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. MOLEKULARNI MARKERI.
SLUCAJNO UMNOZENA POLIMORFNA DNK

PRZULJ N.1, PEROVIC D2

IZVOD: Segmenti genomske DNK Cife se umnoZavanje odvija pod kontrolom fednog
prajmera, veli¢ine 8-10 proizvoljno odabranib nukleotida, predstavljaju molekularne markere
koji se nazivaju sluc¢ajno umnogena polimorfna DNK (Random Amplified Polymorphic DNA,
RAPD). Tokom PCR reakcije dolazi do umnoZavanja sekvenci DNK ako su prajmeri na
rastofanfu 0,2-2,0 kb, vezani na razli¢itim lancima dvostrukog beliksa i okrenuti svofim 3’
krajevima jedan prema drugom. Kod genoma proseine veliine, na agaroznom ili
poliakrilamidnom gelu, formira se 5-10 traka. RAPD aleli su dominanitni markeri, gde se
polimorfizam {zmedu individua oznalava prisustvom ili odsustvom specificne trake. RAPD
molekularni markeri mogu se koristiti za konstrukciju genetickib linkage mapa, markiranje
gena, identifikaciju sorti, odredivanje genetickog variranja u populacijama i vrstama,
proucavangje filogenetskib odnosa i razvof markera specificnib za vrstu, genom i bromozom. U
odnosu na druge markere, RAPD su jednostavnifi, jeftiniji i ne zabtevaju poznavanje genomslib
sekvenci, primenu radioaktivnib proba i velike koli¢ine DNK. Osnovni nedostaci ovib markera
sumala pouzdanost, slaba reproducibilnost i osetlfivost na uslove eksperimenta. Na bazi RAPD
tebnike razvijeno je vise formi molekularnib markera, kao $to su SCAR i DAF

Kljuéne reci: RAPD, SCAR, DAE polimorfizam RAPD, frekvencija RAPD, primena RAPD,
molekularno oplemengfivanje, prednosti RAPD, nedostaci RAPD

UVOD: Krajem 1990. godine, dva istrazi- Definicija
vacka tima razvila su istovremeno novi sistem
molekularnih markera pod dva razli¢ita
imena; Arbitrary Primed Polymeraze Chain o - . U
Reaction (AP-PCR) (Welsh and McClelland, ~ Uticajem jednog PCR prajmera duZine 8-10

1990) i Randomly Amplificd Polymorphic (Williams et al., 1990) ili 18-24. nukleoti(.la
DNAs (RAPDs) (Williams et al., 1990). Poto se QVelsh and McClelland, 199.0)..5)11gonukle:0t1d
radi o identi¢nim tehnikama veéina mole- 5108 redosleda baza funkcionife kao prajmer

kularnih biologa i geneti¢ara prihvatili su na jednom segmentu DNK, odnosno na oba

jednostavniji naziv- Random Amplifed Poly- lanca tog segmenta DNK. Po$to su lanci

morphic DNA (RAPD), ili sluajno umnozena ~ 4vostrukog heliksa antiparalelni, prajmer na
polimorfna DNK. Primena ovih markera jednom lancu moZe se oznatiti kao prajmer

1) "
zasniva se na kori$éenju proizvoljno oda- lnaprel?a (forxjvard)',' 4 nz',k omplemer’lrtarnor?
branih prajmera i PCR reakcije. RAPD mo- (;mcu A0 prajmer lna.za (reverse). To Zmll:l
lekularni markeri omogucavaju odredivanje 4 prajmer pronalazi scgmente genomske

fingerprinta bilo koje genomske DNK, bez DNIiZ' mo(llekillgrne klma:.l;ere, ko!'i imlzzju.
ikakvih prethodnih inf o o, reverzan redosled nukleotida u prajmerskoj
! prethodain lntormacija o njo) sekvenci matricne DNK. Prajmerskih sekvenci

