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Przulj, N.', Perovic, D.2

1ZVvOD

Molekularni markeri oznaceni kao mikrosateliti imaju vise alternativnih
naziva, kao §to su jednostavne ponavljajuce sekvence (simple sequence repeats,
SSRs), kratki tandemski ponovci (short tandem repeats, STRs) ili varijabilni broj
tandemskih ponovaka (variable number tandem repeats, VNTR). Mikrosateliti se
odlikuju visokim polimorfizmom, kodominantnim efektom i ponovljivoscu, zbog
Cega imaju efikasnu primenu u mapiranju genoma, populacionoj genetici,
selekciji, identifikaciji genotipova i dokazivanju srodnosti i o¢instva. Efikasni su za
filogenetska proucavanja do nivoa speciesa, ali se ne preporucuju za filogenetske
rekonstrukcije i taksonomiju. U radu se diskutuje polimorfizam i frekvencija
mikrosatelita, distribucija u genomu i citoplazmi, njihovo odredivanje metodom
hibridizacije sa probom i na osnovu PCR reakcije, kao i njihova primena. Dat je
informativan prikaz laboratorijske procedure i komparativna analiza mikrosatelita
u odnosu na druge molekularne markere. Kao i svi ostali molekularni markeri, i
mikrosateliti imaju odredene prednosti i nedostatke, koji su takode dati u ovom
radu. .

KLJUCNE RECI: mikrosateliti, polimorfizam, frekvencija, varijabilnost,
primena, PCR proizvodi, prednosti, nedostaci

Uvod

Molekularni markeri oznaceni kao mikrosateliti (microsatellites) se Cesto
nazivaju i kratki tandemski ponovci (Short T andem Repeats, STRs), jednostavne
ponavljaju¢e sckvence (Simple Sequence Repealts, SSRs) ili varijabilni broj
tandemskih ponovaka (Variable Number Tandem Repeats, VNTR).

Mikrosateliti su prvo otkriveni kod sisara, a njihovo prisustvo kod biljaka prvi
su publikovali Condit and Hubbel (1991). Narednih godina je utvrdeno da se
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mikrosateliti nalaze u velikoj frekvenciji pored genoma Zivotinja i u genomu
biljaka (Jarne and lLagoda, 1996).

Definicija

Mikrosateliti su kratki segmenti DNK koji imaju ponavljajuce sekvence baza,
koje se mogu sastojati od jednog do pet nukleotida, mada se, ali vrlo retko, nalaze
i ponovci do 10 nukleotida (Bruford and Wayne, 1993).

Q) TTTTTTTTTT ili (T)qq

b) ATATATATATATATAT ili (AT)y

¢) CGTCGTCGTCGTCGTCGT ili (CGT),

d) CCATCCATCCATCCATCCATCCAT ili (CCAT)g

Osnovna repetitivna sekvenca ili jedinica ponavljanja mikrosatelita (a) se
sastoji od jednog nukleotida, T, i ona se ponavlja deset puta; osnovna repetitivna
sekvenca mikrosatelita (b) je AT i ona se ponavlja osam puta itd.

Polimorfizam mikrosatelita

Mikrosateliti su: visoko polimorfni markeri, a polimorfnost je posledica
variranja broja ponovaka u DNK (Levinson and Gutman, 1987). Pored
tandemskih ponovaka u genomu se mogu nalaziti mnogi jednostruki ponovci. U
populaciji moZe biti i do 80 alela u nekom lokusu koji imaju isti ponovak, a
razlikuju se u duzini, odnosno broju ponovaka. Kod organizama koji su
homozigotni za neki mikrosatelitni lokus nalazi se isti broj ponovaka na oba
hromozoma, dok heterozigoti imaju razli¢it broj ponovaka na hromozomima.
Regioni susedni mikrosatelitnom lokusu nazivaju se bo¢ni (flanking) regioni, i oni
su manje podlozni mutacijama, $to olaksava sintezu prajmera (Beckmann and
Soller, 1990).

Homozigot: (mikrosatelitni lokus u oba heliksa DNK/hromozoma ima isti
broj ponovaka)

.. TAGCCTTCTAGCGAGAGAGAGAGAGAGAGAGATCGTTGCAACAG...
.. TAGCCTTCTAGCGAGAGAGAGAGAGAGAGAGATCGTTGCAACAG...

... TAGCCTTCTAGCGAGAGAGAGAGAGAGAGAGATCGTTGCAACAG...
. TAGCCTTCTAGCGAGAGAGAGAGAGAGAGAGATCGTTGCAACAG...

