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S u m m a r y

In the last 20 years, several marker systems based on the microsatellite se-
quences have been elaborated. One of them is SAMPL (Selective Amplification
of Microsatellite Polymorphic Loci), which gives a possibility to detect genetic
polymorphisms resulting not only from mutations in restriction sites, but also
from different number of microsatellite motif repeats. That makes it a valuable
tool for a genetic diversity studies even among closely related forms. Moreover,
thanks to the ability of simultaneous analysis of many segregating loci in one
gel line, SAMPL markers are very useful to construct new and improve density of
already existing genetic maps.
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1. Wstêp

Mikrosatelity, okreœlane równie¿ jako SSR (ang. Simple Sequ-

ence Repeat), STR (ang. Short Tandem Repeats) lub VNTR (ang. Va-

riable Number of Tandem Repeats), s¹ jedn¹ z klas sekwencji repe-
tytywnych DNA, obecnych we wszystkich genomach ¿ywych or-
ganizmów nale¿¹cych zarówno do eukariontów jak i prokarion-
tów. S¹ one z³o¿one z kilkunukleotydowych tandemowych se-
kwencji, licz¹cych zwykle od 2 do 6 nukleotydów. Mikrosatelity
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s¹ czêsto klasyfikowane na: doskona³e – sk³adaj¹ce siê z nastêpuj¹cych po sobie
powtórzeñ 2-6-nukleotydowych, niedoskona³e – zawieraj¹ce inne nukleotydy miê-
dzy kolejnymi powtórzeniami motywu i z³o¿one – sk³adaj¹ce siê z dwóch moty-
wów oddzielonych dowolnym nukleotydem. Sekwencje mikrosatelitarne s¹ rozpro-
szone w ca³ym genomie, wystêpuj¹ zarówno w regionach koduj¹cych, jak i nieko-
duj¹cych, a czêstotliwoœæ ich wystêpowania jest wy¿sza w przypadku sekwencji ak-
tywnych transkrypcyjnie ni¿ w rejonach nie ulegaj¹cych translacji – UTR (1).

Czêstotliwoœæ wystêpowania sekwencji mikrosatelitarnych w genomie jest od-
wrotnie skorelowana z jego wielkoœci¹, a wprost proporcjonalna do wielkoœci regio-
nów koduj¹cych tego genomu (2).

Mikrosatelity s¹ oflankowane unikatowymi sekwencjami. S¹ z regu³y jednokopij-
ne i zajmuj¹ to samo miejsce w genomie u ró¿nych genotypów w obrêbie danego
gatunku, a czêsto te¿ u ró¿nych gatunków spokrewnionych.

Wszystkie te cechy mikrosatelitów sprawi³y, ¿e stworzono na ich bazie kilka klas
markerów molekularnych, a mianowicie: SSR (3), ISSR (4), REMAP (5) i SAMPL (6).
SSR to markery bazuj¹ce na reakcji PCR z wykorzystaniem starterów komplementar-
nych do sekwencji flankuj¹cych mikrosatelity. Markery ISSR (ang. Inter-Simple Sequ-

ence Repeat) pozwalaj¹ wykryæ ró¿nice w d³ugoœci fragmentów pomiêdzy odwrotnie
zorientowanymi sekwencjami mikrosatelitarnymi, REMAP (ang. Retrotransposon-

-Microsatellite Amplified Polymorphism) umo¿liwiaj¹ identyfikacjê polimorfizmu odcin-
ków DNA pomiêdzy retrotranspozonem a mikrosatelit¹ przy u¿yciu startera specy-
ficznego do sekwencji LTR (ang. Long Terminal Repeat) retrotranspozonu i startera
mikrosatelitarnego zakotwiczonego na jego koñcu 3’ lub 5’. Natomiast SAMPL (ang.
Selectively Amplified Microsatellite Polymorphic Locus) to amplifikowane odcinki DNA
znajduj¹ce siê miêdzy miejscem rozpoznawanym przez enzym restrykcyjny a se-
kwencj¹ mikrosatelitarn¹. Pocz¹tkowo markery SAMPL by³y rzadko wykorzystywa-
ne, natomiast w ostatnich latach wzbudzi³y one du¿e zainteresowanie badaczy zaj-
muj¹cych siê genetyk¹ roœlin.

