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Summary

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. Wstep

Mikrosatelity, okreslane rowniez jako SSR (ang. Simple Sequ-
ence Repeat), STR (ang. Short Tandem Repeats) lub VNTR (ang. Va-
riable Number of Tandem Repeats), sa jedna z klas sekwencji repe-
tytywnych DNA, obecnych we wszystkich genomach zywych or-
ganizmoéw nalezacych zarowno do eukariontéw jak i prokarion-
tow. Sa one zlozone z kilkunukleotydowych tandemowych se-
kwengji, liczacych zwykle od 2 do 6 nukleotydéw. Mikrosatelity
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sg czesto klasyfikowane na: doskonate — sktadajgce sie z nastepujgcych po sobie
powtorzen 2-6-nukleotydowych, niedoskonale — zawierajace inne nukleotydy mie-
dzy kolejnymi powtoérzeniami motywu i ztozone — skladajace sie z dwoch moty-
wéw oddzielonych dowolnym nukleotydem. Sekwencje mikrosatelitarne sg rozpro-
szone w calym genomie, wystepuja zarowno w regionach kodujacych, jak i nieko-
dujacych, a czestotliwos¢ ich wystepowania jest wyzsza w przypadku sekwencji ak-
tywnych transkrypcyjnie niz w rejonach nie ulegajacych translacji — UTR (1).

Czestotliwos¢ wystepowania sekwencji mikrosatelitarnych w genomie jest od-
wrotnie skorelowana z jego wielkoscig, a wprost proporcjonalna do wielkosci regio-
now kodujacych tego genomu (2).

Mikrosatelity sg oflankowane unikatowymi sekwencjami. Sg z reguty jednokopij-
ne i zajmuja to samo miejsce w genomie u réznych genotypéw w obrebie danego
gatunku, a czesto tez u roznych gatunkéw spokrewnionych.

Wszystkie te cechy mikrosatelitow sprawity, ze stworzono na ich bazie kilka klas
markeréw molekularnych, a mianowicie: SSR (3), ISSR (4), REMAP (5) i SAMPL (6).
SSR to markery bazujace na reakgji PCR z wykorzystaniem starteré6w komplementar-
nych do sekwencji flankujgcych mikrosatelity. Markery ISSR (ang. Inter-Simple Sequ-
ence Repeat) pozwalaja wykry¢ réznice w diugosci fragmentéw pomiedzy odwrotnie
zorientowanymi sekwencjami mikrosatelitarnymi, REMAP (ang. Retrotransposon-
-Microsatellite Amplified Polymorphism) umozliwiaja identyfikacje polimorfizmu odcin-
kow DNA pomiedzy retrotranspozonem a mikrosatelita przy uzyciu startera specy-
ficznego do sekwencji LTR (ang. Long Terminal Repeat) retrotranspozonu i startera
mikrosatelitarnego zakotwiczonego na jego koncu 3’ lub 5’. Natomiast SAMPL (ang.
Selectively Amplified Microsatellite Polymorphic Locus) to amplifikowane odcinki DNA
znajdujace sie miedzy miejscem rozpoznawanym przez enzym restrykcyjny a se-
kwencja mikrosatelitarna. Poczgtkowo markery SAMPL byly rzadko wykorzystywa-
ne, natomiast w ostatnich latach wzbudzily one duze zainteresowanie badaczy zaj-
mujacych sie genetyka roslin.

2. Charakterystyka markeréw SAMPL

SAMPL to system markerow molekularnych taczacy elementy procedury SSR
i AFLP (ang. Amplified Fragment Lenght Polymorphisms). Wyizolowany i oczyszczony
DNA jest trawiony dwoma enzymami restrykcyjnymi: rzadko tnacym, np. EcoR1 roz-
poznajacym sekwencje 6-nukleotydowe i czesto tngcym, np. Msel rozpoznajacym
sekwencje 4-nukleotydowe (6). Otrzymane w ten sposob fragmenty liguje sie z ada-
ptorami, fragmentami dsDNA o znanej sekwencji, posiadajacymi lepkie konce kom-
plementarne do miejsc restrykcyjnych wczesniej uzytych restryktaz i przeprowadza
sie wstepna selekcje fragmentéw przy uzyciu reakcji PCR. Rzadziej tngcy enzym
wplywa na liczbe amplifikowanych fragmentow, podczas gdy czesciej thacy enzym
ma wplyw na ich dtugos¢ (7). Wstepna selekcja polega na przeprowadzeniu reakgji
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PCR ze starterami komplementarnymi do sekwencji adaptoréow i miejsc restrykcyj-
nych obu wczes$niej uzytych restryktaz oraz zawierajacymi jeden selektywny nukle-
otyd na koncu 3'. Selektywny nukleotyd ma za zadanie zmniejszy¢ liczbe amplifiko-
wanych fragmentow. Po wstepnej reakcji PCR otrzymuje sie nadal bardzo duzo frag-
mentéw DNA, ktore stanowig matryce dla wtasciwej reakcji PCR. Do tej reakcji uzy-
wane sg startery dwojakiego rodzaju:

