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Identifikacija genomskih regiona na koje je delovala selekcija tokom stvaranja elitnih
sorti soje (Glycine max (L.) Merr.) moze ukazati na pozicije gena koji determinisu
vazna agronomska svojstva ili su odgovorni za adaptabilnost. U radu su sagledani
efekti oplemenjivanja u agroklimatskim uslovima centralne i isto¢ne Evrope koristeci
pristup “hitchhiking” mapiranja i analizu pedigrea. U ovu svrhu su primenjeni
molekularni markeri, mikrosateliti i principi populacione genetike, koriste¢i vise
razliCitih pristupa za identifikaciju selektivno znacajnih lokusa. Analiza je obuhvatila
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su nastali u Institutu za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu. Analizom pedigrea je
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dugogodiSnjeg oplemenjivanja, svi analizirani parametri su ukazali na statisticki
znacajno smanjenje genetickog diverziteta elitne populacije u odnosu na predacku.
Usled specifi¢ne strukture populacija soje, koja je u velikoj meri bila pod uticajem
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,Bottleneck” test je ukazao na znac¢ajno smanjenje diverziteta samo kod lokusa na koje
je delovala selekcija u elitnoj populaciji, Sto najverovatnije nije uzrokovano
demografskim faktorima, nego takode predstavlja posledicu delovanja selekcije.
Analizom kolokacije poznatih QTL regiona 1 identifikovanih, selektivno znacajnih
genomskih regiona, uoceno je ukupno 264 QTL-ova, od kojih su najzastupljeniji bili
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analizom je utvrdeno da su lokusi na koje je delovala selekcija, determinisali
agronomski znaCajna svojstva koja su na direktan ili indirektan nacin uticala na
povecanje prinosa elitnih sorti soje u specificnim agroklimatskim uslovima gajenja.
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The identification of genomic regions affected by selection during breeding of soybean
(Glycine max (L.) Merr.) may indicate the positions of important agronomic traits
genes or genes underlying adaptation to a specific target environment. This study
investigated the effects of breeding in Central-East European environments by a
hitchhiking mapping approach and pedigree analysis. Population genetic principles
were applied to microsatellite markers using multiple outlier detection tests. The
analysed populations comprised ancestral genotypes and elite varieties, developed at
the Institute of Field and Vegetable Crops, Novi Sad. The pedigree analysis confirmed
narrow genetic base of elite genotypes. As a result of long-term breeding, all analysed
parameters showed significant reduction in genetic diversity in the elite population,
compared to the ancestral. Specific population structure of analysed varieties, which
has been largely influenced by the pedigree, probably caused a low level of genetic
differentiation between the populations. Using at least two approaches, nine markers
were considered as strong positive selection candidates, indicating regions involved in
the adaptation to Central-East Europe environments. Also, an excess of linkage
disequilibrium was confirmed in the elite population, probably caused by selection.
Bottleneck tests provided evidence of population bottlenecks only for the candidate
positive selection loci in the elite population, suggesting that selection might shaped
the pattern of genetic diversity in these regions. The co-localisation analysis of the
candidate positive selection loci and previously mapped quantitative trait loci (QTLs),
identified in total 264 QTLs in selectively important genomic regions. The highest
number of identified QTLs had impact on the reproductive period. In silico analysis
revealed a high level of agreement between the identified QTLs and the traits expected
to be under selection during soybean breeding, indicating that selection was mostly
directed towards increasing the yield of elite varieties in a specific environmental
conditions. Furthermore, E1 gene that controls flowering time and maturity in soybean,
or its surrounding region, seems to be a major contributor for adaptation to
environmental conditions of Central-East Europe. It is assumed that most of the
selectively important genes had regulatory role, acting as transcription factors, as well
as a role in the processes of transport. The identified selectively important genomic
regions in a specific breeding program could have practical importance for future
breeding and yield improvement.

Accepted on Scientific Board on: 18.07.2014.
AS

Defended:
DE




Thesis Defend Board:
DB

-president: dr Mihajla Pan, Associate Professor,
Faculty of Sciences, Novi Sad

-member: dr Dragana Obreht Vidakovi¢,
Associate Professor, Faculty of Sciences, Novi
Sad

-member: dr Vuk Pordevié, Research Associate,
Institute of Field and Vegetable Crops, Novi Sad
-member: dr Jelena Pura¢, Assistant Professor,
Faculty of Sciences, Novi Sad

-member: dr Jegor Miladinovi¢, Principal
Research Fellow, Institute of Field and
Vegetable Crops, Novi Sad




Mileni i Radivoju



SADRZA]J

Lista ilustracija.......cocoeviniini

Lista tabela...........ooiiiiiii
ZahvalniCa. ..ot

Lista SKracenica........cccoiiiiiiiiiiiii e

1 R 7/ ) b R
2. PREGLED LITERATURE. .. ..uttuttnttnttnttttt ettt ettt et et et et et et et et et et et et eneanens
2.1. Poreklo, domestikacija i oplemenjivanje soje.............c.cooeviiiiiiiiiiiiin

2.1.1. Uticaj domestikacije i oplemenjivanja na geneticku varijabilnost soje............

2.2. Identifikacija lokusa koji determinisu agronomski znaéajna svojstva. e

2.2.1. “Hitchhiking” mapiranje...

2.2.1.1. Pristup “hitchhiking” mapiranja k011 detektu]e smanjenje genet1ckog

AIVeTZiteta.....oviviiiiiiiccccc
2.2.1.2. Pristup “hitchhiking” mapiranja koji detektuje povecanje
medupopulacione diferencijacije.............cooveririiiiicininiic
2.2.1.3. Primena “hitchhiking” mapiranja................ccoooeiuiiiiiceeeeeeeeieies
2.2.1.4. Prednosti i nedostaci “hitchhiking” mapiranja....................oooeiininn,
3. CILJISTRAZIVANTA . ...ouuiinet et e,
4, RADNA HIPOTEZA. ... .ttt et ettt et et ettt et et et ettt e e e e e aane
5. MATERIJAL I METODE. ... ...ttt ettt ettt et et ettt e te et et eteateatenteanrrennes
5.1. Formiranje mapirajucih populacija................cooooiiiiiiiiii
5.2 . Metode. ...
5.2.1. Izolacija genomske DNK................
5.2.2. Odredivanje koncentracije i proveravanje kvaliteta izolovane DNK............
5.2.3. Mikrosatelitski markeri i lancana reakcija polimeraze (PCR)..........ccccccceeuneece.
5.2.4. Analiza mikrosatelitskih fragmenata............cccccceoeviviniiiinnniiiiniiiccne
5.3. Statisticka obrada podataka..........ccccceveiiieiniiiiici
5.3.1. Analiza geneticke varijabilnosti populacija soje...........cccccoeururivirnirinneeiiinines
5.3.2. Geneticka struktura populacija sOje........cccocvururiririiirnininiice
5.3.3. Geneticka diferencijacija populacija Soje.........cccceuvururuiininiiiiicininiiiiciiccne
5.3.4. Identifikacija lokusa na koje je delovala selekcija.........ccooevuiiviriiiiininiiicinnnes
5.3.4.1. Empirijski pristup koji se zasniva na smanjenju diverziteta
mikrosatelitskih IoKUSa..........ccoiiiiiiii
5.3.4.2. Empirijski pristup koji se zasniva na povecanju populacione
diferencijacije. ... oo
5.3.4.3. Pristupi koji se zasnivaju na povecanju populacione
diferencijacije i koriS¢enju demografskih modela............cccceeuiiiininninnn.
5.3.5. Analiza genetickog uskog grla (“Bottleneck analiza”).........c.ccccccevuvruiviininucncnne.
5.3.6. Gametski disekvilibrijum.....................

5.3.7. Karakterizacija identifikovanih selektivno znacajnih kandidat lokusa.........

6. REZULTATL. ..ottt e e e et ettt ettt et et et et et e e e e e eeaeas
6.1. Geneticka varijabilnost populacija SOje.........c.cccecvvuriruiinininiiiininiiirece

6.2. Geneticka struktura populacija SOjJe.........ccccoueiviruiiiiniiiiiniiii e

6.3. Geneticka diferencijacija populacija SOJe.........ccevueuiriviiuiiiiiiniiiiciinicccreecens

6.3.1. Geneticka diferencijacija populacija na osnovu Fst parametra...................

14

14
16
18
20
22
23
23
26
26
27
27
28
29
29
31
32
34

34



10.

6.3.2. Analiza molekularne varijanse (AMOVA).............cooiiiiiin e,
6.3.3. Analiza glavnih koordinata (PCOA)...........ccocoiiiiiiiiiii,
6.4. Identifikacija lokusa na koje je delovala selekcija...........cccccoeururiiiiiiiiiiiiiines
6.4.1. Populacione razlike u genetickom diverzitetu i diferencijaciji na osnovu
razlicitih grupa lokusa..............oooii
6.5. Analiza genetickog uskog grla u populacijama soje............ccceeueevviviriiiiiiiniicnininn.
6.6. Gametski disekvilibIijum..........cccoviiiiiiiiiiiiiiii
6.7. Karakterizacija identifikovanih selektivno znacajnih kandidat lokusa..................
6.7.1. Analiza kolokacije poznatih QTL regiona i selektivno znacajnih kandidat
JOKUSAL ..o e
6.7.2. Karakterizacija selektivno znacajnih kandidat lokusa na nivou gena.............
DISKUSIJA . ...
7.1. Geneticka varijabilnost, struktura i diferencijacija populacija soje...........c.cccceuuee.
7.2. Identifikacija lokusa na koje je delovala selekcija..........cccoeueueurininiinniiiiiicnes
7.3. Interpretacija selektivno znacajnih kandidat lokusa............cccoeeviiiiiiiiiincccnnnn.
ZAKLJUCAK ......oooiiiii oo,
LITERATURA.. ..ottt
PRILOG ...ttt

ii



10.
11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

LISTA ILUSTRACIJA

Delovanje selekcije na geneticku varijabilnost blisko vezanih lokusa prilikom: a)
,hard sweep”; b) ,soft sweep”; c) ,,multiple partial SWEEPs™..........cccoeevevvveecinnereceirierenenn,
Prosecan udeo doprinosa predackih genotipova (%) pedigreima elitne populacije.......
Elektroforegram mikrosatelita Satt582 i Satt343 za genotip Sapéanka iz elitne
POPULACTIE.....vviiiiiii e
Histogram broja lokusa sa jedinstvenim alelima (Np) u genotipovima predacke i
elitne populacije SOJe..........oiuiiiiiiiiii
Vrednosti ocekivane heterozigotnosti (He) po lokusima u predackoj (P) i elitnoj (E)
POPUIACI]L SOJE. . ..uiniiii i
Odredivanje optimalne K vrednosti prema L(K) vrednostima primenjen na
analiziranim genotipovima soje, metod po Pritchard i sar. (2000).................cceveee.
Odredivanje najverovatnijeg broja genetickih klastera primenom AK metode (Evano i
SAT., 20005). . ettt
Graficki prikaz geneticke strukture predacke i elitne populacije soje.. .
Zavisnost koeficijenta pripadnosti predackih genotipova odredeno] grupi (Q) i
prosecnog udela predackih genotipova u pedigreima elitnih sorti (%)..........cccoevuevriiinne.
Distribucija Fst vrednosti izmedu predacke i elitne populacije soje..........cccceceuvueuiinunnnne.
Analiza glavnih koordinata (PCoA) genotipova predacke i elitne populacije soje na
osnovu a) prve i druge i b) prve i trece koordinatne ose..
Testiranje distribucije nestandardizovanih a) InRV i b) lnRH Vrednostl primenom
Kolmogorov-Smirnov testa..

Standardizovane InRH i InRV Vrednost1 ................................................................................
Prikaz odnosa frekvencija alela izmedu predacke (P) i elitne (E) populacije pojedinih
mikrosatelitskih IoKusa..............ooooiiii
Vrednosti indeksa fiksacije po analiziranim lokusima i hromozomima... ST
Distribucija vrednosti indeksa fiksacije (Fst) i o¢ekivane heteroz1gotnost1 (He) lokusa
na osnovu kojih su identifikovani lokusi na koje je delovala selekcija koristeci
ostrvski model migracija u programu Lositan.........c.ccocovoeiiioiiiiiniiccccccce
Detekcija lokusa na koje je delovala selekcija upotrebom: a) ostrvskog i b)
hijerarhijskog ostrvskog modela migracija u programu Arlequin............................
Identifikovani kandidat lokusi za delovanje selekcije na osnovu svih primenjenih
PIISTUPAL ..ttt
Ukupan broj favorizovanih alela kod genotipova a) predacke i b) elithe populacije
rasporedenim prema grupama ZI€INJaA. ... ......cuueuueuninninninnininiiieiaiteieaaa
Analiza molekularne varijanse za razli¢ite skupove lokusa: a) svi lokusi; b) neutralni
lokusi; €) pOZitivil IOKUSI .....covviuiiiiiiiiiiiciciiccccc e
Graficki prikaz geneticke strukture predacke i elitne populacije soje na osnovu skupa
neutralnih mikrosatelitskih lokusa (K=2)...
Kvadratni koeficijent korelacije (r?) 1zmedu lokusa sa istog hromozoma u predackOJ i
elitnoj populac1]1 soje u zavisnosti od udaljenosti lokusa (R>-koeficijent
determinacije)... .. T
Distribucija QTL -ova koji su 1dent1f1k0van1 “hztchhzkzng mapiranjem kod genotipova
soje adaptiranih na agroklimatske uslove centralne i isto¢ne Evrope..........ccccvuvuucnee.
Distribucija gena na osnovu molekularne funkcije koju obavljaju ........ccccoeeeeeeini

iii

11
40

41

46

48

49

50
50

51
54

56

59
60

62

63

67

68

69

71

73

75

77

79
86



25.
26.
27.

10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

Raspodela genskih modela na osnovu dela celija u kojem obavljaju aktivnost.............
Zastupljenost genskih transkripata u razlicitim delovima biljke...............................
Prisutnost produkata ekspresija gena koji se nalaze u selektivno znacajnim regionima
genoma, u razli¢itim organima ili fazama razvoja..........cccoceeevviviceieniicenncee,

LISTA TABELA

Genotipovi elitne populacije soje..............c.cooiiiiiii
Genotipovi predacke populacije SOje............cooooiiiiiiiiiiiiii
Parametri geneticke varijabilnosti SSR lokusa u predackoj (P) i elitnoj (E) populaciji

Prosecne vrednosti parametara genetickog diverziteta u predackoj (P) i elitnoj (E)
POPUIACIIE SOJE. ... ittt
Vrednosti indeksa fiksacije (Fst) za pojedinacne lokuse izmedu analiziranih
POPUIACIA SOJE....evvvicittietete ettt e
Rezultati analize AMOVA u predackoj i elitnoj populaciji soje.....................ccooe
Analiza distribucije nestandardizovanih InRV i InRH vrednosti............................
Vrednosti populaciono-genetickih parametara dobijeni primenom simulacija,
koriS¢enjem ostrvskog modela migracija, u programu Lositan ......................cceee
Populaciono-geneticki parametri u analiziranim populacijama, za neutralne i
pozitivne kandidat lokuse...................o
Rezultati analize molekularne Varijanse (AMOVA) za pozitivne kandidat lokuse u
analiziranim populacijama soje.. OO
Rezultati analize molekularne varijanse (AMOVA) za neutralne kandldat lokuse u
analiziranim populacijama soje... s
Analiza genetickog uskog grla za razlic¢ite skupove anahzlramh SSR lokusa
primenom TPM modela mutacija... P

Broj parova lokusa sa statisticki znacajnim gametsklm dlsekv1hbr1]umom i njihov
procentualni udeo (vrednosti u zagradama) u analiziranim populacijama soje ............
Lokusi kvantitativnih osobina koji su bili u direktnoj vezi sa kandidat lokusima za
pozitivnu selekCiju. ... ....ooooiiiiii
Identifikovani QTL-ovi i geni u selektivno znacdajnim regionima hromozoma.............
GO domeni za bioloske procese u selektivno znacajnim regionima genoma.................

iv

43

48

52

55

58

65

72

74

74

76

76

81

84
85



Zahvalnica

Istrazivanje obuhvaceno ovom doktorskom disertacijom realizovano je u okviru projekta
Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije (TR 31022), u Odeljenju za
biotehnologiju, Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu.

Svom mentoru, dr Vuku Dordevicu, naucnom saradniku iz Instituta za ratarstvo i
povrtarstvo, zZelim da izrazim neizmernu zahvalnost. Njegov stalni podsticaj, nesebicna podrska i
ukazano poverenje bili su od neprocenjive pomoci. Ideje, znanje i iskustvo koje je sa mnom delio uvek
su predstavljali pravu inspiraciju.

Zadovoljstvo mi je da izrazim svoju zahvalnost mentoru dr Dragani Obreht Vidakovié, sa
Prirodno-matematickog fakulteta iz Novog Sada, za svesrdnu pomoc, koja je znacajnim sugestijama i
komentarima pomogla izradu ove doktorske disertacije.

Huala dr Jegoru Miladinovicu na pruzenoj paznji, korisnim savetima i pomoci tokom rada.

Hvala dr Mihajli Dan i dr Jeleni Purac¢ na sugestijama, komentarima i uputstvima koji su
doprineli poboljsanju kvaliteta disertacije.

Veliku zahvalnost dugujem dr Ankici Kondié-Spiki, rukovodiocu Odeljenja za biotehnologiju,
na pruzenoj podrsci u toku rada.

Dragim koleginicama Ljilji, Sanji i Dragani se zahvaljujem na pomoc¢i, znanju i iskustou koje
sa mnom nesebicno dele. Uz veselo drustvo i prijateljsku podrsku tokom zajednickog rada, zajedno sa
,velikom” Ljiljom i Suzanom, sve prepreke su se ¢inile manje velike.

Dragim prijateljima se zahvaljujem na razumevanju, radostima i lepima trenucima.

Huala Veljku za svu paznju i ljubav koju mi nesebicno pruza.

Najvecu zahvalnost upucujem roditeljima, bratu Srdanu i snaji Dragani, zbog Ccije

bezrezervne ljubavi, podrske i razumevanja nikada nisam odustajala. Ovi redovi predstavljaju samo
malu nadoknadu za sve Sto su ¢inili i ¢ine za mene.
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1. UvoD

Soja (Glycine max (L.) Merr.) je Siroko rasprostranjena industrijska biljka, koja
zauzima znacajno mesto u ratarskoj proizvodnji. Pripada porodici Leguminosae, subfamiliji
Papilionoideae, plemenu Phaseoleae, rodu Glycine Willd., podrodu Soja (Moench). Genom ove
vrste ima veli¢inu priblizno 1,1 Gb (Schmutz i sar., 2010), a do njegove duplikacije je doslo
pre oko 59, a potom i pre 13 miliona godina (Schmutz i sar., 2010), te je soja diploidni
tetraploid (2n=40). Kod ove jednogodisnje biljke se mozZe uociti izuzetno visok procenat
samooplodnje, dok je procenat stranooplodnje obicno manji od 1%. VaZna karakteristika
mahunarki, a time i soje, je formiranje korenskih kvrZica bogatih azotofiksiraju¢im
bakterijama (Bradyrhizobium japonicum), koje omogucavaju usvajanje atmosferskog azota.

Soja je biljka kratkog dana, sa duzinom vegetacionog perioda od 80 do 170 dana kod
najveceg broja sorti. Klasifikacija genotipova soje se moze izvesti prema duZini vegetacionog
perioda i reakciji na fotoperiod, koja odreduje kada ¢e biljka cvetati, odnosno kada ¢e preci
iz vegetativne u reproduktivnu fazu. Ovo svojstvo uslovljava adaptaciju sorti prema
geografskom podrudju. Postoji ukupno 13 ovakvih kategorija, odnosno grupa zrenja, kre¢uci
se od 000 u najsevernijim podrudjima, do grupe zrenja X u blizini ekvatora. Za proizvodnju
u nasim agroklimatskim uslovima znacajne su sorte od 000 do III grupe.

Glavni svetski proizvodaci soje su Sjedinjene Americke Drzave, Brazil, Argentina i
Kina (Faostat, 2015). Do povecanja povrsina na kojima se gaji, a koje su i dalje u stalnom
porastu, doslo je u poslednjih Sezdeset godina, $to je prvenstveno uzrokovano specifiénim
kvalitativnim sastavom semena, koje je bogato proteinima (40%) i uljem (20%). Kako bi se
zadovoljile sve vece potrebe za sojom, glavni ciljevi tokom oplemenjivanja su usmereni ka
stvaranju sorti koje su adaptirane na specificne agroklimatske uslove gajenja, sa stabilnim i
visokim prinosom.

Tokom procesa oplemenjivanja biljaka, dugotrajnim delovanjem fenotipske selekcije,
indirektno dolazi do favorizovanja alela koji determiniSu agronomski znacajna svojstva. U
svim okolnim regionima gena, koji su selektivno neutralni, ali se nalaze u fizickoj blizini
regiona koji su pod dejstvom selekcije, takode dolazi do povecanja frekvencije ili fiksacije
odredenih sekvenci, a ova pojava je poznata kao geneticko stopiranje (eng. genetic

hitchhiking). Populaciono-genetic¢ki pristup koji za identifikaciju i lokalizovanje regiona
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genoma koje je favorizovala selekcija tokom oplemenjivanja, koristi selektivno neutralne
DNK sekvence, naziva se “hitchhiking” mapiranje. Na ovaj nacin identifikovani,
funkcionalno znacajni, genomski regioni na koje je delovala selekcija u okviru odredenog
oplemenjivackog programa i u specificnim agroklimatskim uslovima, mogu ukazati na
pozicije major gena ili poligene lokuse koji determiniSu vazna agronomska svojstva ili su
odgovorni za adaptabilnost.

Intenzivnije oplemenjivanje soje u Insitututu za ratarstvo i povrtarstvo u Novom
Sadu je pocelo sredinom sedamdesetih godina proslog veka, pri ¢emu je najveca paznja
poklanjana povecanju i stabilnosti prinosa, odnosno stvaranju sorti koje su adaptabilne na
razli¢ite agroklimatske uslove gajenja. Prinos, kao i vec¢ina agronomski znacajnih osobina
soje su kvantitativna svojstva, kontrolisana ve¢im brojem gena. Visok stepen interakcije koji
postoji izmedu genetickih i faktora spoljasnje sredine kod ovih lokusa, dovode do smanjenja
efikasnosti fenotipske selekcije prilikom oplemenjivanja soje. Usled toga, determinacija i
karakterizacija alela koji su favorizovani selekcijom u specifi¢cnim agroklimatskim uslovima,
bi mogle da imaju praktican znacaj za povecanje efikasnosti oplemenjivanja, a sa ciljem
stvaranja novih sorti poboljSanog genetickog potencijala za prinos. Na taj nacin, saznanja
dobijena populaciono-genetickim pristupima bi mogla naci uspesnu prakticnu primenu u
programima selekcije, koji ¢e biti usaglaSeni sa promenama na globalnom nivou, kako

savremenim trendovima u proizvodnji soje, tako i promenama klimatskih faktora.
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2. PREGLED LITERATURE

Soja (Glycine max (L.) Merr.) se svrstava u red vodecih ratarskih useva u svetu, a njen
znacaj proizlazi iz specificnog hemijskog sastava semena, koga ¢ini visok sadrZaj proteina
(40%) i ulja (20%), ali i sposobnosti bioloske azotofiksacije, koja moze povoljno uticati na
plodnost zemljista. Kao jedan od glavnih izvora biljnih proteina i ulja za ishranu ljudi i
zZivotinja i kao vazan izvor ulja za proizvodnju biodizela, ova biljna vrsta ima izuzetno veliki
ekonomski znacaj. Soja se danas koristi za spravljanje brojnih proizvoda za ljudsku i
zivotinjsku ishranu, kao sirovina za industrijsku preradu, ali i u razli¢ite medicinske i
farmaceutske svrhe (Wilson, 2008, Deshmukh i sar., 2014). Sve navedeno je uticalo na
povecanje zahteva trzista za sojom, Sto je usmerilo oplemenjivanje ka stvaranju sorti dobre
adaptabilnosti, stabilnog i visokog prinosa. Od sredine XX veka svetska proizvodnja soje
beleZi stalan rast, a od 2010. godine povrsine zasejane sojom premasuju 100 miliona hektara
(Faostat, 2015).

Na nasSim prostorima je ova biljna vrsta poznata od XIX veka, a znacajniji udeo u
gajenju i preradi u Srbiji dobila je tek sedamdesetih godina proslog veka (Hrusti¢ i
Miladinovi¢, 2011). Prema statistickim podacima za 2013. godinu, Srbija je medu vodecim
proizvodacima soje u Evropi. U pomenutoj godini na ovim prostorima je bilo zasejano oko
160.000 ha soje, a prosecan prinos od 2010. do 2013. godine je iznosio oko 2,5 t/ha (Faostat,
2015).

2.1. POREKLO, DOMESTIKACIJA I OPLEMEN]JIVAN]JE SOJE

Soja je domestikovana pre oko 5.000 godina od divljeg pretka (Glycine soja Seib. et
Zucc.), sa centrom domestikacije u severoistocnoj Kini, kada su nastale brojne lokalne
populacije adaptirane na razlic¢ite klimatske uslove (Carter i sar., 2004; Qiu i sar., 2011). Do
prvog veka nove ere lokalne populacije su rasprostranjene sSirom Kine i Koreje. Medutim,
tek tokom XV i XVI veka, soja se rasirila u ostatku azijskog kontinenta, $to je najverovatnije
bilo uzrokovano razvojem morskih i kopnenih trgovackih puteva (Hymowitz, 2004). Ova

biljna vrsta je 1765. godine introdukovana iz Kine u Severnu Ameriku (Hymowitz, 2004), ali
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njeno gajenje u Sirim razmerama pocinje znatno kasnije. Nakon 100 godina se raSirila u
Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD), gde je uglavnom uzgajana kao krmno bilje.
Nakon otkri¢a americkog hemicara Dz. V. Karvera, pocetkom XX veka, da seme soje
predstavlja znacajan izvor ulja i proteina, soja je pocela da se uzgaja radi iskoriS¢avanja
specifi¢cnog sastava zrna (Wilson, 2008), sto je istovremeno izazvalo potrebu za stvaranjem
genotipova veceg prinosa. Gajenje soje u Evropi je zapocelo u Francuskoj 1840. godine,
odakle se prosirila u Austriju i druge zemlje ovog kontinenta.

Moderno oplemenjivanje soje je zapocelo na prostorima Severne Amerike, pre vise
od sto godina, sa malim pocetnim brojem azijskih osnivackih genotipova, koji su najvedim
delom obuhvatali lokalne populacije, kao i genotipove nastale njihovim ukrstanjem. Tokom
dvadesetih godina proslog veka, Ministarstvo poljoprivrede SAD je organizovalo
ekspedicije u Aziji, sa ciljem sakupljanja lokalnih populacija (Hymowitz, 2004), koje su
potom koriSc¢ene prilikom stvaranja novih sorti. Programi oplemenjivanja soje u Severnoj i
Juznoj Americi su uspostavljeni do pocetka 1930-tih (Bernard i sar., 1988), Sto je, pocevsi od
1947. godine, dovelo do nastanka novih sorti. Nove sorte su se prosirile u ostatak sveta, gde
su prosle kroz procese introdukcije, hibridizacije i selekcije, sa ciljem stvaranja elitnih,
visoko-prinosnih sorti, poboljSanog kvalitativnog sastava semena i adaptiranih na specificne
agroklimatske uslove gajenja.

Elitne sorte soje predstavljaju geneticki superiorno potomstvo za agronomski vazne
osobine, koje nastaju procesom oplemenjivanja. Gajene sorte koje se prilikom stvaranja
elitnih koriste kao roditeljske se oznacavaju kao predacke (ancestralne). Tok oplemenjivanja
i nastanka elitnih sorti se moze pratiti na osnovu pedigrea, ¢ijjom strukturom se definisu
veze izmedu elitne i svih predackih sorti koje ucestvuju u njenom stvaranju, obuhvatajuci
jednu ili vise generacija (Shoemaker i sar., 1992).

Da bi se Zeljena agronomska svojstva unapredila neophodno je najpre stvoriti veliku
populaciju rekombinantnih inbred linija, znacajne fenotipske varijabilnosti. U skladu sa
pozitivhom korelacijom izmedu fenotipske varijabilnosti i genetickog diverziteta (Moose i
Mumm, 2008), stvaranje ovakve populacije je omoguceno genetickom varijabilnos¢u
roditelja, Sto ukazuje na veliki znacaj ofuvanja diverziteta u cilju nastavka genetickog
poboljsanja Zeljenih osobina (Grainger i Rajcan, 2014). Izbor roditelja umnogome odreduje

dalji uspeh oplemenjivanja, a obavlja se u zavisnosti od porekla linija i raspolozivih
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resurasa, kao i osobina koje se Zele unaprediti. Smatra se da elitne roditeljske linije razlicitog
porekla imaju najvecu Sansu da daju superiorno potomstvo (Burton, 1997; Miladinovic¢ i sar.,
2008). Koriscenje elitnih genotipova kao roditelja, odnosno ukrstanje ,elite by elite”, se koristi
kako bi se osiguralo da ¢e se blokovi vezanih gena koji determinisu poZeljne osobine preneti
i u nove elitne sorte (Grainger i Rajcan, 2014). Nakon ukrstanja roditeljskih genotipova i
stvaranja rekombinantne populacije, potomstvo se dovodi u homozigotno stanje a zatim se
obavlja izbor superiornih linija. Kod konvencionalnog oplemenjivanja, linije nosioci
pozeljnih alela se detektuju koriste¢i fenotipske karakteristike. Delovanjem selekcije na
odredene fenotipske osobine, indirektno se favorizuju i fiksiraju aleli koji determinisu
agronomski znacajna svojstva, sto dovodi i do promene geneticke strukture populacije
(Yamasaki i sar., 2005). Tokom proteklog perioda selekcije i oplemenjivanja, u genomu
gajenih sorti je doSlo do brojnih promena koje su omogudile adaptaciju soje na razlicite
geografske Sirine, povedanje prinosa, promenu hemijskog sastava semena, otpornost na
abioticke i bioticke faktore. Poznavanje geneticke i molekularne osnove agronomski
znacajnih osobina moze imati direktnu primenu u oplemenjivanju, te je jedan od osnovnih
ciljeva identifikacija odgovornih regiona genoma, odnosno mapiranje odgovarajucih gena ili
lokusa za kvantitativne osobine (Ross-Ibarra i sar., 2007).

Intenzivije gajenje soje na prostorima Srbije je pocelo sedamdesetih godina proslog
veka. Usled nedostatka domacih sorti, tada su uglavnom introdukovane sorte sa prostora
SAD, pri ¢emu je najveci broj pripadao I (prvoj) grupi zrenja. Medutim, s obzirom da su
introdukovane sorte stvarane za drugacije uslove gajenja, adaptabilnost i stabilnost prinosa
u naSim uslovima nisu bile zadovoljavajuée, pri éemu je prinos imao veoma veliku
varijabilnost izmedu lokaliteta kao i tokom godina. Ovo je nametnulo potrebu za stvaranjem
domacih, visokoprinosnih sorti soje, razlic¢ite duzine vegetacije, koje su prilagodene
agroklimatskim uslovima naseg podrudja. Pored toga, nove sorte morale su biti otporne i na
poleganje, pucanje mahuna, kao i najznacajnije bolesti (Miladinovi¢ i sar., 2008). Sve
navedeno je uticalo na pocetak oplemenjivanja soje u Institutu za ratarstvo i povrtarstvo u
Novom Sadu. Geneticku osnovu novosadskih sorti soje pretezno <cine genotipovi
severnoamericke germplazme, kao i manji broj sorti koje vode poreklo sa prostora Evrope
(Miladinovi¢ i sar.,, 2008). U radu na oplemenjivanju soje u Institutu za ratarstvo i

povrtarstvo u Novom Sadu se koristi metod potomstva jednog zrna (eng. single seed descent)
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(Miladinovi¢ i sar., 2013). Tokom primene ove metode u ranim generacijama, selekcija se
obavlja najceS¢e samo odbacivanjem bolesnih biljaka, biljaka koje polezu ili imaju ispucale
mahune. Najznacaniji deo selekcije se obavlja tek kada se postigne odredeni nivo
homozigotnosti u okviru genotipa, u kasnijim generacijama, F4 ili F5, u kojima je ocuvana
puna varijabilnost (Miladinovi¢ i sar., 2008).

U dosadasnjem radu na oplemenjivanju soje u Institutu za ratarstvo i povrtarstvo
najveca paznja poklanjana je povecanju i stabilnosti prinosa, odnosno stvaranju sorti koje su
adaptabilne na razlicite agroklimatske uslove gajenja (Miladinovic i sar., 2006). Pored
navedenog, program oplemenjivanja se takode prilagodavao potrebama trzista, pri éemu su
uvazavani zahtevi proizvodaca i preradivacke industrije, koji su se uglavnom odnosili na

povecanje sadrzaja proteina i poboljsanje kvaliteta ulja (Miladinovi¢ i sar., 2008).

2.1.1. UTICA] DOMESTIKACIJE I OPLEMENJIVANJA NA GENETICKU

VARIJABILNOST SOJE

Tokom sloZene istorije domestikacije i oplemenjivanja, genom soje je prosao kroz vise
uskih grla koja su dovela do suZavanja njene geneticke osnove (Hyten i sar., 2006; Lam i sar.,
2010). Najvece smanjenje genetickog diverziteta je uoceno tokom domestikacije u Aziji, kada
su od vrste Glycine soja nastale brojne lokalne populacije, a procenjuje se da se diverzitet
nukleotida tada smanjio za 50% (Hyten i sar., 2006). Geneticko usko grlo kroz koje je prosla
soja tokom domestikacije je potvrdeno analizom diverziteta razlic¢itih molekularnih markera,
kao i genomskih sekvenci (Guo i sar., 2010; Li i sar., 2010; Kim i sar., 2012). Iako su osobine
koje su favorizovane tokom domestikacije najc¢eS¢e determinisane malim brojem gena i
major lokusa za kvantitativne osobine, selekcija koja je delovala na njih je dovela do
smanjenja genetickog diverziteta na nivou celog genoma (Doebly i sar., 2006). Tada je kod
divljeg pretka soje doslo do gubitka 81% retkih alela, dok su kod 60% gena uocene znacajne
promene frekvencija alela (Hyten i sar.,, 2006). Kao Sto je ve¢ napomenuto, smanjenje
genetickog diverziteta predstavlja potencijalnu opasnost za buduce povecanje prinosa, a
takode povecava i osetljivost prema novim bolestima (Hyten i sar., 2006). S obzirom da se
hibridizacija izmedu divlje i gajene soje odvija nesmetano, germplazma divlje soje se moZze

koristiti kao izvor novih gena i alela u oplemenjivackim programima (Lam i sar., 2010).
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Drugo usko grlo, koje je uzrokovano introdukcijom relativno malog broja azijskih
lokalnih populacija na prostore Severne Amerike, je dovelo do znacajne erozije genetickog
diverziteta soje (Gizlice i sar., 1994). Ovo se zakljucuje na osnovu c¢injenice da samo 16
genotipova cini 85% pedigrea severno-americkih sorti koje su priznate u periodu izmedu
1947.11988. godine, a koje ¢ine osnovu modernih elitnih sorti soje (Gizlice i sar., 1994; Carter
i sar., 2004). Dugo se smatralo da je tokom modernog oplemenjivanja soje, nastankom elitnih
sorti i njihovom kasnijom upotrebom kao roditelja za stvaranje novih sorti, takode doslo do
genetickog uskog grla. Medutim, kada je nakon objavljivanja prve sekvence referentnog
genoma soje - Williams 82 (Schmutz i sar., 2010), usledilo resekvenciranje genoma divljih
predaka, lokalnih populacija i gajenih sorti (Kim i sar., 2010; Lam i sar., 2010; Li i sar., 2013),
utvrdeno da je selekcija tokom modernog oplemenjivanja imala minimalni uticaj na
diverzitet modernih sorti (Li i sar., 2013). Sli¢no je uoceno i kod drugih gajenih biljnih vrsta,
ukazujudi da je oplemenjivanje u najmanjoj meri smanjilo ukupan geneticki diverzitet (Xu i
sar., 2011; Hufford i sar., 2012; Cavangh i sar., 2013). Pretpostavlja se da je tokom modernog
oplemenjivanja selekcija zapravo delovala na ogranicen broj lokusa u genomu (Cavanagh i
sar., 2013). Poznavanje genomskih promena koje predstavljaju rezultat delovanja selekcije
tokom oplemenjivanja, u specificnim agroklimatskim uslovima, moze pomodi pri
identifikaciji regiona koji determiniSu vazna agronomska svojstva ili su odgovorni za
adaptabilnost, a Sto dalje moze pozitivno da uti¢e na povecanje efikasnosti oplemenjivanja

(Morrell i sar., 2011).

