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Podstawowym nośnikiem informacji genetycznej u większości organizmów jest 
kwas deoksyrybonukleinowy, czyli DNA (Watson i Crick, 1953). Cząsteczka DNA ma 
strukturę podwójnej helisy, przypominającą skręconą drabinę. "Szczeble" tej drabiny 
tworzą komplementarne pary zasad azotowych: adenina (A) łączy się zawsze z tyminą (T), 
a guanina (G) z cytozyną (C). Zasady azotowe połączone są wiązaniami wodorowymi, co 
umożliwia rozdzielenie nici DNA podczas replikacji i transkrypcji. "Boki" drabiny DNA 
zbudowane są z naprzemiennie ułożonych reszt cukru (deoksyrybozy) i fosforanowych. 
Sekwencja par zasad wzdłuż nici DNA zawiera unikalny kod genetyczny dla każdego 
organizmu. U organizmów eukariotycznych DNA jest zorganizowany w chromosomy, 
znajdujące się w jądrze komórkowym (Lewin, 2008). 

Polimorfizmy DNA to powszechnie występujące warianty sekwencji DNA w 
populacji (Hartwell i in., 2014). Są to różnice w pojedynczych nukleotydach, czyli 
polimorfizmy pojedynczych nukleotydów (ang. single nucleotide polymorphisms, SNP), 
insercje lub delecje krótkich fragmentów DNA (tzw. indele), a także zmiany w liczbie 
powtórzeń sekwencji (VNTR, STR). Polimorfizmy są źródłem genetycznej różnorodności 
między osobnikami i mogą wpływać na cechy fenotypowe. Badanie polimorfizmów DNA 
u roślin jest niezwykle ważne w hodowli, umożliwiając identyfikację genów 
odpowiedzialnych za cenne cechy, selekcję odmian o lepszych właściwościach (Kole, 
2011). 

Markery DNA to specyficzne sekwencje DNA o znanej lokalizacji w genomie, które 
wykazują polimorfizm, czyli różnorodność między osobnikami. Mogą to być wspomniane 
już SNP, indele, SSR, VNTR. Lokalizacja markerów DNA względem genów jest różna: mogą 
znajdować się wewnątrz genów, w ich pobliżu (regiony regulatorowe) lub daleko od 
znanych genów, w regionach międzygenowych (Joshi i Dhawan, 2016). W badaniach 
roślin markery DNA mają ogromne znaczenie. Umożliwiają tworzenie map genetycznych, 
które pokazują względne położenie genów i innych sekwencji DNA na chromosomach 
(Collard i Mackill, 2008). Dzięki temu możliwe jest identyfikowanie markerów 
powiązanych z genami odpowiedzialnymi za ważne cechy użytkowe, takie jak odporność 
na choroby, tolerancja na stresy środowiskowe, plonowanie czy jakość owoców. 
Wykorzystanie markerów sprzężonych z pożądanymi genami w selekcji wspomaganej 
markerami (ang. marker-assisted selection, MAS) przyspiesza i ułatwia proces hodowli, 
pozwalając na wybór obiecujących genotypów już na wczesnych etapach rozwoju roślin, 
bez konieczności obserwacji cech fenotypowych (Varshney i in., 2009). 

Wysokoprzepustowe technologie genotypowania to zaawansowane metody 
umożliwiające równoczesną analizę genetyczną wielu loci (pozycji) w genomie u dużej 
liczby próbek. Pozwalają na szybkie i efektywne uzyskanie ogromnej ilości danych 
genotypowych, co znacząco przyspieszyło badania w wielu dziedzinach biologii (Metzker, 
2010). Do głównych rodzajów wysokoprzepustowych technologii genotypowania należą 
mikromacierze DNA (ang. DNA microarrays), techniki oparte o sekwencjonowanie nowej 



generacji (ang. next-generation sequencing, NGS), a także o PCR o wysokiej 
przepustowości.  

NGS to grupa nowoczesnych technologii umożliwiających masowe, równoległe 
sekwencjonowanie milionów fragmentów DNA jednocześnie. W przeciwieństwie do 
tradycyjnej metody Sangera, NGS pozwala na szybkie i efektywne analizowanie całych 
genomów i transkryptomów. Etapy NGS zazwyczaj obejmują przygotowanie biblioteki 
DNA (fragmentacja DNA i dołączenie adapterów), amplifikację fragmentów, 
sekwencjonowanie (często metodą syntezy z odczytem fluorescencji) oraz analizę 
bioinformatyczną uzyskanych danych (Goodwin i in., 2016). 

