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MAPIRANJE BIIJNIH GENOMA MIKROSATELITIMA

PRODANOVIC SI ., ZIVANOVIC T.1, DRAZIC, S.2

[ZVOD: Mikrosateltti su DNA markeri, zasnouani na polimorfizmu broja repetitiunib
sekuenci nukleotida. Spadaju u grupu PCR-markera i koriste se uglatmom kao dopuna drugim
tipouima markera. Njibove odltke i tebnicka strana primene diskutouani su u ouom radu.
Nauedeni su neki rezu/tati dobijeni koriscenjem milerosatelitske DNA u genetickom mapiranju
biljnib genoma. tako mikrosateliti omogucuju identifikaciju genotipoua unutar jedne urste ,
njibou nedostatak je da nisu pogodni za komparatitmo mapiranje razlicitib ursta.

Kljucne reci: mikrosateliti, repetititme sekuence, markeri, peR

UVOD : Rezultati oplemenjivanja bilja
doprinose razvoju covecansrva, S jedne strane
sc kroz ovu nauku upoznajc struktura i
ekspresija genoma, odnosno gcnski efekati
osobina (Drazic, 1990; Prodanovic, 1993;
Rakonjac er aI., 1994; Todorovic et aI., 1997) ,
a s druge sc srecena saznanja primenjuju u
selekciji hiljaka (jovanovic i sar. , 1995 ;
Zivanovic, 1997; Drazic, 1997), odnosno
stvaranju novih i sve boljih formi od mreresa
za trziste(Drazic 1986; Draiic i Arsic 1986;
Draiic i Kojicic 1987) . Oplemenjivanje bilja
obuhvara primenu razl icitih metoda
ukliucujuci klasicnu selekciju (Drazic 1986a) ,
primenu biometrijskih analiza (Drazic i
Gordana Sudan 1990; Drazic i Prodanovic
1999), hromozomski inzenjering i drugo. Od
1970-tih godina molekularna biologija
posta]e tzuzerno rnocno orude u
istraiivanjima i praksi.

Metode mapiranja biljnih genoma

Nove rnerode omoguCile su da se pocne sa
mapiranjem genoma primenom DNA
markcra. Uobicajeno koriscenje rnorfoloskih
(Sax, 1923, Jovanovic et aI., 1992, Milutinovic
et aI. , 1996) i proteinskih (Yan et ai, 1994;
Jovanovic et aI., 1995a), odnosno
izoenzimskih markera (Mather & Jinks, 1971)
ima najveci nedosrarak u pogledu njihovog

rclativno malog broja, tako da se geneticke
mapc hromozoma ne mogu dovoljno
popuniti. Veliki broj DNA markera, koji
predstavljaju odredene sekvcnce , mogu
pokriti ceo hiljni genom. Njima se ne
detektu]c genski produkt, vee prisustvo
odgovarajuce sekvence na DNA, bilo kod
nekog genotipa (za njegovu idenritlkaciju) ,
bilo kod neke hibridne populacije (za
geneticko mapiranje).

Genetlcki markeri nisu podlozni uticaju
ekoloskih faktora, kao sto su to neka
kvanritativna rnorfoloska svojstva (lovanovic
er aI., 1992a; Surlan-Momirovic et aI. , 19%) . U
odnosu na proteinske i izoenzimske markerc,
DNA markeri nisu vezani ni za kakve funkcij c
u organizmu, tj . ne zavise od kvalitcta zma i
enzimskih karakreristika gcnotipova (Yan et
aI. , 1997) . Specificnost sekvenci roditclja za
ukrstanja, ohezbeduje da se njihov
polimorfizam ispolji kroz segregaciju DNA
markera u generacijama porornsrva i da sc
izracuna procenat rekombinacija u cilju
genetickog mapiranja hromozoma. Paralclno
sa genetickim razvijalo se i fizicko mapiranje
hromozoma, koje ima svoju speciflcnu ulogu
(Kuenzel er al., 2000).

