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Retrotransposons — Class | mobile genetic elements, are the main group of dispersed repeated
sequences in cukaryotic genomes. They transpose via RNA intermediate with the use of reverse
transcriptase. Retrotransposition leads to an increase of the retrotransposon copy number in the
host genome. Thus it generates genetic variation that may be revealed by retrotransposon-based
DNA markers systems. The range of available techniques include S-SAP - a modification of
the AFLP method that shows fragments length polymorphisms between restriction sites and
retrotransposon terminal sequences, IRAP and REMAP — two similar methods revealing length
polymorphisms of fragments lying between retrotransposons and between retrotransposon and
SSR loct, respectively. These three techniques provide dominant markers. while RBIP codo-
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Main applications and problems related to use of these markers are also described.
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WSTEP

Retrotranspozony to sekwencje w genomie
zdolne do tworzenia wlasnych kopii w procesie
odwrotne] transkrypcji i wstawiania ich w nowe
loci. Kazdy w pelni funkcjonalny retrotranspo-
zon zawiera sckwencje kodujace biatka oraz
domeny niekodujace. Zarowno pierwsze, jak
i drugie, niczbgedne sa do jego prawidlowej
akiywnoscl.

Retrotranspozony wraz z transpozonami
DNA i retrowirusami zaliczane sa do ruchomych
elementow genetycznych, czyli grupy sekwencji
zdolnych do zmiany swego polozenia w geno-
mie. Mobilnos¢ ta jest cecha wyjatkowa na tle
pozostalych, z reguly statycznych, elementow
genomu. Dzi¢ki mozliwosci wilaczania swych
kopil w rozne loci retrotranspozony staly sig¢

glowna grupa rozproszonych sekwencji powta-
rzalnych.

Aktywnos¢ retrotranspozycyjna jest sty-
mulowana przez rozmaite czynniki stresowe,
a mutacje bedace wynikiem wstawiania kopii
retrotranspozonu w nowe miejsca w genomie
moga prowadzi¢ do powstania genotypu odpor-
nego na dany stres. Nalezy podkresli¢, ze w po-
pulacji moga by¢ utrwalone tylko mutacje, ktore
zaszly w komorkach dajacych gamety 1 prze-
kazane zostaly potomstwu. Oprécz zmiennosci
generowanej przez retrotranspozony mozna tez
moéwi¢ o wewngtrznym zréznicowaniu samych
retrotranspozonow. Jest ono wyrazone podzialem
ich na grupy, tzw. rodziny. Podstawowym narzg-
dziem badania zroéznicowania retrotranspozonow
jest ich sekwencjonowanie. Natomiast techniki
prezentowane w niniejszym artykule pozwalaja
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analizowa¢ zmiennos$¢ genetyczna, ktéra po-
wstata w wyniku aktywnosci retrotranspozonow.
Markery DNA generowane w oparciu o retro-
transpozony sa bardziej polimorficzne od mar-
keréw uzyskiwanych , tradycyjnymi” metodami
(np.: RFLP, RAPD, AFLP) i w przeciwiefstwie
do nich prezentuja zmienno$¢ wynikajaca przede
wszystkim z jednego, konkretnego procesu (re-
trotranspozycji). Metody badania zmiennosci
w oparciu o retrotranspozony umozliwiaja tez
badanie dynamiki aktywnosci tych elementéw
i jej wplywu na genom.

KLASYFIKACJA RETROTRANSPOZONOW

Ruchome elementy genetyczne dzieli sig na
dwie klasy ze wzgledu na rodzaj czasteczek bio-
racych udzial w ich przemieszczaniu (transpozy-
cji). Do Klasy I zalicza si¢ tzw. retroelementy,
czyli retrowirusy i retrotranspozony. Tworza
one stadium posrednie w formie czasteczki
RNA i dopiero na jej matrycy syntetyzowana
jest ,potomna” czasteczka DNA. Elementy
zaliczane do Klasy Il to transpozony DNA
— w procesie ich transpozycji uczestniczy tylko
czasteczka DNA.

W obrgbie retrotranspozonéw wydzielone
zostaty dwie glowne grupy ze wzgledu na
strukturg:

e retrotranspozony LTR — posiadaja na
swych koncach domeny zwane dlugimi po-
wtorzeniami terminalnymi (ang. long terminal
repeats = LTR);

e retrotranspozony non-LTR — pozbawione
LTR.

Zréznicowanie sekwencji domen LTR jest
kryterium klasyfikacji retrotranspozonéw LTR
w grupy zwane rodzinami. W obrebie rodzin
retrotranspozonow sekwencje te cechuja si¢
duza konserwatywnoscia.

