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Abstract. Molecular markers (RAPD, SSR, PCR-RFLP and STS) are commonly

used tools in modern population-genetics. They are very useful in genetic pool

conservation and biodiversity maintenance in forest ecosystems concerning

populations of forest trees, insects, fungi and animals.

Based mostly on PCR reaction, the molecular markers may reveal the complexi-

ty and polymorphism of the DNA structure at the nuclear, mitochondrial and

chloroplast level. First of all, they are commonly used in order to assess the ge-

netic diversity level within and among populations of a given species. The

RAPD and SSR markers help a lot in taxonomic identification of organisms, es-

pecially when the morphological traits are useless or difficult to measure. The

PCR-RFLP and STS markers are the best tool to study kinship and phylogeny

among individuals and among species populations. Moreover, these markers

are very suitable to the study of population dynamic, via gene flow and phylo-

geography. Numerous examples of RAPD, SSR, PCR-RFLP and STS applica-

tion in forest tree genetics, entomology, phytopathology and game management

are given.
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1. DEFINICJA MARKERÓW GENETYCZNYCH

Poznanie struktury genetycznej organizmów na poziomie molekularnym DNA
jest kluczow¹ informacj¹, jaka mo¿e byæ wykorzystana w zachowaniu ró¿no-
rodnoœci biologicznej ekosystemów leœnych, g³ównie poprzez ochronê in situ i ex
situ rzadkich pul genowych danego gatunku oraz umo¿liwia selekcjê osobników
najbardziej odpornych na zmienne warunki œrodowiska oraz szkodliwe czynniki
biotyczne i abiotyczne. Dynamiczny rozwój biologii molekularnej i in¿ynierii
genetycznej w ostatnich dziesiêcioleciach otworzy³ nowe mo¿liwoœci badañ zmie-
nnoœci genetycznej dla wielu dyscyplin naukowych, w tym równie¿ leœnych, takich
jak genetyka populacyjna drzew leœnych, entomologia, fitopatologia i ³owiectwo.

Identyfikacja organizmów lub ich populacji jest mo¿liwa dziêki ró¿nicom w
budowie kwasu deoksyrybonukleinowego DNA (tab. 1, ryc. 1). DNA zbudowane
jest z podwójnego ³añcucha cukrów prostych, do których przy³¹czone s¹ w okre-
œlonym porz¹dku zasady purynowe (cytozyna i tymina) oraz pirymidynowe (ade-
nina i guanina). Precyzyjne u³o¿enie tych zasad determinuje kod genetyczny,
odpowiedzialny za wszystkie funkcje ¿yciowe organizmu. Na kod genetyczny
sk³adaj¹ siê poszczególne sekwencje DNA (geny), które koduj¹ bia³ka odpo-
wiedzialne za wszystkie funkcje ¿yciowe komórki. Sekwencje niekoduj¹ce
znajduj¹ siê poza obszarami genów i czêsto s¹ Ÿród³em polimorfizmu, który mo¿e
byæ charakterystyczny dla danej grupy osobników jednego gatunku (zmiennoœæ
miêdzypopulacyjna) oraz dla pojedynczych osobników (zmiennoœæ wewn¹trz-
populacyjna).
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Ryc. 1. Schemat budowy cz¹steczki kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA), noœnika infor-
macji genetycznej (A – adenina, T – tymina, C – cytozyna, G – guanina)(Ÿród³o: www.ornl.gov/
sci/techresources/Human_Genome/graphics/slides/01-0085jpg.shtml)
Fig. 1. The structure of the deoxyribonucleic acid (DNA), a carrier of the genetic information (A –
adenina, T – tymina, C – cytozyna, G – guanina) (source: www.ornl.gov/sci/techresources/Human_Genome/
graphics/slides/01-0085jpg.shtml)
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Tabela 1. Podstawowe terminy genetyczne i objaœnienia u¿ywanych skrótów
Table 1. Useful genetic definitions and abbreviations

Termin
Definition

Objaœnienie
Description

Allel
Allele

jedna z mo¿liwych form genu, ró¿ni¹cych siê sekwencj¹ DNA i odpowia-
daj¹cych za dan¹ cechê
one of the several alternative forms of a gene that can exist in a single locus,
coding a given trait

Diploid
Diploid

organizm o podwójnej liczbie chromosomów
an individual with two sets of homologous chromosomes

DNA kwas deoksyrybonukleinowy, molekularna podstawa dziedzicznoœci, zawiera
informacjê genetyczn¹ odnoœnie struktury i regulacji funkcji ¿yciowych or-
ganizmu
deoxyribonucleic acid, the molecular basis of heredity, contains all genetic infor-
mation about the structure and regulation of life processes in any organism

Fenotyp
Phenotype

morfologiczne cechy organizmu
morphological features of an organism

Gen
Gene

fragment DNA, który zawiera podstawow¹ informacjê genetyczn¹
a fragment of DNA that is essential for a specific function, which is transmitted
to the progeny

Genetyka
molekularna
Molecular
genetics

dzia³ genetyki (nauki o dziedziczeniu cech zawartych w DNA), zajmuj¹cy siê
struktur¹ i funkcjonowaniem genów na poziomie cz¹steczkowym
a part of genetics (science dealing with heritability of genetic traits coded by DNA),
which concerns the structure and the functioning of genes at the molecular level

Genotyp
Genotype

ca³oœæ informacji genetycznej organizmu
the whole genetic information of a given organism

GST, FST wspó³czynniki zmiennoœci genetycznej, wyra¿aj¹ce stosunek zmiennoœci
miêdzypopulacyjnej do zmiennoœci ca³kowitej
coefficients of gene differentiation, measure the degree of genetic differentiation
of subpopulations

Haploid
Haploid

organizm lub organ o pojedynczej liczbie chromosomów
the organism or the organ containing one set of homologous chromosomes

Haplotyp
Haplotype

kombinacja alleli na poziomie haploidalnym
a set of alleles of a haploid cell

Heterozygota
Heterozygote

organizm, który posiada dwie ró¿ne kopie (allele) danego genu an individual
that carries dissimilar alleles of one or more genes

Homozygota
Homozygote

organizm, który posiada dwie jednakowe kopie (allele) danego genu
an individual that carries the same alleles of one or more genes

Kod genetyczny
Genetic code

genetyczny zapis informacji w DNA
genetic inscribing of the information in the DNA

Koduj¹cy region
Coding region

sekwencja DNA, która zawiera informacje genetyczn¹ nt. struktury bia³ka
a sequence of DNA with the information of protein structure

Markery genetyczne
Genetic markers

fragmenty DNA stosowane do identyfikacji gatunków, osobników i populacji
DNA fragments which serve to identify species, individuals and populations



W zwi¹zku z kompleksow¹ budow¹ genomów u wiêkszoœci organizmów, np.
12×106 par zasad u dro¿d¿y, 3000×106 par zasad u cz³owieka i 30 000×106 par
zasad u œwierka, ustalanie to¿samoœci genetycznej materia³u biologicznego i okre-
œlenie jego filogenezy opiera siê na badaniu wybranych fragmentów DNA, przy
u¿yciu markerów genetycznych (Ericsson i Ekberg 2001). Ogólnie, wyró¿nia siê
trzy grupy markerów:

– markery morfologiczne (np. kszta³t blaszki liœciowej, zawartoœæ barwników
w plastydach),

– markery biochemiczne (izoenzymy, fenole, terpeny),
– markery molekularne na poziomie DNA (które obejmuj¹ kod genetyczny

zawarty w DNA j¹drowym, mitochondrialnym i chloroplastowym).
Marker genetyczny to te fragmenty DNA (wielkoœci od kilkudziesiêciu do

kilkuset par zasad), które wykazuj¹ zmiennoœæ strukturaln¹ w obrêbie danego loci i
umo¿liwiaj¹ identyfikacjê genotypu danego organizmu.

Powszechnie przyjmuje siê, ¿e markery genetyczne powinny siê charaktery-
zowaæ przede wszystkim du¿ym polimorfizmem (czyli obecnoœci¹ licznych form
allelicznych), wysok¹ czêstotliwoœci¹ wystêpowania i równomiernym roz³o¿eniem
w genomie. Dobry marker powinien wykazywaæ neutralnoœæ selekcyjn¹ (czyli brak
sprzê¿enia z genami plejotropowymi) oraz niezale¿noœæ ekspresji pod wp³ywem
czynników zewnêtrznych. Ponadto, marker genetyczny powinien byæ wykrywalny
prost¹ i szybk¹ metod¹, zarówno u homo- jak i heterozygoty (kodominacja).

