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Abstract: In this work we describe advantages and disadvantages of the inter 
simple sequence repeats (ISSR) technique for genetic diversity studies in conifers. 
We compare the basic genetic diversity indices estimated by the ISSR markers for 
selected genera included in Pinophyta division. We also compare levels of 
polymorphism of different DNA markers like: ISSR, allozymes, simple sequence 
repeats (SSR) and random amplification DNA polymorphism (RAPD). The ISSR 
markers are useful tool for conservation genetic studies, especially for genetic 
characterization of endemic or of low-industrial-importance of conifer species.

WSTÊP
Zainteresowanie badaniami nad zró¿nicowaniem genetycznym gatunków                

w ramach tzw. genetyki zachowawczej (ang. conservation genetics) sukcesywnie 
wzrasta. Zmiany klimatyczne (zarówno te obserwowane jak i prognozowane), 
niszczenie i nadmierna eksploracja naturalnych siedlisk to tylko niektóre 
zagro¿enia skutkuj¹ce redukcj¹ liczebnoœci i ró¿norodnoœci organizmów. Redukcja 
liczebnoœci organizmów prowadzi z kolei do utraty zró¿nicowania genetycznego, 
zwiêkszonej wsobnoœci, a w konsekwencji - do wzrostu ryzyka wymierania 
gatunków [Frankham i in. 2002]. Poznanie struktury genetycznej powinno stanowiæ 
pierwszy i kluczowy etap opracowania odpowiednich d³ugoterminowych planów 
ochrony gatunków. Znajomoœæ naturalnego zró¿nicowania genetycznego gatunku 
pozwala w³aœciwie zarz¹dzaæ jego zasobami genowymi. 

Obecnie, najczêœciej stosowanymi technikami analizy zró¿nicowania 
genetycznego organizmów s¹ systemy oparte na markerach molekularnych identyf-
ikuj¹cych zmiennoœæ sekwencji nukleotydowej kwasu deoksyrybonukleinowego - 
DNA (ang. Deoxyribonucleic Acid, DNA). Wybór odpowiedniego typu markera 
uzale¿niony jest m.in. od typu i poziomu wykrywanego polimorfizmu, 
powtarzalnoœci wyników, kosztów analiz oraz trudnoœci zwi¹zanych z jego 
aplikacj¹ [Bornet i Branchard 2001, Sztuba-Soliñska 2005]. 
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Charakterystykê struktury genetycznej bardzo czêsto przeprowadza siê w 
oparciu o markery prostych sekwencji powtórzonych (mikrosatelitarnych) (ang. 
Simple Sequence Repeats, SSR). Markery te odznaczaj¹ siê, m.in.: dziedziczeniem 
kodominuj¹cym, wysokim poziomem polimorfizmu i powtarzalnoœci¹ wyników. 
Wysoki koszt opracowania de novo markerów SSR dla ka¿dego gatunku stanowi 
jednak powa¿ne ograniczenie w ich szerszym stosowaniu.

W celu obni¿enia kosztów podejmuje siê próby wykorzystania starterów 
opracowanych dla jednego gatunku, do analizy polimorfizmu sekwencji 
mikrosatelitarnych gatunku pokrewnego (ang. cross- amplification) [González-
Martínez i in. 2004, Celiñski 2008].

Ciekaw¹ alternatywê w stosunku do markerów SSR stanowi¹ markery 
polimorfizmu sekwencji miêdzymikrosatelitarnych (ang. ISSR, Inter Simple 
Sequence Repeats). Markery te coraz czêœciej wykorzystywane s¹ do analizy 
polimorfizmu DNA gatunków o du¿ym znaczeniu ekologicznym (w tym równie¿ 
gatunków iglastych), dla których opracowanie markerów mikrosatelitarnych jest 
zbyt kosztowne.

