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1.Wprowadzenie

posrod metod amplifikacji DNA wykorzystujacych taricuchowa reakcje po-

limerazy (PCR, polymerase chain reaction) (1,2), metoda RAPD {random

amplified polymorphic DNA) (3,4) jest najczesciej stosowana w genetycznych

badaniach roslin. RAPD jest szybka metoda powielania 1-10 fragmentéw DNA
0 dtugosci 100-2000 par zasad, przy zastosowaniu jednego, 10-nukleotydowe-
go startera, a nie pary réznych starteréw jak w klasycznej wersji reakcji PCR.
Sekwencja startera RAPD powinna zawiera¢ przynajmniej 50% zasad G i C,
przy braku przeciwnie ukierunkowanych, powtarzajagcych sie odcinkéw nu-
kleotydowych. Zastosowanie tak krétkiego startera znacznie zwieksza pra-
wdopodobienistwo powielania, wystepujacych w obrebie catego genomu, frag-
mentéw DNA, ktérych konce sg wyznaczane przez dwie takie same sekwencje
starterowe, ate o przeciwnej orientacji nukleotydéw. Produkty amplifikacji sa
rozdzielane elektroforetycznie na zelu agarozowym i identyfikowane w Swietle
UV po barwieniu bromkiem etydyny (5). Liczba powielanych fragmentow DNA
oraz ich ruchliwos¢ elektroforetyczna moga by¢ rézne dla poréwnywanych ge-
notypow, linii, odmian czy tez gatunkéw roslin, co wynika z odmiennych se-
kwencji nukleotydowych lub zréznicowania w drugorzedowej strukturze DNA
(1). Metoda RAPD jest wykorzystywana do mapowania genomoéw roslinnych
(6) oraz do okreslania pokrewienstwa genetycznego odmian i gatunkéw (1,7-
10). Niebagatelne znaczenie ma identyfikacja markerow RAPD bedacych wy-
réznikami okre$lonych cech. Dalsza cze$¢ artykutu jest poswiecona temu za-
gadnieniu, ktdre przedstawione zostanie na przykiadach genéw warunkujacych
odpornos¢ roslin na choroby wywolywane przez szkodniki, grzyby, bakterie
i wirusy.

Marker i allel warunkujacy odporno$s¢ moga wystepowacé w fazie przycia-
gania {coupling-phase) lub odpychania {repulsion-phase). Faza przyciggania
(uktad cis) oznacza, ze marker RAPD i allet warunkujacy odpornos¢ znajduja
sie na tym samym chromosomie homologicznym (rys. IA).
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a)

M__X_
faza przyciggania markera M z allelem X warunkujacym odpornos$¢
(odpychanie z allelem Y warunkujgcym podatnosc)

b)
faza odpychania markera N z allelem X warunkujgcym odporno$¢
(przyciggania z allelem Y warunkujgcym podatnos$¢)

N Y

Rys.l. Konfiguracje miedzy markerami RAPD a allelemi genu odpornosci. Oznaczenia: M i N,
markery RAPD; X, allel warunkujacy odpornosé: Y, allel warunkujacy podatnosé.

Natomiast sa one w fazie odpyehania (uktad trans), gdy wystepuja na
réznych chromosomach homologicznych (rys. IB). Faza przyciagania miedzy
okreslonym markerem a allelem warunkujagcym odpornos$¢ oznacza, ze mar-
ker ten jest w fazie odpychania z allelem decydujacym o podatnosci (rys.
IA). Odwrotnie, marker bedacy w fazie odpychania z allelem determinujgcym
odpornos¢ bedzie w fazie przyciggania z allelem warunkujagcym podatnosé
(rys. IB). Na rysunku ! nie zaznaczono, czy odpornos$¢ jest warunkowana
przez allel dominujacy, czy allel recesywny genu. W roslinach wystepuja oba
rodzaje odpornosci, co nalezy uwzglednié¢ przy identyfikacji markeréw RAPD.