u genomskoj DNK obi¢no ima vi$e i prajmer ée

RAPD molekularni markeri su segmenti
genomske DNK koji se umnozavaju pod
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se vezati za sve njih, ali to ne znadi da ¢e se u
PCR reakciji umnoziti svi segmenati DNK koji
su oznaceni prajmerima (Edwards, 1998).
Drugim recima, svi segmenti genomske DNK
oznaleni prajmerima ne predstavljaju
matri¢nu DNK za umnozavanje (SL. 1). Da bi se
obavilo umnozavanje nekog RAPD alela
oznafenog prajmerima, prajmeri moraju
ispuniti tri osnovna uslova. Prvo, moraju biti
vezani na komplementarnim lancima DNK;
drugo, okrenuti svojim -3’ krajevima jedan
prema drugom i trece, biti na odredenoj
udaljenosti (Jones et al., 1997). Udaljenost
prajmera prema Jones et al. (1997) treba biti
izmedu 200 i 2000 bp, a prema Ranade et al.
(2001) moze iznositi i do 5 kb. Na Sl. 1.
prajmer(i) 3 i 6 nalaze se na suprotnim lancima
DNK, okrenuti su -3’ krajem jedan prema
drugom, udaljenost prajmera je u granicama
koje omoguéavaju PCR reakciju i obavlja se
umnozavanje segmenta matri¢ne DNK i dobija
produkt B. Prajmeri 4 i 5 nalaze se sa iste strane
DNK heliksa i okrenuti su u istom smeru, dok
se prajmeri 4 i 1 nalaze na suvi$e velikom
rastojanju, te u oba sludaja ne dolazi do
umnozavanja segmenta DNK izmedu njih.

Sl 1. UmnoZavanje matricnog segmenta
genomske DNK. Segment B ispunjava
neophodne uslove za umnozZavangje:
prajmeri se nalaze na komplemen-
tarnim lancima DNK, okrenuti su
svofim -3’ krajem jedan prema drugom i
udaljenost izmedu prajmera manja je
od granicne vrednosti za PCR reakcifu

SL. 1. Amplification of the template DNA. The
primers must anneal within a reason-
able distance of one another and in a
particular orientation, i.e. they must
point towards each other. According to
the previous terms only product B is
produced

DMK

PCR reakeija

l

——
Proievod B

Zavisno od veli¢ine genoma, tokom PCR
reakcije nastaje vedi broj fragmenata razlic¢ite
veli¢ine. Kod genoma proseéne veli¢ine
obi¢no je dobro vidljivo 5-10 traka na gelu
(Jones et al., 1997; Fahima et al., 1999).
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Neke modifikacije RAPD tehnike

U cilju efikasnije upotrebe RAPD markera
u oplemenjivanju neophodno je pretvoriti
ove markere u formu koja je pogodna za PCR
reakciju (Martin et al., 1991; Michelmore et
al.,1991). Taj postupak podrazumeva iden-
tifikaciju i izolaciju polimorfnih traka RAPD
molekularnih markera sa gela i njihovo
kloniranje i sekvencioniranje. Na osnovu
dobijene sekvence dizajniraju se dva nova
prajmera (napred, nazad), koji se medusobno
razlikuju po baznom sastavu. Oni sadrze veci
broj baza u odnosu na ishodne RAPD
prajmere, koji su posluzili za izolaciju RAPD
alela. Naik et al. (1998) su za novi prajmer
napred sintetisali oligonukleotid od 20 bp,
koji sadrzi 10 bp prvobitnog prajmera, uz jos$
dodatih susednih 10 bp prema unutras$njosti
RAPD alela. Prajmer nazad se sastojao od
potpuno novih 20 bp komplementarnih sa
segmentom RAPD alela, prema unuta$njosti
alela od zadnje baze prvobitnog prajmera.
Markeri dobijeni na ovakav nacin nazivaju se
SCARs, (Sequence Characterized Amplified
Regions). To su u sustini dominantni markeri,
ali se mogu posebnim metodama prevesti i u
kodominantne (Lahogue et al., 1998). Naik et
al. (1998) ove markere oznacavaju kao STSs
(Sequence Tagged Sites), dok Rafalsky and
Tingey (1993) smatraju da je za ovu modi-
fikaciju RAPD markera najpogodniji termin
STARs (Sequence-Tagged Amplified Region).
PCR produkti SCAR prajmera razdvajaju se na
agaroznom gelu, obavlja se njihovo Southern
prenosenje na nitroceluloznu membranu i
vr$i hibridizacija, gde se za probu koristi
klonirani polimorfni segment DNK, koji je
posluzio za sekvencioniranje i sintezu novih
prajmera. U odnosu na random prajmere,
SCAR prajmeri su duzi, $to ih ¢ini specifi¢nijim
za odredeno mesto. Identifikacija pozeljnog
fenotipa takode je lak$a zbog stvaranja
specifi¢nih traka, a poveéana je i reprodu-
cibilnost u odnosu na RAPD markere.
Prevodenjem RAPD markera u SCAR markere
identifikuje se poznati lokus na hromozomu.