TECHNIKA ISSR
Technika ISSR polega na amplifikacji fragmentu DNA zawartego miêdzy 

dwoma przeciwlegle skierowanymi, identycznymi regionami zawieraj¹cymi 
powtórzenia mikrosatelitarne [Pradeep Reddy i in. 2002]. Najczêœciej stosuje siê 
startery o d³ugoœci od 16 do 25 pz. Ich sekwencje odpowiadaj¹ motywowi danego 
powtórzenia mikrosatelitarnego. Startery wykorzystywane w technice ISSR mog¹ 
byæ dwojakiego rodzaju (Rycina 1): 1) jeœli sekwencje starterów sk³adaj¹ siê 
wy³¹cznie z powtórzeñ typu dwójkowego, trójkowego, czy czwórkowego, np. 
(CA) , (ATG) , (GACA)  to s¹ to startery niezakotwiczone (Rycina 1.a); 2) jeœli 8 5 4

natomiast oprócz motywów powtórzeniowych zawieraj¹ dodatkowo od 1 do 4 
dodatkowych zasad na 3` lub 5` koñcu startera, np. (AG) T czy (AC) YA to s¹ to 8 8

startery zakotwiczone (Rycina 1.b/c). 
Startery niezakotwiczone np. (CA)  (Rycina 1.a) mog¹ wi¹zaæ siê w 8

dowolnym miejscu powtórzenia (GT) na matrycy DNA. Przemieszczanie siê n 

starterów niezakotwiczonych w kierunku 3` b¹dŸ 5` skutkuje powstawaniem w 
reakcji PCR kilku produktów o nieznacznie ró¿ni¹cych siê d³ugoœciach zamiast 
jednego amplikonu o sta³ej d³ugoœci. Ró¿nice w d³ugoœci produktów powstaj¹ce 
podczas amplifikacji tego samego regionu skutkuj¹ powstaniem niewyraŸnych 
pr¹¿ków na ¿elu. Utrudnia to ich w³aœciw¹ interpretacjê [Pradeep Reddy i in. 2002]. 

Dodatkowe zasady na koñcu 3` lub 5` startera zakotwiczonego (Rycina 
1.b/c) umo¿liwiaj¹ nie tylko specyficzne wi¹zanie siê startera do matrycy i 
tworzenie wyraŸnych pr¹¿ków, lecz tak¿e pozwalaj¹ ograniczyæ liczbê 
powstaj¹cych w reakcji PCR produktów (amplikonów). W pojedynczej reakcji 
ISSR-PCR powstaje zazwyczaj od kilku do kilkudziesiêciu (nawet 60) produktów o 
d³ugoœci od 200 do 2000 pz. Produkty te najczêœciej rozdziela siê nastêpnie 



elektroforetycznie w ¿elu agarozowym, wybarwia bromkiem etydyny i analizuje w 
œwietle UV. Przyk³adowy obraz powsta³y po takim rozdziale przedstawia Rycina 2.

Znacznie bardziej precyzyjny od rozdzia³u w ¿elu agarozwym jest rozdzia³ 
amplikonów w ¿elu poliakrylamidowym (ang. Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis, PAGE). Wizualizacji produktów PCR dokonuje siê wówczas przez 
barwienie srebrem b¹dŸ wczeœniejsze znakowanie radioaktywne [Pradeep Reddy i 
in. 2002]. W praktyce, podejœcie to jest doœæ rzadko stosowane ze wzglêdu na du¿y 
nak³ad pracy oraz potencjaln¹ szkodliwoœæ zdrowotn¹. 

Alternatywê, w stosunku do wspomnianych wy¿ej metod wizualizacji, 
stanowi dodanie do reakcji PCR jednego, znakowanego fluorescencyjnie 
nukleotydu a nastêpnie rozdzia³ i detekcja powsta³ych amplikonów na 
sekwenatorze. Technika ta znana jest pod nazw¹ FISSR (ang. Fluorescence Inter 
Simple Sequence Repeat, FISSR) i w porówaniu do klasycznej metody ISSR 
pozwala wykryæ nawet dwa razy wiêcej produktów [Nagaraju i in. 2002, Yasodha i 
in. 2004]. 

Na podstawie obecnoœci (1) lub braku (0) na ¿elu amplikonów o tej samej 
d³ugoœci konstruuje siê matrycê z danymi binarnymi. Matryca ta stanowi podstawê 

�ród³o: Opracowanie w³asne.