NGS umożliwia szybkie i równoczesne genotypowanie wielu loci w genomach 
roślin, co znacząco przyspiesza identyfikację markerów i tworzenie profili genetycznych 
na dużą skalę. NGS, w kontekście transkryptomiki roślin (RNA-seq), umożliwia 
kompleksową analizę ekspresji genów poprzez sekwencjonowanie wszystkich 
cząsteczek RNA w danej próbce, dostarczając informacji o aktywności genów w 
określonych warunkach (Wang i in., 2009). 

Istotnym narzędziem wspomagającym analizę bioinformatyczną danych NGS jest 
platforma Galaxy. Jest to otwarte, oparte na sieci narzędzie, które zapewnia interfejs 
graficzny do przeprowadzania złożonych analiz genomowych bez konieczności pisania 
kodu. Galaxy integruje wiele narzędzi bioinformatycznych, ułatwiając naukowcom 
przetwarzanie, wizualizację i interpretację ogromnych ilości danych generowanych przez 
NGS (Goecks i in., 2010). 

DArTseq (Diversity Arrays Technology sequencing) jest metodą genotypowania, 
która łączy redukcję złożoności genomu za pomocą enzymów restrykcyjnych z 
sekwencjonowaniem NGS. Redukcja złożoności genomu polega na wykorzystaniu 
enzymów restrykcyjnych, które przecinają DNA w specyficznych miejscach. Często 
wybierane są enzymy restrykcyjne wrażliwe na metylację DNA, co oznacza, że 
preferencyjnie tną DNA w miejscach niemetylowanych, które są często związane z 
regionami genomu aktywnymi transkrypcyjnie, przez co bardziej informatywnymi. Dzięki 
temu, tylko określona frakcja fragmentów DNA jest poddawana dal-szej analizie. W 
DArTseq trawione DNA jest ligowane z adapterami, a następnie selektywnie 
amplifikowane i sekwencjonowane. Pozwala to na identyfikację dużej liczby markerów 
DNA, głównie dominujących markerów typu SilicoDArTs oraz kodominujących markerów 
SNP (Jaccoud i in., 2001) . 

Reakcja łańcuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR) jest 
podstawową techniką wykorzystywaną do identyfikacji markerów DNA poprzez ich 
powielenie (amplifikację). Naśladuje naturalny proces replikacji DNA w kontrolowanych 
warunkach laboratoryjnych. Cykliczne powtarzanie trzech głównych etapów, tj. 
denaturacji (rozdzielenia nici DNA w wysokiej temperaturze), annealingu, czyli 
przyłączenia starterów (krótkich oligonukleotydów wyznaczających region amplifikacji) 



oraz elongacji (syntezy nowych nici przez polimerazę DNA), prowadzi do wzrostu liczby 
kopii docelowego fragmentu DNA, umożliwiając jego dalszą analizę. Przejście między 
tymi etapami jest osiągane poprzez precyzyjną zmianę temperatury (Mullis i Faloona, 
1987). Do podstawowych właściwości starterów należą: odpowiednia długość, która 
zazwyczaj wynosi od 18 do 25 nukleotydów, zapewniając specyficzność wiązania z 
matrycą; zawartość par guanozyna-cytozyna (GC), która powinna mieścić się w zakresie 
40-60%, wpływając na stabilność wiązania; oraz temperatura topnienia (Tm), która dla 
pary starterów powinna być zbliżona i zazwyczaj wynosi od 50 do 65°C, umożliwiając 
efektywne przyłączanie do matrycy podczas etapu annealingu w PCR. 

Gen to odcinek DNA zawierający informacje potrzebne do syntezy określonego 
białka. Budowa genu obejmuje region kodujący, który zawiera sekwencję nukleotydów 
determinującą sekwencję aminokwasów w białku. Przed regionem kodującym znajduje 
się region regulatorowy, zawierający promotor, który kontroluje, kiedy i w jakim stopniu 
gen ulega ekspresji. Ekspresja genu rozpoczyna się od transkrypcji, procesu przepisania 
informacji genetycznej z DNA na mRNA. Następnie, mRNA ulega translacji na 
rybosomach, gdzie sekwencja kodonów mRNA jest odczytywana i wykorzystywana do 
syntezy łańcucha polipeptydowego, który po odpowiednim fałdowaniu tworzy 
funkcjonalne białko. Ekspresja genów jest ściśle regulowana w czasie i przestrzeni, 
pozwalając komórkom na dostosowywanie swojej funkcji do zmieniających się warunków 
środowiska (Alberts i in., 2015). Do analizy poziomu ekspresji genów wykorzystuje się 
sekwencjonowanie RNA (RNAseq). Uzyskane w ten sposób dane transkryptomiczne są 
często deponowane w publicznych bazach danych. 
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