1) starter AFLP wigzacy sie z koncem fragmentu zawierajacym sekwencje rozpo-
znawang przez rzadziej tnacy enzym, np. EcoR1,

2) starter SAMPL komplementarny do sekwencji DNA mikrosatelitarnego zto-
zonej z 2 motywow np. C(TC)4(AC)4A.

Dzieki zastosowaniu takiej kombinacji starteréw powielane sa odcinki DNA po-
chodzace od fragmentow EcoRI-EcoRl, EcoRI-mikrosatelita oraz mikrosatelita-mikro-
satelita. Ze wzgledow proceduralnych (stezenia starteréw, znakowanie) fragmenty
EcoRI-EcoRI wystepuja rzadko i, jezeli starter EcoRI nie byt znakowany, sa niewidocz-
ne na kliszy rentgenowskiej. Potencjalnie moga wystapi¢ fragmenty mikrosateli-
ta-mikrosatelita (przy zatozeniu znakowania tego startera), jednak prawdopodobien-
stwo wystapienia sekwencji DNA komplementarnych do sekwencji startera mikrosa-
telitarnego i ukierunkowanych ,na siebie” jest rowniez niskie. Nalezy oczekiwaé,
ze glowng mase produktow selektywnego powielania bedg stanowi¢ fragmenty
EcoRI-mikrosatelita. Przy czym réznicujacym czynnikiem beda zaréwno kolejne se-
lektywne nukleotydy startera EcoRI, jak i sekwencja mikrosatelitarna. Nieco bardziej
ztozony obraz ma miejsce, gdy do wizualizacji stosuje sie barwienie, np. srebrem.
W tym przypadku na zelu moga uwidaczniac sie wszystkie wymienione typy produk-
tow powielania. Schemat procedury SAMPL przedstawiono na rysunku 1.

Markery SAMPL moga dziedziczy¢ sie w sposéb dominujacy lub kodominujacy (8),
wykazujg wysoki poziom polimorfizmu charakterystyczny dla markeréw SSR. Jednoczes-
nie system ten umozliwia analize wielu segregujacych loci na jednym zelu sekwencyj-
nym, jak w przypadku AFLP. SAMPL maja najczesciej jednoalleliczny charakter (9).

3. Wykorzystanie markeréw SAMPL

Obecnie markery molekularne SAMPL znajdujg zastosowanie przede wszystkim
w badaniu zmiennoS$ci genetycznej (8-13) i konstrukcji map sprzezen (13-16,21).

3.1. Badanie zmienno$ci genetycznej i pokrewiefistwa
Markery molekularne sg powszechnie wykorzystywane do analizy zmiennosci
genetycznej i stopnia pokrewienstwa, co utatwia selekcje okreslonych form dla r6z-

nych celéw badawczych i hodowlanych oraz pozwala na oszacowanie bior6znorod-
nosci i identyfikacje tozsamosci genetycznej.
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Markery SAMPL, jak sie wydaje, sa szczegélnie przydatne w tego rodzaju pra-
cach, poniewaz wykazujg wiekszy polimorfizm niz inne systemy markeréw moleku-
larnych, ktéry wynika nie tylko ze zmian w sekwencjach rozpoznawanych przez en-
zymy restrykcyjne uzyte w procedurze, ale takze z modyfikacji w ditugosci powto-
rzen mikrosatelitarnych. Sg one zatem bardziej wrazliwe na niewielkie zmiany se-
kwencji niz np. system RAPD, a to pozwala na efektywne badanie zré6znicowania od-
mianowego (8,10) lub gatunkowego (12,13,17) oraz miedzy populacjami roslin roz-
mnazanych wegetatywnie, takich jak stodki ziemniak (11).

