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MOLEKULARNA EVALUACIJA GENETICKE
VARIJABILNOSTI ELITNOG OPLEMENJIVACKOG
MATERIJALA PSENICE

BRBAKLIC LIILJANA, KONDIC-SPIKA ANKICA,
TRKULJA DRAGANA, KOBILJSKI. B.!

1ZVOD: Primenom molekularnih markera, u odnosu na konvencionalne metode,
omogucena je efikasnija, detaljnija i tacnija ocena geneticke varijabilnosti, koja se
moZe koristiti u procesu oplemenjivanja psenice, a sa ciljem daljeg unapredenja
proizvodnih i preradivackih potencijala ove biljne vrste. U ovom radu su, za procenu
geneticke varijabilnosti 96 sorti i linija pSenice, koriscena 4 mikrosatelitska markera
(Gwmll, Gwm428, Psp3200, Psp3071). Izabrani markeri su, prema literaturnim
podacima, vezani za vazna agronomska svojstva psenice. Za 4 ispitivana lokusa
utvrdeno je postojanje 31 alelne varijante, pri cemu je najveci broj alela lociran u
lokusu Xgwml 1 (11). Najveca vrednost za polimorfnost pojedinacnih lokusa (PIC)
utvrdena je u lokusu Xpsp3071 i iznosila je 0,831. Na osnovu analiziranih lokusa,
genotipovi su po slicnosti grupisani u tri podpopulacije. Dobijeni rezultati ukazuju na
postojanje znacajne geneticke varijabilnosti u odabranom materijalu, i mogucnost da
se ona, nakon validacije veze marker-svojstvo, uspesSno iskoristi za dalji
oplemenjivacki rad.

Kljucne reci: psenica, geneticka varijabilnost, lokusi, mikrosateliti

UVOD: Stvaranje sorti pSenice
visokog geneti¢kog potencijala za
prinos, predstavlja najvazniji cilj u svim
programima oplemenjivanja pSenice.
Postojanje geneticke varijabilnosti u
polaznom materijalu, ta¢nije roditelji-
ma koji se koriste za ukrStanje, je najva-
Zniji preduslov za uspeh u opleme-
njivackom procesu (Reif et al., 2005).

Prednost molekularnih metoda, u
odnosu na morfoloske i biohemijske
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markere, ogleda se u njihovoj ne-
zavisnosti u odnosu na uticaj faktora
spoljaSnje sredine i moguénosti
njihove primene u toku svih razvojnih
stadijuma biljke (Prasad et al., 2000).
Razvoj PCR tehnologije u poslednjih
20 godina, omoguéio je primenu
novih molekularnih markera, kao §to
su mikrosateliti — SSR (Simple
Sequence Repeat). Mikrosateliti pSe-
nice su pretezno genom specificni,
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izuzetno polimorfni i kodominantni
markeri (Gupta et al., 1999), $to
zajedno sa automatizacijom procesa,
ovim markerima daje prednost pri
upotrebi u marker asistiranoj selekciji
(MAS). Mikrosateliti su pogodni za
utvrdivanje genetickog profila pSe-
nice, odredivanje nivoa diverziteta,
analizu veze fenotipske i geneticke
varijabilnosti itd. (Ganal and Roder,
2007; Varshney et al., 2005).

Cilj ovoga rada bio je da se, pri-
menom mikrosatelitskih markera,
utvrdi geneti¢ka varijabilnost elitnog
oplemenjivackog materijala, a koja
bi, u slucaju da je zadovoljavajuca,
mogla posluZiti kao dobra osnova za

dalji rad na validaciji veze mar-
ker-svojstvo za vaZzna agronomska
svojstva pSenice.

Materijal i metode

U radu je ispitivano 96 genotipova
heksaploidne pSenice (Tab. 3) porek-
lom iz 11 razli¢itih oplemenjivackih
centara sveta. Sorte i linije su deo
kolekcije Odeljenja za strna Zita
Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u
Novom Sadu. Na osnovu viSegodi$nje
evaluacije prinosa zrna, odabrani
materijal, klasifikovan je na geno-
tipove sa visokim i niskim genetskim
potencijalom za prinos.

