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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.

WSTEP

Zainteresowanie badaniami nad zréznicowaniem genetycznym gatunkow
w ramach tzw. genetyki zachowawczej (ang. conservation genetics) sukcesywnie
wzrasta. Zmiany klimatyczne (zarowno te obserwowane jak i prognozowane),
niszczenie 1 nadmierna eksploracja naturalnych siedlisk to tylko niektore
zagrozenia skutkujace redukcja liczebnos$ci i réznorodnosci organizmow. Redukcja
liczebnosci organizméw prowadzi z kolei do utraty zroznicowania genetycznego,
zwigkszonej wsobnosci, a w konsekwencji - do wzrostu ryzyka wymierania
gatunkow [Frankhamiin. 2002]. Poznanie struktury genetycznej powinno stanowic¢
pierwszy i kluczowy etap opracowania odpowiednich dlugoterminowych planéw
ochrony gatunkéw. Znajomos$¢ naturalnego zréznicowania genetycznego gatunku
pozwala wlasciwie zarzadzac jego zasobami genowymi.

Obecnie, najczgsciej stosowanymi technikami analizy zroéznicowania
genetycznego organizmow sa systemy oparte na markerach molekularnych identyf-
ikujacych zmiennos¢ sekwencji nukleotydowej kwasu deoksyrybonukleinowego -
DNA (ang. Deoxyribonucleic Acid, DNA). Wybdr odpowiedniego typu markera
uzalezniony jest m.in. od typu i poziomu wykrywanego polimorfizmu,
powtarzalnosci wynikoéw, kosztow analiz oraz trudno$ci zwiazanych z jego
aplikacja [Borneti Branchard 2001, Sztuba-Solinska 2005].



Charakterystyke struktury genetycznej bardzo czgsto przeprowadza sig w
oparciu o markery prostych sekwencji powtorzonych (mikrosatelitarnych) (ang.
Simple Sequence Repeats, SSR). Markery te odznaczaja si¢, m.in.: dziedziczeniem
kodominujacym, wysokim poziomem polimorfizmu i powtarzalno$cia wynikow.
Wysoki koszt opracowania de novo markeréw SSR dla kazdego gatunku stanowi
jednak powazne ograniczenie w ich szerszym stosowaniu.

W celu obnizenia kosztow podejmuje sig¢ proby wykorzystania starterow
opracowanych dla jednego gatunku, do analizy polimorfizmu sekwencji
mikrosatelitarnych gatunku pokrewnego (ang. cross- amplification) [Gonzalez-
Martineziin. 2004, Celinski 2008].

Ciekawa alternatywe¢ w stosunku do markerow SSR stanowig markery
polimorfizmu sekwencji migdzymikrosatelitarnych (ang. ISSR, Inter Simple
Sequence Repeats). Markery te coraz czesciej wykorzystywane sa do analizy
polimorfizmu DNA gatunkéw o duzym znaczeniu ekologicznym (w tym rowniez
gatunkow iglastych), dla ktorych opracowanie markeréw mikrosatelitarnych jest
zbyt kosztowne.

TECHNIKA ISSR

Technika ISSR polega na amplifikacji fragmentu DNA zawartego miedzy
dwoma przeciwlegle skierowanymi, identycznymi regionami zawierajacymi
powtorzenia mikrosatelitarne [Pradeep Reddy i in. 2002]. Najczesciej stosuje si¢
startery o dlugosci od 16 do 25 pz. Ich sekwencje odpowiadaja motywowi danego
powtorzenia mikrosatelitarnego. Startery wykorzystywane w technice ISSR moga
by¢ dwojakiego rodzaju (Rycina 1): 1) jesli sekwencje starterow sktadaja sig
wytacznie z powtorzen typu dwojkowego, trojkowego, czy czworkowego, np.
(CA),, (ATG),, (GACA), to sa to startery niezakotwiczone (Rycina 1.a); 2) jesli
natomiast oprocz motywow powtdrzeniowych zawieraja dodatkowo od 1 do 4
dodatkowych zasad na 3" lub 5" koncu startera, np. (AG),T czy (AC),YA to sa to
startery zakotwiczone (Rycina 1.b/c).