Podczas analizy zmiennosci genetycznej
technikami opartymi na retrotranspozonach
najczesciej wykorzystuje si¢ sekwencje domen
LTR. Istota tych metod jest ukazanie polimor-
fizmu dtugosci fragmentow DNA zawartych
pomigdzy dwoma retrotranspozonami LTR,
badz tez migdzy retrotranspozonami LTR
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a innymi sekwencjami w genomie. Wszystkie
omowione ponizej metody wykorzystuja PCR
(polymerase chain reaction), ktora pozwala
powielaé¢ fragmenty DNA o dlugosci do kilku
tysigcy nukleotydow przez synteze nici DNA
komplementarnej do nici matrycowej. Wykorzy-
stywana w tym procesie polimeraza DNA jest
w stanie kopiowa¢ DNA, dotaczajac nukleotydy
do istniejacej juz krotkiej sekwencji DNA. Takie
fragmenty, ktore rownoczesnic wyznaczaja
miejsce poczatku amplifikacji w PCR, zwane
sa starterami. Aby w oparciu o retrotranspozon
amplifikowaé przy uzyciu PCR fragmenty re-
prezentujace sekwencje z jego bezposredniego
sasiedztwa, nalezy zaprojektowac startery kom-
plementarne do terminalnych odcinkow tego
elementu. Najbardziej przydatne sq konserwa-
tywne sekwencje lezace jak najblize) koncow
retrotranspozonu. Domeny LTR spetniaja oba
te warunki. Dzigki temu retrotranspozony LTR
wykorzystywane sg glownie do badania zmien-
nosci genetycznej przy uzyciu technik opartych
o PCR i ich wlasnie dotycza omawiane tutaj
zagadnienia. W dalszej czesci artykutu retro-
transpozony LTR zwane sg retrotranspozonami,
a skrét LTR oznacza tylko domeny (domeng)
takiego retrotranspozonu.

STRUKTURA RETROTRANSPOZONOW

Jak juz zostalo powiedziane, LTR sa po-
lozone na koncach retrotranspozonu (Ryc. 1.).
Biora one udzial we wiaczaniu kopii retrotran-
spozonu w nowe loci, poniewaz zawicraja spe-
cyficzne sekwencje, z ktorymi faczy si¢ enzym
prowadzacy ten proces (integraza). Ponadto LTR
zawierajac sekwencje promotorowe i termina-
torowe, wyznaczaja miejsca poczatku i konca
transkrypcji retrotranspozonu. [Kolejne domeny
to, patrzac ku srodkowi retrotranspozonu, styka-
jace si¢ z LTR, sekwencje PBS (primer binding
site) z jednej strony oraz PPT (polypurine tract)
z drugiej, ktore sa odpowiedzialne za rozpoczg-
cie syntezy nici cDNA na bazie mRNA (patrz
Retrotranspozycja). ]

Centralna czgséé retrotranspozonu sklada sig
z genow kodujaceych:
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Ryc. 1. Struktura retrotranspozonéw LTR z uwzglgdnieniem
rdznic pomiedzy grupami copia-like i gypsy-like. TSD
~ target site duplications, LTR — long terminal lepeats,
PBS — primer binding site, PPT polypurine tract, ENV
— domena envelope, GAG — gen gag, pol — gen polipro-
teiny, zawierajacy sekwencje: proteazy (PR), odwrotnej
transkryptazy (RT), RNazyH (RH), intergrazy (IN).

Fig. 1. Structure of LTR retrotransposons and differences be-
tween groups: the copia-like and the gypsy-like. TSD — target
site duplications, LTR — long terminal lepeats, PBS — primer
binding site, PPT polypurine tract, ENV — envelope domain,
GAG - gag gene, pol — gene of the polyprotein, including
sequences of: the protheinase (PR), the reverse transcriptase
(RT), the RNaseH (RH), the intergrase (IN).

e proteaz¢ (PR), enzym, ktéry tnie powstalg
w wyniku translacji poliproteing na funkcjonalne
Jjednostki;

e odwrotng transkryptaze (RT), ktora tworzy
c¢DNA na matrycy RNA;

e RNazg¢ H (RH), degradujaca RNA po utwo-
rzeniu komplementarnej do niego nici cDNA
w procesie odwrotnej transkrypcji;

e integraz¢ (IN), ktora bierze udzial w in-
sercji kopii retrotranspozonu w nowym miejscu
W genomie;

e biatko GAG tworzace czasteczke ,,wiruso-
podobna” (ang. virus-like particle, VLP).

Produktem ekspresji wszystkich genow jest
poliproteina gag-pol lub tez powstaja dwa od-
dzielne biatka: gag i pol.

Retrotranspozony otoczone sg sekwencjami
TSD (target site duplication) o dhugosci kilku
par zasad (pz), ktore powstaja w czasie insercji
w nowym loci. Przedstawione na Ryc. 1 dwa
podstawowe typy retrotranspozonéw LTR:
gypsy-like 1 copia-like roznig si¢ kolejnoscia
genow w pol oraz obecnoscia u gypsy-like do-
meny ENV kodujacej biatko wirusowe (Schul-
man et al. 2004, Saariaho 2006). Sprawia to,
ze retrotranspozony gypsy-like sa strukturalnie
bardzo podobne do retrowirusow. Swiadczyé to

moze o tym, iz retrotranspozony i retrowirusy
pochodza od wspolnego przodka.