2. Charakterystyka markerów SAMPL

SAMPL to system markerów molekularnych ³¹cz¹cy elementy procedury SSR
i AFLP (ang. Amplified Fragment Lenght Polymorphisms). Wyizolowany i oczyszczony
DNA jest trawiony dwoma enzymami restrykcyjnymi: rzadko tn¹cym, np. EcoR1 roz-
poznaj¹cym sekwencje 6-nukleotydowe i czêsto tn¹cym, np. MseI rozpoznaj¹cym
sekwencje 4-nukleotydowe (6). Otrzymane w ten sposób fragmenty liguje siê z ada-
ptorami, fragmentami dsDNA o znanej sekwencji, posiadaj¹cymi lepkie koñce kom-
plementarne do miejsc restrykcyjnych wczeœniej u¿ytych restryktaz i przeprowadza
siê wstêpn¹ selekcjê fragmentów przy u¿yciu reakcji PCR. Rzadziej tn¹cy enzym
wp³ywa na liczbê amplifikowanych fragmentów, podczas gdy czêœciej tn¹cy enzym
ma wp³yw na ich d³ugoœæ (7). Wstêpna selekcja polega na przeprowadzeniu reakcji
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Rys. Schemat procedury SAMPL.



PCR ze starterami komplementarnymi do sekwencji adaptorów i miejsc restrykcyj-
nych obu wczeœniej u¿ytych restryktaz oraz zawieraj¹cymi jeden selektywny nukle-
otyd na koñcu 3’. Selektywny nukleotyd ma za zadanie zmniejszyæ liczbê amplifiko-
wanych fragmentów. Po wstêpnej reakcji PCR otrzymuje siê nadal bardzo du¿o frag-
mentów DNA, które stanowi¹ matrycê dla w³aœciwej reakcji PCR. Do tej reakcji u¿y-
wane s¹ startery dwojakiego rodzaju:

1) starter AFLP wi¹¿¹cy siê z koñcem fragmentu zawieraj¹cym sekwencjê rozpo-
znawan¹ przez rzadziej tn¹cy enzym, np. EcoR1,

2) starter SAMPL komplementarny do sekwencji DNA mikrosatelitarnego z³o-
¿onej z 2 motywów np. C(TC)4(AC)4A.

Dziêki zastosowaniu takiej kombinacji starterów powielane s¹ odcinki DNA po-
chodz¹ce od fragmentów EcoRI-EcoRI, EcoRI-mikrosatelita oraz mikrosatelita-mikro-
satelita. Ze wzglêdów proceduralnych (stê¿enia starterów, znakowanie) fragmenty
EcoRI-EcoRI wystêpuj¹ rzadko i, je¿eli starter EcoRI nie by³ znakowany, s¹ niewidocz-
ne na kliszy rentgenowskiej. Potencjalnie mog¹ wyst¹piæ fragmenty mikrosateli-
ta-mikrosatelita (przy za³o¿eniu znakowania tego startera), jednak prawdopodobieñ-
stwo wyst¹pienia sekwencji DNA komplementarnych do sekwencji startera mikrosa-
telitarnego i ukierunkowanych „na siebie” jest równie¿ niskie. Nale¿y oczekiwaæ,
¿e g³ówn¹ masê produktów selektywnego powielania bêd¹ stanowiæ fragmenty
EcoRI-mikrosatelita. Przy czym ró¿nicuj¹cym czynnikiem bêd¹ zarówno kolejne se-
lektywne nukleotydy startera EcoRI, jak i sekwencja mikrosatelitarna. Nieco bardziej
z³o¿ony obraz ma miejsce, gdy do wizualizacji stosuje siê barwienie, np. srebrem.
W tym przypadku na ¿elu mog¹ uwidaczniaæ siê wszystkie wymienione typy produk-
tów powielania. Schemat procedury SAMPL przedstawiono na rysunku 1.