Niniejsza praca ma na celu przybli¿enie podstawowych technik biologii mo-
lekularnej, powszechnie stosowanych do analiz zró¿nicowania DNA u organiz-
mów ¿ywych. Omówiono w niej poszczególne etapy przygotowania prób do analiz
(zbiór, ekstrakcja) oraz technikê PCR, na której opieraj¹ siê prawie wszystkie
analizy markerów molekularnych. Na podstawie czterech g³ównych markerów
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Termin
Definition

Objaœnienie
Description

PCR reakcja ³añcuchowa polimerazy, w której amplifikowane (namna¿ane) s¹
fragmenty DNA
polymerase chain reaction which amplifies the DNA fragments

RNA kwas rybonukleinowy, noœnik informacji genetycznej miêdzy DNA a cyto-
plazm¹, gdzie powstaj¹ bia³ka
ribonucleic acid, messenger of the genetic information between the DNA and the
cytoplasm, where proteins are created

Starter
Primer

niewielki fragment jednoniciowego DNA, komplementarny do DNA matrycy,
od którego bierze pocz¹tek amplifikacja ³añcucha DNA w reakcji PCR
short fragment of nucleotides, complementary to the DNA matrix, from which
starts the PCR amplification

Transkrypcja
Transcription

synteza RNA na podstawie informacji genetycznej zawartej w DNA-matrycy
RNA synthesis from the DNA matrix

wg King i Stanfield 2002, Eriksson i Ekberg 2001
according to King and Stanfield 2002, Eriksson and Ekberg 2001



DNA (RAPD, SSR, PCR-RFLP i STS), przedstawiono mo¿liwoœci szerokiego
zastosowania markerów genetycznych w praktyce leœnej z zakresu genetyki drzew
leœnych, entomologii, fitopatologii i ³owiectwa.

2. ZBIÓR MATERIA£U I EKSTRAKCJA DNA

Podstawowym, bardzo wa¿nym etapem w badaniu struktur DNA jest po-
zyskiwanie materia³u roœlinnego, grzybowego lub zwierzêcego do analiz. Ogólnie
przyjmuje siê, ¿e wybór osobników w populacji powinien byæ losowy, a tkanki
pobierane s¹ od osobników zdrowych (bez wyraŸnych symptomów chorobowych)
i zbli¿onych wiekiem (Ericsson i Ekberg 2001). Cz¹steczki DNA s¹ bardzo
niestabilne i szybko ulegaj¹ degradacji, np. w usychaj¹cych czy gnij¹cych tkan-
kach, g³ównie z powodu dzia³ania enzymów proteolitycznych, aktywnych w do-
datnich temperaturach. W zwi¹zku z tym, zebrany materia³ roœlinny (p¹ki, liœcie,
ig³y), grzybowy (strzêpki, grzybnie, owocniki) b¹dŸ zwierzêcy (tkanki, ca³e or-
ganizmy, cebulki w³osowe ssaków, odchody) przechowywany jest w suchych wa-
runkach i w temp. poni¿ej 0 °C. Przechowywanie tkanek zwierzêcych w alkoholu
lub formalinie jest odradzane, gdy¿ mo¿e powodowaæ uszkodzenia ³añcucha DNA
(Genomic DNA purification 2002).

Istnieje szereg technik ekstrakcji DNA, polegaj¹cych w pierwszym etapie na
lizie œcian komórkowych, u³atwiaj¹cej w³aœciw¹ ekstrakcjê kwasów nukleinowych
z tkanek roœlinnych, grzybowych i zwierzêcych (Bowtell 1987, Dellaporta i in.
1983, Doyle i Doyle 1990, Genomic DNA purification 2002). Bardzo dobr¹
wydajnoœæ ekstrakcji gwarantuj¹ gotowe zestawy do izolacji DNA, np. DNeasy
Plant Mini Kit (Genomic DNA purification 2002) dla tkanek roœlinnych i grzy-
bowych oraz zestaw DNeasy Tissue Kit (Genomic DNA purification 2002) do
ekstrakcji DNA z tkanek zwierzêcych. Zalet¹ tych zestawów jest du¿a wydajnoœæ i
czystoœæ otrzymanych ekstraktów DNA, wolnych od takich komponentów ko-
mórkowych, jak np. obecne w komórkach roœlinnych polisacharydy, które mog¹
hamowaæ dzia³anie polimerazy w reakcji PCR (Pandey i in. 1996).

Najczêœciej pierwszym etapem w pozyskaniu cz¹steczek DNA z tkanek ro-
œlinnych i zwierzêcych jest wstêpna homogenizacja mechaniczna lub rozcieranie
materia³u w ciek³ym azocie. Ciek³y azot mechanicznie uszkadza œciany komór-
kowe, przez co umo¿liwia ³atwiejszy dostêp do ³añcuchów DNA, przy rów-
noczesnej ich stabilizacji w niskiej temperaturze (–176 °C). Wydajnoœæ ekstrakcji
DNA jest nastêpnie badana spektrofotometryczne lub za pomoc¹ elektroforezy, np.
w 1% ¿elu agarozowym, po uprzednim barwieniu próbek bromkiem etydyny.
Wyekstrahowane cz¹steczki DNA s¹ nastêpnie przechowywane przez wiele mie-
siêcy (a nawet lat) w buforze stabilizuj¹cym (pH 7,0) w temperaturze –75 °C.
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3. REAKCJA PCR

Wiêkszoœæ technik analizy zmiennoœci genetycznej polega na powielaniu
wyekstrahowanych fragmentów DNA w reakcji ³añcuchowej polimerazy (ang.
PCR, tab.1) przez termostabilny enzym (Taq Polimerazê), wyizolowany z cie-
p³olubnej bakterii Thermus aquaticus. Reakcja PCR polega na umieszczeniu wy-
izolowanego DNA-matrycy w nastêpuj¹cej mieszaninie reakcyjnej, w sk³ad której
wchodz¹: startery oligonukleotydowe (o d³ugoœci od 10 do 24 par zasad), cztery
rodzaje wolnych nukleotydów (dATP, dGTP, dCTP i dTTP), jony magnezu
(MgCl2), bufor reakcyjny (wyrównuj¹cy pH) oraz Taq Polimeraza. Dalej, reakcja
namna¿ania DNA przebiega w termocyklerze, zaprogramowanym na wiele cykli
amplifikacji DNA (przeciêtnie od 30 do 40). Pierwszy etap amplifikacji trwa ok. 1
minuty i prowadzi do denaturacji dwuniciowej matrycy DNA w temp. 94 °C.
Potem nastêpuje etap przy³¹czania starterów do rozdzielonych nici DNA (temp.
32–60 °C, od 30 sek. do kilku minut) i amplifikacja komplementarnych do matrycy
nici DNA (72 °C, 2 min). Temperatura i czas trwania poszczególnych etapów
zale¿¹ od wielu czynników, przede wszystkim od sk³adu par nukleotydów G/C i
A/T w budowie startera oraz wielkoœci powielanych fragmentów DNA. Wydajnoœæ
i precyzja reakcji PCR jest bardzo wysoka, teoretycznie pozwala na powielenie
wyjœciowej cz¹steczki DNA-matrycy obecnej w ekstrakcie nawet do 1×109 kopii
(Sambrook i Russell 2001).

Istnieje kilka odmian reakcji PCR (Sambrook i Russell 2001):
– touch-down PCR, w której czêœæ cykli zaprogramowanych jest na zmienn¹

temperaturê przy³¹czania siê starterów),
– real-time PCR, gdzie znakowane fluorescencyjnie startery pozwalaj¹ na

bie¿¹co œledziæ akumulacjê produktów reakcji,
– RT-PCR (PCR z reakcj¹ odwrotnej transkrypcji, czyli amplifikacja fra-

gmentów DNA pocz¹wszy od cz¹steczek mRNA).
Amplifikowane w reakcji PCR fragmenty DNA s¹ nastêpnie rozdzielane przy

zastosowaniu elektroforezy w ¿elu agarozowym lub poliakrylamidowym. Podczas
elektroforezy na³adowane ujemnie cz¹steczki DNA migruj¹ w stronê dodatniej
elektrody ¿elu, z prêdkoœci¹ proporcjonaln¹ do ich wielkoœci i masy cz¹steczkowej,
tak wiêc w ci¹gu paru godzin nastêpuje rozdzia³ puli fragmentów DNA na
poszczególne odcinki.

