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1. UVOD

Soja (Glycine max L. Merr. - u daljnjem tekstu Glycine max) je danas jedna od vodec¢ih
uljnih 1 bjelancevinastih kultura u svijetu (FAOSTAT, 2016.), prepoznata kao visoko
kvalitetan izvor ljudske i stocne hrane, znacajan izvor zdravstveno korisnih tvari, te vazna
sirovina za preradivacku industriju (Vratari¢ i Sudari¢, 2008.). Znacaj soje proizlazi najvise
iz kvalitete odnosno kemijskog sastava njenog zrna, a neprekidnim se znanstvenim i

tehnoloskim razvojem potvrduje njegova vrijednost i povecava raznovrsnost uporabe.

U periodu od 20 godina (1995.-2014.), ukupna proizvodnja soje u svijetu se
povecavala prosjecnom godiSnjom stopom rasta od 4,28 % pa je u odnosu na nesto vise od
127 milijuna tona koliko je proizvedeno 1995. godine, 2014. godine proizvedeno ukupno
preko 308 milijuna tona (FAOSTAT, 2016.). Povrsine pod sojom su se u ovom periodu
takoder povecavale, ali prosjenom godi$njom stopom rasta od 3,30 %, dok je prosjecan
godisnji porast prinosa zrna bio tek 0,95 % (FAOSTAT, 2016.). U ukupnoj proizvodnji u
spomenutih 20 godina Amerika je imala najvec¢i udio (85 %), slijedi Azija s 12,7 %, Europa
sa svega 1,6 %, te Afrika s 0,6 % (FAOSTAT, 2016.). Najvec¢i proizvoda¢ zrna soje od
1995.-2014. bile su SAD (45,5 milijuna tona) dok je najveci prosjecni prinos zrna tijekom
istog perioda imala Italija (3,5 t/ha). Ovi trendovi ukazuju da, iako je soja kultura uske
genetske osnove (Gizlice 1 sur., 1994.), kontinuiran napredak u povecanju prinosa i
poboljSanju znacajnih agronomskih svojstava ipak postoji (Wilcox, 2001.; Malcom 1 sur.,
2002.), odnosno da i uska genetska osnova posjeduje znacajnu genetsku varijabilnost
(Brown-Guedira i sur., 2000.).

Zbog velikog potencijala soje kao kulture, a prate¢i zahtjeve trziSta, uz povecanje
prinosa zrna kao primarnog cilja svih oplemenjivackih programa, na globalnoj razini
intenzivan je i oplemenjivacki rad na poboljsanju genetske osnove za kvalitetu zrna (Fehr i
Curtiss, 2004.). Neka od najznacajnijih svojstava kvalitete zrna soje su koncentracija
bjelancevina i ulja, sastav i koncentracija masnih kiselina u ulju, sastav i koncentracija
saharida, posebice oligosaharida te sastav i koli¢ina izoflavona. Osim ovih svojstava
kvalitete, pri oplemenjivanju se ¢esto u obzir uzima i krupnoca zrna soje izraZzena kao
apsolutna masa, odnosno masa 1000 zrna. Apsolutna masa je kvantitativno svojstvo i jedna

od komponenata prinosa zrna §to ju ¢ini vaznom pri stvaranju novih genotipova. Neovisno
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o cilju, preduvjet uspjeSnog oplemenjivanja je uvijek genetska varijabilnost svojstava od
interesa. Uz pristupacne izvore genetske varijabilnosti, genetski napredak se ostvaruje kroz
kontinuirani, viSegodi$nji oplemenjivacki rad primjenom klasi¢nih metoda u kombinaciji sa

suvremenim kemijskim, biokemijskim i molekularnim analizama (Sudari¢ 1 Vratari¢, 2008.).

Za unaprjedenje agronomskih svojstava neophodno je prije svega stvoriti veliku
populaciju rekombinantnih elitnih linija, znacajne fenotipske varijabilnosti. Sukladno
pozitivnoj korelaciji izmedu fenotipske varijabilnosti 1 genetske raznolikosti (Moose 1
Mumm, 2008.), stvaranje ovakve populacije je omoguceno genetskom varijabilnos¢u
roditelja, zbog Cega je neophodno poduzeti sve mjere oCuvanja raznolikosti s ciljem

poboljsanja zeljenih svojstava (Grainger i Rajcan, 2014.).

