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RAPD - Teoria



Czym jest RAPD?

• RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) to metoda badania
zróżnicowania genetycznego organizmów

• Krótkie startery umożliwiają amplifikację losowych fragmentów genomów,
których zestaw jest charakterystyczny dla poszczególnych organizmów - im
bardziej się różnią od siebie tym więcej różnic można znaleźć w otrzymanych
zestawach zamplifikowanych fragmentów.

• W wyniku elektroforezy otrzymujemy obraz elektroforetyczny, który pokazuje
zamplifikowane fragmenty genomów badanych organizmów.

• Dalsza analiza polega na porównywaniu zestawu otrzymanych prążków.
• Wyniki można przedstawić np. w formie drzewa filogenetycznego.
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Jak czytać obraz elektroforetyczny
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Prążki

• Ścieżki różnią się od siebie występowaniem prążków na określonych
wysokościach, co odpowiada obecności produktów o określonej długości
cząsteczki DNA.

• Można to przedstawić za pomocą matrycy, w której 1 oznacza występowanie
prążka a 0 jego brak:
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Matryca…

• Dalej taką matryce się odpowiednio formatuje i używa do wygenerowania
drzewa.

• Drzewo jest generowane na podobnej zasadzie jak drzewo budowane na
podstawie sekwencji DNA, z tym, że w tym przypadku zamiast czterech
znaków odpowiadających nukleotydom (A, C, G, T) bierze się pod uwagę
dwa znaki odpowiadające występowaniu lub nie prążków (1, 0).

• Matryce można tworzyć „ręcznie” poprzez wizualną identyfikację prążków
i wpisywaniu znaków do matrycy albo użyć odpowiedniego programu, co
pozwala znacznie zautomatyzować pracę.

• Do takich programów należy darmowy PyElph.
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Część praktyczna



Program PyElph

• Program PyElph służy do analizy obrazów żeli oraz filogenetyki.
• Można go zainstalować pod systemami Windows oraz (wg. autorów) Linux.
• Artykuł zawierający opis funkcjonalności oraz linki do materiałów
pomocniczych można znaleźć tutaj:
https://bmcbioinformatics.biomedcentral.com/articles/10.
1186/1471-2105-13-9

• Strona domowa projektu z której można pobrać program znajduje się pod
adresem:
https://sourceforge.net/projects/pyelph/

• Aby uniknąć problemów (o czym później) program należy zainstalować
w swoim katalogu domowym.
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PyElph - okno programu

• Po otwarciu programu pokazuje się okno:
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PyElph - okno programu

• Ważniejsze elementy interfejsu:
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PyElph - okno programu

• Otwóż zdjęcie rapd-zel-foto.jpg:
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PyElph

• Po wciśnięciu „Dalej” pokazuje się na dole wykres pokazujący jasność
elementów na zdjęciu oraz pokazują się opcje wykrywania ścieżek:
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PyElph - wykrywanie ścieżek

• Wciskamy „Detect”. Pokazują się wykryte przez program ścieżki. Na dole
pojawiają się ikony służące do usuwania i dodawania ścieżek. Można też
poeksperymentować z ustawieniem wartości „Width deviation”.
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PyElph - usunięcie tła

• Po kliknięciu na pole przy „Background substraction” (w prawym panelu)
zostają usunięte zbędne elementy tła:
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PyElph - Zaznaczanie ścieżki

• Po kliknięciu na wykrytą ścieżkę, zostaje zaznaczona.
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PyElph - Usuwanie ścieżki

• Po kliknięciu na ikonę z X zaznaczenie ścieżki zostaje usunięte.
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PyElph - dodawanie ścieżki

• Usuniętą albo niewykrytą ścieżkę można ręcznie zaznaczyć rysując na niej
prostokąt:
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PyElph - okno programu

• Jeśli jednak decydujemy się trwale usunąć ścieżkę powtórnie klikamy przy
„Background substraction”, ścieżka znika ze zdjęcia:
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PyElph - jasność prążków w ścieżce

• Po zaznaczeniu ścieżki po prawej stronie pokazuje się wykres jasności
prążków w ścieżce. Może pomóc przy zaznaczaniu prążków:
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Pyelph - detekcja prążków

• Po wciśnięciu „Dalej” przechodzimy do etapu detekcji prążków. Po prawej
stronie znajdują się opcje ustawień „czułości” wykrywania prążków. Po
wciśnięciu „Detect” pojawiają się zaznaczenia znalezionych prążków.
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PyElph - detekcja prążków ustawienia

