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Izvod: Iako je lucerka najznačajnija gajena biljka za stočnu ishranu u umerenim klimatskim regionima, 
postizanje značajnih napredaka u oplemenjivanju je veoma komplikovano zbog njene složene genetske 
konstitucije. Usled alogamije i tetraploidije sintetičke sorte lucerke se karakterišu veoma izraženom va-
rijabilnošću individua unutar same sorte. Poznavanje stepena genetske varijabilnosti sorti i populacija 
sa poželjnim agronomskim svojstvima moglo bi značajno biti unapređeno upotrebom molekularne ge-
netske analize. Stoga je cilj ovog rada bilo ispitivanje mogućnosti RAPD markera da detektuju varijacije 
unutar populacije kod pet sorti lucerke različitog porekla. Predstavljeni su rezultati početnog ispitivanja 
40 slučajnih RAPD prajmera u cilju ispitivanja njihovih mogućnosti da sintetišu PCR produkte koji bi 
omogućili kako detekciju polimorfi zma između ispitivanih sorti, tako i unutar njih.
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Uvod 

Lucerka (Medicago sativa) je najznačajnija ga-
jena biljka za stočnu ishranu u područjima sa 
umerenom klimom. Međutim, uprkos njenom 
izuzetnom ekonomskom značaju, napredak u 
oplemenjivanju kultivisanih formi ove biljne vr-
ste se veoma teško postiže usled njene biološke 
i genetske kompleksnosti. Lucerka je autotetra-
ploidna, stranooplodna, entomofi lna vrsta sa 
specifi čnom građom cveta. Zbog ovih osobina 
u oplemenjivanju lucerke se koriste relativno 
jednostavne metode oplemenjivanja (Katić i sar. 
2007), što za rezultat ima veoma visok stepen ge-
netske raznolikosti između pojedinačnih biljaka 
unutar populacija. Usled toga, genetska struktu-
ra sorti lucerke je znatno nepreciznija u odnosu 
na fi ksirane kultivisane forme kao što su inbred 
linije ili hibridi, što znatno otežava njihovu pre-
ciznu genetičku karakterizaciju. Iako je takav cilj 
za sada teško ostvarljiv, neophodno je preduzeti 
korake prema njegovom postizanju iz nekoliko 
razloga: 1) omogućila bi se brza, pouzdana i efi -
kasna diferencijacija sorti, 2) dobila bi se sazna-
nja o genetskoj srodnosti i udaljenosti ekotipova 

lucerke sa poželjnim agronomskim svojstvima, 
3) unapredilo bi se znanje o populacionoj gene-
tici vrste a samim tim i njenoj potencijalnoj pri-
meni u oplemenjivanju.

Do sada je za određivanje genetske varijabil-
nosti i karakterizaciju germplazme gajenog bilja 
razvijeno nekoliko metoda, od kojih su mno-
gi primenjeni i u istraživanjima na lucerki. Kao 
prvi korišćen je metod detekcije polimorfi zma 
izoenzima za utvrđivanje komponenti genetske 
varijabilnosti unutar i između analiziranih popu-
lacija (Quiros 1983, Jenczewski et al. 1999). Me-
đutim, stepen polimorfi zma koji je detektovan 
na ovaj način nije bio dovoljan, kako za identi-
fi kaciju komponenti ispitivane germplazme, tako 
i za određivanje stepena njihove srodnosti. Kao 
prvi metod za detekciju DNK polimorfi zma lu-
cerke korišćen je polimorfi zam dužine restrik-
cionih fragmenata, odnosno RFLP (Restriction 
Fragment Length Polymorphism) (Botstein et al. 
1980) koji, iako je upotrebljen u određenom bro-
ju istraživanja (Brummer et al. 1993, Kidwell et 
al. 1994, Pupilli et al. 1996) nije mogao biti prime-
njen u ispitivanjima sa velikim brojem uzoraka, 
usled potrebe za velikom količinom DNK, kao i 
dugotrajnom i komplikovanom procedurom koju 
je podrazumevao. 