Mimo Ze retrotranspozony skladaja si¢ z tych
samych domen, to pomigdzy rodzinami retrotran-
spozonéw istnieja czgsto réznice dlugosci ele-
mentéw. Fakt ten wynika z obecnosci intronow,
nie scharakteryzowanych jeszcze dodatkowych
domen kodujacych, czy tez z réznicy w diugo-
$ci LTR. Elementy BARE-1 (barley retrotran-
sposon 1), jedna z najlepiej poznanych rodzin
retrotranspozonéw, opisana po raz pierwszy
u Hordeum vulgare, maja dlugosc 8,9 tys. pz,
w tym kazdy LTR 1,8 do 1,9 tys. pz (Vicient
et al. 1999b). Przyktadem duzego retrotranspo-
zonu jest Grande opisany w rodzaju Zea. Jego
dhugos¢ wynosi 13,8 tys. pz, przy czym posiada
stosunkowo krotkie sekwencje LTR (ok. 0,6 tys.
pz) (Garcia-Martinez, Martinez-Izquierdo 2003).
Inny bardzo duzy retrotranspozon — Ogre — wy-
kryty w genomie Pisum sativum wyr6znia sig¢ nie
tylko diugoscia (ok. 22 tys. pz, razem z wyjat-
kowo dhugimi LTR — po ok. 5 tys. pz), ale i nieco
odmienna budowa domeny kodujacej (Neumann
et al. 2003). Oprocz w pelni ,,samowystarczal-
nych” retrotranspozonow, w genomach moga
wystepowac takze elementy nieautonomiczne,
jak na przyktad LARDs (large retrotransposon
derivatives) lub TRIM (terminal-repeat retro-
transposon in miniature), ktore nie posiadaja
funkcjonalnej czesci kodujacej (Antonius-Kle-
mola et al. 2006, Kalendar et al. 2004).

RETROTRANSPOZYCJA

Proces powielania retrotranspozonu za po-
$rednictwem mRNA to retrotranspozycja. Skta-
daja si¢ na nia nastgpujace etapy (Ryc. 2):

o transkrypcja, czyli synteza RNA na matrycy
retrotranspozonu;

e odwrotna transkrypcja, czyli przepisanie
transkryptu RNA na cDNA;

e insercja (wstawienie) powstatej kopii re-
trotranspozonu w nowe locus.

Transkrypcja zachodzi w jadrach komoérko-
wych z udzialem polimerazy RNA II. Nastgp-
nie transkrypty sa transportowane poza jadro,
do cytoplazmy. Tam dochodzi do translacji,
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Ryc. 2. Mechanizm retrotranspozycji prowadzi do zwigksza-
nia floéci kopii retrotranspozonu w genomie.

Fig. 2. Mechanism of retrotransposition leads to increase of
the retrotransposons’ copy number in genome.

a z powstalych bialek Gag formowane sa cza-
steczki ,,wiruso-podobne”. Do tych czasteczek
trafia transkrypt retrotranspozonu oraz enzymy
odpowiedzialne za odwrotng transkrypcje i inte-
gracj¢. Proces odwrotnej transkrypcji zachodzi
w czasteczkach ,,wiruso-podobnych”. Gotowa
kopia cDNA jest wprowadzana do jadra i tam
przy pomocy integrazy wlaczana do genomu
(Saariaho 2006). Kazda kopia retrotranspozonu
jest potencjalnym zrodiem dalszych kopii. Przy
duzej aktywnosci retrotranspozycji staje si¢ ona
glownym czynnikiem powigkszania genomu.
Retrotranspozycja moze prowadzi¢ do zmiany
ekspresji genow, najczesciej ich wylaczania,
gdy kopia retrotranspozonu zostanie wstawiona
w obrgbie genu lub sekwencji regulatorowe;j.

Jesli retrotranspozycja ma miejsce w ko-
morkach dajacych gamety, to powstata zmiana
w genomie moze by¢ przekazana potomstwu
i utrwalona w populacji. Polimorfizm opisy-
wanych tu markeréw wynika z tych wiasnie
zmian. Retrotranspozony aktywowane sa glow-
nie rozmaitymi czynnikami stresowymi, zarOwno
biotycznymi, jak i abiotycznymi, a ich dziatanie
moze sprzyja¢ powstaniu genotypu odpornego
na dany stres na drodze przypadkowych mutacji
(Wessler 1996, Melayah et al. 2001).

