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SYSTEMY MARKEROW MOLEKULARNYCH I ICH ZASTOSOWANIE W HODOWLI
ROSLIN

WPROWADZENIE

Badanie polimorfizmu DNA stato si¢ moz-
liwe dzieki opracowaniu systeméw wyko-
rzystujacych markery molekularne. Systemy
markeréw molekularnych staly si¢ glownym
narze¢dziem analiz genetycznych przetamuja-
cym bariery, z ktorymi borykaty si¢ konwen-
cjonalne metody hodowli. Stosowanie metod
molekularnych umozliwitlo analize przekazu
genoOw miedzy spokrewnionymi odmiana-

mi, stwierdzenie introgresji miedzy odlegly-
mi ewolucyjnie osobnikami, a takze badanie
cech poligenicznych.

Niniejsze opracowanie obejmuje cha-
rakterystyke systemow markeréw moleku-
larnych oraz mozliwosSci ich zastosowania
w analizach genetycznych i w hodowli roslin
uprawnych.

DEFINICJA MARKERA

Marker to wyznacznik, dowolna, gene-
tycznie kontrolowana cecha fenotypowa lub
tez dowolna roéznica genetyczna wykorzysty-
wana dla ujawnienia polimorfizmu osobni-
czego. Pod pojeciem polimorfizmu rozumie
si¢ caloksztatt réznic wystepujacych miedzy
poszczegolnymi gatunkami, odmianami, osob-
nikami, a takze komoérkami organizmu, ktore
potencjalnie moga byC ujawniane za pomoca
odpowiednio dobranego systemu markero-
wego. System markerowy o wysokiej uzy-
tecznoSci powinien nie tylko ujawniac szero-
ki zakres zmiennoSci analizowanej cechy, ale
takze nie powinien ulega¢ wplywowi czynni-
kow Srodowiskowych. UzytecznoS¢ systemu
analiz uzalezniona jest rowniez od wysokiej
powtarzalnoSci wynikow, latwosci detekcji
oraz mozliwosci szczegétowego poznania
mechanizméw warunkujacych wystepowanie
danej wlasciwosci organizmu.

Poczatkowo do analizy zmiennoSci or-
ganizmoéw stosowano markery morfologicz-
ne, czyli cechy fenotypowe, ktorych ekspre-
sja umozliwia ocen¢ sposobu dziedziczenia.
Nastepnie dotaczyly do nich markery cyto-
logiczne bazujace na obserwacji aberracji
chromosomowych w genomie danego orga-
nizmu, umozliwiajace m.in. ocen¢ poziomu
ploidalnoSci oraz analize transferu genow.
Analiza polimorfizmu struktury molekularne;j
polipeptydow mogacych posrednio odzwier-
ciedla¢ zmienno$¢ materialu genetycznego,
przyczynila sie do rozwoju markeréw bialek
strukturalnych oraz bialek enzymatycznych.
Obecnie, najczeSciej stosowanymi technika-
mi analizy zréznicowania organizmow sa sys-
temy markeroOw molekularnych ujawniajace
zmiennoS¢ sekwencji nukleotydowej DNA.



228

JOANNA SZTUBA-SOLINSKA

SYSTEMY MARKEROW MOLEKULARNYCH

WspotczesSnie znane sa liczne techniki
umozliwiajace identyfikacje polimorfizmu or-
ganizacji i struktury materialu genetycznego,
zarOwno w obrebie sekwencji kodujacych,
jak i niekodujacych. Przelomowymi odkry-
ciami dla ich rozwoju bylo zaproponowa-
nie sekwencji DNA i modelu jego replikacji
(WATSON i CRICK 1953), nast¢pnie wyizo-
lowanie po raz pierwszy polimerazy DNA
(KORNBERG i wspotaut. 1955), wyizolowanie
i scharakteryzowanie pierwszej sekwencyj-
nie specyficznej endonukleazy restrykcyjnej
(SMITH i WILCOX 1968) oraz opracowanie
metody sekwencjonowania DNA (MAXAM
i GILBERT 1977). Systemy markerow moleku-

larnych umozliwiaja analize zréznicowania
organizmOw niezaleznie od ich fazy rozwo-
jowej i wptywu czynnikow Srodowiskowych.
Ponadto, metody molekularne gwarantuja
wysoka powtarzalno$¢ wynikow i latwosc
aplikacji, co decyduje o ich wysokim stopniu
uzytecznoSci. Poszczegolne techniki analizy
zmiennoSci materialu genetycznego roéznia
sie miedzy soba, co wynika z ich specyfiki,
typu i poziomu polimorfizmu, ktory okresla-
ja. Ze wzgledu na sposob identyfikacji zmien-
noSci genetycznej systemy markeréw mole-
kularnych mozna podzieli¢ na kilka kategorii,
ktorych charakterystyke przedstawiono w ni-
niejszej pracy.

CHARAKTERYSTYKA SYSTEMOW MARKEROW MOLEKULARNYCH

Przebieg analizy polimorfizmu za pomo-
ca omawianych ponizej kategorii systemow
markeréow molekularnych ilustruje Ryc. 1,
a ich wilaSciwosci i wymagania zestawione sa
w Tabeli 1.

MARKERY OPARTE NA HYBRYDYZACJI DNA
RFLP — Polimorfizm dlugoSci fragmentow
restrykcyjnych

Technika RFLP (ang. restriction fragment
length polymorphism) polega na trawieniu

DNA enzymami restrykcyjnymi, a nastepnie
poddaniu produktow trawienia rozdziatowi
na zelu agarozowym (Ryc. 2). PoZniejsza mo-
dyfikacja metody wprowadzita dodatkowo
transfer rozdzielonych fragmentéw DNA na
membrang, a nastepnie hybrydyzacje DNA ze
specyficzna sonda znakowana radioaktywnie
(SOUTHERN 1975) lub fluorescencyjnie (NEU-
HAUS-URL i NEUHAUS 1993). Jako sondy sto-
suje siec zwykle DNA lub cDNA o wielkosci
300-500 pz, za$S wizualizacje polimorfizmu
sygnalow hybrydyzacyjnych dokonuje si¢ za
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AA P - - { B IL"%
e > AA a3
E £ E ligacja adapterdw lekalizacja SSR ‘
‘ i PCR denaturacja
—
(]
trawienie enzymami —u — &Q?‘
restrykeynymi preamplifikacja sekwencjonowanie
2 2 selektywnymi regionéw l *
starterami flankujacych SSR
elektroforeza - — = clektroforeza achlodzenie prob
prdgeecsioms na lodzie
synleza starterdw e N
l amplifikacjaz 2 > AA 1 AA ¢
diugimi starterami T =
Southern blotting — T ] OCEnd elekiroforeza
L * polimorfizmu
sonds clektroforeza FCR
hybrydyzacja =
- - - QCEna
T e = * polimarfizmu
AL ax Aa elekiroforeza
ocena -E
polimorfizimu QR
polimorfizmu ocena
palimorfizmu

