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zbudowana z regionów powtarzalnego DNA 
o wysoce polimorficznej naturze, stało się 
niezwykle przydatne w opracowaniu no-
wych markerów molekularnych służących 
między innymi do identyfikacji osobników 
czy też gatunków. Sekwencje te mają różną 
wielkość, są wielokrotnie powtórzone w ge-
nomie, mogą również nabywać nowe funk-
cje poprzez addycję czy delecję sekwencji 
lub na skutek zmian w sekwencji par zasad. 
W regionach tych zawarte są sekwencje mi-
krosatelitarne, które są bardzo atrakcyjnym 
celem do tworzenia systemów markerowych 
z uwagi na dużą zdolność gromadzenia mu-
tacji (Li i współaut. 2004, Sharma i współaut. 
2008). 

Rośliny są doskonałym obiektem do ba-
dań zmienności z zastosowaniem technik 
biologii molekularnej. Biorąc pod uwagę 
fakt, że genomy jądrowe roślin wyróżniają 
się wśród genomów eukariotycznych dużą 
zmiennością wielkości i złożonością struktu-
ralno-organizacyjną, metody oparte na ana-
lizie DNA dają możliwość poznania i wyja-
śnienia ich skomplikowanej natury. Markery 
molekularne odgrywają znaczącą rolę we 
wszystkich aspektach hodowli roślin, obej-
mujących między innymi identyfikację ge-
nów odpowiedzialnych za pożądane cechy 
z punktu widzenia agronomicznego (ShuL-
man i współaut. 2004). Odkrycie, że od 30 
do 90% genomu wszystkich gatunków jest 
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WPROWADZENIE

CZYM JEST MARKER MOLEKULARNY?

Pod pojęciem markera molekularnego 
rozumiemy fragment DNA lub polipeptyd, 
który wykazuje polimorfizm — dziedziczy 
się zgodnie z prawami Mendla i nie ulega 
wpływom środowiska zewnętrznego (ma-
Sojć 2004, Sharma i współaut. 2008). We-
dług goStimSky′ego i współaut. (2005), mo-
lekularnymi markerami DNA są polimorficz-
ne sekwencje nukleotydów rozproszone w 
całym genomie, których mutacje mogą być 
wykrywane z użyciem technik opartych na 
PCR (ang. polymerase chain reaction).

Markery molekularne są bardziej uży-
teczne do badań nad zmiennością gene-
tyczną niż analiza morfologiczna czy gene-
alogiczna z tego względu, że nie oddziałują 
na nie środowisko i odzwierciedlają one 
podobieństwo genetyczne bez uprzedniej 
wiedzy o pochodzeniu. Molekularne mar-
kery DNA można podzielić na dwie klasy: 
oparte na hybrydyzacji i oparte na łańcu-
chowej reakcji polimerazy (PCR) (kuLeung 
i współaut. 2004).
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kwencje mikrosatelitarne występują rzadziej 
w regionach kodujących niż w niekodują-
cych (Wang i współaut. 2005). W regionach 
kodujących większa ilość tych motywów 
zlokalizowana jest w transkrybowanych re-
gionach genomu obejmujących geny kodu-
jące białka (ang. expressed sequence tags). 
Zwiększenie/zmniejszenie liczby kopii mikro-
satelitów w regionach kodujących prowadzi 
często do przesunięcia ramki odczytu, czego 
konsekwencją są zmiany w produkcie końco-
wym - białku, a w regionach niekodujących 
powoduje to zmiany w regulacji aktywności 
genów (SureSh i nagarajaram 2007). kaShi i 
king (2006) podają, że mikrosatelity są źró-
dłem zmienności genetycznej stanowiącej 
podstawę ewolucji adaptacyjnej. Wśród wie-
lu cech korzystnych, opisujących charakter 
mikrosatelitów, najistotniejsze jest to, że ob-
ficie występują w genomie, wykazując silny 
polimorfizm długości determinowany różną 
liczbą powtórzeń sekwencji podstawowej. 
Szacuje się, że polimorfizm charakteryzują-
cy mikrosatelity sięga 90%. Może być on na-
stępstwem pomyłek polimerazy DNA, tzw. 
„ślizgania” się polimerazy (ang. polymerase 
slippage), które prowadzi do wydłużania di-
nukleotydowych sekwencji powtórzonych. 
Częściej poślizg ten prowadzi do wstawie-
nia, rzadziej do delecji, przynajmniej jednej z 
powtórzonych jednostek. Zatem, co pewien 
czas poślizg polimerazy prowadzi do powsta-
nia nowego wariantu sekwencji mikrosateli-
tarnej o innej długości wzbogacając zestaw 
alleli znajdujących się w populacji. W geno-
mie ludzkim na polimorfizm tych motywów 
mogą również wpływać mutacje dynamiczne, 
będące następstwem poślizgu polimerazy, 
których istotą jest zwielokrotnienie charakte-
rystycznych, krótkich sekwencji mikrosateli-
tarnych w obrębie określonego genu. 