4. KOMPUTEROWA ANALIZA DANYCH

Zró¿nicowanie genetyczne okreœlane jest na ogó³ jako prawdopodobieñstwo
wystêpowania identycznego genotypu miêdzy losowo wybranymi osobnikami w
populacji. Analiza podobieñstwa genetycznego IN oraz filogenezy opartej na
odleg³oœci genetycznej DN umo¿liwia wstêpn¹ ocenê zró¿nicowania osobników w
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obrêbie populacji (tab. 2). W tym celu uzyskany na podstawie rozdzia³u
elektroforetycznego obraz powielonych fragmentów DNA (inaczej elektrofore-
gram) jest przetwarzany na dane liczbowe, przy zastosowaniu np. oprogramowañ
typu Gel DocTM 2000, Bio-Profil Bio-Gene Windows Application v.99.05 i Gel Pro
Analyzer™ v.2.0.

Szczegó³owe obliczenia statystyczne zmiennoœci genetycznej na poziomie
DNA s¹ przeprowadzane przy u¿yciu takich programów, jak np. GenePop v.3.4
(Raymond i Rousset 1995), Arlequin (http://lgb.unige.ch/arlequin/software/), PopGene
v.1.32 (Yeh i Boyle 1997), Fstat v.2.9.1. (http://www.unil.ch/izea/softwares/
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Tabela 2. Podstawowe parametry analizy statystycznej, stosowane w genetyce populacji (Nei 1987)
Table 2. Some statistical parameters used in the population genetics (Nei 1987)

Podobieñstwo genetyczne IN miêdzy dwiema populacjami x i y obliczane jest jako czêstoœæ
wystêpowania n alleli w jednym locus:
Genetic identity IN between two populations x and y, based on the frequency of n alleles in one locus:

( )I J J JN xy x y= /
/1 2

dla / with:

J p p J p J pxy ix iy x ix y iy= = =∑ ∑ ∑2 2

pix – czêstoœæ i allela w populacji x frequency of the i allele in the population x

piy – czêstoœæ i allela w populacji y frequency of the i allele in the population y

Na podstawie podobieñstwa genetycznego IN, obliczany jest dystans genetyczny DN :
Genetic distance DN is calculated on the base of the IN:

( )D IN N= − ln

IN – podobieñstwo genetyczne Nei’a Nei’s genetic identity

Powi¹zania filogenetyczne miêdzy osobnikami w populacji oraz miêdzy populacjami, przed-
stawiane s¹ na podstawie obliczeñ dystansu genetycznego w wyniku analizy skupieñ metod¹ œred-
nich po³¹czeñ (UPGMA)
Genetic relationship between individuals in a population or between populations result from the neigh-
bor-joining analysis called UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Averages):

( )D D DAB C AC BC( ) /= + 2

Dendrogram dystansu genetycznego przedstawia odleg³oœæ genetyczn¹ miêdzy osobnikami lub
populacjami (tu: A, B i C). Im mniejsza odleg³oœæ miêdzy punktami A, B i C, tym wiêksze pokre-
wieñstwo genetyczne miêdzy nimi:
Dendrogram of the genetic distances between points A, B and C measures the genetic similarity level
between individuals or populations. Individuals or populations with higher genetic kinship are sepa-
rated by the shorter distance:

A

B

C



fstat.html), SPAGeDi v.1.2 (Hardy i Vekemans 2003) i PHYLIP v.3.6b
(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html). Programy te umo¿liwiaj¹
obliczenia podstawowych parametrów genetycznych, jak np. œrednia obserwowana
na i efektywna ne liczba alleli w locus, indeks zmiennoœci genetycznej I Shannon’a
(Lewontin 1972), heterozygotycznoœæ danego locus h, œrednia zmiennoœæ we-
wn¹trzpopulacyjna (HS), ca³kowita zmiennoœæ miêdzypopulacyjna HT, oraz wspó³-
czynniki zmiennoœci genetycznej, wyra¿aj¹ce stosunek zmiennoœci miêdzypo-
pulacyjnej do zmiennoœci ca³kowitej: GST i FST (Nei 1987, Wright 1965). Wiêcej
szczegó³ów na temat parametrów statystyki opisowej stosowanych w obliczeniach
zmiennoœci genetycznej populacji mo¿na znaleŸæ w opracowaniu Nei i Kumar
(2000).

5. MARKERY GENETYCZNE

5.1. Markery DNA j¹drowego – RAPD i SSR

Markery DNA j¹drowego umo¿liwiaj¹ detekcjê polimorfizmu DNA we wszy-
stkich komórkach, zarówno diplo- jak i haploidalnych. DNA j¹drowe zawiera
informacjê genetyczn¹ obojga rodziców i jest szczególnie cennym Ÿród³em in-
formacji na temat zró¿nicowania genetycznego i okreœlania genotypów wystê-
puj¹cych w populacji.

Istnieje szereg markerów DNA j¹drowego, s¹ to m.in. markery: RAPD, AFLP,
SCAR, SSR, SAMPL, ISSR, ISTR, VNTR, DAF-DNA, RT-PCR, real-time PCR i
SSCP (tab. 3). W niniejszym opracowaniu, wiêcej uwagi poœwiêcono markerom
RAPD i SSR, jako najczêœciej stosowanych w genetyce populacyjnej, równie¿ w
leœnictwie.

Opracowana przez Williams i in. (1990) oraz Welsh i McClelland (1990)
technika RAPD umo¿liwia równoczesn¹ detekcjê polimorfizmu wielu loci w
ca³ym genomie. Metoda ta polega na stosowaniu jednego startera o losowo do-
branej sekwencji (o d³ugoœci ok. 9–10 par zasad), który przy³¹cza siê na zasadzie
komplementarnoœci do genomowego DNA, generuj¹c ró¿nej wielkoœci fragmenty
(ryc. 2).

Zalet¹ markerów RAPD jest ma³a wymagana iloœæ DNA wyjœciowego i
³atwoœæ w wykonaniu analiz (tab. 4). Wad¹ tej techniki jest przede wszystkim
dominuj¹cy charakter wykrywanych loci. Dominuj¹cy charakter markerów RAPD
polega na wizualizacji jedynie jednego z dwóch alleli w danym loci, co oznacza, ¿e
za pomoc¹ tej techniki nie jest mo¿liwe rozró¿nienie homozygot dominuj¹cych w
przypadku diploidalnych komórek (AA) od heterozygot (Aa) (ryc. 2). W zwi¹zku z
tym, dla okreœlenia ró¿nic na poziomie pojedynczego allela w locus markerami
RAPD, zalecane jest badanie haploidalnego materia³u, np. prabielma w nasionach
drzew (Yazdani i in. 1995). Brak amplifikacji recesywnych loci wynika ze zmian
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strukturalnych w miejscach przy³¹czania siê startera do DNA-matrycy, powsta³ych
na skutek insercji lub delecji pojedynczych nukleotydów.

