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CHARAKTERYSTYKA I ZASTOSOWANIE SSR ORAZ ISSR W BADANIACH GENOMOW
ROSLINNYCH

WPROWADZENIE

Rosliny sa doskonalym obiektem do ba-
dan zmiennoSci z zastosowaniem technik
biologii molekularnej. Biorac pod uwage
fakt, ze genomy jadrowe roSlin wyrdzniaja
sie wsrod genomow eukariotycznych duza
zmiennoScia wielkoSci i zlozonosScia struktu-
ralno-organizacyjna, metody oparte na ana-
lizie DNA daja mozliwoS¢ poznania i wyja-
$nienia ich skomplikowanej natury. Markery
molekularne odgrywaja znaczaca role we
wszystkich aspektach hodowli roslin, obej-
mujacych miedzy innymi identyfikacje ge-
now odpowiedzialnych za pozadane cechy
z punktu widzenia agronomicznego (SHUL-
MAN i wspotaut. 2004). Odkrycie, ze od 30
do 90% genomu wszystkich gatunkow jest

zbudowana z regionéw powtarzalnego DNA
0o wysoce polimorficznej naturze, stalo si¢
niezwykle przydatne w opracowaniu no-
wych markeré6w molekularnych stuzacych
miedzy innymi do identyfikacji osobnikow
czy tez gatunkOw. Sekwencje te maja rozna
wielkoS¢, sa wielokrotnie powtorzone w ge-
nomie, moga rowniez nabywa¢ nowe funk-
cje poprzez addycje czy delecje sekwencji
Iub na skutek zmian w sekwencji par zasad.
W regionach tych zawarte sa sekwencje mi-
krosatelitarne, ktore sa bardzo atrakcyjnym
celem do tworzenia systemow markerowych
z uwagi na duza zdolnosS¢ gromadzenia mu-
tacji (L1 i wspotaut. 2004, SHARMA i wspotaut.
2008).

CZYM JEST MARKER MOLEKULARNY?

Pod pojeciem markera molekularnego
rozumiemy fragment DNA Iub polipeptyd,
ktory wykazuje polimorfizm — dziedziczy
siec zgodnie z prawami Mendla i nie ulega
wplywom Srodowiska zewnetrznego (Ma-
SOJC 2004, SHARMA i wspotaut. 2008). We-
dhug GOSTIMSKY'EGO i wspotaut. (2005), mo-
lekularnymi markerami DNA s3 polimorficz-
ne sekwencje nukleotydow rozproszone w
calym genomie, ktorych mutacje moga by¢
wykrywane z uzyciem technik opartych na
PCR (ang. polymerase chain reaction).

Markery molekularne sa bardziej uzy-
teczne do badan nad zmiennoScia gene-
tyczna niz analiza morfologiczna czy gene-
alogiczna z tego wzgledu, ze nie oddziatuja
na nie Srodowisko i odzwierciedlaja one
podobienstwo genetyczne bez uprzedniej
wiedzy o pochodzeniu. Molekularne mar-
kery DNA mozna podzielic na dwie Kklasy:
oparte na hybrydyzacji i oparte na tancu-
chowej reakcji polimerazy (PCR) (KULEUNG
i wspotaut. 2004).
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FENOMEN MIKROSATELITOW

Mikrosatelity sa dynamicznymi kompo-
nentami genomu, ktorych liczba zmienia si¢
w czasie. Termin mikrosatelity wprowadzili
Litt i Luty w 1989 roku. Naleza one do ro-
dziny repetetywnego DNA i wystepuja za-
rowno u organizmow eukariotycznych, jak
i prokariotycznych (GUR-ARIE i wspolaut.
2000). Wiadomym jest, ze nie ma obecnie
dwoch zyjacych osobnikow, ktore mialyby
identyczna kombinacje alleli mikrosatelitar-
nych. Do niedawna sadzono, ze mikrosatelity
w roSlinnym genomie wystepuja z dziesiecio-
krotnie mniejsza frekwencja niz w genomie
ludzkim, chociaz ostatnie badania wskazuja,
ze iloS¢ tych sekwengcji jest porownywalna u
roslin i zwierzat (SHULMAN i wspotaut. 2004).

