
Veza marker-svojstvo kod pšenice 505

Ratar. Povrt. / Field Veg. Crop Res. 47 (2010) 505-510

Ratar. Povrt. / Field Veg. Crop Res. 47 (2010) 505-510
originalni naučni rad / original research article

Asocijativna analiza između mikrosatelitskih 
markera i agronomski važnih svojstava pšenice

Ljiljana Brbaklić · Ankica Kondić-Špika · Dragana Trkulja · Borislav Kobiljski

primljeno / received: 19.04.2010. prihvaćeno / accepted: 05.05.2010.
© 2010 IFVC

Izvod: Asocijativna analiza predstavlja najnoviji pristup u genetičkim istaživanjima pšenice koji omo-
gućava uspešniju implementaciju marker asistirane selekcije (MAS) u oplemenjivačke programe. U cilju 
utvrđivanja veze marker-svojstvo, u radu je izvršena dvogodišnja fenotipska evaluacija 96 genotipova 
heksaploidne pšenice, kao i molekularna analiza primenom mikrosatelitskih markera (Simple Sequen-
ce Repeat - SSR). Na osnovu podataka molekularne analize, u četiri ispitivana mikrosatelitska lokusa 
(Xgwm11, Xgwm428, Xpsp3200, Xpsp3071), detektovana je ukupno 31 alelna forma. Asocijativnom ana-
lizom su utvrđene četiri statistički značajne veze ispitivanjem važnih agronomskih svojstava i mikro-
satelitskih markera. Markeri GWM428 i GWM11 imali su značajan uticaj na fenotipsku varijabilnost 
vremena klasanja i vremena cvetanja u toku obe ispitivane godine, što ih čini pogodnim za praktičnu 
primenu u MAS.
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Uvod

Značajan broj agronomski važnih svojsta-
va pšenice, kao što su prinos, kvalitet i drugo, 
determinisan je većim brojem gena, tzv. QTL-a 
(Quantitative Trait Loci), što proces oplemenji-
vanja čini veoma kompleksnim (Sorrells 2008, 
Neumann et al. 2010). U poslednjih nekoliko 
decenija, primenom različitih molekularnih 
markera, detektovani su QTL-ovi povezani sa 
važnim agronomskim svojstvima, i to najčešće 
u populacijama nastalim ukrštanjem dva ro-
ditelja kao što su rekombinantne inbred linije, 
dvostruki haploidi, itd. Detektovani QTL-ovi iz 
ovih biparentalnih populacija validni su samo u 
odnosu na dve alelne forme koje nose, po jednu 
od svakog roditelja, što značajno ograničava mo-
gućnost za njihovu praktičnu primenu. S druge 
strane, ispitivanja veze između genetičkih i feno-
tipskih podataka primenom asocijativne analize 
direktno na oplemenjivačkom materijalu (sorte, 
linije i genotipovi) pružaju znatno više infor-
macija o polimorfnosti markera i varijabilnosti 
fenotipskih svojstava, što je od velikog znača-
ja za njihovu praktičnu primenu putem MAS 
(Kobiljski et al. 2007). U poslednjih nekoliko 
godina intenzivirana su asocijativna istraživanja, 
pre svega asocijativnog mapiranja kompleksnog 
genoma pšenice, čime je povećana dostupnost 

informacija korisnih u procesu oplemenjivanja 
(Breseghello & Sorrells 2006, Neumann et al. 
2010).

Cilj rada bila je identifi kacija genetičke poli-
morfnosti mikrosatelitskih lokusa pšenice i utvr-
đivanje moguće veze ispitivanih markera i pojedi-
nih važnih agronomskih svojstava u našim agro-
ekološkim uslovima, kao i mogućnost praktične 
primene utvrđenih asocijacija u oplemenjivačkim 
programima pšenice.

