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1. Wprowadzenie

Spośród metod amplifikacji DNA wykorzystujących łańcuchową reakcję po- 
limerazy (PCR, polymerase chain reaction) (1,2), metoda RAPD {random 
amplified polymorphic DNA) (3,4) jest najczęściej stosowana w genetycznych 

badaniach roślin. RAPD jest szybką metodą powielania 1-10 fragmentów DNA 
o długości 100-2000 par zasad, przy zastosowaniu jednego, 10-nukleotydowe- 
go startera, a nie pary różnych starterów jak w klasycznej wersji reakcji PCR. 
Sekwencja startera RAPD powinna zawierać przynajmniej 50% zasad G i C, 
przy braku przeciwnie ukierunkowanych, powtarzających się odcinków nu- 
kleotydowych. Zastosowanie tak krótkiego startera znacznie zwiększa pra
wdopodobieństwo powielania, występujących w obrębie całego genomu, frag
mentów DNA, których końce są wyznaczane przez dwie takie same sekwencje 
starterowe, ałe o przeciwnej orientacji nukleotydów. Produkty amplifikacji są 
rozdzielane elektroforetycznie na żelu agarozowym i identyfikowane w świetle 
UV po barwieniu bromkiem ety dyny (5). Liczba powielanych fragmentów DNA 
oraz ich ruchliwość elektroforetyczna mogą być różne dla porównywanych ge
notypów, linii, odmian czy też gatunków roślin, co wynika z odmiennych se
kwencji nukleotydowych lub zróżnicowania w drugorzędowej strukturze DNA 
(1). Metoda RAPD jest wykorzystywana do mapowania genomów roślinnych 
(6) oraz do określania pokrewieństwa genetycznego odmian i gatunków (1,7- 
10). Niebagatelne znaczenie ma identyfikacja markerów RAPD będących wy
różnikami określonych cech. Dalsza część artykułu jest poświęcona temu za
gadnieniu, które przedstawione zostanie na przykładach genów warunkujących 
odporność roślin na choroby wywoływane przez szkodniki, grzyby, bakterie 
i wirusy.

Marker i allel warunkujący odporność mogą występować w fazie przycią
gania {coupling-phase) lub odpychania {repulsion-phase). Faza przyciągania 
(układ cis) oznacza, że marker RAPD i alleł warunkujący odporność znajdują 
się na tym samym chromosomie homologicznym (rys. lA).



a)

_M___X_
faza przyciągania markera M z allelem X warunkującym odporność 
(odpychanie z allelem Y warunkującym podatność)
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b)

N Y

faza odpychania markera N z allelem X warunkującym odporność 
(przyciągania z allelem Y warunkującym podatność)

Rys.l. Konfiguracje między markerami RAPD a allelemi genu odporności. Oznaczenia: M i N, 
markery RAPD; X, allel warunkujący odporność: Y, allel warunkujący podatność.

Natomiast są one w fazie odpyehania (układ trans), gdy występują na 
różnych chromosomach homologicznych (rys. IB). Faza przyciągania między 
określonym markerem a allelem warunkującym odporność oznacza, że mar
ker ten jest w fazie odpychania z allelem decydującym o podatności (rys. 
lA). Odwrotnie, marker będący w fazie odpychania z allelem determinującym 
odporność będzie w fazie przyciągania z allelem warunkującym podatność 
(rys. IB). Na rysunku 1 nie zaznaczono, czy odporność jest warunkowana 
przez allel dominujący, czy allel recesywny genu. W roślinach występują oba 
rodzaje odporności, co należy uwzględnić przy identyfikacji markerów RAPD.

2. Identyfikacja markerów RAPD

Produktami amplifikacji DNA z roślin podatnej i odpornej mogą być frag
menty DNA o tej samej ruchliwości elektroforetycznej, a także fragmenty 
polimorficzne. Celem badań jest określenie, które z polimorficznych odcinków 
DNA są sprzężone z genem odporności, a które są tylko wyróżnikami indy
widualnych cech poszczególnych genotypów. Nieodzowne do tego jest odpo
wiednie przygotowanie materiału 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 dwóch mieszanin 

DNA. Pierwsza mieszanina składa się z 10-15 połączonych iłościowo próbek 
DNA wyizołowanych z rośłin podatnych, najczęściej pokołenia F2. Druga mie
szanina zawiera DNA z rośłin odpornych. Dzięki temu, że badane są mie
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szaniny DNA uzyskane z roślin selekcjonowanych pod kątem jednej cechy, 
jest szansa wyróżnienia polimorficznych fragmentów DNA sprzężonych z ge
nem odporności. Segregacje markera i allelu odporności w pokoleniu F2 są 
podstawą do określenia ich wzajemnego sprzężenia genetycznego (11). Me
toda BSA, jak się okazało, była przydatna m.in. w badaniach ziemniaka, 
który charakteryzuje się heterozygotycznością, silną depresją wsobną i samo- 
niezgodnością na poziomie diploidalnym. Cechy te uniemożliwiają uzyskanie 
linii o wysokiej homozygotyczności, poprzez krzyżowania wsteczne lub linii 
wsobnych.