Uspjeh oplemenjivanja uvelike ovisi o izboru roditeljskih parova koji se obavlja
temeljem porijekla linija te temeljem raspolozivih izvora genetske varijabilnosti za ciljana
svojstva. Prema Burton-u (1997.) te Miladinovi¢ i suradnicima (2008.), najvecu Sansu za
stvaranje superiornog potomstva imaju elitne roditeljske linije koje su medusobno genetski
udaljene. Uz statisticCku obradu rezultata kemijskih analiza parametara kvalitete zrna,
evaluaciju biljnog materijala za proces hibridizacije znacajno pomaze primjena
molekularnih biljega, ¢ija se u€inkovitost i pouzdanost zasnivaju na mogucénosti direktnog 1
brzog odredivanja divergentnosti genotipova, iskljucujuéi utjecaj okoline. Za proucavanje
genetske udaljenosti na soji najcesce se koriste mikrosatelitni biljezi odnosno SSR biljezi
(SSR - engl. Single Sequence Repeats - ponavljajuée jednostavne sekvence) (Park i sur.
2009.). Kako iznos genetske dobiti u kvaliteti zrna soje znacajno ovisi o genetskoj razlicitosti
odabranih roditeljskih komponenti, procjena genetske divergentnosti raspolozive
germplazme za ciljana svojstva presudan je aspekt oplemenjivanja soje za maksimiziranje

genetskog napretka i stvaranje superiornog potomstva (Sudari¢ i sur., 2011.).

Osim napretka u kvaliteti zrna, kontinuirano oplemenjivanje i selekcija soje pruzaju i
odgovor na pitanje problema smanjenja agronomske vrijednosti do kojeg dolazi zbog
prirodnog izrodavanja sorti tijekom vremena. Konstantan razvoj i stvaranje domacih sorti za
uzgoj u podrucju gdje su nastale osiguravaju maksimalnu proizvodnost soje, koja kao kultura

osjetljiva na fotoperiodizam ima uzak areal rasprostranjenosti.
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1.1. Pregled literature

Kultivirana soja (Glycine max), prema Melchioru (1964.) cit. Vratari¢ i Sudari¢
(2008.) pripada porodici Leguminosae, podporodici Papilionaceae, Fabaceae, plemenu
Phaseoleae, rodu Glycine L., podrodu Soja (Moench). Izrazito je samooplodna, s postotkom
stranooplodnje u iznosu od 0,5 do 1 %. Soja je diploidni tetraploid (2n = 40), a genom ove
vrste je veliCine priblizno 1,1 Gb (Schmutz i sur., 2010.). Do duplikacije genoma je doslo

prije oko 59, a zatim ponovo i prije 13 milijuna godina (Schmutz i sur., 2010.).

Domovina i primarni gen centar soje je sjeveroisto¢na Kina, a prvi pisani podatci 0
ovoj biljnoj vrsti nalaze se u knjizi cara Sheng Nung-a iz 2838. godine pr. Kr. koja opisuje
medicinska svojstva biljaka Kine (Morse i sur., 1949.). Mjesto domestikacije soje i danas je
predmet rasprave pa tako neki autori smatraju da je to sjeveroistocna Kina (Li, 1994.), neki
da je u pitanju dolina rijeke Huang He u sjevernoj Kini (Zhao i Gai, 2004.; Li i sur., 2008.),
dok pojedini autori drze da se radi o juznoj Kini (Zhuang i sur., 1994.; Gai i sur., 2000.).
Takoder, nije potpuno jasno da li je soja domesticirana odjednom ili u viSe navrata (Xu i
Gai, 2003.). Iako veéina istrazivanja potvrduje da se domestikacija dogodila odjednom
(Zhou i sur., 1998.; Gai i sur., 2000.), Xu i Gai (2003.) su, na temelju skromnog uzorka DNA
(eng. Deoxyribonucleic Acid — deoksiribonukleinska kiselina) kloroplasta soje analiziranog
uz pomo¢ SSR biljega, zakljucili da je kultivirana soja nastala neovisnom domestikacijom u

Cetiri razliCite regije iz razli¢itih genskih zaliha (eng. gene pool).