Tab. 1. Osnovne karakteristike koriscenih mikrosatelitskih markera
Tab. 1. Description of used microsatellite markers

Prajme | Lokus/ Ponovak/ Sekvence desnog i levog prajmera/
[Primer Locus Repeat Sequences of primer pairs
5 TTC TCC ACT AGC CCC GC 3" (NED
GWM428 | Xgwmd28|  (GA)22 oA G oSSR TE™
(TA)6CATA(CA)[5 GTG AAT TGT GTC TTG TAT GCT TCC 3 (6-FAM)
GWMIL | Xgwmll 19(TA)6 5'GGA TAG TCA GAC AAT TCT TGT G 3’
5'GTT CTG AAG ACA TTA CGG ATG 3’ (PET
PSP3200 (Xpsp3200(  (AAG)16 S GAG ART AGCToG e Gaa D)
5 CGT GCC CTA CAC CTC CTT TTC TCT C 3’ (VIC)

PSP3071 | Xpsp3071 (TCn4 5'TCC GTA CAT ACT CCG GGA GAC C3’

Genomska DNK izolovana je iz 96
klijanaca, pomenutih genotipova
pSenice, prema metodi po Doyle &
Doyle (1990). Za analizu geneticke
varijabilnosti odabran je set od Cetiri
markera: Gwm11, Gwm428, Psp3200,
Psp3071 (Tab. 1), a koji su prema
literaturnim izvorima, povezani sa
vaznim agronomskim svojstvima
pSenice (Kuchel et al., 2007; Li et al.,
2007; Quarrie et al., 2003).

Lancana reakcija polimeraze ura-
dena je pomocu fluorescentno obele-
Zenih prajmera na aparatu Gold
96-Well GeneAmp PCR System 9700
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(Applied Biosystems) prema modifi-
kovanom protokolu Roder et al.
(1998). Zapremina od 20 ul reakcione
smeSe sadrZala je 25 ng genomske
DNK, 1x pufera za Taq polimerazu, 2
mM MgClp, 0,2 mM dNTP, 10 pmol-a
levog i desnog prajmera i 2 jedinice
Taq polimeraze (Applied Biosys-
tems). Posle pocetne faze na 94°C u
trajanju od Smin, usledilo je 47 ciklusa
reakcije: denaturacija DNK u trajanju
od 30s na 94°C, zatim vezivanje praj-
mera na specifiénim temperaturama
(52°Cili 62°C) u trajanju od 30s i faza
ekstenzije u istom intervalu na 72°C.



Zavrsna faza PCR reakcije trajala je
10min na temperaturi od 72°C. Do-
bijeni produkti razdvajani su putem
kapilarne elektroforeze na geneti-
¢kom analizatoru 3130 Applied Bio-
systems - ABI Prism 3130. Fragme-
ntna analiza obavljena je uz pomo¢
GeneMapper Software Version 4.0
(Applied Biosystems) poredenjem sa
GeneScan 500 LIZ Size standardom
(Applied Biosystems).

Nivo polimorfnosti pojedinacnih
lokusa izraunata je prema Anderson
et al. (1993). Grupisanje genotipova
prema sli¢nosti, na osnovu analize
mikrosatelitskih lokusa, vr$eno je u
programu Structure v.2.2 (Pritchard
et al., 2000).

Rezultati i diskusija

U ¢etiri ispitivana mikrosatelitska
lokusa detektovana je ukupno 31
alelna forma. Prosecan broj alela po
lokusu iznosio je 7,75 (Tab. 2), §to
ukazuje na zadovoljavajuci nivo
polimorfnosti (Kobiljski et al., 2002).
Relativno veliki broj prisutnih alela
otkriven je zbog velike rezolucione
modi detekcionog aparata. Najveci
broj alela (11) utvrden je u lokusu

Xgwmll, $to je indikacija znacajne
geneti¢ke varijabilnosti ispitivanog
materijala. VeliCina alela kretala se
od 186bp do 212bp - baznih parova
(Tab. 3). U istom lokusu utvrdeno je
prisustvo nultih i heterozigotnih alela.
Nulti aleli ukazuju na pojavu tacka-
stih mutacija ili delecija na mestu
vezivanja prajmera (Gupta and
Varshney, 2000).

U lokusu Xpsp3200 na hromozomu
6D, determinisano je Sest alela, sa
najzastupljenijim alelom b (162bp)
kod 41,6% genotipova (Graf. 1 ), dok
je PIC vrednost iznosila je 0,723.
Prema Quarrie et al. (2003), marker
PSP3200 pokazuje visoko znacajnu
vezu sa vremenom cvetanja. Ovaj re-
gion mogao bi imati ulogu u adaptaciji
genotipova na specificne uslove
sredine. Najveéa PIC vrednost od
0,831 dobijena je u lokusu Xpsp3071,
$to Cini ovaj marker dovoljno infor-
mativnim za analizu genetic¢ke varija-
bilnosti sorti pSenice. Quarrie et al.
(2003) su ispitujuéi identiéne mik-
rosatelitske lokuse utvrdili osam
(Xpsp3200) odnosno devet alela
(Xpsp3071), §to je u skladu sa rezul-
tatima dobijenim u ovom radu.