2.2. IDENTIFIKACIJA LOKUSA KOJI DETERMINISU AGRONOMSKI

ZNACAJNA SVOJSTVA

Agronomski znacajna svojstva su najceS¢e kvantitativne osobine, determinisane
vedim brojem gena, na koje selekcija moze delovati tokom oplemenjivanja. Uzimajudi u obzir
da su moderne sorte soje nastale uglavnom ukrstanjem visokoprinosnih, elitnih genotipova,
smatra se da je jedini konstantan kriterijum i najvaznije svojstvo na koje je delovala selekcija
bio visok i stabilan prinos. Usled ovoga se moZe zakljuciti da su tokom oplemenjivanja soje
favorizovani aleli i alelne kombinacije koje uticu na povedanje prinosa u razlicitim

agroklimatskim uslovima. Kao kvantitativno svojstvo, prinos se karakteriSe veoma

7



Pregled literature

slozenom genetickom osnovom, predstavljaju¢i konacnu kulminaciju vise razlicitih
svojstava (snaga izbijanja klijanca, otpornost na razli¢ite abioticke i bioticke faktore,
efikasnost fotosinteze, sposobnost usvajanja nutrijenata iz zemljista, sposobnost cvetanja,
itd), pri ¢emu svaka pojedinacna komponenta moze biti kontrolisana od strane veceg broja
gena. Osim toga, QTL-ovi (eng. quantitative trait loci, lokusi za kvantitativne osobine) za
prinos imaju nisku heritabilost, a svoj efekat ispoljavaju u zavisnosti od genetickog
okruzZenja, kao i uslova spoljasnje sredine. Ovo dovodi do smanjenja efikasnosti odabira
superiornih genotipova samo na osnovu fenotipskih osobina, kakav je slucaj prilikom
konvencionalnog oplemenjivanja soje (Sebastian i sar., 2010). Upotreba molekularnih
markera povecava efikasnost i brzinu konvencionalnog oplemenjivanja, dovodeci do
znacajnog genetickog poboljsanja Zeljenih osobina (Sebastian i sar., 2010). Odabir geneticki
superiornog potomstva koji se zasniva na primeni molekularnih markera koji su u bliskoj
vezi sa lokusima koji determiniSu Zeljena svojstva se naziva marker asistirana selekcija
(MAS) (Pathan i Sleper, 2008). Detekcija gena odgovornih za agronomski znacajna svojstava
kao i identifikacija molekularnih markera koji su u vezi sa njima, predstavlja preduslov za
uspesnu primenu MAS, koja ¢e omogucditi brzu indirektnu selekciju geneticki superiornog
potomstva, u cilju stvaranja novih sorti sa poboljSanim genetickim potencijalom za prinos
(Varshney i sar., 2014). Za detekciju gena i utvrdivanje veza sa molekularnim markerima se
koriste pristupi biparentalnog-QTL i asocijativnog mapiranja, koji teZe ka povezivanju
fenotipskih razlika sa varijabilnos¢u na molekularnom nivou.

Biparentalno-QTL mapiranje omogucava pozicioniranje i identifikaciju lokusa koji
determiniSu sloZzene, poligene osobine (Lynch i Walsh, 1998). Mapiranje obuhvata
fenotipsku karakterizaciju i geneticku analizu mapirajuc¢ih populacija, koje nastaju nakon
pocetnog ukrstanja dva geneticki divergentna roditelja i vise ciklusa narednih ukrstanja.
Usled relativnho kratkog vremenskog perioda tokom kojeg se formiraju mapirajuce
populacije, u ovim populacijama dolazi do malog broja rekombinacija Sto uzrokuje visoke
vrednosti gametskog disekvilibrijuma, a omogucava povezivanje fenotipskih i genetickih
razlika koris¢enjem manjeg broja molekularnih markera. Usled visokih vrednosti gametskog
disekvilibrijuma, mapiranje ima ogranicenu rezoluciju, te se lokusi lokalizuju u intervale
duzine nekoliko cM, koji u zavisnosti od ispitivane vrste mogu sadrzati nekoliko desetina pa

i stotina gena kandidata (Ross-Ibarra i sar., 2007). Osim toga, rezultati biparentalnog-QTL
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mapiranja Cesto zavise od uticaja spoljasnje sredine (Paterson i sar., 1988), kao i od izbora
roditeljskih linija, jer se prilikom ovog mapiranja analiziraju samo regioni genoma koji su
divergentni u okviru mapiraju¢e populacije (Li i sar., 2006). Kod soje je ovaj pristup
primenjen za identifikaciju razlic¢itih lokusa za kvantitativne osobine (Salas i sar., 2006;
Githiri i sar., 2007; Guzman i sar., 2007). Ve¢ina QTL-ova za prinos koji su detektovani u
mapiraju¢im populacijama soje i u specificnim agroklimatskim uslovima (Reyna i Sneller,
2001; Guzman i sar., 2007), nisu verifikovani u drugom genetickom okruzenju i na drugim
lokalitetima, $to ogranicava prenos ovih QTL-ova izmedu razli¢itih populacija.

Kod asocijativhog mapiranja (Weiss i Clark, 2002) detekcija QTL-ova se zasniva na
fenotipskoj i genetickoj karakterizaciji velikog broja divergentnih inbred linija koji imaju
razli¢itu geneticku osnovu a koji mogu pripadati kolekcijama germplazme ili prirodnim
populacijama. Usled ovakvog odabira uzoraka, omogucena je analiza znatno vedeg
genetskog fonda i identifikacija vecéeg broja alela. Osim toga, gametski disekvilibrijum
izmedu lokusa se odrZava kroz mnoge generacije i zahvata znatno manje regione u odnosu
na populacije biparentalnog-QTL mapiranja, Sto povecava rezoluciju asocijativnog
mapiranja i dovodi do smanjenja intervala detektovanih lokusa. Ovo doprinosi da se
fenotipska svojstva mogu mapirati i do nivoa jednog ili nekoliko gena (Palaisa i sar., 2004;
Olsen i sar., 2006). U cilju povecanja preciznosti asocijativnog mapiranja potrebno je
analizirati veliki broj pazljivo odabranih uzoraka, vode¢i ra¢una o genetickoj struktuiranosti
ispitivane populacije, uz korisc¢enje velikog broja markera (Ross-Ibarra i sar., 2007). Tokom
poslednje decenije, brojna ispitivanja agronomski vaznih svojstava kod soje su se zasnivala
upravo na asocijativnom mapiranju (Hu i sar., 2014; Wen i sar., 2014).

Kako bi se kombinovale prednosti i uklonili nedostaci biparentalnog-QTL i
asocijativhog mapiranja, kod kukuruza je za identifikovanje i disekciju geneticke strukture
lokusa za kvantitativne osobine predlozeno NAM (eng. nested association mapping) mapiranje
(Buckler i sar., 2009). Za stvaranje NAM mapirajuce populacije koris¢eno je 25 razlicitih
roditeljskih linija kukuruza, pri ¢emu je svaka potom ukrstena sa zajednickim roditeljem
(elitna inbred linija) kako bi nastala F1 populacija. Zatim je, tokom Sest generacija, obavljana
samooplodnja, $to je dovelo da nastanka ukupno 200 homozigotnih rekombinantnih inbred
linija (RIL) po familiji, odnosno 5000 u celoj NAM populaciji. Ovakvim na¢inom formiranja

mapirajuce populacije, NAM je obuhvatilo veliki deo genetickog diverziteta kukuruza.
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Takode, moZe koristiti prednosti nedavnih rekombinacija, istovremeno c¢uvajuéi i nivo
gametskog disekvilibrijuma izmedu lokusa koji je odrzavan tokom viSe generacija. Na taj
nacin je, koriS¢enjem manjeg broja markera, omoguceno mapiranje visoke rezolucije, pri
¢emu geneticka struktura populacije nema veceg uticaja na ishod mapiranja, ¢ime su

izbegnuti nedostaci biparentalnog-QTL i asocijativhog mapiranja.

2.2.1. ,,HITCHHIKING” MAPIRANJE

Za precizno povezivanje fenotipa sa genom ili QTL-om pristupima biparentalnog-
QTL i asocijativnog mapiranja, neophodan je visok nivo genetickog i fenotipskog diverziteta
u okviru ispitivanih populacija (Blackman i sar., 2011). Tokom procesa oplemenjivanja, koji
predstavlja specifican oblik pozitivne selekcije, dolazi do znacajnog smanjenja varijabilnosti
gena koji deteminiSu agronomski znacajne osobine (Yamasaki i sar., 2007). Proces pri kome
u populaciji dolazi do povecanja ucestalosti pa cak i do fiksacije alela koji donose veéu
adaptivnu vrednost nosiocima se naziva “selective sweep” (Luikart i sar., 2003; Yamasaki i
sar.,, 2007). Navedena pojava moZze predstavljati prepreku za uspesnu primenu
biparentalnog-QTL ili asocijativnog mapiranja (Yamasaki i sar., 2005).

Specifiéne promene na nivou genoma, nastale kao rezultat delovanja selekcije, se
usled odsustva ili smanjene stope rekombinacija mogu uociti i na selektivno neutralnim
regionima koji se nalaze u blizini gena na koje je delovala selekcija. Na taj nacin istovremeno
dolazi i do povecanja frekvencije alela ili fiksacije u selektivno neutralnim delovima genoma.
Pojava kada selekcija deluju¢i na jedan lokus menja ucestalost alela blisko vezanog,
selektivno neutralnog lokusa je poznata kao geneticko stopiranje (eng. genetic hitchhiking)
(Maynard-Smith i Haigh, 1974). Sa udaljenos¢u od mesta na koje deluje selekcija, opada
jacina genetickog stopiranja, odnosno dolazi do povecanja genetickog diverziteta duz
hromozoma. Sirina selektivno neutralnog regiona koji je zahvaden delovanjem selekcije
zavisi od vise faktora, ukljucujudi intenzitet selekcije, stopu rekombinacija i vreme koje je
proslo nakon delovanja selekcije (Vigouroux i sar., 2002). Kada je nivo rekombinacija veoma
nizak, geneticko stopiranje moze zahvatiti vece delove genoma ili cak cele hromozome.
Delovanjem selekcije na gen Waxy kod pirinca, doslo je do smanjenja varijabilnosti na

regionu vecem od 250 kbp i kod pribliZzno 40 gena oko mesta delovanja (Olsen i sar., 2006).
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Prema klasicnom modelu, nakon nastanka potpuno novog alela procesom mutacije,
ukoliko je u datim okolnostima ovaj alel selektivno pozeljan, selekcija ¢e ga favorizovati i
dovesti do njegove fiksacije (eng. hard sweep). Selekcija tada najceS¢e deluje samo na haplotip
u kome se mutacija javila, Sto uzrokuje drasti¢no smanjenje varijabilnosti vezanih, selektivno
neutralnih regiona (Slika la) (Pennings i Hermisson, 2006). Medutim, u odredenim
uslovima, kada dode do promene selekcionog pritiska, u selektivnoj prednosti se mogu naci
vec¢ postojeci aleli koji su prethodno imali neutralan ili ¢ak blago Stetni efekat (eng. soft
sweep) (Slika 1b) (Przeworski i sar., 2005). U zavisnosti od porekla selektivno pozeljnih alela,
u ovom slucaju, do smanjenja heterozigotnosti moze doc¢i na uzim ili Sirim regionima u

odnosu na hard sweep (Burke, 2012).
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Slika 1. Delovanje selekcije na geneticku varijabilnost blisko vezanih lokusa prilikom:
a) , hard sweep”; b) ,soft sweep”; c) ,,multiple partial sweeps” (Cutter i Payseur, 2013)

Selekcija koja deluje na postoje¢u varijabilnost se moze uociti i kod kvantitativnih
osobina (Strasburg i sar., 2012). Selekcija koja deluje na kvantitativne, poligene osobine, ¢e

imati slabiji intenzitet u odnosu na selekciju koja deluje na monogena svojstva. U slucaju
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delovanja selekcije na poligene osobine tokom adaptacija, kod viSe lokusa se uocava pojava
,selective sweep”, pri ¢emu ne mora obavezno dodi do fiksacije bilo kojeg od navedenih
lokusa (eng. multiple partial sweeps) (Slika 1c) (Cutter i Payseur, 2013). Fenomen geneti¢kog
stopiranja je iskoriS¢en za identifikaciju i lokalizovanje regiona genoma na koje je delovala
selekcija. Mapiranje putem genetickog stopiranja, odnosno ,hitchhiking” mapiranje (Harr i
sar., 2002; Schlotterer, 2003) se obavlja populaciono-geneti¢kim analizama, pomoc¢u markera
rasporedenih Sirom genoma, prilikom cega je moguce identifikovati specificne promene u

delovima genoma koji nose gene na koje je delovala selekcija.

Ove specifi¢ne promene (eng. signatures of selection) se mogu javiti kao:

(1) smanjenje diverziteta lokusa na koje je delovala selekcija;

(2) promene spektra frekvencije alela selektivno znacajnih lokusa;

(3) povecanje stope gametskog disekvilibrijuma u selektivnho znacajnom regionu
genoma;

(4) povecanje diferencijacije medu populacijama, u selektivno znacajnim lokusima
kao i vezanim regionima genoma (Nielsen, 2005).

Za razliku od biparentalnog-QTL i asocijativnog pristupa mapiranja, koji polaze od
fenotipskih razlika, populaciono-geneticki pristup ,hitchhiking” mapiranja omogucava
ispitivanje geneticke osnove adaptacija direktno na nivou genoma, a uocene promene se
zatim povezuju sa fenotipom koji determinisu (,,bottom up” pristup) (Schlétterer, 2003; Storz,
2005; Ross-Ibarra i sar., 2007). Usled ovoga je pristup posebno pogodan u slucajevima kada
selekcija deluje na biohemijske ili fizioloske procese, te fenotipske osobine nisu odmah
uocljive ili nisu poznate (Storz, 2005; Walsh, 2008). , Hitchhiking” mapiranje moze pruziti
informacije o kandidat genima koji se zatim mogu naknadno mapirati drugim pristupima
(Yu i Buckler, 2006) ili se moze koristiti za suzavanje regiona prethodno identifikovanih
biparentalnim-QTL mapiranjem (Yamasaki i sar., 2007). Sve navedeno ukazuje da se razliciti
pristupi mapiranja ne moraju medusobno iskljucivati, ve¢ dopunjavati.

Efikasnost identifikacije gena na koje je delovala selekcija, primenom pristupa
,hitchhiking” mapiranja, izmedu ostalog, zavisi od primenjenih statistickih testova, koji
detektuju navedene promene na nivou genoma. Najveéi broj analiza koristi pojavu

smanjenja diverziteta u populaciji ili povecanje diferencijacije izmedu populacija (Nielsen,
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2005). Osim na osnovu “potpisa” selekcije koji detektuju, pristupi se takode mogu podeliti
na empirijske, koji se zasnivaju na distribuciji uocenih vrednosti statistickih parametara i na
pristupe koji se zasnivaju na demografskim modelima, uzimajuci u obzir pretpostavke o
strukturi populacija. Prednost empirijskog pristupa je Sto pretpostavke o demografskim
modelima i strukturi populacije ne mogu uticati na identifikaciju selektivho znacajnih
lokusa. Medutim, kriticna tacka ovog pristupa moze biti pravilan odabir odgovarajuce
statisticke granice za identifikovanje lokusa na koje je delovala selekcija (Storz, 2005).

Za izracunavanje geneticke varijabilnosti i nivoa populaciono-geneticke
diferencijacije su narocito pogodni molekularni markeri, mikrosateliti, koji predstavljaju
kratke (1-6 bp), tandemski ponovljene sekvence molekula DNK. Usled kodominantne
prirode, velikog broja alela, visoke stope polimorfizma i nasumicne distribucije na
genetickoj mapi, ovi markeri predstavljaju dobar izbor za primenu tokom ,hitchhiking”
mapiranja (Moe i sar., 2010). Analize genetickog diverziteta kod soje su ukazale na veliki
polimorfizam ovih markera (Li i sar., 2008, Wang i sar., 2008). Uzevsi u obzir da su
mikrosateliti selektivno neutralni lokusi (Allendorf i sar., 2010), selekcija dovodi do promena
u ovim regionima samo u slucaju kada su blisko vezani za gene na koje deluje selekcija
(fenomen genetickog stopiranja). Visoka stopa mutacija ovih molekularnih markera (10 do
102 po generaciji) omogucava dovoljan nivo varijabilnosti i kod blisko srodnih populacija,
kakve su predacke i elitne populacije soje, na osnovu cega se povecava Sansa za uocavanje
promena u genomu tokom oplemenjivanja i delovanja selekcije (Teschke i sar., 2008). Ovo
ujedno predstavlja i prednost u odnosu na polimorfizam pojedina¢nih nukleotida (eng.
single nucleotide polymorphism, SNP), markere koji imaju nisku stopu mutacija, usled ¢ega su
pogodniji za oslikavanje duze demografske istorije populacija (Zivkovic i Wiehe, 2008). Za
detektovanje delovanja selekcije su veoma poZeljni mikrosateliti koji su razvijeni iz

transkripciono aktivnih regiona genoma (Bonin, 2008).
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2.2.1.1. PRISTUP ,,HITCHHIKING” MAPIRANJA KOJI DETEKTUJE SMANJEN]JE

GENETICKOG DIVERZITETA

Za identifikaciju lokusa na koje je delovala selekcija se moZe primeniti empirijski
pristup, koji na osnovu relativnog smanjenja varijabilnosti lokusa izmedu dve populacije
identifikuje one lokuse c¢iji je gubitak diverziteta veéi od ocekivanog, u uslovima kada
selekcija ne deluje. U tu svrhu su razvijeni InRV i InRH testovi (Schlétterer, 2002; Schl6tterer
i Dierienger, 2005) koji su prilagodeni podacima dobijenim upotrebom mikrosatelitskih
markera. Varijabilnost lokusa je, u zavisnosti od primenjenog testa, izraZavana razli¢itim
parametrima, pri ¢emu InRV test za ispitivanje promena genetickog diverziteta
mikrosatelitskih lokusa izmedu dve populacije usled delovanja selekcije koristi varijansu
broja ponovaka mikrosatelita (Schlotterer, 2002), dok InRH test (Schlétterer i Dieringer, 2005)
za opis varijabilnosti koristi ocekivanu heterozigotnost (He). Identifikacija mikrosatelitskih
lokusa koji se nalaze u regionima na koje je delovala selekcija se obavlja na osnovu

odstupanja od normalne (Gausove) distribucije InRV i InRH vrednosti.

2.2.1.2. PRISTUP ,, HITCHHIKING" MAPIRANJA KOJI DETEKTUJE POVECAN]JE

MEDUPOPULACIONE DIFERENCIJACIJE

Kako je povecanje nivoa diferencijacije medu populacijama jedna od promena na
nivou genoma do koje dolazi usled delovanja pozitivne selekcije, indeks fiksacije (Fst) se,
osim za kvantifikaciju geneticke diferenciranosti populacija, moze koristiti i kao indikator
delovanja selekcije (Beaumont i Nichols, 1996; Beaumont i Balding, 2004; Nielsen, 2005).
Upotrebom ovog parametra, lokusi na koje je delovala selekcija se identifikuju na osnovu
odstupanja od empirijske distribucije Fst vrednosti (Luikart i sar., 2003).

Pored empirijskog pristupa, za detekciju selektivho znacajnih lokusa pomocu Fst
parametra se takode mogu koristiti i pristupi koji se zasnivaju na demografskim modelima.
Na osnovu simulacija koje koriste pretpostavljeni modeli, stvara se teorijska (referentna)
distribucija Fst vrednosti u zavisnosti od heterozigotnosti, za uslove kada selekcija ne deluje.
Zatim se poredenjem referentne i empirijske distribucije Fst vrednosti, identifikuju lokusi

koji odstupaju od neutralnih vrednosti, tzv. vanmarginalni lokusi, na koje je delovala
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selekcija. Razli¢iti demografski modeli pretpostavljaju razli¢ite populacione strukture i
demografsku istoriju. Prednost koriS¢enja parametara populacione diferencijacije, a narocito
Fst indeksa, je Sto imaju veliku moc¢ detekcije selektivho znacajnih lokusa primenom
razli¢itih demografskih scenarija (Nielsen, 2005). Mo¢ detekcije testova koji se zasnivaju na
diferencijaciji medu populacijama se ne smanjuje tokom vremena, sve dok razli¢iti aleli
preovladavaju u populacijama koje se porede (Casa i sar., 2005; Storz, 2005). Za razliku od
njih, InRH i InRV testovi imaju najve¢u mo¢ detekcije neposredno nakon delovanja selekcije,
kada je broj alela u populaciji znacajno smanjen, dok sa povecanjem diverziteta datog lokusa
tokom vremena moc¢ detekcije na osnovu ovih testova se smanjuje (Casa i sar., 2005).

Brz razvoj tehnologije sekvenciranja i platformi za genotipizaciju su omogudili
mnogo brze i jeftinije dobijanje velike koli¢ine genomskih podataka, Sto je doprinelo
kvantifikaciji genetickih varijacija Sirom genoma. Ovo je uslovilo pojavu relativno nove
discipline, populacione genomike, koja kombinuje principe populacione genetike i
funkcionalne genomike (Bonin, 2008). U najSirem smislu, zasniva se na populaciono-
genetickoj analizi velikog broja lokusa Sirom genoma u cilju ispitivanja brojnih procesa,
ukljucujudi mutacije, geneticki drift, protok gena i selekciju (Luikart i sar., 2003; Beaumont i
Balding, 2004). Poznato je da intenzivna selekcija deluje na specificne lokuse, odnosno
dovodi do smanjenja diverziteta samo na pojedina¢nim mestima u genomu (Innan i Kim,
2004; Burke i sar., 2007). Smanjenje genetickog diverziteta se, osim usled delovanja selekcije
moze javiti i kao posledica demografskih procesa, ukljucujuci prolazak kroz geneticko usko
grlo, Sirenje populacija, protok gena i geneticki drift, koji za razliku od delovanja selekcije,
uzrokuju smanjenje genetickog diverziteta i povecanje stope gametskog disekvilibrijuma na
nivou celog genoma (Pritchard i Przeworski, 2001). Pretpostavlja se da ¢e usled toga
geneticki diverzitet selektivno neutralnih gena biti smanjen samo tokom demografskih
procesa, i da ¢e ovi geni nakon delovanja selekcije imati vecu varijabilnost u odnosu na
selektivno znacajne gene, koji povecavaju adaptivhu vrednost nosioca (Tajima, 1989).
Upravo istovremenom analizom velikog broja lokusa Sirom genoma, omogudeno je
sagledavanje razlika u genetickoj varijabilnosti koje su uzrokovane razli¢itim procesima,
¢ime je omogucena identifikacija uskih regiona u genomu na koje je delovala selekcija

(Nielsen, 2005; Storz, 2005; Tang i sar., 2007).
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2.2.1.3. PRIMENA ,,HITCHHIKING” MAPIRAN]JA

Pionirska primena fenomena genetickog stopiranja za mapiranje gena zapocela je
pocetkom XXI veka sa ciljem utvrdivanja geneticke osnove lokalnih adaptacija prirodnih
populacija. Ovaj pristup se pokazao kao uspesan prilikom detekcije lokusa koji su odgovorni
za adaptacije na nadmorsku visinu, adaptacije duz gradijenta saliniteta, geografske Sirine ili
adaptacije na uslove sue (Bonin i sar., 2006; Kane i Rieseberg, 2007; Pavlidis, 2010; Coyer i
sar., 2011; Cheng i sar., 2013). Polaze¢i od osnovne ideje da selekcija, kako prirodna tako i
vestacka, dovodi do smanjenja molekularnog diverziteta u regionima genoma koji su u vezi
sa svojstvima od adaptivnog ili agronomskog znacaja (Vigouroux i sar., 2002), isti model je
uspesno primenjen i na gajene biljne vrste sa ciljem identifikacije genomskih regiona koji su
odgovorni za procese domestikacije i oplemenjivanja (Doebley i sar., 2006). Tokom ovih
istraZivanja praceno je smanjenje diverziteta kod gajenih sorti i lokalnih populacija u odnosu
na divlje srodnike. Primena ,hitchhiking” mapiranja za analizu gajenih biljnih vrsta je
umnogome olaksana velikim izborom dostupnih predackih genotipova koji se ¢uvaju u
bankama gena (Beissinger i sar., 2013). Za proucavanje uticaja selekcije tokom domestikacije
i oplemenjivanja gajenih biljnih vrsta je najcesée koris¢en kukuruz. Poredenjem diverziteta
divljeg srodnika (teosinte), lokalnih populacija i modernih inbred linija, analizom
mikrosatelita (Vigouroux i sar., 2002), DNK sekvenci (Wright i sar., 2005; Yamasaki i sar.,
2005) i pristupom resekvenciranja (Hufford i sar., 2012; Jiao i sar., 2012), identifikovano je
vise lokusa na koje je delovala selekcija, od kojih se vecina nalazila u blizini ve¢ mapiranih
gena ili QTL-ova za agronomski vazna svojstva. Utvrdeno je da je tokom domestikacije
selekcija delovala na priblizno 4% gena kukuruza (Wright i sar., 2005). Isti princip mapiranja
je uspesno primenjen i kod drugih gajenih biljnih vrsta, psenice (Haudry i sar., 2007; Wang i
sar., 2012; Cavanagh i sar., 2013), suncokreta (Burke i sar., 2005; Liu i Burke, 2006; Kane i
Rieseberg, 2007; Chapman i sar., 2008; Chapman i sar., 2013), pirin¢a (Olsen i sar., 2006; Zhu
i sar., 2007; He i sar., 2011; Xu i sar., 2011) i Secerne trske (Casa i sar., 2005; Hamblin i sar.,
2006; Morris i sar., 2013).

,Hitchhiking” mapiranje je koriS¢eno i za proucavanje promena na nivou genoma soje
koje su nastale tokom procesa domestikacije i oplemenjivanja. Identifikacija i mapiranje

major gena odgovornih za domestikaciju bi mogli omoguciti primenu marker asistiranog
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oplemenjivanja kod soje, sa ciljem unapredenja agronomski znacajnih osobina (Chung i sar.,
2014). Kod modernih sorti su identifikovane cetiri supstitucije u genu Dt1 na koje je delovala
selekcija i koje su uticale na prelaz od nedeterminantnog tipa rasta, karakteristicnog za divlje
srodnike, ka determinantnom tipu rasta modernih sorti soje (Tian i sar., 2010). Takode,
prilikom poredenja diverziteta mikrosatelita izmedu divljih srodnika i gajene soje sa
prostora Severne Koreje, kod markera koji su bili u vezi sa agronomski znacajnim
osobinama, kao Sto je koli¢ina proteina u semenu, uocena je veca geneticka diferencijacija
izmedu divlje i gajene soje u odnosu na markere koji nisu bili u vezi sa poznatim QTL-ovima
(Jun i sar., 2011). Istim pristupom su takode identifikovana dva SNP markera na koje je
delovala selekcija tokom domestikacije, a koji su bili u vezi sa bojom semenjace. Utvrdeno je
da su ovi markeri uticali na prelaz od crne boje semenjace kod divljih srodnika, ka pretezno
zutoj kod lokalnih populacija i modernih sorti (Li i sar., 2014b). Analizom celokupnog
genoma soje divljih srodnika, lokalnih populacija i elitnih sorti soje, pomoc¢u mikrocipa
SoySNP50K, uoceno je ukupno 620 i 42 regiona, sa veoma visokom prosecnom vrednosti
indeksa fiksacije, izmedu divljih srodnika i lokalnih populacija kao i lokalnih i elitnih
populacija, koji su najverovatnije sadrzali lokuse u vezi sa domestikacijom ili sa
dugogodisnjim oplemenjivanjem soje u Severnoj Americi (Song i sar., 2013). Nakon
objavljivanja prve sekvence genoma soje (Schmutz i sar., 2010), sproveden je niz istraZivanja
koja su poredila rezultate resekvenciranja genoma divljih srodnika, lokalnih populacija i
modernih, gajenih sorti (Lam i sar., 2010; Joshi i sar., 2013; Li i sar., 2013; Chung i sar., 2014).
Sva istrazivanja su ukazala na progresivno smanjenje genetickog diverziteta usled uticaja
domestikacije i oplemenjivanja, kao i na znacajne razlike koje se javljaju izmedu divljih
predaka i modernih sorti u regionima genoma koji nose agronomski znacajne gene (Joshi i
sar., 2013). Utvrdeno je da je selekcija tokom domestikacije delovala na samo 1,47% celog
genoma. U identifikovanim regionima se nalazilo ukupno 928 gena, Sto ukazuje da je
selekcija delovala na 2% od ukupno 46.430 pretpostavljenih gena soje (Li i sar., 2013).
Uoceno je da je najveci broj kandidat gena uticao na razvoj semena, morfologiju i rast biljke,
kao i regulaciju transkripcije (Chung i sar., 2014). Kod drugih gajenih biljnih vrsta kao sto su
kukuruz i pirinac je takode uoceno delovanje selekcije tokom domestikacije na gene koji su
bili homologi genima soje (Chung i sar., 2014), ¢ime je potvrdena injenica da se QTL-ovi

koji determiniSu osobine u vezi da domestikacijom, kod razli¢itih vrsta, cesto nalaze u
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sintenijskim regionima (Ross-Ibarra, 2005). Smatra se da je jedini nedostatak koriSc¢enja
podataka dobijenih resekvenciranjem mali broj ispitivanih genotipova (Lam i sar., 2010; Xu i
sar., 2011; Hufford i sar., 2012; Li i sar., 2013), Sto moze smanjiti snagu detekcije a povecati
rizik od pojave lazno pozitivnih rezultata.

Prilikom identifikovanja genomskih promena wuzrokovanih domestikacijom i
oplemenjivanjem, ,hitchhiking” mapiranje se pokazalo kao veoma efikasno, te ukoliko se
slican pristup primeni za poredenje gajenih predackih i elitnih sorti, mogu se identifikovati
promene na genomu koje su posledica procesa modernog oplemenjivanja soje. S obzirom da
je intenzitet selekcije koja deluje tokom oplemenjivanja znacajno veci u odnosu na selekciju
tokom domestikacije (Palaisa i sar., 2004), kao i ¢injenice da se odvijala u skorijem
vremenskom periodu, identifikacija promena koje nastaju u genomu je jos$ laksa (Olsen i sar.,
2006; Teshima i sar.,, 2006). KoriS¢enjem analize pedigrea elitne sorte soje i pristupa
,hitchhiking” mapiranja identifikovani su genomski regioni na koje je delovala selekcija
tokom oplemenjivanja soje u agroklimatskim wuslovima Kanade (Grainger, 2012).
Poredenjem pozicije ovih regiona sa pozicijama QTL-ova soje koji su prethodno mapirani
drugim pristupima, identifikovani su QTL-ovi koji uti¢u na duzinu vegetacije, otpornost na
bolesti, sadrzaj proteina i prinos, dovode¢i do zaklju¢ka da su ove fenotipske osobine
najverovatnije bile pod uticajem selekcije tokom oplemenjivanja u agroklimatskim uslovima
Kanade (Grainger, 2012). Do sada su sprovedena pilot istrazivanja geneticke diferencijacije i
varijabilnosti manjeg broja genoma predackih i elitnih genotipova soje sa prostora centralne
i istoéne Evrope (Pordevi¢ i sar., 2013), koja su dala uvid u moguénosti primene

,hitchhiking” mapiranja kod ispitivanih populacija.