Sposobnost oligonukleotida dužine 8-10 ba-
znih parova da tokom PCR reakcije omogući 
sintezu produkata amplifi kacije različitih dužina, 
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dovela je do razvitka RAPD (Random Ampli-
fed Polymorphic DNA) markera (Williams et al. 
1990, Welsh & McClelland 1990). Ovaj tip domi-
nantnih markera omogućuje veoma laku i jedno-
stavnu detekciju DNK polimorfi zma na velikom 
broju uzoraka, što je uslovilo njegovu široku pri-
menu u populacionoj genetici i marker asistiranoj 
selekciji. U istraživanjima na lucerki, RAPD mar-
keri su do sada korišćeni u ispitivanjima kolekcija 
različite germplazme (Echt et al. 1991, McCoy & 
Echt 1993), konstrukciji genetskih mapa (Echt et 
al. 1993, Yu & Pauls 1993), intra- i interspecies 
varijabilnost jednogodišnjih vrsta roda Medicago 
(Brummer et al. 1995, Crochemore et al. 1996), 
kao i ispitivanju polimorfi zma tetraploidne lucer-
ke (Mengoni et al. 2000, Gherardi et al. 1998). 
Iako se u molekularnim istraživanjima na različi-
tim vrstama iz roda Medicago koriste i drugi tipo-
vim markera, kao što su AFLP (Riday et al. 2003) 

i mikrosateliti (Diwan et al. 2000, Sledge et al. 
2005), RAPD markeri, zbog jednostavnosti upo-
trebe i niske cene imaju još uvek veliki potencijal 
za primenu u ovoj vrsti istraživanja. 

Imajući u vidu krajnji cilj, određivanje moguć-
nosti primene RAPD markera u selekcionom 
materijalu oplemenjivačkog programa lucerke 
Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u Novom 
Sadu, cilj ovog rada je bilo ispitivanje mogućnosti 
nasumično odabranih RAPD prajmera da sinte-
tišu dovoljno polimorfnih PCR produkata koji 
bi u narednim istraživanjima omogućili procenu 
DNK polimorfi zma kako između ispitivanih sor-
ti, tako i unutar njih. 

Materijal i metod rada

Kao materijal u istraživanju odabrano je pet 
sorti tetraploidne lucerke različitog geografskog 

Tabela 1. Rezultati ispitivanja prajmera X kita
Table 1. Results of  X kit primer testing

Prajmer
Primer

Sorta
Variety

1. Banat 2. Ghareh 3. Zuzana 4. Pecy 5. RSI 20
X 01 0 0 0 0 0
X 02 0 0 0 0 0
X 03 + + + 0 0
X 04 0 0 0 0 0
X 05 + + + 0 0
X 06 + 0 0 0 0
X 07 + + + + +
X 08 + + + + +
X 09 + + + + +
X 10 + + +/- +/- +/-
X 11 + + + +/- +
X 12 + + + + +
X 13 0 0 0 0 0
X 14 + + + + +/-
X 15 + + + + +
X 16 + + + +/- +
X 17 + + + + +
X 18 0 0 0 0 0
X 19 0 0 0 0 0
X 20 0 0 0 0 0

(+) polimorfne trake, (+/-) neujednačeni produkti reakcije, (0) nema produkata 
reakcije
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porekla: 1) NS Banat ZMS II iz Srbije, 2) Ghareh 
Yon Geh iz Irana, 3) RSI 20 iz Španije, 4) Pecy iz 
Francuske i 5) Zuzana iz Češke. Sve sorte su se 
značajno razlikovale u prinosu i komponentama 
prinosa (Milić 2007). Kod svake sorte su uzorci 
uzeti sa deset odabranih biljaka iz kojih je kasni-
je izolovana DNK. Za početnu fazu ispitivanja, 
predstavljenu u ovom radu, ispitivana su po četiri 
nasumično odabrana uzorka od svake sorte.

DNK je izolovana iz listova lucerke, prema 
metodu Somma (2004), dok je za analizu DNK 
polimorfi zma ispitano 40 RAPD prajmera sa 10 
nukleotida, iz ROTH®GmbH kitova X i Y. Lan-
čana reakcija polimeraze se odvijala u zapremini 
od 25 μl koja je sadržavala: 2,5 μl pufera (Fer-
mentas), 0,2 mM dNTP, 1,5 mM MgCl2, 0,5 μM 
prajmera, 2 jedinice Taq polimeraze (Fermentas) i 
40 ng DNK. Za amplifi kaciju produkata reakcije 
korišćen je Biometra Tpersonal PCR aparat, dok 

se amplifi kacija odvijala po sledećem programu: 
početna denaturacija na 94ºC u trajanju od 4 min, 
zatim 40 ciklusa sa 94ºC 2 min, 36ºC 1 min i 72ºC 
2 min, sa krajnjom elongacijom od 10 min na 72 
ºC. Produkti reakcije su analizirani na 1,7% aga-
roznom gelu sa 0,005% etidijum bromida, pod 
UV svetlom.