Startery niezakotwiczone np. (CA), (Rycina 1.a) moga wiaza¢ si¢ w
dowolnym miejscu powtoérzenia (GT), na matrycy DNA. Przemieszczanie si¢
starterow niezakotwiczonych w kierunku 3 badz 5° skutkuje powstawaniem w
reakcji PCR kilku produktéw o nieznacznie rdzniacych si¢ dtugos$ciach zamiast
jednego amplikonu o stalej dlugosci. Roznice w dhugosci produktow powstajace
podczas amplifikacji tego samego regionu skutkuja powstaniem niewyraznych
prazkow na zelu. Utrudnia to ich wlasciwa interpretacje [Pradeep Reddy i in. 2002].

Dodatkowe zasady na koncu 3" lub 5 startera zakotwiczonego (Rycina
1.b/c) umozliwiaja nie tylko specyficzne wiazanie si¢ startera do matrycy i
tworzenie wyraznych prazkéw, lecz takze pozwalaja ograniczy¢ liczbe
powstajacych w reakcji PCR produktéow (amplikonow). W pojedynczej reakcji
ISSR-PCR powstaje zazwyczaj od kilku do kilkudziesigciu (nawet 60) produktow o
dtugosci od 200 do 2000 pz. Produkty te najczesciej rozdziela si¢ nastgpnie



(a)

5 NNGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTNN 3
CACACACACACACACA
CACACACACACACACA
F NNGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTNN 5

(b)

5 NNGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTNN 3°
NNCACACACACACACACA
CACACACACACACACANN
FNNGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTNN 5
(c)
5 NNGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTNN 3°
CACACACACACACACANN
NNCACACACACACACACA
FNNGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTNN 5

Rye.1. Schematyczne przedstawienie sekwencji startera w technice ISSR (CA),,
niezakotwiczonego (a), zakotwiczonego na koncu 3'(b), oraz zakotwiczonego na koncu
57(c). Starter (CA), wiaze si¢ z powtorzeniem (GT), i umozliwia amplifikacj¢ fragmentu
DNA zawartego miedzy dwoma identycznymi, skierowanymi przeciwlegle regionami
zpowtorzeniem (GT),.

Zrodto: Opracowanie wlasne.

elektroforetycznie w zelu agarozowym, wybarwia bromkiem etydyny i analizuje w
swietle UV. Przyktadowy obraz powstaty po takim rozdziale przedstawia Rycina 2.

Znacznie bardziej precyzyjny od rozdzialu w zelu agarozwym jest rozdziat
amplikonéw w zelu poliakrylamidowym (ang. Polyacrylamide Gel
Electrophoresis, PAGE). Wizualizacji produktow PCR dokonuje si¢ wowczas przez
barwienie srebrem badz wczesniejsze znakowanie radioaktywne [Pradeep Reddy i
in. 2002]. W praktyce, podejscie to jest dos¢ rzadko stosowane ze wzgledu na duzy
naktad pracy oraz potencjalna szkodliwos¢ zdrowotna.

Alternatywe, w stosunku do wspomnianych wyzej metod wizualizacji,
stanowi dodanie do reakcji PCR jednego, znakowanego fluorescencyjnie
nukleotydu a nastgpnie rozdziat i detekcja powstatych amplikonéw na
sekwenatorze. Technika ta znana jest pod nazwa FISSR (ang. Fluorescence Inter
Simple Sequence Repeat, FISSR) i w porowaniu do klasycznej metody ISSR
pozwala wykry¢ nawet dwa razy wigcej produktow [Nagaraju i in. 2002, Yasodha i
in.2004].