Ryc.1. Schematyczne przedstawienie sekwencji startera w technice ISSR (CA) , 8

niezakotwiczonego (a), zakotwiczonego na koñcu 3`(b), oraz zakotwiczonego na koñcu 
5`(c). Starter (CA)  wi¹¿e siê z powtórzeniem (GT)  i umo¿liwia amplifikacjê fragmentu 8 n

DNA zawartego miêdzy dwoma identycznymi, skierowanymi przeciwlegle regionami           
z powtórzeniem (GT) . n
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Ryc. 2. Przyk³adowy obraz rozdzia³u elektroforetycznego amplikonów powsta³ych               
w reakcji ISSR-PCR  w 1.2% ¿elu agarozowym [Celiñski i in. 2010 w przygotowaniu]. MM 
- GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas); 1-16 - osobniki Pinus mugo Turra. 
�ród³o: Badania w³asne.

do obliczeñ statystycznych i umo¿liwia przedstawienie zró¿nicowania badanych 
populacji (gatunków) za pomoc¹ ró¿nych parametrów genetycznych. 
Najwa¿niejsze z nich to: procent loci polimorficznych (P), procent produktów 
(pr¹¿ków) polimorficznych (ang. Percentage of Polimorphic Bands, PPB), liczba 
alleli na locus obserwowana (A ) i efektywna (A ), heterozygotycznoœæ oczekiwana o e

(H ). Na poziomie gatunku okreœla siê m.in.: wewn¹trzpopulacyjn¹ ró¿norodnoœæ e

genetyczn¹ (H ), ca³kowite zró¿nicowanie genetyczne (H ), indeks Shannona (S) S T

oraz wspó³czynniki: wzglêdnego zró¿nicowania genetycznego (G ), przep³ywu ST

genów (N ), identycznoœci (I) i dystansu genetycznego (D) wg Nei`a. W celu m

procentowego podzia³u obserwowanej zmiennoœci miêdzy populacjami stosuje siê 
analizê wariancji molekularnej (ang. Analysis of Molecular Variance, AMOVA). 

Wzajemne powi¹zania filogenetyczne miêdzy osobnikami w populacji 
oraz miêdzy populacjami przedstawia siê na podstawie dystansu genetycznego i 
analizy skupieñ metod¹ œrednich po³¹czeñ (ang. Unweighted Pair-Group Method 
with Arithmetic Averages, UPGMA). 

ZRÓ¯NICOWANIE GENETYCZNE ROŒLIN IGLASTYCH
Do gromady iglastych (Pinophyta) zaliczanych jest obecnie oko³o 600 

gatunków roœlin. Zdecydowan¹ wiêkszoœæ z nich stanowi¹ drzewa lub krzewy 
wiecznie zielone. Wœród nich znaleŸæ mo¿na gatunki o du¿ym znaczeniu 
gospodarczym, tj.: Pinus sylvestris, Abies nephrolepis jak i gatunki o du¿ym 
znaczeniu ekologicznym, tj. Araucaria cunninghamii, czy Pinus squamata. 

W Polsce iglaste reprezentowane s¹ przez dziesiêæ gatunków, tj.: Jod³ê 
pospolit¹ (Abies alba Mill.), Sosnê limbê (Pinus cembra L.), Sosnê górsk¹ - 
kosodrzewinê (Pinus mugo Turra), Sosnê zwyczajn¹ (Pinus sylvestris L.), Sosnê 
b³otn¹ (Pinus uliginosa Neumann), Cis pospolity (Taxus baccata L.), Ja³owiec 
pospolity (Juniperus communis L.), Ja³owiec sabiñski (Juniperus sabina L.), 
Modrzew europejski (Larix decidua Mill.) oraz Œwierk pospolity (Picea abies (L.). 

Zró¿nicowanie genetyczne wielu gatunków z tej gromady, jak np. 
Araucaria cunninghamii z rodziny Araukarciace [Pye i in 2009], Calocedrus 
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macrolepis [Wang i in. 2004], Cupressus chengiana [Hao i in. 2006] i Juniperus 
phoenicea [Meloni i in. 2006] z rodziny Cupressaceae, czy Pinus koraiensis [Feng 
et al. 2006] i Picea sitchensis (Bong.) Carr) [Gapare i in. 2005] z rodziny Pinaceae, 
okreœlono na podstawie polimorfizmu markerów ISSR.  