2.2.1.4. PREDNOSTI I NEDOSTACI ,,HITCHHIKING” MAPIRANJA

Pogodnost primene fenomena genetickog stopiranja i pristupa populacione genetike
za identifikaciju gena na koje je delovala selekcija je Sto se istraZivanja mogu sprovoditi
direktno na oplemenjivackom materijalu. Koris¢enjem ,hitchhiking” mapiranja i pedigre
analize, odnosno pravilnim odabirom genotipova, moguce je sagledati efekte odredenog
lokusa u razli¢itom genetickom okruZenju, kao i utvrditi celokupnu geneti¢ku varijabilnost

lokusa. Osim toga, na ovaj nacdin se mogu Kkoristiti i ve¢ postoje¢i podaci o fenotipskim
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svojstvima koji su dobijeni iz ranijih istraZivanja (Jannink i sar., 2001), a koji predstavljaju
prosecne vrednosti za odredeno geografsko podrucdje, uzevsi u obzir da su analize obavljane
tokom vie godina i u razli¢itim agroklimatskim uslovima. Cinjenica da ne zahteva
prethodno poznavanje fenotipskih osobina na koje je delovala selekcija daje veliku prednost
pristupu , hitchhiking” mapiranja, koje se zasniva samo na upotrebi molekularnih markera.
Identifikaciju regiona na koje je delovala selekcija ipak moZe ugroziti nekoliko
faktora. Kako tokom razli¢itih stadijuma oplemenjivanja selekcija zahvata razli¢ite regione
genoma, delovi koji nose lokuse koji su u predackoj populaciji ve¢ fiksirani selekcijom
tokom ranog perioda oplemenjivanja mogu predstavljati potencijalne slabe tacke ovog
pristupa (Jiao i sar., 2012). Kao $to je ve¢ napomenuto, drugi izazov se javlja prilikom
razlikovanja genomskih promena koje su nastale usled delovanja selekcije i onih koje su
posledica demografskih dogadaja (geneticki drift i geneticko usko grlo) (Schlotterer, 2003;
Storz, 2005; Teshima i sar., 2006). Na osnovu analize veceg broja markera koji su locirani
Sirom genoma bi se mogla utvrditi varijabilnost na nivou celog genoma, $to bi omogucilo
detekciju lokusa cija je varijabilnost niza od prosecne, odnosno selektivno znacajnih lokusa
(Schlétterer, 2003). Osim toga, pristup ,hitchhiking” mapiranja se suocava sa problemom
identifikacije lazno pozitivnih rezultata. U velikom broju istrazivanja je na iste podatke
primenjeno vise od jedne metode za identifikaciju lokusa na koje je delovala selekcija, Sto je
Cesto ukazivalo na nedosledne rezultate razlicitih pristupa (Bonin i sar., 2006; Kane i
Rieseberg, 2007; Makinen i sar., 2008). Na osnovu ovoga je zaklju¢eno da se pouzdanost
rezultata povecava sa primenom viSe nezavisnih metoda koje se zasnivaju na razli¢itim
hipotezama, pri ¢emu lokusi za koje najmanje dva testa ukazu na delovanje selekcije,
predstavljaju kandidat lokuse vece pouzdanosti (Storz, 2005; Bonin i sar., 2006). Pored toga,
koris¢enje razli¢itih modela moZe dovesti i do identifikacije dodatnih regiona koji se
primenom drugih statistickih metoda potencijalno ne bi uodili. Navedeni problem je takode
mogude prevaziéi povecanjem broja analiziranih markera u blizini lokusa kandidata.
Ukoliko je delovanje selekcije u odredenom genomskom regionu bio lazan signal, postoje
male Sanse da ¢e ovo biti potvrdeno kod viSe markera, a istovremeno, blisko locirani

markeri mogu suziti genomski interval na koji je selekcija delovala (Wiehe i sar., 2007).
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Problem istrazivanja ove doktorske disertacije predstavlja utvrdivanje uticaja

selekcije koja je delovala tokom viSegodisnjeg oplemenjivanja na genom elitnih genotipova

soje, koji se gaje ili su se gajili na prostorima centralne i isto¢ne Evrope, a koji su nastali u

Institutu za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu, kroz ostvarivanje narednih ciljeva:

R/
0'0

Y/
0'0

analizom pedigrea elitnih genotipova, utvrdivanje svih predackih sorti i
odredivanje njihovog roditeljskog doprinosa genotipovima elitne populacija, Sto
¢e odrediti konacan odabir genotipova predacke populacije, koji ¢e dalje biti
kori$ceni u istrazivanju;

kvantifikovanje genetickog diverziteta u elitnoj i predackoj populaciji soje,
analizom polimorfnosti mikrosatelitskih lokusa (selektivho neutralnih regiona
genoma) i izracunavanjem populaciono-genetickih parametara;

odredivanje geneticke strukture ispitivanih populacija, grupisanjem analiziranih
genotipova soje u geneticki razlicite grupe, primenom programa STRUCTURE;
odredivanje stepena geneticke diferencijacije populacija soje, koriS¢enjem vise
razli¢itih pristupa, koji obuhvataju izracunavanje indeksa fiksacije, analizu
glavnih koordinata (PCoA) i analizu molekularne varijanse (AMOVA);
identifikacija mikrosatelitskih lokusa, odnosno regiona genoma soje na koje je
delovala selekcija tokom oplemenjivanja u agroklimatskim uslovima centralne i
isto¢ne Evrope, koriste¢i fenomen genetickog stopiranja (“hitchhiking” mapiranje)
i primenu vise razli¢itih metoda: empirijskih, koji se zasnivaju na smanjenju
diverziteta mikrosatelitskih lokusa i povecanju populacione diferencijacije, kao i
pristupa koji se zasnivaju na povecanju populacione diferencijacije i koris¢enju
demografskih modela;

validacija dobijenih rezultata, analizom genetickog diverziteta i diferencijacije
elitne i predacke populacije soje na osnovu razli¢itih grupa lokusa, selektivno
pozitivnih i neutralnih, testiranjem prolaska populacija kroz geneticko usko grlo,
kao i wutvrdivanjem nivoa gametskog disekvilibrijuma u analiziranim

populacijama soje;
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% In silico analiza genomskih regiona koji su se nalazili u selektivnoj prednosti,
pretragom baza podataka i bioinformati¢kim analizama, kako bi se, kao krajnji
cilj, obavila identifikacija lokusa za kvantitativne osobine ili major gena koji
determiniSu svojstva na koje je delovala selekcija tokom oplemenjivanja soje u
centralnoj i istocnoj Evropi, te imaju praktiCan znacaj u specificnim

agroklimatskim uslovima ovog regiona.

U radu ce biti sagledana mogucnost primene “hitchhiking” mapiranja za identifikaciju
genomskih regiona koji su od prakticnog znacaja za oplemenjivanje soje u agroklimatskim
uslovima centralne i istocne Evrope. Osim toga, rezultati doktorske disertacije bi, putem
karakterizacije varijabilnosti, trebalo da upotpune znanja o genetickoj kolekciji soje koja ¢ini
germplazmu u programima oplemenjivanja u Institutu za ratarstvo i povrtarstvo u Novom
Sadu. Na ovaj nacin c¢e biti omoguceno i sagledavanje posledica veStacke selekcije na
bogatstvo genskog fonda. “Hitchhiking” mapiranje funkcionalno znacajnih regiona genoma
za odredeni oplemenjivacki program, identifikovanje i karakterizacija major gena ili QTL-
ova na koje je delovala selekcija tokom stvaranja elitnih sorti je od velike vaZznosti, jer ovi
lokusi mogu predstavljati vazne regione za buduce smerove oplemenjivanja. Ocekuje se da
¢e na osnovu dobijenih rezultata istrazivanja biti omogucena identifikacija specifi¢nih alela
ili kombinacija alela koji su favorizovani tokom selekcije u agroklimatskim uslovima
centralne i istoéne Evrope, Ssto bi moglo doprineti unapredenju molekularnog
oplemenjivanja, trenutno najperspektivnijeg nacina selekcije. Genotipovi za koje se utvrdi da
su nosioci pozeljnih alelnih varijanti koje uticu na povecanje prinosa postaju roditeljski
kandidati za dalja ukrStanja, u cilju stvaranja novih sorti sa poboljSanim genetickim

potencijalom za prinos.
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4. RADNA HIPOTEZA

Radne hipoteze ovog istrazivanja su bile sledece:

R/
0.0

elitne sorte soje imaju usku geneticku osnovu, uzrokovanu malim brojem osnivackih,
predackih genotipova i ukrstanjem “elite by elite”;

odabrani mikrosatelitski lokusi ispoljavaju adekvatan nivo polimorfnosti za
poredenje predacke i elitne populacije soje, te su primenljivi molekularni markeri za
analizu genetickog diverziteta i ispitivanje populacione diferencijacije, a osim toga,
usled bliske vezanosti sa genima soje, na osnovu ovih molekularnih markera se
mogu pratiti i geni favorizovani tokom selekcije;

kao posledica dugogodisnjeg i intenzivnog oplemenjivanja, elitha populacija soje ima
manji geneticki diverzitet u odnosu na predacku populaciju, koji je narocito izraZzen u
regionima genoma zahvacenim delovanjem selekcije;

postoji geneticka struktuiranost predacke i elitne populacije soje, kao i odredeni
stepen medu-populacione diferencijacije;

u elitnoj populaciji soje je tokom oplemenjivanja delovala jaka selekcija koja je dovela
do promena u pojedinim regionima genoma, a koje se ogledaju u znacajnom
smanjenju genetickog diverziteta i visokom stepenu medu-populacione
diferencijacije;

prilikom detekcije lokusa na koje je delovala selekcija moze se uociti odredeni udeo
lazno pozitivnih rezultata;

nakon delovanja selekcije dolazi do povecanja stope gametskog disekvilibrijuma;
elitna populacija soje nije prosla kroz geneticko usko grlo;

lokusi na koje je delovala selekcija tokom oplemenjivanja determini$u agronomski
znacdajna svojstva koja imaju ulogu u adaptaciji elitnih sorti soje na agroklimatske

uslove centralne i isto¢ne Evrope.
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5. MATERIJAL I METODE RADA

5.1. FORMIRANJE MAPIRAJUCIH POPULACIJA

Identifikovanje regiona genoma soje na koje je delovala selekcija tokom
oplemenjivanja i adaptacije na specificne agroklimatske uslove centralne i istocne Evrope,
obavljeno je poredenjem populacija koje su se sastojale od elitnih i predackih genotipova.

Najpre je formirana elitna populacija, odabirom 54 visoko-prinosne sorte, koje se gaje
ili su se gajile u Srbiji, kao i na prostorima centralne i isto¢ne Evrope (Tabela 1). Sve
odabrane sorte su nastale u Institutu za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu, a priznate su
u periodu izmedu 1983. i 2013. godine. Bili su zastupljeni genotipovi razlicite duZine
vegetacije, od vrlo ranih do kasnostasnih (grupe zrenja od 000 do III).

Nakon formiranja elitne populacije, obavljena je analiza pedigrea svakog
pojedinacnog genotipa do najranijih poznatih predaka (Prilog: Tabela 1). Tom prilikom je
izra¢unat roditeljski doprinos svake predacke sorte (eng. parental contribution) pedigreu
elitne, odnosno, izra¢unat je koeficijent roditeljstva (eng. coefficient of parentage).
Izratunavanje je obavljeno na osnovu pretpostavke da je verovatnoca nasledivanja
alternativnih alela 0,5, uzevsi u obzir ¢injenicu da se 50% roditeljskih gena prenosi na
potomke. Za svaku predacku sortu je zatim izracunata prosecna vrednost udela u
pedigreima elitnih sorti (Tabela 2, Prilog: Tabela 1). U pedigreima 54 elitnih genotipova
ucestvovalo je ukupno 46 predackih sorti. Odabir sorti koje ¢e ¢initi predacku populaciju je
potom obavljen na osnovu dostupnosti genotipova i udela u pedigreima elitnih sorti. Na

ovaj nacin je obuhvaceno 28 genotipova koji su formirali predacku populaciju (Tabela 2).
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Tabela 1. Genotipovi elitne populacije soje

Grupa Godina Grupa Godina
Sorta . ) ) Sorta . ) )
Zrenja priznavanja Zrenja priznavanja

Gracia 000 2006 Venera I 2002
NS Kaca 000 2013 Ana I 2003
Krajina 00 1993 Drina I 2004
Jelica 00 1994 Glorija I 2004
Fortuna 00 2003 Sava I 2004
Meli 00 2004 Sapcanka I 2004
Julija 00 2007 Zvezda I 2004
Merkur 00 2008 Diva I 2007
Tajfun 00 2010 Victoria I 2009
NS Virtus 00 2011 Aleksandra I 2010
Afrodita 0 1994 Zlata I 2010
Belka 0 1996 NS Optimus I 2012
Nada 0 2001 NS Apolo I 2013
Proteinka 0 2001 Indijana /11 1997
Valjevka 0 2003 NS -21 I 1988
Becejka 0 2004 NS - 202 II 1989
Alisa 0 2005 Macvanka II 1993
Galina 0 2006 Vojvodanka II 1994
NS Maximus 0 2011 Avala II 1995
NS Zenit 0 2011 Mima II 2004
NS Princeza 0 2013 Idila II 2008
NS-9 I 1983 Rubin II 2008
NS -105 I 1989 NS Sirius II 2012
Balkan I 1994 NS Fantast II 2013
Ravnica I 1994 NS Zita II 2013
Vera I 1996 Morava 111 2001
Novosadanka I 2000 Senka 1II 2005

U radu je koriS¢en biljni materijal predackih genotipova koji se ¢uva u kolekciji
germplazme soje Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu; materijal iz Drzavnog
naucnog centra i Sveruskog istrazivackog instituta biljne proizvodnje Nikolaj Ivanovic
Vavilov Ruske akademije poljoprivrednih nauka (VIR), Petrograd, Rusija; kao i materijal iz
Nacionalnog programa za ocuvanje genetickih resursa, Ministarstva poljoprivrede

Sjedinjenih Americkih DrZava (National Genetic Resources Program, USDA).
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Tabela 2. Genotipovi predacke populacije soje

Sorta Grupa zrenja Zemlja porekla
Pando 000 SAD
Apache 00 Kanada
Fiskeby 840-7-3 00 Svedska
Fiskeby III 00 Svedska
Flambeau 00 SAD
Manitoba Brown 00 Kanada
Capital 0 Kanada
Four 0 SAD
Kabott 0 Kanada
Mandarin (Ottawa) 0 SAD
Strain No18 0 Nemacka
192 II Kanada
614/83 II Nemacka
Colfax II SAD
Elgin I SAD
Korean II Kanada
Mukden II SAD
Richland I SAD
A K. (Harrow) I Kanada
Dunfield I SAD
Harper III SAD
[lini 11 SAD
Manchu I SAD
Perry v SAD
S-100 Vv SAD
Ogden VI SAD
CNS VII SAD
Roanoke vl SAD

Sakupljanje uzoraka svezih, mladih listova soje je obavljeno u polju, u fazi punog

cvetanja, sa 15 biljaka od svakog genotipa. Uzorci su adekvatno obeleZeni, a zatim preneti u

Laboratoriju za biotehnologiju (Institut za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu), gde su

¢uvani na temperaturi od -80°C.
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5.2. METODE

5.2.1. IZOLACIJA GENOMSKE DNK

Ukupna genomska DNK je izolovana iz mladih listova soje upotrebom modifikovane
CTAB metode (Doyle i Doyle, 1990, CIMMYT, 2005). U prvom koraku, u te¢nom azotu
macerirano je oko 100 mg tkiva lista, u koje je zatim dodato 500 pl ekstrakcionog pufera (2%
CTAB; 100 mM Tris-HCl pH 8,0; 20 mM EDTA pH 8,0; 1,4 M NaCl; 0,2% -merkaptoetanol),
ugrejanog u vodenom kupatilu na 65°C. Tkivo sa ekstrakcionim puferom je inkubirano u
vodenom kupatilu na 65°C u trajanju od 30 minuta, uz povremeno blago mesanje sadrzaja
inverzijom. Nakon inkubacije u smesu je dodato 500 ul hloroform - izoamil alkohola (24:1).
Kivete su lagano meSane inverzijom do stvaranja emulzije, a zatim su centrifugirane 10
minuta na 11.000 rpm, na sobnoj temperaturi. Gornja, vodena faza je preneta zasecenim
nastavcima u nove kivete, uz dodavanje 350 pl ledenog izopropanola. Sadrzaj je lagano
promesan, prilikom cega su se izdvajali molekuli DNK u vidu beli¢astih niti, a zatim je
centrifugiran, 5 minuta na 10.000 rpm. Supernatant je odbacen, preostali talog DNK je
suspendovan u 200 pl pufera za ispiranje (76% etanol, 10 mM amonijum acetat) i uzorci su
potom centrifugirani, 3 minuta na 11.000 rpm. Nakon odlivanja supernatanta, talog je
osusSen u termobloku, na 35°C, dok nije dobio staklast izgled, posle cega je rastvoren u 50 ul
0,1x TE pufera (10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA pH 8,0). Rastvorena DNK je odloZena

na 4°C najmanje jedan dan, nakon ¢ega je do daljih analiza ¢uvana u zamrzivacu na -20°C.

26



Marina Tomicié doktorska disertacija

5.2.2. ODREPIVANJE KONCENTRACIJE  PROVERAVANJE KVALITETA IZOLOVANE DNK

Koncentracija i ¢istoca izolovane genomske DNK su odredivane spektrofotometrijski.
Uzorci su razblaZzeni 101x u 0,1x TE puferu i merena je apsorbancija na talasnim duzinama

od 260 nm i 280 nm pomocu spektrofotometra (MBA 2000, Perkin-Elmer Corp.).

Koncentracija DNK se izracunava prema formuli:

A260 xRx50

¢ (ug/ml) = 1000

pri ¢emu je:

A0 - apsorbancija na talasnoj duzini A=260 nm;
R - razblaZenje uzorka;

50 - koncentracija 50 pug/ml koja po teorijskoj pretpostavci ima apsorbancu Azso=1.

Za odredivanje kvaliteta ekstrahovane DNK racunat je odnos apsorbanci Azso/Axs.
Ukoliko je ovaj odnos u opsegu 1,8-2,0, smatra se da je DNK dovoljno ¢ista za analizu
molekularnim markerima mikrosatelitima. Vrednosti manje od 1,8 ukazuju da su u uzorku u
vecoj koncentraciji prisutni proteini.

Nakon odredivanja koncentracije i kvaliteta, svi izolovani rastvori DNK su

standardizovani do 10 ng/ul za dalju upotrebu u reakcijama.

5.2.3. MIKROSATELITSKI MARKERI I LANCANA REAKCIJA POLIMERAZE (PCR)

U istraZivanju je koriS¢eno 68 SSR markera (Prilog: Tabela 2), odabranih iz baze
podataka (SoyBase, 2015), na osnovu geneticke mape soje “Composite 2003” (Song i sar.,
2004). Izabrani mikrosatelitski lokusi su bili tako rasporedeni u genomu soje da pokriju svih
20 hromozoma. Svi analizirani mikrosatelitski markeri su se sastojali od ponovka - ATT,

izuzev markera SOYGPATR (CTT) i Sat_084 (AT).
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Umnozavanje mikrosatelitskih lokusa je obavljeno pomocu para prajmera. Jedan
prajmer iz para je bio fluorescentno obeleZen na 5 kraju, sa jednom od cetiri fluorofore -
6FAM, VIC, NED ili PET (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Reakcije polimeraze
su izvedene u aparatu GeneAmp PCR System 9700, 96-Well Gold-Plated (Applied
Biosystems). Reakciona smesSa ukupne zapremine 25 ul je sadrzala: 30 ng genomske DNK,
1x KCl pufer, 2 mM MgClz, 0,2 mM pojedinac¢nih ANTP u smesi, 0,1 uM para prajmera i 1U
enzima Taq polimeraza. Pre amplifikacije je obavljena optimizacija reakcije.

PCR reakcija je zapocela uvodnom denaturacijom na 95 °C u trajanju od 2 minuta.

Nakon toga su usledila 33 ciklusa, pri ¢emu se svaki sastojao od sledecih koraka:

- denaturacija dvolan¢ane DNK na 94°C, u trajanju od 45 sekundi;
- vezivanje prajmera za matri¢cnu DNK na 47°C, u trajanju od 45 sekundi;

- elongacija na 68°C, u trajanju od 45 sekundi.

Reakcija je zavrSena finalnom elongacijom na 72°C u trajanju od 7 minuta. Za umnoZavanje

svih mikrosatelitskih lokusa je koriS¢en isti PCR program.

5.2.4. ANALIZA MIKROSATELITSKIH FRAGMENATA

Razdvajanje produkata PCR reakcije, koji su dobijeni umnozZavanjem ispitivanih
mikrosatelitskih lokusa, je obavljeno kapilarnom elektroforezom, uz pomo¢ aparata Genetic
Analyzer Prism 3130 (Applied Biosystems). PCR produkti su razdvajani i poredeni po
velicini, sa preciznos$¢u od jednog baznog para (bp). Za razdvajanje PCR produkata koris¢en
je polimer POP4 (4% polidimetil akrilamid, 8M urea, 5% 2-pirolidinon) (Applied
Biosystems). Fragmentna analiza se odvijala u sistemu od éetiri kapilare, duzine 36 cm, koje
su dizajnirane za genotipizaciju mikrosatelita, pri cemu se detekcija PCR produkata
zasnivala na principu fluorescencije. Odnosno, fluorescentno obeleZeni PCR produkti
krec¢udi se kroz kapilare od katode prema anodi, prolaze kroz laserski zrak koji emituje
aparat i zatim se detektuje emitovano fluorescentno zracenje koje odaje uzorak.

Za analizu duZine fragmenata PCR produkti su sjedinjavani u kombinaciji od cetiri

ili viSe markera istovremeno. Spajani produkti reakcije koji su obeleZeni istom fluoroforom
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su davali produkte razlic¢ite duZine, koji se ne preklapaju. Za analizu je koriS¢eno ukupno 2
pl smese amplifikovanih fragmenata, koji su zatim pomesani sa 7,8 ul Hi-Di formamida
(Applied Biosystems) i 0,2 ul standarda molekulske mase (GeneScan 500-LIZ Size Standard,
Applied biosystems). Ukupna zapremina smese je bila 10 ul. Nakon formiranja reakcione
smese, uzorci su denaturisani 5 minuta na 94°C, a zatim postavljani u DNK sekvencer.
Kontrola rada instrumenta i unos podataka o uzorcima su obavljeni primenom
softvera Data Collection, verzija 3.0 (Applied Biosystems). Nakon zavrSene analize, odredene
su veli¢ine amplifikovanih fragmenata uz pomoc¢ Gene Mapper softvera, verzija 4.0 (Applied
Biosystems), koji odreduje duzinu PCR produkata na osnovu poredenja sa internim

standardom.
5.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

5.3.1. ANALIZA GENETICKE VARIJABILNOSTI POPULACIJA SOJE

Diverzitet analiziranih mikrosatelitskih markera unutar populacija soje je izraZen
pomocu razlic¢itih populaciono-genetickih parametara, dobijenih koris¢enjem razlicéitih
programskih paketa. U okviru Excell Microsatellite Toolkit, verzija 3.1 (Park, 2001) rac¢unati
su broj alela po lokusu (Na), frekvencija alela, ocekivana (He) heterozigotnost lokusa i indeks
polimorfizma (PIC, eng. Polymorphism Information Content). Parametar ,allelic richness” (Rs) je
dobijen pomocu programa FSTAT 2.9.3 (Goudet, 2001), dok su efektivan broj alela (Ne) i broj
jedinstvenih alela (Np, eng. private allels) racunati primenom programa GenAlEx 6.5 (Peakall
i Smouse, 2012).

Parametri genetickog diverziteta su racunati za svaku populaciju pojedinacno.

Ocekivana heterozigotnost (He, eng. Nei's unbiased gene diversity) (Nei, 1973)

predstavlja frekvencu ocekivanih heterozigota za dati lokus pri slu¢ajnom ukrstanju.

He=1—2pi2

pri ¢emu je: pi-frekvencija i-tog alela odredenog lokusa. Prose¢na vrednost He za sve lokuse

predstavlja procenu obima geneticke varijabilnosti u populaciji.
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Indeks polimorfnosti (PIC) (Botstein i sar., 1980) kao mera polimorfizma odredenog

molekularnog markera, je izracunat prema formuli:

PIC = 1—le-2

pri ¢emu je: xi-relativna frekvencija i-tog alela.

Parametar ,allelic richness” (Rs) oznacava diverzitet alela, odnosno broj alela po
lokusu, koji ne zavisi od velicine uzorka, tj. uzima u obzir razliku u veli¢ini uzoraka izmedu
populacija. Ovim je omoguceno poredenje uzoraka razlicite veli¢ine, upotrebom statisticke

tehnike refrakcije uzorka, prema formuli:

v -]

pri éemuje: N - broj uzorkovanih jedinki,
2N - broj uzorkovanih alela,
Ni - broj alela i u populaciji,
n - veli¢ina najmanjeg uzorka u analizi,
2n - broj alela najmanjeg uzorka u analizi.

Efektivan broj alela (Ne) predstavlja broj alela jednakih frekvencija koji bi bio
potreban kako bi se dobila heterozigotnost uoc¢ena u populaciji. Ovaj parametar genetickog
diverziteta je takode manje osetljiv na veli¢inu uzorka i prisustvo retkih alela i omogucava
poredenje diverziteta lokusa koji imaju razlicitu distribuciju frekvencija alela. Izracunava se

pomocu formule:

1

Ne =
€ 1—He

pri ¢emu je He — ocekivana heterozigotnost.
U cilju utvrdivanja znacajnosti razlika srednjih vrednosti parametara geneticke
varijabilnosti (Na, Rs, He, PIC) izmedu analiziranih populacija koris¢en je neparametrijski

Mann-Whitney (MW) test.
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5.3.2. GENETICKA STRUKTURA POPULACIJA SOJE

Na osnovu izracunatih frekvencija alela mikrosatelitskih lokusa i primenom
programa STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard i sar., 2000), definisana je geneticka struktura
populacija. Analize u navedenom programu obavljaju grupisanje jedinki, koje imaju
karakteristicne frekvencije alela, u podgrupe (klastere) kako bi se postiglo stanje Hardi-
Vajnbergovog i gametskog ekvilibrijuma (eng. linkage equilibrium) unutar populacija.

U ovom programu je implementiran algoritam koji se zasniva na modelu Bajesovog
metoda grupisanja (eng. Bayesian clustering method). PodeSavanjem parametara je definisan
tok analize, prilikom cega je pretpostavljeno meSano poreklo ispitivanih jedinki (eng.
admixture model), koje pretpostavlja da svaka jedinka nosi odredeni deo genoma svake od K
populacija. Odnosno, jedinke se mogu istovremeno rasporediti, na osnovu verovatnoce, u
dve ili viSe (K) populacija. U analizu je takode uvrSten model nezavisnih frekvencija alela
(eng. independent allele frequencies) koji pretpostavlja razlic¢ite frekvencije alela u
populacijama, Sto je ocekivano i u naSem slucaju nakon delovanja selekcije, a karakteriSe se
parametrom A (lambda). NajceS¢e se podeSava da je A=1. Ostali parametri analize su
definisali 50.000 Markov chain Monte Carlo (MCMC) ponavljanja, nakon odbacivanja prvih
10.000 ponavljanja (eng. burn-in). Hipoteticki broj ocekivanih podgrupa (K) kretao se od 1 do
5 pri ¢emu je za svaku ispitivanu K vrednost analiza ponovljena 5 puta. Program
STRUCTURE razvrstava sve genotipove Cija je vrednost koeficijenta pripadnosti grupi (Q)
veca od 0,5 u isti klaster, tako da je suma svih koeficijenata jednaka 1.

U programu STRUCTURE se, sa ciljem odredivanja optimalnog broja genetickih
klastera u analiziranom uzorku, procenjuje a posterior verovatnoca za dati broj
pretpostavljenih genetickih klastera (K), odnosno izra¢unava se parametar L(K) (Pritchard i
sar., 2000). Medutim, logaritamska distribucija L(K) ne ukazuje jasno na pravu vrednost
genetickih klastera. Usled ovoga je primenjen i metod korekcije podataka (AK metod)
(Evanno i sar., 2005), koja se obavlja matematickim preracunom iz vrednosti L(K) u AK.
Pomocu AK vrednosti se moze jasno istaci prekid logaritamske distribucije L(K) na mestu K
koji oznacava optimalan broj genetickih klastera, pri ¢emu najveca vrednost AK predstavlja

stvaran broj klastera unutar populacije. Za odredivanje najverovatnijeg broja klastera (K) u
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analiziranom uzorku je upotrebljen softver STRUCTURE HARVESTER (Earl i vonHoldt,
2012).

5.3.3. GENETICKA DIFERENCIJACIJA POPULACIJA SOJE

Za kvantifikaciju populaciono-geneticke diferenciranosti koris¢en je Fst parametar.
Indeks fiksacije izmedu subpopulacija, uzimajuci u obzir frekvencije alela, ukazuje na stepen
inbridinga unutar subpopulacije u odnosu na ukupnu populaciju, odnosno skup svih
subpopulacija, i izraZzava verovatnoc¢u da dva alela slucajno uzeta iz subpopulacije imaju
identi¢no poreklo. Fst indeks fiksacije se izracunava kao mera smanjenja ocekivane
heterozigotnosti, u uslovima Hardi-Vajnbergove ravnoteZe, na jednom nivou populacione
hijerarhije (subpopulacija - Hs) u odnosu na visi nivo hijerarhije (skup svih subpopulacija -

Ht) (Hartl i Clark, 1997).

Ukoliko ne postoji geneticka diferenciranost, frekvencije alela ¢e biti jednake u
razli¢itim populacijama i Fst ¢e imati minimalnu vrednost (0). Suprotno ovome, kada su u
populacijama fiksirani razliciti aleli, parametar Fst ¢e imati maksimalnu vrednost (1). Smatra
se da je populaciono-geneticka diferencijacija: (a) niska - ukoliko je Fst vrednost manja od
0,05; (b) umerena - kada je Fst vrednosti izmedu 0,05 i 0,15; (c) visoka - ukoliko je Fst
vrednost u opsegu od 0,15 do 0,25; (d) veoma visoka - kada je Fst vrednost veca od 0,25
(Wright, 1978).

Za izracunavanje vrednosti geneticke diferencijacije izmedu predacke i elitne
populacije po lokusima, upotrebljen je program PopGene, verzija 1.31 (Yeh i sar., 1999).

U cilju ispitivanja hijerarhijske podele ukupne geneticke varijabilnosti unutar i
izmedu populacija koris¢ena je analiza molekularne varijanse (AMOVA) (Excoffier i sar.,
1992). Uz pomo¢ AMOVA utvrdeni su indeksi geneticke strukture na osnovu frekvencija
alela, prilikom cega se, za razliku od drugih pristupa, uzima u obzir i informacija o alelskom
sastavu haplotipova. Hijerarhijskom analizom, ukupna varijansa je podeljena na

kovarijacione komponente usled individualnih, unutarpopulacionih i medupopulacionih
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razlika. Na osnovu navedenih komponenti izracunati su indeksi fiksacije. Znacajnost
komponenti varijanse koje su u vezi sa razli¢itim nivoima geneticke strukture je testirana
neparametrijskim permutacionim testom. Verovatnoca znacajnosti je procenjena pomocu
1.000 permutacija. Analiza molekularne varijanse svakog lokusa obavljena je pomocu
softverskog paketa Arlequin, verzija 3.5 (Excoffier i Lischer, 2010).

Kako bi se sto bolje opisala raspodela geneticke varijabilnosti, analiza molekularne
varijanse je obavljena na razlicito grupisanim podacima. AMOVA je prvo primenjena na
skup svih mikrosatelitskih markera, sa genotipovima grupisanim u predacku i elitnu
populaciju. Nakon klasifikacije lokusa prema delovanju selekcije, analizirani su pojedina¢no
skup neutralnih kandidat lokusa i skup pozitivnih kandidat lokusa, pri ¢emu je zadrzana
podela genotipova na predacku i elitnu populaciju.

Analiza glavnih koordinata (eng. Principal Coordinate Analysis, PCoA) omogucava
pronalaZenje i graficko prikazivanje odnosa u okviru velikog skupa podataka (npr. veéi broj
lokusa i uzoraka), olakSavajuéi na taj naéin njihovu interpretaciju. Prilikom analize,
koordinate glavnih osa varijabilnosti se postavljaju u okviru viSedimenzionalnog skupa
podataka, na osnovu cega se predstavlja udaljenost medu uzorcima. Kada postoje posebne
grupe u okviru velikog skupa podataka, prve dve ili tri ose najcesée ukazuju na veci deo
razlika izmedu grupa, dok svaka naredna osa objasnjava proporcijalno manji udeo ukupne
varijabilnosti.

Programski paket GenAlEx 6.5 (Peakall i Smouse, 2012) je upotrebljen za racunanje
Cavalli-Sforza i Edvards (1967) geneticke udaljenosti izmedu pojedinih genotipova.

Dobijena matrica genetic¢kih udaljenosti je potom posluzila za analizu glavnih koordinata.
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5.3.4. IDENTIFIKACIJA LOKUSA NA KOJE JE DELOVALA SELEKCIJA

Identifikacija lokusa na koje je delovala selekcija prilikom adaptacije soje na
agroklimatske uslove centralne i istocne Evrope je obavljena primenom Ccetiri razlicite

metode, dve empirijske i dve koje su se zasnivale na demografskim modelima.

5.3.4.1. EMPIRIJSKI PRISTUP KOJI SE ZASNIVA NA SMANJENJU DIVERZITETA

MIKROSATELITSKIH LOKUSA

Primenjeni su empirijski, kvantitativni testovi, InRV i InRH (Schlotterer, 2002;
Schlotterer i Dieringer, 2005), koji porede varijabilnost mikrosatelitskih lokusa izmedu dve
populacije, zasnivajuci se na pretpostavci o smanjenju genetickog diverziteta u genomskim
regionima na koje je delovala selekcija (eng. selective sweep).

InRV test za izrazavanje geneticke varijabilnosti koristi varijansu broja ponovaka

mikrosatelita (Schlotterer, 2002):

IR

1

_ePopl [ ((ZNePo P‘))] [E(VPO )]
I[E(RV)] = In |E[ 2 In|E o) = =
nlERV)] =1n ~Opop, " (2Nepop, 1) E(Veop, )

pri ¢emu je NePop efektivna veli¢ina populacije, a i stopa mutacije mikrosatelita.

InRH test (Schlotterer i Dieringer, 2005) ispituje promene genetickog diverziteta
mikrosatelitskih lokusa izmedu dve populacije usled delovanja selekcije, koristeci oc¢ekivanu

heterozigotnost (He) za opisivanje varijabilnosti populacija:

pri ¢emu je Hp,, ocekivana heterozigotnost populacije.
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Identifikacija mikrosatelita koji su u vezi sa regionima na koje je delovala selekcija
obavljena je na osnovu odstupanja od normalne (Gausove) raspodele InRV i InRH vrednosti,
koja se ocekuje kod lokusa na koje nije delovala selekcija. Karakteristike distribucije su
odredene pomocu Kolmogorov-Smirnov testa, nakon cega su InRV i InRH vrednosti
standardizovane. Na osnovu empirijske raspodele standardizovanih vrednosti obavljena je
identifikacija lokusa na koje je delovala selekcija, pri ¢emu je ocekivano da ¢e 95% lokusa
imati p-vrednost u intervalu izmedu -1,96 i 1,96, dok lokusi izvan ovog intervala statisticki
znacajno odstupaju (p<0,05) od normalne raspodele i predstavljaju potencijalne regione na

koje je delovala selekcija (Schldtterer, 2002).

5.3.4.2. EMPIRIJSKI PRISTUP KOJI SE ZASNIVA NA POVECAN]JU POPULACIONE DIFERENCIJACIJE

Uzimajudi u obzir da pozitivna selekcija ¢esto povecava stepen alelske diferencijacije
medu populacijama, indeks fiksacije (Fst) je osim za kvantifikaciju geneticke diferenciranosti
populacija koriséen i kao indikator delovanja selekcije (Nielsen, 2005). Usvojen je kriterijum
prema kome lokusi na koje je delovala pozitivna selekcija imaju Fst vrednost najmanje dva
puta vecu od prosecne vrednosti za sve lokuse. Ovaj pristup je takode empirijski, a s
obzirom da ne koristi preciznu statisticku granicu za identifikovanje lokusa na koje je

delovala selekcija, primenjene su i druge metode koje se zasnivaju na Fst parametru.