Polimorfizm sekwencji mikrosatelitarnych 
oraz to, że flankujące je sekwencje są specy-
ficzne dla określonych miejsc w DNA spra-
wia, że są one wykorzystywane jako cecha 
diagnostyczna w mapowaniu genomu i ana-
lizie sprzężeń, w genetyce populacyjnej, w 
badaniach filogenetycznych i ewolucyjnych 
(SłomSki i współaut. 2004a, b; broWn 2009).

Mikrosatelity są dynamicznymi kompo-
nentami genomu, których liczba zmienia się 
w czasie. Termin mikrosatelity wprowadzili 
Litt i Luty w 1989 roku. Należą one do ro-
dziny repetetywnego DNA i występują za-
równo u organizmów eukariotycznych, jak 
i prokariotycznych (gur-arie i współaut. 
2000). Wiadomym jest, że nie ma obecnie 
dwóch żyjących osobników, które miałyby 
identyczną kombinację alleli mikrosatelitar-
nych. Do niedawna sądzono, że mikrosatelity 
w roślinnym genomie występują z dziesięcio-
krotnie mniejszą frekwencją niż w genomie 
ludzkim, chociaż ostatnie badania wskazują, 
że ilość tych sekwencji jest porównywalna u 
roślin i zwierząt (ShuLman i współaut. 2004).

Mikrosatelity to sekwencje z motywami 
powtórzonymi tandemowo. Motywy te za-
wierają od 1-6 pz powtórzonych kilka razy 
(ShuLman 2007). U roślin mikrosatelity za-
wierają wielokrotnie powielone sekwencje 
typu (AT)n oraz (TAT)n, znacznie rzadziej 
występują sekwencje (GA)n i sporadycznie  
(CA)n — te ostatnie powszechne są w geno-
mach zwierzęcych (maSojć 2004, Sztuba-So-
LińSka 2005,Wang i współaut. 2005, ShuLman 
2007, Sharma i współaut. 2008). Oprócz mi-
krosatelitów „doskonałych” (GC)n, poprzez 
substytucje, delecje czy insercje, powstają 
mikrosatelity „niedoskonałe” (GC)n(N)(GC)n, 
które są stabilniejsze od „doskonałych” i od-
grywają znaczną rolę w regulacji aktywności 
genów (SureSh i nagarajaram 2007). Przy-
puszcza się, że mikrosatelitarne sekwencje 
mają także wpływ na organizację chromaty-
ny, rekombinacje, replikacje DNA, cykl ko-
mórkowy oraz system naprawy błędnie spa-
rowanych nukleotydów (ang. mismatch repa-
ir, MMR) (Li i współaut. 2004).