1.1.1. Znacaj genetske varijabilnosti u oplemenjivanju soje

Genetska varijabilnost je, prema Ofrano-u (2011.), mjera tendencije individualnih
genotipova u populaciji da se medusobno razlikuju tj. predstavlja variranje pojedinacnih
genotipova unutar populacije. Osim kao razlika izmedu genotipova populacije, genetska
varijabilnost se moze promatrati i unutar nukleotida, gena, kromosoma ili cijelog genoma
nekog organizma, a zasniva se na sloZenim odnosima koji nastaju kroz varijancu izmedu
alela na genlokusu, izmedu nekoliko lokusa, kroz varijancu izmedu jedinki unutar jedne
populacije i izmedu populacija (Smale, 1997.). Genetska varijabilnost kao takva osnova je
svih programa za oplemenjivanje biljnih vrsta ¢iji je univerzalni cilj poboljSanje biljaka

prema potrebama covjeka tj. sukladno oplemenjivackim ciljevima, a temeljem genetskih
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zakonitosti. Oplemenjivacki procesi se, sukladno tome, temelje na stvaranju novih alelnih
kombinacija identifikacijom i odabirom divergentnih roditeljskih genotipova dobrih
kombinacijskih sposobnosti, koji odgovaraju kriterijima oplemenjivaca ovisno o viziji
zeljenog fenotipa. Oplemenjivaci u svom nastojanju da stvore nove poboljSane kultivare
polaze od postojecih, prirodnih izvora genetske varijabilnosti ili stvaraju genetsku
varijabilnost nasljednih osnova putem hibridizacije, induciranjem mutacija ili pomocu
biotehnoloskih metoda (Martin¢i¢ i Kozumplik, 1996.). Genetsku karakterizaciju i ocjenu
divergentnosti selekcijskog materijala moguce je napraviti na temelju podrijetla (Vello i sur.,
1988.; Gizlice i sur., 1996.), mjerenjem i analizom varijabilnosti kvalitativnih i
kvantitativnih morfoloskih svojstava (Sudari¢ i sur. 2002.; Malik i sur., 2006.; Igbal i sur.,
2010.; Aditya i sur., 2011.; Mudibu i sur., 2011.), na temelju biokemijskih svojstava
(Bushehri i sur., 2000.; Nikoli¢ i sur., 2004., 2005.; Mladenovi¢ Drini¢ i sur. 2006.; Malik 1
sur., 2009.; Salimi, 2013.), te uporabom molekularnih biljega (Li i sur., 2001.; Mulato i sur.,
2010.; Ristova i sur., 2010.; Tantasawat i sur., 2011.).

Proces koji negativno utjece na unaprjedenje kultiviranih biljaka je suzavanje genetske
osnove, odnosno gubitak genetske razlicitosti kao posljedice Covjekovog djelovanja i
utjecaja okoliSa. Ovaj proces kojeg je Harlan (1972.) nazvao genetska erozija, nastao uslijed
zamjene autohtonih populacija Siroke genetske osnove s modernim, novim, ujednacenim
kultivarima i hibridima utvrden je i kod Glycine max u odnosu na Glycine soja Sieb. et Zucc.
(u daljnjem tekstu Glycine soja), a predstavlja veliku opasnost za proizvodnju hrane pa
samim time 1 opstanak ljudi. Hyten i suradnici (2006.) su istraZivajuci utjecaj uskih grla
evolucije soje na genetsku divergentnost, prou¢avanjem dijela DNA sekvence sa 102 gena,
potvrdili da je divergentnost koja postoji kod kulturne soje upola manja od divergentnosti
kod divljih sorti, da se ¢ak 81 % rijetkih alela (s frekvencijom < 0,10) izgubilo tijekom
domestikacije te da za oko 60 % gena postoje dokazi o znac¢ajnim promjenama u frekvenciji.
Takoder, Wen i suradnici (2009.) su u istrazivanju 196 divljih vrsta soje (Glycine soja) i 200
lokalnih kultiviranih sorti (Glycine max) utvrdili da kultivirana soja sadrzi 65 % alela
naslijedenih od divljih vrsta 1 35,5 % novonastalih alela. Varijaciju genoma soje tijekom
domestikacije, poboljSavanja i lokalnog oplemenjivanja istrazivali su i Zhou 1 suradnici
(2015.) resekvencioniranjem 302 primke soje od koje su 62 divlja genotipa, 130 genotipova
iz lokalnih populacija i 110 poboljsanih kultivara iz Kine, Koreje, Japana, Rusije, SAD-a i