Szczegó³owa analiza wartoœci parametrów genetycznych, tj.: indeksu 
Shannon`a (S) czy ca³kowitego (H ) i wzglêdnego (G ) zró¿nicowania T ST

genetycznego wskazuje na du¿e ró¿nice pomiêdzy wybranymi 16 gatunkami w 
obrêbie gromady iglastych (Pinophyta) (Tabela 1). 

Spoœród zebranych w tabeli gatunków, najwy¿sz¹ wartoœæ indeksu 
Shannon`a (S=0.515) odnotowano dla Taxus wallichiana var. mairei [Zhang i in. 
2008] z rodziny Taxaceae a najni¿sz¹ (S=0.03) dla Pinus squamata [Zhang i in. 
2005] z rodziny Pinanceae. Dla pozosta³ych gatunków wartoœci indeksu Shannon`a 
kszta³towa³y siê w zakresie od S=0.158 (Pinus sylvestris) do S=0.497 (Araucaria 
cunninghamii). 

Wartoœci ca³kowitego zró¿nicowania genetycznego (H ), podobnie jak T

wartoœci indeksu Shannon`a, ró¿ni¹ siê doœæ znacznie miêdzy poszczególnymi 
gatunkami. 

Najwiêksze ró¿nice wartoœci H  stwierdzono w rodzinie Pinaceae (Tabela T

1).  Najwy¿sz¹ wartoœæ (H =0.415) odnotowano dla Pinus tabulaeformis [Wang i T  

in. 2010], a blisko czternaœcie razy ni¿sz¹ (H =0.029) dla Pinus squamata [Zhang i T

in. 2005]. 
Dla pozosta³ych gatunków z rodziny Pinaceae, ró¿nice w wartoœciach H , T

nie s¹ ju¿ tak znaczne (H =0.239-0.348). Niska wartoœæ zró¿nicowania T

genetycznego w przypadku Pinus squamata mo¿e byæ wynikiem niewielkiej 
liczebnoœci tego gatunku. Jak do tej pory opisano tylko jedno stanowisko na œwiecie 
(Chiny), licz¹ce zaledwie 31 osobników tego gatunku [Zhang i in. 2005]. 

W rodzinach: Cupressaceae i Taxaceae ró¿nice w wartoœciach H  s¹ T

znacznie mniejsze, ni¿ te notowane dla rodziny Pinaceae. W rodzinie Cupressaceae 
najmniej zró¿nicowanym gatunkiem jest Juniperus phoenicea (H =0.148). T

Dwukrotnie wy¿sze zró¿nicowanie stwierdzono dla Cupressus chengiana 
(H =0.313) z tej samej rodziny. Najbardziej wyrównane wartoœci ca³kowitego T

zró¿nicowania genetycznego notuje siê w rodzinie Taxaceae, od H =0.141 dla T

Amentotaxus yunnanensis, po H =0.212 dla Pseudotaxus chienii (Tabela 1).T

Ró¿nice w wartoœciach wzglêdnego zró¿nicowania genetycznego (G ) w ST

gromadzie iglastych s¹ tak¿e du¿e (Tabela 1) i wynosz¹ od G =0.042 dla ST

Calocedrus macrolepis z rodziny Cupressace, do G =0.630 dla Torreya jackii z ST

rodziny Taxaceae. 
Wartoœci polimorfizmu genetycznego opisywane na podstawie markerów 

ISSR s¹ zazwyczaj wy¿sze od tych stwierdzonych z u¿yciem markerów losowo 
amplifikowanego polimorficznego DNA (ang. Random Amplified Polymorphic 
DNA, RAPD), np. wartoœæ zró¿nicowania genetycznego okreœlona na podstawie 
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Tab.1. Wartoœci ca³kowitego zró¿nicowania genetycznego (H ), wzglêdnego T

zró¿nicowania genetycznego (G ) oraz indeksu Shannon`a (S) dla wybranych rodzin               ST

i gatunków z gromady iglastch (Pinophyta). 