Prve mape sa DNA markerima bile su RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism ­
Botstein cr al ., 1980) mape, zasnovane na
razlikama u duzini restrlkcionih fragmenata .
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Ove mape su i danas aktuelne u
oplemenjivanju bilja (Burr et al ., 1983; Beck­
mann & Soller, 1988; Tanksley et al ., 1989,
Prodanovic et aI. , 1997), mada je njihova
rehnlcka strana komplikovana. Jednostavnija
molekularna rehnlka PCR (Polymerase Chain
Reaction - Saiki et al. , 1985) ili lancana
reakcije polimeraze omoguclla je primenu
velikog broja strategija genetlckog
kartografisanja : DDGE (Denaruring Gradient
Gel Electrophoresis), STS (Sequence Tagged
Sites > Olson et al., 1989) , AS·PCR (AIle! Spe­
cific PCR), SSCP (Single Strand
Conformational Polymorphism) , RAPD (Ran­
dom Amplified Polimorfic DNA - Williams et
al ., 1990), AP·PCR (Arbitrarily Primed PCR ­
Welsh & McClelland, 1990), DAF (DNA Ampli­
fication Fingerprinting. Caerano-Anolles et
aI. , 1991), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) itd .

PCR je enzimska reakcija in vitro koja
ornogucava amplifikaciju tacno odrderie
sekvence nukleotida. Realizuje se u
terrnocikleru , stavljanjem vrlo male kolicine
biljne DNA (rnarrice) u ependorfe sa
prajmerima (Ievim i desnim) i
dezoksiribonukleinskim trifosfatima (dNTP:
dATp, arra dCTP i dGTP) u odgovarajucem
supstratu uz prisustvo termostabilne
Taq-polimeraze. DNA se prvo denaturizu]e, a
trifosfati se vezuju izmed u pozicioniranih
prajmera i dolazi do ekstenzije novih
kornplementarnih lanaca.

jcdna od tehnlka PCR koristi
mikrosatelite . Mikrosateliti su repetitivne
sekvence DNA, sa n ponavljanja, kao ~to su na
primer (A)n ' (TG)n , (GCA)n ' Duzina ovih
sekvenci je oko 100 bp, a rasporedene su
nepravilno, svuda po biljnom genomu. Ove
sekvence nazivali su, prema duztru iii
slozenosri. VNTR (Variable Number of Tan­
dem Repeats - Leroy er aI., 1997), minisateliti
(Ieffreys et al ., 1985) i mikrosateliti (Litt &
Lucy, 1989) . Izdvojeno je rnnosrvo prajmera
koji oivicuju ove sekvence sto je ornogucilo
primenu PCR metoda, nazivanih: SSLP (Sim­
ple Sequence Length Polymorphism - 'Iau tz ,
1989), STMS (Sequenced Tagged
Mlcrosarelllres Sites - Beckman et Soller,
1990) . STR (Short Tandem Repeat) i SSR (Sim­
ple Sequenced Repeat - Leroy et al., 1996).

Genetlcke mape i njihov znaca]

Geneticke mape mikrosatellta i drugih
PCR i RFLP markera su uradene za vecinu
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poljoprivrednih biljaka, a kod najznacajnijih
vrsta korlscene su razltclre populacije. Na
primer, kod pseruce (2n = 42, 16000 Mb) za
mapiranje su uzete populacije Opata M85 x
Syntetic W7984 (Nelson et aI. , 1995b) ,
Timgalen x RLl437 (McGuire & Qualset ,
1997), Chinese Spring x Syntetlc W7984
(Gale, 1996) i Eureka x Renan (Prodanovic et
al ., 1997), a kod [ecrna (2n = 14, 5000 Mb)
Igri x Franka (Graner et aI., 1994) , Steptoe x
Morex (Kleinhofs et aI., 1993) , L94 x Vada (Qi
et al., 1998), Blenheim x E22413 (Thomas et
aI. , 1995) i Harrikton x Morex (Liu et a1..
1996) . Izabrani roditelji za ukrstanja se
uglavnom odlikuju velikom divergentnoscu,
kako bi alelni polimorfizam markera
omogucio sto vecu popunjenost mapa .
Smatra se da je idealno da na svakih 10 cM
postoji po jedan "jaki'' marker, a izmedu njih
po nekoliko "slabijih", koji nisu karaktertsticni
za sve genotipove proucavane vrste ili nisu
pozicionirani po istom redosledu. Broj DNA
markera je prakticno neogranicen. s obzirom
da se DNA moze iscci na neogranicent broj
sekvenci, od kojih ogroman deo predstavljaju
ponavljajuce (mlkrosatelitske) sekvence.