5’ bo¢ni kraj repetitivne sekvence 3’ bo¢ni kraj
(5’ flanking region) (repetitive sequences) 3’ flanking region)
Heterozigot: (mikrosatelitni lokus u jednom heliksu DNK/hromozomu ima
10 a u drugom heliksu DNK/ hromozomu ima 8 ponovaka)

... TAGCCTTCTAGCGAGAGAGAGAGAGAGAGAGATCGTTGCAACAG...
- . TAGCCTTCTAGCGAGAGAGAGAGAGAGAGAGATCGTTGCAACAG. ..

.. TAGCCTTCTAGCGAGAGAGAGAGAGAGATCGTTGCAACAG...
. TAGCCTTCTAGCGAGAGAGAGAGAGAGATCGTTGCAACAG. ..

U pocetku se smatralo da se veéina mikrosatelitnih lokusa nalazi u regionu
centromere, telomera i u osnovi hromatinskih petlji, i da neki od njih imaju ulogu
u parenju hromozoma i sinapsisu (Jarne and Lagoda, 1996). Na osnovu
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genetickog i fizickog mapiranja Rder et al. (1998) i Gupta et al. (1999) su utvrdili
da mikrosateliti kod pSenice nisu grupisani u posebnim regionima, nego su
uglavnom ravnomerno rasporedeni po celom genomu.

visoka varijabilnost SSR lokusa je posledica visoke frekvencije mutacija kod
ovih nukleotidnih sekvenci, koje kod di- i tetranukleotidnih ponovaka iznose
0,001 mutacija po generaciji (Goldstein and pollock, 1997). Postoje dve hipoteze
koje objaSnjavaju kako nastaju mutacije kod mikrosatelita: (1) pogresna
replikacija (strand-slippage replication) i (2) nejednak crossing over tokom
mejoze (Levinson and Gutman, 1987; Li et al, 2002). Pogresna replikacija se
smatra osnovnim tipom mutacija kod mikrosatelita. Ovaj tip mutacija nastaje
tokom sinteze zaostajuceg lanca DNK, kada polimeraza izostavija, tj. ne replicira
sve ponovke ili replicira neke ponovke vise puta. Kao rezultat toga nastaje novi
lanac DNK koji ima razli¢it broj ponovaka u odnosu na roditeljski lanac.
Drasti¢nije promene u velicini mikrosatelita su posledica nejednakog crosing
overa, u kojem jedan hromozom dobija vide, a drugi manje ponovaka (jarne and
Lagoda, 1996). Stopa mutacija SSR lokusa moze biti visoka ¢ak i kod vrsta za koje
je utvrdena niska geneti¢ka divergentnost. Tako, kod razlicitih sorti soje Rongwen
at al. (1995) su nasli 12-16 alela po lokusu i prose¢nu heterozigotnost od 0,87 za
sedam SSR Jokusa.

Variranje mikrosatelita je uglavnom neutralno i nema fenotipsku ekspresiju.
U genomu coveka 90% poznatih mikrosatelita se nalazi u nekodiraju¢im
regionima DNK. Kada mutiraju mikrosateliti koji se nalaze u kodiraju¢im
sekvencama DNK dolazi do pojave odredene bolesti. Tko npr. pa hromozomu
broj 4 nalazi se mikrosatelit sa osnovnim ponovkom CAG, i ukoliko mutacijama
dode do enormnog povecanja broja ponovaka kod odraslih osoba dolazi do
pojave Hantingtonove bolesti (Cummings and Zoghbi, 2000). CAG ponovak se
nalazi u prvom egzonu HD gena sa 6-35 ponovaka kod zdravih osoba, 2 36-121
kod obolelih osoba. Povetanje 0Snovnog ponovka CTG, koji se nalazi u
nekodirajuéem regionu hromozoma 19, sa normalnog broja 5-37 na 50-1000,
dovodi do migi¢éne distrofije i svih ostalih pleiotropnih efekata. Povecanje CGG
ponovaka na X hromozomu, sa normalnog broja 6-53 na 60-200 dovodi do
mentalne retardiranosti i niz fenotipskih promena kod muskaraca, u frekvenciji
1/4000 (http://www.conquerfragilex.org). Postoji jos niz primera bolesti izazvanih
promenama u mikrosatelitima (http://www.ich.ucl.ac.uk).