Mikrosatelity to sekwencje z motywami
powtoérzonymi tandemowo. Motywy te za-
wieraja od 1-6 pz powtorzonych kilka razy
(SHULMAN 2007). U roSlin mikrosatelity za-
wieraja wielokrotnie powielone sekwencje
typu (AT) oraz (TAT), znacznie rzadziej
wystepuja sekwencje (GA) i sporadycznie
(CA), — te ostatnie powszechne sa w geno-
mach zwierzecych (MAsSOJC 2004, SZTUBA-SO-
LINSKA 2005,WANG i wspotaut. 2005, SHULMAN
2007, SHARMA i wspotaut. 2008). Oprocz mi-
krosatelitow ,doskonalych” (GC), poprzez
substytucje, delecje czy insercje, powstaja
mikrosatelity ,niedoskonate” (GC) (N)(GO),,
ktore sa stabilniejsze od ,doskonatych” i od-
grywaja znaczna role w regulacji aktywnosci
genow (SURESH I NAGARAJARAM 2007). Przy-
puszcza sie, ze mikrosatelitarne sekwencje
maja takze wplyw na organizacje chromaty-
ny, rekombinacje, replikacje DNA, cykl ko-
morkowy oraz system naprawy blednie spa-
rowanych nukleotydéw (ang. mismatch repa-
ir, MMR) (LI i wspoétaut. 2004).

Mikrosatelity sa rownomiernie rozpro-
szone w chromosomach lub wykazuja pre-
ferencje do obszarOw przycentromerowych.
Wystepuja zarOwno poza genami, jak i w ich
obrebie (u roslin sekwencje dwunukleotydo-
we wystepuja powszechniej w intronach, zas
trojnukleotydowe glownie w egzonach) oba
rodzaje sekwencji liczniejsze sa w obszarach
flankujacych 5’ niz 3’ (ROGALSKA i wspotaut.
2005). Wykazano, ze u roslin wyzszych se-

kwencje mikrosatelitarne wystepuja rzadziej
w regionach kodujacych niz w niekoduja-
cych (WANG i wspoétaut. 2005). W regionach
kodujacych wigksza iloS¢ tych motywow
zlokalizowana jest w transkrybowanych re-
gionach genomu obejmujacych geny kodu-
jace biatka (ang. expressed sequence tags).
Zwickszenie/zmniejszenie liczby kopii mikro-
satelitbow w regionach kodujacych prowadzi
czesto do przesuniecia ramki odczytu, czego
konsekwencja sa zmiany w produkcie konco-
wym - biatku, a w regionach niekodujacych
powoduje to zmiany w regulacji aktywnoSci
genow (SURESH i NAGARAJARAM 2007). KASHI i
KING (2006) podaja, ze mikrosatelity sa Zro-
dlem zmiennoSci genetycznej stanowiacej
podstawe ewolucji adaptacyjnej. Wsrod wie-
Iu cech korzystnych, opisujacych charakter
mikrosatelitow, najistotniejsze jest to, ze ob-
ficie wystepuja w genomie, wykazujac silny
polimorfizm dlugosci determinowany rézna
liczba powtorzen sekwencji podstawowe;.
Szacuje sie, ze polimorfizm charakteryzuja-
cy mikrosatelity siega 90%. Moze by¢ on na-
stepstwem pomylek polimerazy DNA, tzw.
L<Slizgania” sie polimerazy (ang. polymerase
slippage), ktore prowadzi do wydluzania di-
nukleotydowych sekwencji powtorzonych.
CzeSciej poslizg ten prowadzi do wstawie-
nia, rzadziej do delecji, przynajmniej jednej z
powtorzonych jednostek. Zatem, co pewien
czas poslizg polimerazy prowadzi do powsta-
nia nowego wariantu sekwencji mikrosateli-
tarnej o innej dlugoSci wzbogacajac zestaw
alleli znajdujacych si¢ w populacji. W geno-
mie ludzkim na polimorfizm tych motywow
moga rowniez wplywa¢ mutacje dynamiczne,
bedace nastepstwem poslizgu polimerazy,
ktorych istota jest zwielokrotnienie charakte-
rystycznych, krotkich sekwencji mikrosateli-
tarnych w obrebie okreslonego genu.
Polimorfizm sekwencji mikrosatelitarnych
oraz to, ze flankujace je sekwencje sa specy-
ficzne dla okreSlonych miejsc w DNA spra-
wia, ze sa one wykorzystywane jako cecha
diagnostyczna w mapowaniu genomu i ana-
lizie sprzezefi, w genetyce populacyjnej, w
badaniach filogenetycznych i ewolucyjnych
(StOMSKI i wspotaut. 2004a, b; BROWN 2009).