�ród³o: Opracowanie w³asne

markerów ISSR dla Pinus tabulaeformis jest znacznie wy¿sza od wartoœci 
uzyskanej dla tego gatunku we wczeœniejszych badaniach z zastosowaniem 
markerów RAPD [Wang i Gao 2009]. Ró¿nice te wynikaæ mog¹ zarówno z 
wy¿szego, w porównaniu do RAPD, stopnia polimorfizmu markerów ISSR jak i z 
odmiennych lokalizacji analizowanych populacji. Populacje z siedlisk bardziej 
zró¿nicowanych charakteryzuj¹ siê zazwyczaj wy¿szym stopniem polimorfizmu 
ni¿ populacje rosn¹ce w warunkach jednorodnych [Wang i in 2010]. 

Markery ISSR wykrywaj¹ tak¿e nieco wy¿szy poziom polimorfizmu w 
porównaniu do markerów izoenzymatycznych. Poziom zró¿nicowania 
genetycznego populacji alpejskich i apeniñskich Pinus sylvestris okreœlony na 
podstawie markerów ISSR (H =0.263, Labra i in. 2006) jest porównywalny z T

wynikami analiz polimorfizmu izoenzymatycznego populacji pochodz¹cych z tych 
samych regionów (H =0.219) [Puglisi i Attolico 2000] oraz z terenów Hiszpanii i T

Francji [Prus-G³owacki i in. 2003] odpowiednio H =0.314 i H =0.318. T T

W porównaniu z markerami SSR, markery ISSR prezentuj¹ jednak du¿o 
ni¿szy poziom polimorfizmu. Zró¿nicowanie genetyczne Pinus sylvestris z terenu 
Bu³garii okreœlone z zastosowaniem markerów SSR wynosi wynosi H =0.41 T

[Neydenov i in. 2005] oraz H =0.991 [Provan i in. 1998].  T
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PODSUMOWANIE
Obecnie istnieje szereg ró¿nych metod analizy zró¿nicowania organizmów 

i ich genomów. Od mniej zaawansowanych technicznie jak RAPD, przez markery 
ISSR i SSR a¿ po te najbardziej wymagaj¹ce, jak np. amplifikowany polimorfizm 
d³ugoœci fragmentów (ang. Amplied Fragment Lenght Polymorphism, AFLP). 
Wybór odpowiedniego narzêdzia do analiz uzale¿niony jest zawsze od wielu 
czynników, tj.: cel analizy, dostêpnoœæ opracowanych dla danego gatunku 
markerów i sekwencji nukleotydowych, liczba analizowanych populacji i 
osobników oraz (a czasami przede wszystkim) wysokoœci¹ œrodków finansowych 
przeznaczonych na badania. 

Przedstawione w tej pracy markery ISSR g³ównie z racji ich ³atwoœci 
aplikacji i niskich kosztów analiz znalaz³y szerokie zastosowanie m.in.: w 
mapowaniu genomów i opracowywaniu map sprzê¿eñ [Arcade i in. 2000, Chen i in. 
2010], identyfikacji gatunków i mieszañców miêdzygatunkowych [Nkongolo i in. 
2005, Mehes i in. 2007] czy ustalaniu wzajemnych relacji filogenetycznych [Liu i 
in. 2005]. 

Polimorfizm sekwencji miêdzymikrosatelitarnych najpowszechniej 
wykorzystywany jest jednak do okreœlania zmiennoœci genetycznej na poziomie 
wewn¹trz- i miêdzypopulacyjnym wielu gatunków, w tym równie¿ tych z gromady 
iglastych, np. Araucaria, Calocedrus, Cupressus, Juniperus, Pinus, Picea, Abies, 
Amentotaxus, Pseudotaxus czy Taxus [Wang i in. 2004, Gapare i in. 2005, Ge i in. 
2005, Li i in. 2005, Yang i in. 2005, Feng i in. 2006, Hao i in. 2006, Labra i in. 2006, 
Meloni i in. 2006, Lee i in. 2008, Li i in. 2008, Shah i in. 2008, Woo i in. 2008, Zhang 
i in. 2008, Pye i in. 2009, Su i in. 2009, Wang i in. 2010]. 