Kanade. Pri tome su identificirali 13 novih lokusa agronomskih svojstava ukljucujuci
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koncentraciju ulja, visinu biljke i duzinu vegetacije te zakljucili da su neka svojstva i
odredeni lokusi povezani sa zemljopisnim podrucjem §to pokazuje da su populacije soje
geografski strukturirane. Potvrdili su i da se genetska divergentnost smanjivala od Glycine
soja genotipova, preko Glycine max genotipova iz lokalnih populacija do pobolj$anih
Glycine max kultivara tj. da se tijekom domestikacije divlje soje u lokalne populacije
izgubilo prosjecno pola genetske divergentnost, kao $to su ranije naveli Hyten i suradnici
(2006.). Razlika u divergentnosti izmedu lokalnih populacija i poboljSanih sorti bila je vrlo

mala.

Utvrdeno suzavanje genetske osnove, ako se ne zaustavi, moze rezultirati velikim
katastrofama i propadanjem usjeva uslijed neotpornosti na nepovoljne abiotske ili biotske
Cinitelje okoline. Najpoznatiji primjer za to je bolest plamenjaca krumpira (Phytophtora
infestans) koja je uzrokovala unistenje geneti¢ki uniformnih usjeva krumpira u Europi i
Sjevernoj Americi kada je u Irskoj, gdje se ljudska prehrana temeljila na ovoj kulturi, od
gladi umrlo 1,5 milijun ljudi (MiloSevi¢ i sur., 2010.). Ipak, kako posjeduje znatno vecu
divergentnost te znatno veci udio rijetkih alela od kultivirane soje, germplazma Glycine soja
predstavlja moguce rjeSenje problema jer moZe posluziti kao izvor specifi¢nih alela koji nisu
prisutni u germplazmi Glycine max. Neki od njih su i aleli koji uvjetuju otpornost na cist
nematodu (Heterodera glycines Ichinohe), aleli za sitno zrno, visoku koncentraciju
bjelancevina, nizu koncentraciju ulja i1 oleinske kiseline, viSu koncentraciju linolenske
kiseline, tolerantnost na sol, ali i za visok prinos zrna (Rebetzke i sur., 1997.; Wang i sur.,
2001.; Kabelka i sur., 2005.; Lee i sur., 2009.; Nichols i sur. 2006.).

Za proces oplemenjivanja i napredak kultivara od klju¢ne je vaznosti poznavanje
genetskog materijala kako divljih, tako i kultiviranih genotipova (Hufford i sur., 2012.). Da
je procjena genetske divergentnosti roditelja kljucan aspekt oplemenjivanja koji omogucava
maksimalno genetsko poboljSanje potvrdili su mnogi autori medu kojima su i1 Sudari¢ 1
suradnici (2008.). Istrazivajuéi genetsku dobit za prinos i kvalitetu zrna osjeckih genotipova
soje, autori su procijenili genetsku povezanost roditeljskih komponenti uporabom 14 SSR
markera, dok je agronomska vrijednost rezultiraju¢eg potomstva odredena u poljskim
pokusima. Analizom rezultata utvrdeno je da su kombinacije krizanja s roditeljima koji su
bili genetski udaljeni rezultirale linijama s ve¢im vrijednostima za prinos i kvalitetu zrna u