RETROTRANSPOZONY A GENOM

Retrotranspozony wystgpuja powszechnie
we wszystkich genomach eukariotycznych i sg
tu gléwna grupa rozproszonych sekwencji po-
wtarzalnych. Brak ich natomiast u prokaryota.

~ W. Bieniek

Na chromosomach rozmieszczone sa réwno-
miernie, z wyjatkiem centromerdw, telomerow
1 organizatorow jaderek (Vicient et al. 1999a,
Waugh et al. 1997). W centromerach obecne
sg na ogol tylko okreslone rodziny retrotran-
spozondw i to W mniejszej proporcji niz inne
rodziny w pozostalych regionach chromosomu
(Jiang et al. 2003). Szczegotowe badania chro-
mosoméw wskazuja, ze dana rodzina retrotran-
spozonow wsrod Poaceae moze cechowac sig
specyficznoscia dla centromerow, podezas gdy
u Arabidopsis thaliana ta sama rodzina nie
wykazuje tej wlasnosci (Langdon et al. 2000).
Retrotranspozony i sekwencje z nich pochodzace
w niektoérych rodzajach stanowi¢ moga nawet
migdzy 10% a 60% materialu genetycznego
(Vicia, Zea, wielu przedstawicieli Triticeae).
Mozna zaobserwowaé, ze im wigkszy genom
tym wigkszy udzial posiadajq w nim retrotran-
spozony (Pearce et al. 1996, Vicient et al. 2001,
Schulman et al. 2004, Wendel, Wessler 2000).
W genomie jgczmienia wystgpuje kilkanascie ty-
sigcy kopii retrotranspozonu BARE-1, u réznych
przedstawicieli Hordeum stanowi¢ one moga
od 0,8% do 5,7% genomu. Nawet u osobnikow
w obrgbie jednej populacji liczba kopii danego
elementu moze wykazywac zroznicowanie.
Obserwuje si¢ silny polimorfizm liczby kopii
retrotranspozonu w zaleznos$ci od warunkow
srodowiskowych (Vicient et al. 1999a, Wendel,
Wessler 2000).

Kazdy retrotranspozon zawiera dwie domeny
LTR. Spodziewana proporcja liczby LTR do pel-
nych kopii elementu wynosi zatem 2:1. Vicient et
al. (1999a) wykazali, ze u przedstawicieli Hor-
deum proporcja LTR specyficznych dla BARE-]
jest nawet kilkanascie razy wigksza. Swiadczy
to o tym, Ze istotna frakcja w genomach sg cze-
sto wolne fragmenty LTR (solo LTR). Powstaja
one w wyniku rozerwania retrotranspozonu
w czasie rekombinacji lub insercji jednego ru-
chomego elementu w obrgbie innego. W zwiazku
z uzyciem w analizie zmiennosci genetycznej
starterow PCR komplementarnych do LTR obec-
nos¢ duzej ilosci solo LTR w genomie pozwala
uzyska¢ wyzsza liczbg produktow (markerow).
Powielane sa nie tylko fragmenty z bezposred-
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niego sasiedztwa calych retrotranspozonow, ale
i te, ktore przylegaja do solo LTR.

MARKERY DNA

Markery DNA obok izoenzymow, bialek
strukturalnych i zapasowych zaliczane sa do
markerow molekularnych. Na potrzeby niniej-
szego opracowania najbardziej przydatna jest
definicja markerow molekularnych wg Masoj-
cia (2001) zawgzona do markerow DNA, ktora
okresla je jako rozdzielane w polu elektrycznym
fragmenty DNA, wykazujace polimorfizm ge-
netyczny.

Pierwsza technika analizy zmiennosci ge-
netycznej z zastosowaniem markerow DNA
jest opracowana w latach *70 XX w. RFLP
(restriction fragment length polymorphism).
Ukazuje ona zroznicowanie wynikajace z mu-
tacji w obre¢bie sekwencji cigtych przez enzymy
restrykcyjne oraz mutacji fragmentow zawartych
pomigdzy tymi miejscami. Wprowadzenie tech-
niki PCR pozwalajacej na powielanie fragmen-
tow DNA przyczynito si¢ do rozwoju kolejnych
technik analizy zmiennosci genetycznej. Sposrod
nich do najszerzej stosowanych naleza obecnie
RAPD (random amplified polymorphic DNA)
(Williams et al. 1990) oraz AFLP (amplified
[fragment length polymorphism) (Vos et al. 1995).
RAFD polega na powielaniu fragmentow DNA
zawartych pomigdzy dwoma przypadkowymi,
identycznymi sekwencjami o dhugosei 10 nukleo-

Tabela 1. Porownanie istotnych cech prezentowanych markerow.

tydow. Polimorfizm markeréw RAPD jest spo-
wodowany mutacjami w obrebie tych sekwencji
flankujacych oraz réznicami w dlugosci powie-
lanych odcinkéw. Technika AFLP wykorzystujac
enzymy restrykcyjne i PCR, taczy w sobie cechy
dwoch wyzej wymienionych metod.