Frekvencija i distribucija mikrosatelita n genomu

Frekvencija mikrosatelita znacajno varira izmedu razli¢itih organizama
(Lagercrantz et al., 1993: Wang et al., 1994; Gupta et al., 1996; Weising et al.,
1998). Procenjuje s€ da humani genom sadrZi u proseku 10 puta vise
mikrosatelita nego biljni genomi (Powell et al,, 1996). Kod gajenih biljnih vrsta,
kod kojih su ispitivani mikrosateliti- pirina¢, psenica, kukuruz, jeCam, duvan itd,
od dinukleotida najzastupljeniji su (AC), 1 (GA)y, 2 od trinukleotida (AAG), i
(AAT), (Gupta et al., 1996). Vedina mikrosatelita pSenice su dinukleotidi,
trinukleotida ima deset puta manje od dinukleotida, dok su tetranukleotidi
veoma retki (Ma et al., 1996). Dinukleotidi imaju uglavnom do 40 ponovaka. Kod
DNK hloroplasta mikrosateliti (cpSSRs) su zastupljeni u manjoj frekvenciji (Wang
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et al, 1994), mada su Powell et al. (1995) i Proven et al. (1999) otkrili kod razli-
¢itih biljaka oko S00 kraéih do srednje dugih mikrosatelita, obi¢no sa mononu-
kleotidnim ponovcima.

Tab. 1. Terminologija upotrebe mikrosatelita ( Gupta and Varshney, 2000, Orig)
Tab. 1. Microsatellite application terminology

Oznaka Naziv metode Autor

Sign Method Author
SSR Simple sequence repeat Hearne et al., 1992,
STR Short tandem repeat Edwards et al., 1991.
STMS Sequence Tagged microsatellite site Beckman & Soller, 1990.
SSLP Simple sequence length polimorphism Tautz, 1989.
MP-PCR | Microsatellite - primed PCR Meyer et al., 1993,
SPAR Single primer amplification reaction Gupta et al,, 1994.
AMP-PCR| Anchored microsatellite primed PCR Wolff et al., 1995.
ISA/ISSR | Inter-SSR amplif/Inter-simple sequence repeats Zietkiewicz et al., 1994,
ASSR Anchored simple sequence repeat Wu et al., 1994.
RAM Random amplified microsatellite polymorphism Wu et al.; 1994,
RAMPO | Random amplified microsatellite polymorphism Richardson et al., 1995.
RAHM Random ani‘pl‘iﬁcd hybridization microsatellites Cifarelli et al., 1995.
RAMS Random aniplified microsatellites Ender et al., 1996.
SAMPL | Selective amplification of microsatelite polymorphic loci | Morgante and Vogel, 1994,
REMAP | Retrotransposon-microsatellite amplified polymorphism | Kalender et al., 1999,

Kod p3enice mikrosateliti su pravilno rasporedeni u linkage grupama (Rder
etal., 1998). Nesto vecu koncentraciju mikrosatelita kod ove biljne vrste autori su
otkrili u regionu centromere na hromozoma 2A, 3A, 3B, 4B, 5B i 6B. Kod nekih
biljnih vrsta, kao $to su $eéerna repa i paradajz, mikrosateliti su koncentisani oko
centromere (Schmidt and Heslop-Harrison, 1996; T. Areshchenkova and M.W.
Ganal, nepublikovano, cit. Réder et al., 1998).

U cilju maksimalnog iskori§c¢avanija varijabilnosti mikrosatelita, u
laboratorijama je razvijen niz modifikacija ovoga sistema molekularnih markera.
Sve te metode se zasnivaju na PCR reakciji, a iskori§¢avaju osobine i potencijal
mikrosatelita samo na drugadiji nac¢in. U Tab. 1, koja je prezentirana u originalu,
bez prevoda, citirane su sve metode/modifikacije mikrosatelita koje su publi-
kovane do 2000 godine. Neki nazivi predstavljaju samo akronime za istu metodu.

Otkrivanje mikrosatelita

U otkrivanju i proucavanju mikrosatelita koriste se dve osnovne tehnike;
tehnika hibridizacija i tehnika PCR reakcije.