2. ldentyfikacja markerow RAPD

Produktami amplifikacji DNA z roslin podatnej i odpornej moga by¢ frag-
menty DNA o tej samej ruchliwosci elektroforetycznej, a takze fragmenty
polimorficzne. Celem badan jest okreslenie, ktére z polimorficznych odcinkéw
DNA sg sprzezone z genem odpornosci, a ktore sg tylko wyr6znikami indy-
widualnych cech poszczegolnych genotypdéw. Nieodzowne do tego jest odpo-
wiednie przygotowanie materiatu badawczego przy zastosowaniu jednej z trzech
metod:

1) zbiorczych pul DNA (BSA, bulked segregant analysis)',

2) zrekombinowanych linii wsobnych (RILs, recombinant inbred lines);

3) linii bliskoizogenicznych (NILs, near-isogenic lines).

Metoda zbiorczych pul DNA obejmuje przygotowanie dwoéch mieszanin
DNA. Pierwsza mieszanina skiada sie z 10-15 potaczonych itosciowo prébek
DNA wyizotowanych z rostin podatnych, najczesciej pokotenia F2. Druga mie-
szanina zawiera DNA z rostin odpornych. Dzieki temu, ze badane sg mie-
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szaniny DNA uzyskane z roslin selekcjonowanych pod katem jednej cechy,
jest szansa wyroznienia polimorficznych fragmentéw DNA sprzezonych z ge-
nem odpornosci. Segregacje markera i allelu odpornosci w pokoleniu F2 sg
podstawg do okre$lenia ich wzajemnego sprzezenia genetycznego (11). Me-
toda BSA, jak sie okazato, byla przydatna m.in. w badaniach ziemniaka,
ktory charakteryzuje sie heterozygotycznoscia, silng depresjg wsobna i samo-
niezgodnoscig na poziomie diploidalnym. Cechy te uniemozliwiajg uzyskanie
linii 0o wysokiej homozygotycznosci, poprzez krzyzowania wsteczne lub linii
wsobnych.

Celem metody zrekombinowanych linii wsobnych jest uzyskanie szeregu
linii wsobnych roslin pokolenia F2 (12). Z takich linii, podatnych i odpornych,
przygotowywane sg zbiorcze pule DNA. Ich wysoka homozygotyczno$¢ moze
przyczyni¢ sie do zwiekszenia liczby identyfikowanych markeréw RAPD
(13,14).

Metoda linii bliskoizogenicznych polega na przeprowadzeniu kilku krzy-
zowan wstecznych w celu uzyskania linii odpornej i podatnej, stanowigcych
pare, o wysokiej homozygotycznosci (15). Pary linii bliskoizogenicznych moga
by¢ badane niezaleznie, a takze jako préby zbiorcze DNA z ros$lin réznych
linii odpornych i podatnych. Czesto wykonywane sg dodatkowe krzyzowania
linii wsobnych. Maleje wtedy prawdopodobienstwo zakwalifikowania niespecy-
ficznych fragmentéw DNA jako markeréw RAPD (16,17). Linie bliskoizoge-
niczne mozna réwniez otrzymac z heterogenicznych grup linii wsobnych (HIFs,
heterogeneous inbred families) (18). Wadg metod RILs i NILs jest ich czaso-
chtonnos¢ (6,16). Jednakze metoda linii bliskoizogenicznych zostata z powa-
dzeniem zastosowana w badaniach pomidora (19-21). Dla tego gatunku sto-
sowano réwniez metode BSA (22). Przykladami zastosowania metody RILs
sg badania prowadzone na grochu (13,23), fasoli (13), lyzu (14).

Identyfikacja markeréw RAPD dla linii o wysokiej homozygotycznosci jest
prostsza niz przy wykorzystaniu metody BSA. Na rysunku 2 przedstawiono
schematy postepowania przy stosowaniu metody BSA do wyrézniania mar-
kerébw RAPD, z uwzglednieniem mozliwosci wystepowania badanego genu
w stanie heterozygoty.