Markery SAMPL mog¹ dziedziczyæ siê w sposób dominuj¹cy lub kodominuj¹cy (8),
wykazuj¹ wysoki poziom polimorfizmu charakterystyczny dla markerów SSR. Jednoczeœ-
nie system ten umo¿liwia analizê wielu segreguj¹cych loci na jednym ¿elu sekwencyj-
nym, jak w przypadku AFLP. SAMPL maj¹ najczêœciej jednoalleliczny charakter (9).

3. Wykorzystanie markerów SAMPL

Obecnie markery molekularne SAMPL znajduj¹ zastosowanie przede wszystkim
w badaniu zmiennoœci genetycznej (8-13) i konstrukcji map sprzê¿eñ (13-16,21).

3.1. Badanie zmiennoœci genetycznej i pokrewieñstwa

Markery molekularne s¹ powszechnie wykorzystywane do analizy zmiennoœci
genetycznej i stopnia pokrewieñstwa, co u³atwia selekcjê okreœlonych form dla ró¿-
nych celów badawczych i hodowlanych oraz pozwala na oszacowanie bioró¿norod-
noœci i identyfikacjê to¿samoœci genetycznej.
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Markery SAMPL, jak siê wydaje, s¹ szczególnie przydatne w tego rodzaju pra-
cach, poniewa¿ wykazuj¹ wiêkszy polimorfizm ni¿ inne systemy markerów moleku-
larnych, który wynika nie tylko ze zmian w sekwencjach rozpoznawanych przez en-
zymy restrykcyjne u¿yte w procedurze, ale tak¿e z modyfikacji w d³ugoœci powtó-
rzeñ mikrosatelitarnych. S¹ one zatem bardziej wra¿liwe na niewielkie zmiany se-
kwencji ni¿ np. system RAPD, a to pozwala na efektywne badanie zró¿nicowania od-
mianowego (8,10) lub gatunkowego (12,13,17) oraz miêdzy populacjami roœlin roz-
mna¿anych wegetatywnie, takich jak s³odki ziemniak (11).

Badania nad zró¿nicowaniem genetycznym i pokrewieñstwem gatunków z u¿y-
ciem markerów SAMPL przeprowadzono dotychczas u kilku gatunków roœlin, w tym
wa¿nych gospodarczo takich, jak pszenica (9), ¿yto (10), bobik (8), s³odki ziemniak
(11) oraz miodla indyjska interesuj¹ca ze wzglêdu na produkcjê specyficznego meta-
bolitu wtórnego – azadirachtiny, który mo¿e byæ przydatny jako biopestycyd (12).
Natomiast ustalenie pokrewieñstwa gatunków uprawnych z dzikimi wykonano u sa-
³aty (13).

W pracach nad zmiennoœci¹ genetyczn¹ ¿yta ozimego (Secale cereale L.) na bazie
markerów SAMPL skonstruowano dendrogram podobieñstwa genetycznego 30 wsob-
nych linii ¿yta i stwierdzono, ¿e linie wyhodowane z jednej odmiany by³y grupowa-
ne zgodnie z ich rzeczywistym pochodzeniem. Ponadto stwierdzono prawie trzy
razy wy¿sz¹ wartoœæ parametru MI (ang. Marker Index) dla systemu markerów SAMPL
(8,001) w porównaniu z systemami RAPD i ISSR (odpowiednio 2,644 i 3,63), co
œwiadczy zarówno o du¿ej zdolnoœci do detekcji pr¹¿ków ró¿nicuj¹cych badane li-
nie ¿yta, jak równie¿ o amplifikacji wiêkszej liczby loci oraz o du¿ym procentowym
udziale pr¹¿ków polimorficznych otrzymanych przy u¿yciu markerów SAMPL. Nato-
miast œrednia wartoœæ wspó³czynnika PIC (ang. Polymorphic Information Contant) uzy-
skanego dla markerów SAMPL by³a nieco ni¿sza w porównaniu z u¿ytymi parami
starterów SSR (odpowiednio 0,4 i 0,46). Spoœród czterech analizowanych u ¿yta sys-
temów markerów molekularnych, system SAMPL generowa³ najwiêksz¹ ogóln¹ licz-
bê produktów (28 pr¹¿ków/reakcjê) i produktów polimorficznych w jednej reakcji
(19,94 polimorficznych pr¹¿ków/reakcjê) (10).

