minusem tej analizy
jest relatywnie wysoki koszt otrzymania wyniku oraz duza iloé¢ DNA niezbednego do trawienia
restrykcyjnego. Zaletg markeréw RFLP jest ich wysoka wiarygodnos$¢ oraz kodominacyjny typ
dziedziczenia.

RAPD (ang. Randomly Amplified Polymorphic DNA)

Technike te rozpoczeto stosowaé na poczatku lat 90-tych. Wykorzystuje ona reakcje PCR
(ang. Polymerase Chain Reaction) do generowania markeréw RAPD. Markery te wykazujq
dominujacy charakter dziedziczenia, przez co niemozliwe jest odrdznienie homozygot od
heterozygot. Do reakcji PCR uzywa sie startera o dlugosci 9-11 pz. Kazdy taki starter
zapoczatkowuje amplifikacje w wielu rejonach genomu jednocze$nie. Produkty reakcji
amplifikacji rozdziela sie na zelu agarozowym. Detekcja prazkow odbywa sie z uzyciem
znacznikow fluoroscencyjnych lub srebra. Metoda ta jest szybsza, wydajniejsza i mniej
pracochtonna od RFLP. Potrzeba rowniez znacznie mniejszych ilosci DNA, poniewaz jest on
powielany w kolejnych rundach amplifikacji. DNA ten moze pochodzi¢ z surowego ekstraktu.
Przy markerach RAPD mozliwe jest rozréznienie homozygot i heterozygot przez zastosowanie
krzyzowania wstecznego i wsobnego. Powoduje to jednak znaczne wydiuzenie czasu analiz.
Drugim sposobem roznicowania alleli jest DGGE (ang. Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis). W wyniku elektroforezy we wzrastajacym stezeniu czynnika denaturujacego
allele heterozygot denaturujg inaczej niz homozygot, co przejawia sie odmienng ruchliwoscig
elektroforetyczna.



CAPS (ang. Clevaed Amplified Polymorphic Sequence)

Technika oparta na potaczeniu dwdch reakcji: reakcji PCR z trawieniem restrykcyjnym.
Pierwszym etap to klasyczna reakcja PCR. Startery do reakcji konstruowane sg na podstawie
znanych sekwencji. Amplifikowany produkt jest nastepnie trawiony enzymem lub enzymami
restrykcyjnymi i rozdzielany na zelu agarozowym. Pozwala to na wykrycie alleli
heterozygotycznych i homozygotycznych, tak wiec markery CAPS dziedziczg sie
kodominacyjnie.

AFLP (ang. Amplification Fragment Lenght Polymorphism)

Opatentowana w 1993 roku. Technika ta, podobnie jak CAPS, faczy trawienie enzymami
restrykcyjnymi z reakcjg PCR. Nastepuje jednak odwrocenie kolejnosci. Pierwszy etap to
trawienie enzymami, kolejny to dwie rundy amplifikacji: niespecyficzna i specyficzna. Enzymy
trawigce sg dobrane w ten sposdb, ze jeden rozpoznaje liczne miejsca trawienia w obrebie
DNA, natomiast drugi trawi DNA w matej liczbie miejsc. Obydwa enzymy generujq tzw. lepkie
konce. Sg one niezbedne do pofaczenia z odcinkami 20-30 nukleotydowymi — adaptorami.
Pofaczenie mozliwe jest dzieki T4 DNA ligazie. Po ligacji adaptorow prowadzona jest reakcja
preamplifikacji. Sekwencje starterow dobrane sg w ten sposdb, ze sg one komplementarne do
sekwencji adaptora i miejsca restrykcyjnego. Dodatkowo na swoim 3' koncu majg jeden
selektywny nukleotyd. Po reakcji amplifikacji niespecyficznej prowadzi sie amplifikacje
specyficzng z uzyciem specyficznych starterow. W pordéwnaniu ze starterami uzytymi w
amplifikacji niespecyficznej, te na koncu 3' posiadajg 2-4 specyficzne nukleotydy. Czestosé
rozpoznawania specyficznego miejsca przez starter selekcyjny wynosi 42n, gdzie n okresla
liczbe zasad selekcyjnych. Prowadzenie dwdch reakcji amplifikacji, niespecyficznej i
specyficznej, zwieksza powtarzalno$¢ metody. Rozdziat produktu nastepuje na zelu
poliakrylamidowym. Detekcja prazkow odbywa sie przez barwienie srebrem badz
autoradiograficznie, jesli wczesniej uzyto znakowane radioaktywnie adaptory. Jesli chodzi o
rozréznienie homozygot i heterozygot, niekiedy jest to mozliwe poprzez ocene intensywnosci
prazka. Jednakze metody tej nie zaleca sie dla markerdw dziedziczonych na zasadzie
kodominacji. Markery AFLP wykazujg szeroki polimorfizm, co objawia sie duzg liczbg prazkow
przy matej liczbie analizowanych par starterow. Jest to ich duzg zaletg. Zaletg jest rowniez
krétki czas analiz. Duze doswiadczenie i umiejetno$¢ analizy wynikéw mozna zaliczy¢ do wad
metody.