Rezultati i diskusija

Mogućnost detekcije polimorfi zma sorti lu-
cerke je ispitivana pomoću slučajno odabranih 
RAPD prajmera. Ispitivanjem prajmera iz kita 
X (Tab. 1) ustanovljeno je da se u reakcijama sa 
sedam prajmera (X01, X02, X03, X13, X18, X19 
i X20) nisu mogli dobiti produkti reakcije ni kod 
jedne sorte. U reakcijama sa šest prajmera (X07, 
X08, X09, X12, X15 i X17) dobijeni su jasno vid-
ljivi produkti amplifi kacije koji su bili polimorfni 

Tabela 2. Rezultati ispitivanja prajmera Y kita
Table 2. Results of  Y kit primer testing

Prajmer
Primer

Sorta
Variety

1. Banat 2. Ghareh 3. Zuzana 4. Pecy 5. RSI 20
Y01 +/- +/- +/- +/- +/-
Y02 + + + + +
Y03 +/- +/- +/- +/- +/-
Y04 +/- +/- +/- +/- +/-
Y05 + +/- + + +
Y06 + + + + +
Y07 +/- +/- +/- +/- +/-
Y08 +/- +/- - +/- -
Y09 + + + + +/-
Y10 + + + + +
Y11 + + + + +
Y12 0 0 0 0 0
Y13 + + + + +
Y14 0 0 0 0 0
Y15 + + + + +
Y16 +/- +/- +/- +/- +/-
Y17 - +/- +/- +/- +/-
Y18 +/- +/- +/- +/- +/-
Y19 + + + +/- +
Y20 0 0 0 0 0

(+) polimorfne trake, (+/-) neujednačeni produkti reakcije, (-) uniformni produkti 
reakcije, (0) nema produkata reakcije
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na uzorcima svih ispitivanih sorti, dok se pomo-
ću preostalih sedam prajmera iz kita (X03, X05, 
X06, X10, X11, X14 i X16) vidljiv polimorfi zam 
mogao detektovati samo kod pojedinih sorti ili 
njihovih pojedinačnih uzoraka. Od ispitivanih 

sorti, najveći broj polimorfnih prajmera detekto-
van je kod sorte Banat (13), dok ih je najmanje 
imala sorta Pecy (7). 

Ispitivanjem mogućnosti detekcije poli-
morfi zma RAPD prajmera iz Y kita (Tab. 2) 

Slika 1. Produkti amplifi kacije prajmera Y10 kod sorti lucerke: Banat (3,6,8,9), Ghareh (13,16,18,19), Zuzana 
(23,26,28,29), Pecy (33,36,38,39), RSI 20 (43,46,48,49), GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus (100 bp)
Figure 1. Amplifi cation products of  primer Y10 in alfalfa varieties: Banat (3,6,8,9), Ghareh (13,16,18,19), Zuzana 
(23,26,28,29), Pecy (33,36,38,39), RSI 20 (43,46,48,49), GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus (100 bp)

Slika 2. Produkti amplifi kacije prajmera Y13 kod sorti lucerke: Banat (3,6,8,9), Ghareh (13,16,18,19), Zuzana 
(23,26,28,29), Pecy (33,36,38,39), RSI 20 (43,46,48,49), GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus (100 bp)
Figure 2. Amplifi cation products of  primer Y13 in alfalfa varieties: Banat (3,6,8,9), Ghareh (13,16,18,19), Zuzana 
(23,26,28,29), Pecy (33,36,38,39), RSI 20 (43,46,48,49), GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus (100 bp)
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ustanovljeno je da u reakcijama sa tri prajme-
ra (Y12, Y14 i Y20) nije bilo moguće dobiti 
produkte reakcije, dok je sa jedanaest prajmera 
(Y01,Y03, Y04, Y05, Y07, Y08, Y09, Y16, Y17, 
Y18 i Y19) bilo moguće dobiti polimorfne tra-
ke samo kod pojedinih sorti ili njihovih poje-
dinačnih uzoraka. Polimorfni produkti reakcije 
kod svih ispitivanih sorti su dobijeni u reakcija-
ma sa šest prajmera (Y02, Y06, Y10, Y11, Y13 
i Y15) (Sl. 1 i 2). Polimorfi zam svih uzoraka 
sorti Banat i Zuzana je ustanovljen kod reakci-
ja sa devet prajmera, dok se kod uzoraka sorti 
Ghareh, Pecy i RSI 20 polimorfi zam mogao 
detektovati nakon reakcija sa osam prajmera. 
U reakciji uzoraka sorte Banat sa prajmerom 
Y08, kao i uzoraka sorte Zuzana i RSI 20 sa 
prajmerom Y17, dobijeni su uniformni pro-
dukti reakcije.