Analizuj¹c zmiennoœæ w obrêbie gatunku Lactuca sativa, Witsenboer i in. (13)
znaleŸli 20 markerów SAMPL generuj¹cych od 2 do 6 alleli. Dystans genetyczny
dziel¹cy odmiany uprawne sa³aty od dzikiego gatunku by³ niewielki, co wynika³o
z obecnoœci wielu alleli zerowych oraz braku amplifikacji alleli u dzikiego gatunku
sa³aty obecnych u L. sativa. Natomiast Tseng i in. (11) odnotowali wysoki
wspó³czynnik podobieñstwa genetycznego dla 22 odmian uprawnych s³odkiego
ziemniaka, co jest spowodowane samoniezgodnoœci¹ i wegetatywn¹ reprodukcj¹
tego gatunku. Mimo to, siedem kombinacji starterów SAMPL, wykorzystanych do
tych analiz, amplifikowa³o ponad dwukrotnie wiêksz¹ liczbê loci (19 vs. 8), alleli
(55 vs. 22) i polimorficznych pr¹¿ków (47 vs.18) w porównaniu do wczeœniej u¿y-
tych przez Hwang i in. (18) na tym samym materiale roœlinnym par starterów SSR.
Tak¿e w przypadku badañ zmiennoœci genetycznej miodli indyjskiej markery
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SAMPL lepiej ró¿nicowa³y populacjê wystêpuj¹c¹ w okolicach Kanpuru ni¿, rów-
nie¿ wielolokusowe, markery AFLP (odpowiednio 69,2 i 35%). Podobnie w przypad-
ku bobiku (8) wykazano, ¿e markery SAMPL s¹ bardziej efektywnym narzêdziem
do tego typu badañ ni¿ markery AFLP. W badaniach bobiku procentowy udzia³
pr¹¿ków polimorficznych generowanych przez system markerów SAMPL by³ rela-
tywnie wy¿szy ni¿ w przypadku AFLP (odpowiednio 21,5 i 15,4%). Dendrogramy
podobieñstwa genetycznego odmian bobiku bazuj¹ce na markerach SAMPL i AFLP
znacznie ró¿ni³y siê pod wzglêdem zawartoœci skupisk (klasterów). Autorzy, suge-
ruj¹, ¿e ró¿nice te i rozbie¿noœci mog³y wynikaæ ze zdolnoœci markerów SAMPL do
detekcji nie tylko zmian w obrêbie rejonów rozpoznawanych przez enzymy re-
strykcyjne (jak to ma miejsce w przypadku markerów AFLP), ale tak¿e ró¿nej liczby
powtórzeñ motywów mikrosatelitarnych. Analogiczne wyniki otrzymano dla mio-
dli indyjskiej (12). Markery SAMPL wykrywa³y tu wy¿szy poziom polimorfizmu ni¿
markery AFLP (odpowiednio 85 i 57%).