Ryc. 1. Schematy przebiegu analizy poliformizmu dla wybranych systemow markerow molekularnych.
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Tabela 1. Zestawienie wlaSciwoSci najczeSciej stosowanych systemow markerowych.
Cecha RFLP RAPD AFLP SSR SSCP CAPS
Ilo§¢ DNA (ug) 10 0,02 0,5-1,0 0,05 0,05 0,05
Jakos¢ DNA wysoka wysoka Srednia Srednia Srednia Srednia
Poziom Sredni Sredni Sredni wysoki Sredni Sredni
polimorfizmu
Typ kodominacja dominacja dominacja  kodominacja kodominacja kodominacja
dziedziczenia
Wystepowanie regiony caly genom caly genom DNA caty caty
W genomie kodujace nie nie repetytywny genom genom
Wymagana nie nie tak tak tak tak
Znajomos¢
sekwencji
Detekcja tak/nie nie tak/nie nie tak/nie nie
radioaktywna
Trudnosci Srednie mate wysokie wysokie Srednie Srednie
techniczne
Wiarygodnos¢ wysoka Srednia Srednia wysoka wysoka Srednia
Powtarzalnos¢ wysoka niska wysoka wysoka wysoka Srednia
Koszty analiz wysokie niskie Srednie wysokie wysokie wysokie

pomoca autoradiografii. Zaleta tej metody
jest mozliwos¢ stwierdzenia homo- lub hete-
rozygotycznosci analizowanego osobnika na
podstawie uzyskanego profilu genetycznego
oraz wysoka czestotliwo$¢ wykrywanego po-
limorfizmu. Zrédtem zréznicowania struktury
DNA okreslanego metoda RFLP moga by¢ de-
lecje, insercje, utrata miejsca restrykcyjnego
w obrebie sekwencji rozpoznawanej przez
sonde, badzZ tez pojawienie sic nowego miej-
sca restrykcyjnego w obrebie sekwencji roz-
poznawanej przez sond¢ lub poza sekwencja
komplementarna dla sondy. RFLP umozliwia
analiz¢ specyficznych loci lub alleli, a uzy-
skane rezultaty cechuje wysoka wiarygod-
no$¢. Metoda ta wymaga jednak duzej iloSci
DNA niezbednego do trawienia restrykcyjne-
go oraz zwiazana jest z wysokimi kosztami
otrzymania sondy.

VNTR — Zmienna liczba tandemowych
powtorzen

Metoda VNTR (ang. variable number of
tandem repeats), po raz pierwszy zostala za-
stosowana do tworzenia mapy genetycznej
czlowieka. Opiera si¢ na analizie tandemowo
powtarzajacych sie motywow sekwencyjnych
dtugosci 11-60 pz zwanych minisatelitarnym
DNA. Liczba powtérzen motywu minisate-

litarnego waha si¢ od 2 do 1000 razy i jest
czesto zroéznicowana wsrod genotypow tego
samego gatunku, co powodowane jest liczny-
mi zdarzeniami rekombinacyjnymi. Polimor-

Ryc. 2. Analiza RFLP obrazujaca zmienno$¢ mi-
tochondrialnego DNA miedzy liniami ptodnymi
(Sciezka 1-2; 7-12) i meskosterylnymi (Sciezka
3-6) buraka cukrowego trawionych restryktaza
EcoRI.
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fizm minisatelitarnych loci wykrywany jest
poprzez trawienie DNA enzymami restrykcyj-
nymi, ktore rozpoznaja sekwencje flankujace
minisatelitarne regiony. Dalsze etapy anali-
zy przebiegaja jak w przypadku markerow
RFLP, z zastosowaniem sond homologicznych
do minisatelitarnego DNA. W wyniku analizy
uzyskuje si¢ profile molekularne skladajace
si¢ z wielu produktow o wielkosci od 4-20
kpz, zwane ,fingerprintami” (Ryc. 3)

MARKERY BAZUJACE NA REAKCJI PCR
Z ZASTOSOWANIEM ARBITRALNEGO STARTERA

RAPD — Losowo amplifikowany
polimorficzny DNA

RAPD (ang. random amplified polymor-
phic DNA) to system markerowy bazujacy na
reakcji PCR z zastosowaniem startera o przy-
padkowej sekwengji i dtugosci 9-11 pz (WIL-
LIAMS i wspotaut. 1990). Kazdy taki starter
hybrydyzujac do matrycy DNA, zapoczatko-
wuje amplifikacje w wielu rejonach genomu
jednoczesnie. Produkty amplifikacji rozdziela
si¢ na zelu agarozowym, a ich detekcja odby-
wa sie z uzyciem bromku etydyny lub srebra
(Ryc. 4). Metoda ta jest szybsza, wydajniej-
sza i mniej pracochtonna niz RFLP. Potrzeba
rowniez znacznie mniejszych ilosSci DNA, po-
niewaz jest on powielany w kolejnych run-
dach amplifikacji.

