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Postep, jaki nastapit w biologii molekularnej poprzez wprowadzenie markeréw molekularnych nowej generacji,
w ciggu ostatnich 20 lat umozliwit znaczny rozwoj wielu dziedzin badan. Mozliwe stato si¢ uzyskanie doktadniejszych
informacji genetycznych pozwalajacych na lepsze zrozumienie zasobow genetycznych organizméw. Markerem
molekularnym moze by¢ kazda sekwencja nukleotydowa (wybrany fragment DNA), rozproszony w catym genomie,
ktérej zmienno$¢ migdzy osobnikami lub grupami taksonomicznymi umozliwia precyzyjng identyfikacje osobnika/
taksonu. Kompilacja wlasciwosci enzymow restrykcyjnych jak rowniez reakcji tancuchowej polimerazy (PCR)
w technikach generujacych markery molekularne pozwolita na efektywne wykorzystanie ich w taksonomicznych,
ewolucyjnych i ekologicznych badaniach roslin.

Stowa kluczowe: markery molekularne, RFLP, AFLP, RAPD, SSR, ISSR, SRAP, SNP, PCR, polimorfizm, r6znorodnos¢
genetyczna

Over the last 20 years, the progress in molecular biology through the introduction of new generation molecular markers
has allowed many areas to move forward. It has now become possible to obtain more accurate genetic information
to better understand the genetic resources of organisms. A molecular marker can be any nucleotide sequence (selected
DNA fragment) scattered throughout the genome, whose variability between individuals or taxonomic groups allows
precise identification of the individual/taxon. The effectiveness of restriction digestion and polymerase chain reaction
based on molecular markers has already proved their usefulness in taxonomic, evolutionary and ecological plant
research.
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Artykut przeglagdowy

Wstep

Techniki molekularne sa w ostatnich
latach najczeséciej stosowanymi metodami
w wielu dziedzinach, np. w kryminalistyce,
biologii molekularnej, czy hodowli roslin.
W ostatnim czasie ich mozliwosci 1 fatwos¢
wykorzystywania ro$nie w szybkim tempie
w naukach biologicznych, zwtaszcza w biolo-
gii molekularnej ro$lin, m.in. w identyfika-
cji gendw odpowiedzialnych za okreslone
cechy (Shulman 2007). Markery moleku-
larne zrewolucjonizowaty prace w laborato-
riach wszystkich dziedzin biologii i nie tylko,
stanowigc doskonate narzedzie do bada-
nia struktury populacji, czy pokrewienstw
miedzy osobnikami (Kuleung 1 in., 2004).
Szybki rozwdj markerow molekularnych
pozwala dzi§ na wybodr tej techniki, ktéra
bedzie najlepsza w danych badaniach. Takich
mozliwos$ci nie byto w latach 80. XX wieku,

kiedy nastgpowat rozwdj biologii moleku-
larnej. Aktualnie w grupie markeréw mole-
kularnych istnieja narzedzia uniwersalne,
ktore mozna zastosowac zarowno dla jednego
gatunku, czy rodzaju oraz te bardziej specy-
ficzne, gdzie wymagana jest wiedza na temat
badanego genomu. Wybdér odpowiednie-
go markera zalezy od postawionych pytan
badawczych, a takze od informacji na temat
badanego organizmu, jakim dysponuje ekspe-
rymentator. (Mikowska i in., 2012). Wybor
okreslonej techniki molekularnej powinien
opiera¢ si¢ na wiarygodno$ci wyniku, kosz-
tach oraz naktadzie pracy i ilo$ci informa-
cji, jakie niesie ze sobg wybrana metoda
na temat badanego organizmu. Celem niniej-
szego artykulu jest przyblizenie ogolneych
zasad dziatania, mozliwosci zastosowan,
w tym wad i1 zalet wybranych markerow
molekularnych.
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Markery RFLP (Restriction Fragments Length
Polymorphism)

