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DETEKCIJA QTL-OVA ZA TOLERANTNOST NA SUSU
KOMPOZITNIH POPULACIJA KUKURUZA (Zea mays L.)

IGNJATOVIC-MICIC DRAGANA!, MARKOVIC KSENIJA!, LAZIC-JANCIC VESNA!

IZVOD: Najznacajniji QTL-ovi za sadrZaj ABA u listu i neke karakteristike korenovog
sistema se, prema podacima iz literature, nalaze na bromozomima 1 (bin 1.06) i 2 (bin 2.04).
Pretpostavljajuci da isti QTL-ovi mogu biti prisutni u razli¢itim genotipovima, cilj ovog rada je
bio da se utvrdi da li QTL-vi sa major efektom u jednom genotipu mogu biti detektovani u
razli¢itim genetickim okruZenjima, koriste¢i molekularne markere datog bromozomskog
regiona. Takode, analiza grupnib uzoraka 10 tolerantnib i 10 osetlfivib populacija na susu fe
uradena da bi se proverila ispravnost ovog pristupa u identifikaciji informativnib markera.
Probama umclG601, umcl776, bnlg2248, dupSSR27 i bnig224G detektovana je razlika u
Jfrekvencifi alela izmedu tolerantnib i osetljivib populacija veca od 14%, $to ukazufe na mogucu
povezanost markera i svojstva od interesa, mada je za konacan zakljucak neopbodno uraditi
analizu pofedinacnib biljaka grupnib uzoraka.

Kljuéne reci: susa, analiza grupnib uzoraka, SSR markeri

UVOD: Znacajne klimatske promene, naj-
verovatnije uslovljene globalnim zagreva-
njem, naglasile su potrebu za pobolj$anjem
onih svojstava gajenih kultura koja doprinose
stabilnosti prinosa, naroc¢ito u uslovima vod-
nog deficita. Samim tim pobolj$anje tolerant-
nosti na abioticke stresove, narodito susu,
predstavlja primarni cilj u stabilizaciji prinosa
(Landi et al., 2001). Tolerantnost na susu je
kompleksno svojstvo kukuruza, ¢ije su znacaj-
ne komponente sadrzaj abscisinske kiseline u
listu (L-ABA) i karakteristike korenovog
sistema. ABA ima klju¢nu ulogu u razliditim
molekularnim i morfo-fizioloskim procesima
uklju¢enim u adaptivni odgovor useva na
vodni deficit (Tuberosa et al., 1994; Sharp et
al., 2004). Znacaj korenovog sistema se ogle-
da u njegovoj sposobnosti efikasnog usvajanje
vode, odnosno uticaja na vodni balans biljke,
kao i usvajanja hranjivih materija i ukorenja-
vanja biljke u zemljiste (Tuberosa et al., 2002).
Do danas je objavljeno vise radova koji se
odnose na identifikaciju QTL (lokusi kvan-
titativnih svojstava - quantitative trait loci) za
sadrzaj L-ABA i karakteristike korenovog
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sistema kukuruza (Lebreton et al., 1995:
Tuberosa et al., 1998; Tuberosa et al., 2003).
Kao najznacajniji izdvojili su se QTL na
hromozomu 2 (bin 2.04), koji istovremeno
ima major efekat na ispoljavanje oba svojstva i
QTL na na hromozomu 1 (bin 1.06) sa major
efektom na prec¢nik, duzinu i masu primarnog
korena.

Polazec¢i od pretpostavke da se QTL-ovi,
koji znac¢ajno doprinose fenotipskoj varija-
bilnosti ispitivanog svojstva, mogu detektovati
u razli¢itim genetickim okruZenjima, u ovom
radu je uradena analiza grupnih uzoraka
tolerantnih i osetljivih populacija kukuruzana
susu SSR (simple sequence repeats) marke-
rima koji se nalaze na hromozomima 1
(bin1.05/1.06) i 2 (bin2.03/2.04). Analiza
grupnih uzoraka se zasniva na objedinjavanju
DNK reprezentativnog broja individua popu-
lacija sa ekstremnim fenotipskim ekspre-
sijama, ¢ime se znatno smanjuje broj uzoraka
neophodnih za marker analizu (Quarrie et al.,
1999). Ovakav pristup omogucava efikasnije
testiranje biljnog materijala sa velikim brojem
markera, tj. ubrzava izbor informativnih mar-
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kera koji ¢e se koristiti za precizno mapiraje
datog svojstva.