SCAR markeri se uspe$no koriste za
otkrivanje polimorfizma kod p$enice, kao $to
je rezistentnost prema rdama (Schachermayr
et al., 1995; 1997; Feuillet et al., 1995;
Dedryver et al., 1996), otkrivena gar (Pro-
cunier et al., 1997) i pepelnica (Hu et al,,
1997), zatim u oplemenjivanju je¢ma na
pokrivenu gar (Adriel et al., 2002), mapiranje
gena i konstrukciju linkage mapa (Myburg et



al., 1998; Huang et al., 2000; Chowdhury et
al., 2001), fizicko mapiranje (Li et al., 2003),
komparativno mapiranje ili homologno
proucavanje izmedu srodnih vrsta (Wei and
Wang, 1995), identifikaciju polnog determi-
nantnog faktora kod papaje (Carica papaya L.)
(Urasaki et al., 2002) itd. Fragmenti markera
umnozeni sa STS prajmerima imaju veli¢inu
od 282 bp do 1,1 kb (Schachermayr et al.,
1997).

Metod umnozavanja random sekvenci
genomske DNK upotrebom jednog proiz-
voljnog prajmera duzine svega 5-8 baza
oznacen je kao DAF (DNA Amplification
Fingerprinting) (Caetano-Anolles et al.,
1991). Nakon PCR reakcije dobija se
karakteristican spektar kratkih umnoZzenih
DNK proizvoda koji se odreduju PAGE
elektroforezom. Kradi segmenti se koriste kao
geneti¢ki markeri, a duzi segmenti za
odredivanje DNK fingerprinta (Men et al.,
1999). Kao i kod originalnih RAPD prajmera,
DAF ne zahteva kloniranje niti sekven-
cioniranje DNK. Zbog kratkih fragmenata
umnozene DNK, DAF je efikasan u odre-
divanju polimorfizma veoma bliskih geno-
tipova, kao $to su blisko izogene linije i
mutanti (Caetano-Anolles et al., 1991). I ovaj
metod ima odredena pobolj$anja i modifi-
kacije, koji su opisani u radu Caetano-Anolles
and Gresshoff (1994).

Poreklo i frekvencija polimorfizma

Polimorfizam RAPD molekularnih mar-
kera posledica je promena u genomu koje
dovode do nestanka postojeéih ili formiranja
novih mesta gde se veze prajmer (Williams et
al., 1990; Jones et al., 1997). Mutacije u tacki i
zamena baznih parova u prajmerskoj sekvenci
matricne DNK onemogucavaju vezivanja
prajmera. Isto tako, mutacije u drugom
regionu mogu dovesti do formiranja novog
segmenta genomske DNK koji je kom-
plementaran prajmeru. U lokusu prajmera
mogu se desiti i strukturne promene DNK tipa
delecija i insercija, koje narus$avaju prajmeru
komplementarnu strukturu matri¢ne DNK.
Polimorfizam duZine RAPD alela moZe nastati
i insercijom ili delecijom segmenta DNK
izmedu prajmerskih sekvenci, ¢ime se
povecava ili smanjuje udaljenost prajmerskih
mesta i nastaju kraéi ili duzi RAPD markeri, ili
nestaju zbog velike udaljenosti prajmera.

Frekvencija RAPD markera zavisi od du-
zine prajmera i sa njom se nalazi u negativnoj
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korelaciji (Edwards, 1998). Kod prajmera sa
10 nukleotida postoji verovatnoca vezivanja
prajmera u proseku na svakih milion baza
(Jones et al., 1997). U proseku svaki prajmer
dovodi do umnozavanja nekoliko razli¢itih
lokusa u genomu, $to RAPD markere ¢ini
pogodnim za odredivanje polimorfizma
izmedu individua (Tingey et al., 1993).

O distribuciji RAPD lokusa u genomu
nema posebnih podataka u literaturi, mada su
Kojima et al. (1998) utvrdili da su RAPD
markeri pogodni za mapiranje regiona
genoma koji su siromasni sa RFLP markerima.

