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Izvod: Precizne i potpune informacije o genetickom diverzitetu pomazu u planiranju
programa rada na selekciji i olakSavaju uvodjenje novih genotipova u postojeci genski pul.

Cilj ovog istrazivanja je bila karakterizacija 20 genotipova soje iz kolekcije Instituta
za kukuruz "Zemun Polje" za koje se pokazalo da poseduju dobre agronomske osobine, visok
prinos, otpornost na poleganje i susu, uz malo rasipanje semena.

Geneticka karakterizacija genotipova soje izvrSena je pomocu dve vrste genetickih
markera: proteina semena soje kao biohemijskih markera i RAPD kao DNK markera.

Analiza proteina semena i RAPD analiza potvrdila je nizak nivo polimorfizma soje.
Primenom obe vrste markera pokazano je da su genotipovi P9272 i Kunitz medusobno
najsli¢niji. Na osnovu dobijenih rezultata ispitivani genotipovi su svrstani u dve vece grupe i
oba koeficijenta sli¢nosti dala su skro istovetne rezultate. Za genotipove koje smo ispitivali u
radu nemamo kompletne podatke o poreklu tako da nije moguce utvrditi da li klasifikacija na
osnovu markera odgovara i klasifikaciji na osnovu porekla.

Kljuéne reci: Geneticki diverzitet, proteinski markeri, RAPD markeri, soja.

Uvod

Karakterizacija i koriS¢enje germplazme zauzimaju centralno mesto u
oplemenjivanju biljaka. Znacaj koris¢enja postojece geneticke divergentnosti ogleda
se u tome §to se na taj naCin izbegava nepozeljna geneticka uniformnost koja
uslovljava povecanu osetljivost useva na bolesti i promenljive uslove sredine §to sve
rezultira u snizenju prinosa. Mnogi divlji srodnici gajenih vrsta poseduju gene za
otpornost na razlicite bolesti i StetoCine, a otporinje su i na faktore abiotickog stresa
kao $to su suSa, hladnoca, salinitet. Takode, cilj je i stvoriti sorte sa boljim kvalitetom
zrna i ve¢im prinosom.

Soja (Glycine max L. Merr.) je samooplodna biljka sa uskom genetickom
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osnovom. lako je varijabilnost vrste velika, veliki broj istraZivanja je pokazao niski
diverzitet u okviru gajene soje, Abdelnoor i sar., 1995, Powell i sar., 1996. Rezultati
dobijeni primenom molekularnih markera ukazuju na to da ogranicen geneticki
diverzitet G. max nije samo posledica selekcije u programima oplemenjivanja, nego i
domestifikacije iz G. soja, Morgante i Olivieri, 1994, Powell i sar., 1996. Danas je
veliki deo diverziteta soje izgubljen i zbog masovne upotrebe uniformnih,
komercijalnih sorti.

Da bi se obezbedio kontinuitet u uspesnoj selekciji soje neophodno je
unoSenje divergentne germplazme. Prvi korak u unoSenju novih genotipova je
utvrdivanje da li se introdukovani genotipovi razlikuju u odnosu na postojecu
geneticku osnovu. Za selekceiju divergentnih roditelja od velikog znacaja mogu biti
neutralni DNK markeri - RFLP, Keim i sar., 1992, Kisha i sar., 1997, RAPD,
Thompson i Nelson, 1998a, SSR, Diwan i Cregan, 1997.

Materijal i metode

U ovom radu izvrSena je genetiCka karakterizacija i utvrdena srodnost 20
genotipova soje iz kolekcije Instituta za kukuruz "Zemun Polje" (Tabela 1) primenom
proteinskih i RAPD markera. Za ove genotipove je ve¢ utvrdeno da poseduju dobra
agronomska svojstva kao Sto su otpornost na poleganje i susu, visok prinos i malo
rasipanje semena.

Tabela 1. Genotipovi soje iz kolekcije Instituta za kukuruz
Soybean Genotypes Belonging to the Collection of the Maize Research Institute

Gentoip - Genotype Poreklo - Origin

1. Bosa Institut za kukuruz - Maize Research Institute

2. ZPS 015 Institut za kukuruz - Maize Research Institute

3. Nena Institut za kukuruz - Maize Research Institute

4. 1.91 4042 Institut za kukuruz - Maize Research Institute

5. 194128 Institut za kukuruz - Maize Research Institute

6. SG1 Institut za kukuruz - Maize Research Institute

7. Kador SEMUNDO, Francuska - SEMUNDO, France

8. Backa Institut za ratarstvo i povrtarstvo NS - Institute of Field and Vegetable Crops
9. Afrodita Institut za ratarstvo i povrtarstvo NS - Institute of Field and Vegetable Crops
10. Balkan Institut za ratarstvo i povrtarstvo NS - Institute of Field and Vegetable Crops
11. Vojvodanka Institut za ratarstvo i povrtarstvo NS - Institute of Field and Vegetable Crops
12. Shine RUSTIKA, Italija - RUSTICA, Italy

13. Maple presto  Kanada - Canada

14. Semu 20 SEMUNDO, Francuska - SEMUNDO, France

15. Progres SEMUNDO, Francuska - SEMUNDO, France

16. PRW 80 Kanada - Canada

17. EIf Il SAD - 11 USA

18. A 3963 Io SAD -10 USA

19. P9272 PIONIR, SAD - PIONEER, USA

20. Kunitz Il SAD - 111 USA
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Proteini semena izolovani su po modifikovanoj metodi Wang-a i sar., 1994,
a zatim su proteinske frakcije razdvojene elektroforezom na poliakrilamidnom gelu,
Fling i Gregerson, 1986.