Uniwersalnoœæ techniki ISSR stanowi jeden z jej najwiêkszych atutów. Te 
same startery mog¹ byæ wykorzystane do analizy polimorfizmu DNA u ró¿nych, 
czasami bardzo odleg³ych filogenetycznie gatunków. ISSR ³¹cz¹ w sobie wiêkszoœæ 
zalet markerów SSR oraz AFLP z uniwersalnoœci¹ RAPD. W odró¿nieniu jednak od 
RAPD (10 nukleotydów), markery ISSR wykorzystuj¹ d³u¿sze startery (16-25 
nukleotydów). Pozwala to na stosowanie wy¿szych temperatur wi¹zania startera 
(45-60°C). Wiêksza specyficznoœæ wi¹zania prowadzi do wy¿szej, w porównaniu 
do RAPD, powtarzalnoœci wyników. Badania prowadzone nad powtarzalnoœci¹ 
wyników pokazuj¹, ¿e jedynie te pr¹¿ki, które s¹ s³abo widoczne (ang. ghost) s¹ 
ma³o powtarzalne. Oko³o 92-95% zliczonych fragmentów mo¿e byæ powtórzona w 
próbach DNA [Fang i Roose 1997, Moreno i in. 1998, za Pradeep Reddy i in. 2002]. 

Technika ISSR nie wymaga drogiej i specjalistycznej aparatury 
laboratoryjnej. Aby przeprowadziæ analizê zró¿nicowania genetycznego z 
zastosowaniem tych markerów wystarczy posiadaæ termocykler, wirówkê, aparat 
do elektroforezy oraz system do dokumentacji ¿eli lub zwyk³y aparat cyfrowy.

Mo¿liwoœæ wykonywania analiz nawet na podegradowanym DNA to 
kolejna zaleta markerów ISSR. D³ugoœæ amplifikowanych fragmentów najczêœciej 
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nie przekracza 2000 pz. Iloœæ matrycy niezbêdna do reakcji PCR zawiera siê 
zazwyczaj w przedziale od 10 – 100 ng na 20 µl mieszaniny reakcyjnej. 

Poziom polimorfizmu wykrywanego dziêki markerom ISSR jest zazwyczaj 
wy¿szy od poziomu polimorfizmu wykrywanego markerami RAPD, ni¿szy 
natomiast od markerów SSR. Wysoki poziom polimorfizmu markerów SSR i ISSR, 
za który odpowiada wysokie tempo mutacji sekwencji mikrosatelitarnych, pozwala 
na stosowaniem obu tych markerów w analizie gatunków i populacji, które w swojej 
historii przesz³y drastyczny spadek liczebnoœci (ang. bottleneck). 

Technika ISSR ma jednak i swoje wady. Najwa¿niejsz¹ z nich, podobnie jak 
w markerach RAPD, jest taka sama mobilnoœæ elektroforetyczna fragmentów 
(amplikonów), które nie pochodz¹ z regionów homologicznych. Brak mo¿liwoœci 
rozró¿nienia tych niehomologicznych fragmentów prowadzi do wypaczenia 
wyników analiz. Sporym mankamentem ISSR jest tak¿e koniecznoœæ 
optymalizacji, w zasadzie dla ka¿dego charakteryzowanego genetycznie gatunku z 
osobna. Optymalizacja warunków prowadzenia reakcji PCR jest procedur¹ doœæ 
czasoch³onn¹. Obejmuje m.in.: ustalenie ste¿ênia matrycy (10-100 ng/reakcjê), 
starterów (0.1-100 µM), jonów magnezu (1.5-4 mM), czasu (30-120 sek.) i 
temperatury wi¹zania startera (45-60 °C) oraz liczby cykli (25-45). Warunki 
rozdzia³u elektroforetycznego tak¿e wymagaj¹ ustalenia rodzaju ¿elu 
(poliakrylamidowy czy agarozowy) i jego procentowoœci, d³ugoœci rozdzia³u (120-
600 min.) oraz systemu buforowego (TAE, TBE).   