Primena RAPD markera

RAPD molekularni markeri se koristi za
konstruisanje genetickih linkage mapa (Levi
et al., 2002), markiranje gena (Mehlenbacher,
2004), mapiranje QTL za agronomske
osobine (Taran et al., 2003; Koeyer et al.,
2004), identifikaciju sorti, vrsta i njihovih
hibrida (Scheepers et al., 2000), ocenu
genetickog variranja u populacijama i vrstama
(Chalmers et al., 1992; Reiter et al., 1992;
Nesbitt et al., 1995), proucavanje filoge-
netskih odnosa izmedu vrsta, podvrsta i sorti
(Landry et al., 1994; Nicolosi et al., 2000),
proucavanje genetickog diverziteta (Baum et
al., 1997; Owuor et al., 1997; Nevo et al.,
1998) i za bilo koju fingerprinting primenu
(Scheepers et al., 2000).

Gupta et al. (1999) su dobili kod psenice
nizak nivo polimorfizma i relativno slabu
reproducibilnost RAPD markera. Devos and
Gale (1992) smatraju da je to posledica
ogromnog genoma pSenice i njegove
poliplodne prirode. Pored toga, 80%
genomske DNK psenice sadrzi visoko
repetitivne  elemente, koji  ometaju
identifikaciju rede kopirajuéih sekvenci
(low-copy sequences) (Devos and Gale,
1992). Visoko repetitivne DNK sekvence
formiraju sekundarne strukture u matri¢noj
DNK, koje su uzrok mnogim nepodudarnim
mestima sa prajmerima. Odstranjivanjem ovih
sekvenci DNK iz genoma dovodi do smanjenja
njihove konkurencije i relativnog povecanja
frekvencije retkih sekvenci (Eastwood et al.,
1994). Gupta et al. (1999) isti¢u da, bez obzira
na delimi¢ne uspehe drugih autora, kod
pSenice nije mogudée konstruisati RAPD mapu
i razviti molekularne markere za potrebe
oplemenjivanja zbog velikog genoma psenice,
niskog nivoa polimorfizma i odsustva repro-
ducibilnosti. Pored toga, mora se testirati



veliki broj prajmera, $to poskupljuje primenu
ove metode. Nasuprot tome, RAPD mole-
kularni markeri su kod p$enice primenjivani
za procenu geneticke divergentnosti izmedu
diploidnih (Vierling and Nguyen, 1992),
tetraploidnih (Joshi and Nguyen, 1993) i
heksaploidnih vrsta, odredivanje gena rezi-
stentnosti (Fahima et al., 1995; Talbert et al.,
1996; Sun et al., 1997) i gena otpornosti na
$tetodine (Dweikat et al., 1994).

Mali broj nukleotida u prajmerima RAPD
molekularnih markera ¢ini ove markere
specifi¢tnim za odredenu vrstu organizama,
gde se koriste za proucavanje biodiverziteta i
filogenetska istrazivanja u okviru vrsta (Wei
and Wang, 1995).

RAPD tehnika se vrlo uspes$no koristi za
stvaranje specifi¢nih molekularnih markera za
vrstu (species-specific markers), genom (ge-
nome-specific markers) i hromozom (chro-
mosome-specific markers) (Wang et al., 1995;
Chen et al., 1998). Sve tri vrste specifi¢nih
markera identifikovane su kod Brassica
upotrebom adicionih linija (Quiros et al.,
1991). Hromozom specifi¢ni RAPD markeri
odredeni su kod paradajza i pSenice
upotrebom nuli-tetrasomik linija (King et al.,
1993; Wang et al., 1998), a genom specifi¢ni
RAPD markeri kod Triticeae (Wei and Wang,
1995). Analizom heksaploidne pSenice,
tritikalea i razi sa 29 RAPD prajmera Myburg et
al. (1997) odredili su specifi¢tne prajmere za
genome, sorte i vrste. Cao et al. (1999) su
odredili specificne RAPD molekularne
markere za Triticum aestivum (AABBDD
genomi) i I’ timopheevii (AAGG genomi), ali
ne i za I turgidum ssp. dicoccum (AABB
genomi) i T monococcum (AA genom), koji
imaju zajedni¢ke genome (A i B) sa drugim
vrstama. Species specifi¢ni RAPD markeri
otkriveni su kod Triticum aestivum i T.
timopbeevii jer imaju po jedan genom, D i G,
koji je specifican samo za njih.