5.3.4.3. PRISTUPI KOJI SE ZASNIVAJU NA POVECAN]JU POPULACIONE DIFERENCIJACIJE I

KORISCENJU DEMOGRAFSKIH MODELA

Sa ciljem identifikacije mikrosatelitskih lokusa na koje je delovala selekcija, koris¢en
je metod koji je implementiran u program Lositan (Antao i sar., 2008). Lokusi na koje je
delovala selekcija se identifikuju na osnovu odnosa Fst vrednosti i odekivane
heterozigotnosti (Beaumont i Nichols, 1996; Beaumont i Balding, 2004). Na osnovu
simulacija koje su koristile ostrvski model migracije, a koji podrazumeva postojanje
ravnoteze izmedu stope mutacija i genetickog drifta (Strobeck, 1987) izracunava se teorijska
(referentna) distribucija Fst vrednosti i ocekivane heterozigotnosti (Beaumont i Nichols,

1996).
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Analiza svih uzoraka u programu Lositan je obavljena u dva koraka. Tokom prvog
koraka je, nakon izracunavanja teorijske distribucije, uklonjen pocetni skup lokusa na koje je
delovala selekcija, a koji su se nalazili izvan intervala poverenja od 95%. Nakon toga,
izracunata je prose¢na, neutralna Fst vrednost koriste¢i samo potencijalno neutralne lokuse
koji nisu bili uklonjeni u prethodnom koraku, uz 100.000 simulacija, pretpostavljajuci model
neogranicenog broja alela (eng. infinite alleles) i bisekcioni aproksimacijski algoritam (Antao i
sar., 2008). U drugom koraku, ponovo je obavljena analiza svih lokusa, nakon cega su
identifikovani vanmarginalni lokusi koji imaju prekomerno visoke ili niske Fst vrednosti u
poredenju sa prosecnom, neutralnom Fst vrednosti. Vanmarginalni lokusi su identifikovani
poredenjem uocene distribucije primenom ostrvskog modela migracija, sa prose¢nom
vrednosti u uslovima neutralnosti i na nivou znacajnosti p<0,05. Lokusi koji su imali
izuzetno visok ili nizak nivo geneticke diferencijacije su identifikovani kao kandidati za
delovanje pozitivne ili balansne selekcije.

Naredni pristup za detekciju lokusa koji su bili pod uticajem selekcije je
implementiran u program Arlequin, verzija 3.5 (Excoffier i Lischer, 2010) i predstavlja
modifikovani pristup Beaumont i Nichols (1996), gde se porede ocekivana heterozigotnost
(He) i indeks fiksacije (Fst) kao mera diferencijacije populacija, za svaki lokus pojedinacno. U
programu Arlequin je, kao i u programu Lositan, primenjen ostrvski model migracija,
koriste¢i 50.000 simulacija, sa pretpostavkom postojanja 100 dema u svakoj grupi. Osim
ovog modela, za formiranje teorijske distribucije odnosa Fst i He, u programu Arlequin je
koris¢en i hijerarhijski ostrvski model migracije (Excoffier i sar., 2009). Analize su obavljene
primenom modela neogranicenog broja alela (eng. infinite alleles) i pretpostavke prisustva 10
grupa od 100 dema, koristeci 50.000 simulacija. Na osnovu rezultata simulacija su odredene i
postavljene granice intervala poverenja koje su posluzile za identifikaciju lokusa na koje je
delovala selekcija.

Lokusi koji su se nalazili izvan nivoa poverenja od 95% su predstavljali kandidat
lokuse za delovanje selekcije. S obzirom da su pojedine analize u programu Arlequin
zahtevale definisanje hijerarhijske strukture populacija, analizirane su dve grupe (predacka i
elitna populacija), ¢ija je dalja podela na podgrupe obavljena na osnovu prethodno utvrdene
geneticke strukture ovih populacija, odnosno na osnovu dobijenih rezultata u programu

STRUCTURE. Genotipovi predacke populacije koji su bili geneticki sli¢niji elitnim
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genotipovima i ¢iji je koeficijent pripadnosti predackoj populaciji iznosio Q<0,5, su pripadali
elitnoj podgrupi predacke grupe, dok je ostatak genotipova pripadao predackoj podgrupi
predacke grupe. Na slican nacin su podeljeni i genotipovi elitne populacije, ¢cime je dobijeno
ukupno cetiri podgrupe koje su bile rasporedene u dve grupe.

Kriterijum za kvalifikaciju lokusa kao jakih kandidata za delovanje selekcije bio je da
su identifikovani primenom najmanje dva statisticka pristupa, na osnovu cdega su svi

analizirani lokusi podeljeni u dve grupe, na neutralne i pozitivne kandidat lokuse.

5.3.5. ANALIZA GENETICKOG USKOG GRLA

(,, BOTTLENECK” ANALIZA)

Kako bi se razlikovali efekti selekcije, koja deluje na pojedinacne lokuse, od
demografskih efekata, koji deluju na genom u celosti, testiran je prolazak populacija kroz
geneticko usko grlo (eng. bottleneck), posebno za skupove neutralnih i kandidat lokusa na
koje je delovala selekcija. U populacijama koje su prosle kroz skorasnje smanjenje efektivne
veli¢ine, dolazi do smanjenja broja alela i ocekivane heterozigotnosti (geneticki diverzitet,
He). Gubitak alela je brzi u odnosu na smanjenje heterozigotnosti, te ¢e u takvim
populacijama ocekivana heterozigotnost biti ve¢a od heterozigotnosti (Heq) koja se ocekuje
pod pretpostavkom da je populacija bila konstantne veli¢ine, u uslovima ravnoteze
genetickog drifta i mutacija. Vrednost parametra Heq se izracunava na osnovu uocenog broja
alela, primenom razli¢itth modela mutacije mikrosatelita. Statisticki znacajno povecanje
heterozigotnosti (eng. heterozigosity excess) ukazuje na prolazak populacija kroz geneticko
usko grlo (Cornuet i Luikart, 1996), a navedeni pristup je implementiran u programu
BOTTLENECK v. 1.2.02 (Piry i sar., 1999).

Odstupanja od ocekivane heterozigotnosti su utvrdivana koris¢enjem TPM modela
mutacija (eng. two-phase model) koji pretpostavlja da vecdina mutacija sledi SMM model
mutacija (eng. stepwise mutation model, novi aleli nastaju dodavanjem ili gubitkom jednog
mikrosatelitskog ponovka), pri ¢emu ukljucuje i odredeni procenat mutacija koji odstupaju
od ovog modela (Di Rienzo i sar., 1994). Kako samo mali broj mikrosatelitskih lokusa sledi
SMM model, preporucuje se koris¢enje TPM modela, pod pretpostavkom da 90% mutacija

prati SMM, a 10% cine viSestruke promene. Analize su obavljene koriste¢i 5.000 simulacija i
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varijansu izmedu vise koraka koja je iznosila 12. Kako bi se utvrdilo da li su odstupanja
ocekivanih heterozigotnosti bila statisticki znacajna (p<0,05) koriSceni su Sign i Wilcoxon

testovi.

5.3.6. GAMETSKI DISEKVILIBRIJUM

Za kvantifikaciju gametskog disekvilibrijuma (eng. linkage disequilibrium) korisceni su
parametri D" i 72. Standardizovani koeficijent disekvilibrijuma (D") odreduje da li je doslo do
rekombinacija izmedu alela i predstavlja relativhu vrednost gametskog disekvilibrijuma u
odnosu na D vrednost, koja predstavlja maksimalnu mogucu vrednost disekvilibrijuma koja
se pretpostavlja na osnovu uocenih frekvencija alela. Parametar r? predstavlja kvadratni
koeficijent ~ korelacije izmedu dva lokusa. Statisticka verovatnoca gametskog
disekvilibrijuma izmedu svih parova ispitivanih mikrosatelitskih lokusa je racunata
koriS¢enjem programskog paketa TASSEL, verzija 2.1 (Bradbury i sar., 2007; Tassel, 2014).
Nivo znacajnosti vrednosti r> izmedu parova lokusa je racunat koriste¢i 1.000 permutacija,
pri ¢emu su iz analize uklonjeni retki aleli, koji su imali frekvenciju manju od 0,05.

Analiza gametskog disekvilibrijuma je obavljena posebno za predacku i elitnu
populaciju soje, kao i za parove lokusa koji se nalaze na razli¢itim hromozomima (eng.
unlinked) i za lokuse sa istih hromozoma (eng. linked, synthenic). Za statisticki znacajne
asocijacije izmedu alela razlicitih lokusa (gametski disekvilibrijum) su uzimani parovi kod

kojih je p<0,001.

5.3.7. KARAKTERIZACIJA IDENTIFIKOVANIH SELEKTIVNO ZNACAJNIH KANDIDAT LOKUSA

Nakon identifikacije selektivno znacajnih lokusa, pristupilo se in silico analizi i
karakterizaciji genomskih regiona koji su nosili pozitivne kandidat lokuse. Poredene su
genomske lokacije selektivno znacajnih mikrosatelitskih lokusa i njihovih susednih regiona
u intervalu ukupne Sirine 5 cM, sa polozajem prethodno mapiranih lokusa za kvantitativne
osobine kod soje. Ovom prilikom je koris¢ena geneticka mapa “Composite 2003” u bazi
podataka SoyBase, koja pruza informacije o pozicijama QTL-ova koje su dobijene analizom

razli¢itih biparentalnih populacija (Song i sar.,, 2004; SoyBase, 2015). Nakon ovoga je
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primenjen i drugi kriterijum, kada je posmatrana iskljucivo lokalizacija kandidat lokusa u
okviru mapirajucih intervala poznatih QTL-ova.

Na osnovu genomske pozicije kandidat lokusa za pozitivnu selekciju i baze podataka
SoyBase, obavljeno je i pretraZivanje gena koji se nalaze u intervalu ukupne Sirine 200 kbp,
sa mikrosatelitskim lokusom u srediStu posmatranog intervala (SoyBase, 2015). KoriS¢ena
fizicka mapa se zasniva na poslednjoj objavljenoj verziji asembliranja i anotacije sekvence
genoma sorte Williams 82 (Glyma.Wm82.a2, Gmax2.0) (Schmutz i sar., 2010). Nakon
identifikacije potencijalnih genskih modela, pristupilo se njihovoj funkcionalnoj anotaciji na
osnovu informacija sadrzanih u bazama podataka SoyBase i SoyKB: Soybean Knowledge
Base (Joshi i sar., 2014). Ovom prilikom su odredeni i domeni ontologije gena (eng. gene
onthology, GO) za bioloske procese i molekularne funkcije koje njihovi produkti obavljaju,
kao i deo Celije u kojima se aktivnost odvija. Za analiziranje genetickih modela koriS¢en je
GO Term Enrichment Tool u bazi podataka SoyBase (Morales i sar., 2013; SoyBase, 2015).
Analiza profila genske ekspresije identifikovanih potencijalnih gena obavljena je pomocu

RNA Seq Atlas-a u SoyBase (Severin i sar., 2010; SoyBase, 2015).
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6. REZULTATI

IstraZivanje je obuhvatilo elitnu populaciju, koja je bila sacinjena od sorti soje koje se
gaje ili su se gajile na prostorima centralne i istocne Evrope, i predacku populaciju koju su
¢inili genotipovi koji su vodili poreklo uglavom sa prostora Severne Amerike, dok je manji
deo poticao iz Evrope. PaZljivim odabirom 28 predackih genotipova je obuhvaceno ukupno
85,9% pedigrea elitne populacije, od cega je 15 genotipova obuhvatilo 80% pedigrea (Slika 2).
Duzina vegetacije genotipova predacke populacije je bila Sireg opsega u odnosu na elitnu,
obuhvatajuci grupe zrenja od veoma ranih (000) do veoma kasnih sorti VII grupe zrenja

(Tabela 2).
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Slika 2. Prosecan udeo doprinosa predackih genotipova (%) pedigreima elitne populacije

6.1. GENETICKA VARIJABILNOST POPULACIJA SOJE

Nivo genetickog diverziteta predacke i elitne populacije soje je odreden analizom
polimorfnosti 68 mikrosatelitskih lokusa. Ispitivani molekularni markeri su bili rasporedeni
na svakom od 20 hromozoma soje, od jednog do sedam markera po hromozomu.
Genotipizacija je obavljena neposredno iz elektroforegrama, ocitavanjem velicine alela (bp),

koja se kretala od 88 do 318 bp (Slika 3).

40



Marina Tomici¢ doktorska disertacija

Analizirani molekularni markeri su amplifikovani sa visokim procentom uspesnosti
reakcije. Kod 61 lokusa amplifikacija je bila u potpunosti (100%) efikasna u okviru
ispitivanih genotipova, kod cetiri mikrosatelita uspesnost je bila 98,8%, dok je najniza

uspesnost koja je iznosila 95,1% uocena kod lokusa Satt435.
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Slika 3. Elektroforegram mikrosatelita Satt582 i Satt343 za genotip Sapcanka iz elitne
populacije (SMM-standard molekulske mase; rf-relativna fluorescencija, bp-bazni parovi)

Parametri geneticke varijabilnosti su izracunati posebno za predacku i elitnu
populaciju soje, za svaki pojedinacni lokus (Tabela 3). Svi analizirani lokusi su bili
polimorfni. Prilikom analize 68 mikrosatelitskih markera, u uzorku od 28 predackih
genotipova soje uoceno je 342 razlicita alela, dok je elitna populacija koja se sastojala od 54
genotipa brojala ukupno 279 alela. Prosecan broj alela po lokusu je u predackoj populaciji
iznosio 5,03, dok je u elitnoj populaciji bio 4,10. U predackoj populaciji se broj alela po
lokusu kretao u opsegu od dva do deset (Tabela 3), dok se kod elitnih genotipova moglo
uociti od dva do 11 alela po lokusu. Najvedi broj alela se nalazio u lokusu Satt263, u elitnoj
populaciji. Frekvencije alela analiziranih mikrosatelitskih markera u predackoj i elitnoj

populaciji su prikazane u Prilogu: Tabela 3.
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Uzevsi u obzir da broj alela zavisi od veli¢ine uzorka i da je analizirano pribliZzno dva
puta viSe elitnih genotipova, izracunati su dodatni parametri “allelic richness” (Rs) i efektivan
broj alela po lokusu (Ne), koji ne zavise od veli¢ine uzorka.

Parametar Rs je za predacku i elitnu populaciju (Tabela 3) imao sli¢ne vrednosti kao
broj alela po lokusu (Na). Kod predackih genotipova je Rs imao vrednosti od 2 do 9,86
(Satt521) alela po lokusu, a u elitnoj populaciji se kretao od 1,92 za lokus Satt331 do 9,11
(Satt263). Prosecna vrednost Rs je u predackoj populaciji soje iznosila 5, a u elitnoj populaciji
3,73 alela po lokusu.

Vrednosti drugog parametra koji ne zavisi od veli¢ine uzorka, efektivan broj alela po
lokusu (Ne), su bile skoro duplo niZe u odnosu na uocene vrednosti za broj alela po lokusu i
“allelic richness”. Ovaj parametar se kod predackih genotipova soje kretao u opsegu od 1,34
(Satt582) do 5,83 kod lokusa Satt596, pri cemu je srednja vrednosti iznosila 3,08 efektivnih
alela po lokusu. U elitnoj populaciji je najniza vrednost uocena u lokusu Satt331 (1,08), a
najvisa u lokusu Satt263 (4,20), a prosecna vrednost Ne je iznosila 2,15 efektivnih alela po
lokusu.

U predackoj populaciji je generalno uocen vedi broj jedinstvenih (eng. private) alela
(Np) u odnosu na elitnu (Slika 4). Kod predackih genotipova je detektovano ukupno 107, a
kod elitnih 44 jedinstvena alela. Jedinstveni aleli su bili prisutni kod svih genotipova
predacke populacije, dok kod 12 genotipova elitne populacije (22%) ovi aleli nisu uoceni.
Najvedi broj jedinstvenih alela u predackoj populaciji se nalazio kod genotipova Manitoba
Brown i CNS, koji su imali 18 ovakvih alela (Slika 4). U elitnoj populaciji je najvedi broj
jedinstvenih alela imao genotip Gracia (5), dok su po 4 jedinstvena alela uocena kod
genotipova Fortuna, NS Optimus i Aleksandra. Frekvencije jedinstvenih alela u predackoj
populaciji su se kretale od 0,018 do 0,250 za lokuse Satt259 i Satt556. Kod elitne populacije je
najniza vrednost frekvencije jedinstvenih alela bila 0,009, a najviSa vrednost je iznosila 0,380

i bila je uocena u lokusu Satt338 (Prilog: Tabela 3).
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Tabela 3 (nastavak)

PIC

He

Rs

Ne

Na

Lokus

Hromozom Pozicija na mapi (cM)

2,34 1,58 4,00 3,45 0584 0,372 0,506 0,337
488 1,80 897 5,68 0810 0449 0,774 0,423
420 2,82 598 4,18 0,776 0,651 0,723 0,575
3,99 2,27 599 3,90 0,763 0,564 0,712 0,480

Prose¢na vrednost 5,03 4,1 3,08 2,15
Na - broj alela po lokusu; Ne — efektivan broj alela po lokusu; Rs — “allelic richness”; He - ocekivana heterozigotnost; PIC — indeks

polimorfnosti
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Slika 4. Histogram broja lokusa sa jedinstvenim alelima (Np) u genotipovima predacke i elitne populacije soje
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Indeks polimorfnosti (PIC), kao mera informativnosti molekularnih markera, je
pokazao da je mikrosatelitski lokus Satt263 bio najpogodniji za analizu geneticke
varijabilnosti genotipova, kako predacke (0,809) tako i elitne populacije (0,727), Sto je u
saglasnosti sa cinjenicom da je kod ovog lokusa detektovan najveci broj alela. Marker
Satt582 se pokazao kao najmanje informativan za predacku populaciju (0,234). Kada su
posmatrane vrednosti indeksa polimorfnosti u elitnoj populaciji, uoceno je da je za
ispitivanje diverziteta najmanje pogodan bio marker Satt331 (0,069). Prose¢na vrednost PIC
parametra je iznosila 0,569 u predackoj i 0,426 u elitnoj populaciji (Tabela 3).

Vrednosti ocekivane heterozigotnosti (He) pojedinacnih lokusa su bile prili¢no
heterogene u analiziranim populacijama soje. Kod predackih genotipova je najmanja
vrednost iznosila 0,257 za lokus Satt582, a najveca 0,844 za lokus Satt596, dok su vrednosti
ovog parametra u elitnoj populaciji bile nize, kre¢udi se u opsegu od 0,072 za lokus Satt331
do 0,769 za lokus Satt263 (Tabela 3). U elitnoj populaciji je kod 82,3% analiziranih lokusa
uoceno smanjenje ocekivane heterozigotnosti, kao mere genetickog diverziteta, u poredenju
sa predackom populacijom (Slika 5). Prose¢na vrednost ocekivane heterozigotnosti je kod
ispitivanih genotipova predacke populacije iznosila 0,63, dok je u elitnoj populaciji imala
nizu vrednost (0,48) (Tabela 3).

Porededi prosecne vrednosti parametara genetickog diverziteta u populacijama soje,
uocava se smanjenje varijabilnosti u elitnoj populaciji (Tabela 3). Naime, zapaZeno je da su
svi analizirani parametri ukljuc¢ujuci indeks polimorfnosti, prosecan broj alela po lokusu,
parametar “allelic richness”, efektivan broj alela, prosecan broj jedinstvenih alela i ocekivana
heterozigotnost imali vece srednje vrednosti u predackoj u odnosu na elitnu populaciju
(Tabela 3).

Kako bi se utvrdilo da li su razlike u prosecnim vrednostima parametara genetickog
diverziteta (Na, Ne, Rs, He i PIC) razli¢ite izmedu populacija soje primenjen je
neparametrijski Mann-Whitney test. Rezultati ovog testa su pokazali da je razlika izmedu
predacke i elitne populacije soje bila statisticki znacajna za sve parametre geneticke

varijabilnosti, na nivou znacajnosti p<0,01 (Tabela 4).
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6.2. GENETICKA STRUKTURA POPULACIJA SOJE

Optimalan broj genetickih klastera (K) je odreden na osnovu metode koju su
predlozili Pritchard i sar. (2000). Kako je sa povecanjem hipoteticke vrednosti K uocen
neprekidan porast logaritamske distribucije L(K), ovaj metod nije jasno ukazivao na broj
genetickih klastera (Slika 6). Stoga je primenjen AK pristup (Evanno i sar., 2005) koji je
ukazao na jasnu struktuiranost analiziranog uzorka soje, na osnovu koje su utvrdena dva
geneticka klastera (K=2) (Slika 7). Odnosno, svi analizirani genotipovi soje su bili podeljeni u
dve geneticki razlicite grupe, pri ¢emu je najvedi broj genotipova predacke populacije

pripadao jednom klasteru, dok je vedina elitnih genotipova pripadala drugom (Slika 8).

L(K) (mean +- SD)

—10500 |
—11000 | ﬁ%

—11500 |

Mean of est. Ln prob of data

—=12000 |

3
K

Slika 6. Odredivanje optimalne K vrednosti prema L(K) vrednostima primenjen na
analiziranim genotipovima soje, metod po Pritchard i sar. (2000)
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Deltak = mean(|L"(K}|) / sdi{L{K))

300 |

250 |

200 |

Slika 7. Odredivanje najverovatnijeg broja genetickih klastera primenom AK metode
(Evano i sar., 2005)

predacka populacija elitna populacija
\

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

Slika 8. Graficki prikaz geneticke strukture predacke i elitne populacije soje (K=2, udeo
zelene ili crvene boje predstavlja pripadnost genotipa odredenom klasteru)

Uoceno je da su pojedini genotipovi koji su prema pedigreu pripadali predackoj

populaciji, na osnovu analize geneticke strukture populacija bili pridruzeni klasteru koji je

najve¢im delom bio sacinjen od elitnih genotipova. Jedino je genotip Gracia koji je deo elitne

populacije bio svrstan u klaster predackih sorti. Kada je posmatrana zavisnost izmedu

koeficijenta pripadnosti predackih genotipova odredenom klasteru (Q) i prose¢nog udela
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predackih genotipova u pedigreima elitnih sorti (Slika 2), uocena je pozitivna korelacija
(r=0,38; p<0,05) (Slika 9).

Uzevsi u obzir navedenu zavisnost, kao i cCinjenicu da su geneticka struktura
populacija i pedigre pokazali veoma slicne rezultate, naredne analize su obavljene na

osnovu pocetne podele genotipova na predacku i elitnu populaciju, prema pedigreu.

18
16
14

—_
o
—

roditeljski doprinos (%)

SO N B~ O ®©

0 0.2 04 0.6 0.8 1 1.2
Q (koeficijent pripadnosti grupi)

Slika 9. Zavisnost koeficijenta pripadnosti predackih genotipova odredenoj grupi (Q) i
prosecnog udela predackih genotipova u pedigreima elitnih sorti (%)
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6.3. GENETICKA DIFERENCIJACIJA POPULACIJA SOJE

6.3.1. GENETICKA DIFERENCIJACIJA POPULACIJA NA OSNOVU FST PARAMETRA

U cilju odredivanja stepena populaciono-geneticke diferencijacije analizirane su

vrednosti indeksa fiksacije, Fst (Tabela 5).

Tabela 5. Vrednosti indeksa fiksacije (Fst) za pojedinac¢ne lokuse izmedu analiziranih
populacija soje

Hromozom Pozicija na mapi (cM) Lokus Fst
50,16 Satt321 0,038
55,22 Satt295 0,155
1 56,57 Satt383 0,081
64,51 Satt507 0,058
108,88 Satt147 0,061
5 43,91 Satt558 0,040
79,41 Satt644 0,068
36,86 Sat_084 0,055
3 65,45 Satt521 0,028
84,59 Satt234 0,129
10,34 SOYGPATR 0,012
4 73,32 Satt190 0,057
123,79 Satt338 0,094
32,68 Satt155 0,005
64,73 Satt385 0,010
5 88,58 Satt174 0,019
94,19 Satt511 0,023
95,95 Satt211 0,112
26,65 Satt227 0,029
44,66 Satt422 0,010
112,19 Satt557 0,141
6 113,42 Satt319 0,030
117,76 Satt460 0,072
128,22 Satt433 0,068
151,91 Satt357 0,162
18,58 Satt150 0,031
33,47 Satt567 0,131
7 38,93 Satt435 0,103
66,98 Satt175 0,031
112,79 Satt346 0,034
133,83 Satt336 0,098
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Tabela 5 (nastavak)

Hromozom Pozicija na mapi (cM) Lokus Fst
8 162,03 Satt429 0,043
14,35 Satt242 0,095
9 43,34 Satt544 0,061
52,88 Satt240 0,032
9,53 Satt487 0,022
39,82 Satt259 0,046
10 55,81 Satt576 0,019
93,37 Satt331 0,052
100,37 Satt592 0,007
119,50 Satt243 0,027
11 46,38 Satt197 0,061
84,19 Satt583 0,103
12 91,12 Satt181 0,012
3,04 Satt343 0,053
13 78,05 Satt334 0,092
102,08 Satt144 0,037
14 73,20 Satt556 0,049
87,58 Satt534 0,030
12,92 Satt411 0,004
15 19,29 Satt384 0,032
32,09 Satt651 0,128
45,40 Satt263 0,016
16 39,63 Satt596 0,028
53,84 Satt582 0,025
17 79,23 Satt389 0,044
89,75 Satt464 0,367
12,54 Satt688 0,025
12,74 Satt570 0,075
43,77 Satt115 0,006
18 56,52 Satt533 0,084
62,16 Satt199 0,016
69,87 Satt517 0,017
30,58 Satt398 0,041
19 106,37 Satt513 0,037
107,23 Satt373 0,066
20 36,94 Satt239 0,017
112,70 Satt440 0,096
Prosecna vrednost 0,058
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Uocene Fst vrednosti izmedu predacke i elitne populacie za pojedinacne
mikrosatelitske lokuse, su bile veoma raznolike i krele su se u intervalu od 0,004 (Satt411) do
0,367 (Satt464) (Tabela 5). Prose¢na vrednost Fst parametra izmedu predacke i elitne
populacije je iznosila 0,058 ukazujuc¢i na nizak do srednji nivo populaciono-geneticke

diferencijacije (Wright, 1978).

40
35
30
o
E 25
S 20
€ 15
fal
10
; H N
0 : [ ] )
0,05-0,1 0,1-0,15 0,15-0,25 0,25
Fst

Slika 10. Distribucija Fst vrednosti izmedu predacke i elitne populacije soje

Na osnovu Fst vrednosti, kod najveceg broja lokusa (56%), uocena je slaba
diferencijacija izmedu populacija (0-0,05) (Slika 10). Kod oko 40% lokusa Fst vrednost se
kretala u opsegu od 0,05-0,15, Sto je ukazivalo na srednji nivo diferencijacije izmedu
populacija. Dva mikrosatelitska lokusa, Satt295 i Satt357, su imala Fst vrednost ve¢u od 0,15
Sto je ukazivalo na visoki stepen medupopulacione diferencijacije. Samo je kod lokusa
Satt464 uocena veoma visoka diferencijacija izmedu populacija, pri ¢emu je Fst vrednost bila

veca od 0,25 (Tabela 5).
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6.3.2. ANALIZA MOLEKULARNE VARIJANSE (AMOVA)

Analiza molekularne varijanse (AMOVA) je obavljena zdruZeno za obe populacije, sa
ciliem ispitivanja raspodele geneticke varijabilnosti unutar i izmedu populacija. Rezultati
analize su pokazali statisticki znacajnu diferencijaciju izmedu populacija, izmedu
genotipova unutar populacija kao i izmedu svih ispitivanih genotipova (Tabela 6). Utvrdeno
je da se najvecdi udeo ukupne geneticke varijabilnosti nalazio unutar ispitivanih populacija
(variranje genotipova u okviru populacija 80,91%) (Fis=0,889). U AMOVA analizi je utvrden
nizak procenat variranja izmedu populacija (8,99%; Fst=0,090), potvrduju¢i malu

populaciono-geneticku diferencijaciju (Tabela 6).

Tabela 6. Rezultati analize AMOVA u predackoj i elitnoj populaciji soje

e Suma Varijabilnost Procenat
Izvor varijacije . o . p-vrednost
kvadrata komponenti varijabilnosti
Izmedu populacija 167,32 1,81 8,99 <0,001
Izmedu jedinki unutar populacija 2756,26 16,25 80,91 <0,001
Izmedu svih jedinki 166,00 2,04 10,10 <0,001
Ukupno 3089,58 20,09

6.3.3. ANALIZA GLAVNIH KOORDINATA (PCOA)

Multivarijacionoj analizi je prethodilo izra¢unavanje vrednosti Cavalli-Sforza i
Edvards (1967) geneticke udaljenosti izmedu parova svih analiziranih genotipova soje,
nakon c¢ega je na matricu geneticke udaljenosti primenjena analiza glavnih koordinata, kako
bi se uocilo grupisanje genotipova. Analiza glavnih koordinata opisala je varijabilnost
pomocu ukupno Sest koordinatnih osa (Prilog: Tabele 4 i 5). Prvom osom je objasnjen najveci
deo variranja (32,35%) i ona je u najvecoj meri podelila ispitivane populacije, tako da su se s
jedne strane ose nalazili uglavnom genotipovi predacke, a sa druge strane genotipovi elitne
populacije (Slika 11). Drugom i tre¢com koordinatnom osom je objasnjeno 17,22%, odnosno
14,85% variranja. PCo analiza predackih i elitnih genotipova soje je u odredenom stepenu
medusobno razdvojila analizirane uzorke, ukazujuéi na postojanje geneticke udaljenosti

medu ispitivanim populacijama.
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Posmatrajuci graficke prikaze analize glavnih koordinata ispitivanih genotipova soje
(Slika 11), ne moZe se uociti jasno grupisanje analiziranih uzoraka u odvojene klastere, nego

je uoceno delimicno prelapanje uzoraka dve populacije.
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Slika 11. Analiza glavnih koordinata (PCoA) genotipova predacke i elitne populacije soje na
osnovu a) prve i druge i b) prve i trece koordinatne ose
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U slucaju prikaza prve i druge ose koordinate, koje zajedno opisuju 49,57% varijacija
(Slika 11a), podela analiziranih genotipova prema populacijama nije bila jasna i genotipovi
su bili disperzno rasporedeni Sirom koordinatnog sistema. Pojedini genotipovi predacke
populacije (CNS, Mandarin, Colfax) su ispoljili ve¢u geneticku udaljenost u odnosu na sve
ostale ispitivane genotipove. U predackoj populaciji je generalno uocena veca geneticka
udaljenost izmedu genotipova, dok su genotipovi elitne populacije u najvecoj meri bili
medusobno blisko locirani u koordinatnom sistemu, izuzev genotipa Gracia, koji je najvise
odstupao od distribucije.

Trecéa koordinatna osa je u odredenoj meri grupisala genotipove predacke populacije,
razdvajajudi sorte Fiskeby III i Fiskeby 840-7-3, Manitoba Brown, Roanoke, Ogden, CNS i
192 od preostalih genotipova predacke populacije (Slika 11b). U elitnoj populaciji nije
uocena jasna podela na osnovu trece ose, a na osnovu grafickog prikaza prve i tre¢e ose

koordinate, takode nije bila uocena jasna podela izmedu analiziranih populacija.
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6.4. IDENTIFIKACIJA LOKUSA NA KOJE JE DELOVALA SELEKCIJA

Od ukupnog broja analiziranih mikrosatelitskih markera, delovanje selekcije je
uoceno kod ukupno 21 lokusa, pomocu najmanje jednog primenjenog pristupa (InRH i InRV
testovi, Fst, pristupi u programima Lositan i Arlequin koji se zasnivaju na demografskim
modelima).

U cilju poredenja varijabilnosti mikrosatelitskih lokusa izmedu predacke i elitne
populacije soje, koriS¢eni su testovi koji su izracunavali logaritamski odnos varijanse broja
ponovaka mikrosatelita (InRV), kao i odnos ocekivane heterozigotnosti (InRH), izmedu
ispitivanih populacija. Zatim je za ispitivanje distribucije izracunatih vrednosti primenjen
Kolmogorov-Smirnov test, ¢iji rezultati su prikazani u Tabeli 7. Dobijene p-vrednosti ovog
testa koje su vece od nivoa znacajnosti (a=0,05), ukazuju da nestandardizovane vrednosti
InRH i InRV svih analiziranih lokusa imaju normalnu (Gausovu) raspodelu (Slika 12).
Uzevsi u obzir da su parametari imali normalnu raspodelu, pretpostavljeno je da je selekcija
delovala na manji broj analiziranih lokusa, te je standardizacija InRV i InRH vrednosti
obavljena na osnovu srednjih vrednosti i standardnih devijacija nestandardizovanih

vrednosti svih lokusa (Kauer i sar., 2003; Storz, 2005).

Tabela 7. Analiza distribucije nestandardizovanih InRV i InRH vrednosti

Minimalna  Maksimalna Srednja Standardna
o . D p-vrednost
vrednost vrednsot vrednost devijacija
InRV -1,344 2,620 0,482 0,881 0,128 0,200
InRH -1,346 3,832 0,948 0,983 0,099 0,494

D-vrednost Kolmogorov-Smirnov testa
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Slika 12. Testiranje distribucije nestandardizovanih a) InRV i b) InRH vrednosti primenom
Kolmogorov-Smirnov testa (stubi¢ima je predstavljena empirijska, a linijom teorijska
raspodela navedenih vrednosti)
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Nakon standardizacije podataka, utvrdeno je da su se cetiri (5,88%) lokusa nalazila
izvan granice poverenja od 95% prema InRH testu i cetiri lokusa na osnovu InRV testa (Slika
13). Tri lokusa identifikovana pomocu InRH (Satt357, Satt557 i Satt583) su imala negativne
vrednosti, koje ukazuju na smanjenje varijabilnosti u elitnoj populaciji, te su ovi lokusi
predstavljali kandidate na koje je delovala pozitivna selekcija. Lokus Satt295 je usled
pozitivne vrednosti logaritma odnosa varijabilnosti predstavljao kandidata za delovanje
balansne selekcije. Sli¢no je uoceno i primenom InRV testa, pri ¢emu je Satt582 identifikovan
kao kandidat lokus za delovanje balansne selekcije, dok su preostala tri lokusa (Sat_084,
Satt517 i Satt557) predstavljali kandidate za delovanje pozitivne selekcije. Samo kod lokusa
Satt557 je primenom oba testa uoceno statisticki znacajno smanjenje varijabilnosti u elitnoj

populaciji, te je ovaj lokus predstavljao najjaceg kandidata za delovanje pozitivne selekcije.