Od 40 ispitivanih prajmera, stabilna i ponov-
ljiva manifestacija DNK polimorfi zma kod svih 
uzoraka ispitivanih sorti se mogla uočiti nakon 
reakcija sa njih trinaest. Reakcije sa 18 prajmera 
su kao rezultat imale produkte koji su se mogli 
detektovati samo kod uzoraka pojedinih sorti, 
pojedinačnih uzoraka ili su bili nezadovoljava-
juće jasnoće i ponovljivosti. Reakcije sa devet 
prajmera nisu dale nikakav produkt. Iako će za 
defi nitivne zaključke o stepenu polimorfi zma 
unutar i između sorti, kao i veličini i broju dobi-
jenih fragmenata biti potrebni podaci analize svih 
uzoraka odabranih sorti, dobijeni preliminarni 
rezultati amplifi kacije pokazuju da veličina i broj 
produkata reakcije može značajno varirati, kao i 
da postoji verovatnoća da je stepen DNK poli-
morfi zma unutar i između sorti veoma visok. Po-
stojanje polimorfi zma unutar sorti ili ekotipova 
lucerke je do sada u nekoliko navrata navedeno u 
literaturi (Gherardi et al. 1998, Tucak et al. 2008) 
što je posledica kako njenog načina selekcije tako 
i njene teraploidne prirode (Mengoni et al. 2000, 
Noeparvar et al. 2008).

Zaključak

Činjenica da je od nasumično odabranih RAPD 
prajmera samo deo njih dao stabilne i polimorfne 
produkte reakcije, pokazuje da je sprovođenje 
ovakve vrste preliminarnih istraživanja veoma 
korisno, a prethodilo bi bilo kakvom razvoju 
opsežnog programa primene RAPD markera u 
oplemenjivanju lucerke. Mogućnosti izdvajanja 
polimorfnih prajmera omogućava njihovu kasni-
ju bržu i efi kasniju primenu u različitim progra-
mima marker asistirane selekcije. 

RAPD markeri mogu biti veoma korisni u is-
pitivanjima DNK polimorfi zma lucerke, što je 

rezultat njihove sposobnosti da detektuju vari-
jabilnost u različitim delovima genoma. Iako se, 
usled slabe ponovljivosti i dominantne prirode, 
ne mogu koristiti za pouzdanu identifi kaciju ge-
notipova, mogu biti veoma korisni u ispitivanju 
genetske srodnosti i udaljenosti populacija i eko-
tipova, naročito u kombinaciji sa kodominantnim 
tipovima markera, kao što su mikrosateliti.
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Research on the Possibility of  RAPD Markers Application in Detecting 
DNA Polymorphism of  Alfalfa Varieties
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Summary: Although alfalfa is the most important forage crop grown in the temperate regions, breeding improve-
ments are not easily achieved due to high genetic complexity of  this species. Because of  allogamy and tetraploidy, 
cultivated alfalfa synthetic varieties have a high degree of  genetic diversity among individual plants in populations. 
The knowledge of  the extent of  genomic variability in cultivars bearing desirable agronomic traits is an area that 
could benefi t from molecular genetic analyses. Therefore, the aim of  the present work was to evaluate the ability 
of  RAPD markers to detect intra-population variation in fi ve alfalfa varieties. Presented here are the fi rst results of    
investigating 40 randomly selected RAPD primers in order to establish whether they were able to synthesize PCR 
products, which would enable detection of  polymorphism between the selected varieties and inside them as well. 
Key words: DNA polymorphism, Medicago sativa, PCR, RAPD