2.1. Odpornos$¢ warunkowana przez allel dominujacy

Przy wyrdznianiu markeréw RAPD bedacych w fazie przyciggania z allelem
dominujagcym, warunkujgcym odpornos¢, pula DNA przygotowana z roslin
odpornych moze by¢ mieszaning DNA bedacych w stanie homozygoty i (lub)
heterozygoty wzgledem badanego locus. Natomiast pula DNA przygotowana
z roslin podatnych obejmuje tylko DNA homozygotyczne wzgledem tego locus
(rys. 2A). W przypadku krzyzéwki ,,odporny” x podatny” potwierdzeniem mar-
kerowego charakteru wyréznionego fragmentu DNA (prazek 3) jest jego am-
plifikacja dla DNA rodzica odpornego. Rodzic odporny moze by¢ przy tym
w stanie homozygoty dominujgcej lub heterozygoty wzgledem genu odporno-
§ci. Za pomoca markeréw RAPD nie mozna bowiem rozrézni¢ homozygoty
i heterozygoty. Jest to powdd, ze okres$lenie ,,dominujacy” odnosi sie takze
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Rys. 2. Schematy wyr6zniania markeréw RAPD bedacych w fazie przyciggania (A) i odpycha-
nia (B) z allelem dominujagcym, warunkujacym odporno$¢. Wyrdznienie heterozygoty za pomoca
obu rodzajow markeréw (C). Markery RAPD (prazki 3 i 7) zaznaczono pogrubiong kreska. Ozna-
czenia: m m — locus odpornosci w stanie homozygoty dominujacej: OC] — locus odpornosci
w stanie homozygoty resesywnej; — locus heterozygotyczny.

do markeréw RAPD. Przykladem markerow kodominujgcyeh sga markery RFLP
[restriction fragment length polymorphism) (2). Na rysunku 2A zaznaczono
rowniez trzy inne prazki. Prazki 2 i 4 reprezentujg fragmenty DNA, ktére sg
powielane dla DNA obu rodzicow i pul zbiorczych. Natomiast prazek 1 re-
prezentuje fragment DNA, ktéry jest wprawdzie wyrdznikiem polimorfizmu
rodzicow, jednak jego amplifikacja dla DNA puli zbiorczej z roslin podatnych
wskazuje, ze nie jest to marker genu odpornosci.
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Markery RAPD, ktére sg w fazie odpychania z allelem dominujacym wa-
runkujgcym odpornos¢, mozna zidentyfikowaé tylko, wowczas gdy jest mo-
zliwe przygotowanie puli DNA utworzonej z DNA roslin odpornych, bedacych
homozygotami dominujgcymi wzgledem badanego locus (lys. 2B). Wyro6znie-
nie genotypéw homozygotycznych wymaga zastosowania metod posrednich.
Jednym ze sposobdéw jest przeprowadzenie oceny odpornosci roslin pokolenia
F3. Mozna réwniez zastosowa¢ metode RFLP w celu wyrdznienia z populacji
F2 roslin cechujacych sie homozygotycznym regionem genomu, obejmujacym
identyfikowany gen (24-27).

Markery RAPD w fazie przyciggania oraz odpychania mozna réwniez zi-
dentyfikowac¢ dla krzyzoéwki heterozygotycznej ,,odporny” x ,,odporny”. Wyroz-
nione markery badanego genu bedg wtedy powielane dla DNA obu rodzicow
(24).

2.2. Odpornos¢ warunkowano przez allel recesywny

Marker RAPD bedacy w fazie przyciggania z allelem recesywnym wai*un-
kujacym odpornos¢ jest jednoczescie w fazie odpychania z allelem dominuja-
cym tego genu. Dlatego schemat postepowania przy identyfikacji takiego mar-
kera RAPD bedzie taki sam jak to przedstawiono na rysunku 2B dla markera
w fazie odpychania z allelem dominujgcym, wamnkujac3rm odpornos$¢. Ana-
logicznie, marker bedacy w fazie odpychania z allelem recesywnym warunku-
jacym odpornos¢ wystepuje w fazie przyciagania z allelem dominujacym, co
determinuje zastosowanie procedury przedstawionej na rysunku 2A.

3. Przeksztatcenie markerow RAPD na markery SCAR i ASAP

Markery RAPD sa dominujace, co uniemozliwia bezposrednie wyrdznienie
heterozygoty. Jest to mozliwe, jesli uda sie zidentyfikowaé zaréwno marker
RAPD wystepujacy w fazie przyciagania jak i marker w fazie odpychania
z allelem warunkujacdmi odpornosé, charakteryzujace sie rézng diugoscia
DNA (14). Amplifikacja obu markerow RAPD wskazuje na heterozygotyczny
stan badanego locus (rys. 2C). Innym sposobem wyrdznienia heterozygoty
jest przeksztatcenie markerow RAPD na markery SCAR {sequence-charac-
terized amplified region) (28). Przygotowanie starterow SCAR polega na wy-
dtuzeniu 10-nukleotydowego startera RAPD o kilkanascie nukleotydéw, wy-
branych przewaznie na podstawie sekwencji koncowych markera RAPD. Am-
plifikacja DNA przy uzyciu starterow SCAR jest zdecydowanie bardziej spe-
cyficzna, prowadzi do zmniejszenia liczby amplifikowanych fragmentéw oraz
istotnej poprawy powtarzalnosci reakcji PCR (30).