Stosujac analize RAPD nalezy by¢ Swiado-
mym jej ograniczefl. ObecnoS¢ produktow,
ktore migruja w zelu na ten sam dystans
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Ryc. 3. Analiza VNTR obrazujaca zmiennoS¢
locus minisatelitarnego w mitochondrialnym
DNA linii LO (Sciezka 1-2; 7-12) i MS (Sciezka
3-6) buraka cukrowego trawionych restryktaza
BamHI, poddanych hybrydyzacji z sonda kom-
plementarna do TR3 minisatelitarnego mtDNA.

i wydaja sie byc¢ identyczne dla rdéznych
osobnikoéw, nie Swiadczy o ich homologii
sekwencyjnej. Pojedyncze produkty skladaja-
ce sie na wzor prazkowy, w rzeczywistoSci
moga sktadac sie z kilku fragmentéw wspol-
nie migrujacych w zelu. Aby unikna¢ trudno-
Sci zwiazanych z interpretacja profili uzyska-
nych dzicki metodzie RAPD, stworzono al-
ternatywne systemy molekularne: DAF (ang.
DNA amplification fingerprinting) i AP-PCR
(ang. arbitrarily primed polymerase chain re-
action). W metodzie DAF losowa amplifikacja
DNA odbywa si¢ z zastosowaniem startera
o dlugosci 5-8 pz. Powstaje wowczas od 40
do 100 produkow DNA, ktore rozdziela si¢
na zelu poliakrylamidowym. AP-PCR to mo-
dyfikacja metody RAPD, w ktorej stosuje si¢
starter o dlugosci 10-50 pz (WELSH i McC-
LELLAND 1990). Pierwsze dwa cykle reakcyjne
zachodza w obnizonej temperaturze wiaza-
nia starterow, za$ kolejne w wyzszej, warun-
kujacej duza specyficznoS¢ amplifikacji. Obie
modyfikacje metody RAPD umozliwiaja sku-
teczniejsza analize¢ molekularna osobnikow
o bardzo niskim stopniu zrdéznicowania ge-
netycznego.

ISSR — Polimorfizm sekwencji
miedzymikrosatelitarnych

Technika ISSR (ang. inter simple sequen-
ce repeats) umozliwia identyfikacje polimor-
fizmu dhlugosci obszarow DNA, zawartych po-

T — - —— - —
1—.---_- i ——

Ryc. 4. Analiza RAPD obrazujaca polimorfizm
organizacji genomowego DNA tetraploidalnych
zapylaczy buraka (Sciezka 1-12) z zastosowa-
niem startera OPK10.
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miedzy przeciwlegle skierowanymi, identycz-
nymi sekwencjami mikrosatelitarnymi. W re-
akcji PCR stosowane sa startery o dlugosci
16-18 pz odpowiadajace motywom mikro-
satelitarnym, ktore posiadaja kilka selektyw-
nych nukleotydow (ZIETKIEWICZ i wspolaut.
1994). Podczas reakcji powstaje od 10 do
60 produktow, ktore poddaje si¢ rozdzialowi
na zelu agarozowym lub poliakrylamidowym
oraz wizualizacji.

ISSR zyskuje duza popularnos¢, co wiaze
si¢ zarowno z wzgledna prostota tej techni-
ki, wysoka powtarzalnoScia wynikow, jak i z
przypuszczeniem, ze markery mikrosatelitar-
ne moga by¢ sprzezone z obszarami koduja-
Cymi.

MARKERY BAZUJACE NA REAKCJI PCR
Z ZASTOSOWANIEM SPECYFICZNYCH STARTEROW

SSR — Mikrosatelitarny polimorfizm
krotkich tandemowych powtorzen

SSR (ang. simple sequence repeats) opie-
ra si¢ na analizie sekwencji mikrosatelitar-
nych DNA, sktadajacych si¢ z powtarzalnego
motywu dlugosci 1-4 nukleotydow. Liczba
powtorzen waha sie w przedziale 10-50
i moze by¢ zmienna w obrebie osobnikow
tego samego gatunku. Dla genomu roslin-
nego najbardziej charakterystycznym po-
wtorzeniem jest dwunukleotyd (AT) oraz
trojnukleotyd (TAT), (MORGANTE i wspotaut.
2002). Aby dokonac¢ analizy sekwencji za
pomoca systemu SSR stosuje si¢ biblioteki
genomowe, z ktorych, przy uzyciu sondy
mikrosatelitarnej, selekcjonuje si¢ klony za-
wierajace komplementarne loci. Wyselekcjo-
nowane klony poddaje si¢ sekwencjonowa-
niu, by na ich bazie zaprojektowac startery
dla amplifikacji repetytywnego DNA. Przy
projektowaniu starterOw korzysta si¢ row-
niez z baz danych sekwencyjnych znaczni-
kow ekspresji EST (ang. expressed sequ-
ence tags) lub sekwencji spokrewnionych
gatunkow. Dokonuje si¢ takzie wzbogacania
istniejacych bibliotek genomowych w se-
kwencje mikrosatelitarne dzieki selektywnej
hybrydyzacji fragmentéw DNA przy uzyciu
magnetycznych kulek pokrytych streptawi-
dyna badz tez nylonowych membran (RAKO-
CZY-TROJANOWSKA i BOLIBOK 2004).

W zaleznoSci od liczby powtorzen ele-
mentu podstawowego na zelu poliakrylami-
dowym uzyskuje sie produkty o roznej dtu-
goSci. Zaleta systemu markerowego SSR jest
wysoka czestotliwos¢ identyfikacji polimor-
ficznych sekwencji, wynikajaca ze zmiennej

liczby powtorzen motywu nukleotydowego,
a takze mozliwoS¢ oceny homo- lub hetero-
zygotycznoSci analizowanego osobnika na
podstawie profilu genetycznego.

STS — Miejsca znaczone sekwencyjnie

Technika STS (ang. sequence tagged sites)
umozliwia analize mikrosatelitarnych regio-
now w genomie, ktore wykazuja polimorfizm
ze wzgledu na zmienna liczbe tandemowych
motywow nukleotydowych. Powtorzone jed-
nostki sa otoczone sekwencjami unikatowy-
mi, mogacymi stuzy¢ jako startery do gene-
racji polimorficznych produktow. Sekwencje
te wystepuja w genomie Srednio co 10 kpz,
co sprawia iz moga one stuzy¢ jako punkty
orientacyjne, wzgledem ktorych mozna loka-
lizowac i badac okreSlone sekwencje. System
markerowy STS stosowany jest gtownie do
zageszczania map genetycznych oraz do po-
szukiwania sprzezei z cechami uzytkowymi.

SCAR — Polimorfizm sekwencyjnie
charakteryzowanych regionow DNA

Uzyteczno$¢ markerow RAPD moze by¢
zwiekszona, gdy kontynuacja ich analizy jest
system markerowy SCAR (ang. sequence
characterized amplified region). Technika
ta polega na sekwencjonowaniu koncowych
odcinkéw produktu RAPD, na bazie ktorych
projektowane sa startery dlugosci 22-30 pz
stosowane do amplifikacji specyficznego lo-
cus. System markerowy SCAR identyfikuje
roznice sekwencyjne, ktore dziedzicza sie
dominacyjnie, jednakze dodatkowe podda-
nie produktow PCR trawieniu restrykcyj-
nemu i rozdzialowi na denaturujacym zelu
poliakrylamidowym moze stuzy¢ okresleniu
homo- lub heterozygotycznosci analizowane-
go osobnika.