• Jeśli domyślne ustawienia nie dają zadowalających wyników, należy
spróbować innych. Jeśli chcemy usunąć zaznaczenia prążków, należy je
zaznaczyć a następnie kliknąć na ikonę X:

//
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PyElph - usuwanie prążków

• Zaznaczenia na prążkach znikają:
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PyElph - dodawanie prążków

• Niewykryte prążki można dodawać klikając na ikonę + a następnie
zaznaczając prążek:
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PyElph - Masa cząsteczkowa markerów

• Po wciśnięciu „Dalej” przechodzimy do ustawienia masy cząsteczkowej
markerów. Dzięki temu ustalamy „skalę”, która pozwala oszacować masę
cząsteczkową produktów. Najpierw zaznaczamy w której ścieżce (Lane)
znajdują się markery. W naszym przypadku jest to pierwsza ścieżka:
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PyElph - standard markerów

• Następnie należy ustawić standard zastosowanych markerów. Ponieważ
żaden z domyślnych nie odpowiada użytemu w opracowywanym zdjęciu,
wybieramy „Add New Standard”.

• Jeśli PyElph nie został zainstalowany w katalogu w którym użytkownik ma
prawo zapisu plików, nie będzie można zapisać nowego standardu. Dlatego
zasugerowałem aby zainstalować program w katalogu domowym
użytkownika.
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PyElph - masy cząsteczkowe markerów

• Informacje na temat masy cząsteczkowej i liczby zastosowanych markerów
można znaleźć w dokumentacji. W tym przypadku znajduje się ona pod
adresem:
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/
MAN0013032_OGeneRuler_100bp_Plus_DNALadder_RTU_UG.pdf

25

https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/MAN0013032_OGeneRuler_100bp_Plus_DNALadder_RTU_UG.pdf
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/MAN0013032_OGeneRuler_100bp_Plus_DNALadder_RTU_UG.pdf


PyElph - masy cząsteczkowe markerów

• Tam znajdziemy ilustrację opisującą prążki markerów:
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PyElph - liczba markerów

• Ustawiamy liczbę markerów.
• W dokumentacji jest ich 14 i wszystkie znajdują się na zdjęciu, zatem
ustawiamy taką wartość:
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PyElph - wartości markerów

• Wpisujemy wartości dla każdego markera, zaczynając od największej:
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PyElph - nazwa markerów

• Nadajemy nazwę:
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PyElph - markery

• Wpisana skala pojawiła się w menu:
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PyElph - znajdywanie klastrów prążków.

• Następnie wybieramy „Compute” i po zatwierdzeniu ścieżki z markerami
pojawia się okno w którym zaznaczone są klastry prążków odpowiadające
rzędom prążków.
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PyElph - klastry

• Detekcja klastrów niekoniecznie jest właściwa. Automatyczne ich wykrywanie
można regulować przez ustawienia „Distance”:
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PyElph - klastry: poprawki

• Poprawki można też przeprowadzić w inny sposób.
• Po kliknięciu w „Edit” pojawia się tabela.
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PyElph - klastry: poprawki

• Poprawki można też przeprowadzić w inny sposób.
• Komórki z wartościami w tabeli odpowiadają zidentyfikowanym prążkom. Są
one ułożone w rzędy odpowiadające klastrom.
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PyElph - klastry: poprawki

• Korzystając z ikon po prawej stronie można przenosić prążki między
klastrami, także tworzyć nowe klastry wstawiając nowe rzędy a następnie
przenosząc tam wartości odpowiadające prążkom.
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PyElph - zapis

• Dane można zapisać (w różnych formatach), a później użyć ich do
wygenerowania drzew filogenetycznych w innych programach.

• Teraz jednak pozostaniemy przy PyElph.
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PyElph - drzewo

• Po kliknięciu w oknie głównym na „Dalej” możemy obejrzeć drzewo:
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PyElph - drzewo

• Po kliknięciu na pole „Distance Labels” pojawiają się wartości odległości:
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PyElph - drzewo

• Następnie po kliknięciu w „Edit Lane Labels” otwiera się okno, w którym
można wpisać odpowiednie nazwy próbek (taksonów), które odpowiadają
poszczególnym ścieżkom:
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PyElph - drzewo

• Teraz na drzewie pojawiają się nazwy:
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PyElph - drzewo

• Do wygenerowania drzewa można użyć kilku metod:

• Niestety program nie udostępnia wielu opcji edycji drzewa, nie można np.
ukorzenić drewa.
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PyElph - drzewo

• Ostatnim etapem jest zapis filogramu. Można wybrać spośród kilku formatów.
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