Dobre markery to markery, ktore sa jed-
noczesnie wysoce informatywne, wiarygodne
i ekonomiczne. Powinny zatem cechowac si¢
silnym polimorfizmem, kodominujacym cha-
rakterem dziedziczenia, wysoka frekwencja
i rownomiernym rozlozeniem w genomie, duza
powtarzalno$cia oraz prosta i szybka metoda
wykrywania (Masoj¢ 2001). Sam fakt, ze retro-
transpozony sa zarowno elementami genomu, jak
i jednym ze Zrodet jego zroznicowania, czyni
je atrakcyjnym narzg¢dziem badania zmiennosci
genetycznej. Zroznicowanie ukazane z ich uzy-
ciem wynika gléwnie z aktywnosci retrotran-
spozycyjnej, podczas gdy wigkszos¢ obecnie
stosowanych technik ukazuje sum¢ zmiennosci
powstatej na skutek retrotranspozycji i wielu
innych procesow, takich jak mutacje punktowe,
insercje, delecje, rekombinacja, itp. Zaletami
retrotranspozonow sg rowniez duza frekwencja
1 rownomierne rozloZzenie w genomie. Ponadto
prawie wszystkie insercje tych elementow sa
nicodwracalne, co oznacza, ze retrotranspozon
raz wstawiony w dane locus nie moze by¢ catko-
wicie z niego usuniety. Fakt ten daje markerom
opartym na retrotranspozonach przewage nad
analiza polimorfizméw stanowiacych zmiany

'~ zalezy od liczby kopii retrotranspozonu w genomie,

w przypadku opracowania starterow dla konkretnego locus, * — w przypadku analizy opisanego locus.

Table 1. Comparison of important characteristics of the presented marker systems.

' — depends on the copy number of

retrotransposon in genome, * — when nucleotide sequence of the analysed locus is not described, * — when the analysed

locus has been sequenced.

- S . :
L . Wymagania
! : Wydajnos¢ analizy ymag
. | Liczba obserwowanych L techniczne i koszty
Markery | Charakter 3 5 i | : w obrgbie roznych . =
- s . Specyficznosc | loci . analizy
Marker dzicdziczenia TP , = gatunkow P
. Specificity Number of observed . . . Technical
system Inheritance A = Efficiency of analysis "
: loci e e - requirements and
within different species ; :
| - costs of analysis
S-SAP | dominujace wysoka | bardzo duza duza duze
IRAP | dominujace srednia | do kilkudziesigciu ograniczona mate
REMAP | dominujace srednia I duza srednia mate
KBIP | kodominujace | bardzo wysoka |1 duza | duze-'mate’




odwracalne (do takich nalezg np. SNP — single
nucleotide polymorphism, SSR — simple sequ-
ence repeats). Dzigki nieodwracalnosci retrotran-
spozycji wyniki otrzymane z analizy markerow
wykorzystujacych retrotranspozony sa bardziej
wiarygodne, zwlaszcza w badaniach filogene-
tycznych (Kumar, Hirochika 2001, Schulman
et al. 2004). Pozostale cechy poszczeg6lnych
technik zostaly opisane ponizej oraz w Tab. 1.

PRZEGLAD TECHNIK

S-SAP (Sequence-Specific Amplified Poly-
morphism) to technika bedaca pochodna AFLP.
Pozwala ona obserwowac¢ polimorfizm diugosci
fragmentow zawartych migdzy retrotranspozo-
nem a miejscem restrykcyjnym. W oryginalnej
procedurze DNA jest trawione dwoma réznymi
enzymami restrykcyjnymi, a w miejscach trawie-
nia przylaczane sa czasteczki adaptorowe (proces
przylaczania zwany jest ligacja), dla ktorych za-
projektowane sg startery. Podobnie jak w AFLP
pierwsza seria PCR stuzy ograniczeniu puli pro-
duktow i amplifikowane sa tu fragmenty zawarte
pomiedzy czasteczkami adaptorowymi. Druga
seria PCR polega na powielaniu fragmentéw
zawartych migdzy czasteczka adaptorowg a LTR
wybranej rodziny retrotranspozonéw (Ryc. 3).
Gdy spodziewana liczba produktéow jest duza
stosuje si¢ startery z tzw. nukleotydami selek-
cyjnymi, ktore ogranicza pulg produktow PCR.
Zbyt duza liczba uzyskanych markerow sprawia,
ze niemozliwe jest ich wiarygodne odczytanie
(Waugh et al. 1997). W przypadku niewielkiej
liczby kopii retrotranspozonu w genomie lub gdy
do trawienia stosuje si¢ enzym rzadko-tnacy, co
owocuje mniejszg liczbg markerow, mozliwe
jest zastosowanie starterow bez nukleotydow
selekcyjnych (Schulman et al. 2004). Rozdzial
produktéw PCR odbywa si¢ w zelach poliakrylo-
amidowych. S-SAP jest obecnie najczeseiej sto-
sowang technika generowania markeréw DNA,
bazujaca na retrotranspozonach. Wyniki badan
przeprowadzonych na réznych gatunkach roslin
i roznych rodzinach retrotranspozonéw swiadcza
o tym, ze cechuje ja wysoki polimorfizm marke-
row, wyzszy niz w przypadku AFLP czy RAPD