Sart3B2
*

- 54 Eart205

InRV
|

| Sart3B83
_ * -
=
Satt3s? 4 Batt317
2att557 * .-
Sat_084
InRH

Slika 13. Standardizovane InRH i InRV vrednosti (crvena polja predstavljaju
intervale poverenja od 95%)
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Odnosi frekvencija alela u predackoj i elitnoj populaciji soje mogu oslikavati razlicita
delovanja selekcije u pojedinim lokusima. Za ilustraciju specifi¢nih slucajeva delovanja
selekcije, na osnovu InRH i InRV testova, odabrana su cetiri karakteristicna lokusa (Slika 14).
Mikrosatelitski lokus Satt592 je na osnovu navedenih pristupa bio selektivno neutralan, na
Sta ukazuju i frekvencije alela u analiziranim populacijama, koje su zadrZale sli¢an odnos i
nakon viSegodisSnjeg oplemenjivanja soje (Slika 14a). Potom, na lokus Satt557 delovala je
pozitivna selekcija, favorizujudi najfrekventniji alel predacke populacije (Slika 14b). Osim
toga, u elitnoj populaciji je uocena i pojava novog alela, koji je imao nisku frekvenciju. Lokus
Satt464 je takode bio pod uticajem pozitivne selekcije, s tim Sto je u ovom slucaju
favorizovan alel koji u predackoj populaciji nije bio najfrekventniji, dovodeci ga skoro do
fiksacije u elitnoj populaciji (Slika 14c). Delujudi na lokus Satt295, selekcija je uticala da alel
koji je u predackoj populaciji bio prisutan u niskoj frekvenciji, viSestruko poveca svoju
ucestalost u elitnoj populaciji, istovremeno smanjujuc¢i ucestalost najfrekventnijeg alela
predacke populacije. Na ovaj nacin je doslo do skorog izjednacenja vrednosti frekvencija
navedenih alela, $to je verovatno uticalo da statisticki pristup okarakterise selekciju koja je

delovala kao balansnu (Slika 14d).

Dok su se prethodni testovi za identifikaciju lokusa koji su bili pod uticajem selekcije
zasnivali na smanjenju geneticke varijabilnosti, naredni pristupi su detektovali selektivno
znacajne lokuse na osnovu vrednosti indeksa fiksacije, odnosno stepena populacione
diferencijacije. Srednja Fst vrednost svih analiziranih mikrosatelitskih lokusa soje iznosila je
0,058. Smatra se da je vrednost Fst parametra u regionima koji su bili pod uticajem pozitivne
selekcije najmanje dva puta veca od prosecne Fst vrednosti na nivou celog genoma (Casa i
sar., 2005; Grainger, 2012). Na osnovu ovoga je pretpostavljeno da su lokusi koji su imali
vrednost indeksa fiksacije ve¢u od 0,116, bili zahvaceni delovanjem pozitivne selekcije.
Sedam lokusa (10,3%) je zadovoljilo ovaj kriterijum (Tabela 5, Slika 15), pri ¢emu je lokus

Satt464 imao cak cetvorostruko vecu Fst vrednost u odnosu na prosecnu vrednost.
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Satt592 (P) Satt592 (E)

a)

Satt557 (P) Satt557 (E)
b)

Satt464 (P) Satt464 (E)
0)

Satt295 (P) Satt295 (F)
d)

Slika 14. Prikaz odnosa frekvencija alela izmedu predacke (P) i elitne (E) populacije
pojedinih mikrosatelitskih lokusa
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Rezultati

Uzimajuci u obzir da se prilikom detekcije kandidat lokusa na osnovu Fst vrednosti
ne koristi precizna, statisticki odredena granica, u analizu su ukljucene i druge metode. Za
razliku od prethodno primenjenih empirijskih pristupa, naredni testovi su koristili
simulacije, zasnivajuci se na pretpostavkama o odredenim demografskim modelima. Jedan
od takvih metoda detekcije lokusa je implementiran u programu Lositan. Prilikom pocetne
analize svih lokusa, prosecna Fst vrednost, izrac¢unata na osnovu simulacija je iznosila 0,096.
Koriséenjem ove vrednosti je identifikovan pocetni skup pozitivnih kandidat lokusa, koji su
uklonjeni iz narednog koraka. Prose¢na Fst vrednost preostalih lokusa je iznosila 0,038 i ona
je koriS¢ena u svim narednim analizama. Izracunavanjem distribucije Fst vrednosti i
ocekivane heterozigotnosti primenom 100.000 simulacija, a koriste¢i ostrvski model
migracija, identifikovani su lokusi ¢ija je Fst vrednost bila statisticki znacajno veca od
neutralne srednje vrednosti ovog parametra (Tabela 8). Na ovaj nacin je identifikovano 12

lokusa (17,6%) koji su se nalazili izvan intervala poverenja od 95% (Slika 16).
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Tabela 8. Vrednosti populaciono-genetickih parametara dobijeni primenom simulacija,
koriS¢enjem ostrvskog modela migracija, u programu Lositan

Hromozom Pozicija na mapi (cM) Lokus He Fst p-vrednost

50,16 Satt321 0,690 0,060 0,282

55,22 Satt295 0,641 0,259 0,008*

1 56,57 Satt383 0,752 0,138 0,052
64,51 Satt507 0,680 0,098 0,121

108,88 Satt147 0,689 0,101 0,126

5 43,91 Satt558 0,641 0,064 0,247
79,41 Satt644 0,321 0,114 0,112

36,86 Sat_084 0,696 0,091 0,156

3 65,45 Satt521 0,781 0,042 0,392
84,59 Satt234 0,537 0,219 0,033*

10,34 SOYGPATR 0,511 0,011 0,574

4 73,32 Satt190 0,745 0,096 0,126
123,79 Satt338 0,874 0,160 0,010%

32,68 Satt155 0,607  -0,004 0,857

64,73 Satt385 0,738 0,006 0,750

5 88,58 Satt174 0,519 0,024 0,465
94,19 Satt511 0,777 0,033 0,473

95,95 Satt211 0,591 0,191 0,051

26,65 Satt227 0,267 0,041 0,368

44,66 Satt422 0,618 0,006 0,650
112,19 Satt557 0,450 0,234 0,015%

6 113,42 Satt319 0,461 0,045 0,297
117,76 Satt460 0,509 0,120 0,110

128,22 Satt433 0,713 0,113 0,082
151,91 Satt357 0,535 0,267 0,015

18,58 Satt150 0,205 0,045 0,329
33,47 Satt567 0,651 0,221 0,016*
38,93 Satt435 0,670 0,173 0,029*

7 66,98 Sattl75 0,761 0,047 0,361
112,79 Satt346 0,511 0,053 0,305

133,83 Satt336 0,578 0,166 0,081

8 162,03 Satt429 0,692 0,069 0,240
14,35 Satt242 0,774 0,162 0,026%

9 43,34 Satt544 0,836 0,103 0,080
52,88 Satt240 0,630 0,047 0,339

9,53 Satt487 0,801 0,029 0,525

39,82 Satt259 0,657 0,076 0,192

10 55,81 Satt576 0,735 0,024 0,524
93,37 Satt331 0,202 0,084 0,178

100,37 Satt592 0,540  -0,001 0,750
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Rezultati

Tabela 8 (nastavak)

Hromozom Pozicija na mapi (cM) Lokus He Fst p-vrednost
10 119,5 Satt243 0,720 0,040 0,392
1 46,38 Satt197 0,632 0,102 0,119

84,19 Satt583 0,696 0,173 0,032*

12 91,12 Satt181 0,656 0,010 0,640
3,04 Satt343 0,752 0,087 0,152

13 78,05 Satt334 0,624 0,156 0,060
102,08 Satt144 0,254 0,057 0,293

73,2 Satt556 0,727 0,081 0,174

14 87,58 Satt534 0,740 0,046 0,366
12,92 Satt411 0,442  -0,006 0,725

15 19,29 Satt384 0,248 0,048 0,336
32,09 Satt651 0,725 0,216 0,009*

45,4 Satt263 0,821 0,019 0,665

16 39,63 Satt596 0,821 0,042 0,419
53,84 Satt582 0,350 0,036 0,368

17 79,23 Satt389 0,719 0,071 0,208
89,75 Satt464 0,777 0,530 0,000%

12,54 Satt688 0,427 0,034 0,383

12,74 Satt570 0,547 0,127 0,137

18 43,77 Satt115 0,349  -0,002 0,667
56,52 Satt533 0,566 0,143 0,106

62,16 Satt199 0,431 0,016 0,489

69,87 Satt517 0,723 0,019 0,565

30,58 Satt398 0,679 0,066 0,233

19 106,37 Satt513 0,507 0,057 0,190
107,23 Satt373 0,707 0,110 0,088

20 36,94 Satt239 0,728 0,020 0,564
112,7 Satt440 0,793 0,163 0,027*

He-ocekivana heterozigotnost; Fst-indeks fiksacije
* lokusi na koje je delovala selekcija na nivou znacajnosti p<0,05

Najveci deo ispitivanih lokusa bio je selektivho neutralan i oni su se nalazili u
srediSnjem regionu distribucije vrednosti Fst i ocekivane heterozigotnosti (sivi region, Slika
16). Svi lokusi koji su identifikovani kao selektivno znacajni primenom pristupa u programu
Lositan su bili pozicionirani iznad selektivno neutralnog regiona (crveni region, Slika 16).
Cinjenica da su se nalazili u gornjem nivou distribucije vrednosti indeksa fiksacije je

ukazivala da ovi lokusi predstavljaju kandidate za delovanje pozitivne selekcije.
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Pozicija lokusa u donjem nivou distribucije Fst vrednosti (Zuti region) bi ukazivala na
delovanje balansne selekcije. Tokom analize nije uocen ni jedan lokus na koji je delovala

balansna selekcija.

055
0.50
045
0.40
035
0.30
0.25
0.20

Fst

0.15
0.10
0.05
0.00
-0.05

-0.10 = — T ——— — T ——— — — —_— —_ —_
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 025 0.30 035 0.40 045 0.50 055 0.60 065 070 0.75 0.80 085
He

Slika 16. Vrednosti indeksa fiksacije (Fst) i o¢ekivane heterozigotnosti (He)
lokusa na osnovu kojih su identifikovani lokusi na koje je delovala selekcija
koristeci ostrvski model migracija u programu Lositan

Za detekciju lokusa koji su bili pod uticajem selekcije upotrebom ostrvskog i
hijerarhijskog ostrvskog modela migracija koriS¢en je program Arlequin (Prilog: Tabela 6).
Primenom ostrvskog modela, na nivou znacajnosti od 5%, uoceno je pet lokusa na koje je
delovala selekcija (Slika 17a), pri ¢emu su tri lokusa bila pod uticajem pozitivne dok je na
dva lokusa delovala balansna selekcija. Rezultati koji su dobijeni na osnovu ostrvskog
modela migracija u programu Arlequin su se delimi¢no podudarali sa rezultatima programa
Lositan koji je koristio isti model migracija. Analiza u programu Lositan je potvrdila samo tri
lokusa, koji su bili pod uticajem pozitivne selekcije.

Nakon primene hijerarhijskog ostrvskog modela migracija, kod 8 (11,8%) lokusa je
uoceno delovanje selekcije (p<0,05), pri cemu su cetiri lokusa nosila potpis pozitivne, dok su
preostala cetiri bila pod uticajem balansne selekcije (Slika 17b). Svi lokusi koji su
predstavljali kandidate za delovanje pozitivne selekcije a koji su identifikovani pomocu

programa Arlequin su bili potvrdeni i primenom testa u programu Lositan.
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Slika 17. Detekcija lokusa na koje je delovala selekcija upotrebom: a) ostrvskog i b)
hijerarhijskog ostrvskog modela migracija u programu Arlequin
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Poredenjem rezultata koji su dobijeni primenom razlicitih modela migracija (ostrvski
i hijerarhijski ostrvski) u programu Arlequin je uocen odredeni stepen poklapanja rezultata
za pozitivne lokuse. Mikrosatelitski markeri koji su bili kandidati za balansnu selekciju se u
razli¢itim pristupima nisu podudarili (Slika 18).

Posmatranjem kandidat lokusa na koje je delovala selekcija, a koji su dobijeni
primenom svih testova, uoceni su pojedini lokusi, najceSc¢e kandidati za delovanje balansne
selekcije, koji su detektovani upotrebom samo jedne metode (Slika 18), Sto moze ukazivati
da razliciti pristupi daju razliciti broj lazno pozitivnih rezultata. Osim toga, moguce je uociti

razlicit nivo poklapanja lokusa koji su identifikovani razli¢itim pristupima (Slika 18).

Satt24] 5at338

Cat4t0 Lositan

Sat_084
Satt517
Sattss2

Arlequin Fst

Sattd35
Sattll5 Sattl5s

Sattl99 Satt38%
Sattd?? Sattd87

Slika 18. Identifikovani kandidat lokusi za delovanje selekcije
na osnovu svih primenjenih pristupa

Najveéi broj kandidat lokusa za delovanje selekcije je detektovan primenom
ostrvskog modela migracija koji je implementiran u programu Lositan, a koji je
identifikovao 12 potencijalnih lokusa na koje je delovala pozitivna selekcija. Najveci deo

ovih lokusa je bio potvrden primenom drugih statistickih pristupa.
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Rezultati

Nasuprot ovome, InRH i InRV testovi su dali najmanji broj lokusa kandidata.
Njihovom primenom je otkriveno ukupno tri kandidata za balansnu i cetiri za pozitivhu
selekciju. Svi kandidat lokusi koji su detektovani primenom InRH testa su potvrdeni i
drugim pristupima. Lokus Satt295 koji je prema InRH testu bio kandidat za balansnu
selekciju je drugim pristupima identifikovan kao kandidat za pozitivnu selekciju. Od cetiri
potencijalna lokusa dobijena primenom InRV testa, jedino se lokus Satt557 podudarao sa
rezultatima drugih pristupa.

Svi mikrosatelitski markeri koji su identifikovani na osnovu vrednosti parametra Fst
su bili potvrdeni i primenom ostrvskog modela migracija u programu Lositan, dok su tri
lokusa potvrdena upotrebom hijerarhijskog, kao i nehijerarhijskog ostrvskog modela
migracija u programu Arlequin. Svi pozitivni kandidat lokusi na osnovu rezultata dobijenih
u programu Arlequin su bili potvrdeni i drugim pristupima, dok ni jedan lokus koji je bio
pod uticajem balansne selekcije nije bio potvrden koris¢enjem drugih statistickih testova.

Ukupno devet lokusa koji su bili potvrdeni kao selektivno znacajni primenom
najmanje dva statisticka testa (Slika 18) su predstavljali jake kandidat lokuse na koje je
delovala pozitivna selekcija tokom oplemenjivanja soje u agroklimatskim uslovima centralne
i istocne Evrope. Identifikovani lokusi se nalaze na hromozomima 1, 3, 6, 7, 11, 151 17. Samo
dva mikrosatelitska lokusa (Satt357 i Satt557), oba locirana na hromozomu 6, su bili
potvrdeni kao kandidati za delovanje selekcije upotrebom svih testova, te predstavljaju
najjace kandidate na koje je delovala selekcija. Detekcija selektivno znacajnih lokusa
predstavlja prvi korak ka identifikaciji gena koji su odgovorni za fenotipske razlike izmedu
elitnih i predackih genotipova, a koje su nastale kao posledica adaptacije soje na specificne
agroklimatske uslove.

Nakon identifikacije selektivno znacajnih lokusa, analizirani su favorizovani aleli
ovih lokusa kod genotipova predacke i elitne populacije (Slika 19). Sedam genotipova elitne
populacije je sadrzalo maksimalan broj favorizovanih alela, sto u predackoj populaciji nije
bio slucaj ni kod jednog genotipa.

Najvedi broj, 12 favorizovanih alela, u predackoj populaciji su sadrzali genotipovi
Apache, Colfax i Perry. Najmanji broj ovih alela u elitnoj populaciji je uo¢en kod genotipova

Gracia, Senka, NS Kaca i Fortuna.
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Rezultati

Kod pojedinih predackih genotipova, Fiskeby 840-7-3, Manitoba Brown, Dunfield i
CNS, nije identifikovan ni jedan alel favorizovan selekcijom (Slika 19a). U elitnoj populaciji
je oko 91% genotipova imalo 10 i viSe favorizovanih alela, dok je isti broj alela sadrzalo oko
14% predackih genotipova, oslikavajuci znacajan uticaj oplemenjivanja soje na povecanje

akumulacije poZeljnih alela (Slika 19).

6.4.1. POPULACIONE RAZLIKE U GENETICKOM DIVERZITETU I DIFERENCIJACIJI

NA OSNOVU RAZLICITIH GRUPA LOKUSA

Na osnovu rezultata primenjenih pristupa, svi ispitivani lokusi su podeljeni u dve
grupe, na kandidat pozitivne i kandidat neutralne lokuse. Posmatrani su populaciono-
geneticki parametri koristedi razlicite grupe lokusa. U predackoj populaciji su parametri broj
alela po lokusu i “allelic richness” imali pribliZzno sli¢ne vrednosti i na osnovu neutralnih i na
osnovu pozitivnih kandidat lokusa (Tabela 9). U elitnoj populaciji su ovi parametri imali
nizu vrednost kada su izracunavanja obavljena koristeci pozitivne lokuse, odnosno uoceno
je ve¢e smanjenje varijabilnosti kod pozitivnih kandidat lokusa (Tabela 9). Kandidat lokusi
za pozitivnu selekciju su u elitnoj populaciji imali statisticki znacajno manji geneticki
diverzitet u poredenju sa neutralnim lokusima (MW test, p<0,01), dok u predackoj populaciji
navedene razlike nisu bile statisticki znacajne (p=0,405). Slicno smanjenje je uoceno i kod

ocekivane heterozigotnosti (Tabela 9).

Tabela 9. Populaciono-geneticki parametri u analiziranim populacijama, za neutralne i
pozitivne kandidat lokuse

Kandidat Lokusi Populacija Na Rs He Fst
] Predacka 5,034 5,002 0,631
Neutralni ] 0,043
Elitna 4,186 3,814 0,505
Predacka 5,000 4,996 0,594
Pozitivni 0,157
Elitna 3,556 3,230 0,340

Na-broja alela po lokusu; Rs-“allelic richness”; He-ocekivana heterozigotnost; Fst- indeks fiksacije

Geneticka diferencijacija izmedu predacke i elitne populacije je na osnovu pozitivnih
kandidat lokusa bila visoka (Fst>0,15), dok je skup neutralnih lokusa ukazivao na nizak

stepen populacione diferencijacije (Fst<0,05) (Tabela 9). Sli¢ni rezultati su dobijeni i analizom
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molekularne varijanse. Uoceno je da se varijabilnost izmedu populacija povecala sa 6% na
osnovu neutralnih lokusa, na 27% kada se posmatraju samo kandidat lokusi za pozitivnhu

selekciju (Slika 20, Tabele 111 12).

W izmedu populadija

W izmedu jedinki
unutar populacija
1 izmedu jedinki

B izmedu populadija

W izmedu jedinki
unutar populacija
izmedu jedinki

b)

B izmedu populadija

W izmedu jedinki
unutar populacija
1 izmedu jedinki

Slika 20. Analiza molekularne varijanse za razlic¢ite skupove lokusa: a) svi lokusi; b)
neutralni lokusi; ¢) pozitivni lokusi



Rezultati

Analizom molekularne varijanse pozitivnih kandidat lokusa, najveca divergentnost
je uocena izmedu jedinki unutar populacija (Tabela 10). Divergentnost izmedu populacija je
takode bila poviSena u odnosu na rezultate dobijene AMOVA analizom svih lokusa (Slika

20).

Tabela 10. Rezultati analize molekularne varijanse (AMOVA) za pozitivne kandidat lokuse
u analiziranim populacijama soje

. Suma Varijabilnost Procenat
Izvor varijacije . 1 . p-vrednost
kvadrata komponenti varijabilnosti
Izmedu populacija 56,61 0,72 27,12 <0,001
Izmedu ]edll’lk.l‘ unutar 29193 174 65,30 <0,001
populacija
Izmedu svih jedinki 16,50 0,20 7,58 <0,001
Ukupno 365,03 2,66

Tabela 11. Rezultati analize molekularne varijanse (AMOVA) za neutralne kandidat lokuse
u analiziranim populacijama soje

o Suma Varijabilnost Procenat
Izvor varijacije . 1 . p-vrednost
kvadrata komponenti varijabilnosti
Izmedu populacija 110,71 1,09 6,23 <0,001
femedu jedinki unutar ¢ 53 14,52 83,29 <0,001
populacija
Izmedu svih jedinki 149,50 1,83 10,48 <0,001
Ukupno 2724,55 17,43

AMOVA neutralnih kandidat lokusa je potvrdila nizak stepen geneticke
diferencijacije populacija, oko cetiri puta nizZi u odnosu na rezultate dobijene na osnovu
pozitivnih lokusa (Tabela 11). Osim toga, seletivno neutralni lokusi su ukazivali na visok

nivo varijabilnosti izmedu genotipova unutar populacija.

Obavljena je i analiza geneticke strukture populacija soje, u programu STRUCTURE,
uzevsi u obzir samo selektivno neutralne lokuse. Nakon analize geneticke strukture na
osnovu ovog skupa lokusa uoceno je da nije doslo do znacajnih promena u genetickoj
strukturi analiziranih populacija (Slika 21), Sto je u saglasnosti sa ¢injenicom da je selekcija
delovala na mali broj lokusa. Svi genotipovi elitne grupe su zadrzali istu podelu, dok su za

samo tri sorte predacke populacije dobijeni razliciti rezultati.
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Slika 21. Graficki prikaz geneticke strukture predacke i elithe populacije soje na osnovu
skupa neutralnih mikrosatelitskih lokusa (K=2)

6.5. ANALIZA GENETICKOG USKOG GRLA U POPULACIJAMA SOJE

Kako bi se utvrdilo da li je na identifikovane lokuse zaista delovala selekcija ili
predstavljaju lazno pozitivne rezultate uzrokovane odredenim demografskim dogadajima,
obavljena je analiza prolaska populacija kroz geneti¢ko usko grlo, koja je implementirana u
programu BOTTLENECK (Piry i sar., 1999).

Tokom analiza je primenjen TPM (eng. two-phase mutation) model koji je najvise
odgovarao profilu mutacija analiziranih mikrosatelita. Na osnovu rezultata analize
selektivno neutralnih mikrosatelitskih markera, primenom Sign i Wilcoxon testova, nije
uofen prolazak ispitivanih populacija soje kroz geneticko usko grlo na nivou
signifikantnosti p<0,05 (Tabela 12).

Kod skupa pozitivnih kandidat lokusa primenom istog modela mutacija, u predackoj
populaciji nije uocen prolazak kroz usko grlo, dok su u elitnoj populaciji oba primenjena
testa, Sign i Wilcoxon, pokazala statisticki znacajno povecanje heterozigotnosti na nivou
znacajnosti p<0,05 (Tabela 12), sto je ukazivalo da je elitna populacija verovatno prosla kroz
drasti¢no smanjenje efektivne veli¢ine, na osnovu analize pozitivnih kandidat lokusa.

Kada se posmatraju analize pojedinacnih lokusa, primenom istog modela mutacija, u
predackoj populaciji je kod pet neutralnih lokusa, a u elitnoj populaciji kod Sest lokusa,
uocen prolazak kroz geneticko usko grlo (Prilog: Tabele 7 i 8). Navedeni lokusi se nisu

podudarali.
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Tabela 12. Analiza genetickog uskog grla za razlicite skupove analiziranih SSR lokusa
primenom TPM modela mutacija

neutralni lokusi pozitivni lokusi
Populacija _ _ . .
Sign test Wilcoxon test Sign test Wilcoxon test
Predacka 0,307 0,066 0,566 1
Elitna 0,203 0,451 0,036* 0,037*
* p<0,05

6.6. GAMETSKI DISEKVILIBRIJUM

Analiza gametskog disekvilibrijuma je obuhvatila samo alele ¢ija je frekvencija bila
veca od 0,05, odnosno iz analize su iskljuceni retki aleli. U predackoj i u elitnoj populaciji
soje je uoceno ukupno 2278 parova lokusa, za koje su izra¢unati parametri D" i 72, koji
kvantifikuju nivo gametskog disekvilibrijuma izmedu lokusa. Statisticki znacajne neslucajne
asocijacije alela razli¢itih lokusa, na nivou znacajnosti p<0,001 su u predackoj populaciji
uocene kod 26 parova (1,1%), i kod 22 para (1,0%) primenom strozijeg kriterijuma r>>0,1 i
p<0,001 (Tabela 13). Ukupan broj statisticki znacajnih asocijacija u elitnoj populaciji je bio
skoro dvostruko vedi. Uocen je 81 par lokusa na nivou poveranja p<0,001 (3,6%) i 37 parova

kada je >0,1 i p<0,001.

Tabela 13. Broj parova lokusa sa statisticki znacajnim gametskim disekvilibrijumom i njihov
procentualni udeo (vrednosti u zagradama) u analiziranim populacijama soje

ukupan broj parova broj vezanih parova broj nevezanih parova
populacija predacka elitna predacka elitna predacka elitna
2278 114 2164
p<0,001 26 (1,1) 81 (3,6) 3(2,6) 15 (13,2) 23 (1,1) 66 (3,1)
p<0,001;
50,1 22 (1,0 37 (1,6) 3(2,6) 10 (8,8) 19 (0,9) 27 (1,2)

Od ukupnog broja parova lokusa, 95% (2164 parova) se nalazilo na razli¢itim
hromozomima (eng. unlinked), i u predackoj i u elitnoj populaciji soje. Kod predackih
genotipova, r? vrednosti izmedu lokusa sa razlicitih hromozoma su se kretale od 0,001 do
0,437. Kod elitne populacije variranje r?> vrednosti je bilo u mnogo manjem opsegu, od 0 do

0,258.
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Analizirani su parametri gametskog disekvilibrijuma kod ukupno 114 parova lokusa
(5%) sa istog hromozoma, u obe populacije (Prilog: Tabela 9). Kada se posmatraju vrednosti
parametara samo vezanih parova, uocava se dvostruko povecanje statisticki znacajnih
asocijacija u predackoj populaciji u odnosu na broj nevezanih parova, dok je u elitnoj
populaciji ovo povecdanje oko cetiri puta vece (Tabela 13). U predackoj populaciji 2 vrednosti
vezanih lokusa su varirale od 0,004 do 0,319. U elitnoj populaciji je 15 parova lokusa (13,2%)
bilo statisticki znacajno za p<0,001, od cega je 10 lokusa (8,8%) imalo r>>0,1. Vrednosti 12 su se
kretale u opsegu od 0,004 do 0,428.

Posmatranjem vrednosti 2 parametra samo parova vezanih lokusa u zavisnosti od
njihove udaljenosti na genetickoj mapi (cM), u predackoj populaciji se moze uociti tek blagi
nagib povucene krive korelacije izmedu jac¢ine gametskog disekvilibrijuma i udaljenosti
lokusa (Slika 22). U elitnoj populaciji se uocava veci nagib krive korelacije, ukazujuci na vece
opadanje gametskog disekvilibrijuma u zavisnosti od geneticke udaljenosti posmatranih

lokusa.

# predacka populacija

M eliina populacija

=

M

Slika 22. Kvadratni koeficijent korelacije (r?) izmedu lokusa sa istog hromozoma
u predackoj i elitnoj populaciji soje u zavisnosti od udaljenosti lokusa
(R>-koeficijent determinacije)
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6.7. KARAKTERIZACIJA IDENTIFIKOVANIH SELEKTIVNO ZNACAJNIH

KANDIDAT LOKUSA

6.7.1. ANALIZA KOLOKACIJE POZNATIH QTL REGIONA I SELEKTIVNO ZNACAJNIH

KANDIDAT LOKUSA

Kandidat lokusi koji su identifikovani primenom principa populacione genetike
ukazuju na regione genoma koji nose QTL-ove ili funkcionalne gene na koje je delovala
selekcija tokom oplemenjivanja soje u agroklimatskim uslovima centralne i istocne Evrope.
Poredene su genomske lokacije mikrosatelita koji su identifikovani kao selektivno znacajni,
sa poloZajem prethodno mapiranih lokusa za kvantitativne osobine kod soje. Baza podataka
SoyBase pruza informacije o QTL-ovima iz razli¢itih biparentalnih populacija (SoyBase,
2015). Sacinjena je lista lokusa za kvantitativne osobine koji se nalaze u okolini selektivno
znacajnih kandidat lokusa u intervalu ukupne Sirine 5 cM (Prilog: Tabela 10). U neposrednoj
blizini svih 9 kandidat lokusa za delovanje pozitivne selekcije se, na osnovu geneti¢ke mape
“Composite 2003” nalazi veci broj QTL-ova (Prilog: Slika 1). U regionu mikrosatelitskog
markera Satt557 je uoceno cak 125 prethodno mapiranih QTL-ova, dok su se u okolini
markera Satt357 nalazila samo tri lokusa za kvantitativhe osobine. U ostalim selektivno
znadajnim regionima genoma je uoceno priblizno od 10 do 20 QTL-ova. Ukupno je
identifikovano 264 lokusa za kvantitativne osobine, koji su u velikoj meri odgovarali
fenotipskim svojstvima koja su bila pod uticajem selekcije tokom oplemenjivanja soje
(SoyBase, 2015). Cetiri grupe QTL-ova su dominirale u identifikovanim selektivno
znadajnim regionima genoma soje.

Najveci broj uocenih QTL-ova (18%) je odredivao reproduktivni razvoj biljke (Slika
23), a ovi lokusi su determinisali pojavu prvog cveta, osetljivost na duzinu fotoperioda,
vreme sazrevanja mahune, duzinu reproduktivnog perioda, formiranje i nalivanje semena.
Obzirom da je period sazrevanja jedan od vaznijih faktora koji uticu na prinos, navedena
kategorija QTL-ova je u potpunosti u skladu sa ciljevima kojima se tezilo tokom stvaranja

elitnih sorti.
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Slika 23. Distribucija QTL-ova koji su identifikovani “hitchhiking” mapiranjem kod
genotipova soje adaptiranih na agroklimatske uslove centralne i isto¢ne Evrope

Druga po zastupljenosti kategorija (15%) je obuhvatila QTL-ove koji su determinisali
morfoloske karakteristike semena, odnosno duzinu, Sirinu, debljinu, zapreminu, tezinu i
obojenost semenjace. Pored navednih, u ovoj grupi su se nalazili i lokusi koji su odredivali
hemijski sastav semena soje, a posebno su uticali na sadrzaj bioloski aktivnih jedinjenja kao
Sto su izoflavoni (daidzein, genistein, glicitein), oligosaharidi i a-tokoferol (E vitamin).
Jednako zastupljeni u kandidat regionima (15%) su bili i lokusi koji su uticali na habitus
biljke, odredujudi visinu biljke, otpornost na poleganje, grananje, broj nodija na glavnom
stablu, masu stabla i korena, broj cvetova i gustinu dla¢ica. Osim navedenih, kao Sto je i
ocekivano, u regionima na koje je delovala selekcija tokom oplemenjivanja je bio zastupljen
veliki broj QTL-ova koji su uticali na prinos (11%). Pored lokusa koji su imali direktan uticaj
na prinos zrna po biljci, veliki broj je determinisao komponente prinosa kao $to su broj
mahuna, broj zrna po mahuni i masu 1000 zrna. Zajedno sa navedenim kategorijama lokusa
za kvantitativne osobine, zapaZen je i veliki broj lokusa koji su uticali na hemijski sastav ulja
odreduju¢i sadrzaj masnih kiselina, linolne, oleinske i palmitinske. Pored njih su bili
zastupljeni i lokusi koji su determinisali ukupan sadrZaj proteina i aminokiselina u semenu.

Osim navedenih, nekoliko lokusa je uticalo i na odnos proteina i ulja u semenu soje. Sve
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navedeno je ukazivalo da je tokom oplemenjivanja soje osim visokog prinosa, vaZan
kriterijum bio i kvalitet semena.

Ostali lokusi za kvantitativne osobine, koji su bili zastupljeni u nesto manjoj meri, su
determinisali karakteristike korena (morfoloske osobine i broj nodula), mahune (broj i
karakteristike omotaca), liske (oblik, povrSinu, sadrzaj hlorofila) i otpornost prema
insektima, nematodama i gljivama.

Ukoliko se primeni drugi kriterijum, i lokalizacija kandidat lokusa posmatra
iskljucivo u okviru mapirajucih intervala poznatih QTL-ova, uocava se da se osam od devet
lokusa kandidata za delovanje pozitivne selekcije nalazilo u direktnoj vezi sa 55 prethodno
mapiranih QTL-ova (Tabela 14 i 15). Jedino marker Satt295 nije bio u direktnoj vezi ni sa
jednim mapiranim lokusom za kvantitativne osobine. Najveéi broj lokusa nalazio se na
pozicijama markera Satt567 i Satt557, gde je uoceno 24 i 11 QTL-ova. Svi ostali mikrosateliti
koji su predstavljali kandidate za pozitivnu selekciju su se nalazili najéesce u vezi sa jednim
do tri lokusa za kvantitativne osobine (Tabela 15). Od ukupnog broja uocenih lokusa u
mapiraju¢em intervalu, najvedi procent (22,2%) je imao uticaj na reproduktivni period
kontroliSu¢i vreme cvetanja, sazrevanja mahune, osetljivost na fotoperiod i samu duzinu
reproduktivnih faza. Lokusi koji su direktno determinisali prinos biljke i karakteristike
semena (visinu, duZinu, Sirinu, teZinu i zapreminu) su bili zastupljeni sa po pribliZzno 15%.

U regionu markera Satt567 najveci broj mapiranih QTL-ova je uticao na prinos,
visinu biljke, vreme sazrevanja, sadrzaj proteina i na karakteristike semena, ukljucujuci
duzinu, visinu, Sirinu i zapreminu (Specht i sar., 2001; Tischner i sar., 2003; Wang i sar., 2004;
Salas i sar., 2006). U blizini markera Satt234 su takode pronadeni QTL-ovi koji su
determinisali karakteristike semena (Salas i sar., 2006). Nekoliko QTL-ova koji uti¢u na
prinos, vreme cvetanja i sazrevanja su mapirani u regionu Satt557 na hromozomu 6 (Specht i
sar., 2001; Githiri i sar., 2007, Guzman i sar., 2007). Ovaj lokus takode nosi major QTL za

osetljivost prema fotoperiodu (Liu i Abe, 2009).
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6.7.2. KARAKTERIZACIJA SELEKTIVNO ZNACAJNIH KANDIDAT LOKUSA

NA NIVOU GENA

Na osnovu genomske pozicije kandidat lokusa za pozitivnu selekciju, u bazi
podataka SoyBase je obavljeno pretraZivanje gena koji se nalaze u intervalu ukupne Sirine
200 kbp, sa mikrosatelitskim markerom u srediStu posmatranog intervala. U devet
selektivno znacajnih regiona se nalazilo ukupno 111 potencijalnih gena, na osnovu Wm82.a2
sekvence genoma soje (Tabela 15). Najmanji broj gena je uocen u okolini lokusa Satt464, dok
su se markeri Satt234, Satt357 i Satt651 nalazili u neposrednoj blizini oko 20 gena. Broj gena
je u potpunosti odgovarao uocenoj poziciji mikrosatelitskih markera na hromozomu. Naime,
u bazi podataka SoyBase je utvrdeno da su se lokusi Satt295, Satt464, Satt557 i Satt583
nalazili u pericentromernim regionima hromozoma, Sto je u saglasnosti sa malim brojem
gena koji je uofen u ovim regionima (Tabela 15). Nasuprot ovome, u regionima
mikrosatelitskih markera Satt234, Satt357, Satt567 i Satt651, koji su uoceni u peritelomernim
delovima hromozoma, je uocen vedi broj potencijalnih gena (veci od deset) (Tabela 15).
Jedino je u regionu lokusa Satt435, koji se nalazio u pericentromernom delu, uocen nesto

vedi broj gena u odnosu na druge lokuse ovog dela hromozoma.