Metoda RFLP byta jedng z pierwszych stosowa-
nych do analizy DNA w kryminalistyce oraz typo-
waniu genetycznym, obecnie jest zdecydowanie
rzadziej stosowana (Al-Samari 1 Al-Kazaz, 2015).
Markery RFLP opieraja si¢ na analizie dlugosci
fragmentow restrykcyjnych DNA rézniacych si¢
miedzy sobag wielkoscig. Endonukleazy rozpozna-
ja okreslone miejsca (4-6 par zasad) i specyficznie
trawia DNA, a fragmenty rozdzielane sa w zelu
iprzenoszone namembrany (Sztuba-Solinska 2005).
Wielko$¢ fragmentéw waha si¢ od kilku do ponad
kilku tysigcy par zasad. Podstawg polimorfizmu
w tej metodzie sg mutacje obejmujgce miejsca
restrykcyjne, czy tez insercje, substytucje i dele-
cje w poblizu miejsc restrykcyjnych. Identyfikacja
polimorfizmu odbywa si¢ przy udziale znakowa-
nych sond, ktére s komplementarne do fragmen-
tow homologicznych na membranach (Yang i in.,
2013). Wazna cechg markeréw RFLP jest kodomi-
nujacy charakter i wysoki polimorfizm. Markery
RFLP wykorzystywane sa do analiz polimorfizmu
DNA chloroplastowego i mitochondrialnego, badan
filogenetycznych i taksonomicznych (Besnard i in.,
2002). Inne analizy przy uzyciu RFLP przyczyni-
ly si¢ znaczaco do mapowania genomu ludzkiego
oraz dostarczania informacji dotyczacych choréb
genetycznych (Emadi i in., 2010, Prystupa i in.,
2011). Do wad stosowania markeréw RFLP zali-
czy¢ mozna znaczng ilo$¢ wymaganego materiatu
wyjsciowego, dosy¢ zmudng i powolna procedure,
a takze duzy koszt i pracochtonnos¢.

Markery AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism)

Technika AFLP zostatla opracowana przez
Vosa i wspotpracownikow w 1995 roku i jest jedna
z bardziej informatywnych metod opartych na reak-
cji. PCR (Polymerase Chain Reaction). AFLP
polega na braku lub obecnosci amplifikowanych,
specyficznych fragmentow restrykcyjnych, wige
laczy ze soba zalety reakcji PCR i techniki RFLP
(Matuszczak 2002). W AFLP wykorzystywane sa
dwa enzymy restrykcyjne (czg¢sto i rzadko tnacy),
nastepnie dotaczane sg adaptory posiadajace
sekwencj¢ rdzeniowa oraz specyficzng dla miejsca
restrykcyjnego, po czym nastgpuje amplifikacja
fragmentow 1 ich rozdziat w zelu ([https://patents.
google.com/patent/EP0534858B2/en]).  Technika
jestw stanie wygenerowac setki markerow genetycz-
nych w krétkim czasie, co zapewnia szerokie spek-
trum badan przesiewowych dowolnego genomu.
Waznym aspektem techniki AFLP jest mozliwos¢
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stosowania jej w badaniach organizmoéw niemo-
delowych, bez znajomosci sekwencji, ztozonosci
i struktury genomu w przeciwienstwie do mikro-
satelitow (Sztuba-Solinska 2005). Markery AFLP
byly czgsto stosowane w badaniach u roslin jak
rowniez w analizie pokrewienstwa, czy okre$laniu
plci u zwierzat (Griffits i Orr, 1999, Chybicki i in.,
2011). Szczegdlnie pomocne okazaly si¢ w przy-
padku genetyki populacyjnej i badaniach zrdzni-
cowania genetycznego, jak réwniez w tworzeniu
map genetycznych. Niewatpliwg zaleta AFLP jest
to, ze technika ta wykrywa wigkszga réznorodnosc¢
genetyczng niz markery SSR i RAPD, oprocz tego
charakteryzuje si¢ wysoka powtarzalnoscia i wiary-
godnoscia (Lourdes Rocha i in., 2015), a do analizy
potrzebne sg niewielkie ilo§ci materiatu wyjsciowe-
go (ok. 0,5pg) (Mendelson i in., 2005). Negatyw-
nym aspektem zastosowania markeréw AFLP jest
fakt, ze zaliczane sg do markeré6w dominujacych
(uniemozliwia to ocen¢ heterozygotycznosci),
z kolei niski poziom zanieczyszczen (np. obcym
DNA) moze wptynaé¢ na wyniki, a analiza jest zmud-
na i wieloetapowa (Al-Samari i Al-Kazaz, 2015).