Powtarzalnoœæ analiz RAPD miêdzy laboratoriami jest ró¿nie oceniana, dla
niektórych gatunków nawet doœæ wysoko (np. 93% w przypadku analizy 43
fragmentów DNA genomowego œwierka pospolitego, generowanych przez 18
ró¿nych starterów firmy OPERON, Skov 1998). £atwoœæ wykonania techniki i
wzglêdnie tani koszt analiz (przeciêtnie ok. 25 z³ za jedn¹ próbê), sprawiaj¹, ¿e
markery RAPD s¹ powszechnie stosowanie w badaniu zró¿nicowania DNA j¹dro-
wego miêdzy osobnikami i populacjami danego gatunku (Collignon i in. 2002).
Aby szczegó³owo okreœliæ zmiennoœæ genetyczn¹ na podstawie markerów RAPD
zaleca siê pobranie DNA z ok. 30–100 osobników z populacji oraz stosowanie
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Tabela 3. Lista podstawowych markerów genetycznych
Table 3. List of the most commonly used genetic markers

Marker genetyczny
Genetic markers

Objaœnienie
Description

AFLP
polimorfizm d³ugoœci amplifikowanego fragmentu
Amplified Fragment Length Polymorphism

DAF-DNA
fingerprinting ("odcisk palca") przez amplifikacjê DNA
DNA Amplification Fingerprinting

ISSR
polimorfizm odcinków DNA miêdzy DNA mikrosatelitarnym
Inter-Simple Sequence Repeat

ISTR
odwrócone powtórzenia miejsc sekwencyjnych
Inverse Sequence-Tagged Repeat

RAPD
losowo amplifikowany polimorficzny DNA
Random Amplified Polymorphic DNA

Real time PCR PCR w czasie rzeczywistym, marker dynamiki amplifikacji DNA

RFLP
polimorfizm d³ugoœci fragmentów restrykcyjnych
Restriction Fragment Length Polymorphism

RT-PCR
reakcja odwrotnej transkrypcji z nastêpuj¹c¹ po niej reakcj¹ PCR
Reverse Transcription PCR

SAMPL
selektywnie amplifikowany polimorficzny locus mikrosatelitarny
Selective Amplification of Microsatellite Polymorphic Loci

SCAR
sekwencyjnie charakteryzowany amplifikowany region
Sequence Characterized Amplified Region

SSCP
polimorfizm konformacji pojedynczych nici DNA
Single-Strand Conformation Polymorphism

SSR
mikrosatelitarne DNA
Simple-Sequence Repeat

STS
miejsca znaczone sekwencyjnie
Sequence-Tagged-Site

VNTR
sekwencje o zró¿nicowanej liczbie tandemowych powtórzeñ
Variable Number of Tandem-Repeats



wielu starterów tak, aby z jak najwiêkszym prawdopodobieñstwem zidentyfikowaæ
ró¿nice w budowie ³añcucha DNA (Skov 1998).

Warto zauwa¿yæ, ¿e markery RAPD s¹ szczególnie przydatne w pierwszym
etapie badañ zmiennoœci genetycznej danego gatunku, zw³aszcza gdy zmiennoœæ ta
nie jest jeszcze znana. Po zlokalizowaniu polimorfizmu markerami RAPD w DNA
genomowym, przystêpuje siê do szczegó³owych analiz, stosuj¹c inne markery, np.
AFLP i SCAR, które s¹ modyfikacj¹ markerów RAPD (Nkongolo i in. 2002).

Bardzo interesuj¹cymi markerami DNA j¹drowego s¹ mikrosatelity (SSR),
które zaliczane s¹ obecnie do jednych z najbardziej precyzyjnych markerów w
detekcji zmiennoœci genetycznej osobników w populacji. Sekwencje mikrosa-
telitarne zbudowane s¹ z d³ugich tandemowych powtórzeñ od 1 do 6 nukleotydów,
zlokalizowanych g³ównie w niekoduj¹cych regionach genomu (Wang i in. 1994).
Drzewa iglaste zawieraj¹ w swych komórkach a¿ 75% powtarzaj¹cych siê sek-
wencji mikrosatelitarnych, rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis thaliana) – 10%;
dro¿d¿e piekarskie (Saccharomyces cerevisiae) – 4,5%; cz³owiek – 3% i jedwabnik
morwowy (Bombyx mori) – 0,31% (Eriksson i Ekberg 2001, Pérez i in. 2001,
International Human Genome Sequencing Consortium 2001, Prasad i in. 2005).
Du¿¹ zalet¹ markerów SSR jest ich wysoki stopieñ dyskryminacji (nawet na
poziomie pojedynczych nukleotydów) oraz kodominacyjna mo¿liwoœæ wykry-
wania zró¿nicowania genetycznego, czyli detekcja obu form allelicznych u he-
terozygot (ryc. 3, tab. 4). �ród³em polimorfizmu DNA mikrosatelitarnego jest
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ró¿nica d³ugoœci powtarzaj¹cych siê motywów, np. (ATC)n, (A)n(T)n,
(AC)n(GT)n, gdzie n mo¿e przybieraæ ró¿ne wartoœci, przeciêtnie od kilkudzie-
siêciu do kilkuset. Poza DNA j¹drowym, sekwencje mikrosatelitarne wystêpuj¹
równie¿ w DNA mitochondrialnym (u roœlin, grzybów i zwierz¹t) i chloro-
plastowym (u roœlin). Funkcja DNA mikrosatelitarnego w komórce nie jest jeszcze
do koñca poznana. Przypuszcza siê, ¿e powsta³e w trakcie ewolucyjnej reor-
ganizacji genomu sekwencje mikrosatelitarne odgrywaj¹ pewn¹ rolê w procesach
zwi¹zanych z powielaniem DNA i regulacj¹ ekspresji genów (Li i in. 2002).

Technika SSR polega na badaniu zmiennoœci w sekwencjach powtórzeñ,
otrzymanych w reakcji PCR i wizualizowanych po migracji w ¿elu akrylami-
dowym (ryc. 3). Obecnie, analizy DNA mikrosatelitarnego przeprowadza siê
najczêœciej w automatycznym sekwenatorze, który generuje wyniki w postaci
danych liczbowych (ryc. 4). U¿ycie automatycznego sekwenatora gwarantuje du¿¹
precyzjê odczytu danych i wysok¹ powtarzalnoœæ wyników, tym niemniej podra¿a
koszt analiz (do ok. 40 z³ za próbê). Wad¹ markerów SSR jest pracoch³onny odczyt
wyników, wystêpowanie homoplazji (ang. homoplasy) i niewykrywalnoœæ tzw.
alleli niemych (null alleles) (tab. 4). Du¿a specyficznoœæ gatunkowa markerów
SSR utrudnia czasami ich analizê w DNA gatunków pokrewnych (Zane i in. 2002).
Wiêcej informacji na temat wad i zalet markerów mikrosatelitarnych mo¿na zna-
leŸæ w pracach: Deforce i in. 1998, Delmotte i in. 2001, Idury i Cardon 1997,
Nowakowska 2005, Pemberton i in. 1995, Wang i in. 2000, Zhang i Hewitt 2003.
Wiêkszoœæ sekwencji mikrosatelitarnych zlokalizowanych u ró¿nych gatunków
jest na bie¿¹co publikowana w internetowych bazach danych, np. EBI: http://www.
ebi.ac.uk, NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov i http://www.blackwell-synergy.com.

5.2. Markery DNA cytoplazmatycznego –- PCR-RFLP i STS

Najczêœciej stosowanymi markerami zmiennoœci genetycznej DNA cytopla-
zmatycznego s¹ markery RFLP, PCR-RFLP i STS. Markery PCR-RFLP i STS,
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rejestrowane uproszczon¹ technik¹ RFLP, umo¿liwiaj¹ precyzyjne wykrywanie
polimorfizmu, g³ównie w koduj¹cych regionach DNA, np. mitochondrialnych
genów nad (NADH dehydrogenazy) i cox (oksydazy cytochromowej) (Nowa-
kowska i Rakowski 2005, Sinclair i in. 1999, Soranzo i in. 2000).

Markery PCR-RFLP identyfikuj¹ ró¿nice w budowie DNA powsta³e na skutek
punktowych mutacji w miejscach restrykcyjnych genomu, podczas gdy markery
STS dotycz¹ zmian strukturalnych wynikaj¹cych z wystêpowania – lub braku –
wielokrotnych powtórzeñ sekwencji, zlokalizowanych miêdzy miejscami restryk-
cyjnymi. Zmiany te dotycz¹ g³ównie niekoduj¹cych fragmentów DNA, flanku-
j¹cych (otaczaj¹cych) konserwatywne fragmenty genów (Petit i in. 1997).
Niew¹tpliw¹ zalet¹ tych markerów jest ich kodominuj¹cy charakter, czyli
mo¿liwoœæ detekcji zarówno dominuj¹cych, jak i recesywnych form alleli w tym
samym locus.

Techniki detekcji markerów PCR-RFLP i STS opieraj¹ siê na amplifikacji
PCR specyficznych fragmentów genów, które s¹ nastêpnie rozdzielone w ¿elu
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agarozowym lub poliakrylamidowym. W wyniku tej analizy, otrzymujemy ró¿ne
profile migracyjne w zale¿noœci od rodzaju haplotypu w danym loci (ryc. 5).