Opsti princip tehnike hibridizacije je da se radioaktivno ili fluoroscentno
oznacene sintetske oligonukleotidne probe, komplementarne sa ponavljajuéim
sekvencama, koriste za hibridizaciju sa genomskom DNK, koja je digestovana sa
restrikcionim enzimima i razdvojena na agaroznom gelu. Duzina oligonukleotida
probe, zavisno od porekla ispitivane DNK, cilja istraZivanja, moguénosti njene
sinteze itd., moZe biti od nekoliko nukleotida do nekoliko stotina Kb (Gupta and
Varshney, 2000). Fragmenti genomske DNK koji hibridizuju sa sintetskim oligo-

302



nukleotidima imaju veli¢inu od nekoliko stotina baznih parova do 8-10kb
(Vosman et al., 1992; Arens, et al., 1995; Varshney et al.,, 1998). VeliCina
fragmenata DNK koji hibridizuju sa probom ne zavisi od mikrosatelita, nego
upotrebljenib restrikcionih enzima i frekvencije i rasporeda sekvencionih mesta
na koja deluju u restrikcioni enzimi. Nekada se u okviru istog restrikcionog
fragmenta nalazi vise od jednog tipa SSR. Fingerprint oligonukleotida
(karakteristi¢an raspored traka DNK na gelu) dobijen na ovakav nadin ustvari
predstavlja polimorfizam duzine restrikcionih fragmenata na kojima se nalaze
mikrosateliti, ¢ak i u onim slucajevima kada nema razlike u samim satelitima koji
se nalaze na restrikcionim fragmentima. Ovom tehnikom se otkriva nivo
polimortizma izmedu srodnih genotipova.

Drugi nacin determinacije polimorfizma mikrosatelita/DNK se zasniva na
koris¢enju PCR reakcije. PCR se moze iskoristiti u sledeca dva shucaja:

1) ako postoje specifi¢ni prajmeri za boéne krajeve mikrosatelita (Tautz, 1989)

ili
2) ako se koriste kao prajmeri sinteti¢ki oligonukleotidi koji su komplemen-

tarni sa mikrosatelitskim ponovkom, koji se nalazi u genomu (Wu et al.,

1994).

Beckmann and Soller (1990) smatraju da su boéne sekvence mikrosatelitnih
lokusa u okviru vrsta jednog roda prili¢no konzervativne i da one mogu biti
iskoris¢ene za sintezu prajmera. Uz upotrebu tih prajmera oznadéava se repetitivna
DNK sekvenca sa obe strane (sequence tagged microsatellite sites, STMS) i vrsi
njena PCR amplifikacija. Nakon toga varijabilnost u duzini te oznacene repetitivne
sekvence registruje se na gelu i ona predstavija polimorfizam te sekvence
mikrosatelita.

U drugom slucaju, gde se kao prajmeri koriste oligonukleotidi komple-
metrani sa odredenim mikrosatelitom, razvijeno je vise tehnika oznacavanja
mikrosatelitne sekvence prajmerima, da bi se mogla izvrsiti njena amplifikacija.
Jedan od njih je MP-PCR (microsatellite-primed PCR) kakosu ga nazivali Meyer et
al. (1993) ili SPAR (single primer amplification reaction), kako su ga nazvali Gupta
et al. (1994). Sustina ovoga postupka je upotreba sintetskih oligonukleotida, od
kojih je svaki komplementaran mikrosatelitskom ponovku sa suprotnih krajeva.
Ako su prajmeri dovoljno blizu za odvijanje amplifikacije sekvenca DNK izmedu
njih bi¢e amplificirana. Inace, da bi se amplifikacija mogla odvijati udaljenost
prajmera ne bi trebala da bude veca od 1 Kb (Gupta et al., 1994). Kod AMP-PCR
(Anchored microsatellite-primed PCR) ili ISA (Inter-SSR amplification) ili ISSR
koriste se radioaktivno oznaceni di- ili trinukleotidni ponovci (Zietkiewicz et al,,
1994). RAMSs (Random amplified microsatelite polymorphism) metod koristi SSR
prajmer vezan na 5’ kraj i RAPD primer. Polimorfizam u duZini fragmenata nastaje
usled razlititog poloZaja SSR mesta ili promenom duzine sekvence izmedu
prajmera. Ovaj amplificirani fragmet moZe biti upotrebljen za geneticko
mapiranje, nakon digestije sa restrikcionim enzimom. SAMPL (Selective, amplifi-
cation of microsatellite polymorphic loci) je verzija poboljsane STMS metode, a
predstavija kombinaciju metoda STMS i AFLP. Kod ove metode mikrosateliti se
koriste za dizajniranje prajmera, ali nije potrebno prethodno kloniranje,
sekvencioniranje i karakterizacija specifi¢nih mikrosatelitnih lokusa, $to je
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neophodno kod STMS metode. Kod SAMPL koristi se pre-amplifikacija (Deo AFLP
metodike) da bi se smanjio broj matri¢nih DNK (Witsenboer, et al., 1997).