3.2. Konstrukcja map sprzê¿eñ

Mapy genetyczne maj¹ szerokie zastosowanie w badaniach genomów roœlin-
nych. Konstrukcja map sprzê¿eñ markerów molekularnych umo¿liwia lokalizacjê
loci zarówno cech jakoœciowych, jak i iloœciowych (QTL, ang. Quantitive Trait Loci),
a tak¿e analizê organizacji i ewolucji genomów (19). Do tych celów wymagane s¹
równomiernie i mocno zagêszczone mapy (ze œredni¹ odleg³oœci¹ miêdzy loci ok.
2-5 cM). Ze wzglêdu na wielolokusowy charakter markerów SAMPL i mo¿liwoœæ wy-
krywania polimorfizmu na wysokim poziomie, prace nad konstrukcj¹ nowych i za-
gêszczaniem ju¿ istniej¹cych map genetycznych wielu gatunków roœlin zosta³y
znacznie przyspieszone. Wprawdzie markery SAMPL s¹ doœc czêsto dominuj¹ce, ale
skonstruowane na ich bazie de novo mapy stanowi¹ szkielet, w obrêbie którego ma-
powane s¹ bardziej informatywne, np. kodominuj¹ce markery SSR (20), czy RFLP
(13). Ponadto, do konstrukcji mapy mo¿na wykorzystaæ tylko SAMPLe kodominu-
j¹ce, a dominuj¹ce konwertowaæ w sekwencyjnie specyficzne i kodominuj¹ce mar-
kery SSR, co zasugerowali Roy i in. (9).

Dotychczas markery SAMPL wykorzystano do konstrukcji i zagêszczenia map gene-
tycznych u kilku gatunków roœlin, w tym tak wa¿nych pod wzglêdem gospodarczym,
jak marchew (14), sa³ata (13) czy ¿yto (Bolibok i in., w przygotowaniu). W tabeli przed-
stawiono liczbê dotychczas zmapowanych markerów SAMPL u ró¿nych gatunków roœ-
lin.

Aneta Hromada, Monika Rakoczy-Trojanowska

84 PRACE PRZEGL¥DOWE



T a b e l a

Liczba zmapowanych markerów SAMPL u ró¿nych gatunków roœlin

Gatunek Liczba zmapowanych markerów SAMPL Literatura

sa³ata 58 (Z) (13)

cykoria 178 (N) (15)

wiechlina ³¹kowa 33 (N) (16)

marchew 2 (N) (14)

¿yto 14 (Z) (Bolibok i in., w przygotowaniu)

brzoza bia³a x brzoza krucha 6-14* (N) (21)

* w zale¿noœci od mapy

N – konstrukcja szkieletu mapy de novo

Z – zagêszczanie istniej¹cej mapy

4. Zalety markerów SAMPL oraz ograniczenia w ich wykorzystaniu

Analizy SAMPL mog¹ przebiegaæ bez znajomoœci sekwencji DNA genomowego.
Jednoczeœnie technika ta daje mo¿liwoœæ wygenerowania bardzo du¿ej liczby mar-
kerów przy u¿yciu ma³ej iloœci DNA (250-500 ng) i niewielkiej liczby starterów
SAMPL w kombinacji ze starterami AFLP (13). Jest to szczególnie istotne w przypad-
ku tworzenia map u drzew, u których bardzo trudno wykonaæ i zastosowaæ odpo-
wiednie krzy¿owania ze wzglêdu na d³ugi okres rozwoju tych roœlin. Jedn¹ ze strate-
gii konstruowania map genetycznych drzew iglastych jest mapowanie przy u¿yciu
haploidalnych megagametofitów, z których mo¿na wyizolowaæ niewielkie iloœci
DNA (20).