SSR (ang. Simple Sequence Repeat)

Coraz czesciej do analiz wykorzystuje sie markery SSR, zwane rowniez markerami
mikrosatelitarnymi. Markery te wykorzystuja obecnos¢ w genomie tzw. DNA
mikrosatelitarnego. Jest to DNA, w ktérym motyw powtarzalny ma diugos¢ 1-4 nukleotydéw.
Rdzne allele tego samego locus mogg mie¢ zmienng liczbe powtorzen elementu podstawowego.
Liczba powtdrzen waha sie w przedziale 10-50 a tgczna diugos¢ odcinka mikrosatelity wynosi
100-400 pz. Sekwencje te zlokalizowane sg czesciej w euchromatynie, wystepujg tez w
centromerach i telomerach. Elementem podstawowym moze by¢ dwunukleotyd [(AG)n; (AC)n;
(AT)n; (CA)n; (CG)n i in.], tréjnukleotyd [(TCT)n; (TTG)n; (ATT)n; (TAA)n i in.] lub
czteronukleotyd [(TATG)n; (AGTG)n; (GACA)n i in.]. Dla genomu roslinnego najbardziej
charakterystycznym powtoérzeniem jest dwunukleotyd (AT)n oraz tréjnukleotyd (TAT)n. Do
analizy SSR niezbedna jest biblioteka genomowa. Z biblioteki tej, przy uzyciu sondy
mikrosatelitarnej, selekcjonuje sie klony zawierajace locus mikrosatelitarne.
Wyselekcjonowane klony poddaje sie sekwencjonowaniu. Na bazie sekwencji tworzy sie
startery oskrzydlajace rejony mikrosatelitarnego DNA. Na kocu 3' lub 5' mogg one miel
dodatkowo 1-4 selekcyjnych nukleotyddw. Startery te wykorzystuje sie w reakcji PCR, w ktorej
powielana jest sekwencja DNA repetywnego. W zaleznosci od liczby powtdrzen elementu
podstawowego generowane sg prazki o réznej dtugosci. Olbrzymiag zaleta markeréw SSR jest
wysoki polimorfizm oraz kodominacyjny sposob dziedziczenia. Wynika to z rdéznej liczby
powtdrzen elementu podstawowego w allelach locus mikrosatelitarnego. Wysoki polimorfizm
pozwala na rozrdznienie osobnikdow blisko spokrewnionych. Bardzo niekorzystng cechg tego
systemu jest brak mozliwosci wykorzystania tych samych starteréw dla badan réznych
gatunkdéw. Startery mozna wykorzystac jedynie dla badan réznych populacji w obrebie jednego
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gatunku. Wysoki koszt analiz oraz trudnosci w znalezieniu odpowiedniego markera SSR sg
tutaj wysoce niekorzystne.