Primena mikrosatelita

Zbog visokog polimorfizma u odnosu na RFLPs, RAPDs i AFLPs, mikrosateliti
s¢ smatraju dobrim markerima za sudsku identifikaciju, analizu porekla -
o€instvo, mapiranje gena, oplemenjivanje, identifikaciju sorti i populacionu
genetiku (Beyermann et al., 1992; Rafalski and Tingey, 1993; Gupta et al., 1996;
Jarne and Lagoda, 1996). Vosman et al. (1992) isticu da su ovi molekularni
markeri najpogodniji za determinaciju genotipova i sorti koje imaju sli¢nu
geneticku osnovu.

Za mapiranje mikrosatelitnih lokusa intenzivno je koris¢ena STMS analiza
(Weising et al., 1998). Na osnovu toga su napravljene linkage mape mikrosatelita
za hlebnu i durum psenicu, jecam, kukuruz, pirinad, soju, paradajz i jos nekoliko
biljnih vrsta (Gupta and Varshney, 2000). ;

Poznato je da je oplemenjivanje, odnosno stvaranje nove sorte ili hibrida,
dugotrajan proces, koji se nalazi pod velikim uticajem ekoloskih faktora. Svaka
pouzdana i ekonomski opravdana informacija, koja omogucava raniji izbor
pozeljnih genotipova, skracuje proces selekcije i ¢ini ga efikasnijim i jeftinijim. Na
osnovu linkage mapa i genetickog mapiranja do sada je lociran znacajan broj gena
za vazne agronomske i fizioloske osobine. Konvencionalana selekcija  se
uglavnom obavlja na osnovu fenotipske ekspresije tih gena. Zbog velikog uticaja
negenetickih faktora na kvantitativne, a ujedno i najvaznije agronomske osobine,
konvencionalno oplemenjivanie i izbor pozeljnih genotipova su oteZani. Naime,
postoji velika verovatnoéa odbacivanja genotipa koji nosi pozeljni gen slabog
efekta, ¢ija je ekspresija prikrivena negenetickim faktorima. Zbog toga se u
molekularnim markerima vidi moguénost indirektnog otkrivanja pozeljnih
genaflokusa, bez obzira na ekoloske uslove i fazu porasta. Otkrivanje
molekularnog markera koji je veoma blizu lokusa za neku osobinu, koji ustvari
kosegregira sa tim genskim lokusom, otvara mogucnost iskoriséavanja
molekularnih markera u selekciji. Naime, u tom slucaju selekcija pozeljnog gena
se vrsi indirektno, preko determinacije prisutnosti vezanog molekularnog
markera. Indirektna selekcija uz pomo¢ markera, koja ustvari predstavlja selekciju
na genotip, se naziva marker-assisted selection (MAS).

Powell et al. (1996) smatraju da su mikrosateliti najprikladniji molekularni
markeri za MAS. Mikrosatelitima je ve¢ determinisano dosta genskih lokusa kod
psenice, pirinca, je¢ma i soje. Kod psenice je mikrosatelitima odredeno nekoliko
gena ili QTL; Rbt8 (Worland et al., 1998), Rbt12 i Vinl (Korzun et al., 1997), QTL
za sadrzaj proteina (Prasad et al., 1999), genski lokus za prezetveno proklijavanje
(Roy et al., 1999) itd. Karakousis et al. (2003) su pozicionirali 18 mikrosatelitnih
markera koji se nalaze vrlo blizu 16 vaznih osobina je¢ma. Efikasnost unogenja
lokusa donora ovih osobina, koji je odabran na osnovu MAS, zavisila je od
markera i kretala se od 10% do 98%. Wricke (2002) je pomodu mikrosatelita
determinisao dva lokusa za masu zrna razi, koji se nalaze na 5 i 7 hromozomu, a
imaju komplementarni efekat.
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Laboratorijska tehnika kod mikrosatelita