Tabela 15. Identifikovani QTL-ovi i geni u selektivno znacajnim regionima hromozoma

Pozicija na mapi

Hromozom Lokus Broj QTL-ova Broj gena Region hromozoma
cM Mbp
1 55,2 37,4 Satt295 - 5 pericentromerni
3 84,6 42,2 Satt234 3 20 peritelomerni
6 112,2 20,0 Satt557 11 5 pericentromerni
151,9 49,8 Satt357 2 22 peritelomerni
. 33,5 4,5 Satt567 24 13 peritelomerni
38,9 5,5 Satt435 2 12 pericentromerni
11 84,2 27,5 Satt583 9 5 pericentromerni
15 32,1 6,8 Satt651 3 25 peritelomerni
17 89,7 245 Satt464 1 4 pericentromerni
ukupno 55 111

Nakon identifikacije se pristupilo funkcionalnoj anotaciji gena i genskih produkata
na osnovu informacija sadrzanim u bazama podataka SoyBase i SoyKB: Soybean Knowledge

Base (Joshi i sar., 2014).
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Tom prilikom su odredeni domeni ontologije gena (eng. gene onthology, GO) za
bioloske procese i molekularne funkcije koje njihovi produkti obavljaju, kao i deo celije u
kojima se aktivnost odvija. Uzimajuci u obzir veliki broj uocenih razlicitih bioloskih procesa,
analiza je suZena samo na one koji su detektovani kod pet ili vise genskih modela (Tabela
16). Produkti najveceg broja gena ucestvuju u regulaciji transkripcije, vezujuci se za
specificne DNK sekvence, promotore, pomocu jednog ili visSe DNK-vezuju¢ih domena.
Jednako brojni su bili i geni koji su ucestvovali u procesima transporta, unutar celije, ali i
izmedu Ccelije i spoljasnje sredine. Ovi geni su obavljali prenos razli¢itih katjona, jona
kalcijuma, abscisinske kiseline, oligopeptida, aminokiselina, vode i drugih molekula,
koristeci transportni sistem membrana, specifi‘cne membranske transportere ili transportne
vezikule. Prili¢no zastupljeni su bili geni koji se aktiviraju prilikom odgovora na abioticke i
bioticke faktore, ukljucujuéi povedanu koncentraciju soli, vodonik-peroksida, povisene
temperature i intenzitet svetlosti, viruse. Osim njih, uoceni su i geni koji su ucestvovali u
procesima metabolizma ugljenih hidrata (glikolize) kao i metabolizma lipida i masnih

kiselina (Tabela 16).

Tabela 16. GO domeni za bioloSke procese u selektivno znacajnim regionima genoma

Bioloski proces GO broj Broj gena
regulacija transkripcije 0006355 8
transport 0006810, 0009750, 0016192, 0055085 8
odgovor na visoke koli¢ine soli 0009651 7
odgovor na povisenu temperaturu 0009408 6
odgovor na visok intenzitet svetlosti 0009615 6
glikoliza 0006096 6
metabolizam lipida 0006629, 0042631 6
odgovor na vodonik peroksid 0009644 5
odgovor na viruse 0042542 5

Sli¢ni rezultati su dobijeni analizom GO domena za molekularne funkcije, koja je
ukazala da je najvedi broj gena imao najverovatnije regulatornu ulogu vezujudi se za

nukleinske kiseline i obavljajuci funkciju transkripcionih faktora (Slika 24).
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B vezivanje za DNK
B vezivanje za nukleotide
W vezivanje za proteine
B transkripcioni faktor
B kataliticka aktivnost
W vezivanje za nukleinske kiseline
B transporter
W kinaza
transferaza

¥ hidroliti¢ka aktivnost

Slika 24. Distribucija gena na osnovu molekularne funkcije koju obavljaju

Takode, veliki broj proizvoda identifikovanih gena su imali kataliticku ulogu, pri
¢emu su narocito brojni bili enzimi protein kinaze, transferaze i hidrolaze. Takode su GO za
molekularne funkcije genskih produkata potvrdili da je znacajan deo ucestvovao u
procesima transporta, specifi¢nim za pojedine supstrate, kao i u regulaciji transporta (Slika

24).

H jedro
B plazma membrana
M dtoplazma
B membrane organela
W celijski zid
M citosol
B mitohondrija
M vancelijki region
B Goldzijev aparat
W plastidi
m endoplazmatiéni retikulum
W unutarcelijski region
" jedarce

vakuola

endozomi

ribozomi

tilakoidi

Slika 25. Raspodela genskih modela na osnovu dela ¢elija u kojem obavljaju aktivnost
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Kada se posmatra distribucija gena prema organelama ili delu celije u kojem genski
produkti obavljaju aktivnost, moze se uociti da je najveci deo bio lociran u jedru (24,3%),
potom plazma membrani (15,1%), citoplazmi (11,1%) i membranama organela (7,9%) (Slika
25). Ovakvi rezultati su u saglasnosti sa uocenim molekularnim funkcijama genskih
produkata. Kako su geni imali pretezno ulogu u procesima regulacije transkripcije i
translacije, ocekivano je najveci broj bio lokalizovan u jedru celije. Takode, transportna
aktivnost genskih modela je bila potkrepljena cinjenicom da je veliki broj svoju funkciju
obavljao u plazma membrani i membranama organela (Slika 25).

U bazi podataka SoyBase su, koristeci podatke o sekvenciranju transkriptoma soje
(Severin i sar., 2010; SoyBase, 2015), radi ilustrativnog prikaza, analizirani profili genske
ekspresije svih potencijalnih gena koji se nalaze u identifikovanim selektivno znacajnim
regionima genoma soje. Pracena je prisutnost transkripata u razli¢itim delovima biljke (Slika
26). Kada se posmatra transkripciona aktivnost, uocava se podjednaka prisutnost genskih
produkata kako u nadzemnim delovima biljke, tako i u semenu, sa 35%, dok je neSto manja
prisutnost transkripata ovog skupa gena bila uocena u podzemnim delovima biljke sa 30%
(Slika 26). Ukoliko se analizira ekspresija gena u razlicitim organima ili fazama razvoja,
uocene razlike su takode bile neznatne (Slika 27). Odnosno, produkti ispitivanih gena su bili

skoro podjednako zastupljeni u svim ispitivanim organima, kao i kroz razlicite faze razvoja.
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Slika 26. Zastupljenost genskih transkripata u razli¢itim delovima biljke
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Slika 27. Prisutnost produkata ekspresija gena koji se nalaze u selektivno znacajnim
regionima genoma, u razli¢itim organima ili fazama razvoja (DPC-dani posle cvetanja)
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7. DISKUSIJA

Populaciono-geneticke analize gajenih biljnih vrsta su ukazale na znacaj poznavanja
promena u genomu koje nastaju tokom procesa oplemenjivanja (Vigoroux i sar., 2002;
Yamasaki i sar., 2005; Olsen i sar.,, 2006; Kane i Rieseberg, 2007; Li i sar., 2013). Sa
povecanjem koli¢ine genomskih podataka, stvorena je osnova za primenu ovih saznanja u
oplemenjivackim programima, te je poznavanje promena na nivou genoma dobilo i
prakti¢an znacaj (Morrel i sar., 2011). Rezultati ovog istraZivanja su opisali nivo genetickog
diverziteta i diferencijacije predacke i elitne populacije soje, ukazujudi na specifi¢ne regione
genoma na koje je delovala selekcija tokom oplemenjivanja u agroklimatskim uslovima
centralne i isto¢ne Evrope. Osim toga, povezivanje identifikovanih regiona i potencijalnih
svojstava koja determinisu, dalo je uvid na pravce delovanja selekcije, omogucivsi bolje
sagledavanje adaptacije soje na specificne agroklimatske uslove. Tokom istrazivanja su uz
upotrebu molekularnih markera, mikrosatelita, primenjeni principi populacione genetike i
fenomen genetickog stopiranja. Prednost upotrebe mikrosatelita za ,hitchhiking” mapiranje
kod soje, predstavlja visok stepen korelacije (R? = 0,83) koji je uocen izmedu distribucije ovih
molekularnih markera i gena (Ott i sar., 2011), na osnovu cega se pretpostavlja i njihova
povezanost sa genima favorizovanim tokom selekcije (Harr i sar., 2002). Osim toga, visoka
stopa mutacija mikrosatelita omogucava uocavanje razlika izmedu blisko srodnih
populacija, kakve su analizirane populacije soje (Kane i Rieseberg, 2007; Teschke i sar., 2008).

Tokom oplemenjivanja soje je koriS¢en mali broj osnivackih genotipova, sto je dovelo
do suzavanja njene geneticke osnove, kao i do sli¢nosti i smanjenog diverziteta elitnih sorti
(Gizlice i sar., 1994). Slicnost je narocito naglasena kod sorti koje vode poreklo sa istog
geografskog podrudja, ukazujudi na izolaciju usled udaljenosti ili na paralelnu selekciju u
slicnim agroklimatskim uslovima, pra¢enu smanjenim protokom gena (Li i sar., 2013). Uska
geneticka osnova je potvrdena i analizom pedigrea elitnih genotipova koji se gaje na
podrudju centralne i isto¢ne Evrope. Samo pet predackih genotipova (Mandarin, Capital,
Richland, Strain No. 18 i Mukden) su cinili 50% pedigrea, dok je 15 genotipova predacke
populacije obuhvatilo 80% pedigrea (Slika 2). Analizom pedigrea izuzetno prinosne
kanadske elitne sorte, OAC Bayfield, kao i elitnih sorti koje su potom nastale od nje,

utvrdeno je da je geneticka osnova modernih sorti sa podrucja ovog dela Severne Amerike
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bila jos uZa, pri cemu je pet sorti, ukljucujuci Lincoln, Mandarin, Richland, AK Harrow i
Mukden ¢inilo oko 65% pedigrea (Gizlice i sar., 1994; Grainger, 2012). Iznete ¢injenice
ukazuju da manji broj genotipova moze obuhvatiti dovoljan nivo genetickog diverziteta
vrste, Sto implicira da je broj sorti koji se koristio za ,hitchhiking” mapiranje bio
odgovarajudi. Takode, odabir manjeg broja genotipova koji obuhvataju veliki deo (86%)
pedigrea elitne populacije, svakako predstavlja prakti¢nije reSenje od analize svih poznatih

predackih genotipova.

7.1. GENETICKA VARIJABILNOST, STRUKTURA I DIFERENCIJACIJA

POPULACIJA SOJE

Za sagledavanje efekata oplemenjivanja na genom soje i posledica delovanja
selekcije, pracena je geneticka varijabilnost predacke i elitne populacije. Iako je ispitivana
elitna populacija bila skoro dvostruko veca od predacke, u predackoj populaciji je uocen veci
broj alela, ukazuju¢i na smanjenje diverziteta u elitnoj populaciji. Tokom dugogodisnjeg
oplemenjivanja, u elitnoj populaciji se izgubio u proseku jedan alel po lokusu, pri ¢emu je u
pojedinim lokusima ovaj broj bio mnogo vedi. Uzevsi u obzir razlike u velic¢ini analiziranih
populacija, ispitani su i dodatni parametri koji ne zavise od veli¢ine uzorka. Tom prilikom
su parametri ,allelic richness” (Rs) i efektivan broj alela po lokusu (Ne) pokazali slicne
rezultate kao i broj alela po lokusu, potvrduju¢i da je tokom oplemenjivanja doslo do
pribliznog gubitka prosecno jednog alela po lokusu (Tabela 3). Kod sorti i linija koje su
najveéim delom poticale iz nezavisnih oplemenjivackih programa zemalja jugoistocne
Evrope (Hrvatska, Srbija, Makedonija, Bugarska), a koje su takode nastale od sorti sa
prostora Severne Amerike (Ristova i sar., 2010), uoceno je prosecno 4 alela po SSR lokusu,
Sto predstavlja slicnu vrednost kao u populacijama analiziranim u ovom istraZivanju.
Ispitivanjem diverziteta mikrosatelita kod sorti i oplemenjivackih linija soje sa prostora
zapadne Evrope nastalih oplemenjivanjem u periodu od 1950. do 2000. godine, kao i
severnoamerickih sorti od kojih je vecina bila zastupljena i u ovom istrazivanju, vrednosti
parametra ,allelic richness” su ukazale da je tokom oplemenjivanja izgubljeno u proseku 0,6
alela po lokusu (Tavaud-Pirra i sar., 2009). Diverzitet zapadno-evropske germplazme soje je

bio nesto visi u odnosu na elitnu populaciju sa prostora centralne i isto¢ne Evrope, tako da je
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Rs iznosio prosecno 4,2 alela po lokusu. Navedena istraZivanja su ukazala na priblizno
slican nivo erozije diverziteta na prostorima centralne i istocne Evrope u odnosu na ostatak
kontinenta.

Poredenjem predackih i elitnih genotipova soje u Kanadi, utvrdeno je da je tokom
nastanka elitne populacije zadrZzano 89% genetickog diveziteta predacke populacije
(Grainger, 2012). Ovo je potvrdeno i rezultatima dobijenim resekvenciranjem genotipova
soje, koji su ukazali da je kod modernih sorti zadrzan veliki udeo genetickog diverziteta
(83,8%-87,8%) lokalnih populacija (Li i sar., 2013), sto ukazuje da je tokom nastanka
modernih sorti predacka populacija prosla kroz geneticko usko grlo umerene jacine.
Nasuprot ovome, usko grlo do kojeg je doslo tokom domestikacije soje, dovelo je do
znacajnog gubitka diverziteta, kada je varijabilnost nukleotida smanjena 50% (Hyten i sar.,
2006). Pracenjem uticaja oplemenjivanja na geneticku varijabilnost kod drugih gajenih
biljnih vrsta, takode su uocene veoma male razlike u diverzitetu izmedu gajenih sorti i
lokalnih populacija (Xu i sar., 2011; Hufford i sar., 2012; Cavangh i sar., 2013), sto je, kako se
smatra, najverovatnije postignuto delovanjem selekcije na ogranicen broj lokusa u genomu
(Cavanagh i sar., 2013). Sli¢no je ustanovljeno i u ovom istrazivanju, prilikom kojeg su
vrednosti ocekivane heterozigotnosti, kao mere genetickog diverziteta, ukazale da je elitna
populacija zadrzala veéi deo (86%) varijabilnosti predacke populacije soje (Slika 5). Cinjenica
da je predacka populacija obuhvatala genotipove razlicitih duzina vegetacije, tako da su
grupe zrenja varirale u opsegu od 000 do VII, dok su se u elitnoj populaciji kretale od 000 do
III, navodi na zakljuak da je u elitnoj populaciji soje zadrzana izuzetno visoka stopa
varijabilnosti. Iako je tokom istrazivanja uoceno da su moderne sorte soje zadrzale veci deo
diverziteta, rezultati neparametrijskog Mann-Whitney testa su pokazali da su uocene razlike
izmedu predacke i elitne populacije soje za sve parametre geneticke varijabilnosti (Na, Ne,
Rs, He i PIC) ipak bile znacajno razlicite (p<0,01) (Tabela 4). Navedene razlike su bile uocljive
i na osnovu broja jedinstvenih alela u populaciji, pri éemu je u predackoj populaciji uoceno
cak oko 2,5 puta viSe jedinstvenih alela u odnosu na elithu populaciju. Najveci broj
jedinstvenih alela u predackoj populaciji (18) je uocen kod genotipova Manitoba Brown i
CNS, dok je u elitnoj populaciji genotip Gracia imao najveci broj jedinstvenih alela (5) (Slika
4). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa grupama zrenja kojima pripadaju uoceni genotipovi,

pri ¢emu su Manitoba Brown i Gracia sorte veoma ranih grupa zrenja (00 i 000), dok CNS
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sazreva kasnije i pripada VII grupi zrenja. Kod predackih genotipova kanadske elitne sorte
OAC Baytfield je takode uocen najveci broj jedinstvenih alela kod sorte CNS, koja se
geneticki najvise razlikovala od ostalih ispitivanih genotipova (Grainger i Rajcan, 2014).
Pored brojnih drugih faktora, poznato je da efikasnost ,hitchhiking” mapiranja
umnogome zavisi od geneticke strukture analiziranih populacija (Casa i sar., 2005). Isti
faktor je ogranicavajudi i kod asocijativnog mapiranja (Breseghello i Sorrells, 2006). Prednost
analize geneticke strukture populacija koja je primenjena u ovom istraZivanju, a koja je
implementirana u softveru STRUCTURE (Pritchard i sar., 2000), je njegova sposobnost da
proceni udeo genoma jedinke koji pripada svakoj ispitivanoj populaciji (,,admixture” model)
(Sim i sar., 2011). Prilikom analize rezultata je uo¢eno nepodudaranje podele analiziranih
genotipova na predacku i elitnu populaciju na osnovu pedigrea i na osnovu rezultata
dobijenih analizom geneticke strukture populacija (Slika 8). Naime, pojedini genotipovi koji
su prema pedigreu pripadali predackoj populaciji, na osnovu rezultata dobijenih analizom
strukture populacija su bili pridruzeni klasteru koji je najveéim delom sadrzao elitne
genotipove. Nasuprot ovome, svi genotipovi elitne populacije (izuzevsi genotip Gracia) su
nakon analize strukture populacija bili svrstani u klaster sacinjen od elitnih sorti. Dobijeni
rezultati su najverovatnije uzrokovani pozitivhom korelacijom koja je uocena izmedu
roditeljskog doprinosa predackih genotipova elitnoj populaciji i koeficijenta pripadnosti
genetickom klasteru (Q) (Tomicic i sar., 2014). Odnosno, pojedini predacki genotipovi, kao
S$to je Mandarin, su tokom oplemenjivanja i nastanka elitnih sorti ¢esce koriséeni kao roditelji
na prostorima centralne i isto¢ne Evrope (roditeljski doprinos elitnoj populaciji je bio 12%) i
stoga su geneticki sli¢niji elitnim genotipovima (koeficijent pripadnosti elitnoj grupi je 0,99).
Pored Mandarina i drugi genotipovi (Capital, Richland, Strain No. 18) koji su cinili
geneticku osnovu analiziranih sorti centralne i istocne Evrope su bili rasporedeni u elitnu
populaciju. Uticaj pedigrea na rezultate analize geneticke strukture populacija ukazuje da je
geneticka struktura zapravo oslikavala istoriju oplemenjivanja soje. Slicno ovome, sorte soje
koje vode poreklo iz jugoisto¢ne Evrope, Kanade i Brazila i koje su imale slicno poreklo na
osnovu pedigrea, su bile raspodeljene u iste geneticke klastere (Ristova i sar., 2010; Priolli i
sar., 2013; Grainger i Rajcan, 2014). Analizom populacione strukture divljih srodnika soje,
lokalnih populacija i modernih sorti, takode su identifikovana dva klastera, od kojih su se u

jednom pretezno nalazili genotipovi vrste Glycine soja, a u drugom genotipovi vrste Glycine
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max, sa preklapanjem pojedinih uzoraka (Li i sar., 2014b). Slicnu geneticku strukturu
populacija su imali i genotipovi sorti i lokalnih populacija pSenice, Sto je takode
najverovatnije bilo uslovljeno cestim koriS¢enjem odredenih lokalnih populacija u
oplemenjivackim programima pSenice (Wang i sar., 2012; Cavanagh i sar., 2013).

Potvrda uocene geneticke strukture populacija dobijena je i analizom glavnih
koordinata (PCoA), na osnovu koje se takode nije moglo izvrsiti jasno grupisanje
analiziranih genotipova soje u odvojene klastere (Slika 11). Iako se kod navedenih analiza za
izracunavanja koriste razli¢iti parametri, pri ¢emu su za utvrdivanje geneticke strukture
populacija primenjene frekvencije alela, dok je prilikom PCoA koriS¢ena geneticka
udaljenost izmedu analiziranih genotipova, obe procedure su ukazale na delimi¢no
preklapanje uzoraka predacke i elitne populacije. Kod pojedinih genotipova predacke
populacije (CNS, Mandarin, Colfax) je primecena veca geneticka udaljenost u poredenju sa
svim ostalim ispitivanim genotipovima. U predackoj populaciji je generalno uocena veca
geneticka udaljenost izmedu genotipova, dok su genotipovi elitne populacije u najvec¢oj meri
bili medusobno blisko locirani u koordinatnom sistemu. U PCo analizi, kao i na osnovu
geneticke strukture populacija, genotip Gracia je u najvecoj meri odstupao od distribucije
elitnih sorti i bio geneticki sli¢niji predackim genotipovima. Uocena preklapanja izmedu
uzoraka su najverovatnije uslovila i nizak nivo geneticke diferencijacije izmedu populacija,
na Sta je ukazala prosec¢na vrednost indeksa fiksacije, Fst (Wright, 1978). Kod vise od
polovine lokusa je uocena mala diferencijacija izmedu populacija, srednji nivo diferencijacije
izmedu populacija je bio uocen kod oko 40% lokusa, a kod tri lokusa je Fst vrednost
ukazivala na visoki stepen diferencijacije (Slika 10). Rezultati analize molekularne varijanse
su takode pokazali da se mali procenat genetickog variranja (9%) mogao pripisati
medupopulacionim razlikama, a istovremeno je uvrdeno da je najvec¢i udeo ukupne
geneticke varijabilnosti, oko 81%, pripadao variranju genotipova unutar ispitivanih
populacija (Tabela 6). Interesantno je da je skoro identi¢na vrednost indeksa fiksacije, kao u
ovom istraZivanju, uocena i izmedu predackih i elitnih genotipova soje u Kanadi (Grainger,
2012). Za razliku od njih, populaciono-geneticka diferencijacija izmedu germplazme soje sa
prostora Zapadne Evrope i severnoamerickih genotipova bila je viSestruko manja (0,025)

(Tavaud-Pirra i sar., 2009), sto je bilo u saglasnosti i sa manjim razlikama u genetickom
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diverzitetu, u odnosu na razlike koje su uocene izmedu predackih i elitnih populacija ovog

istrazivanja.

7.2. IDENTIFIKACIJA LOKUSA NA KOJE JE DELOVALA SELEKCIJA

Za identifikaciju selektivno vaznih genomskih regiona tokom oplemenjivanja soje u
agroklimatskim uslovima centralne i isto¢ne Evrope su primenjena dva empirijska pristupa
kao i dva pristupa koja su se zasnivala na demografskim modelima. KoriS¢eni testovi su
identifikovali lokalno smanjenje diverziteta u okviru genoma i povecanje populacione
diferencijacije u lokusima na koje je delovala selekcija. Efekti selekcije su se, u zavisnosti od
primenjene metode, mogli uociti na razli¢itom broju SSR lokusa u genomu soje, od 5,9% do
17,6% (Slika 18).

Smanjenje varijabilnosti mikrosatelitskih lokusa, kada su u bliskoj vezi sa genima
favorizovanim selekcijom, predstavlja osnovu InRV i InRH testova koji su primenjeni za
identifikovanje selektivno znacajnih lokusa. Svaki mikrosatelitski lokus ima specifi¢nu stopu
mutacija (Di Rienzo i sar.,, 1994), Sto otezava direkino poredenje varijabilnosti razlicitih
lokusa. Medutim, primenom empirijskog pristupa koji poredi varijabilnost mikrosatelitskih
lokusa izmedu dve populacije, mogu se identifikovati lokusi ¢iji je gubitak diverziteta veci
od ocekivanog, u uslovima kada selekcija ne deluje (Schlétterer, 2002; Schlétterer i Dieringer,
2005). Ovi testovi imaju najvecu mo¢ detekcije neposredno nakon delovanja selekcije, kada je
broj alela u populaciji veoma smanjen, a sa povecanjem diverziteta datog lokusa tokom
vremena mo¢ detekcije opada (Casa i sar., 2005). Navedena ¢injenica ukazuje da su InRH i
InRYV testovi pogodni za identifikaciju gena koji su favorizovani oplemenjivanjem i na koje je
selekcija delovala u relativno bliskoj proslosti (Schlotterer, 2002; Kauer i sar., 2003).

InRH i InRV vrednosti selektivno neutralnih lokusa imaju normalnu raspodelu, dok
razli¢iti demografski dogadaji mogu uticati na promenu oblika njihove distribucije. Tako,
prilikom prolaska populacije kroz geneticko usko grlo, kod velikog broja mikrosatelita
dolazi do smanjenja varijabilnosti, sto dovodi do promene distribucije ovih vrednosti (Storz,
2005). S obzirom da su nestandardizovane InRH i InRV vrednosti u ovom istrazivanju imale
normalnu raspodelu (Slika 12), moze se zakljuciti da je delovanje selekcije bilo ograni¢eno na

manji broj analiziranih lokusa. Od svih primenjenih pristupa za identifikaciju selektivno
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znacajnih lokusa, InRH i InRV testovi su dali najmanji broj kandidata, pri ¢emu su oba testa
identifikovala po cetiri SSR (p<0,05) (5,88%) (Slika 13), dok je zajednickom primenom
detektovano ukupno tri kandidata za balansnu i Cetiri za pozitivnu selekciju. Priblizno sli¢ne
vrednosti su dobijene i koris¢enjem InRH testa prilikom ispitivanja kanadske germplazme
soje, gde je od ukupnog broja ispitivanih lokusa 7% bilo selektivho znacdajno (Grainger,
2012). Smatra se da InRH test ima znacajno ve¢u moc¢ za identifikovanje delovanja selekcije
od InRV testa, jer u velikoj meri ne zavisi od stope mutacija mikrosatelita i demografske
istorije populacije (Schlotterer, 2002; Schlotterer i Dieringer, 2005), Sto je i potvrdeno
poredenjem sa rezultatima drugih pristupa. Svi kandidat lokusi koji su detektovani
primenom InRH testa su potvrdeni i drugim metodama. Tom prilikom je takode uoceno da
je lokus Satt295 na osnovu InRH testa bio kandidat za delovanje balansne selekcije, prilikom
koje se odrzava geneticka varijabilnost u populaciji, dok su ga svi drugi pristupi definisali
kao kandidata za pozitivhu selekciju. Posmatranjem frekvencija alela ovog lokusa u
ispitivanim populacijama (Slika 14d) uoceno je da je alel koji je u predackoj populaciji bio
prisutan u niskoj frekvenciji bio favorizovan selekcijom, sto je dovelo do povecanja njegove
ucestalosti u elitnoj populaciji, sa istovremenim smanjenjem ucestalosti najfrekventnijeg
alela predacke populacije. Ovo je dovelo do skorog izjednacenja ucestalosti navedenih alela,
Sto je verovatno uticalo da InRH test prepozna selekciju koja je delovala kao balansnu. Od
Cetiri lokusa potvrdena InRV testom, samo je Satt557 potvrden primenom drugih metoda.
Ovaj lokus je ujedno bio i jedini koga su detektovala oba, InRH i InRV, testa. Uzevsi u obzir
da InRH i InRV testovi za izrazavanje varijabilnosti koriste razlicite parametre, izmedu
rezultata testova se ne mora nuzno ocekivati visok stepen korelacije (Schlotterer i Dieringer,
2005).

Kako tokom domestikacije i oplemenjivanja selekcija deluje na specificne, znacajne
lokuse, dolazi do fiksacije razlicitih alela, kao i do povecanja stepena geneticke diferencijacije
izmedu populacija u ovim lokusima. Usled ovoga se indeks fiksacije (Fst), kao mera
geneticke diferenciranosti populacija, moZe koristiti i za uocavanje genetickih razlika do
kojih je doslo tokom navednih procesa, odnosno moZe posluziti kao indikator delovanja
selekcije (Nielsen, 2005). Naime, lokusi koji pokazuju mnogo vec¢i nivo populacione
diferencijacije, u odnosu na druge lokuse, predstavljaju potencijalne kandidate za delovanje

selekcije. Proporcionalno sa udaljenosti od mesta na koje je delovala selekcija, odnosno sa
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povecanjem stope rekombinacija, opada i vrednost indeksa fiksacije (Charlesworth i sar.,
1997), te ¢e markeri koji su na manjoj genetickoj udaljenosti od gena koji su bili zahvaceni
delovanjem selekcije imati slicne vrednosti kao i regioni na koje je selekcija delovala.
Koris¢enjem ovog parametra kod divljih i gajenih genotipova soje, identifikovano je
pribliZzno 5% regiona genoma koji su imali ili izuzetno visoke (>0,45) ili izuzetno niske
(<0,02) Fst vrednosti, te predstavljaju potencijalne regione na koje je delovala selekcija tokom
domestikacije (Lam i sar., 2010). Takode, analizom divljih predaka i modernih sorti soje, u
regionima SSR lokusa koji su se nalazili u blizini lokusa od agronomskog znacaja uocen je
visok stepen geneticke diferencijacije, ukazujuci na delovanje selekcije tokom domestikacije i
oplemenjivanja soje u ovim regionima, dok je sasvim suprotno uoéeno kod lokusa koji nisu
bili u vezi sa navedenim osobinama (Jun i sar., 2011). Genotipizacijom divljih srodnika,
lokalnih populacija i elitnih sorti soje, koriste¢i mikrocip SoySNP50K, ukazano je na regione
sa veoma visokim vrednostima indeksa fiksacije (=0,6), koji su najverovatnije nosili lokuse
na koje je delovala selekcija tokom domestikacije ili dugogodisnjeg oplemenjivanja soje u
Severnoj Americi. Koristeéi ovu kriticnu vrednost, uoceno je oko 15 puta vise regiona koji su
bili selektivno znacajni tokom domestikacije. Tom prilikom, uocena prosecna Fst vrednost
izmedu G. soja i lokalnih populacija je iznosila oko 0,3, dok je izmedu lokalnih i elitnih
populacija bila manja od 0,1 (Song i sar., 2013). Fst parametar je uspesno primenjen za
identifikovanje lokusa na koje je delovala selekcija i kod drugih gajenih kultura, ukljucujudi
suncokret (Chapman i sar., 2008), kukuruz (Vigouroux i sar., 2002), pSenicu (Ren i sar., 2013)
i Se¢ernu trsku (Casa i sar., 2005).

Ispitivanjem delovanja selekcije tokom domestikacije soje, Fst vrednosti selektivno
znacajnih SNP lokusa su bile 3,3-7,4 puta vece od prosecene vrednosti svih ispitivanih
lokusa (Li i sar., 2014b). Prilikom poredenja predackih i modernih sorti soje, sa ciljem
ispitivanja efekta oplemenjivanja, oc¢ekuje se manja diferencijacija, usled veceg stepena
srodstva izmedu populacija. Stoga su lokusi koji imaju dvostruko vec¢u vrednost parametra
Fst u poredenju sa prosecnom vrednosti kod soje identifikovani kao selektivno znacajni
(Grainger, 2012). Koriste¢i ovaj kriterijum i empirijsku distribuciju Fst vrednosti, prilikom
analize predackih i elitnih genotipova soje sa prostora centralne i istone Evrope u ovom
istrazivanju, uoceno je sedam selektivno znacajnih lokusa (10,3%) (Slika 15). Jedino su lokusi

koji su identifikovani kao kandidati za delovanje pozitivne selekcije primenom Fst pristupa,
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svi bili potvrdeni i drugim primenjenim metodama (Slika 18). Primenom istog kriterijuma u
agroklimatskim uslovima Kanade je identifikovan skoro jednak procenat selektivno
znacajnih lokusa (Grainger, 2012).

Prilikom primene empirijskog pristupa koji se zasniva na povecanju populacione
diferencijacije ne postoji statisticki precizna granica za identifikovanje lokusa na koje je
delovala pozitivna selekcija (Sim i sar., 2011). Usled toga su primenjeni i drugi testovi koji se
zasnivaju na povecanju populacione diferencijacije, ali pomocu kojih se mogu uspostaviti
objektivni kriterijumi koji ¢e ukazati na delovanje selekcije. Ovakvi statisticki pristupi su
implementirani u programe Lositan i Arlequin, a za detekciju selektivno znacajnih regiona,
kao kriterijume istovremeno koriste povecanje populacione diferencijacije i smanjenje
geneticke varijabilnosti. Oba pristupa primenjuju pretpostavke o populacionoj strukturi
koriS¢enjem razlicitih demografskih modela. Na osnovu pristupa koji koristi ostrvski model
migracija u programu Lositan (Beaumont i Nichols, 1996) je identifikovan najveci broj lokusa
na koje je delovala pozitivna selekcija, 17,6% (p<0,05) (Slika 16). Od ukupnog broja uocenih
lokusa, 75% je bilo potvrdeno drugim metodama. Kada je isti demografski model primenjen
u programu Arlequin (p<0,05) detektovano je cetiri puta manje lokusa koji su bili pod
uticajem pozitivne selekcije, kao i dva lokusa na koje je delovala balansna selekcija (Slika
17a). Rezultati istog modela migracija dobijeni pomocu razli¢itih programa su se podudarali
samo za deo lokusa na koje je delovala pozitivna selekcija. S obzirom da za identifikaciju
lokusa na koje je delovala balansna selekcija primenom fenomena genetickog stopiranja
postoje brojna metodoloska i teorijska ogranicenja (Excoffier i sar., 2009), kao i da su
detektovani primenom samo jednog pristupa, postoji velika mogucnost da ovi
identifikovani lokusi predstavljaju lazno pozitivne rezultate.

Uzevsi u obzir da je prilikom identifikacije selektivno znacajnih lokusa poZeljna
primena razli¢itih demografskih pristupa, u cilju nalazenja modela koji najrealnije opisuje
demografsku istoriju ispitivanih populacija (Nielsen, 2005), kao i da primena hijerarhijskog
modela migracija moZe smanjiti broj lazno pozitivnih rezultata u poredenju sa
nehijerarhijskim modelima (Excoffier i sar., 2009), obavljene su dodatne analize koristeci i
ovaj demografski model. Hijerarhijski ostrvski model, u programu Arlequin, je identifikovao
manji broj lokusa na koje je delovala pozitivna selekcija, u odnosu na nehijerarhijski pristup

primenjen u programu Lositan (Slika 17b). Svi lokusi kandidati za pozitivnu selekciju
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dobijeni putem analiza u programu Arlequin, su bili potvrdeni i primenom nehijerarhijskog
pristupa u programu Lositan, a vecina lokusa koji su detektovani primenom oba pristupa su
bili identifikovani i nekom od ostalih metoda. Na osnovu hijerarhijskog modela migracija je
takode identifikovano cetiri lokusa na koje je delovala balansna selekcija, koja mozZze biti
uzrokovana adaptacijama na razlicite abioticke ili bioticke faktore. Mikrosatelitski lokusi koji
su bili kandidati za balansnu selekciju primenom razli¢itih demografskih modela u
programu Arlequin se nisu podudarili (Slika 17). Svi pozitivni kandidat lokusi na osnovu
rezultata dobijenih u programu Arlequin su bili potvrdeni i drugim pristupima, dok ni
jedan lokus koji je bio pod uticajem balansne selekcije nije bio potvrden koris¢enjem drugih
testova, te verovatno predstavljaju lazno pozitivne rezultate.