odnosu na kombinacije krizanja s roditeljima koji su bili medusobno genetski sli¢ni, odnosno
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potvrdena je povezanost genetske udaljenosti roditelja i agronomske vrijednosti stvorenih
linija. U vedini istrazivanja germplazme kultivirane soje utvrdena je uska genetska osnova
genotipova Sto ukazuje na potrebu prikupljanja germplazme kao genetskog resursa za
stvaranje visokoprinosnih i kvalitetnih kultivara, te na potrebu introdukcije genetski
udaljenih sorata i introgresije pozeljnih alela. Zhang i suradnici (2013.) su u svom
istrazivanju na 48 sorti soje (43 iz Kine, 3 iz Japana i 2 iz SAD-a) koje se uzgajaju za ljudsku
ishranu, zakljucili da je varijabilnost genoma unutar kKineske populacije niska, ali da je
genetska divergentnost izmedu kineskih, japanskih i genotipova iz SAD-a visoka na temelju
Cega pretpostavljaju da je rije¢ o razli¢itoj genetskoj osnovi, odnosno da introdukcija
japanskih i americkih genotipova te njihova uporaba u programima krizanja moze povecati
genetsku divergentnost postojece kineske germplazme soje. Genetsku i fenotipsku
raznovrsnost sorti soje iz podrucja Panonske ravnice istrazivali su Peri¢ i suradnici (2014.)
na 18 genotipova iz tri oplemenjivacke kucée (Institut za kukuruz Zemun polje, Institut za
ratarstvo i povrtarstvo Novi Sad i Poljoprivredni institut Osijek) kombiniranjem agro-
morfoloskih i molekularnih analiza. Prema ocekivanju, genetska sli¢nost materijala je bila
vrlo velika, posebice unutar pojedinih oplemenjivackih programa. Hahn i Wirschum (2014.)
su istrazivali 69 genotipova iz Srednje Europe te 24 genotipa porijeklom iz Azije i Amerike,
a utvrdili su da genetska baza istrazivanih genotipova iz Srednje Europe i nije tako uska kao
Sto se ocekivalo zbog nesistematske fenotipske selekcije te da su isti najsrodniji Svicarskim
I kanadskim genotipovima, odnosno da su nesto vise udaljeni od kineskih i genotipova iz
SAD-a koji su bili ukljuceni u pokus. Za razliku od prethodno navedenih istraZivanja,
Mudibu i suradnici (2011.) su na temelju 14 morfoloskih i agronomskih svojstava utvrdili
veliku divergentnost 40 primki soje iz gen kolekcije Demokratske Republike Kongo izmedu
kojih su utvrdene statisticki znaCajne razlike za sva kvantitativna svojstva koja su

analizirana.

Za unaprjedenje kultivara iznimno je znacajan i udio rijetkih alela, koje ne nalazimo u
elitnim kultivarima pa predstavljaju potencijalan izvor korisnih svojstava. Visoku
frekvenciju rijetkih alela utvrdili su Mulato i suradnici (2010.) prilikom istrazivanja genetske
divergentnosti 79 genotipova soje porijeklom iz razli¢itih dijelova svijeta. Kao $to se i
ocekivalo, genetska divergentnost istrazivanih genotipova bila je visoka, a razina asocijacije
izmedu genetske divergentnosti i zemljopisnog porijekla primki umjerena. Od ukupno 259

alela, 59 ih je bilo prisutno samo u pojedina¢nim genotipovima i predstavljalo prosje¢no 2,5
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% ukupne genske zalihe. Alela s frekvencijom manjom od 5 % je bilo 118, a predstavljali su

8,7 % ukupne genske zalihe.