Podsumowuj¹c, markery ISSR, stanowi¹ przydatne narzêdzie do oceny 
zró¿nicowania genetycznego ró¿nych gatunków roœlin, tak¿e iglastych. Markery te 
znajduj¹ czêsto zastosowanie w przypadku gatunków mniej znanych lub o 
niewielkim znaczeniu przemys³owym. Dziêki tym markerom mo¿liwa jest szybka i 
niedroga wstêpna analiza polimorfizmu DNA z zachowaniem wysokiej 
powtarzalnoœci wyników. Pe³na charakterystyka struktury genetycznej danego 
gatunku pozwalaj¹ca na okreœlenie m.in. heterozygotycznoœci obserwowanej czy 
poziomu wsobnoœci wymaga zastosowania bardziej zaawansowanych markerów 
(np. SSR), które dostarczaj¹ znacznie wiêkszej iloœci informacji ni¿ markery ISSR.  
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STRESZCZENIE
Zainteresowanie badaniami nad zróýnicowaniem genetycznym gatunków w 

ramach tzw. genetyki zachowawczej sukcesywnie wzrasta.  Redukcja liczebnoúci 
organizmów na skutek naturalnych siedlisk prowadzi do utraty zróýnicowania i wzrostu 
ryzyka wymierania gatunków. Poznanie struktury genetycznej stanowi pierwszy etap 
opracowania odpowiednich dùugoterminowych planów ochrony gatunków. Obecnie, 
zróýnicowanie genetyczne analizuje siæ przy uýyciu markerów molekularnych 
identyfikujàcych zmiennoúã na poziomie DNA. Jednymi z czæúciej stosowanych sà markery 
SSR, odznaczajàce siæ wysokim poziomem wykrywanego polimorfizmu. Wysoki koszt 
opracowania de novo markerów SSR dla kaýdego analizowanego gatunku stanowi jednak 
powaýne ograniczenie w ich szerszym stosowaniu. 

Ciekawà alternatywæ w stosunku do markerów SSR stanowià markery 
polimorfizmu sekwencji miædzymikrosatelitarnych (ISSR). Technika ISSR polega na 
amplifikacji fragmentu DNA zawartego miædzy dwoma przeciwlegle skierowanymi, 
identycznymi regionami zawierajàcymi powtórzenia mikrosatelitarne. Najczæúciej stosuje 
siæ startery o dùugoúci od 16 do 25 pz. Ich sekwencje odpowiadajà motywowi danego 
powtórzenia mikrosatelitarnego. W pojedynczej reakcji ISSR-PCR powstaje zazwyczaj od 
kilku do kilkudziesiæciu produktów (amplikonów) o dùugoúci od 200 do 2000 pz. Produkty 
te najczæúciej rozdziela siæ elektroforetycznie w ýelu agarozowym, wybarwia bromkiem 
etydyny i analizuje w úwietle UV. Rzadko stosuje siæ bardziej precyzyjny rozdziaù w ýelu 
poliakrylamidowym i barwienie produktów srebrem ze wzglædu na duýy nakùad pracy oraz 
potencjalnà szkodliwoúã zdrowotnà. Na podstawie obecnoúci (1) lub braku (0) na ýelu 
amplikonów o tej samej dùugoúci konstruuje siæ matrycæ z danymi binarnymi. Matryca ta 
stanowi podstawæ do obliczeñ statystycznych i umoýliwia przedstawienie zróýnicowania 
analizowanych gatunków za pomocà róýnych parametrów genetycznych. 

Do gromady iglastych (Pinophyta) zaliczanych jest obecnie okoùo 600 gatunków 
roúlin. Zdecydowanà wiækszoúã z nich stanowià drzewa lub krzewy wiecznie zielone. 
Wúród nich znaleêã moýna gatunki o duýym znaczeniu gospodarczym, tj.: Pinus sylvestris, 
Abies nephrolepis jak i gatunki o duýym znaczeniu ekologicznym, tj. Araucaria 
cunninghamii, czy Pinus squamata. Na podstawie analizy polimorfizmu markerów ISSR 
okreúlono/poznano zróýnicowanie genetyczne wielu gatunków z tej gromady, jak np. 
Araucaria cunninghamii z rodziny Araukarciace, Calocedrus macrolepis, Cupressus 
chengiana i Juniperus phoenicea z rodziny Cupressaceae, czy Pinus koraiensis i Picea 
sitchensis (Bong.) Carr z rodziny Pinaceae. Szczegóùowa analiza wartoúci parametrów 
genetycznych, tj.: indeksu Shannon`a (S) czy caùkowitego (H ) i wzglædnego (G ) T ST