Mikrosatelity są równomiernie rozpro-
szone w chromosomach lub wykazują pre-
ferencje do obszarów przycentromerowych. 
Występują zarówno poza genami, jak i w ich 
obrębie (u roślin sekwencje dwunukleotydo-
we występują powszechniej w intronach, zaś 
trójnukleotydowe głównie w egzonach) oba 
rodzaje sekwencji liczniejsze są w obszarach 
flankujących 5’ niż 3’ (rogaLSka i współaut. 
2005). Wykazano, że u roślin wyższych se-

FENOMEN MIKROSATELITÓW

SYSTEM MARKEROWY SSR I JEGO ZASTOSOWANIE

Amplifikowane sekwencje mikrosatelitar-
ne tworzą system markerów określany jako 

SSR (ang. simple sequence repeats; proste 
sekwencje powtarzalne) albo STR (ang. short 
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genomu, które podlegają transkrypcji. Czę-
stość sekwencji mikrosatelitarnych była wyż-
sza w obszarach transkrybowanych, zwłasz-
cza w regionach nie podlegających trans-
lacji (UTR). Motywy (CT)10, (GAA)5, (AAT)6 
wykorzystano do określenia różnorodności 
genetycznej w badaniach taksonomicznych, 
do analizy pochodzenia, a także do identyfi-
kacji genotypów takich gatunków roślin jak 
ryż, pszenica, soja czy winorośl (morgante i 
współaut. 2002, SureSh i nagarajaram 2007). 
Dzięki wykorzystaniu markerów SSR zapro-
jektowanych dla pszenicy, przeanalizowano 
sekwencje zlokalizowane w chromosomach 
żyta (Fu i współaut. 2010). Udowodniono 
także, że sekwencje SSR są obecne w obrę-
bie EST (ang. expressed sequence tags; se-
kwencyjne znaczniki ekspresji) i wiele z nich 
zostało wykorzystanych do stworzenia mar-
kerów „EST-SSR”. Tego typu markery umożli-
wiają szybką identyfikację szukanych genów, 
a markery zaprojektowane dla sekwencji EST 
jednego gatunku mogą zostać wykorzystane 
do analiz gatunków z nim spokrewnionych. 
Znalazły one zastosowanie w konstruowaniu 
porównawczej mapy pszenicy i ryżu (kante-
ty i współaut. 2002, yu i współaut. 2004). 
Markery SSR obrazowały także podobieństwo 
genetyczne pomiędzy różnymi odmianami 
pszenżyta, bez względu na ich pochodzenie 
genealogiczne, geograficzne czy wymagania 
wzrostowe. Wykazano, że markery SSR za-
projektowane dla pszenicy i żyta mogą stać 
się użyteczne do badań genetycznych nad 
pszenżytem (kuLeung i współaut. 2004).

tandem repeats; krótkie tandemowe powtó-
rzenia). Każdy odcinek mikrostatelitarny są-
siaduje z unikatowymi sekwencjami, które 
można wykorzystać do projektowania specy-
ficznych starterów. Markery SSR mają wiele 
zastosowań w genetyce i hodowli roślin ze 
względu na ich multialleliczną naturę, kodo-
minacyjny sposób dziedziczenia, powszech-
ność w genomie oraz łatwość analizy (ku-
Leung i współaut. 2004, VarShney i współaut. 
2005, decLerck i współaut. 2009). Mikrosa-
telity są obecnie szeroko stosowane do uzu-
pełnienia genetycznych map sprzężeń kilku 
gatunków zbóż takich jak: kukurydza (corde-
rio 2000), jęczmień (thieL i współaut. 2003), 
ryż (temnykh i współaut. 1999, decLerck i 
współaut. 2009), pszenica (röder i współ-
aut. 1998) oraz pszenżyto (tamS i współaut. 
2004). Oprócz tworzenia map genetycznych 
można ich używać także do identyfikacji 
osobniczego DNA i oznaczania rodzicielstwa, 
jak również w genetyce populacyjnej takich 
gatunków roślinnych jak brzoskwinia (Pru-
nuspersica L.) czy słodka wiśnia (P. avium 
L.) (dirLeWanger i współaut. 2002, nicot i 
współaut. 2004). Oszacowano częstość wy-
stępowania motywów mikrosatelitarnych w 
takich roślinach jak Arabidopsis thaliana, 
ryż, soja, kukurydza i pszenica, u których 
rozmiar genomu haploidalnego mieści się 
w zakresie 125Mpz do 5,660Mpz. U tych ga-
tunków całkowita częstość sekwencji mikro-
satelitarnych była odwrotnie proporcjonalna 
do rozmiaru genomu i ilości powtarzalnego 
DNA, ale pozostała niezmienna w częściach 