Markery DNA cytoplazmatycznego najczêœciej s¹ stosowane w badaniu DNA
mitochondrialnego i chloroplastowego, które zawieraj¹ pojedyncz¹ niæ DNA (So-
ranzo i in. 2000). Sposób dziedziczenia DNA cytoplazmatycznego zale¿y g³ównie
od przynale¿noœci taksonomicznej. U grzybów i wiêkszoœci organizmów wy¿-
szych, w tym drzew iglastych, DNA mitochondrialne jest przekazywane potom-
stwu drog¹ mateczn¹, natomiast u drzew liœciastych – przez py³ek; u tych ostatnich
DNA chloroplastowe jest dziedziczone drog¹ mateczn¹ (Mitton i in. 2000, Csaikl i
in. 2002). Cechy te s¹ wykorzystywane na szerok¹ skalê w badaniach przep³ywu
genów, filogenezie oraz w identyfikacji haplotypów.

Informacja genetyczna DNA mitochondrialnego i chloroplastowego nie pod-
lega procesom rekombinacji, tak wiêc jest przekazywana w w sposób prawie sta³y z
pokolenia na pokolenie. Ponadto DNA mitochondrialne charakteryzuje siê wy¿-
szym procentem mutacji punktowych ni¿ DNA j¹drowe, co pozwala odró¿niæ
osobniki miêdzy sob¹ (Sinclair i in. 1999, Vilà i in. 1999).

Przed zastosowaniem, zarówno markerów PCR-RFLP, jak i STS, konieczne
jest rozeznanie struktury sekwencji badanego genu, st¹d analizy te s¹ na ogó³
poprzedzone wyszukiwaniem informacji nt. zmiennych regionów flankuj¹cych
wybrane loci DNA mitochondrialnego lub chloroplastowego.
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6. ZASTOSOWANIE MARKERÓW DNA W GENETYCE DRZEW
LEŒNYCH

Wymienione powy¿ej markery genetyczne (RAPD, SSR, PCR-RFLP i STS)
znajduj¹ szerokie zastosowanie w badaniach populacyjnych drzew leœnych. Przede
wszystkim s¹ one stosowane w identyfikacji zmiennoœci genetycznej na poziomie
wewn¹trz- i miêdzypopulacyjnym wielu gatunków drzew leœnych, np. Quercus,
Populus, Fraxinus, Pinus, Picea, Ulmus, Citrus, Eucalyptus, Malus i Prunus

(Barret i in. 1997, Coleman 2000, Collignon i in. 2002, Heinze i in. 1996, Hick i in.
1998, Jeandroz i in. 1996, Lu i in. 1995, Nkongolo i in. 2002, Nowakowska 2003b,
Nowakowska i in. 2004, Rajora i in. 2003, Scheepers i in. 1997, Troggio i in. 2001).

Markery RAPD umo¿liwiaj¹ ponadto identyfikacjê osobników pochodz¹cych
z klonów, np. Picea abies L. Karst., Quercus robur L., Populus×canadensis,
identyfikacjê mieszañców Fraxinus excelsior i F. oxyphylla oraz genotypowanie
rzadkich endemicznych populacji wi¹zów Ulmus plotii Druce, U. minor i U. glabra

(Barret i in. 1997, Heinze 1996, Jeandroz i in. 1996, Rajora i in. 2003). Rodzaj
materia³u roœlinnego pobranego do analiz nie wp³ywa na uzyskane wyniki – u
Quercus robur L. i Q. petraea (Matt.) Liebl. nie wykryto ró¿nic pomiêdzy profilem
RAPD dla DNA pochodz¹cego z pêdów po³o¿onych na ró¿nej wysokoœci jednej
ga³êzi, z p¹ków œpi¹cych czy pêdów wyhodowanych in vitro (Barret i in. 1997).

Technikê RAPD stosuje siê równie¿ w badaniach powi¹zañ filogenetycznych
miêdzy populacjami danego gatunku drzew leœnych. Na podstawie tych markerów,
w Europie wyodrêbniono dwie g³ówne grupy pochodzeñ œwierka pospolitego:
grupê pó³nocn¹ (pochodzenia szwedzkie i bia³oruskie) i grupê alpejsk¹ (pocho-
dzenia francuskie, austriackie, niemieckie i belgijskie), co potwierdzi³o hipotezê o
naturalnym zasiêgu œwierka w tym rejonie, otrzyman¹ na podstawie badañ migracji
py³ku oraz markerów izoenzymatycznych (Scheepers i in. 1997, Prus-G³owacki i
Modrzycki 2003). Badania polskich pochodzeñ œwierka pospolitego na podstawie
markerów RAPD wykaza³y podzia³ na trzy g³ówne grupy populacji zbli¿one
filogenetycznie (Nowakowska 2004b). W przypadku polskich pochodzeñ sosny i
jesionu wykryto wiêksze zró¿nicowanie genetyczne populacji z terenów zachod-
nich (GST = 0,190 dla sosny; h = 0,201 dla jesionu) w porównaniu z populacjami ze
wschodniej i po³udniowej czêœci kraju (odpowiednio GST = 0,177 dla sosny i h =
0,169 dla jesionu) (Nowakowska 2003b, Nowakowska 2004b, Nowakowska i in.
2004). Wynika to prawdopodobnie z wiêkszej ingerencji cz³owieka w gospodarkê
leœn¹ na terenach zachodniej Polski 150–200 lat temu, g³ównie w zwi¹zku ze
znacznym obrotem leœnym materia³em rozmno¿eniowym w dawnych zaborach
niemieckich.

Markery DNA mikrosatelitarnego s¹ od ok. dziesiêciu lat najprecyzyj-
niejszym narzêdziem badawczym w genotypowaniu drzew leœnych. Obecnie po-
znano ju¿ szereg loci mikrosatelitarnych wielu gatunków drzew leœnych, zarówno
liœciastych, jak i iglastych (por. bazy danych: www.ebi.ac.uk, www.ncbi.nlm.
nih.gov). Mikrosatelitarne DNA jest przede wszystkich wykorzystywane w geno-

Zastosowanie markerów DNA (RAPD, SSR, PCR-RFLP i STS) w genetyce drzew leœnych 87



typowaniu populacji i badaniu przep³ywu genów miêdzy populacjami (Burczyk i
in. 2004, Oddou-Muratorio i in. 2003, Robledo-Arnuncio i in. 2004). Genotypy
polskich populacji sosny zwyczajnej charakteryzuje niski stopieñ ca³kowitego
zró¿nicowania genetycznego (FST = 0,002) na podstawie badanych loci mikro-
satelitarnych; przy czym populacje z zachodniej czêœci kraju wykazuj¹ wiêksze
zró¿nicowanie genetyczne (FST = 0,032) w porównaniu z populacjami z Polski
po³udniowej (FST = 0,018) i wschodniej (FST = 0,027) (Nowakowska i in. 2005a).
Dane te potwierdzi³y wyniki, otrzymane na podstawie markerów RAPD dla ba-
danych populacji sosny zwyczajnej (Nowakowska 2003b).

Markery mikrosatelitarne znajduj¹ ponadto szerokie zastosowanie w iden-
tyfikacji drzew ojcowskich, konstrukcji map genetycznych oraz filogenetyce, np. u
Pinus pinaster Ait., P. sylvestris L., Picea abies (L.) Karst., Populus ssp., Quercus

robur L., Q. petraea (Matt.) Liebl., Sorbus torminalis L. Crantz., Fraxinus ssp.,
Prunus avium L. (Chagné i in. 2004, Morand i in. 2002, Nowakowska i in. 2005a,
Oddou-Muratorio i in. 2001, Rajora i Rahman 2003, Wunsch i Hormaza 2002,
Vendramin i in. 2000).

Markery DNA j¹drowego (RAPD i mikrosatelity) mog¹ byæ równie¿ sto-
sowane w identyfikacji Ÿród³a pochodzenia leœnego materia³u rozmno¿eniowego,
identyfikacji gatunków krzy¿uj¹cych siê (np. Fraxinus excelsior i F. angustifolia)
oraz w analizie zmiennoœci somaklonalnej w rozmna¿anych in vitro kulturach
drzew leœnych (Lefort i in. 1999, Rahman i Rajora 2001). Szersze omówienie
wszechstronnego zastosowania markerów mikrosatelitarnych w genetyce drzew
leœnych mo¿na znaleŸæ w pracach: Nowakowska 2005, Wang i in. 1994, Zhang i
Hewitt 2003.