Na podstawie obecnosci (1) lub braku (0) na zelu amplikonéw o tej same;j
dtugosci konstruuje si¢ matryce z danymi binarnymi. Matryca ta stanowi podstawe
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Rye. 2. Przyktadowy obraz rozdziatu elektroforetycznego amplikonow powstatych
w reakcji ISSR-PCR w 1.2% zelu agarozowym [Celinski i in. 2010 w przygotowaniu]. MM
- GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas); 1-16 - osobniki Pinus mugo Turra.
Zrodto: Badania wlasne.
do obliczen statystycznych i umozliwia przedstawienie zréznicowania badanych
populacji (gatunkdéw) za pomoca réznych parametrow genetycznych.
Najwazniejsze z nich to: procent /oci polimorficznych (P), procent produktow
(prazkow) polimorficznych (ang. Percentage of Polimorphic Bands, PPB), liczba
alleli na locus obserwowana (4,) i efektywna (4,), heterozygotyczno$¢ oczekiwana
(H,). Na poziomie gatunku okresla si¢ m.in.: wewnatrzpopulacyjna réznorodnos¢
genetyczna (H,), catkowite zroznicowanie genetyczne (H,), indeks Shannona (S)
oraz wspotczynniki: wzglednego zrdéznicowania genetycznego (Gy,), przeplywu
genow (N,), identycznoscei (/) i dystansu genetycznego (D) wg Nei'a. W celu
procentowego podzialu obserwowanej zmiennosci migdzy populacjami stosuje si¢
analizg wariancji molekularnej (ang. Analysis of Molecular Variance, AMOVA).
Wzajemne powiazania filogenetyczne migdzy osobnikami w populacji
oraz migdzy populacjami przedstawia si¢ na podstawie dystansu genetycznego i
analizy skupien metoda Srednich potaczen (ang. Unweighted Pair-Group Method
with Arithmetic Averages, UPGMA).

ZROZNICOWANIE GENETYCZNE ROSLIN IGLASTYCH

Do gromady iglastych (Pinophyta) zaliczanych jest obecnie okoto 600
gatunkow roslin. Zdecydowana wigkszo$¢ z nich stanowia drzewa lub krzewy
wiecznie zielone. W$rod nich znalez¢ mozna gatunki o duzym znaczeniu
gospodarczym, tj.: Pinus sylvestris, Abies nephrolepis jak i gatunki o duzym
znaczeniu ekologicznym, tj. Araucaria cunninghamii, czy Pinus squamata.

W Polsce iglaste reprezentowane sa przez dziesieé gatunkow, tj.: Jodle
pospolita (Abies alba Mill.), Sosng limbe (Pinus cembra L.), Sosng gorska -
kosodrzewing (Pinus mugo Turra), Sosng zwyczajna (Pinus sylvestris L.), Sosng
btotna (Pinus uliginosa Neumann), Cis pospolity (Taxus baccata L.), Jatowiec
pospolity (Juniperus communis L.), Jatlowiec sabinski (Juniperus sabina L.),
Modrzew europejski (Larix decidua Mill.) oraz Swierk pospolity (Picea abies (L.).

Zréznicowanie genetyczne wielu gatunkow 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 iin. 2006] z rodziny Cupressaceae, czy Pinus koraiensis [Feng
etal. 2006] i Picea sitchensis (Bong.) Carr) [Gapare i in. 2005] z rodziny Pinaceae,
okreslono na podstawie polimorfizmu markeréw ISSR.

Szczegotowa analiza wartosci parametrow genetycznych, tj.: indeksu
Shannon‘a (S) czy catkowitego (H, 1 wzglednego (G,,) zréznicowania
genetycznego wskazuje na duze réznice pomigdzy wybranymi 16 gatunkami w
obrebie gromady iglastych (Pinophyta) (Tabela 1).

Sposrod zebranych w tabeli gatunkow, najwyzsza warto$¢ indeksu
Shannon'a (§=0.515) odnotowano dla Taxus wallichiana var. mairei [Zhang i in.
2008] z rodziny Taxaceae a najnizszq (5=0.03) dla Pinus squamata [Zhang i in.
2005] z rodziny Pinanceae. Dla pozostatych gatunkéw wartosci indeksu Shannon'a
ksztattowaly si¢ w zakresie od $=0.158 (Pinus sylvestris) do §=0.497 (Araucaria
cunninghamii).

Wartosci catkowitego zrdznicowania genetycznego (M), podobnie jak
warto$ci indeksu Shannon'a, ro6znia si¢ do$¢ znacznie migdzy poszczegolnymi
gatunkami.