SYSTEM MARKEROWY SSR I JEGO ZASTOSOWANIE

Amplifikowane sekwencje mikrosatelitar-
ne tworza system markerOw okreslany jako

SSR (ang. simple sequence repeats; proste
sekwencje powtarzalne) albo STR (ang. short
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tandem repeats; krotkie tandemowe powto-
rzenia). Kazdy odcinek mikrostatelitarny sa-
siaduje z unikatowymi sekwencjami, ktore
mozna wykorzysta¢ do projektowania specy-
ficznych starterow. Markery SSR maja wiele
zastosowan w genetyce i hodowli roSlin ze
wzgledu na ich multialleliczna nature, kodo-
minacyjny sposOb dziedziczenia, powszech-
noS¢ w genomie oraz latwos$¢ analizy (Ku-
LEUNG i wspotaut. 2004, VARSHNEY i wspotaut.
2005, DECLERCK i wspotaut. 2009). Mikrosa-
telity sa obecnie szeroko stosowane do uzu-
pehienia genetycznych map sprzezen kilku
gatunkow zboz takich jak: kukurydza (CORDE-
RIO 2000), jeczmien (THIEL i wspotaut. 2003),
ryz (TEMNYKH i wspotaut. 1999, DECLERCK i
wspotaut. 2009), pszenica (RODER i wspol-
aut. 1998) oraz pszenzyto (TAMS i wspotaut.
2004). Oprocz tworzenia map genetycznych
mozna ich uzywaé takze do identyfikacji
osobniczego DNA i oznaczania rodzicielstwa,
jak rowniez w genetyce populacyjnej takich
gatunkow roSlinnych jak brzoskwinia (Pru-
nuspersica 1.) czy stodka wisnia (P. avium
L.) (DIRLEWANGER i wspotaut. 2002, NICOT i
wspolaut. 2004). Oszacowano czestoS¢ wy-
stepowania motywow mikrosatelitarnych w
takich roslinach jak Arabidopsis thaliana,
ryz, soja, kukurydza i pszenica, u ktorych
rozmiar genomu haploidalnego miesci sie
w zakresie 125Mpz do 5,660Mpz. U tych ga-
tunkow catkowita czestoS¢ sekwencji mikro-
satelitarnych byla odwrotnie proporcjonalna
do rozmiaru genomu i iloSci powtarzalnego
DNA, ale pozostala niezmienna w cz¢Sciach

genomu, ktore podlegaja transkrypcji. Cze-
stoS¢ sekwencji mikrosatelitarnych byla wyz-
sza w obszarach transkrybowanych, zwlasz-
cza w regionach nie podlegajacych trans-
lacji (UTR). Motywy (CT),,, (GAA),, (AAT),
wykorzystano do okreSlenia réznorodnoSci
genetycznej w badaniach taksonomicznych,
do analizy pochodzenia, a takze do identyfi-
kacji genotypow takich gatunkow roslin jak
ryz, pszenica, soja czy winorosl (MORGANTE i
wspotaut. 2002, SURESH i NAGARAJARAM 2007).
Dzicki wykorzystaniu markeréw SSR zapro-
jektowanych dla pszenicy, przeanalizowano
sekwencje zlokalizowane w chromosomach
zyta (Fu i wspotaut. 2010). Udowodniono
takze, ze sekwencje SSR sa obecne w obre-
bie EST (ang. expressed sequence tags; se-
kwencyjne znaczniki ekspresji) i wiele z nich
zostalo wykorzystanych do stworzenia mar-
keréw ,EST-SSR”. Tego typu markery umozli-
wiaja szybka identyfikacje szukanych genow,
a markery zaprojektowane dla sekwencji EST
jednego gatunku moga zosta¢ wykorzystane
do analiz gatunkéw z nim spokrewnionych.
Znalazty one zastosowanie w konstruowaniu
poréwnawczej mapy pszenicy i ryzu (KANTE-
TY i wspotaut. 2002, YU i wspotaut. 2004).
Markery SSR obrazowaly takze podobienstwo
genetyczne pomiedzy réznymi odmianami
pszenzyta, bez wzgledu na ich pochodzenie
genealogiczne, geograficzne czy wymagania
wzrostowe. Wykazano, ze markery SSR za-
projektowane dla pszenicy i zyta moga stac
si¢ uzyteczne do badan genetycznych nad
pszenzytem (KULEUNG i wspotaut. 2004).