Markery DNA cytoplazmatycznego (PCR-RFLP i STS) s¹ podstawowym
narzêdziem badawczym stosowanym w filogenetyce i przy odtwarzaniu g³ównych
dróg migracji ró¿nych gatunków drzew leœnych z po³udniowych i pó³nocno-
wschodnich refugiów polodowcowych w Europie. Kilka miêdzynarodowych pro-
jektów badawczych (m.in. CYTOFOR, OAKLOW, DYNABEECH, FOSSILVA,
FRAXIGEN) mia³o na celu oznaczenie dróg migracji takich gatunków, jak: klon,
olsza, brzoza, grab, leszczyna, buk, jesion, topola, czereœnia, d¹b, wierzba, jarz¹b,
lipa, wi¹z, d¹b i jesion na podstawie markerów cytoplazmatycznych (por. http://
www.pierroton.inra.fr/cytofor, http://www.pierroton.inra.fr/oakflow, http://www.
biotheon.com/dynabeech, http://www.imep-cnrs.com/fossilva/home.htm, http://
www.fraxigen.net/). Projekty te dotyczy³y bardzo szerokiego zakresu badañ ró¿-
norodnoœci genetycznej drzew leœnych, np. projekt CYTOFOR mia³ na celu zba-
danie ró¿norodnoœci genetycznej drzew leœnych na potrzeby legislacji obrotu
leœnym materia³em rozmno¿eniowym w Unii Europejskiej, a projekt FOSSILVA
by³ poœwiêcony analizie DNA ze skamienielin z zachowanym materia³em ro-
œlinnym Fagus sylvatica, Quercus spp., Abies spp., Pinus sylvestris, Pinus pinaster

i Picea abies.
Badania filogenetyczne gatunków drzew liœciastych oparte s¹ w wiêkszoœci na

analizie polimorficznych loci DNA chloroplastowego, np. trnL trnL, trnF, intronu
tRNALeu1, które wykazuj¹ du¿¹ zmiennoœæ w obrêbie haplotypów (Demesure i in.
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1995). Zastosowanie tych markerów do badañ haplotypowej zmiennoœci DNA
chloroplastowego w europejskich pochodzeniach dêbu wykaza³o, ¿e by³y trzy
g³ówne polodowcowe refugia: pó³wyspy Iberyjski, Apeniñski oraz Ba³kañski, z
których nastêpowa³a ekspansja gatunków Quercus spp. na pó³noc Europy (Petit i
in. 2002, Finkeldey i Mátyás 2003).

Badania pokrewieñstwa genetycznego i analiza migracji polodowcowej drzew
iglastych s¹ oparte g³ównie na zmiennoœci mitochondrialnych genów nad1 i cox1
(Sinclair i in. 1998, Mitton i in. 2000, Gugerli i in. 2001, Gout i Nowakowska
2005). Niektóre badania zmiennoœci tych genów markerami PCR-RFLP i STS
wskazuj¹, ¿e europejskie populacje sosny zwyczajnej i œwierka pospolitego wy-
wodz¹ siê najprawdopodobniej z po³udniowych refugiów po³o¿onych na pó³wys-
pach: Iberyjskim, Apeniñskim i Ba³kañskim (Sinclair i in. 1999, Soranzo i in.
2000). Trwaj¹ badania nad filogenez¹ polskich pochodzeñ sosny i œwierka. Jak
dot¹d wykazano, i¿ polskie populacje sosny zwyczajnej po³o¿one na pograniczu z
Ukrain¹ wykazuj¹ podobieñstwo zró¿nicowania haplotypowego genu nad1, tak
wiêc migracja sosny na po³udniowe tereny Polski nastêpowa³a prawdopodobnie
równie¿ z po³udniowo-wschodniej Europy (Nowakowska i in. 2005b).

Informacje na temat polodowcowego rozmieszczenia gatunków, pokrewieñ-
stwa filogenetycznego oraz kierunku przep³ywu genów w populacjach mog¹ byæ
podstaw¹ do ustalenia zasad wspó³czesnej ochrony zasobów genowych drzew
leœnych w Europie. Równoczeœnie coraz czêœciej markery DNA j¹drowego i
cytoplazmatycznego s¹ stosowane do oznaczania cech iloœciowych (ang. QTL)
drzew leœnych. Na przyk³ad w odniesieniu do sosny i œwierka stosuje siê markery
AFLP, SCAR i SSR, aby zidentyfikowaæ geny odpowiedzialne za gêstoœæ drewna i
syntezê lignin, jedlicy Pseudotsuga menziesii [Mirb.] Franco – markery RFLP do
poznania genów odpowiedzialnych za reakcje adaptacji drzew do zmiennych
warunków œrodowiska, tj. niskiej temperatury i stresu wodnego (Brown i in. 2003,
Markussen i in. 2004, Jermstad i in. 2003). Identyfikacja odpowiednich cech
jakoœciowych na poziomie molekularnym ma ogromne znaczenie w selekcji i
hodowli leœnego materia³u rozmno¿eniowego (Szyp-Borowska 2005).

7. ZASTOSOWANIE MARKERÓW DNA W ENTOMOLOGII

We wspó³czesnej entomologii istotne znaczenie ma analiza genomu osob-
ników i populacji owadów, w tym szkodników leœnych, za pomoc¹ markerów
genetycznych. W pierwszym rzêdzie markery molekularne s¹ stosowane do iden-
tyfikacji taksonomicznej gatunku, zw³aszcza wtedy, gdy morfologiczne cechy nie
pozwalaj¹ odró¿niæ podgatunków i rzêdów wg ogólnej przyjêtej klasyfikacji. Dla
przyk³adu, na podstawie mitochondiralnego genu cox2 Miller i in. (1999) zi-
dentyfikowali trudne do rozró¿nienia morfologicznie larwy z rzêdu Coleoptera:
Lepidota ssp. i Antitrogus ssp.
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Zmiennoœæ genetyczna borecznika sosnowego (Diprion pini L.), badana na
poziomie wewn¹trz- i miêdzypopulacyjnym u przy u¿yciu markerów DNA mikro-
satelitarnego i RAPD, pozwoli³a rozró¿niæ francuskie i fiñskie populacje nizinne od
wy¿ynnych (Rouleux-Bonnin i in. 1996, Baumann i in. 2003). Równie¿ mi-
tochondrialne markery PCR-RFLP genu cox1 umo¿liwi³y identyfikacjê takso-
nomiczn¹ osobników z rzêdu Coleoptera, Orthoptera, Blattoidea, ¿yj¹cych na
oddalonych od siebie wyspach Nowej Zelandii (Trewick 2000). Po³¹czenie danych
morfologicznych z danymi polimorfizmu genów rybosomalnych i cox1 umo¿liwi³o
rozró¿nienie linii b³onkówek ‘Symphyta’ oraz potwierdzi³o filogenetyczne po-
wi¹zania miêdzy badanymi osobnikami (Schulmeister 2003).

DNA szkodników Thaumetopoea pityocampa (Lepidoptera), Th. wilkinsoni,
Th. solitaria i Th. processionae, których ¿ery powoduj¹ znaczn¹ defoliacjê w
lasach po³udniowej Europy i pó³nocnej Afryki, zosta³o przeanalizowane za pomoc¹
markerów mikrosatelitarnych (Rousselet i in. 2004). Szczegó³owe rozpoznanie
struktury genetycznej owadów drzew leœnych ma na celu monitoring dynamiki
populacji, ich tempa migracji i zdolnoœci adaptacyjnej. Podobne badania owadów z
rzêdu Lepidoptera prowadzili Ibrahim i in. (2004), Luque i in. (2002) oraz Salvato
(2002).