Kod veceg broja uzoraka RAPD markeri se
mogu koristiti za utvrdivanje taksonomskog
identiteta, kao npr. kod takse Triticum, kao i
za proudavanje evolucije i analizu kompo-
zicije genoma (Wei and Wang, 1995).
Upotrebom RAPD markera Demeke et al.
(1992) utvrdili su sistematsku povezanost
izmedu diploidnih i amfidiploidnih Brassica
taksonomskih kategorija. Uz ovakve moleku-
larne analize obi¢no se izvode i klasi¢ni
citogeneticki testovi, gde se utvrduje parenje

84

hromozoma u metafazi I, $to je dobar
pokazatelj stepena sli¢nosti genoma.

Primena RAPD markera u oplemenjivanju

Markeri su znacajni za oplemenjivace kao
izvori geneti¢kih informacija o biljnim
vrstama i za indirektnu selekciju, na osobine
sa kojima su markeri blisko vezani. Indirektna
selekcija nekog markiranog gena, preko
selekcije poznatog molekularnog markera,
naziva se selekcija uz pomo¢ markera ili
marker asistirana selekcija (Marker-Assisted
Selection, MAS) (Weising et al., 1998).
Oplemenjivanje uz kori$éenje molekularnih
markera naziva se molekularno oplemenji-
vanje (Reynolds et al., 2004). Upotreba
morfolo$kih markera u oplemenjivanju
nemoguda je za mnoge gene, jer za njih
markeri nisu identifikovani, prisutni su mnogi
nepozeljni pleiotropni efekti i ne postoji
moguénost ocene multiplih mutantnih
morfoloskih osobina u jednoj segregirajucoj
populaciji (Paterson et al., 1991). Upotreba
enzima u oplemenjivanju kao genetickih
markera takode je ograni¢ena (Tanksley and
Orton, 1983).

Markiranje gena podrazumeva identifi-
kaciju gena u genomskoj DNK ili introdukciju
novih gena, koji mogu funkcionisati kao
markeri pozeljnih gena (Sharp et al., 2001).
Da bi sekvenca DNK bila marker nekog gena
moraju biti ispunjeni sledeéi uslovi (Ranade,
2001):

1) sekvenca marker i gen koji markira
moraju biti u medusobnom struktur-
no-funkcionalnom odnosu ili moraju biti
fizi¢ki blizu jedan drugom,

2) marker mora omogudcavati primenu

Southern blotinga ili PCR reakcije i

frekvencija rekombinacija izmedu mar-

kera i gena koji obelezava mora biti
minimalna, bez obzira na nivo variranja

3)

obeleZzenog gena.

Efikasnost primene molekularnog ople-
menjivanja zavisi od broja poznatih moleku-
larnih markera na genomskoj DNK, odnosno
saturacije genomske DNK sa markerima
(Peleman and van der Voor, 2003). Visoka
rezolucija markera preduslov je identifi-
kovanja, mapiranja, markiranja i izolacije ili
transfera lokusa kvantitativnih osobina. U
krajnjoj liniji molekularni markeri omogu-
¢avaju kloniranje gena, koji su se ocenjivali
samo fenotipski.



U molekularnom oplemenjivanju posled-
njih godina razvijen je metod kombinovanja
RFLP molekularnih markera sa RAPD ili nekim
drugim markerom na bazi PCR reakcije. Na taj
nacin dobija se detaljnija geneticka mapa,
koja omogucava uspes$niju primenu
molekularnih markera u selekciji i
akumuliranju pozeljnih gena (Castro et al,,
2003).

Oplemenjivaci nastoje da molekularne
markere iskoriste na najefikasniji nadin u
procesu stvaranja novih sorti, zbog ¢ega je
mapiranje gena izuzetno vazno. Tesko je naéi
rad o molekularnim markerima, koji se
odnosi na oplemenjivanje, a da ne obraduje
mapiranje gena. Za primenu molekularnih
markera u mapiranju gena neophodno je
proizvesti specifi¢ne segregirajuce geneticke
populacije kod kojih je prisutan polimorfi-
zam. U te populacije spadaju Fy, F,, F3 i
naredne familije, segregiraju¢e populacije
povratnih ukr$tanja, dvostruki haploidi
(dihaploid, DH), blisko izogene linije
(near-isogene lines, NILs) i rekombinantne in-
bred linije (recombinant inbred lines, RILs).