Badania nad zréznicowaniem genetycznym i pokrewienstwem gatunkéw z uzy-
ciem markeréw SAMPL przeprowadzono dotychczas u kilku gatunkéw roslin, w tym
waznych gospodarczo takich, jak pszenica (9), zyto (10), bobik (8), stodki ziemniak
(11) oraz miodla indyjska interesujaca ze wzgledu na produkcje specyficznego meta-
bolitu wtérnego — azadirachtiny, ktéry moze by¢ przydatny jako biopestycyd (12).
Natomiast ustalenie pokrewienstwa gatunkéw uprawnych z dzikimi wykonano u sa-
taty (13).

W pracach nad zmiennos$ciag genetyczng zyta ozimego (Secale cereale 1.) na bazie
markeréw SAMPL skonstruowano dendrogram podobienstwa genetycznego 30 wsob-
nych linii zyta i stwierdzono, ze linie wyhodowane z jednej odmiany byly grupowa-
ne zgodnie z ich rzeczywistym pochodzeniem. Ponadto stwierdzono prawie trzy
razy wyzsza warto$¢ parametru MI (ang. Marker Index) dla systemu markeré6w SAMPL
(8,001) w poréwnaniu z systemami RAPD i ISSR (odpowiednio 2,644 i 3,63), co
Swiadczy zarowno o duzej zdolnos$ci do detekgji prazkow réznicujacych badane li-
nie zyta, jak rowniez o amplifikacji wiekszej liczby loci oraz o duzym procentowym
udziale prazkéw polimorficznych otrzymanych przy uzyciu markeréw SAMPL. Nato-
miast $rednia warto$¢ wspotczynnika PIC (ang. Polymorphic Information Contant) uzy-
skanego dla markeré6w SAMPL byfa nieco nizsza w poréwnaniu z uzytymi parami
starteréw SSR (odpowiednio 0,4 i 0,46). Sposrod czterech analizowanych u zyta sys-
temow markeréw molekularnych, system SAMPL generowatl najwieksza og6lng licz-
be produktow (28 prazkéw/reakcje) i produktéw polimorficznych w jednej reakcji
(19,94 polimorficznych prazkow/reakcje) (10).

Analizujgc zmienno$¢ w obrebie gatunku Lactuca sativa, Witsenboer i in. (13)
znalezli 20 markeréw SAMPL generujacych od 2 do 6 alleli. Dystans genetyczny
dzielgcy odmiany uprawne sataty od dzikiego gatunku byt niewielki, co wynikato
z obecnos$ci wielu alleli zerowych oraz braku amplifikacji alleli u dzikiego gatunku
sataty obecnych u L. sativa. Natomiast Tseng i in. (11) odnotowali wysoki
wspolczynnik podobienstwa genetycznego dla 22 odmian uprawnych stodkiego
ziemniaka, co jest spowodowane samoniezgodnoscia i wegetatywna reprodukcja
tego gatunku. Mimo to, siedem kombinacji starterow SAMPL, wykorzystanych do
tych analiz, amplifikowato ponad dwukrotnie wiekszg liczbe loci (19 vs. 8), alleli
(55 vs. 22) i polimorficznych prazkéw (47 vs.18) w poréwnaniu do wczesniej uzy-
tych przez Hwang i in. (18) na tym samym materiale ro$linnym par starteréw SSR.
Takze w przypadku badan zmiennosci genetycznej miodli indyjskiej markery
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SAMPL lepiej r6znicowaly populacje wystepujacg w okolicach Kanpuru niz, row-
niez wielolokusowe, markery AFLP (odpowiednio 69,2 i 35%). Podobnie w przypad-
ku bobiku (8) wykazano, ze markery SAMPL sa bardziej efektywnym narzedziem
do tego typu badan niz markery AFLP. W badaniach bobiku procentowy udziat
prazkéw polimorficznych generowanych przez system markerow SAMPL byt rela-
tywnie wyzszy niz w przypadku AFLP (odpowiednio 21,5 i 15,4%). Dendrogramy
podobienstwa genetycznego odmian bobiku bazujgce na markerach SAMPL i AFLP
znacznie roznily sie pod wzgledem zawartosci skupisk (klasteréw). Autorzy, suge-
rujg, ze réznice te i rozbieznosci mogty wynika¢ ze zdolnosci markeréw SAMPL do
detekcji nie tylko zmian w obrebie rejonéw rozpoznawanych przez enzymy re-
strykcyjne (jak to ma miejsce w przypadku markeréw AFLP), ale takze réznej liczby
powtérzen motywoéw mikrosatelitarnych. Analogiczne wyniki otrzymano dla mio-
dli indyjskiej (12). Markery SAMPL wykrywaty tu wyzszy poziom polimorfizmu niz
markery AFLP (odpowiednio 85 i 57%).