W. Bieniek

trawienie restrykcyjne

LTR]  RTN  [LTR}-
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Ryc. 3. Uproszezony schemat techniki S-SAP (Sequence Spe-
cific Amplified Polymorphism). Pominigto preamplifikacye.
Strzatki oznaczaja startery PCR, krzyzyk — migjsce restryk-
cyjne, adapt — czasteczka adaptorowa.

Fig. 3. Simplified description of S-SAP (Sequence Specific
Amplified Polymorphism) analysis. Preamplification is
omited. Arrows represent primers, cross
adapt — adaptor.

restriction sile,

(Berenyi et al. 2002, Porceddu et al. 2002, Syed
etal. 2005, Tam et al. 2005). Waugh et al. (1997)
porownujac technika S-SAP na bazie BARE-/
odmiang i lini¢ hodowlang jgczmienia, otrzymali
$rednio 36 markerow z kazdej kombinacji starte-
row, uzyskujac 26% polimorficznych produktow.
Analiza tych samych obiektow technika AFLP
data 19% markeréw polimorficznych. Podobnic
Jjak w AFLP wysoka powtarzalnosé i wydajnosc
okupiona jest bardziej skomplikowang metodyka
i wyzszymi kosztami analizy niz w przypadku
pozostatych opisanych technik. Spowodowane
jest to koniecznoscia prowadzenia trawienia
restrykcyjnego, ligacji i dwoch etapow ampli-
fikacji. Przed rozpoczgciem wiasciwej analizy
konieczne jest tez wykonanie testu starterow
z roznymi nukleotydami selekcyjnymi, gdyz
majg one duzy wplyw na nasycenic profili
prazkowych (Leigh et al. 2003).

Powstaja modyfikacje S-SAP wykorzystujace
retroelementy non-LTR (Prieto et al. 2005, Nagy
et al. 2006). Do analizy zmiennosci sekwencji
WEeWN4Lrz retrotranspozonu opracowano inng
modyfikacj¢ S-SAP: jeden ze starterow projek-
towany jest dla genu gag w taki sposob, Zeby
powielone zostaly fragmenty zawarte pomigdzy
tym genem a miejscami restrykcyjnymi w ob-
rebie domeny kodujacej. Metodg ta nazwano
RIVP (Retrotransposon Internal Variation Poly-
morphisms) (Vershinin, Ellis 1997).

IRAP (Inter Retrotransposon Amplified Po-
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lymorphism) polega na powielaniu sekwencji
zawartych pomigdzy dwoma retrotranspozonami
reprezentujacymi t¢ sama rodzing, lezacymi
w odlegtosci od kilkudziesigciu pz do kilku
tysigey pz. Dla kazdej rodziny retrotranspozo-
now mozliwe sa tylko trzy kombinacje starterow
odzwierciedlajace trzy mozliwe ustawienia frag-
mentow wzgledem siebie (Ryc. 4A): pomigdzy
lewym i prawym LTR, pomigdzy dwoma lewymi
LTR oraz migdzy dwoma prawymi LTR. Kazda
z trzech amplifikac)i dostarcza od kilku do kil-
kunastu markerow. IRAP nie wymaga trawienia
restrykcyjnego ani ligacji. Ogranicza si¢ do prze-
prowadzenia PCR, a rozdzial produktow moze
odbywac si¢ w zelach agarozowych (Kalendar
et al. 1999),

Technika ta zostala opracowana z wyko-
rzystaniem BARE-1 dla Hordeum vulgare,
w ktorego genomie oprocz licznych aktywnych
kopii tych elementow wystepuje wiele sekwencji
solo LTR (Kalendar et al. 1999, Vicient et al.
1999a). Metoda ta musi wykorzystywac rodziny
retrotranspozonow wystepujace w duzej liczbie
kopii, w przeciwnym razie jest ona mato wydaj-
na. Oprocz jgczmienia IRAP ma zastosowanie
dla innych traw oraz dla organizmow o podobnej
strukturze genomow (Schulman et al. 2004). Ze

A e
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Ryc. 4. Trzy warianty IRAP (Inter Retrotransposon Amplified
Polvmorphism) (A). REMAP (Retruiransposon-Microsatel-
lite Amplified Polymorphism) (B). Strzalki oznaczajg startery
PCR: L i P - odpowiednio lewa i prawg sekwencje LTR:
SSR — sekwencjg mikrosatelitarng.