Allele okre$lonego locus moga charakteryzowac sie wystepowaniem réznic,
nawet punktowych, w sekwencjach nukleotydowych w obrebie miejsca wig-
zania startera RAPD do DNA, co moze decydowa¢ o amplifikacji markera
RAPD tylko dla jednego allelu (rys. 3). Uzycie wydtuzonych starterébw SCAR
moze sprawi¢, ze ,,btad sekwencyjny” bedzie tolerowany i nastgpi amplifikacja
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Rys. 3. Dominujacy charakter markera RAPD. Oznaczenia: komplementarno$¢ se-
kwencji startera RAPD i DNA,; brak komplementcimosci sekwencji startera i DNA; pozo-

state jak na rys. 2.
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Rys. 4. ldentyfikacja markeréw SCAR o jednakowej dtugosci nukleotydowej. Brak polimorfi-
zmu DNA obu alleli (A). Polimorfizm DNA obu alleli ujawniony po trawieniu produktéw amplifi-
kacji DNA enzymem restrykcyjnym (B). Oznaczenia: i , startery SCAR; pozostate
jak na rys. 2.

fragmentéw DNA o takiej samej ditugosei dla obu alleli badanego locus (rys.
4A). Jednak dla takich odcinkéw DNA moga rowniez wystepowaé roznice
w sekwencjach nukleotydowych poza miejscem hybrydyzacji startera do
DNA. Polimorfizm sekwencji moze by¢ wtedy ujawniony przez trawienie po-
wielanego DNA enzymem restrykcyjnym. Wyznacznikiem heterozygoty bedzie
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Rys. 5. ldentyfikacja markeréw SCAR o réznej dtugosci nukleotydowej. Oznaczenia: duz-
sza sekwencja DNA: pozostate jak na rys. 2 i 4.

takie spektrum fragmentow restrykcyjnych DNA, ktdére jest sumg wszystkich
prazkéw charakterystycznych dla obu homozygot (29) (rys. 4B). Natomiast
gdy odlegtos¢ miedzy miejscami hybrydyzacji starterow SCAR do DNA obu
alleli jest r6zna, produktami amplifikacji DNA beda dwa fragmenty o rdznej
dtugosci. Beda one powielane osobno dla obu homozygot oraz razem w przy-
padku heterozygoty (30,31) (rys. 5). Méwimy wéwczas o konwersji dominu-
jacego markera RAPD na kodominujgce markery SCAR. Na rysunkach 4 i 5
zaznaczono jedynie prazki DNA sprzezone z genem odpornosci. W praktyce
na zelu mogg wystepowac réwniez inne produkty amplifikacji DNA, przewaz-
nie o stabszej intensywnosci, ktore nie sg markerami SCAR.

Wowczas gdy celem badan jest wyrdznienie genotypéw odpornych, bez okre-
Slania czy dany locus jest w stanie homozygoty czy heterozygoty, warto podjac
prébe identyfikacji markeréw ASAP {allele-specific associated prmers). Przygo-
towanie starterow ASAP przebiega podobnie jak starteréw SCAR. Dtugosci star-
teréw ASAP, przewaznie od 18 do 24 nukleotydéw, sa dobrane w taki sposob
aby inicjowa¢ powielanie tylko jednego fragmentu DNA, ktdry jest sprzezony
z genem odpornosci. To z kolei umozliwia identyfikacje markera ASAP bez
potrzeby przeprowadzania rozdziatu elektroforetycznego, przez wybarwienie
DNA bromkiem etydyny, bezposrednio w mieszaninie reakcji PCR (13,32).