Geneticke mape hromozoma imaju
prevashodno znaca] u lokalizaciji gena jer
ornogucuju da se na osnovu fenotipskog
osrnatranja odrede lokusi kvalitativnih
(mendelovskih) osobina (MTL) i lokusi
kvantitativnih osobina (QTL) izmedu DNA
markera. Izbor agronomskih osobina koje ce
se pratiti zavisi od programa rada instituta, a
na svetskom nivou posto]i podela po
projektima. Na primer, INRA u
Clerrnonr-Ferrandu se bavi parametrima
kvaliteta psenice, a u Rennes-u otpornoscu na
bolesti psenice. Raspored markera i poloza]
gena izrnedu njih odreduje se preko razlicitih
statistickih softwear-a, kao Mapmaker/EXP
3.0b (Lander et al ., 1987).

Najdalje je mapiranje genoma i
poziclonlranje MTI, QTL i "ge na kandidata''
odmaklo kod biljaka koje su izabrane za
modele, zbog svog relativno malog genoma
kao sro su arabidopsis - Arabidopsis thaliana
(2n = 20, 100 Mb) kod dikotila i plrinac ­
Oryza sativa (2n = 24, 400 Mb) kod
monokotila. U odnosu na psenicu ove vrste
imaju 40, odnosno 160 puta manji genom,

Dobijeni rezultati ornogucuju u kasnijoj
fazi izolaciju i klonlranje odgovarajucih gena
za Zeljena svojsrva , Na primer, kod psenice se
radi 0 sledeclm genima za :



1) Otpornost na Blumeria graminis f. sp.
tritiei Pm3, Pm4a (Ma er aI., 1994) , otpornost
na nematode Crel (Williams et aI., 1994),
otpornost na Puccinia recondlra f.sp. tritiei
Lr13, Lrj4 (Nelson et al ., 1995c) , Otpornost
na Puccinla graminis f.sp. graminis Sr33
(lones er aI., 1991)

2) Restauraclju muske fertilnosti R/3 (Ma
& Sorrells, 1995)

3) Veroalizaciju VrnI , Vrn3 (Nelson et al .,
1995)

4) Pigmentaciju Rg2 (lones et aI., 1990) ,
RI , R2 (Nelson et al., 1995b), ReI, Rc2 (Nel·
son et al ., 1995c)

5) Razllcite funkcije ATPase, NOR ­
nukleolaroi organizaror (Van Deynze et al .,
1995), Cxp3 - karboksipeptidaza, Dhn5 .
dehldrin, Prk - fosforibulokinaza (Marino er
aI., 1996) , W2 - inhibitor voska , pBSI28 .
odgovor na ABA, pKABAG - protein kinaza
(Nelson et al ., 1995a)

6) Kvantitativna svojsrva kao sto je
otpornost na proklijavanje Qphs.c/n (Ander­
son et al., 1993) .

Poslednja faza po kloniranju gena je
njihovo premestanje (transfer) u druge vrste
primenom biortckih (Agrobacterium) i
abloticklh (vakum piStolji) vektora, Cime se
zaokruzu]e proces savremene sclekcije uz
pornoc markera, nazvane MAS
(Marker-Assisted Selection - Isaac, 1997).

Specificnosti i tehnleka strana primene
rnikrosateHta pri mapiranju

Posto su sagledani opsn principi i cilj
mapiranja genoma biljaka potrebno je
naglasiti speciflcnosti metode primene
mikrosatelitske (IISA'I) DNA (rabela 1).

Metod mapiranja mikrosatelitima se
odnosi na poznate sekvence, za razliku od
RFLp, gde se restrikcionim cndonukleazama
dobljaju (uglavnom duzi) segementi DNA cija
sekvenca nije poznata . Pri RFLP se vrst
blotovanje kako bi se segmenti genomske
DNA preneli na membrane, a kod
mikrosatelita se segmenti amplifikuju
pornocu poznatih prajmera i analiziraju na
gelu . Membrana sadrzi veliki broj segrnenata i
koristi se vise puta za hibrldizacije sa razlicitim
DNA probama, dok se rnikrosatelitska DNA
koristi jedanput. Polimorfizam mikrosatelita
se zasniva na modifikacijama u duzini
repetativne sekvence, odnosno razllkama u
broju ponavljajuCih parova nuklcotida (Roder
et al ., 1997), a polimorfizam HFLP na
muracijarna, insercijama i delecijama . Nivo
polimorfizma je veci za mikrosatelire nego za
RFLp, a kvantitet potrebne DNA manji. Oba
tipa markera su kodorninantni sa priblizno
istom cenom po jedinom uzorku, s tirn sto su
nesro veca ulaganja u opremu za
mlkrosatelite. Mikrosatellti se ne zasnivaju na
uporrebi radioaktivnosti, a za RFLP se mogu
koristiti i "topic" probe.