Celem metody zrekombinowanych linii wsobnych jest uzyskanie szeregu 
linii wsobnych roślin pokolenia F2 (12). Z takich linii, podatnych i odpornych, 
przygotowywane są zbiorcze pule DNA. Ich wysoka homozygotyczność może 
przyczynić się do zwiększenia liczby identyfikowanych markerów RAPD 
(13,14).

Metoda linii bliskoizogenicznych polega na przeprowadzeniu kilku krzy
żowań wstecznych w celu uzyskania linii odpornej i podatnej, stanowiących 
parę, o wysokiej homozygotyczności (15). Pary linii bliskoizogenicznych mogą 
być badane niezależnie, a także jako próby zbiorcze DNA z roślin różnych 
linii odpornych i podatnych. Często wykonywane są dodatkowe krzyżowania 
linii wsobnych. Maleje wtedy prawdopodobieństwo zakwalifikowania niespecy
ficznych fragmentów DNA jako markerów RAPD (16,17). Linie bliskoizoge- 
niczne można również otrzymać z heterogenicznych grup linii wsobnych (HlFs, 
heterogeneous inbred families) (18). Wadą metod RlLs i NlLs jest ich czaso
chłonność (6,16). Jednakże metoda linii bliskoizogenicznych została z powa
dzeniem zastosowana w badaniach pomidora (19-21). Dla tego gatunku sto
sowano również metodę BSA (22). Przykładami zastosowania metody RlLs 
są badania prowadzone na grochu (13,23), fasoli (13), lyżu (14).

Identyfikacja markerów RAPD dla linii o wysokiej homozygotyczności jest 
prostsza niż przy wykorzystaniu metody BSA. Na rysunku 2 przedstawiono 
schematy postępowania przy stosowaniu metody BSA do wyróżniania mar
kerów RAPD, z uwzględnieniem możliwości występowania badanego genu 
w stanie heterozygoty.

2.1. Odporność warunkowana przez allel dominujący
Przy wyróżnianiu markerów RAPD będących w fazie przyciągania z allelem 

dominującym, warunkującym odporność, pula DNA przygotowana z roślin 
odpornych może być mieszaniną DNA będących w stanie homozygoty i (lub) 
heterozygoty względem badanego locus. Natomiast pula DNA przygotowana 
z roślin podatnych obejmuje tylko DNA homozygotyczne względem tego locus 
(rys. 2A). W przypadku krzyżówki „odporny” x podatny” potwierdzeniem mar
kerowego charakteru wyróżnionego fragmentu DNA (prążek 3) jest jego am- 
plifikacja dla DNA rodzica odpornego. Rodzic odporny może być przy tym 
w stanie homozygoty dominującej lub heterozygoty względem genu odporno
ści. Za pomocą markerów RAPD nie można bowiem rozróżnić homozygoty 
i heterozygoty. Jest to powód, że określenie „dominujący” odnosi się także
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Rys. 2. Schematy wyróżniania markerów RAPD będących w fazie przyciągania (A) i odpycha
nia (B) z allelem dominującym, warunkującym odporność. Wyróżnienie heterozygoty za pomocą 
obu rodzajów markerów (C). Markery RAPD (prążki 3 i 7) zaznaczono pogrubioną kreską. Ozna
czenia: ■ ■ — locus odporności w stanie homozygoty dominującej: OC] — locus odporności 
w stanie homozygoty resesywnej; — locus heterozygotyczny.

do markerów RAPD. Przykładem markerów kodominującyeh są markery RFLP 
[restriction fragment length polymorphism) (2). Na rysunku 2A zaznaczono 
również trzy inne prążki. Prążki 2 i 4 reprezentują fragmenty DNA, które są 
powielane dla DNA obu rodziców i pul zbiorczych. Natomiast prążek 1 re
prezentuje fragment DNA, który jest wprawdzie wyróżnikiem polimorfizmu 
rodziców, jednak jego amplifikacja dla DNA puli zbiorczej z roślin podatnych 
wskazuje, że nie jest to marker genu odporności.
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Markery RAPD, które są w fazie odpychania z allelem dominującym wa
runkującym odporność, można zidentyfikować tylko, wówczas gdy jest mo
żliwe przygotowanie puli DNA utworzonej z DNA roślin odpornych, będących 
homozygotami dominującymi względem badanego locus (lys. 2B). Wyróżnie
nie genotypów homozygotycznych wymaga zastosowania metod pośrednich. 
Jednym ze sposobów jest przeprowadzenie oceny odporności roślin pokolenia 
F3. Można również zastosować metodę RFLP w celu wyróżnienia z populacji 
F2 roślin cechujących się homozygotycznym regionem genomu, obejmującym 
identyfikowany gen (24-27).