SYSTEM MARKEROWY ISSR I JEGO ZASTOSOWANIE

Polimorfizm sekwencji miedzymikrosateli-
tarnych (ang. inter simple sequence repeats,
ISSR) zostal wykorzystany po raz pierwszy
jako system markerowy przez ZIETKIEWICZ i
wspotaut. w 1994 roku. Analiza ISSR obejmu-
je amplifikacje fragmentow DNA usytuowa-
nych pomi¢dzy dwoma mikrosatelitarnymi,
powtorzonymi regionami zorientowanymi w
przeciwlegtych kierunkach. Oligonukleoty-
dowe startery wykorzystywane do ISSR-PCR
skladaja si¢ z powtarzalnych, tzw. ,zakotwi-
czonych” jednostek na koncu 5’ lub 3’, dzie-
ki ich uzyciu mozliwa jest amplifikacja frag-
mentOw DNA o zmiennej dlugosci z obsza-
row pomie¢dzy motywami mikrosatelitarnymi.
Polimorfizm ISSR wynika z mutacji, insercji
lub delecji w obrebie sekwencji mikrosateli-
tarnej. Zmiany te powoduja wystapienie lub

nie, produktu, ktory stanie sie¢ widoczny na
zelu postaci prazka (REDDY i wspotaut. 2000,
CARVALHO i wspotaut. 2005, VAILLANCOURT
i wspotaut. 2008). Technika ta nie wyma-
ga wstepnych informacji o analizowanej se-
kwencji DNA. ISSR zaliczaja si¢ do markerow
dominujacych, w niektorych przypadkach
moga cechowac si¢ segregacja kodominacyj-
na. Analiza ISSR, tak jak metoda RAPD, wy-
kazuje wysoka rozdzielczoSC generowanych
wzorow prazkowych, lecz zapewnia lepsza
powtarzalnoS¢ (startery sa dtuzsze i komple-
mentarne do regionoOw mikrosatelitarnych)
(REDDY i wspotaut. 2000, GOSTIMSKY i wspot-
aut. 2005, VAILLANCOURT i wspotaut. 2008).
Markery te wykorzystuje sie do okresle-
nia réznorodnoSci genetycznej, badan filoge-
netycznych (CARVALHO i wspotaut. 2005,Va-
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ILLANCOURT i wspotaut. 2008), identyfikacji
genoéw (ang. gene tagging) i poszerzania
wiedzy o ewolucji wielu istotnych, z punktu
widzenia rolniczego, gatunkéw roslin zbozo-
wych (REDDY i wspotaut. 2000), tj. pszenica
(NAGAOKA i OGIHARA 1997), zyto (MATOS i
wspotaut. 2001), pszenzyto (SOZEN 2011), ku-
kurydza (Pgjic i wspotaut. 1998), ryz (QIAN i
wspotaut. 2001, GIRMA i wspotaut. 2010) czy
jeczmien (FERNANDEZ i wspotaut. 2002, Go-
STIMSKY i wspotaut. 2005, KANABAR i KONDO
2011). System ten rowniez wykorzystano do
wyznaczenia markeréw sprzezonych z gena-
mi odpornosci na choroby i wielkoScia ziar-
niakéw heksaploidalnej pszenicy (AMMIRAJU
i wspotaut. 2001), a takze do analizy soma-
tycznych hybryd Citrus (SCARANO i wspol-
aut. 2002). Zastosowano go rowniez do ge-
netycznej charakterystyki miedzynarodowe;j

kolekcji roSlin kakaowca (CHARERS i WIL-
KINSON. 2000). ISSR wykazuja wystarczajacy
polimorfizm do odrdznienia rozmaitych od-
mian chryzantem (WOLFF i wspoétaut. 1995).
NKONGOLO i wspoétaut. (2005) oraz MEHES i
wspotaut. (2005) odnalezli u drzew iglastych
gatunkowo-specyficzne markery ISSR. Zostaty
one wykorzystane do identyfikacji mieszan-
cow miedzygatunkowych Picea i rodzaju
Pinus. Metoda ta w prosty sposOb pozwala
dostrzec roznice mi¢dzy osobnikami. Zostata
uzyta do identyfikacji powszechnie uprawia-
nych gatunkow roslin takich jak: trojlistkowa
pomarancza (FANG i ROESE 1997) i ziemniak
(PREVOST 1 WILKINSON 1999).

Powtarzalnos¢ na dobrym poziomie, pro-
stota wykonania i wymog malej iloSci DNA
czyni technike ISSR-PCR odpowiednia do
analizy odmiennych gatunkow roSlin.

PODSUMOWANIE

Pomimo zZe oba opisane systemy marke-
rowe oparte sa o polimorfizm sekwencji mi-
krosatelitarnych, wykazuja pewne roznice.
Waznymi kryteriami wyboru techniki sa jej
koszty, pracochtonnos¢ i czasochtonnosc.