SNP (ang. Single Nucleotide Polymorphism)

System ten pozwala na wykrycie polimorfizmu pojedynczego nukleotydu w obrebie
sekwencji DNA. Polimorfizm ten jest niezwykle szeroki w genomie roslin. Technika polega na
amplifikacji fragmentu genomu za pomocg reakcji PCR a nastepnie sekwencjonowaniu
powstatego produktu. Po sekwencjonowaniu fragmentéw nalezacych do réznych osobnikéw
porownuje sie ich sekwencje nukleotydowg w celu identyfikacji SNP. Analiza ta jest dosc¢
trudna i wymaga pewnej wprawy. Dodatkowym utrudnieniem jest dos$¢ wysoki koszt analiz. Za
stosowaniem tej analizy przemawia ogromny polimorfizm obserwowany w analizowanej
sekwencji.

PYROSEQUENCING

Pewnym postepem w kierunku analiz SNP jest Pyrosequencing. Jest to sekwencjonowanie
przez synteze. Technika ta pojawita sie na przetomie XX i XXI wieku i jest obecnie
wykorzystywana w pewnej liczbie laboratoriow ze wzgledu na dos$¢ wysoki koszt sprzetu
niezbednego do analiz. Na czym polega sekwencjonowanie przez synteze?
Reakcje mozna podzieli¢ na 4 etapy.
W pierwszym etapie starter sekwencyjny hybrydyzuje z jednoniciowym DNA, ktéry jest
amplifikowany reakcjg PCR. Dodatkowo w mieszaninie reakcyjnej znajduja sie enzymy: DNA
polimeraza, ATP sulfurylaza, lucyferaza i apyraza oraz substraty: adenozyno-5'-fosfosiarczan
(APS) i luceferyna.

W drugim etapie do mieszaniny dodawany jest pierwszy z trifosforandw deoksynukleotydéw
(dNTP). DNA polimeraza katalizuje inkorporacje tego deoksynukleotydu w ni¢ DNA pod
warunkiem, ze jest on do niej komplementarny. Kazdy przypadek wbudowania nukleotydu
wigze sie z uwolnieniem ekwimolarnej ilosci pirofosforanu (PPi) zaleznej od ilosci wtaczonych
deoksynukleotydow do nici DNA.

W trzecim etapie ATP sulfurylaza ilosciowo przeksztatca PPi w ATP w obecnosci adenozyno-5'-
fosfosiarczanu. Ten powstaty ATP generuje lucyferynozalezng konwersje lucyferyny do
oksylucyferyny. Konwersja ta emituje $wiatto widzialne w ilosci proporcjonalnej do ilosci ATP
produkowanego przez ATP sulfurylaze. Swiatto emitowane w reakcji katalizowanej przez
lucyferaze jest rejestrowane przez kamere CCD i uwidaczniane w postaci piku na pyrogramie.
Kazdy sygnat Swietlny jest proporcjonalny do ilosci wbudowanych nukleotydow.
W czwartym etapie apyraza, enzym konstytutywnie degradujacy nukleotydy, degraduje
niewbudowane dNTP i nadmiar ATP. Kiedy degradacji ulegng wszystkie dNTP i nadmiar ATP,
kolejny dNTP jest dodawany do mieszaniny reakcyjnej i cykl sie powtarza. W czasie dodawania
kolejnych deoksynukleotydéw ni¢ DNA bedaca matrycg jest uzupetniana przez brakujace
nukleotydy, natomiast pyrogram jest uzupetniany przez kolejne piki generowane sygnatem
Swietlnym.

Pyrosequencing jest niezwykle uzytecznym narzedziem do poszukiwan SNP i jest
wykorzystywany w tym celu na coraz wiekszg skale.

SAMPL (ang. Selectively Amplified Microsatelite Polimorphic Loci)

Znacznie tanszg i prostszg metoda poszukiwania markeréw molekularnych, a tym samym
identyfikacji alleli jest, SAMPL. Metoda ta narodzita sie z potgczenia dwoch technik: SSR i AFLP.
Polega ona na trawieniu DNA genomowego jednym enzymem restrykcyjnym, przewaznie
rzadko tnacym ni¢ DNA. Do miejsca tego przylaczony jest adaptor przez T4 DNA ligaze.
Miejsce to bedzie miejscem hybrydyzacji startera AFLP. Drugi starter jest komplementarny do
sekwencji mikrosatelitarnej. Amplifikowany fragment zawiera sie pomiedzy miejscem
restrykcyjnym a sekwencjg mikrosatelitarng. Metoda ta ma szanse wyprzeé klasyczny AFLP,
poniewaz generuje prazki o bardzo wysokim polimorfizmie i pozwala na wykrycie alleli
kodominujacych.