Materijal i metod rada

U radu je ispitivano 96 genotipova heksaplo-
idne pšenice poreklom iz jedanaest oplemenji-
vačkih centara sveta, koji se nalaze u genetičkoj 
kolekciji Odeljenja za strna žita Instituta za ra-
tarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu. Ispitivani 
oplemenjivački materijal podeljen je  na osnovu  
dugogodišnjih fenotipskih evaluacija prinosa, na 
linije/genotipove sa visokim i niskim genetskim 
potencijalom za prinos. U ovom radu su mere-
na i ocenjena četiri agronomski važna svojstva 
u toku dve vegetacione sezone (2007. i 2008). 
Ispitivana su sledeća svojstva: vreme klasanja i 
cvetanja, visina stabljike i dužina klasa, koja su 
prema UPOV deskriptorima za pšenicu ocenje-
na na sledeći način:
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• vreme klasanja – broj dana od 1. januara do 
momenta kada je 50% biljaka klasalo

• vreme cvetanja – broj dana od 1. januara do 
momenta kada je 50% biljaka cvetalo

• visina stabljike (cm) – merena od osnove bilj-
ke do osnove klasa

• dužina klasa (cm) – merena od osnove klasa 
do vrha klasa bez osja

Genotipovi su analizirani pomoću četiri mi-
krosatelitska markera (Tab. 1), za koje je utvrđe-
na značajna povezanost sa agronomski važnim 
svojstvima u ranijim istraživanjima (Quarrie et al. 
2003, Kuchel et al. 2007, Li et al. 2007). 

Izolacija DNK iz klijanaca genotipova izvršena 
je prema izmenjenoj metodi po Doyle & Doyle 
(1990). Lančana reakcija polimeraze vršena je pre-
ma modifi kovanom protokolu Röder et al. (1998). 
Reakciona PCR smeša zapremine 20 μl sadržala 
je 25 ng genomske DNK, 1 x pufer za Taq po-
limerazu, 2 mM MgCl2, 0,2 mM svakog dNTP, 2 
jedinice Taq polimeraze i po 10 pmol levog i de-
snog fl uorescentnog prajmera. Dobijeni produkti 

razdvajani su putem kapilarne elektroforeze na 
četvorokapilarnom sekvenceru 3130 Applied Bi-
osystems - ABI Prism 3130. Fragmentna analiza 
produkata obavljena je uz pomoć GeneMapper 
Software Version 4.0 (Applied Biosystems). 

Nivo polimorfnosti pojedinačnih lokusa (Pol-
ymorfi sm Index Content - PIC vrednost) utvr-
đena je prema Anderson et al. (1993). Struktura 

populacije analizirana je na osnovu molekularnih 
podataka obrađenih u programu Structure v.2.2. 
(Pritchard et al. 2000). Asocijativna analiza mar-
kera i ispitivanih svojstava testirana je prema op-
štem linearnom modelu (GLM - General Linear 
Model) u softverskom programu Tassel v. 2.0.1 
(Bradbury et al. 2007).

Rezultati i diskusija

Molekularnom evaluacijom mikrosatelitskih 
lokusa (Xgwm11, Xgwm428, Xpsp3200, Xpsp3071) 
kod 96 genotipova pšenice detektovana je uku-
pno 31 alelna forma (Tab. 2.) Prosečan broj alela 

Tabela 1. Opis mikrosatelitskih markera 
Table 1. Description of  microsatellite markers

Prajmeri
Primers

Sekvenca ponovka
Sequence repeat

Sekvence desnog i levog prajmera
Sequences of  primer pairs

Hromozom
Chromosome

T  (Cº)

GWM428 (GA)22
5` TTC TCC ACT AGC CCC GC 3` (NED)
5` CGA GGC AGC GAG GAT TT 3`

7D 62

GWM11 (TA)6CATA(CA)19(TA)6
5` GTG AAT TGT GTC TTG TAT GCT TCC 3`   
 (6-FAM)
5` GGA TAG TCA GAC AAT TCT TGT G 3`

1B 52

PSP3200 (AAG)16
5` GTT CTG AAG ACA TTA CGG ATG 3` 
(PET)
5` GAG AAT AGC TGG TTT TGT GG 3`

6D 62

PSP3071
(TC)14

5` CGT GCC CTA CAC CTC CTT TTC TCT 
C 3` (VIC)
5` TCC GTA CAT ACT CCG GGA GAC C 3`

6A 62

Tabela 2. Broj alela po lokusu, veličina alela, PIC vrednost i frekvencija najučestalijeg alela
Table 2. Number of  alleles per loci, allelic size, PIC value and frequency

Lokus
Locus

Broj alela po lokusu
 Number of  alleles per 

locus

Veličina alela
Size of  allele

PIC vrednost
PIC value

Frekvencija
Frequency

Xgwm428 4 121-135 0,377 0,781

Xpsp3200 6 159-177 0,723 0,417

Xpsp3071 10 148-167 0,831 0,313

Xgwm11 11 186-212, nulti 0,736 0,469
Ukupan broj

Total 31 0,667 0,495
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po lokusu iznosio je 7,71. Najveći broj alelnih va-
rijanti (11) utvrđen je u lokusu Xgwm11, dok je u 
lokusu Xgwm428 broj različitih alela bio najmanji 
(4). Najveća PIC vrednost dobijena je u loku-
su Xpsp3071 (0,831), dok je u lokusu Xgwm428 
(0,377) bila najmanja. Frekvencije najučestalijih 
alela bile su u intervalu od 0,313 (Xpsp3071) do 
0,781 (Xgwm428).