Genomska DNK izolovana je po metodi Rogers-a i Bendich-a, 1985.
RAPD reakcija uradena je po modifikovanomprotokolu Williams-a i sar., 1990.

Prisustvo/odsustvo odgovaraju¢eg markera (proteinske ili DNK frakcije)
transformisano je u binarne podatke. Prisustvo odgovarajuce trake oznaceno je
jedinicom a odsustvo nulom. Primenom ovih podataka izracunati su koeficijenti
slicnosti koris¢enjem koeficijenata po Jaccard-u, 1908, i Sokal-u i Michener-u,
1958. Ova dva koeficijenta se razlikuju po tome Sto prvi ne uzima u obzir odsustvo
trake kod dva genotipa koji se porede, za razliku od drugog. Matrice koeficijenata
slicnosti posluzile su za izracunavanje kofenetiCkog koeficijenta korelacije
Mantelovim testom. Na osnovu ovih matrica uradena je klaster i PC analiza.

Rezultati i diskusija

Na osnovu dobijenih elekroforegrama proteina semena utvrdeno je da su svi
ispitivani genotipovi imali specificnu proteinsku sliku. Ukupan broj proteinskih
frakcija na gelu bio je 26 od kojih je 15 bilo polimorfno (57,7%). Primenom
koeficijenata po Jaccard-u i Sokal-u i Michener-u namanja geneticka sli¢nost
izraCunata je izmedu genotipova Nena i Progres, a najveca izmedu genotipova P9272
i Kunitz. Sathe i sar., 1987, su ispitivali polimorfizam proteina 31 genotipa soje
poliakrilamidnom elekrtroforezom. Ovaj sistem je omogucio diferencijaciju
geneticki veoma sli¢nih parova genotipova (Century i Century 84 kao i Wells 11 i
Miami).

Dendogrami (Grafikoni 1 i 2) dobijeni primenom oba koeficijenta imali su
veoma sli¢nu strukturu. Svaki dendogram sastoji se iz dva velika, jasno odvojena
klastera (I i IT). U okviru prvog klastera svrstali su se genotipovi selekcionisani u
Institutu za kukuruz "Zemun Polje", Institutu za ratarstvo i povrtarstvo u Novom
Sadu kao 1 genotip Kador, koji je poreklom iz Francuske. Genotip Kador je jedan od
roditelja domace sorte L91 4042, pa je to moguéi razlog zaSto se ovi genotipovi
svrstavaju zajedno. Drugi klaster obuhvata dva subklastera. Jedan subklaster sadrzi
genotipove poreklom iz Evrope (Italija i Francuska), sa izuzetkom genotipa A 3963
poreklom iz SAD. Drugi subklaster sadrzi genotipove poreklom iz Severne Amerike
(SAD i Kanada). Grupisanje genotipova je u saglasnosti sa njihovim geografskim
poreklom.

PC analiza je pokazala sli¢an raspored genotipova kao i klaster analiza.
Rezultati su prikazani u dve dimenzije (PC1 i PC2) na Dijagramima 112.

Genotipovi su se svrstali u tri grupe sa izuzetkom genotipova 1.91 4042 i
Kador koji ne pripadaju nijednoj grupi. Najveci broj genotipova svrstanje u grupu
koja je najmanje stabilna zbog razudenosti tacaka po PC1 osi. Najvecu stabilnost
pokazao je genotip Shine koji se nalazi najblize preseku ordinatnih osa.

Druga metoda koja je u ovom radu koris¢ena za utvrdivanje genetickog
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diverziteta soje je RAPD metoda. Od ukupno testiranih 27 prajmera 18 je dalo
reproducibilne rezultate i koriS¢eno je u daljoj analizi. Broj fragmenata dobijen
RAPD analizom bio je 86 od kojih je 32 (37,2%) bilo polimorfno. Slicne rezultate
primenom RAPD markera dobili su Thompson i Nelson, 1998,a utvrdivsi da je nivo
polimorfizma kod genotipova kultivisane soje 33.7%. Baranek i sar., 2002, ispitivali
su polimorfizam 19 genotipova soje iz Ceske nacionalne kolekcije i utvrdili da je od
ukupno 122 detektovana fragmenta 55 (45%) bilo polimorfno, $to je nesto vise od
onoga $to je utvrdeno u ovom radu. Giancola i sar., 2002, su takode dobili slicne
rezultate za polimorfizam kultivisanih genotipova soje koji su u komercijalnoj
upotrebi u Argentini soje koriste¢i RAPD markere (31,4%).