Fig. 4. Three variants of IRAP (Inter Retrotransposon Am-
plified Polvmorphism) (B), REMAP (Retrotransposon-Mic-
rosatellite Amplified Polvmorphism) (C). Arrows represent
primers: L and P — left and right LTR, respectively; SSR
- microsatellite locus.
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wzgledu na wysoki polimorfizm markeréw IRAP
nie zaleca si¢ jej stosowania do analiz na pozio-
mie wyzszym niz wewnatrzgatunkowy.

REMAP (Retrotransposon-Microsatellite
Amplified Polymorphism) jest technika polega-
jaca na powielaniu fragmentow DNA zawartych
pomigdzy LTR a sekwencjami mikrosatelitar-
nymi (Ryc. 4B). Dzigki mozliwosci uzycia roz-
nych starteréw mikrosatelitarnych pozwala ona
uzyskac¢ wiele profili prazkowych. Podobnie jak
IRAP, REMAP zostala opracowana w oparciu
0 BARE-1 dla jgczmienia (Kalendar et al. 1999),
Obie techniki na ogot stosowane sa rownolegle,
gdyz wykorzystujg one te same startery kom-
plementarne do LTR. Wymagania techniczne
sq identyczne jak przy IRAP. Podczas analizy
profilu REMAP wskazane jest porownanie go
z profilem ISSR (/nter Simple Sequence Repeats)
otrzymanym na bazie wykorzystanego startera
mikrosatelitarnego. Markery ISSR uzyskuje
si¢ w wyniku PCR z uzyciem jednego startera
specyficznego dla sekwencji mikrosatelitarnych.
Reprezentujq one fragmenty DNA zawarte po-
migdzy loci mikrosatelitarnymi. Porownanie
profilu REMAP i ISSR pozwala wyeliminowac
ewentualne markery ISSR powstate podczas
amplifikacji REMAP. Wysoki polimorfizm
markerow REMAP ogranicza ich zastosowanie
do poziomu wewnatrzgatunkowego, podobnie
jak w przypadku IRAP.

RBIP (Retrotransposon-Based Insertion
Polymorphism) to technika, ktora pozwala na
wykrywanie insercji retrotranspozonu w kon-
kretnym locus. Wykorzystywane sa tu startery
komplementarne do sekwencji otaczajacych
locus, w ktére moze by¢ wstawiony retrotrans-
pozon. Koniecznos¢ uzyskania sekwencji tych
rejonow stanowi jej najwigksza niedogodnosé.
W mieszaninie reakcyjnej PCR musza znalez¢
sig trzy startery (Ryc. 5): jeden specyficzny dla
sekwencji retrotranspozonu (t) i dwa komple-
mentarne do sekwencji w jego otoczeniu (f1, {2).
Jesli w danym loci doszto do insercji retrotran-
spozonu zachodzi amplifikacja fragmentu migdzy
starterami t 1 fl, gdy brak insercji - powielany
jest odcinek zawarty migdzy starterami f1 i 2.
Sekwencje starterow powinny by¢ tak dobrane,
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Ryc. 5. Schemat metody RBIP (Retrotransposon-Based
Insertion Polymorphism). RTN — retrotranspozon z dlugimi
powtorzeniami terminalnymi (LTR), strzatki oznaczaja
startery: specyficzny dla retrotranspozonu (t) 1 komplemen-
tarne do sekwencji flankujacych badane loci (f1 1 2).

Fig. 5. RBIP (Retrotransposon-Based Insertion Polymor-
phism) method. RTN — retrotransposon with long terminal
repeats (LTR), arrows represent primers: specific to retro-
transposon (t) and complementary to the flanks of the loci
(f1 i £2).

zeby produkty amplifikacji pary t/f1 mialy rozng
dhugos¢ od produktow f1/f2. Dzigki temu po
elektroforezie w zelu agarozowym prazki repre-
zentujace fragmenty powstale na bazie starteréw
t/f1 leza na innej wysokosci niz prazki utworzone
z produktow pary f1/f2. Charakter techniki RBIP
jest porownywalny z analiza SSR (Flavell et al.
1998, Schulman et al. 2004).

ZASTOSOWANIA

Opisane techniki znajduja takie same
zastosowania jak inne markery DNA. Sg
wigc stosowane do analizy zmiennos$ci oraz
zaleznosci filogenetycznych w obrebie i mig-
dzy liniami hodowlanymi, odmianami i ga-
tunkami (np. Antonius-Klemola et al. 2006,
Nagy et al. 2006, Pearce et al. 2000, Pereira
et al. 2006, Porceddu et al. 2002, Queen et al.
2004, Smykal 2006, Syed et al. 2005, Tam et
al. 2005); do analizy przeptywu genow (Prieto
et al. 2005); w mapowaniu genow (Maninen
et al. 2000). Specyfika markeréw opartych
na retrotranspozonach pozwala wykorzystac
je w badaniu procesu retrotranspozycji i jego
wplywu na genom gospodarza (np. Berenyi
et al. 2002, Garcia-Martinez, Martinez-Izqu-
ierdo 2003, Kalendar et al. 2000, Waugh et al.
1997). Nalezy zwroci¢ uwagg, ze zdecydowana

wigkszo$¢ materialu objetego cytowanymi
badaniami to gatunki uprawne lub pokrewne
im gatunki dzikie.