SNP — Polimorfizm pojedynczych
nukleotydow

System SNP (ang. single nucleotide po-
lymorphism) umozliwia wykrycie polimorfi-
zmu pojedynczego nukleotydu w obrebie ba-
danej sekwencji (BROOKES 1999). Polega na
amplifikacji okreSlonego fragmentu genomu
w reakcji PCR i sekwencjonowaniu uzyskane-
go produktu. Nastepnie dokonuje si¢ porow-
nania obrazow elektroforetycznych produk-
tow amplifikacji, co pozwala na stwierdze-
nie, czy mutacja w danym obszarze genomu
miala miejsce. Zaleta tej techniki jest wysoka
wydajnos¢ identyfikacji polimorfizmu w ob-
rebie badanej sekwencji, wada jest wysoki
koszt analizy.
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MARKERY BAZUJACE NA REAKCJI PCR
I TRAWIENIU RESTRYKCYJNYM

AFLP — Polimorfizm dtugosci
amplifikowanego fragmentu

AFLP (ang. amplified fragment length po-
lymorphism) to technika polegajaca na tra-
wieniu matrycowego DNA enzymami restryk-
cyjnymi, a nastepnie poddaniu uzyskanych
fragmentow dwom rundom amplifikacji: nie-
specyficznej i specyficznej (VOs i wspotaut
1995). Kombinacja dwoch enzymow restryk-
cyjnych umozliwia uzyskanie tzw. lepkich
koficow, ktore sa niezbedne do polaczenia
produktow trawienia z oligonukleotydowymi
odcinkami tzw. adaptorami. Po ligacji adapto-
row prowadzona jest reakcja preamplifikacji
z zastosowaniem starterOw komplementar-
nych do adaptora i miejsca restrykcyjnego,
posiadajacych na koncu 3’ selektywny nu-
kleotyd. Po reakcji amplifikacji niespecyficz-
nej prowadzi si¢ amplifikacje specyficzna
z uzyciem starteréw, ktore na koncu 3’ po-
siadaja 2-4 specyficzne nukleotydy. Rozdziat
produktow PCR nastepuje na zelu poliakry-
lamidowym, a detekcja poprzez barwienie
srebrem badz autoradiograficznie. Metode ta
charakteryzuje wysoka rozdzielczoS¢ genero-
wanych wzorow prazkowych oraz mozliwosc
szybkiej detekcji polimorfizmu. System ten
nie wymaga znajomosci badanych sekwencji,
mozliwe jest jego zautomatyzowanie, a takze
konwersja w inne typy markerow.

CAPS — Polimorfizm trawionych
amplifikowanych sekwencji

Technika CAPS (ang. cleaved amplified poly-
morphic sequence) taczy reakcje PCR z trawie-
niem restrykcyjnym, alternatywnie okreSlana
jest jako PCR-RFLP. Startery konstruowane sa
na podstawie znanych sekwencji DNA, cDNA
Iub klonowanych produktow RAPD i wybie-
rane sa tak, aby powielaly produkty zawieraja-
ce introny, co zwicksza mozliwos¢ znalezienia
polimorfizmu. Podstawowe produkty PCR sa
poddawane trawieniu zestawem endonukleaz
restrykcyjnych, a nastepnie rozdzielane na zelu
agarozowym w celu wykrycia polimorfizmu.
System CAPS stuzy do identyfikacji zmiennosci
w sekwencji DNA i znajduje zastosowanie, gdy
amplifikowane fragmenty DNA, nie daja si¢
zroznicowaC pod wzgledem dhlugosci. Zmien-
nosc¢ ta jest mozliwa do wykrycia dzi¢gki specy-
ficznemu rozpoznawaniu i trawieniu Scisle zde-
finiowanych sekwencji przez enzymy restryk-

cyjne.

SAMPL — Polimorfizm selektywnie
amplifikowanych mikrosatelitarnych loci

SAMP (ang. selectively amplified microsa-
telite polimorphic loci) to modyfikacja meto-
dy AFLP skupiajaca si¢ na analizie polimorfi-
zmu sekwencji mikrosatelitarnych (MORGAN-
TE i VOGEL 1994). Genomowe DNA podda-
wane jest trawieniu restrykcyjnemu, tak by
utworzy¢ lepki koniec, do ktérego przylaczo-
ny zostanie adaptor. Miejsce to stanowiC be-
dzie sekwencje komplementarna dla startera
AFLP, zas drugi starter projektowany jest tak,
by hybrydyzowal do sekwencji mikrosateli-
tarnej. Amplifikowany fragment zawiera si¢
wiec pomiedzy miejscem restrykcyjnym a se-
kwencja mikrosatelitarna. Poniewaz meto-
da ta umozliwia amplifikacje repetytywnego
DNA, bez koniecznoSci znajomosci sekwen-
¢ji flankujacych, generuje obrazy o bardzo
wysokim polimorfizmie oraz pozwala na wy-
krycie alleli kodominujacych.

MARKERY OPARTE NA POLIMORFIZMIE
POJEDYNCZYCH NUKLEOTYDOW

SSCP — Polimorfizm konformacji
pojedynczej nici DNA

SSCP (ang. single strand conformation
polymorphism) polega na detekcji polimor-
fizmu z zastosowaniem elektroforezy zdena-
turowanego jednoniciowego DNA, ktorego
konformacja ulega zmianie pod wpltywem
punktowych substytucji, delecji lub inser-
cji. Jej zastosowanie umozliwia identyfikacje
heterozygotycznoSci organizmow, a takze
okreslenie roznic strukturalnych DNA obej-
mujacych kilka par zasad, wptywajacych na
zmiane ruchliwoS$ci produktu w zelu polia-
krylmidowym. Metoda ta gldwnie stosowana
w detekcji chorob genetycznych cztowieka,
zostala zaadoptowana do analizy polimorfi-
zmu i detekcji mutacji w obrebie genomow
roSlin hodowlanych.