Markery RAPD w fazie przyciągania oraz odpychania można również zi
dentyfikować dla krzyżówki heterozygotycznej „odporny” x „odporny”. Wyróż
nione markery badanego genu będą wtedy powielane dla DNA obu rodziców 
(24).

2.2. Odporność warunkowano przez allel recesywny
Marker RAPD będący w fazie przyciągania z allelem recesywnym wai*un- 

kującym odporność jest jednoczeście w fazie odpychania z allelem dominują
cym tego genu. Dlatego schemat postępowania przy identyfikacji takiego mar
kera RAPD będzie taki sam jak to przedstawiono na rysunku 2B dla markera 
w fazie odpychania z allelem dominującym, wamnkując3rm odporność. Ana
logicznie, marker będący w fazie odpychania z allelem recesywnym warunku
jącym odporność występuje w fazie przyciągania z allelem dominującym, co 
determinuje zastosowanie procedury przedstawionej na rysunku 2A.

3. Przekształcenie markerów RAPD na markery SCAR i ASAP

Markery RAPD są dominujące, co uniemożliwia bezpośrednie wyróżnienie 
heterozygoty. Jest to możliwe, jeśli uda się zidentyfikować zarówno marker 
RAPD występujący w fazie przyciągania jak i marker w fazie odpychania 
z allelem warunkując3mi odporność, charakteryzujące się różną długością 
DNA (14). Amplifikacja obu markerów RAPD wskazuje na heterozygotyczny 
stan badanego locus (rys. 2C). Innym sposobem wyróżnienia heterozygoty 
jest przekształcenie markerów RAPD na markery SCAR {sequence-charac
terized amplified region) (28). Przygotowanie starterów SCAR polega na wy
dłużeniu 10-nukleotydowego startera RAPD o kilkanaście nukleotydów, wy
branych przeważnie na podstawie sekwencji końcowych markera RAPD. Am
plifikacja DNA przy użyciu starterów SCAR jest zdecydowanie bardziej spe
cyficzna, prowadzi do zmniejszenia liczby amplifikowanych fragmentów oraz 
istotnej poprawy powtarzalności reakcji PCR (30).

Allele określonego locus mogą charakteryzować się występowaniem różnic, 
nawet punktowych, w sekwencjach nukleotydowych w obrębie miejsca wią
zania startera RAPD do DNA, co może decydować o amplifikacji markera 
RAPD tylko dla jednego allelu (rys. 3). Użycie wydłużonych starterów SCAR 
może sprawić, że „błąd sekwencyjny” będzie tolerowany i nastąpi amplifikacja
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Rys. 3. Dominujący charakter markera RAPD. Oznaczenia: komplementarność se
kwencji startera RAPD i DNA; brak komplementcimości sekwencji startera i DNA; pozo
stałe jak na rys. 2.
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Rys. 4. Identyfikacja markerów SCAR o jednakowej długości nukleotydowej. Brak polimorfi
zmu DNA obu alleli (A). Polimorfizm DNA obu alleli ujawniony po trawieniu produktów amplifi- 
kacji DNA enzymem restrykcyjnym (B). Oznaczenia: i i , startery SCAR; pozostałe
jak na rys. 2.

fragmentów DNA o takiej samej długośei dla obu alleli badanego locus (rys. 
4A). Jednak dla takich odcinków DNA mogą również występować różnice 
w sekwencjach nukleotydowych poza miejscem hybrydyzacji startera do 
DNA. Polimorfizm sekwencji może być wtedy ujawniony przez trawienie po
wielanego DNA enzymem restrykcyjnym. Wyznacznikiem heterozygoty będzie
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Rys. 5. Identyfikacja markerów SCAR o różnej długości nukleotydowej. Oznaczenia: 
sza sekwencja DNA: pozostałe jak na rys. 2 i 4.

dłuż-

takie spektrum fragmentów restrykcyjnych DNA, które jest sumą wszystkich 
prążków charakterystycznych dla obu homozygot (29) (rys. 4B). Natomiast 
gdy odległość między miejscami hybrydyzacji starterów SCAR do DNA obu 
alleli jest różna, produktami amplifikacji DNA będą dwa fragmenty o różnej 
długości. Będą one powielane osobno dla obu homozygot oraz razem w przy
padku heterozygoty (30,31) (rys. 5). Mówimy wówczas o konwersji dominu
jącego markera RAPD na kodominujące markery SCAR. Na rysunkach 4 i 5 
zaznaczono jedynie prążki DNA sprzężone z genem odporności. W praktyce 
na żelu mogą występować również inne produkty amplifikacji DNA, przeważ
nie o słabszej intensywności, które nie są markerami SCAR.