Sličan broj alelnih formi i relativno visok nivo 
polimorfnosti po lokusima detektovani su i u dru-
gim radovima (Kobiljski i sar. 2002, Maccaferri et 
al. 2007), a predstavljaju pokazatelje značajne ge-
netičke varijabilnosti ispitivanog materijala. Pored 
detektovane molekularne divergentnosti, utvrđe-
na je i značajna fenotipska varijabilnost, koja je 
prikazana u tabeli 3.

U cilju eliminacije lažno pozitivnih asocijacija 
između pojedinih kandidat gena i svojstava, ne-
ophodno je utvrditi strukturu ispitivane popula-
cije (Pritchard et al. 2000). Na osnovu podataka 
dobijenih molekularnom evaluacijom, izvršena 
je analiza genetičke strukture populacije, a dobi-
jene vrednosti nakon korekcije po Evanno et al. 
(2005), ukazale su na prisustvo tri subpopulacije 
(Graf. 1). Ovako divergentan materijal, na osno-
vu fenotipske i molekularne analize, bio je važan 
preduslov asocijativne analize.

Asocijativnom analizom utvrđene su četiri 
značajne veze između ispitivanih fenotipskih 
svojstva i mikrosatelitskih markera. Mikro-
satelitski marker GWM11, koji se nalazi na 
hromozomu 1B, pokazao je značajnu vezu sa 
fenotipskom varijabilnošću QTL-a odgovor-
nog za vreme klasanja u obe ispitivane godi-
ne (33,36% i 29,19%) (Tab. 4). Isti marker bio 
je vezan za fenotipsku varijabilnost perioda 
cvetanja sa sličnim efektom (oko 32%) u obe 
godine. Dobijeni rezultati u našem radu u sa-
glasnosti su sa rezultatima Yang et al. (2002), 
koji su uočili da je marker GWM11 pokazao 
značajnu vezu sa QTL-om za dužinu nalivanja 
zrna, a ova osobina se nalazi u direktnoj vezi sa 
vremenom stasavanja. 

U ispitivanom radu, mikrosatelitski marker 
GWM428 lociran na hromozomu 7D bio je ve-
zan sa varijabilnošću vremena klasanja tokom 
obe ispitivane godine (14,09% i 10,14%). Slična 
veza ovoga markera uočena je i za svojstvo va-
rijabilnost cvetanja (14,3% i 10,79%) tokom obe 
ispitivane godine (Tab. 5) 

Groos et al. (2003) su u blizini istog marke-
ra identifi kovali QTL za masu 1.000 zrna. Ova 
osobina je u značajnoj korelaciji sa ranostasno-
šću, što implicira da bi primena ovog  mikrosa-

Tabela 3. Osnovni statistički parametri ispitivanih agronomskih svojstava tokom dve godine
Table 3.  Basic statistical parameters of  evaluated agronomic traits during two years

Osobine
Traits

Prosek
Average

Interval poverenja
-95%

Interval conf.
 -95%

Interval poverenja +95%
Interval conf. +95%

Min
Min

Max
Max

Std. dev.
Std.dev.

Std. 
greška

Std. err.

Klasanje
Heading

125,7 124,57 126,83 102 144 7,9 0,57

Cvetanje
Flowering

131 129,89 132,07 111 150 7,5 0,54

Visina stab.
Stem height

84,4 82,21 86,71 19 132,3 15,8 1,14

Dužina kl.
Spike lenght

10,1 9,86 10,38 4,3 19,7 1,8 0,13

Grafi kon 1. Grafi čki prikaz tri subpopulacije procenjene u programu Structure
Graph 1. Preview of  three subpopulations estimated in programme Structure
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telitskog markera u MAS za navedena svojstva 
mogla biti od značaja u oplemenjivačkom radu. 