SYSTEM MARKEROWY ISSR I JEGO ZASTOSOWANIE

Polimorfizm sekwencji międzymikrosateli-
tarnych (ang. inter simple sequence repeats, 
ISSR) został wykorzystany po raz pierwszy 
jako system markerowy przez ziętkieWicz i 
współaut. w 1994 roku. Analiza ISSR obejmu-
je amplifikację fragmentów DNA usytuowa-
nych pomiędzy dwoma mikrosatelitarnymi, 
powtórzonymi regionami zorientowanymi w 
przeciwległych kierunkach. Oligonukleoty-
dowe startery wykorzystywane do ISSR-PCR 
składają się z powtarzalnych, tzw. „zakotwi-
czonych” jednostek na końcu 5’ lub 3’, dzię-
ki ich użyciu możliwa jest amplifikacja frag-
mentów DNA o zmiennej długości z obsza-
rów pomiędzy motywami mikrosatelitarnymi. 
Polimorfizm ISSR wynika z mutacji, insercji 
lub delecji w obrębie sekwencji mikrosateli-
tarnej. Zmiany te powodują wystąpienie lub 

nie, produktu, który stanie się widoczny na 
żelu postaci prążka (reddy i współaut. 2000, 
carVaLho i współaut. 2005, VaiLLancourt 
i współaut. 2008). Technika ta nie wyma-
ga wstępnych informacji o analizowanej se-
kwencji DNA. ISSR zaliczają się do markerów 
dominujących, w niektórych przypadkach 
mogą cechować się segregacją kodominacyj-
ną. Analiza ISSR, tak jak metoda RAPD, wy-
kazuje wysoką rozdzielczość generowanych 
wzorów prążkowych, lecz zapewnia lepszą 
powtarzalność (startery są dłuższe i komple-
mentarne do regionów mikrosatelitarnych) 
(reddy i współaut. 2000, goStimSky i współ-
aut. 2005, VaiLLancourt i współaut. 2008).

Markery te wykorzystuje się do określe-
nia różnorodności genetycznej, badań filoge-
netycznych (carVaLho i współaut. 2005,Va-
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kolekcji roślin kakaowca (charerS i WiL-
kinSon. 2000). ISSR wykazują wystarczający 
polimorfizm do odróżnienia rozmaitych od-
mian chryzantem (WoLFF i współaut. 1995). 
nkongoLo i współaut. (2005) oraz meheS i 
współaut. (2005) odnaleźli u drzew iglastych 
gatunkowo-specyficzne markery ISSR. Zostały 
one wykorzystane do identyfikacji mieszań-
ców międzygatunkowych Picea i rodzaju 
Pinus. Metoda ta w prosty sposób pozwala 
dostrzec różnice między osobnikami. Została 
użyta do identyfikacji powszechnie uprawia-
nych gatunków roślin takich jak: trójlistkowa 
pomarańcza (Fang i roeSe 1997) i ziemniak 
(PreVoSt i WiLkinSon 1999). 

Powtarzalność na dobrym poziomie, pro-
stota wykonania i wymóg małej ilości DNA 
czyni technikę ISSR-PCR odpowiednią do 
analizy odmiennych gatunków roślin. 

iLLancourt i współaut. 2008), identyfikacji 
genów (ang. gene tagging) i poszerzania 
wiedzy o ewolucji wielu istotnych, z punktu 
widzenia rolniczego, gatunków roślin zbożo-
wych (reddy i współaut. 2000), tj. pszenica 
(nagaoka i ogihara 1997), żyto (matoS i 
współaut. 2001), pszenżyto (Sözen 2011), ku-
kurydza (Pejic i współaut. 1998), ryż (Qian i 
współaut. 2001, girma i współaut. 2010) czy 
jęczmień (Fernández i współaut. 2002, go-
StimSky i współaut. 2005, kanabar i kondo 
2011). System ten również wykorzystano do 
wyznaczenia markerów sprzężonych z gena-
mi odporności na choroby i wielkością ziar-
niaków heksaploidalnej pszenicy (ammiraju 
i współaut. 2001), a także do analizy soma-
tycznych hybryd Citrus (Scarano i współ-
aut. 2002). Zastosowano go również do ge-
netycznej charakterystyki międzynarodowej 

PODSUMOWANIE

Pomimo że oba opisane systemy marke-
rowe oparte są o polimorfizm sekwencji mi-
krosatelitarnych, wykazują pewne różnice. 
Ważnymi kryteriami wyboru techniki są jej 
koszty, pracochłonność i czasochłonność. 