Wówczas gdy celem badań jest wyróżnienie genotypów odpornych, bez okre
ślania czy dany locus jest w stanie homozygoty czy heterozygoty, warto podjąć 
próbę identyfikacji markerów ASAP {allele-specific associated pńmers). Przygo
towanie starterów ASAP przebiega podobnie jak starterów SCAR. Długości star
terów ASAP, przeważnie od 18 do 24 nukleotydów, są dobrane w taki sposób 
aby inicjować powielanie tylko jednego fragmentu DNA, który jest sprzężony 
z genem odporności. To z kolei umożliwia identyfikację markera ASAP bez 
potrzeby przeprowadzania rozdziału elektroforetycznego, przez wybarwienie 
DNA bromkiem etydyny, bezpośrednio w mieszaninie reakcji PCR (13,32).

4. Wykorzystanie markerów w hodowli odpornościowej

w tradycyjnej hodowli roślin podniesienie odporności roślin na patogeny 
i szkodniki odbywa się poprzez selekcję bardziej odpornych genotypów. Se
lekcji dokonuje się na podstawie badań odporności w warunkach naturalnej
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presji czynnika chorobotwórczego lub przynajmniej częściowo kontrolowa
nych. W obu przypadkach ocena odporności jest kosztowna, czasochłonna 
i nie zawsze skuteczna (33). Nie ma wprawdzie doniesień o odmianach wy
hodowanych przy wyłącznym stosowaniu do selekcji markerów molekular
nych (MAS, marker-assisted selection), jednak jest coraz więcej informacji 
o ich przydatności w hodowli odpornościowej wielu gatunków roślin (33,34). 
Warunkiem koniecznym do tego, aby metody stosowane w MAS były po
wszechnie wykorzyst}rwane w programach hodowłanych jest silne i trwałe 
sprzężenie markera z genem odporności oraz możliwość oceny dużej liczby 
genotypów (33,35). Takie wymogi spełnia metoda RAPD, która jest procedurą 
bezizotopową i stosunkowo tanią (36). Prezentowane w tym artykułe sche
maty, cytowane przykłady, dotyczą odporności warunkowanych przez poje
dyncze geny. Metoda RAPD jest coraz częściej stosowana również w bada
niach odporności warunkowanych połigenicznie (QTL, quantitative trait loci) 
(5,37-39). Markery RAPD regionu QTL sprzężonego z odpornością pomidora 
na TYLCV {tomato yellow leaf curl virus) są już wykorzystywane w hodowli 
(40).

Odporność roślin na chorobę jest często determinowana przez odrębne 
geny lub różne allele tego samego locus, o tej samej lub odmiennej specyfi
czności działania. Przykładowo, zidentyfikowano przynajmniej 15 genów spe
cyficznych dła poszczegółnych ras, mających różne pochodzenie, a decydu
jących o odporności sałaty na mączniaka rzekomego [Bremia lactucae) (41). 
Wyróżniono dominujące i recesywne alłele determinujące odporność fasoli 
na wirus zwykłej mozaiki fasoli (BCMV, hean common mosaic virus) (32). 
Opisano przynajmniej 26 genów odporności pszenicy na pryszczarka heskie
go [Mayetiola destructor) (42). Markery RAPD są bardzo często wyróżnikami 
tylko niektórych ałlełi genu odporności (41,43-46). Markery SCAR mogą spo
wodować identyfikację również innych alleli określonego locus (32). Markery 
RAPD i SCAR są stosowane do selekcji naturalnych źródeł odporności 
(33,43,47,48). W IHAR Młochów są one wykorzystywane w selekcji diploi- 
dalnych klonów ziemniaka z odpornością na wirus S ziemniaka {potato virus 
S), która jest warunkowana przez allel Ns.

Za pomocą markerów molekularnych możliwe jest równoczesne monito
rowanie obecności w roślinie kilku alleli różnych genów lub alleli tego samego 
locus, co pozwala na prowadzenie hodowli w kierunku ich kumulacji. Two
rzenie w procesie hodowli tzw. piramid genowych {pyramiding of genes) stwa
rza szansę na uzyskanie genotypów o stabilniejszej, wysokiej lub podwyższo
nej odporności na różne izolaty, szczepy, czy też rasy danego patogena. 
W konsekwencji oznacza to istotną poprawę skuteczności hodowli odporno
ściowej (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 (RlLs) or near- 
isogenic lines (NlLs). 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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