Markery RAPD (Randomly Amplified Polymor-
Pphic DNA)

Technika RAPD opracowana zostala przez
Williamsa 1 wspotpracownikow w 1990 roku 1 jest
uznawana za jedng z najprostszych metod umozli-
wiajacych wykrycie zréznicowania DNA. RAPD
opiera si¢ na reakcji PCR wykorzystujac losowo
amplifikowany polimorficzny DNA. Zasada dzia-
fania markeréw polega na namnozeniu losowo
wybranych fragmentéw genomu stosujac krotkie,
10-nukleotydowe startery o przypadkowych
sekwencjach (Bardakci 2001). Dzigki temu uzyski-
wane sg unikalne wzory prazkow w zelu charakte-
ryzujace dany genotyp. W ten sposdb mozliwe jest
stwierdzenie istniejacych réznic miedzy np. liniami
hodowlanymi na poziomie DNA. Liczba stosowa-
nych starterow jest nieograniczona, co jest szczegol-
nie wazne w przypadku poszukiwania istotnych cech
uzytkowych, konstruowania map genetycznych,
a takze przy ocenie podobienstwa genetycznego
taksonow roslinnych (Fukuokaiin., 1992). Polimor-
fizm RAPD wynika z mutacji w obrgbie sekwencji
komplementarnych do konca 3’ startera oraz delecji
lub insercji w pewnej odlegtosci od miejsca wigza-
nia. Za zastosowaniem metody RAPD przemawia
glownie fakt, Zze generowana jest znaczna liczba
generowanych markeré6w molekularnych, prostota
i szybkos$¢ wykonania, a takze stosunkowo niewiel-
kie koszty i mozliwo$¢ stosowania przy zupelnym
braku danych dotyczacych genomu referencyjnego
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(Senthil Kumar i Gurusubramanian, 2011). Oczywi-
$cie technika ta ma rowniez pewne wady, a najwaz-
niejsza jest podatno$¢ na roznego rodzaju zmiany
warunkow reakcji amplifikacji (np. zmiany steze-
nia i pochodzenia polimerazy, wahania w ilosci
materiatu wyj$ciowego) oraz dominujacy charakter
markerow (Al-Samari i Al-Kazaz, 2015).

Markery SSR (Simple Sequence Repeat) i ISSR
(Inter-Simple Sequence Repeat)

Technika SSR wykorzystuje proste sekwen-
cje powtorzone i jest oparta, jak wigkszo$¢ opisa-
nych markeréw na reakcji PCR. Okre$lana jest
rowniez jako amplifikowane sekwencje mikrosa-
telitarne. SSR sg kréotkimi tandemowymi motywa-
mi sktadajacymi si¢ z 1-6 nukleotyddéw. Zostaty
zlokalizowane w organizmach prokariotycznych
i eukariotycznych, sg szeroko rozpowszechnione
w calym genomie. Technika SSR, oparta o zasto-
sowanie markeré6w kodominujacych (Sztuba-
Solinska 2005) wykorzystywana jest w analizach
roslin uprawnych, ze wzgledu na wysoki stopien
polimorfizmu, powtarzalno$¢ wynikow, tatwosé
analizy (Kandemir i in., 2010). Dane literaturowe
wskazuja na czeste wykorzystywanie markerow
SSR do wykrywania roznorodnosci genetycznej
u jeczmienia, w tym réwniez dzikich gatunkow, czy
populacji miejscowych (Carmona i in., 2013, Vian-
na i in., 2019, Turchetto i in., 2015). Markery SSR
sa uzywane do selekcji i mapowania pozadanych
genotypow, wiec znajduja zastosowanie w szeroko
pojetej genetyce roslin (Szucko i in., 2012). Nalezy
jednak wspomnie¢ o dosy¢ wysokim koszcie opra-
cowania markeréw SSR de novo dla kazdego gatun-
ku, co stanowi istotne ograniczenie w ich szerszym
stosowaniu (Carneiro Vieira i in., 2016).