Metoda SSR, pomimo licznych zalet po-
siada i wady. Do zalet zaliczy¢ nalezy wysoka
czestotliwoS¢  wykrywanego polimorfizmu,
wynikajaca ze zmiennej liczby powtorzen
motywu nukleotydowego, mozliwos¢ oceny
homo- lub heterozygotycznoSci analizowane-
go osobnika na podstawie profilu genetycz-
nego, analiza pojedynczego locus, a takze
mozliwosci automatyzacji metody poprzez
technike elektroforezy kapilarnej w zelu po-
liakrylamidowym z zastosowaniem znaczni-
kow fluorescencyjnych. Wada jest mozliwos¢
wystepowania homoplazji (ang. homoplasy,
allele o tej samej liczbie par zasad r6znia si¢
sekwencja) i niewykrywalnoS¢ niemych al-
leli (ang. null allels), a takze wysokie koszty
analizy obejmujace wieloetapowe przygoto-
wanie specyficznych starteréw i poOZniejsza
reakcje PCR (NICOT i wspotaut. 2004, SZTUBA-
-SOLINSKA 2005, NOWAKOWSKA 2006, BROWN
2009). W przeciwienstwie do markerow SSR,

system markerowy ISSR-PCR jest stosunkowo
niedroga technika obejmujaca jednoczesna
analize wielu loci. Technika ta réwniez nie
jest czasochtonna. Punktem krytycznym w
analizach ISSR-PCR jest wybor odpowiednich
starterOw.

Juz w latach 90. ubieglego wieku zwro-
cono uwage, ze sekwencje mikrosatelitarne
moga zosta¢ wykorzystane do opracowania
markeréw. Ich ogromne znaczenie wynika
z ich wysokiego polimorfizmu. Dzicki temu
znalazly zastosowanie w badaniach filogene-
tycznych i populacyjnych (DAVILA i wspoOl-
aut. 1999). Udowodniono, ze markery oparte
o proste sekwencje powtorzone, pozwalaja
na zrozumienie organizacji genomu roSlin.
Dzicki ich wykorzystaniu mozna przeSle-
dzi¢ dziedziczenie chromosomow (SLOMSKI
i wspotaut. 2004A). Dzigki wszechobecnosci
i fatwym metodom wykrywania, sekwencje
mikrosatelitarne staly si¢ powszechnie uzy-
wanym narzedziem stuzacym do identyfika-
cji osobnikéw, gatunkow i odmian. Znalazty
one pelne zastosowanie w tak waznej dzie-
dzinie, jaka jest hodowla roslin (CUADRAODO
i SCHWARZACHER 1998).

CHARAKTERYSTYKA I ZASTOSOWANIE SSR ORAZ ISSR W BADANIACH GENOMOW
ROSLINNYCH

Streszczenie

W badaniach roslin markery DNA stanowia od-
powiednie narzedzie pozwalajace na szczegélowa

genetyczng analize, mapowanie genoéw oraz okresle-
nie genetycznego zroznicowania. Sekwencje mikro-
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satelitarne i obszary znajdujace si¢ miedzy nimi oka-
zaly si¢ waznym zrodtem markeréw DNA i byly z po-
wodzeniem stosowane przy badaniach genetycznego
zrOznicowania, mapowaniu genomow, selekcji cech
pozadanych w rolnictwie oraz przy rozrdéznianiu ge-
notypow. Markery SSR (ang simple sequence repeat)
i ISSR (ang. inter simple sequence repeat) wykazuja

wiele zalet w porownaniu do innych markeréw sto-
sowanych w badaniach genetycznych. Charakteryzu-
ja si¢ one wysokim polimorfizmem i duza czestoscia
wystepowania. Niniejszy przeglad przedstawia cechy
i zastosowanie markeréw SSR i ISSR w badaniach ge-

nomo6w roslinnych.

CHARACTERISTIC AND APPLICATIONS OF SSR AND ISSR IN STUDY OF PLANT GENOMES

Summary

In plant investigations, DNA based markers are
suitable tools for detailed genetic analysis, gene
mapping and estimation of genetic diversity. Micro-
satellites and regions between them are important
source of DNA markers and have been successfully
applied for detection of genetic diversity, genome
mapping, marker assisted selection of agronomically

important traits and genotype differentiation. Simple
sequence repeat (SSR) and inter simple sequence
repeat (ISSR) markers have many advantages for
genetic studies over other markers. They are highly
polymorphic and abundant. This review aimed to
characterize and present possible applications of
SSR and ISSR in plant genome research.
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