Najnovije i najopseznije istrazivanje germplazme soje napravili su Song i suradnici
(2015.) na cjelokupnoj kolekciji Ministarstva Poljoprivrede SAD-a (engl. The USDA
Soybean Germplasm Collection). U istrazivanje je bilo uklju¢eno 18 480 primki kultivirane
soje 1 1168 primki divlje soje na kojima je napravljena genotipizacija uz pomo¢ SoySNP50K
Cipa, tj. mikro¢ipa koji sadrzi vise od 50 000 SNP-ova (eng. Single Nucleotide
Polymorphism - polimorfizam jednog nukleotida). Utvrdili su velik udio suvis$nih, odnosno
visoko sliénih primki (23 % Glycine max primki i 30 % Glycine soja primki je bilo bar 99,9
% identi¢no s nekom drugom primkom u kolekciji) $to nije iznenadujuée zbog pretpostavke
da su mnogi genotipovi u kolekciju ukljuceni viSe puta zbog nepotpunih ili nepostojecih
podataka o rodoslovlju. Takoder, u zemljama porijekla soje kao §to je Kina, sortama su
imena davali farmeri prema boji, veli€ini i obliku zrna, boji mahune ili mjesecu dozrijevanja
pa nije iskljuceno da isti genotipovi iz razlicitih uzgojnih podrucja imaju razliita imena.
Analiza povezujucih grupa (engl. cluster analysis) 806 primki divlje soje iz Kine, Koreje,
Japana i Rusije te 5 396 primki iz lokalnih populacija Kine, Koreje i Japana pokazalo je

podjelu u grupe sukladno zemljopisnom porijeklu.

Kako bi se ovaj negativan proces suzavanja genetske osnove zaustavio te osigurao
napredak kultivara u buduénosti, neophodno je uloZiti napore u ocuvanje genetskih izvora
soje, prvo na lokalnoj razini, a zatim i u svijetu te osigurati dostupnost bioraznolikosti
oplemenjivacima, istrazivac¢ima i uzgajiva¢ima. Biljni genetski izvori su svaki biljni genetski
materijal koji ima stvarnu ili potencijalnu vrijednost za hranu i poljoprivredu (Pravilnik o
ocuvanju i odrzivoj uporabi biljnih genetskih izvora, NN 89/09.), a uvaju se u bankama

gena tj. gen kolekcijama (Vratari¢ i Sudari¢, 2008.).

Vlada Republike Hrvatske je 1996. godine potvrdila Konvenciju o bioloskoj
raznolikosti (Medunarodni ugovori, NN 6/1996) ¢ime dobiva suvereno pravo na biljne
genetske izvore na svom podrucju, kao i duznost o¢uvanja i odrzive uporabe istih. Pocetak
ocuvanja biljnih genetskih izvora na nacionalnoj razini u Republici Hrvatskoj zapoceo je
2004. godine pristupanjem programu SEEDNet (SEEDNet - engl. South East European

Development Network on Plant Genetic Resources) koji je obuhvacao 12 zemalja
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jugoisto¢ne Europe. Do zastoja u provedbi aktivnosti ocuvanja biljnih genetskih izvora doslo
je 2010. godine, prestankom financiranja iz drzavnog proracuna, odnosno prestankom
programa SEEDNet. U lipnju 2013. godine Ministarstvo poljoprivrede osniva Povjerenstvo
za biljne genetske izvore, a Vlada u listopadu donosi Odluku o donosenju Nacionalnog
programa ocuvanja i odrzive uporabe biljnih genetskih izvora za hranu 1 poljoprivredu u
Republici Hrvatskoj (Nacionalni program). Sredstva za provedbu ovog programa osigurana
su iz Drzavnog proracuna i raspodijeljena izmedu 10 institucija koje u njemu sudjeluju
(Agronomski fakultet SveuciliSta u Zagrebu, Bc Institut d.d., Institut za jadranske kulture 1
melioraciju krSa, Institut za poljoprivredu i turizam Pore¢, Hrvatski centar za poljoprivredu,
hranu i selo, H.Z.P.C. d.o.0., Podravka d.d., Poljoprivredni institut Osijek, Poljoprivredni
fakultet Sveudilista J. J. Strossmayera u Osijeku, Visoko gospodarsko uciliste u Krizevcima).
Ciljevi Nacionalnog programa su doprino$enje nacionalnom razvoju, sigurnosti prehrane,
odrzivoj poljoprivredi i o¢uvanje bioraznolikosti kroz odrZzavanje 1 uporabu biljnih genetskih
izvora. Provedba ovog programa zahtijeva identificiranje, prikupljanje, opisivanje i cuvanje
vaznih biljnih genetskih izvora u kolekcijama Nacionalne banke gena, te dostupnost tih
izvora za koriStenje 1 ravnopravno sudjelovanje Republike Hrvatske u medunarodnim
aktivnostima vezanim za oCuvanje biljnih genetskih izvora (Ministarstvo poljoprivrede).
Aktivnosti vezane za o¢uvanje biljnih genetskih izvora za hranu i poljoprivredu u Republici
Hrvatskoj regulirane su Zakonom o sjemenu, sadnom materijalu i priznavanju sorti
poljoprivrednog bilja (NN 140/05, 35/08 i 55/11), te Pravilnikom o o€uvanju i odrzivoj
uporabi biljnih genetskih izvora (NN 89/09 1 04/14). Zastita bioloske raznolikosti definirana
je, u Sirem smislu, Zakonom o zastiti prirode (NN 80/13), te dokumentom ,,Strategija 1
akcijski plan zastite bioloske i krajobrazne raznolikosti Republike Hrvatske™ (NN 143/08).
O ocuvanju biljnih genetskih izvora soje u Republici Hrvatskoj brigu vodi Radna skupina
Nacionalnog programa Industrijsko bilje, koja nije imala znacajnih aktivnosti pa je u
Nacionalnu banku gena ukljuc¢eno samo 28 primki soje sa Sortne liste Republike Hrvatske