Materijal i metode

Deset tolerantnih (TP) i deset osetljivih
(OP) populacija kukuruza prema susi analizi-
rano je kori$éenjem 12 SSR prajmer kombina-
cija - dve nabin1.05/1.06, a 10 nabin2.03/2.04
(tabela 1). Primenjena je metoda grupnih
uzoraka, pri ¢emu je svaka ispitivana popu-
lacija predstavljena sa po 30 biljaka, gajenih u
kontrolisanim uslovima do faze tri lista. Od
svake biljke je uzet 0.1 gram lista za grupni
uzorak. Izolacija DNK je radena po modifi-
kovanoj metodi Saghai-Maroof et al. (1984),
kori$¢enjem CTAB pufera. PCR reakciona
smesa je sadrzala 1x pufer za enzim, 2.4mM

MgCl,, 200uM dNTPs, 0.5uM prajmere,
1xBSA, 1U Tagq plimeraze, 200ng DNK uzorka
i sterilne bidestilovane vode do finalne zapre-
mine od 25ul/reakciji. SSR amplifikacija je
radena po sledec¢em programu: 1. 95°C/5min,
2. 95°C/30sek, 3. 63.5°C/1min (-0.5°C/ci-
klusu), 4. 72°C/1min, 5. 95°C/30sek, 6.
56°C/1min, 7. 72°C/1min. Koraci 2 - 4 su
ponovljeni u 15 ciklusa, a nakon toga koraci 5
- 7 u 22 ciklusa. Elektroforetsko razdvajanje
amplifikovanih fragmenata je radeno na 6%
denaturi$uéim poliakrilamidnim gelovima,
koji su zatim bojeni srebro-nitratom, po
metodi Bassam et al. (1991). Analizom elek-
troforegrama, na osnovu prisustva/odsustva
traka, izra¢unata je razlika u zastupljenosti
alela kod tolerantnih i osetljivih populacija
kukuruza.

Tab. 1. Karakteristike proba i rezultati SSR analize tolerantnib i osetljivib kompozitnib

populacija kukuruza na susu

' Veli¢ina Broj traka Ukupan broj alela alfgﬁas/;%?u?:glji
Proba Bin fragmenta — —
(bp) (alela) Tolerantne | Osetljive | Tolerantne | Osetljive
populacije | populacije | populacije | populacije

umcl601 1.05 140-170 7 32 22 3.2 2.2
umc1709 1.06 140 4 21 19 2.1 1.9
bnlg2248 2.03 200-250 7 16 17 1.6 1.7
bnlg2246 2.03 120-150 7 30 23 3 2.3
umcl776 2.03 130-150 5 34 12 3.4 2.3
mmc0231 2.03 -
dupSSR27 2.03 90-160 13 15 1.3 1.5
umc2193 2.03 90-130 4 28 22 2.8 2.2
bnlgl125 2.03 - -
umc2030 2.04 80-130 4 19 19 1.9 1.9
bnlg381 2.04 150-240 8 29 24 2.9 2.4
phi083 2.04 120-160 4 32 27 3.2 2.7

Rezultati prikazan elektroforegram dobijen pomodéu

Od 12 SSR prajmer kombinacija dve nisu
dale ¢&itljiv signal: mmc0231 (bin2.03) i
bnlg125 (bin2.03). Kod ostalih 10 prajmer
kombinacija broj detektovanih traka (alela) se
kretao od 4 do 8, a prosecan broj alela po
populaciji od 1.6 do 3.4. Sedam SSR prajmer
kombinacija je dalo veéi ukupan broj alela
kod populacija tolerantnih prema sus$i. Sa
probama bnlg2248 i dupSSR27 detektovano
je jedan, odnosno dva alela vise kod osetljivih
populacija, dok je sa umc2030 detektovan isti
broj alela kod obe grupe populacija. Ovi
rezultati su prikazani u tabeli 1. Na slici 1 je

prajmera bnlg2248.