Pyrosequencing

Jest to technika umozliwiajaca analiz¢ po-
limorfizmu pojedynczych nukleotydow po-
przez sekwencjonowanie okreSlonego locus.
W trakcie amplifikacji sekwencji DNA prowa-
dzonej w obecnosci specyficznego startera,
a takze polimerazy DNA, sulfurylazy ATP, lu-
cyferazy i apyrazy oraz substratow, nast¢puje
wprowadzanie poszczegolnych dNTP do nici
DNA, co powoduje uwolnienie ekwimolarnej
ilos¢ pirofosforanu. Sulfurylaza ATP iloScio-
wo przeksztatca PPi w ATP w obecnosci ade-
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nozyno-5-fosfosiarczanu. Powstaly ATP gene-
ruje konwersje lucyferyny do oksylucyferyny,
co powoduje emisje Swiatla o natezeniu pro-
porcjonalnym do ilosci produkowanego ATP.
Swiatto to jest rejestrowane przez kamere
CCD i uwidaczniane w postaci piku na pyro-
gramie. W ostatnim etapie apyraza, degradu-
je nadmiar ANTP i ATP, wowczas dodawany
jest kolejny dNTP i cykl si¢ powtarza. W cza-
sie kolejnych cykli syntezy matrycowe DNA

jest uzupelniane brakujacymi nukleotydami,
natomiast pyrogram jest uzupelniany przez
kolejne piki generowane sygnalem Swietl-
nym. Metoda ta ma przewage nad tradycyj-
nym sekwencjonowaniem, gdyz umozliwia
jednoczesna analize wielu prob DNA, a jej
nowopowstajace modyfikacje pozwalaja na
obnizenie kosztow zwiazanych z badaniami
(AGHAJAN 2003).

ZASTOSOWANIE MARKEROW MOLEKULARYCH W HODOWLI ROSLIN

Systemy markeréw molekularnych staty
sie niezbednym narzedziem diagnostycznym
nowoczesnej hodowli roSlin uprawnych.
Umozliwily pokonanie barier, ktorych na-
streczala konwencjonalna metoda hodowli,
co przyczynito sie do ich szerokiego zakresu
wykorzystania w analizach (Tabela 2). Stoso-
wane sa w kolejnych etapach tworzenia no-
wych, wydajnych odmian roSlin uprawnych,
ktorych prawidlowy przebieg zapewnia po-
wodzenie prac hodowlanych.

Pierwszym z podejmowanych krokow
w hodowli roslin jest dobor roslin rodziciel-
skich sposrod dostepnej puli genowej istnie-
jacych odmian. Aby wtaSciwie oceni¢ zasoby
genowe pod katem produktywnoSci, para-
metrow jakoSci oraz tolerancji na abiotyczne
i biotyczne czynniki stresogenne, stosowano
dotychczas czasochtonne techniki opierajace
sie na wielokrotnych krzyzowaniach i selekcji
fenotypowej, badz tez analizach profili izoen-
zymatycznych (KARP i wspotaut. 1998). Syste-
my markeréw molekularnych okazaly sie byc¢
korzystniejsza alternatywa, gdyz umozliwily
szybsza i dokladniejsza analiz¢ zréznicowania
dostepnej puli genowej, identyfikacje waz-
nych uzytkowo cech, a takze ocene¢ stabilno-
Sci genetycznej uzyskanego potomstwa. Jest
to szczegollnie wazne przy dobieraniu kom-
ponentéw odmian mieszancowych. W tym
wzgledzie coraz szersze zastosowanie do ana-
lizy genomow roslinnych znajduja systemy
markerow mikrosatelitarnych SSR (HACKAUF
i WEHLING 2002), ISSR (DOMENIUK i wspol-
aut. 2002) oraz SAMPL (BOLIBOK i wspotaut.
2003).

Gdy materiat biologiczny, ktorym dys-
ponujemy, wykazuje zawe¢zone zréznicowa-
nie genetyczne, mozliwe jest zastosowanie
w pracach hodowlanych dzikich gatunkow
spokrewnionych z dana linia w celu wpro-
wadzenia pozadanych cech do nowotwo-
rzonej odmiany (KELLER i wspotaut. 1999).

Systemy markerow molekularnych daja moz-
liwoS¢ kontroli wlaczania nowego materiatu
genetycznego do tworzonej odmiany w dro-
dze introgresji. Geny takie niejednokrotnie
warunkuja wazne uzytkowo cechy, takie jak:
odporno$¢ na choroby polowe, wysoka ja-
kos¢ plonow, tak wiec analiza ich obecnoSci
w genomie wspiera selekcje hodowlana (BE-
RZONSKY i FRANCKI 1999). Czesto powstajaca
odmiana mieszancowa, oprocz pozadanych
cech uzytkowych, wykazuje takze cechy dzi-
kiego gatunku rodzicielskiego, ktore zostaly
niezamierzenie wprowadzone do genomu
roSlinnego. Podczas dalszych prac hodowla-
nych, analizy molekularne umozliwiaja wery-
fikacje obecnosci pozadanych alleli z jedno-
czesna eliminacja genotypOw posiadajacych
niechciane sekwencje DNA.

Dobor linii rodzicielskich wykorzystywa-
nych w pracach hodowlanych opiera si¢ na
dokladnej ocenie oraz selekcji, tak by sto-
pien ich pokrewienstwa odpowiadal zamie-
rzonemu celowi hodowlanemu. Podobien-
stwo genetyczne wykorzystywanych genoty-
pOw moze byC szacowane za pomoca analiz
morfologicznych, rodowodowych, a takze
genetycznych bazujacych na systemach mar-
kerow molekularnych. WiarygodnoS¢ nie-
ktorych metod bywa dyskusyjna, zwlaszcza
jezeli rozpatruje si¢ wyniki analiz izoenzy-
matycznych lub morfologicznych. Techni-
ki molekularne okazuja si¢ byC najbardziej
efektywne w ocenie dystansu genetycznego
wystepujacego miedzy liniami rodzicielskimi,
a jednoczesnie umozliwiaja prognoze¢ efek-
tywnosci tworzenia nowych odmian mie-
szancowych wykazujacych wazne uzytkowo
cechy. Stosowane byly z powodzeniem do
oceny wartosci kombinacyjnej genotypow
rodzicielskich prowadzac do wytworzenia li-
nii mieszancowych kukurydzy o korzystnych
cechach gospodarnych (STUBER i wspotaut.
1992). Dotychczas najczeSciej stosowana me-



234

JOANNA SZTUBA-SOLINSKA

Tabela 2. Zastosowanie systemow markerow molekularnych w hodowli roslin uprawnych.