Tab. 2. Velicina i broj alela, polimorfnost lokusa i frekvencija najucestalijeg alela
Tab. 2. Size and number of alleles per locus, PIC value and the highest allele

frequency
Broj alela
Lokus /Locus Hromozom/ po lokusu/ | Veli¢ina alela /| PIC vrednost /| Frekvencija /
CUS ' Chromosome Number of Size of allele PIC value Frequency
alleles per locus
Xgwmd28 7D 4 121-135 0,377 0,781
Xpsp3200 6D 6 159-177 0,723 0,417
Xpsp3071 6A 10 148-167 0,831 0,313
Xgwmll 1B 11 186-212, nulti 0,736 0,469
Prosecan broj 7,75 0,667 0,495
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Tab. 3. Velicina produkata (bp) kod 96 genotipova pSenice u Cetiri mikrosatelitska lokusa
Tab. 3. Alelic size (bp) of 96 wheat genotypes at four microsatellite loci

Br/No.| Genotip/Genorype | GWM428 | PSP3200 | PSP3071 | GWMII
linije sa niskim potencijalom za prinos / lines with low yield potential
1 NS 71/02 121 162 161 192
2 NS 3/05 121 162 151 192
3 NS 2/06 121 168 159 194
4 NS 7/06 121 162 153 192
5 NS 91/05 121 162 153 192
6 NS 18/06 133 162 153 206
7 NS 31/06 121 171 159 192
8 NS 32/06 133 168 153 206
9 NS 39/06 121 174 159 194
10 NS 41/06 121 168 161 192
11 NS 165/05 121 162 153 196
12 NS 166/05 121 162 153 196
13 NS 171/05 121/135 162 153 196
14 NS 172/05 121/135 162 153/148 196
15 NS 174/05 121 162 148 212
16 NS 180/05 121 162 148 186
17 NS 181/05 121 162 153 196
18 NS 182/05 121 168 163 null
19 NS 183/05 121 162 153 192
20 NS 184/05 121/135 162 153 196
linije sa visokim potencijalom za prinos / lines with high yield potential
21 NS 19/06 121 171 153 198
22 NS 26/07 121 162 153 194
23 NS 144/05 121/133 162 153 198/192
24 NS 150/05 121/133 162 153 194
25 NS 160/05 121 171 148 192
26 NS 42/07 121 162 148 null
27 NS 46/07 121 162 153/148 192
28 NS 47/07 121 162 153 null
29 NS 50/07 121 162 153 192
30 NS 52/07 121 168 153 192
31 NS 55/07 121 159 167 192
32 NS 56/07 133/121 168 163 196
33 NS 67/07 133 168 153 196
34 NS 75/07 121 168 167 196
35 NS 76/07 121 168 153 202
36 NS 77/07 121 168 153 188
37 NS 78/07 121 168 148 192
38 NS 80/07 121 168 159/151 null
39 NS 81/07 121 171 151 192
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Br./No. Genotip/Genotype GWM428 PSP3200 PSP3071 GWM11

40 NS 84/07 121 171 163/148 192
gen. sa niskim pot. za prinos / genotypes with low yield potential

41 L-1 121 171 148 192
42 Purdue/Loras 121 171 167 192
43 Helios 135 162 163 192
44 Purdue 39120 121 162 148 192
45 Al-kan-tzao 121 174 167 200
46 Saitama 27 121 174 159 null
47 Ai Bian 121 174 159 196
48 7G 987/3 121 168 163 212

Br/No. | Genotip/Genotype GWM428 PSP3200 PSP3071 GWM11
49 Norin 10 121 162 157 192
50 Tr. compactum 121 162 163 192
51 Timson 121 162 153 192
52 INTRO 615 121 177 148 196
53 Magnif 41 121 159 163 192
54 Tibet Dwarf 121 174 148 null
55 ZG K 238/82 121 168 167 206
56 L 1A/91 121 168 155 192
57 L1/91 121 168 155 192
58 Tr. spherococcum 121 174 163 null
59 Min Dwarf. 121 168 163 192

genotipovi sa visokim potencijalom za prinos / genotypes with high yield potential