Istnieje jednak alternatywa dla markerow SSR,
jaka sa markery ISSR, czyli polimorfizm sekwen-
cji migdzymikrosatelitarnych. ISSR opiera si¢
na amplifikacji fragmentdow DNA znajdujacych
si¢ pomigdzy dwoma mikrosatelitarnymi, powto-
rzonymi regionami, zorientowanymi w przeciw-
nych kierunkach (Abate 2017). Startery stosowane
w technice ISSR moga by¢: niezakotwiczone (skta-
dajace si¢ z powtoérzen typu dwdjkowego, troj-
kowego lub czworkowego) oraz zakotwiczone
(zawierajace oprocz motywow powtorzeniowych
dodatkowe 1-4 zasady na koncach 3’ lub 5°). Starte-
ry zakotwiczone wydaja si¢ lepsza opcja, poniewaz
pozwalaja na specyficzne wigzanie si¢ do matry-
cy 1 tworzenie wyraznych prazkow, a dodatkowo
ograniczaja liczb¢ powstajacych w reakcji PCR
amplikonéw (Reddy i in., 2002). ISSR sa wykorzy-
stywane w analizach polimorfizmu DNA gatunkow

o istotnym znaczeniu gospodarczym, ekologicznym,
dla ktorych opracowywanie markerow mikrosateli-
tarnych jest zbyt kosztowne. Markery ISSR byty
stosowane w analizach oceny zmiennosci genetycz-
nej wisni (Najafzadeh i in., 2014), analizach zalez-
nosci genetycznych orzecha wtoskiego (Potter i in.,
2002), czy w analizach oceny r6znorodno$ci gene-
tycznej moreli (Liu i in., 2015). Polimorfizm tych
markeréw wynika z insercji, badz delecji w obre-
bie sekwencji mikrosatelitarnych, takie zmiany
prowadza do obecnosci lub braku produktu w zelu
w postaci prazka. ISSR nalezg do grupy markerow
dominujacych, charakteryzujg si¢ lepsza powtarzal-
nos$cig niz markery RAPD, a do przeprowadzenia
analiz wymagana jest niewielka ilo§¢ materiatu
wyjs$ciowego (ok. 0,5-150 ng) (Szucko i in., 2012).

Markery SRAP (Sequence-Related Amplified
Polymorphism)