Metoda SSR, pomimo licznych zalet po-
siada i wady. Do zalet zaliczyć należy wysoką 
częstotliwość wykrywanego polimorfizmu, 
wynikająca ze zmiennej liczby powtórzeń 
motywu nukleotydowego, możliwość oceny 
homo- lub heterozygotyczności analizowane-
go osobnika na podstawie profilu genetycz-
nego, analiza pojedynczego locus, a także 
możliwości automatyzacji metody poprzez 
technikę elektroforezy kapilarnej w żelu po-
liakrylamidowym z zastosowaniem znaczni-
ków fluorescencyjnych. Wadą jest możliwość 
występowania homoplazji (ang. homoplasy, 
allele o tej samej liczbie par zasad różnią się 
sekwencją) i niewykrywalność niemych al-
leli (ang. null allels), a także wysokie koszty 
analizy obejmujące wieloetapowe przygoto-
wanie specyficznych starterów i późniejszą 
reakcję PCR (nicot i współaut. 2004, Sztuba-
-SoLińSka 2005, noWakoWSka 2006, broWn 
2009). W przeciwieństwie do markerów SSR, 

system markerowy ISSR-PCR jest stosunkowo 
niedrogą techniką obejmująca jednoczesną 
analizę wielu loci. Technika ta również nie 
jest czasochłonna. Punktem krytycznym w 
analizach ISSR-PCR jest wybór odpowiednich 
starterów.

Już w latach 90. ubiegłego wieku zwró-
cono uwagę, że sekwencje mikrosatelitarne 
mogą zostać wykorzystane do opracowania 
markerów. Ich ogromne znaczenie wynika 
z ich wysokiego polimorfizmu. Dzięki temu 
znalazły zastosowanie w badaniach filogene-
tycznych i populacyjnych (dáViLa i współ-
aut. 1999). Udowodniono, że markery oparte 
o proste sekwencje powtórzone, pozwalają 
na zrozumienie organizacji genomu roślin. 
Dzięki ich wykorzystaniu można prześle-
dzić dziedziczenie chromosomów (SłomSki 
i współaut. 2004a). Dzięki wszechobecności 
i łatwym metodom wykrywania, sekwencje 
mikrosatelitarne stały się powszechnie uży-
wanym narzędziem służącym do identyfika-
cji osobników, gatunków i odmian. Znalazły 
one pełne zastosowanie w tak ważnej dzie-
dzinie, jaką jest hodowla roślin (cuadraodo 
i SchWarzacher 1998).

CHARAKTERYSTYKA I ZASTOSOWANIE SSR ORAZ ISSR W BADANIACH GENOMÓW 
ROŚLINNYCH

Streszczenie

W badaniach roślin markery DNA stanowią od-
powiednie narzędzie pozwalające na szczegółową 

genetyczną analizę, mapowanie genów oraz określe-
nie genetycznego zróżnicowania. Sekwencje mikro-
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wiele zalet w porównaniu do innych markerów sto-
sowanych w badaniach genetycznych. Charakteryzu-
ją się one wysokim polimorfizmem i dużą częstością 
występowania. Niniejszy przegląd przedstawia cechy 
i zastosowanie markerów SSR i ISSR w badaniach ge-
nomów roślinnych. 

satelitarne i obszary znajdujące się między nimi oka-
zały się ważnym źródłem markerów DNA i były z po-
wodzeniem stosowane przy badaniach genetycznego 
zróżnicowania, mapowaniu genomów, selekcji cech 
pożądanych w rolnictwie oraz przy rozróżnianiu ge-
notypów. Markery SSR (ang simple sequence repeat) 
i ISSR (ang. inter simple sequence repeat) wykazują 

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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