Primenom najmanje jedne metode (InRH i InRV test, Fst, demografski pristupi u
programima Lositan i Arlequin), delovanje selekcije je uo¢eno na ukupno 28% lokusa. Kao
posledica oplemenjivanja soje u agroklimatskim uslovima Kanade utvrdeno je da je selekcija
delovala na ukupno 14% lokusa, primenom samo InRH i Fst testova (Grainger, 2012). Kada
se posmatraju rezultati samo ovih pristupa, prilikom istrazivanja adaptacija na uslove
centralne i istocne Evrope, uoceno je 12% selektivno znacajnih lokusa. Kombinovanom
primenom viSe metoda koje identifikuju razli¢ite promene u genomu nakon delovanja
selekcije, moZe se uticati na smanjenje broja lazno pozitivnih rezultata. Smatra se da lokusi
koji su potvrdeni u najmanje dve primenjene analize predstavljaju jake kandidate, dok
lokusi detektovani samo jednom metodom predstavljaju verovatno lazno pozitivne rezultate
(Schlotterer i Dieringer, 2005; Bonin i sar., 2006). Primenom najmanje dva testa je
detektovano 13% SSR lokusa koji predstavljaju jake kandidate za delovanje selekcije tokom
oplemenjivanja soje u agroklimatskim uslovima centralne i isto¢ne Evrope, Sto ide u korist
hipotezi delovanja selekcije na ogranicenom broju lokusa Sirom genoma (Cavanagh i sar.,
2013). Visok stepen preklapanja je uocen izmedu rezultata dobijenih primenom Fst
parametra, ostrvskog modela migracija u programu Lositan i InRH testa, a u manjoj meri sa
rezultatima hijerarhijskog modela migracija u programu Arlequin (Slika 18). S obzirom da
InRH test sa jedne strane, i Fst i program Lositan sa druge strane, detektuju sasvim razlic¢ite
promene u genomu uzrokovane delovanjem selekcije, na ovaj nacin je pojacan i potkrepljen
status identifikovanih pozitivnih kandidat lokusa. Primenom svih metoda, samo dva lokusa,

Satt357 i Satt557, su potvrdeni kao kandidati za delovanje pozitivne selekcije.
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Nepodudarnost rezultata dobijenih razlic¢itim pristupima bi mogla biti uzrokovana i
¢injenicom da razlic¢ite metode identifikuju lokuse na razli¢itim nivoima delovanja selekcije
(Horton i sar., 2012). Postoji potencijalna mogucnost smanjenja broja primenjenih testova u
cilju efikasnije i brze identifikacije lokusa kandidata za delovanje selekcije. Kada bi se
primenila samo dva pristupa koji se zasnivaju na genetickoj diferencijaciji populacija,
empirijski i demografski model koji koristi program Lositan, mogao bi se identifikovati
najvedi broj lokusa kanidata za delovanje pozitivne selekcije. Medutim, vazno je naglasiti da
bi se ovo moglo primeniti iskljuc¢ivo na strukturu populacija koja je utvdena u ovom
istraZivanju.

Nakon identifikacije lokusa kandidata za delovanje selekcije, pristupilo se analizi
raspodele favorizovanih alela ovih lokusa. Rezultati su ukazali da je najmanji broj
favorizovanih alela u selektivno vaznim lokusima kod genotipova elitne populacije (Slika
19b) uocen kod sorti Gracia, Senka, NS Kaca i Fortuna. Sve navedene sorte pripadaju ili
veoma ranim ili kasnim grupama zrenja nasih agroklimatskih uslova, pri ¢emu su Gracia,
NS Kaca i Fortuna veoma rane sorte, dok je Senka kasnostasna i pripada III grupi zrenja.
Nasuprot ovome, maksimalan broj favorizovanih alela, koji su sadrzali pojedini genotipovi
elitne populacije, ne mora nuzno da ukazuje da su ove sorte i najprinosnije. Neophodne su
dalje analize koje bi ispitale i dodatan uticaj genetickog okruzenja. Osim toga, uzevsi u obzir
da je analiziran samo odredeni broj lokusa i regiona, potrebno je prosiriti analizu
obuhvatanjem veceg dela genoma soje, kako bi se mogla izvesti pouzdanija i preciznija
korelacija izmedu prinosa i broja favorizovanih alela. Dobijeni rezultati su svakako ukazali
na znacajnu akumulaciju pozeljnih alela u elitnoj populaciji u odnosu na predacku (Slika 19)
¢ime je istovremeno, osim uticaja modernog oplemenjivanja, potvrdena pouzdanost
,hitchhiking” mapiranja za identifikaciju selektivno znacajnih lokusa i alela. Moderne sorte
koje nemaju favorizovane alele u identifikovanim selektivno znacajnim lokusima (Slika 19b),
ukazuju na dalju moguc¢nost unapredenja agronomski znacajnih osobina koristeci pristupe
molekularnog oplemenjivanja (Wang i sar., 2012).

U neposrednoj blizini pojedinih lokusa koji su detektovani kao selektivno znacajni,
nalazili su se i drugi analizirani markeri koji nisu bili potvrdeni ni jednim pristupom. U
datim regionima genoma je utvrdena frekvencija genetickih rekombinacija, poredenjem

udaljenosti markera na fizickoj i genetickoj mapi, dok je vrednost za cele hromozome
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preuzeta iz Ott i sar. (2011). Uoceno je da je na marker Satt295 na hromozomu 1 delovala
selekcija, dok marker Satt383 koji se nalazi na rastojanju od 1,35 cM nije okarakterisan kao
selektivno znacajan ni jednim primenjenim testom. U ovom regionu hromozoma je uocena
veoma visoka stopa rekombinacija na osnovu literaturnih podataka, cak Cetiri puta veca od
prosecne stope za ceo hromozom 1. Sli¢no je uoceno i kod markera Satt557 i Satt319, koji su
udaljeni 1,23 cM, a u ovom regionu je uocena dvostruko veca vrednost rekombinacija u
odnosu na ceo hromozom 6. Takode, postoji mogucnost da je smanjena stopa rekombinacija
u regionu koji je ogranicen markerima Satt567 i Satt435, na hromozomu 7, razlog uocavanja
“potpisa” koji je ostavila selekcija kod oba molekularna markera.

Prilikom ispitivanja efekta oplemenjivanja na genomu soje, poredenjem sekvenci
genoma lokalnih populacija i modernih sorti, identifikovani su selektivno znacajni regioni
ukupne duzine 14.462 kbp, Sto je ukazalo da je selekcija tokom modernog oplemenjivanja
zahvatila 1,52% genoma, odnosno oko 2% svih gena i oko 4-5% anotiranih gena soje (Lam i
sar., 2010; Schmutz i sar., 2010; Li i sar., 2013). Takode, analizom diverziteta germplazme
kukuruza razli¢itog porekla i primenom razli¢itih markera potvrdeno je delovanje selekcije
na 2-5% gena tokom domestikacije i oplemenjivanja (Vigoroux i sar., 2002; Wright i sar.,
2005; Hufford i sar., 2012; Jiao i sar., 2012; van Heerwaarden i sar., 2012). Analizom
predackih i elitnih sorti soje koje su adaptirane na agroklimatske uslove Kanade, primenom
Fst i InRH testa je identifikovano ukupno 3,3% kandidat lokusa na koje je delovala pozitivna
selekcija (Grainger, 2012). Analizom adaptacija na agroklimatske uslove Kanade i centralne i
istoéne Evrope, uocena su dva zajednic¢ka lokusa, Satt357 i Satt557, na koje je delovala
selekcija (Tomicic i sar., 2014). Oba lokusa se nalaze na hromozomu 6 (oko 112 cM i 151 cM),
a u regionu centralne i isto¢ne Evrope su bili identifikovani kao selektivno znacajni svim
primenjenim metodama. U blizini markera Satt557 se nalazi gen E1 koji ima klju¢nu ulogu u
regulisanju vremena cvetanja i sazrevanja kod soje (Xia i sar., 2012). Pretpostavlja se da je E1
protein represor cvetanja, koji obavlja svoju funkciju vezujudi se za molekul DNK ili kao
transkripcioni faktor (Xia i sar., 2012). Kod soje su vreme cvetanja i sazrevanja vazne
kvantitativne osobine, ¢ija kontrola predstavlja osnovu stvaranja sorti adaptiranih na Sire
geografske regione, ¢ime odreduje granice njenog uzgajanja (Li i sar., 2013). Osim
navedenog, smatra se da vreme sazrevanja odreduje produktivnost soje (Jiang i sar., 2014).

Sve navedeno ukazuje da E1 gen ima znacajan uticaj na adaptaciju na agroklimatske uslove
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podrucdja centralne i isto¢ne Evrope. Favorizovani alel lokusa Satt557 je uocen kod svih
ispitivanih elitnih genotipova, izuzev kod sorti Julija, Gracia i NS Kaca. Cinjenica da su vrlo
rane sorte, dovodi do pretpostavke da su identifikovani aleli mikrosatelita Satt557 u sortama
Julija, Gracia i NS Kaca u vezi sa recesivnim alelima E1 gena. Smatra se da od svih gena koji
determiniSu cvetanje i sazrevanje kod soje, E1 ima najveci efekat (Xia i sar., 2012). Ipak,
alelna varijabilnost ostalih E gena, narocito E1, E3 i E4, moze obezbediti znacajnu geneticku
plasticnost koja ¢e omoguciti gajenje soje na Sirim geografskim podrudjima (Cober i sar.,
1996), sto ukazuje na znacaj utvrdivanja vremena cvetanja i sazrevanja kod genotipova soje
u odnosu na fotoperiod. Preliminarna analiza distribucije gena za duZinu vegetacije je
obavljena na pojedinim genotipovima predacke i elitne populacije soje koji su analizirani u
ovom istrazivanju (Dordevi¢ i sar., 2012; Tomicic i sar., 2013).

Tokom ranijih istrazivanja je takode utvrdeno da je tokom domestikacije i
oplemenjivanja soje selekcija delovala na lokuse koji su determinisali vreme cvetanja (Kim i
sar., 2012). Poredenjem lokalnih populacija i elitnih sorti soje uoceno je da je selekcija tokom
oplemenjivanja delovala na dva gena koja su bila u vezi sa ovim svojstvom, GmCRY1a i
Glymal0g42090.1 (Li i sar., 2013). GmCRY1a je glavni regulator cvetanja u zavisnosti od
duzine fotoperioda kod soje i ima vaznu ulogu u odredivanju distribucije soje prema
geografskoj Sirini, dok gen Glyma10g42090.1 predstavlja homolog gena CONSTANS, za koji
je utvrdeno da pripada grupi transkripcionih faktora koji imaju vaznu ulogu u kontrolisanju
vremena cvetanja. Medu regionima na koje je delovala selekcija tokom domestikacije i
oplemenjivanja kod drugih gajenih biljnih vrsta, cesto su se nalazili geni ukljuéeni u
regulaciju vremena cvetanja (Chapman i sar., 2008; Blackman i sar., 2011; De La Fuente i sar.,
2012; Cavanagh i sar., 2013; Varshney i sar., 2013).

U cilju potvrde delovanja pozitivne selekcije, obavljena je analiza genetickog
diverziteta predacke i elitne populacije na osnovu dva skupa lokusa, selektivno znacajnih i
neutralnih. Tom prilikom u predackoj populaciji nisu uocene znacajne razlike u genetickom
diverzitetu, na osnovu razli¢itih kategorija lokusa, pozitivnih i neutralnih (MW test, p<0,01).
Medutim, nakon delovanja selekcije, geneticki diverzitet elithe populacije na osnovu
selektivno znacajnih lokusa je bio znacajno niZi u poredenju sa diverzitetom koji su imali
neutralni lokusi. Istovremeno, Fst vrednost selektivno znacajnih lokusa je ukazala na

umeren do visok nivo diferencijacije izmedu populacija, dok su neutralni lokusi ukazali na
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tek neznatnu geneticku diferencijaciju populacija (Tabela 9). Kada se iz analize iskljuce
lokusi na koje je delovala selekcija, uocava se smanjenje vrednosti Fst parametra za oko 26%.
Potvrda povecanja populacione diferencijacije dobijena je i analizom molekularne varijanse,
na osnovu koje je uoceno povecanje diferencijacije izmedu populacija sa 6% na osnovu
neutralnih lokusa, na 27% kada se posmatraju samo selektivno znacajni lokusi (Slika 20).
AMOVA je ukazala da se povecanje varijanse izmedu populacija odvijalo na ustrb smanjenja
varijanse izmedu jedinki unutar populacije, Sto bi moglo ukazivati na odredeni stepen
homogenizacije, kada se posmatraju pozitivni kandidat lokusi. Sli¢cno smanjenje populacione
diferencijacije, koje se uocava posmatranjem samo selektivno neutralnih lokusa, odnosno,
povedanje Fst vrednosti, kao i procenta genetickih varijacija izmedu grupa kada se u analizu
uvrste lokusi na koje je delovala selekcija, je uoceno i prilikom analiza diferencijacije
populacija lana (Soto-Cerda i Cloutier, 2013), kao i ispitivanjem adaptacija vrste morskog
puza Haliotis midae duz obala Juzne Afrike (Rhode, 2013). U drugom navedenom primeru,
razlike izmedu grupa na osnovu AMOVA su povecane skoro tri puta u odnosu na analizu
samo selektivno neutralnih lokusa, Sto je verovatno bilo u vezi sa delovanjem selekcije koja
omogucava adaptacije na lokalne uslove Zivotne sredine (Rhode, 2013).

Isklju¢ivanje selektivno znacdajnih lokusa iz daljih analiza, odnosno analiza
varijabilnosti samo neutralnih lokusa su neophodne, ukoliko je cilj populaciono-genetickih
istraZivanja utvrdivanje delovanja razlic¢itih demografskih efekata (Soto-Cerda i Cloutier,
2013). Tako, na primer, kada se ispituje geneticka struktura populacija pomocu
mikrosatelitskih markera, pretpostavlja se selektivha neutralnost analiziranih lokusa. S
obzirom da su rezultati ovog istrazivanja ukazali da su se medu ispitivanim mikrosatelitima
nalazili i lokusi na koje je delovala selekcija, geneticka struktura populacija soje je ispitana i
analizom samo selektivno neutralnih lokusa. Tada je utvrdeno da nije doSlo do znacajnih
promena u genetickoj strukturi analiziranih populacija, najverovatnije usled ¢injenice da je
selekcija delovala na manji broj markera (Slika 21).

U pojedinim slucajevima i drugi demografski faktori uticu na smanjenje geneticke
varijabilnosti populacije, uzrokujuci efekte slicne delovanju selekcije. Nakon naglog
smanjenja veli¢ine populacije, samo mali broj genotipova doprinose osnivanju nove
populacije, ¢ime se varijabilnost u znatnoj meri smanjuje, odnosno populacija prolazi kroz

geneticko usko grlo. Navedeni demografski efekat se usled specificnog delovanja moze
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pogresno identifikovati kao delovanje selekcije (Vigoroux i sar., 2002; Yamasaki i sar., 2007).
Ispitivanjem varijabilnosti na nivou genoma se mogu razlikovati efekti koji deluju na
pojedinacne lokuse, kao Sto su rekombinacije, mutacije i selekcija, od demografskih pojava
Ciji se efekat uocava Sirom genoma (usko grlo, efekat osnivaca, stratifikacija populacije,
migracije) (Luikart i sar., 2003). Shodno tome, ukoliko se i kod neutralnih i pozitivnih lokusa
uoci smanjenje geneticke varijabilnosti, moze se pretpostaviti da je populacija prosla kroz
usko grlo (Médkinen i sar., 2008), a identifikovani kandidati za delovanje selekcije
predstavljaju verovatno lazno pozitivne rezultate. Iz ovog razloga, ali i ¢injenice da testovi
koji detektuju selektivno znacajne lokuse ne uzimaju dovoljno u obzir demografske efekte
(Excoffier i sar., 2009), analiziran je prolazak populacija kroz geneticko usko grlo.
Ispitivanjem neutralnih lokusa predacke i elitne populacije, kao i pozitivnih kandidat lokusa
predacke populacije, nije uoceno statisticki znacajno povecanje heterozigotnosti u poredenju
sa ravnoteznom vrednosS¢u ovog parametra, a koje je karakteristicno za populacije koje su
prosle kroz usko grlo (Tabela 12). Medutim, u regionima pozitivnih kandidat lokusa elitne
populacije uoceno je jasno smanjenje lokalne efektivne veli¢ine populacije, Sto je ukazivalo
na prolazak elitne populacije kroz usko grlo. Oba primenjena testa (Sign i Wilcoxon) su
pokazala statisticki znadajno smanjenje genetickog diverziteta pozitivnih lokusa elitne
populacije, Sto upravo predstavlja jaku potvrdu delovanja selekcije tokom oplemenjivanja
soje u specificnim agroklimatskim uslovima. U ranijim istraZivanjima je utvrdeno da
Wilcoxon test ima najjacu statisticku mo¢ kada analiza obuhvata manje od 20 lokusa, sto je
bio slucaj sa skupom pozitivnih kandidat lokusa u ovom istrazivanju (Piry i sar., 1999).

Kod mnogih gajenih biljnih vrsta je, kao posledica domestikacije i oplemenjivanja,
uoceno znacajno povecanje gametskog disekvilibrijuma kod modernih sorti u odnosu na
divlje srodnike (Wright i sar., 2005; Cavanagh i sar., 2013; Mace i sar., 2013). Kod soje je
generalno uocen visok nivo vezanosti gena i kod divljih predaka i gajenih sorti, koji je bio
znacajno veci u poredenju sa svim do sada ispitivanim biljnim vrstama (gajena soja: ~150 kb;
divlja soja: ~75 kb; kukuruz: <1 kb; divlji i gajeni pirinaé: <1 kb; Arabidopsis thaliana: ~3-4 kb)
(Lam i sar., 2010), a Sto je najverovatnije uzrokovano ¢injenicom da je soja samooplodna
biljna vrsta. Stepen gametskog disekvilibrijuma se moze interpretirati i kao mera diverziteta
haplotipa u populaciji (Li i sar., 2013). Ispitivanjem adaptacija soje na agroklimatske uslove

centralne i isto¢ne Evrope, u elitnoj populaciji je konstantovan skoro dvostruko veéi broj
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statisticki znacajnih asocijacija u odnosu na predacku populaciju (kriterijumi p<0,001; r>>0,1 i
p<0,001) (Tabela 13). Takode je konstantovano da su parovi lokusa elitne populacije kod
kojih su primecene najviSe vrednosti parametara gametskog disekvilibrijuma ukljucivali
kandidat lokuse na koje je delovala selekcija. Posmatranjem odnosa jacine gametskog
disekvilibrijuma i udaljenosti lokusa, u predackoj populaciji je uocen blagi nagib krive
korelacije izmedu ovih vrednosti (Slika 22), Sto je verovatno uzrokovano c¢injenicom da je
populacija dostigla bazni nivo disekvilibrijuma (Breseghello i Sorrells, 2006). Za razliku od
ovoga, konstantovano povecanje nivoa gametskog disekvilibrijuma u elitnoj populaciji je
najverovatnije uzrokovano osnivackim efektom, prilikom nastajanja visokoprinosnih linija, i
predstavlja rezultat delovanja selekcije. Slicno povecanje gametskog disekvilibrijuma kod
elitnih sorti soje u odnosu na lokalne populacije i severnoamericke pretke, uzrokovano
najverovatnije delovanjem selekcije, je uoc¢eno i u drugim istrazivanjima (Hyten i sar., 2007;
Lii sar., 2013). Smatra se da, osim delovanja selekcije i prolaska kroz usko grlo, drugi faktor
koji je mogao doprineti povecanju gametskog disekvilibrijuma kod soje predstavlja razlicita

osetljivost na fotoperiod (Hyten i sar., 2007).

7.3. INTERPRETACIJA SELEKTIVNO ZNACAJNIH KANDIDAT LOKUSA

Uzevsi u obzir da , hitchhiking” mapiranje ne pruza direktan uvid u fenotipove koje
determiniSu geni na koje je delovala selekcija, njegova efikasnost se moze povecati
koriS¢enjem podataka koji su dobijeni drugim pristupima mapiranja (Blackman i sar., 2011).
Poredenjem genomskih regiona lokusa kandidata, sa lokacijama prethodno mapiranih QTL-
ova, kao i poredenjem sli¢nosti sekvence gena kandidata i gena poznate funkcije, moze se
ste¢i uvid u osobine na koje je delovanje selekcije bilo usmereno (Chapman i sar., 2008; Li i
sar.,, 2013). Zajednicka primena biparentalnog-QTL mapiranja i populaciono-genetickih
analiza je narocito pogodna za ispitivanje fenotipske divergencije koja predstavlja odgovor
na selekciju. Dok biparentalno-QTL mapiranje identifikuje regione genoma u kojima se
nalaze geni odgovorni za uocene fenotipske razlike, populaciono-geneticki pristup ispituje
ulogu selekcije prilikom nastanka ovih promena (Burke i sar., 2005). Karakterizacija lokusa
na koje je delovala selekcija ima veliki znacaj, jer oni mogu predstavljati vazne regione za

budude smerove oplemenjivanja. Funkcionalna istrazivanja, koja povezuju regione genoma
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na koje je delovala selekcija sa fenotipom koji determinisu najbolje ukazuju na znacaj datih
lokusa tokom oplemenjivanja i istovremeno predstavljaju najbolju potvrdu delovanja
selekcije u identifikovanim regionima.

QTL-ovi mapirani drugim pristupima bi mogli posluziti i prilikom suzavanja
selektivno znacajnih regiona sve do gena kandidata, ukoliko se pretpostavi da regioni na
koje je delovala selekcija tokom oplemenjivanja nose gene ¢ija funkcija je u vezi sa
odgovaraju¢im QTL-ovima (Fawcett i sar., 2013). Na osnovu mapiranih QTL-ova pirinca koji
su se nalazili u regionima smanjenog diverziteta, a koji su determinisali svojstva koja se
jasno razlikuju izmedu gajenog i divljeg pirinca, identifikovani su potencijalni kandidat geni
koji se nalaze u ovim regionima. Narodita paznja je usmerena na gene koji imaju razlicite
varijante kod gajenih i divljih genotipova, a koje uklju¢uju nesinonimne tackaste mutacije,
insercije ili delecije, mutacije koje dovode do gubitka funkcije gena ili mutacije u
regulatornim regionima koje uti¢u na ekspresiju gena (Fawcett i sar., 2013). Tako su, na
primer, u regionu zahvadenom selekcijom tokom domestikacije pirinca uoceni QTL-ovi koji
se odnose na duzinu osja, rasipanje i dormanciju semena. Pretpostavilo se da bi
transkripcioni faktori mogli biti jaki kandidati za delovanje selekcije u ovom regionu, jer
mogu uticati na kontrolu viSe osobina. U okviru ovog regiona genoma je uoceno vise gena,
od kojih je nekoliko kodiralo transkripcione faktore koji su imali razli¢ite geneticke varijante
kod divljih srodnika i gajenog pirinica, te su predstavljali kandidate za delovanje selekcije.

Geneticka mapa soje broji visSe od 1700 mapiranih QTL-ova koji determiniSu preko
140 agronomski znacajnih osobina (SoyBase, 2015). Na osnovu geneticke mape soje, u
neposrednoj blizini, ukupne Sirine 5 cM, lokusa koji su identifikovani ,hitchhiking”
mapiranjem je identifikovano ukupno 264 lokusa za kvantitativne osobine, koji su pruzili
uvid u potencijalna svojstva favorizovana tokom oplemenjivanja. Kada je posmatrana
iskljucivo direktna povezanost selektivno znacajnih mikrosatelitskih lokusa i mapirajuceg
intervala lokusa za kvantitativne osobine, identifikovano je ukupno 55 QTL-ova. Bitno je
naglasiti da je rezolucija biparentalnog-QTL mapiranja cesto veoma mala, Sto smanjuje
preciznost genomske lokacije mapiranih QTL-ova i time oteZava njihovo pouzdano
povezivanje sa selektivno znacajnim regionima (Fawcett i sar., 2013). I pored ove ¢injenice,
sve identifikovane kategorije QTL-ova u ovom istraZivanju su odgovarale fenotipskim

svojstvima na koje je najverovatnije delovala pozitivna selekcija tokom oplemenjivanja soje,
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pri ¢emu je vecina QTL-ova imala direktan ili indirektan uticaj na povecanje prinosa kod
elitnih genotipova. Sama ¢injenica da su identifikovani selektivnho znacajni lokusi bili
locirani u blizini prethodno mapiranih QTL-ova, je ohrabruju¢a za nastavak primene
pristupa , hitchhiking” mapiranja.

U regionima zahvacenim delovanjem selekcije najzastupljeniji su bili lokusi koji su
determinisali reproduktivni razvoj biljke. Smatra se da se regulisanjem vremena cvetanja i
sazrevanja, odnosno variranjem svojstava koja determiniSu reproduktivni razvoj, moze u
velikoj meri ostvariti povecanje prinosa semena (Egli i sar., 1981). Takode, rezultatima ovog
istraZivanja je potvrdeno da se prilikom oplemenjivanja teZilo stvaranju uniformnih sorti i
ujednacenih biljaka, jer su delovanjem selekcije bili zahvadeni lokusi koji su determinisali
osobine kao Sto su visina biljke, otpornost na poleganje, intenzitet grananja i ujednacenost
vremena cvetanja, $to sve predstavljaju svojstva na osnovu kojih se uobicajeno obavlja
selekcija biljaka tokom oplemenjivanja. U selektivho vaZznim regionima su takode
identifikovani lokusi koji su determinisali sadrzaj funkcionalnih komponenti semena soje
kao Sto su izoflavoni i njihove bioaktivne forme daidzein, genistein i glicitein, kao i
oligosaharidi i tokoferoli. S obzirom na znacaj fitoestrogena izoflavona, usled povoljnog
uticaja na zdravlje ljudi, kao i znacaj tokoferola, koji imaju ulogu antioksidanata
povecavajuéi oksidativhu stabilnost i nutritivnu vrednost ulja soje, postoji pojacano
interesovanje za povecanjem sadrzaja ovih veoma vaznih materija prilikom oplemenjivanja
soje (Cui i sar., 2004). Osim navedenih, identifikovan je i znatan udeo QTL-ova koji su uticali
na sadrzaj ulja, povecanje sadrzaja ukupnog proteina, proteina odredenog aminokiselinskog
sastava i na izbalansiran odnos proteina i ulja. Kada se uzme u obzir dobro poznata
kolokalizacija QTL-ova za ulje i prinos, odnosno komponente prinosa (Wilcox i Guodong,
1997), rezultati istrazivanja ukazuju da je selekcija prilikom povecanja prinosa, delovala
istovremeno na povecanje frekvencije alela lokusa koji su determinisali sadrzaj ulja. Osim
navednih, veliki broj lokusa je imao direktan uticaj na prinos, odreduju¢i masu semena po
jedinici povrsine ili broj zrna na jedinici povrSine. Takode, uoceni su i lokusi koji su
determinisali pojedine komponente prinosa kao $to su broj mahuna, broj zrna po mahuni,
masa 1000 zrna, broj oplodenih jajnih celija koje zavrse razvoj do semena (eng. seed set), kao i
lokusi koji su uticali na opadanje (abortivnost) cvetova. Sve navedeno je nagovestavalo da je

tokom dosadasnjeg oplemenjivanja soje u Institutu za ratarstvo i povrtarstvo, selekcija
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najve¢im delom bila usmerena ka lokusima koji su determinisali visok i stabilan prinos.
Pored toga, intenzivna vestacka selekcija je imala za cilj i stvaranje sorti koje su adaptabilne
na agroklimatske uslove gajenja, u centralnoj i istocnoj Evropi. Smatra se da biljke koje su
bolje adaptirane na odredene agroklimatske uslove u odnosu na druge jedinke u istim
uslovima, ostvaruju vedi prinos i imaju bolji kvalitet semena (Cooper i Byth, 1996). Kod
genotipova soje koji su gajeni u razlicitim agroklimatskim uslovima (Kanada, SAD i Kina) su
uocene razlike u prinosu, za koje je potvrdeno da su predstavljale posledicu variranja
razli¢itih agronomskih svojstava, prilikom cega su uocene znacajne korelacije izmedu
prinosa biljke i vremena sazrevanja, otpornosti na poleganje, visine biljke, teZine semena,
kao i sadrzaja proteina i ulja (Rossi i sar., 2013). Potvrda ovih rezultata je dobijena i u ovom
istrazivanju koje je analiziralo adaptacije na agroklimatske uslove centralne i istocne Evrope
i tokom kojeg je utvrdeno da su selektivno znacajni lokusi imali uticaj na sve osobine koje su
prethodno navedene kao znacajne determinante prinosa. Drugi identifikovani QTL-ovi, koji
su determinisali otpornost prema insektima, nematodama i gljivama, bi mogli da ukazu da
je selekcija delovala na otpornost prema biotickim faktorima. Uzevsi u obzir da se tokom
selekcije prvo odbacuju bolesne, neotporne biljke, jasno je da se na lokuse koji determinisu
otpornost prema biotickim faktorima svakako utice, na direktan ili indirektan nacin
(Grainger, 2012). Geni koji odreduju otpornost prema razli¢itim vrstama stresa mogu
doprineti povecanoj adaptabilnosti soje na promene agroklimatskih uslova (Ren i sar., 2013).

Vedina QTL-ova koji su uticali na prinos semena su se nalazili u istim regionima kao i
lokusi za pojedine agronomski znacajne osobine (Rossi i sar., 2013). 1z tog razloga, posebno
su znacajni klasteri QTL-ova koji se javljaju u regionu odredenog markera i ukazuju na
genomske regione sa plejotropnim efektima (Grainger, 2012). Naime, fenotipske korelacije i
QTL analize su ukazale da svojstva koja su u vezi sa prinosom teZe da se grupisu u genomu
i imaju plejotropni efekat (Liu i sar., 2011). U regionu mikrosatelitskog lokusa Satt557 nalazi
se Cak 125 lokusa, dok su u okolini lokusa Satt357 uocena samo tri lokusa za kvantitativne
osobine.

Kvantitativne osobine, kao Sto su prinos i komponente prinosa, su kontrolisane
vedim brojem gena, na koje uticu viSestruke interakcije sa drugim genima kao i interakcije
izmedu gena i spoljasnje sredine. Kako su pod jakim uticajem faktora spoljasnje sredine,

tokom analize ovih lokusa se ispituju svojstva razli¢itih genotipova u razlicitim
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agroklimatskim uslovima (Rossi i sar., 2013). Poredenjem rezultata dobijenih u razlicitim
agroklimatskim uslovima, moguce je utvrdivanje stabilnosti lokusa za kvantitativna
svojstva, Sto ¢e dati vaZne smernice za dalje oplemenjivanje soje, sa ciljem stvaranja sorti
visokog i stabilnog prinosa. Lokusi koji su stabilni u razlicitim agroklimatskim uslovima
predstavljaju univerzalne QTL-ove koji imaju veliki znacaj za oplemenjivanje (Fasoula i sar.,
2004). Takvi su lokusi Satt357 i Satt557, na koje je selekcija delovala tokom adaptacija na
agroklimatske uslove Kanade, kao i centralne i isto¢ne Evrope. Osim toga, s obzirom da su u
elitnu populaciju uklju¢ene priznate sorte, koje su analizirane na viSe lokaliteta i tokom vise
godina, a tokom testiranja su birane kao veoma prinosne, mozZe se pretpostaviti da su
identifikovani selektivho znacajni markeri zapravo potvrdeni u razli¢itim uslovima
spoljasnje sredine, odnosno kao stabilni na prostoru centralne i istocne Evrope (Tomicic i
sar., 2014).

Tokom adaptacija na agroklimatske uslove Kanade, lokusima na koje je delovala
selekcija su determinisane sli¢ne osobine kao i na nasim prostorima, a najzastupljeniji su bili
lokusi u vezi sa povecanjem prinosa, povec¢anjem koli¢ine proteina i ulja u semenu i lokusi
koji su odredivali otpornost prema SDS (eng. sudden death sindrome) (Grainger, 2012). Iako su
osobine na koje je delovala selekcija bile veoma slicne, veci deo selektivno znacajnih regiona
genoma se nije podudarao u agroklimatskim uslovima centralne i isto¢ne Evrope i severne
Amerike, te se moze pretpostaviti da su QTL-ovi koji se nalaze u ovim regionima
agroklimatski specifi¢ni. Prilikom ispitivanja delovanja selekcije na elitne linije kukuruza u
razli¢itim agroklimatskim uslovima, Kine i SAD, je takode uoden veoma mali broj
zajednickih regiona (Jiao i sar., 2012). Potencijalan uzrok ove pojave je delovanje razlicitih
selektivnih pritisaka u lokalnim agroklimatskim uslovima, te kao posledica jake interakcije
izmedu genotipa i spoljasSnje sredine, selekcija deluje na razlicite lokuse. Kao rezultat duge
izloZenosti prirodnoj ili vestackoj selekciji u odredenim uslovima dolazi do velikog
povecanja frekvencije alela specificnih QTL-ova. Jak efekat interakcije izmedu genotipa i
spoljasnje sredine (GxE) je jos izraZeniji kod adaptivno znacajnih QTL-ova, Sto na kraju
dovodi do populacione struktuiranosti i do razlika u frekvencijama alela izmedu populacija
(Tomicic i sar., 2014). Osim ovoga, €injenica da su agronomski znacajna svojstva najcesSce
kvantitativni karakteri, determinisani pomocu veceg broja lokusa, ostavlja prostor selekciji

da usmeri delovanje na razlicte regione u genomu.
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Suzavanje geneticke osnove elitnih genotipova soje, kao i delovanje intenzivne
vestacke selekcije, doveli su do smanjenja genetickog diverziteta, ¢ime je usporen porast
prinosa i dostignut plato u oplemenjivanju soje, kao i povecana osetljivost na brojne bolesti i
Stetocine (Hyten i sar., 2006). Regioni genoma smanjene geneticke varijabinosti koji nose
agroklimatski specificne QTL-ove bi, iz ovog razloga, mogli biti interesantni za buducde
povecanje diverziteta, Sto bi potencijalno dovelo i do porasta prinosa. Moderne sorte, koje se
geneticki razlikuju od lokalno adaptiranih genotipova, predstavljaju potencijalan izvor
pozeljnih alela, koji se mogu iskoristiti za povecanje geneticke varijabilnosti u
oplemenjivackim programima, dovodeci do veceg i odrZivijeg prinosa (Concibido i sar.,
2003; Rossi i sar., 2013). Pored uvodenja novih alela, drugi potencijalni mehanizam za
povecanje diverziteta, na nivou haplotipova, predstavljaju rekombinacije. Utvrdeno je da je
kod najprinosnijih rekombinantnih inbred linija (RIL) soje bio uocen najveci broj genetickih
rekombinacija (Stefaniak i sar., 2006).