Wspomniano ju¿ (podrozdz. 3.1), ¿e markery SAMPL wykazuj¹ tak¿e wysoki sto-
pieñ polimorfizmu wynikaj¹cy zarówno ze zmian w liczbie powtórzeñ motywów mi-
krosatelitarnych, jak i drobnych mutacji w miejscu rozpoznawanym przez u¿yty
w procedurze enzym restrykcyjny. Dlatego te¿ ten system markerów molekularnych
jest szczególnie u¿yteczny do badania zmiennoœci wewn¹trzgatunkowej (8,10). Po-
równuj¹c ró¿ne systemy markerów, Bolibok i in. (10) wykazali, ¿e w przypadku
SAMPL mo¿liwe jest uzyskanie najwiêkszej ogólnej liczby pr¹¿ków i najwiêkszej
liczby pr¹¿ków polimorficznych w jednej reakcji. Markery SAMPL nie s¹ wprawdzie
sekwencyjnie specyficzne, s¹ czasem dominuj¹ce i wielolokusowe, ale potencjalnie
mog¹ byæ konwertowane do sekwencyjnie specyficznych, kodominuj¹cych i jedno-
lokusowych markerów SSR przez klonowanie i sekwencjonowanie obszarów DNA
flankuj¹cych mikrosatelity, a nastêpnie projektowanie specyficznych starterów (13).
To z kolei pozwala na konstrukcjê i szybkie zagêszczanie transferowalnych map ge-
netycznych bez koniecznoœci czasoch³onnego i kosztownego etapu tworzenia bi-
bliotek genomowych.
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Mimo redukcji iloœci analizowanego DNA genomowego przez zastosowanie re-
akcji preamplifikacji ze starterami posiadaj¹cymi selektywne nukleotydy, w niektó-
rych przypadkach, np. u s³odkiego ziemniaka profile pr¹¿kowe amplifikowane przez
kombinacje starterów SAMPL s¹ wci¹¿ zbyt z³o¿one i trudne do interpretacji (11).
Spoœród 12 starterów SAMPL (w kombinacji z jednym starterem AFLP) tylko 7 gene-
rowa³o informatywne profile pr¹¿kowe, a pozosta³e 5 zosta³o wykluczonych z dal-
szych analiz. Wydaje siê jednak, ¿e by³a to kwestia wyboru enzymu restrykcyjnego.
Zastosowanie u œwierka norweskiego innego enzymu – wra¿liwego na metylacjê
PstI – zaowocowa³o wygenerowaniem bardzo klarownych profili amplifikacyjnych.
Ponadto u¿ycie tej endonukleazy pozwala na detekcjê markerów zwi¹zanych z sil-
nie zmetylowanymi jedno- lub niskokopijnymi sekwencjami, które mog¹ stanowiæ
miejsca aktywne transkrypcyjnie, np. geny (20). Innym ograniczeniem wykorzysta-
nia markerów SAMPL s¹ doœæ wysokie koszty analiz, pracoch³onnoœæ i wystêpuj¹ce
czasami k³opoty podczas amplifikacji PCR zw³aszcza, gdy badany gatunek charakte-
ryzuje siê du¿ym genomem i wysok¹ zawartoœci¹ powtórzonych sekwencji (1). In-
nym problemem, szczególnie uci¹¿liwym w kontekœcie konstrukcji map genetycz-
nych, jest trudna do stwierdzenia kodominacyjnoœæ SAMPLi i z tego wzglêdu anali-
zowane s¹ one jako markery dominuj¹ce.

Wszystkie wymienione ograniczenia systemu markerów SAMPL s¹ jednak rekom-
pensowane jego wysok¹ informatywnoœci¹.

5. Perspektywy wykorzystania markerów SAMPL

Markery SAMPL nie s¹ obecnie tak wszechstronnie wykorzystywane jak inne kla-
sy markerów molekularnych. Jednak ich zalety i potwierdzona w kilkunastu pracach
przydatnoœæ pozwalaj¹ s¹dziæ, ¿e wkrótce stan¹ siê znacznie bardziej popularne
wœród genetyków i hodowców roœlin. Szczególnie atrakcyjna jest, jak siê wydaje,
mo¿liwoœæ bardzo szybkiego tworzenia map genetycznych – jednego z podstawo-
wych narzêdzi wykorzystywanych zarówno w badaniach podstawowych – do iden-
tyfikacji genów i obszarów QTL, jak i nowoczesnej hodowli – do selekcji bazuj¹cej
na markerach molekularnych (MAS, ang. Marker Assisted Selection). Coraz wiêcej prze-
s³anek wskazuje równie¿, ¿e markery SAMPL bêd¹ w najbli¿szej przysz³oœci znacz-
nie czêœciej stosowane przy dobrze komponentów rodzicielskich do krzy¿owañ, czy
do ustalania to¿samoœci genetycznej i tym samym stan¹ siê pomocne w identyfikacji
odmian, szczególnie wa¿nej w ochronie praw autorskich.
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