Najwigksze roznice wartosci H, stwierdzono w rodzinie Pinaceae (Tabela
1). Najwyzsza wartos¢ (H,=0.415) odnotowano dla Pinus tabulaeformis [Wang i
in. 2010], a blisko czternascie razy nizsza (H,=0.029) dla Pinus squamata [ Zhang i
in.2005].

Dla pozostatych gatunkéw z rodziny Pinaceae, réznice w wartos$ciach H,,
nie sa juz tak znaczne (H,=0.239-0.348). Niska warto$¢ zroznicowania
genetycznego w przypadku Pinus squamata moze by¢ wynikiem niewielkiej
liczebnosci tego gatunku. Jak do tej pory opisano tylko jedno stanowisko na §wiecie
(Chiny), liczace zaledwie 31 osobnikéw tego gatunku [Zhang i in. 2005].

W rodzinach: Cupressaceae i Taxaceae rdznice w wartosciach H, sa
znacznie mniejsze, niz te notowane dla rodziny Pinaceae. W rodzinie Cupressaceae
najmniej zréznicowanym gatunkiem jest Junmiperus phoenicea (H,=0.148).
Dwukrotnie wyzsze zrdznicowanie stwierdzono dla Cupressus chengiana
(H,=0.313) z tej samej rodziny. Najbardziej wyréwnane wartosci catkowitego
zrdéznicowania genetycznego notuje si¢ w rodzinie Taxaceae, od H,=0.141 dla
Amentotaxus yunnanensis, po H,=0.212 dla Pseudotaxus chienii (Tabela 1).

Roéznice w wartosciach wzglednego zréznicowania genetycznego (G,) w
gromadzie iglastych sa takze duze (Tabela 1) i wynosza od G,=0.042 dla
Calocedrus macrolepis z rodziny Cupressace, do G,=0.630 dla Torreya jackii z
rodziny Taxaceae.

Warto$ci polimorfizmu genetycznego opisywane na podstawie markerdéw
ISSR sg zazwyczaj wyzsze od tych stwierdzonych z uzyciem markeréw losowo
amplifikowanego polimorficznego DNA (ang. Random Amplified Polymorphic
DNA, RAPD), np. wartos¢ zrdznicowania genetycznego okreslona na podstawie
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Tab.1. Wartosci calkowitego zrdéznicowania genetycznego (H,), wzglednego
zréznicowania genetycznego (G,,) oraz indeksu Shannon'a (S) dla wybranych rodzin
i gatunkow z gromady iglastch (Pinophyta).

Rodzina Gatunek Hy Gsr S Zrédto
Araucariaceae  Araucaria cunninghamii - - 0.497 Pyeiin. 2007
Cupressaceae  Calocedrus macrolepis - 0.042  0.166 Wangiin. 2004
Cupressaceae  Cupressus chengiana 0.313 0479 0.474 Haoiin. 2006
Cupressaceae  Juniperus phoenicea 0.148  0.120 - Meloni i in. 2006
Pinaceae Abies nephrolepis 0.262 0.082 0.369 Woo in. 2008
Pinaceae Pinus koraiensis 0.348 0.270 - Feng i in. 2006
Pinaceae Pinus sibirica 0.270 - - Yang i in. 2005
Pinaceae Pinus squamata 0.029 - 0.030  Zhang i in. 2005
Pinaceae Pinus sylvestris 0.239 0.603 0.158 Liiin.2005
Pinaceae Pinus sylvestris 0.263 - - Labra i in. 2006
Pinaceae Pinus tabulaeformis 0.308 0.136 - Cui i in. 2008
Pinaceae Pinus tabulaeformis 0.415 - - Wang i in. 2010
Pinaceae Pseudotsuga gaussenii 0.336  0.237 0497 Liiin. 2010
Taxaceae Amentotaxus yunnanensis 0.141 - 0.214  Geiin. 2005
Taxaceae Amentotaxus argotaenia 0.184 - 0.287  Geiin. 2005
Taxaceae Pseudotaxus chienii 0.212  0.615 - Su i in. 2009
Taxaceae Torreya jackii 0.210 0.630 0.310 LiiJin 2007
Taxaceae Taxus wallichiana var. mairei - 0.407 0515 Zhangiin. 2008