Tab. 1. Poredenje molekularnib markera RFLP i mikrosatelita
Tab. 1 Comparison between RFLPand microsatellite markers

Metod RFLP mSAT

Restrikcloni enzirni Amplifikacija DNA

Princip Southern blot Poznate sekvence

Hibridizaeija Poznan prajmerl

Mutaeije Modifikaeije u

Tip pollmorfizrna Insercije Duzinl rcpettttvnih

Delecije sekvenei

Nivo polimorftzma Osrednji Visok

Nasledivanje Kodomlnantno Kodominantno

Kvantitet DNA 2·10 mg 50· 100 ng

Poznavanje sekveoee ne da

Upotreba radtoaknvnostt da i ne ne

Troskovi po uzorku osrednji osrednji

lnvesticioni troskovifoprerna) osrednjl do visoki visoki

'Iehnicki u radu sa mikrosatelitlma, prvo je
potrebno odrediti polimorfnost rodttel]a .
Posle izlolacije njihove DNA, vrst se

amplifikacija u PCR-masini korlscenjcm
odgovarajuclh prajmera . Nekoliko sekvenci
prajmera prikazano je u tabeli 2.
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Kod Detalj sekvence Duzina sekvencemlkrosareltta (leve i desne) Tip repeticije

WMS2 CTGCAAGCCrGTGATCAACT 60 (CA)'8
CA"l'rCrCAAATGA'I'CGAACA 54

PSP 3000 TCCCGCCATGAGTCAATC 56 (CM),')

'ITGGGAGACACA'ITGGCC 56
WMS 10 CGCACCATCTGTATCATrCTG 62 (A'I)5(G'1) "

TGGTCG'!'ACCAAAGTATACGG 62
AC 14 GAAAGACCAAG'rGAAACACG 58 (rGh(I}~(G'1) 'M

TGAATAAAGAAGGGAGCATC 56
WMS 18 TGGCGCCA'!'GAn'GCATrATCn'C 70 (CA) ,.,GA(TA) .;

GG'I'I'GCTGAAGAACCITA'I'I-I'AGG 68
WMS 154 TCACAGAGAGAGAGGGAGGG 64 (GA).j(GGGA).j(GA)2;

A'fGTGTACATGTl'GCCl'GCA 58

Tab. 2. Sekuence mikosatelitskib prajmera
Tab 2 Sequences ofsome microsatellite primers

Umnozcni segmenn DNA se razdvajaju na
poliakrilamidnom gelu elektroforetske celiie
za sekvenciontran]e. Koriscenje
odgovarajucth ceiiljcva ornogucuje da se
depozira odjetlnom 97 uzoraka (+ kontrola),
odnosno dovoljno velika populaclja za
mapiranje. U DNA sc dodaje plava front boja
da bi se pratilo njeno kretanje, a sam proces
traje oko 2 h na 2000 V.Gel je jako tanak (oko
1 mm), te se ostavlja vezan za jedno od dye
staklcne ploce celije, pripremljene tako da ga
zadrzava, Fiksiranje mikrosatelitskc DNA na
gelu se vrsi sircetnom kiselinom, ispiranjc
vodom, bojenjc srebro-ntrratorn, a razvijanje
natrijum-karbonatom i natrijum-tiosulfatorn.
Time se dobijaju jasne trake za svaki uzorak.
Pri radu sa mikrosatclitskom DNA nema
pozadlnsldh efckata od "toplih'' iii "hladnih"
izvora zracenja koji postoje na
autoradiogramima dobijenim rnetodom RFLP.