System markerow ge- | Zastosowanie systemu markerowego w hodowli roSlin

netycznych

RFLP — mapowanie genomow roslin uprawnych m.in. zyta, ryzu, pszenicy, jeczmienia
i kukurydzy (MALYSHEV i wspotaut. 2003)
— lokalizacja loci cech ilosciowych (QTL) trzciny cukrowej i sorgo (JORDAN i KHUSH
2004)
— detekcja introgresji w krzyzowaniu wstecznym roslin (JENA i wspotaut. 1990)
— analiza pokrewienstwa genetycznego miedzy dzikimi gatunkami ryzu a odmiana-
mi uprawnymi (BAUTISTA i wspotaut. 2001)

VNTR — ocena zroznicowania genetycznego (KEANE i wspoétaut. 1999)
— analiza ewolucyjna sekwencji minisatelitarnych (KING i FERRIS 2002)
— identyfikacja sekwencji zaangazowanych w wystepowanie zjawiska cytoplazma-
tycznej meskiej sterylnosci (NISHIZAWA i wspotaut. 2000).

RAPD — detekcja zroznicowania genetycznego miedzy genotypami soi (CAETANO-ANOLLES
i wspotaut. 1991)
— ocena zroznicowania genetycznego linii rodzicielskich mieszancow rzepaku ozi-
mego (LIERSCH i wspotaut. 2004)
— lokalizacja sekwencji sprze¢zonych z genem warunkujacym odpornos¢ na rdze
brunatna pszenicy (CHEN i wspotaut. 2004)
— identyfikacja sekwencji specyficznych dla danej ptci roslin dwupiennych (URASA-
KI i wspotaut. 2002).

ISSR — identyfikacja polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych rzodkiewnika i spo-
krewnionych przedstawicieli rodzaju Brassica (BORNET i BRANCHARD 2004)
— lokalizacja sekwencji warunkujacych uzyteczne cechy ilosciowe kukurydzy (Do-
MENIUK i wspoétaut. 2002)
— mapowanie genomu pszenicy (KOJIMA i wspotaut. 1998)
— ocenia zroznicowania genetycznego rzodkiewnika (BARTH i wspotaut. 2002).

SSR — analiza filogenetyczna i identyfikacja osobnicza ziemniaka (ASHKENAZI i wspotaut.
2001)
— ocena zroznicowania kodujacych sekwencji genomu zyta (HACKAUF i WEHLING.
2002)
— mapowanie genow odpornosci na rdze brunatna pszenicy (STEPIEN i wspotaut.
2004)
— ocena loci cech iloSciowych odpowiadajacych za odpornos¢ na parch pszenicy
(Znou i wspoétaut. 2003)
— mapowanie genoméw (ZIETKIEWICZ i wspotaut. 1994)

STS — mapowanie genomu pszenicy (KHLESTKINA i wspotaut. 2002)
— mapowanie loci QTL odpowiedzialnych za specyficzne cechy morfologiczne gro-
chu (IRZYKOWSKA i wspoétaut. 2002)
— mapowanie gendw odpornoSci na rdz¢ brunatna pszenicy (STEPIEN i wspotaut.
2004)
— selekcja mutantow ryzu (Kim i wspotaut. 2004)

SCAR — analiza sekwencji warunkujacych cytoplazmatyczna meska sterylnoS¢ ryzu (YANG
i wspotaut. 2002)
— identyfikacja genu Sex1 determinujacego pte¢ papai (DEPUTY i wspot. 2002)
— mapowanie mutacji warunkujacych partenokarpiczne owoce (BERALDI i wspot-
aut. 2004)
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SNP

— identyfikacja mutacji punktowych w obrebie genu odpornosci na rdze liSciowa
pszenicy (TYRKA i wspotaut. 2004)

— badanie ekspresji genow u roslin poliploidalnych (MOCHIDA i wspoétaut. 2003)

AFLP

i wspotaut. 2004)

2004)

— analiza zmian genetycznych indukowanych naturalnym procesem starzenia si¢
nasion zyta (CHWEDORZEWSKA i wspotaut. 2002)
— identyfikacja locus przywracajacego ptodnosc¢ dzikich gatunkéw buraka (TOUZET

— lokalizacja genu odpornoSci na maczniaka wlaSciwego (SINGRUN i wspotaut.

— identyfikacja zmiennoSci sekwencyjnej (VOs i wspotaut. 1995)

CAPS
i wspotaut. 2003)

2004).

— mapowanie genu odpornoSci na rdz¢ liSciowa pszenicy jarej (CHELKOWSKI
— mapowanie genu odpornosSci na rdze Brassica juncea (VARSHNEY i wspotaut.
— mapowanie mutacji pat warunkujacej powstawanie partenokarpicznych owocow

pomidora (BERALDI i wspoétaut. 2004)

— ocenia zroznicowania genetycznego rzodkiewnika (BARTH i wspotaut. 2002).

SAMPL

aut. 2002)

1994)

— ocena zroznicowania genetycznego zyta ozimego (BOLIBOK i RAKOCZY-TROJANOW-
SKA 2003) i pszenicy uprawnej (ROY i wspotaut. 2002)

— ocena pokrewienstwa genetycznego odmian uprawnych batata (TSENG i wspol-

— identyfikacja polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych (MORGANTE i VOGEL

SSCP
(SATO i NIsHIO 2003)

— analiza polimorfizmu i detekcji mutacji w obrebie genoméw mutantéw ryzu

— lokalizacja mutacji w obrebie genu gf-2.8 warunkujacego odpornos¢ na zasolenie
mutantow pszenicy (WANG i wspotaut. 2001)

Pyrosequencing

2003)

— detekcja mutacji punktowych w obrebie genomu (PACEY-MILLER i HENRY 2003)

— ocena mutacji punktowych roSlin poliploidalnych m.in.: tetraploidalnego ziem-
niaka (RICKERT i wspoétaut. 2002) i heksaploidalnej pszenicy (MOCHIDA i wspotaut.

toda oceny zrdoznicowania genetycznego byl
system markerowy RFLP oparty na hybrydy-
zacji trawionego DNA z polimorficzna sonda.
Jako, ze system ten wymaga duzego nakladu
czasu i kosztow zwigzanych ze znalezieniem
polimorficznej sondy i odpowiedniego dobo-
ru enzymu restrykcyjnego, obecnie czeSciej
stosuje si¢ metody opierajace si¢ na reakcji
PCR. Przeprowadzajac analizy molekularne
dla niektorych gatunkéw roslin uprawnych
wykazano, iz prosta detekcja pokrewienstwa
genetycznego miedzy liniami bywa niewy-
starczajaca w przypadku tworzenia odmian
mieszancowych. Zidentyfikowano bowiem
geny kontrolujace proces rozszczepienia
uzytecznych cech mieszancOw oraz sprzeze-
nia genOw obnizajace zywotnoS¢ potomstwa
mieszancowego (Fu 1999). Wystepowanie
takich czynnikow genetycznych w badanych
genotypach moze zakloci¢ przebieg tworze-
nia mieszancow, w zwiazku z tym, prowa-

dzone sa analizy, majace na celu ich identy-
fikacje i eliminacje, a takze tworzenie linii
o zwiekszonej wartoSci kombinacyjnej (SILLS
i NIENHUIS 1998).