3.2. Konstrukcja map sprze¢iefi

Mapy genetyczne majg szerokie zastosowanie w badaniach genoméw roslin-
nych. Konstrukcja map sprzezen markeréw molekularnych umozliwia lokalizacje
loci zaréwno cech jakos$ciowych, jak i ilosciowych (QTL, ang. Quantitive Trait Loci),
a takze analize organizacji i ewolucji genomoéw (19). Do tych celéw wymagane sa
rownomiernie i mocno zageszczone mapy (ze $rednia odlegtoscia miedzy loci ok.
2-5 cM). Ze wzgledu na wielolokusowy charakter markeréw SAMPL i mozliwos$¢ wy-
krywania polimorfizmu na wysokim poziomie, prace nad konstrukcja nowych i za-
geszczaniem juz istniejgcych map genetycznych wielu gatunkéw roslin zostaly
znacznie przyspieszone. Wprawdzie markery SAMPL sg dosc czesto dominujgce, ale
skonstruowane na ich bazie de novo mapy stanowig szkielet, w obrebie ktérego ma-
powane sa bardziej informatywne, np. kodominujgce markery SSR (20), czy RFLP
(13). Ponadto, do konstrukcji mapy mozna wykorzysta¢ tylko SAMPLe kodominu-
jace, a dominujace konwertowaé w sekwencyjnie specyficzne i kodominujgce mar-
kery SSR, co zasugerowali Roy i in. (9).

Dotychczas markery SAMPL wykorzystano do konstrukgji i zageszczenia map gene-
tycznych u kilku gatunkéw roslin, w tym tak waznych pod wzgledem gospodarczym,
jak marchew (14), safata (13) czy zyto (Bolibok i in., w przygotowaniu). W tabeli przed-
stawiono liczbe dotychczas zmapowanych markeréw SAMPL u réznych gatunkéw ros-
lin.
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Tabela
Liczba zmapowanych markeréw SAMPL u réinych gatunkéw roSlin
Gatunek Liczba zmapowanych markeréw SAMPL Literatura
safata 58 (2) (13)
cykoria 178 (N) (15)
wiechlina fakowa 33 (N) (16)
marchew 2 (N) (14)
zyto 14 (Z) (Bolibok i in., w przygotowaniu)
brzoza biata x brzoza krucha 6-14% (N) 21)

* w zaleznosSci od mapy
N — konstrukcja szkieletu mapy de novo
Z — zageszczanie istniejacej mapy

4. Zalety markeréw SAMPL oraz ograniczenia w ich wykorzystaniu

Analizy SAMPL mogg przebiega¢ bez znajomosci sekwencji DNA genomowego.
Jednoczesnie technika ta daje mozliwo$¢ wygenerowania bardzo duzej liczby mar-
keréw przy uzyciu matej ilosSci DNA (250-500 ng) i niewielkiej liczby starterow
SAMPL w kombinacji ze starterami AFLP (13). Jest to szczego6lnie istotne w przypad-
ku tworzenia map u drzew, u ktorych bardzo trudno wykonac i zastosowac odpo-
wiednie krzyzowania ze wzgledu na dtugi okres rozwoju tych roslin. Jedng ze strate-
gii konstruowania map genetycznych drzew iglastych jest mapowanie przy uzyciu
haploidalnych megagametofitow, z ktérych mozna wyizolowac¢ niewielkie ilosci
DNA (20).