Analizom pojedinaénih alela utvrdena je
razlika u njihovoj zastupljenosti izmedu
tolerantnih i osetljivih populacija na susu.
Ova razlika se kretala od 0% do 23.5%.
Najmanje razlike su detektovane probom
umc1709 (0.2%), a najvece probom bnlg2248
(23.5%). Sa pet SSR prajmer kombinacije
detektovana je razlika izmedu odredenih
parova alela TP i OP veca od 14%, pri ¢emu je
istovremeno zastupljenost jednog alela bila
veca, a drugog alela manja kod analiziranih
populacija. Tako su sa bnlg2248 probom
detektovani alel 1, koji je kod TP zastupljeniji
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za 15.1% i alel 2, koji nije detektovan kod TP, a
¢ija zastupljenost kod OP iznosi 23.5%. Sli¢ni
rezultati su dobijeni i sa probama bnlg2246
(alel 2 - 20% kod TP, pri ¢emu nije detektovan
kod OP i alel 4 - za 17.1% zastupljeniji kod
OP), dupSSR27 (alel 2 - 20% kod OP, koji nije
prisutan kod TP i alel 3 - za 18.4% zastupljeniji
kod TP). Sa probom umc1601 detektovane su
razlike u zastupljenosti alela 3 (za 14.5% veca

kod TP) i alela 5 (za 16.3% veéa kod OP).
Umcl776 probom je detektovana razlika u
zastupljenosti alela 1 (14% veca kod OP) i
alela 4 (16.4% veéa kod TP). Sa preostalih pet
SSR proba razlike u zastupljenosti
pojedina¢nih alela su bile manje od 10%, a
naj¢esée manje i od 5%. Rezultati su prikazani
u tabeli 2.

Tab. 2. Razlike u zastupljenosti alela izmedu tolerantnib i osetlfivib populacija kukuruza na susu

Proba Alel TP OP Razlika Proba Alel TP OP Razlika
1 3.1 9 59 1 30.7 26.6 4.1
2 31.2 40.9 9.7 2% 0 20 20
3* 28.1 13.6 145 3* 38.4 20 18.4
4 12.5 4.5 8 4 23.1 13.3 9.8
upSSR27
umc1601 5* 18.7 35 163 5 0 6.6 6.6
6 3.1 0 3.1 6 7.6 13.3 57
7 3.1 0 3.1 1 357 35 0.7
1 4.7 0 4.7 2 17.8 10 7.8
umc2193
2 47.6 47.4 0.2 3 10.7 10 0.7
umc1709
3 47.6 47.4 0.2 4 357 45 9.3
4 0 52 5.2 1 21 21 0
1* 56.2 41.1 15.1 2 15.7 5.2 10.2
umc2030
2% 0 23.5 235 3 31.5 36.8 53
3 18.7 17.6 1.1 4 31.5 36.8 53
4 12.5 11.7 0.8 1 172 25 7.8
bnlg2248 5 6.2 0 6.2 2 27.5 16.6 10.9
6 0 11.7 0.8 3 6.9 0 6.9
7 6.2 11.7 5.5 4 24.1 29.1 5
1 13.3 17.4 4.1 bnlg389 5 34 4.2 0.8
2% 20 0 20 6 6.9 8.3 1.4
3 33.3 30.4 2.9 7 34 34 0
4* 13.3 30.4 17.1 8 10.3 12.5 2.2
bnlg2246 5 33 43 1 1 9.3 0 9.3
6 10 13.4 34 . 2 31.2 33.3 2.1
phi083
7 0.5 43 3.8 3 28.1 33.3 52
1* 29.4 43.4 14 4 31.2 33.3 2.1
2 29.4 34.7 5.3
umcl776 3 0 43 4.3
4* 29.4 13 164
5 11.7 43 7.4

TP - zastupljenost alela (%) kod tolerantnih popu-
lacija

OP-zastuplenost alela (%) kod osetljivih populacija
Razlika - razlika u zastupljenosti alela izmedu TP i OP

Razlika u ukupnom broja alela izmedu TP
i OP nije pokazala nikakvu pravilnost u
odnosu na razliku izmedu pojedinac¢nih alela
TP i OP. Kod proba kojima je detektovana

* - aleli kod kojih je detektovana razlika u
zastupljenosti izmedu TP i OP veéa od 14%
Zastupljenost alela - procentualni odnos datog
alela i ukupnog broja alela kod TE odnosno OP

najveca razlika izmedu pojedinacnih alela,
razlika izmedu ukupnog broja alela iznosi
jedan (bnlg2248), sedam (bnlg2246) i dva
(dupSSR27).