60 Tom Thumb 121 168 153 198
61 NS 66/92 121 162 163/148 192
62 NS 79/90 121 171 159/153 192
63 Mina 121 171 159 200/192
64 NS 559 121 162 148 192
65 Centurk 121 162 161 192
66 Pobeda 121/135 162 159 200
67 BCD 1302/83 121 159 161 192
68 NS 33/90 121 174 153 198
69 Ana 121 177 161 192
70 NS 55-25 121 174 159 200
71 NS 46/90 121 162 163 192
72 Sofija 121 171 163 212
73 UC 65680 121 162 153 192
74 Slavija 121 162 153 192
75 Sava 121 162 153 192
76 Nizija 121 162 161 192
77 Renesansa 135 171 159 206
78 Triple Dirk B 121/131 171 159 192
79 Nova Banatka 121 171 153 192
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Br./No. Genotip/Genotype GWM428 PSP3200 PSP3071 GWM11
80 Rusalka 131 162 165 194
Sorte / Cultivars
81 Evropa 90 121 171 159 null
82 NS Rana 5 121 171 159 null
83 Rusija 121 162 153 192
84 Prima 121/135 168 159 194
85 Pesma 121 162 148 192
86 Zlatka 121 162 161 192
87 Ljiljana 133 171 165 194
88 Arija 121 171 153 192
89 Rapsodija 121 162 161 192
90 Simonida 133 171 159 194
91 Cipovka 121 171 165 192
92 Dragana 133 168 159 206
93 NS 408 121 171 159 206
94 Nevesinjka 133 17 153 196
95 Venera 133 174 159 196
96 Natasa 133 174 159 196
90
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Graf. 1. Frekvencija alela u ispitivanim lokusima
Graph. 1. Frequency of alleles at analyzed loci

Najmanji nivo polimorfnosti uo-
¢en je u lokusu Xgwm428 usled visoke
ucestalosti alela od 121bp. Od ukup-
nog broja ispitivanih genotipova
78,1% posedovalo je ovu alelnu
formu. Dominantna prisutnost ovog
alela moZe biti rezultat velikog selek-
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cionog pritiska. Najmanja polimorf-
nost ovog lokusa u skladu je sa ranijim
ispitivanjima, koja ukazuju na visok
stepen konzerviranosti velikog dela D
genoma (Stachel et al., 2000).

Na osnovu ispitivanih lokusa, ge-
notipovi su analizirani u programu



Structure. Ispitivani elitni materijal njih nije utvrden molekularni poli-
grupisan je prema genetickoj sliéno- morfizam dovoljan za grupisanje u
sti. Dobijena su tri klastera sa bilo koju od 3 navedene grupe. Visok
ravnomernom preraspodelom geno- stepen geneticke varijabilnosti ople-
tipova (Graf. 2). U prvoj subpopu- menjivackog materijala i struktui-
laciji nalazilo se 32, u drugoj 27,dok je  ranost populacije ukazuju na odgo-
u trecoj dobijeno 28 genotipova. varajuci odabir genotipova, kao i na
Preostalih devet odnosno 9,4% ana- mogucnost njihovog daljeg kori§¢enja
liziranih genotipova nije rasporedeno  za utvrdivanje veze izmedu markera i
u odgovarajuce subpopulacije, jer kod  agronomski vaznih svojstava.

0.00
Graf. 2. Graficki prikaz tri subpopulacije procenjene u programu Structure
Graph. 2. Preview of three subpopulations estimated in Structure

Zakljuc¢ak pulacije, na osnovu geneticke sli¢no-
sti. Elitni oplemenjivacki materijal
bio bi koristan za dalja ispitivanja sa
odabranim , kandidat“ markerima,
indirektno vezanim za pojedina vazna
agronomska svojstva.

U odabranom oplemenjivackom
materijalu uocen je zadovoljavajudi
nivo polimorfnosti (PIC), sa prose-
¢nom vrednos$éu od 0,667. Analizom
ispitanih mikrosatelitskih lokusa,
genotipovi su razvrstani u tri subpo-
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MOLECULAR EVALUATION OF GENETIC VARIABILITY
OF WHEAT ELITE BREEDING MATERIAL

BRBAKLIC LIJILJANA, KONDIC-SPIKA ANKICA,
TRKULJA DRAGANA, KOBILJSKI. B.

SUMMARY

Estimation of genetic variability of breeding material is essential for yield
improvement in wheat cultivars. Modern techniques based on molecular mark-
ers application are more efficient and precise in genetic variability evaluation
then conventional methods. Variability of 96 wheat cultivars and lines was ana-
lyzed using four microsatellite markers (Gwm11, Gwm428, Psp3200, Psp3071).
The markers were chosen according to their potential association with important
agronomical traits indicated in the literature. Total of 31 alleles were detected
with maximum number of alleles (11) in Xgwm/ I locus. The highest polymor-
phism information content (PIC) value (0,831) was found in the locus Xpsp3071.
The genotypes were grouped into three subpopulations based on their similarity
in the analyzed loci. The results have indicated wide genetic variability of the
studied material and possibility of its application in further breeding process af-
ter validation of marker-trait association.

Key words: wheat, genetic diversity, SSR
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