Markery DNA j¹drowego i mitochondrialnego mog¹ dostarczyæ interesu-
j¹cych informacji równie¿ na temat interakcji owad – parazytoid. Na podstawie
markerów RAPD wyró¿niono 26 szczepów Bacillus thuringiensis, parazytoida
owadów z rzêdu Lepitoptera, Hymenoptera i Diptera (Gaviria Rivera i Priest 2003).
Analiza genu crybns3-3 w szczepie BNS3 Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki,
wykaza³a genetyczne powinowactwo crybns3-3 z genem toksycznego bia³ka delta-
endotoksyny Cry1Ia, co umo¿liwi³o m.in. klasyfikacjê szczepu BNS3 jako wi-
rulentny (Tounsi i in. 2003).

Analiza mitochondrialnego genu cox1 u parazytoida b³onkówek Agathis sp.
wykaza³a, ¿e zmiennoœæ genetyczna parazytoida pokrywa siê ze zró¿nicowaniem
populacji gospodarza, okreœlonym na podstawie behawioru owada i jest zwi¹zana z
geograficznym rozmieszczeniem gatunków roœlin, na których ¿eruj¹ Agathis sp.
(Althoff i Thompson 2001).

Markery mitochondrialnego DNA umo¿liwiaj¹ analizê migracji gatunku wielu
owadów oraz pozwalaj¹ okreœliæ, ile osobników spoza populacji bra³o udzia³ w
procesie reprodukcyjnym. Tego typu badania przeprowadzono nad europejskimi
pochodzeniami chrz¹szczy Timarcha goettingensis i Carabus solieri oraz pó³-
nocno-amerykañskimi populacjami mrówki Leptothorax regatulus (Garnier i in.
2004, Gómez-Zurita i Juan 2000, Rüppell i in. 2003). Badania oœmiu haplotypów
kornika drukarza (Ips typographus L.) w Europie, scharakteryzowanych na pod-
stawie markerów PCR-RFLP, wskaza³y na dwie g³ówne drogi polodowcowej
migracji tego gatunku z refugiów po³o¿onych w Alpach i pó³nocnej Rosji (Stauffer
i in. 1999). Warto nadmieniæ, ¿e drogi ekspansji kornika na kontynencie euro-
pejskim pokrywaj¹ siê z g³ównymi kierunkami migracji polodowcowej œwierka
pospolitego, g³ównego gospodarza tego szkodnika (tam¿e).
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8. ZASTOSOWANIE MARKERÓW DNA W FITOPATOLOGII

Precyzyjna identyfikacja taksonomiczna wielu gatunków i szczepów pato-
gennych grzybów ma kluczowe znaczenie w fitopatologii leœnej. W tej dziedzinie
markery DNA s¹ stosowane przede wszystkim w celu rozró¿nienia szczepów,
których identyfikacja na podstawie cech morfologicznych jest trudna lub nie-
mo¿liwa. Dotyczy to m.in. ró¿nych podgatunków Ophiostoma identyfikowanych
na podstawie markerów RFLP w rybosomalnym DNA (Pipe i in. 2000). W po-
dobny sposób rozpoznano równie¿ hybrydy Ophiostoma ulmi spp. novo-ulmi i O.

ulmi spp. americana dziêki identyfikacji ró¿nic w strukturze genu col1 na pod-
stawie markerów PCR-RFLP (Konrad i in. 2002, Santini i in. 2005).

Wiele badañ poœwiêcono detekcji szczepów opieniek (Armillaria spp.) i ko-
rzeniowca wieloletniego (Heterobasidion annosum) i ustaleniu ich taksonomii z
wykorzystaniem markerów PCR-RFLP i SSR (Chillali i in. 1998, Coetzee i in.
2002, Langrell i in. 2001, Lefrancois i in. 2002, Vainio i Hantula 1999).

Diagnostyka patogenów grzybowych w roœlinie, glebie i wodzie wykorzystuje
równie¿ szeroki asortyment markerów DNA, np. markery RAPD, PCR-RFLP i
SSCP s¹ powszechnie stosowane w detekcji i badaniu iloœciowym szczepów
Phythophthora spp. (De Merlier i in. 2005, Nechwatal i in. 2001, Oszako i in. 2005,
Schubert i in. 1999). Technikê real-time PCR z powodzeniem stosuje siê do
oznaczania dynamiki namna¿ania DNA patogena w roœlinie (Mackay 2004, Van-
denmark i Barker 2003). W przypadku Phythophthora spp., zalet¹ technik opartych
na markerach DNA jest bardzo wysoka czu³oœæ detekcji w porównaniu z kla-
sycznymi metodami wykrywalnoœci patogenów grzybowych w roœlinie, przed
pojawieniem siê symptomów choroby w roœlinie. Poznanie interakcji patogen –
roœlina na poziomie ekspresji genów odbywa siê równie¿ przy u¿yciu mikro-
macierzy DNA (Huitema i in. 2003, Kazan i in. 2001, Nowakowska 2003a).

Markery RAPD, RFLP oraz DNA mikrosatelitarnego s¹ z powodzeniem
stosowane w detekcji symbiontów mikoryzowych drzew leœnych, np. maœlaka
Suillus grevillei, lakówki Laccaria amethystina, podgrzybka Xerocomus spp. oraz
Cenococcum geophilum (Fiore-Donno i Martin 2001, Jany i in. 2002, Saari i in.
2005, Zhou i in. 2001).

Postêpuj¹cy rozwój technik molekularnej detekcji i identyfikacji patogenów
i symbiontów grzybowych umo¿liwi w najbli¿szej przysz³oœci precyzyjn¹ selekcjê
najbardziej korzystnych interakcji szczepów mikoryzowych z roœlin¹-gospodarzem.
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9. ZASTOSOWANIE MARKERÓW DNA W ZOOLOGII

Badania populacji zwierz¹t leœnych dotycz¹ przede wszystkim identyfikacji
taksonomicznej i badania struktury genetycznej populacji na poziomie wewn¹trz- i
miêdzypopulacyjnym. W tym celu pozyskuje siê materia³ organiczny (tkanki,
fragmenty skóry, cebulki sierœci lub piór, odchody) do badañ DNA. Poznano ju¿
m.in. zró¿nicowanie genetyczne populacji jelenia (Cervus elaphus), dzika (Sus

scrofa), rysia (Lynx lynx), wilka (Canis lupus) borsuka (Meles meles) oraz lisa
(Vulpus vulpus) przy u¿yciu markerów RAPD, RFLP i SSR (Flagstad i in. 2003,
Frantz i in. 2003, Klukowska i in. 2004, Palomares i in. 2002, Pérez i in. 1998,
Rueness i in. 2003, Sundqvist i in. 2001). Równie¿ wa¿ne pod wzglêdem eko-
logicznym gatunki ssaków (np. nietoperze) przebadano pod k¹tem zró¿nicowania
miêdzy populacjami oraz w obrêbie kolonii. Wykorzystane w tym celu markery
DNA mitochondrialnego i mikrosatelitarnego umo¿liwi³y identyfikacjê poszcze-
gólnych populacji i potwierdzi³y znacz¹cy wp³yw œrodowiska na behavior tych
ssaków, np. wybór partnera i formowanie grup (Echenique-Diaz i in. 2002, Kerth i
in. 2002, Salgueiro i in. 2004, Storz 2000).

Ustalanie p³ci i rodzicielstwa wybranych osobników jest równie¿ coraz czê-
œciej oparte na markerach DNA. W tym celu stosuje siê markery mitochondrialne
przekazywane potomstwu przez matkê oraz markery mikrosatelitarne, umo¿li-
wiaj¹ce ustalenie podobieñstw genetycznych na zasadzie „odcisku palca” miêdzy
spokrewnionymi osobnikami. Mikrosatelitarne loci pozwoli³y m.in. ustaliæ p³eæ
osobników oraz genotypy chronionego gatunku or³a cesarskiego (Aquila heliaca)
oraz nocka Bechsteina (Myotis bechsteinii) (Kerth i in. 2002, Rudnick i in. 2005).

Dynamika populacji, przestrzenne rozmieszczenie osobników, identyfikacja
imigrantów oraz przep³ywu genów w populacji zosta³y szczegó³owo przebadane
markerami PCR-RFLP i DNA mikrosatelitarnego m.in. u sarny (Capreolus ca-

preolus), rysia (Lynx lynx), kojota (Canis latrans), norki europejskiej (Mustela

lutreola) i borsuka (Meles meles) (Frantz i in. 2003, Michaux i in. 2005, Rueness i
in. 2003, Wang i Schreiber 2001, Vilà i in. 1999). Wp³yw migracji na przep³yw
genów i fragmentacjê pul genetycznych wilka (Canis lupus) zosta³ szczegó³owo
zbadany przy u¿yciu markerów DNA mikrosatelitarnego i mitochondrialnego w
Europie i Ameryce Pó³nocnej (Carmichael i in. 2001, Flagstadt i in. 2003, Lucchini
i in. 2004, Sundqvist i in. 2001, Vilà i in. 1999).