Geneticka slicnost izmedu parova genotipova izracunata je koriS¢enjem
koeficijenata slicnosti koji su koris¢eni i kod proteinskih markera. Najmanja
geneticka sli¢nost izracunata je izmedu genotipova Maple presto i Bosa, a najveca
izmedu genotipova Kunitz i P 9272.

Klaster analiza (Grafikoni 3 i 4) je pokazala da se genotipovi grupiSu u dva
veca klastera (I i II), ali na drugaciji naCin u odnosu na grupisanje na osnovu
proteinskih markera. U okviru prvog klastera grupisali su se genotipovi
selekcionisani u Institutu za kukuruz "Zemun Polje", kao 1 dva genotipa poreklom iz
SAD. Drugi klaster sadrzi genotipove selekcionisane u Institutu za kukuruz u Zemun
Polju, Institutu za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu, genotipove poreklom iz
Evrope (Italija i Francuska), kao i genotipove poreklom iz Severne Amerike (SAD i
Kanada). Grupisanje genotipova na osnovu podataka dobijenih iz RAPD analize nije
u vezi sa njihovim geografskim poreklom. Medutim, samo geografsko poreklo nije
adekvatan indikator potencijalne sliCnosti izmedu ispitivanih genotipova zato $to
mnogi americki i evropski genotipovi vode poreklo od istih izvora u Aziji. Takode,
za genotipove koje smo ispitivali u radu nemamo kompletne podatke o poreklu tako
da nije moguce utvrditi da li klasifikacija na osnovu markera odgovara i klasifikaciji
na osnovu porekla.

Na osnovu PC analize genotipovi su se grupisali na slican nacin kao i na
osnovu klaster analize. Rezultati su prikazani u dve dimenzije (PC1 i PC2) na
Dijagramima 3 14.

Svi genotipovi svrstali su se u tri grupe. Najmanju stabilnost pokazala je
grupa koja obuhvata najveéi broj genotipova, zbog razudenosti tacaka, kako po PC1,
tako 1 po PC2 osi. Najvecu stabilnost pokazao je genotip Elf koji se nalazi najblize
preseku nultih ordinata.

Zakljucak

Analiza proteina semena i RAPD analiza dvadeset genotipova razliCitog
porekla potvrdila je nizak nivo polimorfizma soje.

Polimorfizam proteina semena soje ima ograni¢enu primenu u proceni
njihove geneticke divergentnosti, zbog malog broja dobijenih markera i njihove
relativno niske polimorfnosti. Mogao bi da se koristi za precizniju procenu geneticke
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divergentnosti ukoliko se prati i polimorfizam u koncentraciji proteinskih frakcija.

RAPD metoda pokazuje brojne prednosti kao tehnika za karakterizaciju i
procenu divergentnosti genotipova soje u poredenju sa analizom polimorfizma
proteinskog kompleksa semena. U ovom radu za procenu geneticke divergentnosti
koris¢en je mali broj RAPD markera, svega 18. Da bi se obezbedila bolja
pokrivenost genoma, a time i bolja procena geneticke divergentnosti, potrebno je u
analizi koristiti ve¢i broj markera.

Oba koeficijenta koriS¢ena za izraCunavanje genetiCke slicnosti, kao i za
Kklaster i PC analizu dala su priblizno iste rezultate.

Na osnovu dobijenih rezultata primenom proteinskih i RAPD markera i
klasifikacije bazireane na njima, moze se zakljuiti da se povecanje divergencije
germplazme 1 stvaranje Siroke osnove za selekciju moze posti¢i ukrStanjem
genotipova kao sto su Nena i Progres, odnosno Maple presto i Bosa.
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Sumary

More accurate and complete descriptions of genotypes could help
determinate future breeding strategies and facilitate introgression of new genotypes
in a current soybean genetic pool.

Genetic similarity can be estimated indirectly using pedigree data or directly
using biochemical (isozyms, proteins) and molecular markers (DNK markers).

The objective of this study was to characterise 20 soybean genotypes from the

collection of the Maize Research Institute, Zemun Polje, which have good agronomic
performances, high yield, lodging and drought resistance, and low scattering.
Genetic characterisation of 20 soybean genotypes was obtained using two types of
genetic markers: soybean seed proteins as biochemical markers and RAPD markers
as molecular markers. Seed proteins were isolated and separated by PAA
electrophoresis. Genomic DNA from these genotypes was characterised by RAPD
markers with 20 selected decamer primers. On the basis of the presence/absence of
bands in protein gels/amplified DNA fragments, coefficients of similarity were
calculated between pairs of genotypes. The similarity matrix was submitted for the
hierarchical cluster analysis of the unweighted pair group using the arithmetic
average (UPGMA) method and a necessary computation was performed using the
NTSYS-pc programme.

The protein seed analysis and the RAPD analysis confirmed a low level of
genetic diversity in soybean. The highest genetic similarity was between genotypes
P9272 and Kador using both types of markers. According to obtained results,
soybean genotypes were assigned in two larger groups and coefficients of similarity
showed similar results. Due to the lack of pedigree data for analysed genotypes, a

correspondence with molecular marker data could not be determined.
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