Prawdopodobnie nastepne lata przyniosg dalszy rozwdj nowych, nieznanych dotad
technik pozwalajacych na jeszcze gtebsza analize struktury i funkcji DNA.

Tabela 1. Pordwnanie wtasciwosci RFLP, RAPD, CAPS, AFLP, SSR [1]

| RFLP IRAPD CAPS AFLP |SSR




trawienie

trawienie

amplifikacja z |PCR, endonukleazami L
endonukleazg ; L S PCR z uzyciem
. wykorzystanie [trawienie , ligacja . X
oznaczenie , Southern . odpowiednich
. m losowych endonukleaza|adaptoréow, PCR ,
blooting, p S starterow
._ |starterow produktu PCR |nie- i
hybrydyzacja )
specyficzny
mutacje mutacje mutacje . zmiany dtugosci
mutacje .
typ punktowe, punktowe, punktowe, unktowe sekwencji
polimorfizmu [insercje, insercje, insercje, P S . _|mikrosatelitarnyc
X ; ; insercje, delecje
delecje delecje delecje h
poziom | $redni $redni $redni $redni wysoki
polimorfizmu
czestosc
wystepowania (wysoka wysoka wysoka wysoka Srednia
W genomie
wystepowanie regiony caty genom caty genom |caty genom DNA repetatywny
kodujace
typ . ._ |kodominacja |dominacja kodominacja |dominacja kodominacja
dziedziczenia
wykrywanie |, hie tak nie/tak (zadko) |tak
alleli genu
wymagana ) _ - - -
il04¢ DNA 2-10 mg 10-25 ng 50-100 ng 30-100 ng 50-100 ng
wymagana relatywnie surowy relatywnie
czystos¢ DNA |czysty surowy ekstrakt ekstrakt czysty czysty
oligonukleotydy |oligonukleotydy
gatunkowo gatunkowo |komplementarn |[komplementarne
specyficzny oligonukleotydy specyficzny |e ij_ adaptorai |do sek_wenc;u
genomowy 8-11 genomowy |miejsca flankujacych
. -11pzo . . .
typ sondy DNA o matej | - DNA o matej |restrykcyjnego [sekwencje
o - osowej o . .
liczbie kopii sekwencii liczbie kopii |z 1-4 powtorzone z 1-4
lub klony ] lub klony nukleotydani nukleotdami
cDNA cDNA selekcyjnymi na |selekcyjnymi na
3' konicu 3'lub 5'
wymagana
znajomosé nie nie tak nie tak
sekwencji
radioaktywna tak/nie nie nie tak/nie nie
detekcja
trudnosci . L umiarkowane . .
. umiarkowane |niewielkie . umiarkowane wysokie
techniczne /wysokie
wiarygodno$¢ |wysoka umiarkowana |umiarkowana |umiarkowana wysoka
powtarzalnos$¢ \wysoka niska umiarkowana |wysoka wysoka
koszt analizy |wysoki niski wysoki umiarkowany  |wysoki

Przypisy:

[1] Zmienione, na podstawie: B. Wolko, L. Irzykowska, W. éwiecicki, 1999. AFLP i
SSR- systemy markerowe przydatne w hodowli roslin, Postepy Nauk Rolniczych, nr

2/99.
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Biolog molekularny (specjalizacja na Uniwersytecie Adama Mickiewicza w Poznaniu). Tytut
magistra uzyskat w 2002 r. Obecnie jest doktorantem w Instytucie Genetyki Roslin
Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Zajmuje sie markerami molekularnymi (AFLP, SSR,
STS) oraz cytogenetyka (GISH, FISH). Przedmiotem jego badan sg trawy.
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