51



Sl. 1 Elektroforegram dobijen pomocu SSR
markera bnig2248
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Diskusija

Analiza grupnih uzoraka u identifikaciji
QTL-ova ima ogranicavajuéi znacaj, jer je ovim
pristupom moguée detektovati samo QTL-ove
sa velikim efektom, tj. one koje znac¢ajno do-
prinose fenotipskoj varijabilnosti kvantitativ-
nog svojstva (Wang and Peterson, 1994). U
ovom radu je uradena analiza grupnih uzo-
raka tolerantnih i osetljivih populacija
kukuruza na su$u SSR markerima koji se
nalaze na hromozomima 1 (bin1.05/1.06) i 2
(bin2.03/2.04). Prema podacima iz literature
QTL na hromozomu 2 (bin2.04), detektovan
u ukritanju Os420xIABO78 RFLP probom
csul33, je doprinosio sa 32% fenotipskoj
varijabilnosti sadrZaja ABA u listu (Tuberosa
et al., 1998). Isti QTL je detektovan i u
ukr$tanju Polj17xF2, ali je pored uticaja na
sadrzaj ABA kontrolisao i neke od karak-
teristika korena (Lebreton et al., 1995). Sli¢ni
rezultati su prikazani i u radu Landi et al.
(2005). Svi ovi rezultati ukazuju na prisustvo
nekoliko blisko vezanih gena ili na jedan gen
sa plejotropnim efektom (Giuliani et al.,
2005). QTL na hromozomu 1 (bin 1.06), de-

tektovan u ukr$tanju Lo964xLo1016 koji je
pokazao najveée efekte na prec¢nik, duzinu i
masu primarnog korena (Tuberosa et al.,
2003). Isti region je identifikovan i u ukr-
$tanju Ac7643xAc7729 (Ribaut et al. 1996).

Sa pet od deset SSR prajmer kombinacija
u ovom radu detektovana razlika u zastuplje-
nosti pojedinacnih alela izmedu tolerantnih i
osetljivih populacija na susu iznosila je
izmedu 14% i 20%. Pri tome, probe bnlg2248 i
dupSSR27 su pokazale da je tokom selekcije
na susu doslo do eliminacije odgovarajuéih
alela, a probom bnlg2246 je detektovan alel
kod TP (zastupljenost 20%) koji nije bio pri-
sutan kod OP. Ovakav trend poveéanja jednog
i smanjenja zastupljenosti drugog alela kod
TP ukazuje na potencijalnu povezanost mar-
kera i svojstva koje se ispituje i predstavlja prvi
pozitivni rezultat u dokazivanju polazne
pretpostavke da se QTL-ovi, koji znac¢ajno
doprinose fenotipskoj varijabilnosti ispitiva-
nog svojstva, mogu detektovati na istim hro-
mozomskim regionima u razli¢itim geneti-
¢kim okruzenjima, mada je za konacan zaklju-
¢ak neophodno uraditi analizu pojedina¢nih
uzoraka iz datih populacija.

Zakljuéak

Dobijeni rezultati sa probama umc1601,
umc1776, bnlg2248, dupSSR27 i bnlg2246
ukazuju na ispravnost polazne pretpostavke
da se prisustvo QTL-ova sa major efektom
moze detektovati u razli¢itim geneti¢kim
okruzenjima, kao i da analiza grupnih uzoraka
omogucava identifikaciju informativnih mar-
kera (ukazuju na povezanost markera i
ispitivanog svojstva). Ipak, za konacan zaklju-
¢ak je neophodno uraditi analizu pojedi-
naénih uzoraka iz datih populacija.
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QTL DETECTION FOR DROUGHT TOLERANCE IN COMPOSITE MAIZE POPULATIONS
IGNJATOVIC-MICIC DRAGANA, MARKOVIC KSENIJA, LAZIC-JANCIC VESNA

SUMMARY

The most significant QTLs for leaf ABA and root characteristics are shown to be on chromo-
somes 1 (bin 1.06) and 2 (bin 2.04). Assuming that the same QTLs could be presentin different ge-
notypes, the objective of this work was to ascertain if the QTLs with major effect detected in one ge-
notype could be detected in a different genetic background with different molecular markers of
that chromosome region. Also, bulk segregant analysis (BSA) of 10 tolerant and 10 susceptible to
drought maize populations was performed in order to confirm the potential of this approach inin-
formative marker identification. Probes umc1601, umc1776, bnlg2248, dupSSR27 and bnlg2246
detected allele frequency differences between tolerant and susceptible populations of over 14%.
It was also shown that BSA can identify informative molecular markers, although marker analysis
ofindividual plants is necessary for final conclusion about linkage of the marker and the trait of in-
terest.

Key words: drought, bulk segregant analysis, SSR molecular markers
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