Kao i kod svih ostalih metoda i kod ove tehnike je neophodno obaviti
ckstrakciju DNK i odrediti njen kvantitet i kvaliter, prema nekom od
mnogobrojnih protokola. Za umnozavanje mikrosatelita, koje se naziva
amplifikacija (amplification), koristi se standardni PCR protokol. Zavisno od toga
koja ée se metoda elektroforeze izvoditi i na osnovu toga ocitavanje alela, kod PCR
reakcije moze se koristiti neoznaceni prajmerski par ili prajmerski par kod kojeg
ic jedan prajmer oznacen radioaktivno ili fluoroscentno. Elektroforeza sa
neoznacenim PCR proizvodima moze se izvoditi na poliakril amidnom gelu
manjem od 20 c¢m ili na horizontainom agaroznom gelu. Za slabije opremljene
laboratorije i laboratorije koje ne koriste radioaktivno oznacavanje mali
clektroforetski gel sistemi imaju odredene prednosti nad bojenjem sa srebrom ili
koris¢enjm etidijum bromida. Nedostatak malog elektroforetskog gel sistema je
nesigurnost u determinisanju alela koji se razlikuju u jednom do dva para baza,
kod alela koji imaju preko 200bp. Medutim, ova poteskoca moze biti reSena
upotrebom tetranukleotidnih mikrosatelita koji su laksi za o€itavanje i kojima se
sve vise poklanja paznja u dizajniranju prajmera (Francisco et al., 1996).
Radioaktivno oznacavanje prajmera moze biti izvedeno direktnim ugradivanjem u
prajmer radioaktivnib nukleotid trifosfata (ANTP) ili ozna¢avanjem kraja jednog
prajmera, dok se u nekim sistemima koriste isklju¢ivo fluoroscentne boje (Karp et
al., 1997).

O¢itavanje mikrosatelitnih gelova ili autoradiograma je obi¢no jednostavno,
jer postojeéi elektroforetski sistemi uglavnom imaju visoku rezoluciju, gde se
moze odrediti i razlika u jednom baznom paru, a i zbog toga $to se razlike u
delima mogu predvideti, zahvaljujuc¢i repetitivnim jedinicama. Tacno
odredivanje duZine alela vrsi se njegovim poredenjem sa standardom. Neki lokusi
stvaraju na gelu subtrake, $to oteZava oCitavanje. Kompleksne, nezavisne mutacije
unutar i izvan SSR regiona, uz zadrZzavanje istog broja nukleotida i pogresne
icdnakosti alela (size homoplasy), mogu dovesti do pogresne interpretacije SSR
podataka (Peakall et al., 1998).

Mikrosateliti u odnosu na druge markere

Veliki broj molekularnih markera koji stoji na raspolaganju zahteva njihovo
dobro poznavanje, da bi se odabrali najpogodniji za odredene potrebe i
istrazivanja, kao §to su npr. oplemenjivanje biljaka, DNK fingerprint, analiza
seneticke divergentnosti, komparativno mapiranije i sl. Opremljenost laborato-
rije, osposobljenost kadra, finansiranje, cilj istrazivanja, svrsishodnost i koris¢enje
{obijenih rezultata su najvaZniji kriterijumi izbora tipa molekularnih markera. U
hteraturi postoji znacajan broj radova koji komparativno analiziraju razlicite
molekularne markere, radi odredivanja njihove efikasnosti u determinaciji
senetickog polimorfizma. Bez obzira §to su neki molekularni markeri efikasniji
kod otkrivanja polimorfizma jednog lokusa, a drugi polimorfizma genoma, tj. vise
lokusa, moguée ih je komparativno analizirati. Komparativna analiza razli¢itih
molekularnih markera je neophodna za donosenje odluke pri formiranju
Liboratorije ili usvajanja novog sistema molekularnih markera. Komparativni fin-
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gerprint razlicitih molekularnih sistema uraden je kod pienice, je¢ma, kukuruza i
jos nekoliko biljni vrsta.

Prilikom proucavanja geneticke divergentnosti Pejic i sar. (1998) suna 33 in-
bred linije kukuruza komparativno procenili informativnost i efikasnost cetiri
osnovna sistema molekularnih markera. Najveci prosecan broj alela dobijen je
kod mikrosatelita, dok su AFLP bili najefikasniji markeri kod determinisanja vise
lokusa kod jednog fingerprinta. Na osnovu toga autori sugerisu zamenu RFLP
markera sa SSR i AFLP markerima kod proucavanija geneticke sli¢nosti.

Poredenjem cetiri sistema molekularnih markera; RFLPs, RAPDs, AFLPs, SSRs
kod analize 18 sorti je¢ma, Russell et al. (1997) su najveci nivo polimorfizma
(100%) u jednom lokusu utvrdili kod SSRs, a najmanji kod AFLPs (48,6%). Do
slicnih podataka dosli su i drugi istraziva¢i (Maughan et al., 1995; Powell et al.,
1996). Medutim, iako AFLP ne otkrivaju najve¢i nivo polimorfizma ovi
molekularni markeri su najefikasniji, jer imaju kapacitet da determinisu mnoge
polimorfne lokuse u pojedinom genotipu.