F, generacija, segregiraju¢e generacije
kao i potomstva povratnih ukr$tanja uglav-
nom se koriste kod mapiranja gena rezi-
stentnosti prema bolestima (Gianfranceschi et
al., 1996; Grandelement and Thomas, 1996;
Dedryver et al., 1996; Procunier et al., 1997;
Lu et al., 2000; Cao et al., 2001), ali i gena
neutralnosti ovsa prema fotoperiodu (Wight
et al., 1994), gena tolerantnosti razi na
aluminijum (Gallego et al., 1998) itd.

Mapiranje gena za otpornost prema
niskim temperaturama kod jabuke obavljeno
je na tkivu korena (Landry et al., 1994), a gena
rezistentnosti je¢ma prema virusima koji se
prenose zemljistem (Ordon et al., 1997), gena
patuljavosti kod Brassica napus L. (Barret et
al., 1998) i gena vezanih za muske biljke kod
konoplje (Mandolino et al., 1999) upotrebom
razli¢itih sorti. Gen otpornosti krompira
prema virusu X odreden je upotrebom tetra-
ploidnih genotipova krompira (Bendahmane
et al., 1997), a gena krompira pod ¢ijom se
kontrolom nalazi usvajanje gvozda kori-
$¢enjem mutanata (Ling et al., 1996).
Geneticka linkage mapa lubenice odredena je
na osnovu populacije test ukrstanja (Levi et
al., 2002). Adicione linije sa stranim hromo-
zomima posluzile su za mapiranje gena za
boju semena kod Brassica campestris (Chen
et al., 1997) i gena otpornosti pSenice prema

85

virusnoj patuljavosti je¢ma-BYDW (Nie et al.,
1996). Upotrebom linija p$enice sa trans-
lociranim stranim hromozomom otkriven je
gen rezistentnosti p$enice prema pepelnici
(Qi et al., 1996), a upotrebom disomik
adicionih linija i amfidiploida otkriven je gen
otpornosti prema lisnoj rdi i pepelnici (Peil et
al.,, 1997).

RAPD u odnosu na druge markere

Davos and Gale (1992) i Joshi and Nguyen
(1993) kod psenice (Triticum aestivum) a
Barua et al. (1993), Chalmers et al. (1993) i
Tinker et al. (1993) kod je¢ma (Hordeum
vulgare L.) isticu veéu efikasnost RAPDs
markera u odnosu na RFLP molekularne
markere, koji kod samooplodnih vrsta
otkrivaju relativno nizak nivo polimorfizma
unutar vrste. Medutim, kao $to je veé
navedeno, Gupta et al. (1999) smatraju da su
RAPD molekularni markeri nepogodni za
samooplodne vrste sa velikim genomima, kao
§to je psSenica.

Fahima et al. (1999) su ispitivali poli-
morfizam populacije divlje psenice (wild
emmer), Triticum aestivum, gde su polimor-
fne produkte determinisali elektroforetski.
RAPD analiza je otkrila veliki polimorfizam
izmedu razli¢itih genotipova, gde je preko
80% registrovanih traka bilo polimorfno.
Produkti manji od 300 bp i veéi od 3 kb dali su
nejasne i nereproducibilne trake, te je vecina
ocenjenih produkata bila veli¢ine 0,3-2 kb.
RAPD prajmeri su umnozili izmedu 5 i 15
traka po genotipu, ali su se mogle ocenjivati
samo trake veli¢ine 400-1700 bp.

Slaba rezolucija RAPD markera na aga-
roznom gelu, gde su prisutne svega 1-3 glavne
trake, moze biti pobolj$ana razli¢itim teh-
nikama koje se izvode tokom postavljanja
gela. Detaljniji podaci o tome mogu se naci u
radovima He et al. (1992), Dweikat et al.
(1994) i Penner and Bezte (1994).

Prednosti RAPD markera

RAPD molekularni markeri znatno su
jednostavniji i jeftiniji nego ostali markeri, jer
nije potrebno prethodno poznavati sekvencu
genomske DNK i ne moraju se koristiti
radioaktivne probe. Svi molekularni markeri
na bazi PCR reakcije, kao $to je i RAPD,
potencijalno skraduju vreme ispitivanja i
smanjuju troskove prilikom molekularnog
mapiranja.