U radu Cuthbert et al. (2008), koji su ispitiva-
nja vršili na mapirajućoj populaciji od 178 linija, 
utvrđeni su QTL-ovi za vreme klasanja i sazre-
vanja, i to u proksimalnim delovima hromozo-
ma 7D i 1B. U odnosu na prethodno defi nisane 
linkidž mape, ispitivani mikrosatelitski markeri u 
našem radu takođe su smešteni u ovim hromo-
zomskim regionima, te se može pretpostaviti da 
se radi o istim QTL-ovima. Takođe, ovo je po-
tvrda da QTL-ovi identifi kovani u mapirajućim 

populacijama, mogu veoma uspešno biti detek-
tovani i asocijativnom analizom oplemenjivačkog 
materijala.

Mikrosatelitski markeri PSP3071 i PSP3200 
nisu pokazali vezu sa ispitivanim svojstvima, iako 
su u prethodnim istraživanjima utvrđene značaj-
ne asocijacije (Quarrie et al. 2003), što može biti 
uslovljeno istraživanjem na malom broju ispitiva-
nih svojstava, potom odabirom oplemenjivačkog 
materijala, kao i mogućnošću da odabrani QTL-
ovi nisu ispoljili efekat u datim uslovima spoljaš-
nje sredine. 

Tabela 5.  Asocijativna veze markera GWM428 sa vremenom klasanja i cvetanja
Table 5. Associations between GWM428 marker and heading and fl owering time

Marker
Marker

Osobina
Trait

Godina
Year

P vrednost
P value R2 

GWM428

Klasanje
Heading

2007 0,0055** 14,09

2008 0,0294* 10,14

Cvetanje
Flowering

2007 0,0053** 14,3

2008 0,0241* 10,79
* nivo značajnosti / level of  signifi cance p<0,05
**nivo značajnosti / level of  signifi cance p<0,01

Tabela 4. Asocijativna veza markera GWM11 sa vremenom klasanja i cvetanja
Table 4. Associations between GWM11 marker and heading and fl owering time

Marker
Marker

Osobina
Trait

Godina
Year

P vrednost
P value R2 

GWM11

Klasanje
Heading

2007 0,000205** 33,36

2008 0,0011** 29,19

Cvetanje
Flowering

2007 0,000398** 32,18

2008 0,000338** 32,09
** nivo značajnosti / level of  signifi cance p<0,01
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Zaključak

Odabrani mikrosatelitski markeri su pokazali 
zadovoljavajući nivo polimorfnosti u analizira-
nom materijalu. Analizom molekularnih poda-
taka dobijeno je grupisanje genotipova u tri su-
bpopulacije. Asocijativnom analizom između 
mikrosatelitskih lokusa i fenotipskih svojstava, 
utvrđena je značajna veza između dva ispi-
tivana markera i vremena klasanja i cvetanja. 
Sa aspekta oplemenjivanja, markeri GWM428 
i GWM11 koji su pokazali značajan uticaj na 
fenotipsku varijabilnost, mogu se koristiti kao 
potencijalni kandidat markeri u MAS, dok je 
za preostala dva markera neophodna dodatna 
validacija u toku većeg broja godina, na većem 
broju lokaliteta i na većem broju fenotipski 
merljivih svojstava.
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Association Analysis between Microsatellite Markers and 
Agronomically Important Traits in Wheat

Ljiljana Brbaklić · Ankica Kondić-Špika · Dragana Trkulja · Borislav Kobiljski

Institute of  Field and Vegetable Crops, Maksima Gorkog 30, 21000 Novi Sad, Serbia

Summary: Association analysis is a new approach in wheat genetic studies that enables a more successful imple-
mentation of  marker assisted selection (MAS) in breeding programs. In this paper, 96 hexaploid wheat genotypes 
were used for phenotype evaluation during two years, and molecular analysis using four microsatellite markers (Sim-
ple Sequence Repeat - SSR), aiming at establishing association between marker and trait. Based on molecular data at 
four analyzed microsatellite loci (Xgwm11, Xgwm428, Xpsp3200, Xpsp3071), a total of  31 allelic forms were detected. 
The results of  association analysis have indicated four statistically signifi cant associations. Markers GWM428 and 
GWM11 had signifi cant effects on the phenotypic variability of  heading and fl owering time during both years, 
which enables their practical application through MAS.
Key words: agronomic traits, association analysis, SSR, polymorphism, wheat 