Gupta et al. (1999) daju sveobuhvatnu analizu primene molekularnih
markera u oplemenjivanju psenice, gde navode prednosti i nedostitke pojedinih
sistema markera. Mikrosateliti su kodominantni markeri i u odnosu na ostale
markere su visoko informativni. Do sada je otkriveno preko 1000 mikrosatelitnih
parova prajmera. Na osnovu njihove specifi¢nosti za odredene lokuse i visoke
polimorfnosti, mikrosateliti su najpogodniji markeri za MAS. Sa druge strane,
mikrosateliti su nepogodni za karakterizaciju genoma (fingerprint), proucavanje
geneticke divergentnosti u populaciji, komparativno proucavanje i proudavanije
"synteny” (Gupta et al., 1999). Synteny oznacava nepromenjeni deo linkage mape
nakon evolucionog razdvajanja, koji se nalazi u genomima vrsta sa zajednickim
pretkom (pirina¢, pSenica, je¢am i sl.).

Prednosti mikrosatelita

Mikrosateliti su hipervarijabilni molekularni markeri i otkrivaju visok nivo
polimorfizma. Ovim sistemom markera je utvrdeno da jedan lokus soje ima 26
alela (Cregan et al., 1995). SSR markeri su pogodni za identifikaciju sorti i analizu
ocinstva (Hokanson et al.,, 1998). U odnosu na druge markere, koji takode
determini$u jedan lokus, kao §to su RELP i izoenzimi, mikrosateliti pokazuju vedi
polimorfizam. Tako npr. McCouch et al. (1997) su kod pirin¢a utvrdili 2-25 alela
po mikrosatelitnom lokusu u odnosu na 2-4 alela po RFLP lokusu.

Mikrosateliti su kodominantni markeri, $to znaéi da se heterozigoti mogu
lako identifikovani (Gupta et al., 1996). Kodominantnost ovoga molekularnog
sistema povecava njegovu efikasnost i ta¢nost u populacionoj genetici u odnosu
na AFLP i RAPD molekularne markere.

Posto se mikrosatelitima analizira DNK, kod analize se mo¥e koristiti i suvi
materijal, 5to nije sluéaj kod aloenzima.

Kada su ve¢ odredeni prajmeri nekog mikrosatelita testiranje genetickog
materijala (kolekcije, generacije razdvajanja i sl.) je relativno jeftino. Posto su
bocne sekvence konzervativene i retko podleiu mutacijama, mikrosateliti se
uglavnom mogu koristiti za skrining rodova u okviru familije, $to prosiruje
njihovu upotrebu, jer nije potrebno identifikovati prajmere za svaku vrstu i rod
(Beckmann and Soller, 1990).
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Nedostaci mikrosatelita

Nedostatak ove metode je neophodnost sinteze prajmera za svaki lokus, za
sto je neophodno klonirati i sekvencionirati klonove koji sadrze SSR. Skrining
organizama za pronalazak mikrosatelita i odredivanje njihovih prajmera je
posebno komplikovan i skup proces, koji nekada daje prili¢no skromne rezualtate.
Tako su Kelley and Willis (1998), upotrebom SSR proba, obavili skrining 150.000
klonova DNK, od kojih su 179 hibridizovale sa probom i kasnije sekvencionirane.

Tokom reakcije polimeraza moze pogresno obaviti amplifikaciju (slippage),
stvarajué¢i DNK lance koji se razlikuju za jedan do pet ponovaka u odnosu na
matri¢nu DNK (Ciofi et al., 1998). Slippage moze predstavljati znacajan problem
kada su mono- i dinukleotidi osnovne jedinice mikrosatelita. Ovakvi rezultati su
prakti¢no neupotrebljivi.  Slippage posebno  predstavlja problem  kod
heterozigota, jer u tom slucaju nije moguce razlikovati heterozigot i slippage
fragmente.

Tag polimeraza ima tendenciju poviemenog dodavanja nukleotida adeno-
zina na 3’-kraj matri¢nih i amplificiranih lanaca, §to dovodi do pogresne identi-
fikacije alela (Ciofi et al., 1998). Ginot et al. (1996) su razradili metod korekcije
ove moguce greske.