Primenom brojnih bioinformatickih alatki i baza podataka mogu se identifikovati
geni koji su ukljuceni u proces adaptacija, predvideti njihove funkcije ili utvrditi nivo
ekspresije, prilikom cega bi se mogla potencijalno utvrditi molekularno-geneticka osnova
sloZenih agronomskih svojstava. S obzirom da selekcija moze uticati i na genomske regione
koji se nalaze na vedoj udaljenosti od gena na koji je delovala (Palaisa i sar., 2004), za
identifikaciju selektivno znacajnih kandidat gena u ovom istraZivanju su analizirani regioni
ukupne Sirine 200 kbp, sa selektivno znacajnim lokusom u srediStu posmatranog intervala.
Regioni na koje je delovala selekcija mogu sadrzati desetine ili ¢ak viSe od stotinu gena, Sto
je narodito izrazeno kod samooplodnih vrsta kakva je soja (Lam i sar., 2010). Smatra se da se
geni na koje je delovala selekcija kod soje najverovatnije nalaze u klasterima u odredenim
regionima genoma, slicno distribuciji QTL-ova koji su bili znacajni tokom domestikacije (Li i
sar., 2013).

Poznato je da su pericentromerni regioni kod soje mesta siromasna genima, sa
niskom stopom rekombinacija. Nasuprot ovome, ¢éak 78% gena je locirano na krajevima
hromozoma, u peritelomernim regionima, koji osim sto su najbogatiji genima, predstavljaju
delove genoma sa najve¢om stopom rekombinacija (Schmutz i sar., 2010; Du i sar., 2012), $to
je potvrdeno i u ovom istrazivanju. Uocen broj gena je u potpunosti odgovarao poziciji

mikrosatelitskih lokusa na hromozomu. Naime, u regionima markera Satt295, Satt464,
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Satt557 i Satt583 koji su locirani u pericentromernim regionima hromozoma je uoceno samo
Cetiri ili pet gena, dok su regioni mikrosatelitskih lokusa Satt234, Satt357, Satt567 i Satt651,
koji se nalaze na krajevima hromozoma, nosili vise od deset gena (Tabela 15). Jedini izuzetak
je predstavljao region lokusa Satt435, koji se nalazio u pericentromernom delu, a u kojem je
uoCen veéi broj gena u odnosu na druge regione ovog dela hromozoma. U
pericentromernim regionima su identifikovani pojedini QTL-ovi i geni koji determinisu
agronomski znacajne osobine, kao sto je, na primer, masa zrna kod pirinca (Li i sar., 2004).
Postoje teorijske pretpostavke da bi povecanje diverziteta gena pericentromernog regiona
soje, koji je smanjen usled niske stope rekombinacija, moglo predstavljati nacin
prevazilazenja barijere u povecanju prinosa (Li i sar., 2014a). Sekvence centromerne DNK su
uglavnom veoma varijabilne, uprkos klju¢noj ulozi koju imaju tokom Ccelijske deobe
prilikom pravilnog vezivanja hromozoma za niti deobnog vretena i povezivanja sestrinskih
hromatida, te se smatra se da epigeneticki mehanizmi reguliSu njihovo funkcionisanje (RoS$i¢
i sar., 2014). Ova cinjenica bi mogla da ukazuje da pomenuto povecanje varijabilnosti gena
pericentromernih regiona soje ne bi trebalo da utice negativno na odrzanje stabilnosti
¢elijske deobe.

Karakterizacija selektivno znacajnih regiona genoma, bila je omogucena koriS¢enjem
standardizovanog GO recnika, koji se primenjuje za opisivanje bioloskih procesa u kojima
geni ucestvuju, molekularnih funkcija koje obavljaju, kao i dela ¢elije u kojima se aktivnost
odvija. Funkcionalna anotacija gena i genskih produkata na osnovu GO domena je ukazala
da su regulatorni geni bili glavna meta selekcije, pri ¢emu je najvedi broj kandidata obavljao
funkciju vezujudi se za molekule DNK, proteine ili delujuci kao transkripcioni faktori (Slika
24). U skladu sa navednim molekularnim funkcijama i bioloskim procesima u kojima su
ucestvovali, najveci broj genskih produkata bio je aktivan u jedru celije (26%). S obzirom da
su selektivno znacajni geni imali najverovatnije regulatornu ulogu, u ovoj fazi istrazivanja se
ne mogu nedvosmisleno povezati sa fenotipom koji determinisu. U prethodnim
istrazivanjima su, koriste¢i matriks model, obavljene simulacije delovanja selekcije, u
konstantnim uslovima Zivotne sredine na svojstva kontrolisna ve¢im brojem lokusa, koji se
medusobno reguliSu pozitivnim ili negativnim interakcijama. Tom prilikom je, sli¢cno kaoiu
ovom istrazivanju, uocen povecan uticaj delovanja selekcije na gene koji imaju regulatornu

ulogu (Rhoné i sar., 2011).
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Osim navednih, uocen je i odredeni udeo gena c¢iji produkti su delovali kao enzimi
(kinaze, transferaze i hidrolaze) ucestvujuci u procesima katalize, kao i geni odgovorni za
procese transporta, unutar celije i izmedu celije i spoljasnje sredine (Slike 24). Produkti ovih
gena su svoju funkciju obavljali najverovatnije u plazma membrani (13%) i membranama
organela (8%) (Slika 25). Utvrdeno je da specijalizovani membranski transporteri kod biljaka
imaju znacdajnu ulogu u povecanju prinosa, sadrzaja hranljivih materija, kao i otpornosti
prema razlicitim abiotickim i biotickim faktorima (Schroeder i sar., 2013). Ispitivanjem je
uocen znatan broj gena koji su se nalazili u selektivno znacajnim regionima, a cija je
molekularna funkcija bila u vezi sa transportom i vezivanjem jona kalcijuma (Ca?'). Kalcijum
ima centralnu ulogu kao sekundarni glasnik u procesima signalne transdukcije kod svih
eukariota (Clapham, 1995). Poznato je da razliciti abioticki i bioticki faktori, kao $to su susa,
povecan salinitet, ekstremne temperature, patogeni, oksidativni stres kao i mnogi drugi,
dovode do promene unutarcelijske koncentracije kalcijuma kao i aktivacije Ca?-
posredovanog signalinga (Dodd i sar., 2010). Jon Ca? deluje vezujuc¢i se za proteine
kalmoduline, a potom nastali kompleks utice na razli¢ite puteve signalne transdukcije,
ukljucujudi regulaciju aktivnosti enzima, jonskih kanala i pumpi, kao i regulaciju ekspresije
gena. Na ovaj nacin abioticki i bioticki stres moZe dovesti do razlic¢itih celijskih odgovora
(Poovaiah i sar., 2013). Osim uloge sekundarnog glasnika, kalcijum takode ima vaznu ulogu
prilikom regulisanja procesa obrade proteina, u sekretornim putevima. Osim navedenih,
uocena je i prilicna zastupljenost drugih gena koji se aktiviraju prilikom delovanja brojnih
abiotickih stresova. Takode, uoceni su i geni koji su uéestvovali u procesima metabolizma
lipida. Kada su uzme u obzir dobro poznata pozitivna korelacija koja postoji izmedu prinosa
i sadrzaja ulja kod soje, delovanje selekcije na navedena svojstva je u potpunosti ocekivano.
U pojedinim regionima sveta, u kojima postoji povec¢ana potraznja za biljnim uljem, kao na
primer u SAD, selekcija je tokom domestikacije i oplemenjivanja soje bila usmerena i ka
stvaranju sorti bogatih lipidima (Zhao i sar., 2008; Li i sar., 2013).

Ovim istraZivanjem su potvrdeni i rezultati resekvenciranja viSe genoma soje, kada je
uoceno da je najvedi broj gena na koje je delovala selekcija tokom oplemenjivanja ucestvovao
u procesima regulacije, deluju¢i kao transkripcioni faktori. U navedenom istrazivanju,
slededi po brojnosti su bili geni koji su ucestvovali u procesima transporta i katabolizma, a

potom i metabolizma lipida (Li i sar., 2013). Takode, ispitivanjem delovanja selekcije na
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genom drugih gajenih biljnih vrsta uoceno je da su selektivno vazni geni veoma cesto imali
ulogu u regulaciji transkripcije, pripadajuci razli¢itim familijama transkripcionih faktora.
Osim toga, veliki broj gena je obavljao funkcije enzima, kinaze i transferaze, ili su
ucestvovali u odgovoru na abioticke i bioticke stresove (Chapman i sar., 2008; Qin i sar.,
2014).

Analizom ekspresije identifikovanih gena kandidata na osnovu podataka dostupnih
u bazi podataka SoyBase, uocene su neznatne razlike u transkripcionoj aktivnosti u
razli¢itim delovima biljke, pri ¢emu je zapaZeno da su produkti navednog skupa gena bili
podjednako zastupljeni u nadzemnim delovima biljke i u semenu, dok je nesto manja
aktivnost bila primec¢ena u korenu. Svakako, radi dobijanja preciznijih i informativnijih
rezultata, analizu ekspresije je potrebno obaviti isklju¢ivo na ispitivanom materijalu,
poredenjem produkata ekspresije izmedu predackih i elitnih genotiova soje. Sli¢nim
pristupom je kod kukuruza analizom gena na koje je delovala selekcija tokom domestikacije
i oplemenjivanja uoceno znacajno povecanje ekspresije u klipu u odnosu na druge delove
biljke, sto je bilo u saglasnosti sa delovanjem snazne selekcije na morfologiju klipa tokom
domestikacije (Hufford i sar., 2007).

Uprkos ¢injenici da funkcionalna karakterizacija gena nije potpuna sve dok se ne
potvrdi u eksperimentalnim uslovima, informacije dobijene na osnovu bioinformatickih
analiza bi mogle uticati na usmeravanje narednih emprijskih istrazivanja. Dalja ispitivanja,
Ciji je krajnji cilj povezivanje varijabilnosti na molekularnom nivou sa fenotipskim
razlikama, bi se mogla takode sprovesti koriS¢enjem drugih pristupa mapiranja, analizom
ekspresije gena, pristupima resekvenciranja, transgenim eksperimentima ili primenom
metode , gene-knock-out” (Li1i sar., 2013).

Dobijeni rezultati su upotpunili znanja o genetickoj kolekciji soje koja cini
germplazmu u programima oplemenjivanja u Institutu za ratarstvo i povrtarstvo u Novom
Sadu. Tokom istrazivanja su identifikovani lokusi kao i specifi¢ni aleli koji su favorizovani
tokom selekcije u agroklimatskim uslovima centralne i istocne Evrope. Dobijeni rezultati bi
se potencijalno mogli iskoristiti za olakSano uvodenje poZeljnih alela prilikom stvaranja
novih elitnih sorti, odnosno ovo istrazivanje bi moglo doprineti razvoju molekularnog
oplemenjivanja i marker-asistirane selekcije, kao trenutno najperspektivnijeg nacina

selekcije. Na ovaj nacin bi bio omogucen odabir genotipova soje koji su nosioci pozeljnih

112



Marina Tomicié doktorska disertacija

alelnih varijanti koje uti¢u na povecanje prinosa, i koji ¢e usled toga biti roditeljski kandidati
za dalja ukrstanja, u cilju stvaranja novih sorti sa poboljSanim genetickim potencijalom za

prinos.
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8. ZAKLJUCAK

U radu su sagledani efekti oplemenjivanja soje poredenjem predackih genotipova,

koji vode poreklo sa prostora Evrope i Severne Amerike, i elitnih genotipova koji se gaje ili

su se gajili na podrudju centralne i istocne Evrope, a koji su nastali u Institutu za ratarstvo i

povrtarstvo u Novom Sadu. Kvantifikovanje genetickog diverziteta u pojedinacnim

populacijama soje i analiza populaciono-geneticke diferencijacije su obavljeni na osnovu

ispitivanja 68 mikrosatelitskih lokusa, kao selektivno neutralnih regiona genoma. Tokom

istraZivanja su ispunjeni svi postavljeni ciljevi, koji su doveli do sledec¢ih zakljucaka:

1.

Elitne sorte soje koje se gaje na podrudju centralne i istocne Evrope imaju usku
geneticku osnovu, uslovljeno cinjenicom da je samo pet predackih genotipova
(Mandarin, Capital, Richland, Strain No. 18 i Mukden), koji vode poreklo sa prostora
Severne Amerike, obuhvatalo 50% pedigrea elitne populacije.

Odabrani mikrosatelitski lokusi su primenljivi molekularni markeri za analize
genetickog diverziteta i diferencijacije populacija soje, koji su bez obzira na blisku
srodnost populacija ispoljili adekvatan nivo polimorfnosti, Sto je omogucilo
poredenje predackih i elitnih genotipova soje. Detektovano je smanjenje genetickog
diverziteta elitnih sorti koje se gaje na podrudju centralne i isto¢ne Evrope u odnosu
na predacku populaciju, nastalo kao posledica dugogodisnjeg oplemenjivanja. Svi
analizirani populaciono-geneticki parametri imali su statisticki znacajno vece srednje
vrednosti u predackoj u odnosu na elitnu populaciju.

Ispitivani genotipovi soje su struktuirani u dva geneticka klastera, Sto se nije u
potpunosti podudaralo sa podelom genotipova na osnovu pedigrea. Naime,
geneticka struktura populacija je oslikavala istoriju oplemenjivanja soje, tako da su
dobijeni rezultati uzrokovani pozitivnom korelacijom izmedu roditeljskog doprinosa
predackih genotipova elitnoj populaciji i koeficijenta pripadnosti genetickom
klasteru. Ni analiza glavnih koordinata, PCoA nije omogudila jasno grupisanje
analiziranih genotipova. Uocena preklapanja izmedu uzoraka uslovljavaju nizak
nivo medupopulacione geneticke diferencijacije, na Sta je ukazala niska prosecna

vrednost indeksa fiksacije Fst (0,058) kao i analiza molekularne varijanse, koja
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ukazuje da variranje izmedu populacija iznosi 9%, dok se najveéi udeo ukupne
geneticke varijabilnosti uocava unutar ispitivanih populacija.

4. Primenom “hitchhiking” mapiranja i koriS¢enjem Cetiri razlicita pristupa, empirijskih
kao i pristupa koji se zasnivaju na koriS¢enju demografskih modela, detektovano je
devet mikrosatelitskih lokusa na koje je delovala selekcija tokom oplemenjivanja soje
u agroklimatskim uslovima centralne i istocne Evrope. Efekti selekcije su, u
zavisnosti od primenjene metode, uoceni na razli¢itom broju SSR lokusa u genomu
soje, od 5,9% do 17,6%, pri ¢emu odredeni udeo lokusa predstavljaju lazno pozitivne
rezultate. Znacajna akumulacija poZeljnih alela u elitnoj populaciji u odnosu na
predacku je osim uticaja modernog oplemenjivanja, potvrdila pouzdanost
,hitchhiking” mapiranja za identifikaciju selektivno znacajnih lokusa i alela.

5. E1 gen koji se nalazi u blizini markera Satt557 i ima klju¢nu ulogu u regulisanju
vremena cvetanja i sazrevanja kod soje, ili region u okolini ovog gena, ima znacajan
uticaj na adaptaciju ispitivanih elitnih genotipova soje na agroklimatske uslove
podrudja centralne i istocne Evrope.

6. Kao rezultat delovanja selekcije i adaptacija soje na agroklimatske uslove centralne i
isto¢ne Evrope, u elitnoj populaciji je konstantovano znacdajno povecanje gametskog
disekvilibrijuma u odnosu na predacku populaciju, uzrokovano osnivackim efektom
prilikom nastajanja visokoprinosnih linija. Delovanje pozitivne selekcije na
identifikovane mikrosatelitske lokuse potvrdeno je znacajnim smanjenjem
genetickog diverziteta selektivno znacajnih lokusa u poredenju sa neutralnim
lokusima u elitnoj populaciji, $to nije bio sluéaj u predackoj populaciji. Osim toga,
analiza molekularne varijanse i Fst vrednost selektivno znacajnih lokusa su ukazale
na visok stepen diferencijacije izmedu populacija, dok su neutralni lokusi pokazali
tek neznatnu populacionu diferencijaciju.

7. Elitna populacija soje nije prosla kroz geneticko usko grlo, te smanjenje genetickog
diverziteta identifikovanih selektivno znacajnih lokusa nije nastalo usled nekog od
demografskih efekata, nego kao rezultat delovanja selekcije.

8. In silico analizom, u selektivho znacajnim genomskim regiona je identifikovano
ukupno 264 QTL-ova, Cije kategorije predstavljaju najbolju potvrdu delovanja

selekcije. Najzastupljeniji su bili lokusi koji su determinisali svojstva u vezi sa
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reproduktivnim razvojem biljke. Ostali QTL-ovi su uticali na osobine koje su vazne
prilikom stvaranja uniformnih sorti, sto predstavljaju svojstva na osnovu kojih se
uobicajeno obavlja selekcija biljaka tokom oplemenjivanja. Znacajan broj lokusa je
imao direktan uticaj na prinos, komponente prinosa, kao i sadrzaj funkcionalnih i
rezervnih komponenti semena soje. Ovim se stekao uvid da je tokom nastanka elitne
populacije delovanje selekcije najveéim delom bilo usmereno ka stvaranju sorti koje
su adaptabilne na agroklimatske uslove gajenja, u centralnoj i istonoj Evropi sa
visokim i stabilim prinosom. Osim toga, utvrdeno je da se u devet selektivno
znacdajnih regiona nalazilo ukupno 111 potencijalnih gena na koje je delovala
selekcija, ¢iji je najveci broj produkata uéestvovao u regulaciji transkripcije, vezujudi
se za specificne DNK sekvence. Jednako brojni su bili i geni koji su ucestvovali u

procesima transporta, unutar celije, kao i izmedu Ccelije i spoljasnje sredine.
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Tabela 3. Frekvencije alela analiziranih mikrosatelitskih lokusa u predackoj (P) i elitnoj (E) populaciji soje

Veli¢ina alela Frekvencija alela Veli¢ina alela Frekvencija alela
Lokus Lokus
(bp) P E (bp) P E
213 0,214 0,565 143 0,786 0,907
Satt234 Satt227
216 0,786 0,435 146 0,214 0,093
234 0,179 0,037 201 0,714 0,917
Satt331 Satt644
247 0,821 0,963 204 0,286 0,083
206 0,786 0,935 169 0,732 0,694
Satt144 224 0,179 0,065 Satt319 171 0,179 0,037
227 0,036 0 174 0,089 0,269
117 0,179 0,037 89 0,196 0,132
Satt384 145 0,821 0,907 Satt411 92 0,696 0,745
148 0 0,056 132 0,107 0,123
246 0,714 0,509 89 0,036 0,176
Satt533 249 0,143 0,481 Satt582 104 0,857 0,741
252 0,143 0,009 107 0,107 0,083
239 0,071 0,046 152 0,019 0
Satt592 242 0,518 0,611 Satt688 161 0,346 0,213
251 0,411 0,343 170 0,635 0,787
99 0 0,019 130 0,107 0,157
SOYGPATR 108 0,643 0,620 Sattl15 148 0,821 0,769
111 0,107 0 a 151 0,036 0,074
114 0,250 0,361 154 0,036 0
153 0,036 0,037 157 0,648 0,787
159 0,161 0,287 161 0,037 0
Satt174 Satt199
177 0,732 0,583 164 0,037 0
180 0,071 0,093 198 0,278 0,213
239 0,196 0,176 212 0,071 0,157
242 0,214 0,037 218 0,250 0,593
Satt240 Satt383
245 0,464 0,676 221 0,250 0,102
248 0,125 0,111 224 0,429 0,148
107 0,179 0 188 0,161 0,861
137 0,250 0,157 206 0,036 0,019
Satt460 Satt464
154 0,536 0,843 212 0,107 0
157 0,036 0 218 0,696 0,120
186 0,143 0 214 0,036 0,148
Satt557 195 0,286 0,037 Satts58 224 0,107 0
a 198 0 0019 | ~° 231 0,464 0,269
205 0,571 0,944 234 0,393 0,583




Tabela 3 (nastavak)

Velicina alela

Frekvencija alela

Velic¢ina alela

Frekvencija alela

Lokus (bp) P - Lokus (bp) P =
88 0 0,019 160 0,268 0,713
104 0,321 0,741 166 0,411 0,056
Satt567 107 0,536 0104 | Sat651 198 0,286 0,213
110 0,143 0,046 201 0,036 0,019
180 0 0,019 138 0,036 0
186 0,036 0 144 0,571 0,537
Satt150 189 0,125 0,019 | Satt155 153 0,250 0,213
198 0,839 0,944 156 0,143 0,231
21 0 0,019 160 0 0,019
102 0,036 0 199 0,446 0,259
105 0,696 0,352 208 0,321 0,417
Satt211 108 0 0,019 | Satt243 214 0,107 0,065
114 0,268 0,611 231 0,089 0,259
117 0 0,019 234 0,036 0
183 0,054 0,019 215 0,036 0
189 0,250 0 227 0,268 0,389
Satt259 201 0,036 0 Satt321 230 0,321 0,093
204 0,232 0,398 233 0,339 0,519
207 0,429 0,583 239 0,036 0
173 0,036 0 188 0,179 0,037
179 0,429 0,815 191 0,089 0,019
Satt336 182 0,107 0 Satt346 206 0,107 0,157
188 0,393 0,185 209 0,589 0,787
190 0,036 0 212 0,036 0
212 0,160 0,306 209 0,071 0,019
21 0,320 0,565 212 0 0,019
Satt433 224 0,040 0 Satt507 215 0,018 0,241
227 0,040 0 218 0,607 0,315
230 0,440 0,130 21 0,304 0,407
245 0,036 0,009 103 0 0,009
248 0,304 0,130 109 0,304 0,148
Satt511 254 0,179 0370 | Satt513 130 0,071 0
257 0,268 0,231 133 0,571 0,778
260 0,214 0,259 173 0,054 0,065




Tabela 3 (nastavak)

Velicina alela

Frekvencija alela

Velic¢ina alela

Frekvencija alela

Lokus (bp) P - Lokus (bp) P .
169 0,393 0,241 153 0,071 0,019
172 0,071 0,019 156 0,357 0,481
187 0,321 0,657 159 0,036 0,065
Sattld7 190 0 0046 | O3 162 0,214 0,019
199 0,107 0,037 171 0,214 0,139
206 0,107 0 186 0,107 0,278
177 0,321 0,241 133 0,036 0
198 0,071 0 173 0,214 0,185
205 0 0,009 179 0,036 0
Satt1sl 208 0,429 0565 | Sat197 182 0,071 0,046
211 0,036 0,019 185 0,214 0,019
217 0,143 0,167 188 0,429 0,75
173 0,232 0,167 206 0,036 0
179 0,036 0,009 209 0,804 0,407
182 0,036 0,019 212 0,071 0,083
Satt239 Satt295
185 0,125 0 218 0,054 0,481
188 0,321 0,435 241 0,036 0
191 0,250 0,370 244 0 0,028
195 0,036 0 224 0,375 0,046
201 0,268 0,139 238 0,018 0
204 0,411 0,806 250 0,161 0,287
Satt334 207 0,071 0 Satt338 261 0 0,380
210 0,214 0,037 270 0,214 0,231
213 0 0,019 273 0,232 0,056
201 0,089 0,019 169 0,107 0
209 0,339 0,583 172 0,375 0,639
21 0 0,009 175 0,339 0,194
Satt389 230 0,214 0037 | DAt 181 0,036 0
233 0,143 0,028 184 0,143 0,111
237 0,214 0,324 190 0 0,056
160 0,268 0,037 180 0 0,019
180 0,107 0,565 189 0,143 0,046
192 0,375 0,343 195 0,214 0,315
Satt440 Satt487
195 0,143 0,056 198 0,196 0,278
207 0,071 0 201 0,196 0,278
213 0,036 0 204 0,250 0,065




Tabela 3 (nastavak)

Velicina alela

Frekvencija alela

Velic¢ina alela

Frekvencija alela

Lokus (bp) P - Lokus (bp) P -
146 0,036 0 102 0 0,009
159 0,429 0,398 105 0,732 0,556
162 0,250 0 114 0,018 0
Satt536 168 0,036 0 Satt570 120 0,107 0,435
194 0,036 0,148 123 0,107 0
206 0,214 0,454 126 0,036 0
136 0,036 0 265 0,286 0,398
144 0,036 0 300 0 0,019
146 0,429 0,500 303 0,232 0,213
Sat_084 148 0,179 0,481 | Satt385 306 0,036 0,028
152 0,214 0,019 309 0,071 0
155 0,036 0 312 0,286 0,343
158 0,071 0 318 0,089 0
241 0,143 0,065 110 0,339 0,269
244 0,071 0,019 140 0,179 0,009
256 0 0,167 147 0,125 0,380
Satt429 259 0,036 0 Satt544 150 0 0,019
262 0,196 0 157 0,071 0,306
265 0,446 0,639 160 0,107 0,019
268 0,107 0,111 163 0,179 0
174 0,036 0,019 160 0,036 0
177 0,036 0 175 0,036 0
180 0,375 0,269 181 0,018 0
186 0,375 0,194 190 0,107 0
Satt190 189 0,018 0 Satt242 193 0,214 0,602
201 0 0,009 19 0,446 0,148
214 0 0,009 199 0,018 0
220 0,161 0,500 202 0,125 0,25
107 0,143 0 217 0,054 0,120
Satt343 113 0,036 0 Satt373 223 0,071 0
125 0,304 0,620 226 0,143 0
128 0 0,019 242 0,107 0,037




Tabela 3 (nastavak)

Velicina alela

Frekvencija alela

Velicina alela

Frekvencija alela

Lokus (bp) P Lokus (bp) P .
134 0,143 0,046 251 0,375 0,731
137 0,179 0,278 254 0,143 0,037
Satt343 140 0,071 0 Satt373 279 0,036 0,037
147 0,089 0,037 282 0,036 0
153 0,036 0 285 0,036 0,037
233 0,107 0 238 0,036 0
236 0,071 0 254 0,036 0
240 0,036 0,019 262 0,071 0,094
243 0 0,019 265 0,375 0,481
Satt422 249 0 0,019 Satt517 268 0,232 0,368
252 0,518 0,574 272 0 0,019
255 0,268 0,315 275 0,107 0,038
258 0 0,037 278 0,071 0
261 0 0,019 281 0,071 0
231 0,038 0 231 0,411 0,509
250 0 0,019 240 0,018 0
256 0,115 0 256 0,018 0
260 0,038 0 259 0,018 0,019
262 0,038 0 282 0,036 0
Satt435 Satt576
268 0 0,038 290 0,107 0,241
270 0,038 0 294 0,143 0,037
274 0,077 0,019 300 0,036 0
283 0,288 0,115 303 0,125 0,194
285 0,365 0,808 306 0,089 0
199 0,071 0,019 209 0 0,019
202 0,071 0 212 0,482 0,954
205 0,143 0,167 223 0,054 0
208 0 0,019 240 0,036 0
Satt263 Satt357
214 0,071 0,019 305 0,036 0
219 0 0,019 311 0,036 0,009
222 0,143 0,333 314 0,089 0
229 0,107 0,056 317 0,268 0,019




Tabela 3 (nastavak)

Velicina alela

Frekvencija alela

Velic¢ina alela

Frekvencija alela

Lokus (bp) P Lokus (bp) P .
232 0,321 0,306 190 0 0,066
235 0,018 0,028 199 0 0,009
Satt263 244 0,036 0 204 0,036 0
247 0,018 0,019 214 0,089 0,019
256 0 0,019 226 0,036 0
138 0 0,056 229 0,125 0,019
152 0,036 0 231 0,250 0,245
158 0,071 0,037 Satt21 234 0,054 0,094
161 0 0,019 237 0,071 0
164 0,036 0 240 0 0,009
Satt534 167 0,036 0,046 245 0,036 0
176 0,071 0,093 248 0,018 0
179 0,214 0 257 0 0,019
182 0,393 0,574 260 0,286 0,519
185 0,143 0,167 117 0,339 0,815
188 0 0,009 126 0,054 0
242 0,107 0 135 0,089 0
245 0,054 0,204 138 0,089 0
251 0,214 0,204 Satt583 141 0,179 0,102
Satt596 254 0,107 0 144 0,107 0,083
257 0,214 0,167 147 0,036 0
260 0,214 0,407 163 0,071 0
286 0,089 0,019 192 0,036 0




Tabela 4. Eigen vrednosti PCoA analize, za razlicite ose i uzorke predacke i elitne populacije

Osa 1 2 3 4 5 6
Eigen vrednost 168888,87 89863,88 77532,87 71394,11 60092,84 54229,17
Predacka populacija
Fiskeby 840-7-3 -85,43 -37,25 -52,60 36,35 66,52 13,61
Manitoba Brown -99,72 21,07 -43,93 32,94 55,19 12,61
Flambeau -50,16 -59,29 -0,58 -1842 -22,08 21,55
Fiskeby III -85,60 -11,84 -28,78 50,16 61,94 14,65
Capital 0,11 -15,57 43,91 56,41 -18,02 -15,19
Strain Nol8 -12,50 -61,01 19,70 -68,44 6,68 4,23
Mandarin (Ottawa) 3,06 -86,02 27,22 -0,46 9,66 -46,01
Richland -15,98 -39,41 7,89 -15,84 -54,92 -18,69
Mukden -30,92 -7,60 -13,24 10,46 -31,01 69,41
Korean -46,57 -29,83 11,18 0,11 -53,30 -32,18
A K. (Harrow) -27,03 29,00 35,55 65,02 -40,73 54,55
Ilini -27,03 29,00 35,55 65,02 -40,73 54,55
Dunfield -32,85 9,93 20,26 -71,74 -22,75 64,04
Perry -29,11 3,61 30,91 19,16 -51,11 -20,60
S-100 -19,84 0,79 26,55 38,47 -40,20 47,86
Ogden -64,48 41,28 -70,29 -81,74 -25,64 -13,10
CNS -112,34 61,30 -10,38 -1,29 50,11 -38,34
Pando -28,66 -32,95 31,91 -65,37 -19,77 -6,53
Four -15,58 -10,35 31,78 14,89 11,05 -9,47
Elgin -4,72 46,68 9,83 -41,56 1,61 -14,95
Colfax -12,70 82,17 33,35 26,48 -16,97 -12,11
Harper 18,70 16,09 9,08 6,72 2,85 2,46
Apache 15,45 -51,01 20,77 8,23 23,07 8,64
Manchu -54,53 -4,53 9,63 -4,28 -9,07 0,04
Kabott -12,66 -23,58 30,44 5,67 1,15 -25,94
Roanoke -74,60 49,30 -63,95 -59,95 0,15 15,92
192 -68,53 -43,13 -16,52 15,99 15,30 -3,56
614/83 -50,96 -12,80 14,06 -34,88 -73,94 38,97
Elitna populacija
Gracia -83,00 -44,01 17,37 16,19 24,40 27,63
Jelica 16,79 -40,98 -8,09 38,52 -30,15 -29,03
Krajina 0,80 -31,31 -31,27 -6,82 -43,21 -30,26
Fortuna -12,38 -65,66 -17,72 7,47 -2,72 -23,99
Meli 27,56 -12,56 5,49 -10,18 -1,12 -43,26
Merkur 0,32 61,86 20,93 18,13 2,45 -4,74
NS Virtus 10,23 70,15 15,01 -12,55 -11,11 -12,20
Galina 60,05 2,70 5,06 6,30 10,17 26,93
Alisa 40,38 -3,47 -1,45 -7,27 -5,36 -10,92
Belka 19,19 -21,70 -31,82 34,98 -22,04 -32,06
Afrodita 49,44 14,96 -47,61 -0,54 -10,03 -20,67
Vera 61,58 -12,69 20,47 -18,67 31,42 14,79

Nada 21,87 -20,17 -39,74 21,75 -0,24 -9,81




Tabela 4 (nastavak)

Osa 1 2 3 4 5 6
Proteinka 18,85 -8,98 -41,79 15,67 7,73 -13,10
Valjevka 66,28 -7,61 22,31 -5,89 18,15 16,66
Bedejka 57,75 8,36 1,79 4,40 35,09 22,16
NS Maximus 17,93 26,44 50,75 12,14 18,52 6,39
Victoria 66,51 -1,74 -8,91 9,67 15,10 16,76
Diva 74,91 5,92 -45,71 -0,85 -4,30 16,15
NS-105 49,33 -30,91 45,14 -29,36 -5,23 17,07
Balkan 33,83 -11,26 55,77 2,09 24,17 21,74
Ravnica 65,58 -6,31 -37,92 11,11 -8,81 16,13
Novosadanka 55,86 8,60 -46,57 20,57 -25,86 -1,02
Venera 50,59 -1,29 31,36 -7,49 24,83 -0,86
Ana 58,08 1,22 22,95 12,41 -5,90 14,37
Drina 28,04 -6,67 20,87 -6,29 -13,00 -3,79
Sapcanka 51,27 -5,77 12,02 15,22 4,13 7,36
Sava 57,60 2,70 -31,81 23,75 -33,62 5,00
Zvezda 63,08 16,11 0,86 -3,01 22,14 28,00
Indijana 57,90 24,21 15,65 2,99 12,23 -2,94
Idila 25,49 52,44 -48,74 -18,42 -15,78 1,85
Rubin 30,95 -15,16 25,51 7,35 8,28 -26,86
NS-9 61,80 -14,91 26,39 -19,89 31,17 13,92
NS-21 -12,05 11,47 16,61 21,76 19,05 32,46
NS-202 39,43 27,13 39,33 -36,07 -1,75 17,61
Vojvodanka 74,53 0,43 -40,94 2,57 -5,46 17,3
Avala 16,83 5,23 31,74 -87,89 47,51 -27,09
Mima 18,18 48,97 14,72 20,90 32,42 -13,61
Senka -24,31 42,15 1,58 -24,91 0,47 -19,8
Morava 13,77 55,70 17,78 18,65 27,47 -13,18
NS Optimus 36,67 30,11 0,64 5,35 -8,43 6,40
NS Sirius 7,43 11,33 36,31 19,98 -13,08 -46,84
Aleksandra 72,56 -0,38 -47,09 -1,14 -7,25 15,77
Glorija 21,84 9,58 39,62 -16,13 14,46 -46,06
Julija 53,34 -27,74 -15,19 6,19 30,80 23,01
Maévanka 46,25 8,04 -72,70 0,54 24,31 -12,07
NS Apolo 27,78 46,87 18,71 16,42 -23,44 -10,55
Fantast 14,17 20,51 27,92 22,72 12,11 -47,90
Kaca -13,77 -44,75 -8,18 34,27 19,58 -9,18
NS Princeza 27,33 22,75 2,48 4,14 16,94 21,21
Zenit 14,42 -33,6 -38,11 30,71 -11,02 -33,58
NS Zita 16,72 57,13 26,95 3,57 -5,94 -46,30
Tajfun -0,24 6,37 8,30 24,45 14,18 -8,35

Zlata 36,47 -12,91 5,00 -8,35 41,84 12,88




Tabela 5. Procenat varijacija za prve tri koordinatne ose u PCoA analizi

Osa  Eigen vrednost % varijacija kumulativni % varijacija
1 168888,87 32,35 32,35
2 89863,88 17,22 49,57

3 77532,87 14,85 64,42
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Slika 1. Graficki prikaz genomske lokacije selektivno znacajnih regiona i mapirajucih intervala
poznatih QTL-ova soje, na osnovu geneticke mape “Composite 2003” (Song i sar., 2004; SoyBase,
2015)
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