4. Wykorzystanie markeréw w hodowli odpornosciowej

w tradycyjnej hodowli roslin podniesienie odpornosci roslin na patogeny
i szkodniki odbywa sie poprzez selekcje bardziej odpornych genotypdéw. Se-
lekcji dokonuje sie na podstawie badarn odpornosci w warunkach naturalnej
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presji czynnika chorobotwérczego lub przynajmniej czesciowo kontrolowa-
nych. W obu przypadkach ocena odpornosci jest kosztowna, czasochtonna
i nie zawsze skuteczna (33). Nie ma wprawdzie doniesien o odmianach wy-
hodowanych przy wytacznym stosowaniu do selekcji markeréw molekular-
nych (MAS, marker-assisted selection), jednak jest coraz wiecej informacji
0 ich przydatnosci w hodowli odpornosciowej wielu gatunkéw roslin (33,34).
Warunkiem koniecznym do tego, aby metody stosowane w MAS byly po-
wszechnie wykorzyst}rwane w programach hodowilanych jest silne i trwale
sprzezenie markera z genem odpornosci oraz mozliwos¢ oceny duzej liczby
genotypow (33,35). Takie wymogi spetnia metoda RAPD, ktéra jest procedura
bezizotopowsg i stosunkowo tanig (36). Prezentowane w tym artykute sche-
maty, cytowane przykiady, dotycza odpornosci warunkowanych przez poje-
dyncze geny. Metoda RAPD jest coraz czesciej stosowana réwniez w bada-
niach odpornosci warunkowanych potigenicznie (QTL, quantitative trait loci)
(5,37-39). Markery RAPD regionu QTL sprzezonego z odpornoscia pomidora
na TYLCV {tomato yellow leaf curl virus) sg juz wykorzystywane w hodowli
(40).

Odporno$¢ roélin na chorobe jest czesto determinowana przez odrebne
geny lub rézne allele tego samego locus, o tej samej lub odmiennej specyfi-
cznosci dziatania. Przyktadowo, zidentyfikowano przynajmniej 15 genéw spe-
cyficznych dia poszczegdinych ras, majacych rézne pochodzenie, a decydu-
jacych o odpornosci sataty na maczniaka rzekomego [Bremia lactucae) (41).
Wyrézniono dominujgce i recesywne altele determinujgce odpornos¢ fasoli
na wirus zwyklej mozaiki fasoli (BCMV, hean common mosaic virus) (32).
Opisano przynajmniej 26 genéw odpornosci pszenicy na pryszczarka heskie-
go [Mayetiola destructor) (42). Markery RAPD sg bardzo czesto wyrdznikami
tylko niektérych atleti genu odpornosci (41,43-46). Markery SCAR moga spo-
wodowacé identyfikacje rowniez innych alleli okreslonego locus (32). Markery
RAPD i SCAR sa stosowane do selekcji naturalnych Zrédet odpornosci
(33,43,47,48). W IHAR Miochoéw sg one wykorzystywane w selekcji diploi-
dalnych klonéw ziemniaka z odpornoscig na wirus S ziemniaka {potato virus
S), ktora jest warunkowana przez allel Ns.

Za pomocg markeréw molekularnych mozliwe jest réwnoczesne monito-
rowanie obecnosci w roslinie kilku alleli ré6znych genéw lub alleli tego samego
locus, co pozwala na prowadzenie hodowli w kierunku ich kumulacji. Two-
rzenie w procesie hodowli tzw. piramid genowych {pyramiding ofgenes) stwa-
rza szanse na uzyskanie genotypow o stabilniejszej, wysokiej lub podwyzszo-
nej odpornosci na rézne izolaty, szczepy, czy tez rasy danego patogena.
W konsekwencji oznacza to istotng poprawe skutecznosci hodowli odporno-
sciowej (35,42).
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Identification of RAPD markers in plants

Summary

The random amplified polymorphic DNA (RAPD) method is based on random amplification
of DNA fragments, via PCR, using short primers of arbitrary sequence. RAPD markers have been
applied to construct linkage maps, to assess genetic diversity, to study taxonomic relationships,
and to tag disease resistance genes in plants. RAPD markers linked to a resistance gene can
be identified using bulked segregant analysis (BSA), recombinant inbred lines (RILs) or near-
isogenic lines (NILs). More reliable and specific PCR-based markers known as sequence-charac-
terized amplified region (SCAR) and allele-specific associated primer (ASAP) were developed. There
are several examples of the application of these DNA marker systems in marker-assisted plant
breeding.
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