Zrodlo: Opracowanie wlasne

markerow ISSR dla Pinus tabulaeformis jest znacznie wyzsza od wartosci
uzyskanej dla tego gatunku we weczesniejszych badaniach z zastosowaniem
markerow RAPD [Wang i Gao 2009]. Rdéznice te wynika¢é moga zaréwno z
wyzszego, w porownaniu do RAPD, stopnia polimorfizmu markerow ISSR jak iz
odmiennych lokalizacji analizowanych populacji. Populacje z siedlisk bardziej
zréznicowanych charakteryzuja si¢ zazwyczaj wyzszym stopniem polimorfizmu
niz populacje rosnace w warunkach jednorodnych [Wangiin 2010].

Markery ISSR wykrywaja takze nieco wyzszy poziom polimorfizmu w
poréwnaniu do markerow izoenzymatycznych. Poziom zrdéznicowania
genetycznego populacji alpejskich i apeninskich Pinus sylvestris okreslony na
podstawie markerow ISSR (H,=0.263, Labra i in. 2006) jest porownywalny z
wynikami analiz polimorfizmu izoenzymatycznego populacji pochodzacych z tych
samych regionow (H,=0.219) [Puglisi i Attolico 2000] oraz z terendw Hiszpanii i
Francji [Prus-Gtowackiiin. 2003] odpowiednio H,=0.3141 H,=0.318.

W poréwnaniu z markerami SSR, markery ISSR prezentuja jednak duzo
nizszy poziom polimorfizmu. Zréznicowanie genetyczne Pinus sylvestris z terenu
Bulgarii okre$lone z zastosowaniem markeréw SSR wynosi wynosi H,=0.41
[Neydenoviin. 2005] oraz H,=0.991 [Provaniin. 1998].
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PODSUMOWANIE

Obecnie istnieje szereg roznych metod analizy zroznicowania organizmow
iich genoméw. Od mniej zaawansowanych technicznie jak RAPD, przez markery
ISSR i SSR az po te najbardziej wymagajace, jak np. amplifikowany polimorfizm
dlugosci fragmentow (ang. Amplied Fragment Lenght Polymorphism, AFLP).
Wybor odpowiedniego narzedzia do analiz uzalezniony jest zawsze od wielu
czynnikow, tj.: cel analizy, dostgpno$¢ opracowanych dla danego gatunku
markeréw 1 sekwencji nukleotydowych, liczba analizowanych populacji i
osobnikoéw oraz (a czasami przede wszystkim) wysokoscia srodkow finansowych
przeznaczonych na badania.

Przedstawione w tej pracy markery ISSR glownie z racji ich latwosci
aplikacji 1 niskich kosztow analiz znalazly szerokie zastosowanie m.in.: w
mapowaniu genomow i opracowywaniu map sprzezen [Arcade i in. 2000, Chen i in.
2010], identyfikacji gatunkow i mieszancéw migdzygatunkowych [Nkongolo i in.
2005, Mehes i in. 2007] czy ustalaniu wzajemnych relacji filogenetycznych [Liu i
in. 2005].

Polimorfizm sekwencji migdzymikrosatelitarnych najpowszechniej
wykorzystywany jest jednak do okreslania zmiennosci genetycznej na poziomie
wewnatrz- i migdzypopulacyjnym wielu gatunkow, w tym rowniez 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, Liiin. 2005, Yang i in. 2005, Feng i in. 2006, Hao i in. 2006, Labra i in. 2006,
Meloniiin. 2006, Leeiin. 2008, Liiin. 2008, Shahiin. 2008, Woo iin. 2008, Zhang
1in. 2008, Pyeiin. 2009, Suiin. 2009, Wangiin. 2010].