Waznym etapem prac hodowlanych jest
ocena uzyskanego potomstwa, majaca na
celu wybor najlepszej linii pod katem ana-
lizowanych cech. Systemy markero6w mole-
kularnych umozliwiaja lokalizacje sekwencji
sprzezonych z genami warunkujacymi wazne
uzytkowo cechy, dzigki czemu mozliwe jest
pominiecie kosztownej i dlugotrwatej oceny
fenotypowej linii hodowlanych. W zwiazku
z tym znajduja one zastosowanie w selekcji
materialu hodowlanego MAS (ang. marker
assisted selection). W selekcji standardo-
wo stosuje si¢ linie donorowa prezentujaca
w formie homozygotycznej wazny uzytko-
wo gen lub geny, za§ drugim komponentem
jest odmiana, ktérej wartoS¢ hodowlana ma
by¢ udoskonalona poprzez wprowadzenie
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okreSlonego genu z linii donorowej. Syste-
my markeréw genetycznych, takie jak RFLP,
SCAR, CAPS, znajduja zastosowanie w iden-
tyfikacji obu komponentow poprzez odroz-
nienie homozygotycznych genetypow od
heterozygotycznych. Mozliwe jest takze sto-
sowanie w tym celu systemOw markerowych
o dominujacym typie dziedziczenia, takich
jak AFLP lub RAPD, jednakze nalezy poddac
je konwersji w systemy SCAR lub CAPS (BRra-
DEEN i SIMON 1998). Strategia wprowadzania
waznego uzytkowo genu do udoskonalanej
odmiany opiera si¢ na konwencjonalnym
krzyzowaniu wstecznym, a uzyskane poko-
lenie ocenia si¢ pod katem heterozygotycz-
nosci badanego genu i stosuje w kolejnym
krzyzowaniu. Proces eliminacji ,niechcianych
genOw” pochodzacych od linii donorowe;j
mozna przyspieszyC dzieki zastosowaniu sys-
temow markerowych w kolejnych rundach
krzyzowania wstecznego, jednakze musza
one roznicowa¢ komponenty rodzicielskie.
Wykazano, iz dobor prowadzony w kierunku
cechy warunkowanej pojedynczym genem
z wykorzystaniem systemow markerow mo-
lekularnych, okazuje si¢ by¢ wysoce efektyw-
ny u réznych gatunkéw roslin uprawnych
(RHARRABTI i wspotaut. 2000).

Systemy markerowych DNA znajduja row-
niez zastosowanie w badaniu genow kontro-
lujacych poligeniczne cechy iloSciowe. Anali-
za molekularna loci cech iloSciowych (QTL)
pozwala na oszacowanie iloSci genow kon-
trolujacych dana wilasciwos¢ odmiany upraw-
nej, poziom wptywu kazdego z tych loci na
jej ekspresje, a takze ich lokalizacje w geno-
mie (IRZYKOWSKA i WOLKO 2004). Selekcja
genOw warunkujacych cechy iloSciowe jest
utrudniona, co wynika z duzej liczby alleli
zaangazowanych w powstanie danej wlasci-
wosci. Nalezy wiec ograniczy¢ sie do odna-
lezienia loci o duzym wplywie na rozpatry-
wana ceche lub tez genéw sprzezonych z ce-
cha w tak duzym stopniu, Ze staja si¢ one
podstawa dalszej diagnostyki. Systemy mar-
keré6w molekularnych znalazly zastosowanie
w tworzeniu odpowiednio nasyconych map
sprzezen, ktore umozliwiaja efektywna loka-
lizacje QTL, a takze analize sprzezen pomie-
dzy genami cechy iloSciowej, a genami ce-
chy jakoSciowej, ustalanie rodzaju zaleznoSci
pomiedzy fenotypami tych cech, okreslenie
rodzaju segregacji alleli oraz szacowanie cze-
stotliwos$ci rekombinacji pomiedzy badanymi
loci. Dzi¢ki temu, u wielu gatunkow roslin
uprawnych, analiza molekularna sekwencji
oraz ich sprzezen z cechami iloSciowymi,

umozliwita wykrycie genow lub regionéw
kodujacych wazne ekonomicznie cechy pro-
dukcyjne. Na podstawie przeprowadzonych
analiz molekularnych mozliwa jest selekcja li-
nii donorowych wykazujacych najkorzystniej-
sza kombinacje pozadanych alleli, badZ tez
jednej linii posiadajacej skumulowane waz-
ne uzytkowo geny. Nastepnie wykorzystuje
si¢ je w pracach hodowlanych majacych na
celu uzyskania genotypu o optymalnej kom-
binacji genow warunkujacych okreSlona ce-
che iloSciowa (ROMAGOSA i wspotaut. 1999).
Selekcja materiatu hodowlanego opierajaca
sic na technikach DNA moze rOwniez przy-
spieszy¢ proces odtwarzania linii rodziciel-
skich w procesie krzyzowania wstecznego
oraz identyfikacje roSlin o wysokim stopniu
pokrewienstwa dla odtwarzania genotypow
macierzystych.