Filogeografia (badanie zale¿noœci miêdzy geograficznym rozmieszczeniem
organizmów i ich struktur¹ genetyczn¹) w znacznej mierze korzysta z danych,
jakich dostarczaj¹ badania markerów DNA. Dziêki markerom PCR-RFLP i SSR
okreœlono obszar wystêpowania m.in. wilka szarego i norki europejskiej (Fleming i
Cook 2002, Vilà i in. 1999).

Filogenetyczne badania pomiêdzy populacjami wielu gatunku ssaków po-
zwoli³y na odtworzenie dróg ekspansji po okresie ostatniego zlodowacenia. Sto-
sowane w tym celu markery DNA mitochondrialnego (g³. PCR-RFLP) wykaza³y
g³ówne szlaki migracyjne takich gatunków, jak wilk, ryœ i niedŸwiedŸ (Lucchini i
in. 2004, Rueness i in. 2003, Ruiz-Garcia 2003, Taberlet i in. 1998).
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10. PODSUMOWANIE

Przedstawione powy¿ej metody badawcze dla markerów RAPD, SSR, PCR-
RFLP i STS s¹ aktualnie stosowane w wielu interdyscyplinarnych badaniach z
zakresu genetyki drzew leœnych, entomologii, fitopatologii i ekologii leœnej. Wy-
mienione techniki znajduj¹ zastosowanie przede wszystkim w identyfikacji zró¿-
nicowania genetycznego na poziomie miêdzy- i wewn¹trzpopulacyjnym, oraz
umo¿liwiaj¹ precyzyjne oznaczenie pokrewieñstwa miêdzy osobnikami rodzi-
cielskimi i ich potomstwem (tab. 4).

Markery RAPD to ³atwo wykrywalne, dominuj¹ce i tanie w kosztach na-
rzêdzie badawcze do oznaczenia zró¿nicowania genetycznego na poziomie ca³ego
genomu. S¹ one najczêœciej stosowane w pierwszych etapach badañ genomu
danego gatunku, zw³aszcza gdy jego zmiennoœæ genetyczna nie jest jeszcze
poznana.

Najbardziej przydatne do identyfikacji osobniczej oraz populacyjnej s¹ mar-
kery j¹drowego DNA - mikrosatelity, g³ównie ze wzglêdu na kodominuj¹cy sposób
detekcji alleli, wysoki poziom wykrywania pokrewieñstwa miêdzy osobnikami,
œredni koszt analiz oraz du¿¹ powtarzalnoœæ wyników miêdzy jednostkami la-
boratoryjnymi.

Techniki PCR-RFLP i STS pozwalaj¹ na precyzyjne wykrywanie polimor-
fizmu kodominuj¹cych genów na poziomie haplotypów i przez to okreœlaj¹ przy-
nale¿noœæ osobników do poszczególnych populacji, form lub ras. Markery DNA
chloroplastowego s¹ wykorzystywane w celu badania zmiennoœci drzew liœcia-
stych, natomiast analiza DNA mitochondrialnego ma ogromne znaczenie w ba-
daniu filogenetycznych powi¹zañ miêdzy populacjami drzew iglastych, owadów,
grzybów i krêgowców. W badaniach tej ostatniej grupy organizmów markery PCR-
RFLP równie¿ znajduj¹ zastosowanie w okreœlaniu p³ci osobników oraz dynamiki
populacji i filogeografii wielu gatunków zwierz¹t.

Obecnie prowadzone s¹ intensywne badania genomów wielu gatunków roœlin,
grzybów i zwierz¹t. W internetowych bazach danych (np. http://www.ebi.ac.uk,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov i http://www.blacwell-synergy.com) mo¿na znaleŸæ
dane odnoœnie ok. 1 500 000 sekwencji z 85 genomów gatunków roœlin, 1 020 000
sekwencji DNA z 136 gatunków grzybów, 8000 sekwencji DNA z 62 gatunków
owadów oraz 5 000 000 genów poznanych u 270 gatunków ssaków. Informacje te
mog¹ pos³u¿yæ jako dane wyjœciowe przy rozpoczynaniu badañ zró¿nicowania
genetycznego u gatunków, u których nie zbadano jeszcze struktury DNA. Bowiem
dziêki sta³ej strukturze sekwencji wielu genów mo¿liwe jest przeniesienie (w
obrêbie gatunku, a nawet rodzaju) modelu badawczego z jednego organizmu na
drugi.

Markery DNA znajduj¹ szczególne zastosowanie w detekcji zró¿nicowania
genetycznego populacji danego gatunku. S¹ one bardzo przydatne w identyfikacji
taksonomicznej organizmów, zw³aszcza gdy ich morfologiczna ocena jest nie-
wystarczaj¹ca. Ponadto, s¹ nieodzownym narzêdziem badawczym przy ustalaniu
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pokrewieñstwa miêdzy osobnikami danego gatunku (filogenezy) oraz w badaniu
zmian dynamiki populacji poprzez przep³yw genów i filogeografiê. Dalsze do-
skonalenie technik wykorzystuj¹cych markery molekularne na poziomie DNA
przyniesie w przysz³oœci wysoce wyspecjalizowane narzêdzia badawcze, dziêki
którym mo¿liwe bêd¹ takie osi¹gniêcia, jak np. precyzyjna identyfikacja Ÿród³a
pochodzenia pojedynczych osobników czy identyfikacja mieszañców wywodz¹cych
siê z gatunków blisko spokrewnionych.

Praca zosta³a z³o¿ona 13.07.2005 r. i przyjêta przez Komitet Redakcyjny 24.08.2005 r.

MOLECULAR MARKERS (RAPD, SSR, PCR-RFLP AND STS) IN FOREST-TREE
GENETICS, ENTOMOLOGY, PHYTOPATHOLOGY AND GAME MANAGEMENT

Summary

Modern population-genetics is founded on molecular markers detecting the DNA variation
inside the genome. Based on PCR reaction, the molecular markers mainly reveal the complexity
and polymorphism of the DNA structure at the nuclear, mitochondrial and chloroplast level.
Among numerous genetic markers, the RAPD, SSR, PCR-RFLP and STS are commonly used in
the genetic diversity assessment, the gene-pool conservation purposes and the biodiversity main-
tenance in forest ecosystems.

The RAPD markers detect the genomic polymorphism with low degree at the intra-
population level and medium degree at the inter-population level. Based on one primer amplifi-
cation in the whole genome, they are cheap and easy to perform. Nevertheless they are dominant
and may display low repeatability among laboratories. Thus the RAPD markers are often used in
preliminary investigations of genetic diversity within a species, followed more detailed studies.

The microsatellite markers (SSR) are the most relevant in assessment of the genetic diver-
sity level within and among populations of a particular species. They are codominant, highly
polymorphic and highly repeatable. The high cost of analysis, the homoplasy and the occurrence
of “null” alleles are considered as the disadvantages of SSR analysis.

The PCR-RFLP and STS markers detect the polymorphism of the coding sequences of
DNA with high precision. They are codominant, highly polymorphic and repeatable. Because of
their uniparental way of inheritance, they constitute the best tool to study the kinship and the phy-
logeny among populations and species.

Modern forest-tree genetics, entomology, phytopathology and game management rely on
the RAPD and SSR markers for the taxonomic identification of organisms (especially when the
morphological features are difficult to measure), the identification of hybrids, the sex determina-
tion, the gene flow measurement and the genetic differentiation of species.

The PCR-RFLP and STS markers are mostly used to establish the postglacial migration
routes of studied species and the kinship among individuals. These markers are very suitable to
the study of population dynamic, especially in entomology and game management, via gene flow
and phylogeography.

Numerous applications of RAPD, SSR, PCR-RFLP and STS markers in forest-tree genet-
ics, entomology, phytopathology and zoology are reviewed and the examples are listed.
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