PROBLEMY

KONIECZNOSC 1ZOLACJI SEKWENCII
RETROTRANSPOZONOWYCH

Powszechnie stosowane metody RAPD
i AFLP umozliwiaja prowadzenie analiz bez
koniecznosci izolacji sekwencji genomowych.
Omoéwione wyzej techniki wymagaja poznania
sekwencji LTR, rzadziej innych fragmentow re-
trotranspozonu, specyficznych dla rodzin retro-
transpozondw wystgpujacych w genomie danego
gatunku, w celu projektowania starteréw PCR.
Stosunkowo prosta metodyke pozyskiwania se-
kwencji LTR w oparciu o znane, konserwatywne
sekwencje regionu kodujacego retrotranspozo-
now przedstawili Pearce et al. (1999). Nalezy
si¢ spodziewac, Zze rodziny retrotranspozonow
na ogo6l nie wykazuja specyficznodei tylko dla
gatunkow czy rodzajow. Wspominana wielokrot-
nie rodzina BARE-1 zostata zlokalizowana w ge-
nomach wielu przedstawicieli Triticeae, a takze
u Avena i Oryza (Vicient et al. 1999a, Vicient
et al. 2001). U Solanaceae Tam et al. (2005)
z powodzeniem przeprowadzili analiz¢ zréznico-
wania S-SAP hodowlanych linii dwdch roznych
gatunkow, wykorzystujac ta sama rodzing retro-
transpozonow. Badania nad dystrybucja rodzin
retrotranspozonéw u roznych taksondéw powinny
z czasem ulatwi¢ wykorzystywanie sekwencji
pozyskanych z jednego gatunku do analiz
w obrebie innych gatunkow. Warto zauwazyc,
ze potrzebnych sekwencji retrotranspozonowych
mozna tez szuka¢ w bazach danych, np.: Repbase
(http://www.girinst.org/repbase/) lub TIGR (http:
/Iwww.tigr.org/tdb/e2k | /plant.repeats/).

AKTYWNOSC RETROTRANSPOZONU A JEGO
PRZYDATNOSC DO BADAN

Obecnie obserwuje si¢ w genomach za-
rowno elementy aktywne retrotranspozycyjnie,
jak 1 nieaktywne. Vicient et al. (2001) wykazali
obecnos¢ retrotranspozonow w genomach roslin
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jednolisciennych i dwulisciennych, podkreslajac
ich wysoka frekwencj¢ 1 aktywnos¢ u traw na
przykiadzie BARE-I. Aktywne retrotranspo-
zony sg przydatnym narzedziem do badania
roznicowania populacji pod wplywem warun-
kow srodowiskowych (Kalendar et al. 2000).
W badaniach filogenetycznych istotne jest,
kiedy w trakcie ewolucji badanego taksonu
wykorzystywana rodzina retrotranspozonow
wykazywata aktywnosc. Jesli analizy takie zo-
stana oparte na rodzinie retrotranspozonow, ktora
byta aktywna tylko po rozdzieleniu taksonow, nie
przyniosa one informatywnych wynikow. Kolej-
nos¢, w jakiej rodziny retrotranspozonow byty
aktywne, moze by¢ przesledzona na podstawie
insercji jednych elementow w obrgbie innych
retrotranspozonow. Rodzina retrotranspozonow,
ktore sa rozerwane przez insercje przedstawicieli
innej rodziny, byla aktywna wczesniej niz re-
trotranspozony wstawiane. Dobor odpowiedniej
rodziny retrotranspozonow do charakteru badan
wigze si¢ z koniecznoscia porownania wynikow
uzyskanych na bazie réznych rodzin w rozwaza-
nym kontekscie. Leigh et al. (2003) porownywali
profile S-SAP, IRAP i REMAP uzyskane w opar-
ciu 0 szes¢ roznych rodzin retrotranspozonow
Hordeum vulgare, natomiast Pearce et al. (2000)
analizowali zmiennos¢ S-SAP pomigdzy gatun-
kami Pisum w oparciu o pig¢ roznych rodzin
l'ClTU[TﬁHSpOZOH(:\\V.

PopzitkoOwANIA. Skladam serdeczne podzigkowanie
dr Dariuszowi Grzebelusowi za konsultacje dotyczace
tematyki poruszonej w niniejszym artykule.
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