Uniwersalno$¢ techniki ISSR stanowi jeden z jej najwigkszych atutow. Te
same startery moga by¢ wykorzystane do analizy polimorfizmu DNA u réznych,
czasami bardzo odleglych filogenetycznie gatunkow. ISSR tacza w sobie wigkszos¢
zalet markeréw SSR oraz AFLP z uniwersalno$cia RAPD. W odréznieniu jednak od
RAPD (10 nukleotydow), markery ISSR wykorzystuja dtuzsze startery (16-25
nukleotydow). Pozwala to na stosowanie wyzszych temperatur wigzania startera
(45-60°C). Wigksza specyficzno$¢ wiazania prowadzi do wyzszej, w porOwnaniu
do RAPD, powtarzalno$ci wynikow. Badania prowadzone nad powtarzalno$cia
wynikow pokazuja, ze jedynie te prazki, ktére sa stabo widoczne (ang. ghost) sa
mato powtarzalne. Okoto 92-95% zliczonych fragmentdéw moze by¢ powtoérzona w
probach DNA [FangiRoose 1997, Morenoiin. 1998, za Pradeep Reddy 1in. 2002].

Technika ISSR nie wymaga drogiej i specjalistycznej aparatury
laboratoryjnej. Aby przeprowadzi¢ analiz¢ zréznicowania genetycznego z
zastosowaniem tych markeréw wystarczy posiadac¢ termocykler, wirowke, aparat
do elektroforezy oraz system do dokumentacji zeli lub zwykty aparat cyfrowy.

Mozliwo$¢ wykonywania analiz nawet na podegradowanym DNA to
kolejna zaleta markerow ISSR. Dlugos¢ amplifikowanych fragmentow najczesciej
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nie przekracza 2000 pz. [lo§¢ matrycy niezbedna do reakcji PCR zawiera si¢
zazwyczaj w przedziale od 10— 100 ngna 20 pl mieszaniny reakcyjne;.

Poziom polimorfizmu wykrywanego dzigki markerom ISSR jest zazwyczaj
wyzszy od poziomu polimorfizmu wykrywanego markerami RAPD, nizszy
natomiast od markerow SSR. Wysoki poziom polimorfizmu markeréw SSR 1 ISSR,
za ktory odpowiada wysokie tempo mutacji sekwencji mikrosatelitarnych, pozwala
na stosowaniem obu tych markeréw w analizie gatunkow i populacji, ktore w swojej
historii przeszty drastyczny spadek liczebnosci (ang. bottleneck).

Technika ISSR ma jednak i swoje wady. Najwazniejsza z nich, podobnie jak
w markerach RAPD, jest taka sama mobilnos¢ elektroforetyczna fragmentow
(amplikonow), ktére nie pochodza z regiondw homologicznych. Brak mozliwosci
rozroznienia tych nichomologicznych fragmentow prowadzi do wypaczenia
wynikow analiz. Sporym mankamentem ISSR jest takze koniecznos¢
optymalizacji, w zasadzie dla kazdego charakteryzowanego genetycznie gatunku z
osobna. Optymalizacja warunkow prowadzenia reakcji PCR jest procedura dosé¢
czasochtonna. Obejmuje m.in.: ustalenie stez¢nia matrycy (10-100 ng/reakcje),
starterow (0.1-100 uM), jonow magnezu (1.5-4 mM), czasu (30-120 sek.) i
temperatury wiazania startera (45-60 °C) oraz liczby cykli (25-45). Warunki
rozdziatu elektroforetycznego takze wymagaja ustalenia rodzaju zelu
(poliakrylamidowy czy agarozowy) i jego procentowosci, dtugos$ci rozdziatu (120-
600 min.) oraz systemu buforowego (TAE, TBE).

Podsumowujac, markery ISSR, stanowia przydatne narzedzie do oceny
zrdéznicowania genetycznego réznych gatunkow roslin, takze iglastych. Markery te
znajduja czesto zastosowanie w przypadku gatunkéw mniej znanych lub o
niewielkim znaczeniu przemystowym. Dzigki tym markerom mozliwa jest szybka i
niedroga wstgpna analiza polimorfizmu DNA z zachowaniem wysokiej
powtarzalnosci wynikoéw. Pelna charakterystyka struktury genetycznej danego
gatunku pozwalajaca na okreslenie m.in. heterozygotycznos$ci obserwowanej czy
poziomu wsobnosci wymaga zastosowania bardziej zaawansowanych markerow
(np. SSR), ktore dostarczaja znacznie wigkszej ilosci informacji niz markery ISSR.
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STRESZCZENIE