Mikrosarclitl se retko kad koriste kao
jedini markeri pri mapiranju biljaka . Kod
pscnice, na primer, vrlo malo mikrosatelita je
mapirano na hromozomima grupe D, te je
neophodno koristiti i druge markere,
razliCitih gcncracija. Generalno, RFLP markeri
pripadaju prvoj generaciji, mikrosateliti i
ostali spomenuti peR markeri pripadaju
drugoj generaeiji , a danas se radi na
markerima trece generaci]e. lake najstariji,
RFLP markeri za sada nisu odbaceni, jer su
jedini koji ornogucavaju komparativno
mapiranje izmedu razlicitih vrsta (Kurarta et
al , 1994; Sherman et al, 1995). Takva njihova
karakteristika od znacaja je za proucavan]e
evolucije i lokalizaciju gena sa istim
funkcijama kod razlicitih vrsta. U tom smislu,

mikrosatclitc treba posmatrati kao dopunskc
markere i markere koji ornogucuju
identifikaciju i diferencijaeiju gcnotipova
unutar istih vrsta.

Rezultati primene mlkrosatelita u
mapiranju genoma

Prodanovic et al. (1997) su pozieionirali
dva mikrosatclitska markera izmedu RFLP
markcra na hromozomima psenice 1A i 113 .
Utvrdeno je da se mikrosatclit Xgwm 135
nalazi na 28 .3 eM od Xfbb 274 i na 4,2 eM od
lokusa Glu-l na hromozomu lA . Na
hromozomu 1B mikrosatelit Xgwrn 18 sc nalazi
na 12.9 eM odXedo99 i na 9.7 eM odXlba 245,

Liu et al. (1996) su integrisali u RFLP
mapu hromozoma [ecrna 46 rnikrosatelita na
osnovu proucavanja cetiri razllcitc populaeije.
Na hromozomu IH je srnesteno 6 mSAT
markera, na 2H - 7, na 3H -8, na 4H -7, na 511­
4 , na 6H - 7 i na 7H ' 7 .

Plasehke et al. (1997) su loeirali 23
dinukleotidna mikrosatelitska markera na 15
razlicitih hromozoma psenice, koji su
prethodno bili mapirani sa STS, RFLP i RAPD
rnarkerima kod 40 sorata u cilju occne njihove
divergencije .

Na osnovu mikrosatclita Ko & Henry
(1997) su izvrsili evaluaciju australijskih sorti
psenlce i omogucill njihovu brzu identifikaciju .

Devos et al. (1995) su koristili dye
mikrosatelitske sekvence kod rezervnih
proteina psenice kao molekularne markere.

Plaschke et al. (1996) su upotrebili
aneuploide da bi odredili mikrosatelitskc
lokuse kod psenice.
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Zhao & Kocherr (19 9 3) su mapirali
(GGC)n mikro satelite iz p irinca u c ilju
proucavanja njihove filogenetske distribucije .

Veciria istrazivaca koji su radili sa
mikrosatelitima su uglavnom nj irna
dopunjavali genetlcke mape razlicitih tipova
rnarkera kod biljnih vrsta.

Zakljucak

Mikrosatditi su gcncticki rnarkeri koji
imaju znaca] u mapiranju genoma biljnih

vrsra . Pozicioniranje repetitivnih sekvenci
nukleotida DNA « 100 bp) , koje su
napravilno rasporedene po celom genomu ,
uglavnom sluzi kao dopuna drugim tipovima
markiranja . Visok nivo polimorfnosti
mikrosatelita ko]i postoji izmcdu razlicitth
genotipova ornogucu]e identifikaciju
genoripova unutar iste vrste ali ne i
komparativno mapiranje izmedu razlicitih
vrsta .
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MICROSATELLITE MAPPING OF PLANT GENOMES

PRODANOVIC S. , ZIVANOVIC T., DRAZIC S.

SUMMARY

Microsatellites are DNA markers, based on the repeated nucleotide sequences number
polymorphism.They belong to a group ofPCR markers and are mainly used as an addition to other
types of markers . Their characteristics and technical aspects of their application arc discussed in
the present srudy. Furthermore, some results obtained by the use ofthe microsatellire DNA in ge­
netic mapping ofplant genomes are also presented.Although microsatellites provide the identifi­
cation of genotypes within a species, inadequacy ofcomparative mapping of different species is
their serious blemish.

Key words: microsatellltes, repeated sequences, markers, PCR
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