Sposrod wyzej wymienionych markeréw mole-
kularnych ciekawg propozycja wydaje si¢ techni-
ka SRAP. Opracowana przez Li i Quiros’a w 2001
roku. SRAP wykorzystuje kombinacje starterow
o dtugosci 17 lub 18 nukleotydow: ang. ,forward”,
bogatych w zasady GC oraz ang. ,reverse”, gdzie
przewazaja zasady AT. Technika SRAP opiera si¢
na amplifikacji otwartych ramek odczytu (ORF),
co moze wptyna¢ na wzmocnienie zwigzku miedzy
polimorfizmami DNA, a cechami morfologiczny-
mi (Ferriol i in., 2003). Na korzys$¢ techniki SRAP
przemawia niewielka ilo§¢ materiatu wyjsciowego
do analiz (ok. 50ng), ponadto system nie wymaga
znajomosci informacji dotyczacych sekwencji, czy
genomu referencyjnego. Odtwarzalnos¢ tych marke-
row jest znacznie lepsza niz w technice RAPD,
a dodatkowa zaleta techniki SRAP jest mozliwos¢
zastosowania znakowanych fluorescencyjnie starte-
row i laczenie ich ze starterami nieznakowanymi,
co pozwala na rozdziat produktow w sekwenato-
rach kapilarnych (Li i in., 2013). Markery SRAP
znalazty zastosowanie w konstrukcji map genetycz-
nych, znakowaniu i klonowaniu gendw, selekcji
wspomaganej markerami, czy klasyfikacji gene-
alogicznej (Robarts i Wolfe, 2014, Guindon i in.,
2016). Szczegodlnie zastosowanie znalazty w bada-
niach nad strukturg populacji, réznorodnoscig
genetyczng, czy mapami powigzan genetycznych
u roslin takich jak: lucerna (Castonguay i in., 2010),
bawetna (Li i in., 2007), owies (Tanhuanpéi i in.,
2007), Dendrobium (Lu 1 in., 2012), rzepak (Sun
i1in., 2007). Naukowcy wykorzystali takze markery
SRAP do analiz r6znorodnosci genetycznej pasozy-
tow Fasciola hepatica (Alasaad 1 in., 2008) i Schi-
stosoma japonicum (Song i in., 2011).
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Markery SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu jest
najczestszym typem polimorfizmu DNA. Analiza
markerow SNP, okreslanych jako bialleliczne w
przeciwienstwie do markerow multiallelicznych
moze by¢ w pelni zautomatyzowana. Mozliwe jest
jednoczesne przeanalizowanie nawet kilku tysie-
cy markerow SNP (Khlestkina i Salina, 2000).
Ponadto w porownaniu z markerami SNP, Zzaden
z innych typow polimorfizméw DNA nie dysponu-
je tak ré6znorodnymi i licznymi metodami. Obecnie
dostepnych jest wiele platform i systemow genoty-
powania SNP, nowoczesne technologie pozwalaja
na przeprowadzenie tego rodzaju analiz wielokrot-
nie skuteczniej niz w przypadku innych metod.
Istniejg systemy identyfikacji zmienno$ci nukleoty-
dowych DNA oparte na sekwencjonowaniu NGS
(Next Generation Sequencing): sekwencjonowanie
z analiza metylomu, sekwencjonowanie petnoge-
nomowe i sekwencjonowanie zredukowanej frakcji
genomu. Pojawienie si¢ kompaktowych sekwenato-
row pozwolito na identyfikacj¢ nawet kilkudziesie-
ciu tysiecy SNP, czy tez krotkich insercji i1 delecji
na jednej ptytce reakcyjnej. Wyniki uzyskane z tego
rodzaju analiz mogg zosta¢ wykorzystane do badan
zrdéznicowania genetycznego, poszukiwania genow
kandydatoéw oraz markerow do selekcji genomowej,
tworzenia map genetycznych, czy analizy asocja-
cyjnej (Puchta i in., 2018).

Podsumowanie

Markery molekularne mozna podzieli¢ na dwie
grupy: oparte na tancuchowej reakcji polimerazy
(PCR) i oparte na hybrydyzacji (Jones i in., 2009).
Oprocz wspomnianego podziatu wéréd markerow
znalez¢ mozna rowniez te, bazujace na DNA jadro-
wym, chloroplastowym i mitochondrialnym, z kolei
wsrod nich istniejg markery dominujace 1 kodomi-
nujace (Mikowskaiin.,2012). Mimo przynaleznosci
doréznych grup, markery sg czgsto wykorzystywane
w roznego rodzaju analizach jak np. badaniu zmien-
nosci i réznorodnos$ci genetycznej, konstruowaniu
map genetycznych, identyfikacji osobnikow, mapo-
waniu i klonowaniu genow, czy selekcji wspomaga-
nej markerami (Kuleung i in., 2004, Adhikari i in.,
2017). Brak oddzialywania srodowiska na markery
molekularne jest niewatpliwym atutem przemawia-
jacym za czg¢stym stosowaniem tego rodzaju metod.
Wielu naukowcow prowadzac badania poczatkowo
posiada niewiele informacji na temat analizowane-
go organizmu, co przy wykorzystywaniu niektoérych
typoéw markeréw molekularnych nie jest wymagane
(Szuc¢ko i in., 2012). Obecnie istnieje wybor miedzy
licznymi technikami molekularnymi, a decyzja
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dotyczaca zastosowania okreslonych markerow
powinna by¢ wypadkowa zalet oraz ograniczen,
ktore moga wplyngé na uzyskane wyniki. Przy
wyborze techniki powinny by¢ brane pod uwage
aspekty takie jak: poziom polimorfizmu, cel badaw-
czy, skala i rodzaj analiz oraz fundusze (Sztuba-
Solinska 2005).
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