Zainteresowanie badaniami nad zréznicowaniem genetycznym gatunkow w
ramach tzw. genetyki zachowawczej sukcesywnie wzrasta. Redukcja liczebnosci
organizmo6w na skutek naturalnych siedlisk prowadzi do utraty zréznicowania i wzrostu
ryzyka wymierania gatunkdéw. Poznanie struktury genetycznej stanowi pierwszy etap
opracowania odpowiednich dlugoterminowych plandéw ochrony gatunkéw. Obecnie,
zroznicowanie genetyczne analizuje si¢ przy uzyciu markerow molekularnych
identyfikujacych zmienno$¢ na poziomie DNA. Jednymi z czg$ciej stosowanych sa markery
SSR, odznaczajace si¢ wysokim poziomem wykrywanego polimorfizmu. Wysoki koszt
opracowania de novo markeréw SSR dla kazdego analizowanego gatunku stanowi jednak
powazne ograniczenie w ich szerszym stosowaniu.

Cickawa alternatywe w stosunku do markeréw SSR stanowia markery
polimorfizmu sekwencji mig¢dzymikrosatelitarnych (ISSR). Technika ISSR polega na
amplifikacji fragmentu DNA zawartego migdzy dwoma przeciwlegle skierowanymi,
identycznymi regionami zawierajacymi powtorzenia mikrosatelitarne. Najczgsciej stosuje
si¢ startery o dlugosci od 16 do 25 pz. Ich sekwencje odpowiadaja motywowi danego
powtorzenia mikrosatelitarnego. W pojedynczej reakcji ISSR-PCR powstaje zazwyczaj od
kilku do kilkudziesigciu produktow (amplikondéw) o dtugosci od 200 do 2000 pz. Produkty
te najczgsciej rozdziela si¢ elektroforetycznie w zelu agarozowym, wybarwia bromkiem
etydyny i analizuje w $wietle UV. Rzadko stosuje si¢ bardziej precyzyjny rozdziat w zelu
poliakrylamidowym i barwienie produktow srebrem ze wzgledu na duzy naktad pracy oraz
potencjalna szkodliwo$¢ zdrowotna. Na podstawie obecnosci (1) lub braku (0) na zelu
amplikonow o tej samej dtugosci konstruuje si¢ matrycg z danymi binarnymi. Matryca ta
stanowi podstawg do obliczen statystycznych i umozliwia przedstawienie zroznicowania
analizowanych gatunkow za pomoca réznych parametrow genetycznych.

Do gromady iglastych (Pinophyta) zaliczanych jest obecnie okoto 600 gatunkéw
ro$lin. Zdecydowana wigkszo$¢ z nich stanowia drzewa lub krzewy wiecznie zielone.
W5rdd nich znalez¢ mozna gatunki o duzym znaczeniu gospodarczym, tj.: Pinus sylvestris,
Abies nephrolepis jak i1 gatunki o duzym znaczeniu eckologicznym, tj. Araucaria
cunninghamii, czy Pinus squamata. Na podstawie analizy polimorfizmu markeréw ISSR
okreslono/poznano zrdéznicowanie genetyczne wielu gatunkow 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. Szczegdtowa analiza wartosci parametrow
genetycznych, tj.: indeksu Shannon'a (S) czy catkowitego (H,) i wzglednego (Gy,)
zréznicowania genetycznego wskazuje na dos¢ duze roznice pomigdzy wybranymi 16
gatunkami w obrgbie gromady iglastych (Pinophyta).

Markery ISSR z uwagi na szereg zalet m.in.: uniwersalno$¢ gatunkowa, wysoka
powtarzalno$¢, tatwos¢ aplikacji oraz niskie koszty analiz znalazly szerokie zastosowanie
do okres$lania zmiennosci genetycznej na poziomie wewnatrz- i migdzypopulacyjnym wielu
gatunkow. Stanowia przydatne narzg¢dzie do oceny zréznicowania genetycznego réoznych
gatunkow roslin, takze iglastych. Markery te znajduja czgsto zastosowanie w przypadku
wstepnej analizy polimorfizmu DNA gatunkéw mniej znanych lub o niewielkim znaczeniu
przemystowym.
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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
ofanalyzed 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 (Gy,;) genetic diversity,
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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