Tokom PCR reakcije umnozavaju se
sekvence manjih lokusa genoma. Proizvodi
RAPD reakcije segregiraju prema Mendelovim
zakonima, §to znadi da se uspe$no mogu
koristiti kao geneti¢ki markeri.

RAPD tehnika zahteva relativno malu
koli¢inu DNK koja moze biti i lo$ijeg kvaliteta,
$to omogucéava brzu i jeftiniju ekstrakciju.

Moze se brzo i jeftino sintetisati neo-
grani¢en broj razli¢itih prajmera, jer u stvari
ne postoji ograni¢enje u broju prajmera u
genomu. RAPD prajmeri su neutralni, jer se
ne vrsi svesni selekcioni pritisak na njih.

Nedostaci RAPD markera

Osnovni nedostatak RAPD molekularnih
markera je njihova slaba pouzdanost i
reproducibilnost, kao i osetljivost na uslove
eksperimenta (Karp et al., 1996). Pouzdano
otkrivanje polimorfizma jo$ uvek je limiti-
rajuéi faktor veée primene RAPD molekular-
nih markera. Medutim, problemi polimor-
fizma i reproducibilnosti mogu se delimi¢no
otkloniti poveéanjem frekvencije low-copy
sekvenci (Eastwood et al., 1994).

Nedostatak ove metode bila je slaba
rezolucija traka na agaroznom gelu, jer vise
fragmenata sli¢ne veli¢ine moze biti prisutno
u istom regionu agaroznog gela. Izdvajanje i
precis¢avanje fragmenata iz agaroznog gela je
proces koji produzava vreme neophodno za
stvaranje svakog STS, S$to poskupljuje
primenu RAPD markera. Antolin et al. (1996)
su delimi¢no resili ovaj problem razdvajanjem
fragmenata na akrilamidnom gelu, gde je
povecana rezolucija i lakSe se izdvajaju trake
za PCR umnozavanje.

Devos and Gale (1992) i Gupta et al.
(1999) navode da RAPD aleli nisu pogodni za
stvaranje genetickih markera, jer testiranje
ovim markerima nije reproducibilno u
razli¢itim laboratorijama. Ako hromozomska
lokacija sli¢nih traka nije potvrdena u
razli¢itim analizama, uvek ostaje pitanje
porekla traka sli¢ne veli¢ine; da li su sa istog ili
razli¢itih lokusa/hromozoma.

RAPD su dominantni markeri, gde su na
gelu prisutne (+) ili odsutne (-) trake nekog
alela. Kao kod svih dominantnih markera ne
mogu se razlikovati dominantni homozigoti
(++) od heterozigota (+-).
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MOLECULAR MARKERS. RANDOM AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA
PRZULJ N., PEROVIC D.

SUMMARY

Random amplified polymorphic DNA (RAPDs) markers are based on the amplification by
PCR reaction of random genomic DNA segments determined by single primer consisting of about
10 arbitrary nucleotides. The primer amplifies DNA sequences in length of 0,2-2 kb that lies be-
tween two opposite-oriented copies flanked to each strand of DNA. In average sized genome be-
tween 5 and 10 amplification products can be separated by electrophoresis on agarose or
polyacrylamide gels. RAPDs are usualy dominant markers with polymorphisms between individu-
als defined as the presence or absence of a specific band. RAPD can be used for the construcion of
genetic linkage maps, gene tagging, identification of genotipes, assessment of genetic variation in
populations and species, study of phylogenetic relationships and development of species-spe-
cific, genome-specific and chromosome-specific markers. In relation to the other molecular mark-
ers, RAPD markers are simpler, less expensive, can be used with uncharacterized genomes, there is
no need for radioactive probes and require small quantities of DNA. The main disadvantages of
this marker assays are poor reliability and reproducibility, and their sensitivity to experimental
conditions. On the basis of RAPD technique the other molecular markers, e.g. SCAR and DAF, has
developed.

Key words: RAPD, SCAR, DAF, polymorphism of RAPD, frequency of RAPD, application of
RAPD, marker-assisted selection, advantages of RAPD, disadvantages of RAPD
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