zróýnicowania genetycznego wskazuje na doúã duýe róýnice pomiædzy wybranymi 16 
gatunkami w obræbie gromady iglastych (Pinophyta).  

Markery ISSR z uwagi na szereg zalet m.in.: uniwersalnoúã gatunkowa, wysokà 
powtarzalnoúã, ùatwoúã aplikacji oraz niskie koszty analiz znalazùy szerokie zastosowanie 
do okreúlania zmiennoúci genetycznej na poziomie wewnàtrz- i miædzypopulacyjnym wielu 
gatunków. Stanowià przydatne narzædzie do oceny zróýnicowania genetycznego róýnych 
gatunków roúlin, takýe iglastych. Markery te znajdujà czæsto zastosowanie w przypadku 
wstæpnej analizy polimorfizmu DNA gatunków mniej znanych lub o niewielkim znaczeniu 
przemysùowym. 
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SUMMARY 
Research in genetic diversity of species in the frame of conservation genetics is 

receiving significant interest. The reduction in number of organisms due to damage of 
natural habitats entails loss of diversity and risk of species extinction. Determination of 
genetic structure constitutes the first stage of development of long-term strategies of species 
protection. Currently, genetic diversity is analyzed through molecular markers that identify 
diversity at the DNA level.  Among the most frequently used are the SSR markers, 
characterized by high level of polymorphism. However, high cost of de novo development of  
the SSR markers for each analyzed species, causes serious limitation of broad usage of this 
marker.

Markers of inter simple sequence repeats (ISSR) are an interesting alternative to the 
SSR markers. The ISSR technique consists of amplification of DNA fragment located 
between two inversely oriented, identical regions of microsatellites repeats. Sequence of 
ISSR starters corresponds to a motif of a particular microsatellite repeat. Starters of 16 to 25 
bp in length are most frequently used. Usually, in a single ISSR-PCR reaction, few to few 
dozen of amplicons of 200 to 2000 bp in length are generated.  These products are 
subsequently separated in an agarose gels, stained with ethidium bromide and analyzed in 
the UV light. More precise separation in polyacrylamide gels and silver staining are rarely 
used due to potential harmfulness to health and substantial workload. Based on the presence 
(1) or the absence (0) of amplicons of the same length, a matrix of binary data is constructed. 
This matrix constitutes a basis to statistical calculations and enables presentation of diversity 
of analyzed species by the means of various genetical parameters.

Ca. 600 of plant species are classified as a division of conifers (Pinophyta). Most of 
these are ever-green trees or shrubs. Among them, species of economic importance, i.e. : 
Pinus sylvestris, Abies nephrolepis, as well as species of ecological significance, i.e.: 
Araucaria cunninghamii, or Pinus squamata can be found. Based on the analysis of the ISSR 
markers polymorphism, genetic diversity of many species from this division was 
determined, e.g.: Araucaria cunninghamii (family: Araukarciace), Calocedrus macrolepis, 
Cupressus chengiana i Juniperus phoenicea (family: Cupressaceae), or Pinus koraiensis i 
Picea sitchensis (Bong.) Carr (family: Pinaceae). The detailed analysis of genetic 
parameters, i.e.: Shannon index (S), or total (H ) and relative (G ) genetic diversity, T ST

indicates that the 16 selected species from a division of conifers (Pinophyta) differ 
significantly.

The ISSR markers, due to multiple merits, e.g.: species versatility, high 
reproducibility, and low costs of the analyses, have found broad application in determination 
of genetic diversity at the within– and among-population level of many plant species, also 
conifers. These markers are frequently applied in preliminary analysis of DNA 
polymorphism of less known species or of low industrial/economic significance.
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