Haberl and Tautz (1999) navode da kod automatski sekvencioniranog gela,
odnosno automatskog odredivanja velicine alela, postoji razlika izmedu stvarne
velicine amplificiranog segmenta i vrednosti koju za taj segment pokazuje
kompjuter. Tako je za alel duzine 18 nukleotida kompjuter prikazao srednju
vrednost od 16,68 nukleotida. Ta¢na velicina alela se moze odrediti njegovim
sekvencioniranjem, i kasnijim koriS¢enjem tog segmenta kao standarda.

Najveé¢i problem koriS¢enja mikrosatelita u filogenetskim analizama
predstavlja homologija. Princip kori§¢enja sistema mikrosatelita podrazumeva da
su komigrirajuci fragmenti DNK homologni. Medutim, nehomologija moze biti
posledica mutacija u bo¢nim sekvencama i u mikrosatelitima, $§to moze dovesti do
pogresne identifikacije alela, ako se samo determini$e njegova velicina.
Sekvencioniranje bocnih fragmenata i mikrosatelita pruza podatak o tacnoj
strukturi tog oligonukleotida. Detaljnije obja$njenje problema homologije kod
mikrosatelita nalazi se u radovima Blanquer-Maumont and Crouau-Roy (1995),
Butler et al. (1999), Ujino et al. (1998), Doyle etal. (1998) i Swofford et al. (1997).
Mutacije u bo¢nim regionima, za koje se vezu prajmeri, mogu inhibirati vezivanje
prajmera, §to moze dovesti do smanjenja ili gubitka PCR proizvoda (Callen et al.,
1993). Takvi proizvodi se oznacavaju kao nulti aleli, i mogu se porediti sa nultim
alelima koji su identifikovani kod aloenzima. Nulti aleli se mogu manifestovati kao
smanjenje frekvencije heterozigota u odnosu na otekivanu u populacijama
slobodne oplodnje, ili kao pojava "praznih linija" na gelu. (Morgante et al., 1998).
Tako kod heterozigota, koji ima dva razlicita mikrosatelitna alela, ako jedan od
alela ne moze biti amplificiran zbog nemogucnosti vezivanja prajmera, tada Ce se
fenotip (na SSR gelu) pojaviti kao jednostruka traka, koja je inac¢e karakteristicna
za homozigot. Na taj nacin SS5R markeri pokazuju manju heterozigotnost od one
koja je u populaciji.

Kod mikrosatelita postoje i problemi pri analizi podataka (Murphy, 1993) i
izratunavanja frekvencije alela (Buth and Murphy, 1999).
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Robinson and Harris (1999) smatraju da je upotreba mikrosatelita nesigurna
za filogenetska istrazivanja na veéem taksonomskom nivou od speciesa, ali je vrlo
vredna metoda za populacione oplemenjivace i geneticare.
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MOLECUILAR MARKERS. II. MICROSATELLITES
Przulj, N.1, Perovié, D.?
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SUMMARY

Molecular markers microsatellites, alternatively known as simple sequence
repeats (SSRs), short tandem repeats (STR) or variable number tandem repeats
(VNTR) are tandem repeats of short oligonucleotides sequence, which contains
less than 5 bp. Due to theit hypervariability, co-dominance effect and repro-
ducibility, they are useful for genome mapping, population.genetic studies,
marker-assisted selection, fingerprinting, pedigree analysis, variety identification,
forensic identification and relatedness testing. Different molecular markers have
been developed on the basis of microsatellites. This paper discusses the polymor-
phism, frequency and distribution of microsatellites in genomic and chloroplast
DNA, their detection by hybridization and on the basis of the PCR products and
their application. The short overview of lab tecnique and comparision of
microsatellites with the other molecular markers are presented. Some advantages
and disadvantages of microsatellies are also briefly reviewed.

KEY WORDS: microsatellites, polymorphism, frequency, variability, applica-
tion, PCR products, advantages, disadvantages

Acknowledgements

The principal author is grateful to the Research Council of Norway for the
fellowship for the four-months training course (January-April 2004) in molecular
markers at the Agricultural University of Norway, As. The fellowship is part of Fel-
lowship Programme 2003,04 for Cooperation within Higher Education and Re-
search between Norway and South Eastern Europe. Special thanks are due to
NORAGRIC, Centre for International Environment and Development Studies, De-
partment of Plant and Environmental Sciences, NLH, Professor Asmund Bjornstad
for providing the principal author with the opportunity to realize the training
course and Dr. Helge Skines for providing material for training and genotyping.

312