Systemy markero6w molekularnych wyko-
rzystywane sa roéwniez w potaczeniu z tech-
nika BSA (ang. bulk segregant analysis) (BED-
NAREK i wspotaut. 2002). Metoda ta zaklada
mozliwos¢ identyfikacji sekwencji warunku-
jacych okreslona ceche uzytkowa, poprzez
porownanie wzorow molekularnych roslin
segregujacych pod wzgledem danej wtasci-
wosci o skrajnie réznych fenotypach. Mapo-
wanie genomOw roSlin nalezacych do duzej
populacji jest procedura kosztowna i czaso-
chtonna. Grupowanie osobnikow pod wzgle-
dem wysokiego i niskiego poziomu ekspresji
fenotypowej danej wlaSciwoSci, a nastepnie
przeprowadzanie analiz molekularnych tylko
na dwoch probach zbiorczych DNA, umozli-
wia przyspieszenie badan majacych na celu
lokalizacje sekwencji warunkujacych cechy
jedno-, jak i wielogenowe. Podczas gdy ma-
powanie loci cech iloSciowych (QTL) jest
najbardziej precyzyjna metoda lokalizacji ge-
now warunkujacych okreSlone wiaSciwosci,
analiza BSA jest wartoSciowa alternatywa,
dzieki ktorej mozna unikna¢ pracochlonne;j
analizy kazdego osobnika z danej populacji.
Technika ta nie tylko umozliwia identyfika-
cje alleli warunkujacych cechy uzytkowe, ale
rowniez pozwala na ocen¢ frekwencji ich
wystepowania w obrebie populacji (QUARRIE
i wspotaut. 1999). NajczeSciej wykorzystywa-
nymi systemami markerowymi w technice
BSA sa RFLP i SSR, ze wzgledu na ich kodo-
minacyjny charakter umozliwiajacy identyfi-
kacje najbardziej wartoSciowych rekombinan-
tow wykorzystywanych w hodowli (HACKAUF
i WEHLING 2002).

W momencie uzyskania ulepszonych od-
mian roslin uprawnych, niezbedne staje si¢
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opracowanie narzedzi umozliwiajacych ich
precyzyjna identyfikacje. Identyfikacja roslin
uprawnych dokonywana jest przez miedzyna-
rodowe organizacje UPOV (ang. The Interna-
tional Union for The Protection of New Va-
rieties of Plants) oraz ISTA (ang. Internatio-
nal Seed Testing Association) przeprowadza-
jace analizy biochemiczne biatek zapasowych
nasion oraz badania izoenzymatyczne, a opra-
cowywane wykazy odmian hodowlanych

sa publikowane w specjalnych katalogach.
Obecnie prowadzone analizy potwierdzaja
przewage systemOow markerow molekular-
nych, takich jak SSR, SNP i AFLP, nad dotad
stosowanymi badaniami biatek. Dowiedziono,
ze markery molekularne stanowia wiarygod-
ne, dostepne i wydajne narzedzie oceny czy-
stoSci odmian (LAW i wspotaut. 1998). Tech-
niki te podlegaja ciaglemu rozwojowi, a ich
zakres zastosowania staje si¢ coraz Szerszy.

PODSUMOWANIE

Systemy markerowe rozwijane przez
ostatnie dziesieciolecia, wplynely w znaczacy
sposob na postep osiagniety w hodowli i ge-
netyce roslin. Obecny stan wiedzy na temat
organizacji i struktury genomoéw roslinnych
umozliwil przyspieszenie prac zwiazanych
z mapowaniem genomow roSlinnych, analiza
loci cech iloSciowych i jakoSciowych, zas ana-
liza sekwencji sprzezonych z waznymi eko-
nomicznie cechami stata si¢ niezbednym ele-
mentem prac hodowlanych. Prowadzone sa
intensywne badania nad doskonaleniem me-
tod mapowania loci cech iloSciowych (QTL)
z wykorzystaniem ztozonych analiz kompu-
terowych, ktére umozliwia uszczegolawianie
obecnie istniejacych map genowych roSlin.
Molekularne technologie markerowe staly sie
integralna czeScia programow hodowlanych,
znajdujac zastosowanie w transferze i mody-
fikacji genow miedzy oddalonymi gatunkami
roslin. Mimo wszechstronnego zastosowania
metod molekularnych w genetyce roSlin, na-

ukowcy napotykaja pewne bariery utrud-
niajace prace w oparciu o te techniki. Duza
odleglos¢ dzielaca polimorficzne sekwencje
i geny warunkujace uzyteczne cechy, zwick-
sza prawdopodobienstwo zachodzenia mie-
dzy nimi crossing-over. System markerowy
umozliwiajacy  monitorowanie  segregacji
danego genu podczas krzyzowania, moze
okaza¢ si¢ woOwczas nieskuteczny w dalszej
selekcji osobnikow. Podejmujac  badania
opierajace si¢ na technikach molekularnych
nalezy bra¢ pod uwage nie tylko ich ogrom-
ne zalety, ale takze by¢ Swiadomym ich ogra-
niczen, ktore moga wplywa¢ na uzyskane
wyniki badan. Wybor systemu markerowego
nalezy uzalezni¢ od celu badawczego, wyma-
ganego poziomu polimorfizmu, skali analiz,
a takze takich czynnikow jak wyposazenie
laboratorium oraz fundusze przeznaczone na
badania. Uwzglednienie wyzej wymienionych
czynnikow moze dopomoéc w realizacji pro-
jektu naukowego.

MOLECULAR MARKERS SYSTEMS AND THEIR APPLICATION IN PLANT BREEDING

Summary

The development of molecular techniques has
led to significant improvement in our knowledge
of plant genetics and understanding of the molecu-
lar mechanisms operating within plant genomes.
Considerable emphasis has been laid on the use of
molecular markers in studying DNA sequence vari-
ation among species, monitoring genetic variation
and in genotype identification. Molecular (genetic)
marker is defined as a sequence on a chromosome
with specific location e.g. restriction enzyme cut-
ting site, coding regions of DNA or segment of DNA
with no known coding function but with determi-
nable inheritance pattern. Improvements in marker
systems and in the techniques used to identify DNA
sequences linked to useful traits, have both enabled

tremendous advances in the area of plant breeding.
The first developed marker system, RFLP, has laid
the groundwork for modern genetic analysis and
its numerous improvements led to development of
separate systems such as RAPD and AFLP. The in-
creasing knowledge of genotypes, acquired through
genome sequencing projects, enabled designing of
marker systems based on highly specific motifs such
as minisatellite and microsatellite DNA repeats. Oth-
er molecular marker-based systems like sequence-
tagged sites (STS), sequence characterized amplified
regions (SCAR) and single nucleotide polymorphism
(SNP) have been routinely used to assist selection
for desirable characters, comparative mapping, se-
quencing of plant genomes and breeding programs.
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