Wspomniano juz (podrozdz. 3.1), ze markery SAMPL wykazuja takze wysoki sto-
pien polimorfizmu wynikajgcy zaré6wno ze zmian w liczbie powtérzen motywow mi-
krosatelitarnych, jak i drobnych mutacji w miejscu rozpoznawanym przez uzyty
w procedurze enzym restrykcyjny. Dlatego tez ten system markeréw molekularnych
jest szczegdlnie uzyteczny do badania zmiennosci wewnatrzgatunkowej (8,10). Po-
rownujac rézne systemy markeréw, Bolibok i in. (10) wykazali, ze w przypadku
SAMPL mozliwe jest uzyskanie najwiekszej ogoélnej liczby prazkow i najwiekszej
liczby prazkéw polimorficznych w jednej reakcji. Markery SAMPL nie sg wprawdzie
sekwencyjnie specyficzne, sg czasem dominujgce i wielolokusowe, ale potencjalnie
moga by¢ konwertowane do sekwencyjnie specyficznych, kodominujacych i jedno-
lokusowych markeréw SSR przez klonowanie i sekwencjonowanie obszaréw DNA
flankujacych mikrosatelity, a nastepnie projektowanie specyficznych starterow (13).
To z kolei pozwala na konstrukcje i szybkie zageszczanie transferowalnych map ge-
netycznych bez koniecznosci czasochfonnego i kosztownego etapu tworzenia bi-
bliotek genomowych.
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Mimo redukgji ilo$ci analizowanego DNA genomowego przez zastosowanie re-
akeji preamplifikacji ze starterami posiadajacymi selektywne nukleotydy, w niekto-
rych przypadkach, np. u stodkiego ziemniaka profile pragzkowe amplifikowane przez
kombinacje starterow SAMPL sa wciaz zbyt ztozone i trudne do interpretacji (11).
Sposréd 12 starteréw SAMPL (w kombinacji z jednym starterem AFLP) tylko 7 gene-
rowato informatywne profile prazkowe, a pozostate 5 zostato wykluczonych z dal-
szych analiz. Wydaje sie jednak, ze byla to kwestia wyboru enzymu restrykcyjnego.
Zastosowanie u $wierka norweskiego innego enzymu — wrazliwego na metylacje
Pstl — zaowocowato wygenerowaniem bardzo klarownych profili amplifikacyjnych.
Ponadto uzycie tej endonukleazy pozwala na detekcje markerow zwigzanych z sil-
nie zmetylowanymi jedno- lub niskokopijnymi sekwencjami, ktére moga stanowi¢
miejsca aktywne transkrypcyjnie, np. geny (20). Innym ograniczeniem wykorzysta-
nia markeré6w SAMPL s3 dos¢ wysokie koszty analiz, pracochtonnos¢ i wystepujace
czasami ktopoty podczas amplifikacji PCR zwtaszcza, gdy badany gatunek charakte-
ryzuje sie duzym genomem i wysoka zawartoscia powtorzonych sekwencji (1). In-
nym problemem, szczegélnie uciazliwym w kontekscie konstrukcji map genetycz-
nych, jest trudna do stwierdzenia kodominacyjno$¢ SAMPLI i z tego wzgledu anali-
zowane s3 one jako markery dominujgce.

Wszystkie wymienione ograniczenia systemu markeréw SAMPL sg jednak rekom-
pensowane jego wysoka informatywnoscig.

5. Perspektywy wykorzystania markeréw SAMPL

Markery SAMPL nie sg obecnie tak wszechstronnie wykorzystywane jak inne kla-
sy markeréw molekularnych. Jednak ich zalety i potwierdzona w kilkunastu pracach
przydatnos$¢ pozwalaja sadzic¢, ze wkrotce stang sie znacznie bardziej popularne
wsrod genetykéw i hodowcow roslin. Szczegolnie atrakcyjna jest, jak sie wydaje,
mozliwo$¢ bardzo szybkiego tworzenia map genetycznych — jednego z podstawo-
wych narzedzi wykorzystywanych zarowno w badaniach podstawowych - do iden-
tyfikacji genow i obszaréow QTL, jak i nowoczesnej hodowli — do selekcji bazujacej
na markerach molekularnych (MAS, ang. Marker Assisted Selection). Coraz wiecej prze-
stanek wskazuje réwniez, ze markery SAMPL beda w najblizszej przysziosci znacz-
nie czesciej stosowane przy dobrze komponentow rodzicielskich do krzyzowan, czy
do ustalania tozsamo$ci genetycznej i tym samym stang sie pomocne w identyfikagcji
odmian, szczeg6lnie waznej w ochronie praw autorskich.
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