(CPGRD, 2016.) od kojih su neke koriStene i u ovom istrazivanju.
1.1.2. Parametri kvalitete zrna
Osim kao kvalitetna hrana za Zivotinje, soja sve viSe dobiva na vaznosti u ishrani ljudi

zbog svoje visoke nutritivne vrijednosti, a prema nekim istraZzivanjima smatra se da smanjuje

kolesterol, sudjeluje u prevenciji dijabetesa, prekomjerne tezine, bolesti crijeva, bolesti
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bubrega pa 1 raka (Lee i sur., 2010.; Li i sur., 2011.) Takoder, soja ima velik potencijal za
uporabu u razli¢itim granama industrije $to ovisi o kemijskom sastavu zrna zbog Cega je, uz
prinos kao primarni cilj svih oplemenjivackih programa soje u svijetu, intenzivan i
oplemenjivacki rad na poboljSanju genetske osnove za kvalitetu zrna (Fehr i Curtiss, 2004.).
Osim apsolutne mase zrna kao komponente prinosa, svojstva kvalitete zrna na koja se sve
viSe stavlja naglasak pri oplemenjivanju i uzgoju su koncentracija bjelancevina i ulja, sastav
1 koncentracija masnih kiselina te sastav i koli¢ina oligosaharida i izoflavona. Temelj
postizanja ciljeva u oplemenjivanju i stvaranju superiornih genotipova Cine genetska
raznolikost materijala koji se koristi, heritabilnost i genetski napredak za svojstava od

interesa, te njihovi meduodnosi.

1.1.2.1. Apsolutna masa

Krupno¢a zrna soje izrazena kao apsolutna masa, odnosno masa 1000 zrna,
kvantitativno je svojstvo, a vrijednosti variraju od 20 g kod divlje soje do preko 500 g kod
nekih kultiviranih vrsta. Komercijalne sorte imaju obi¢no sjeme srednje veliine s
apsolutnom masom u rasponu od 150 g do 200 g (Vratari¢ i Sudari¢, 2008.). Kako genetske
komponente varijance u realizaciji apsolutne mase zrna imaju veé¢i udio od ostalih
komponenti fenotipske varijance, ovo svojstvo je visoke nasljednosti pa neki autori selekciju
na vecu krupnocu zrna smatraju uspjeSnom 1 u ranim generacijama (Jain 1 Ramgiry, 2000.;
Sudari€ i sur., 2002.; Malik i sur., 2006.; Malik i sur., 2011.). Ipak, u drugim istrazivanjima,
visoke procjene heritabilnosti pratila je niska genetska dobit, $to ukazuje na sudjelovanje
neaditivnog ucinka gena u ispoljavanju svojstva te sukladno tome i1 na poteSkoce u
poboljsanju selekcijom temeljenom na fenotipu (Aditya i sur., 2011.; Hina-Kausar, 2005.).
U ostalim istrazivanjima, procjene ucinkovitosti selekcije na masu 1000 zrna bile su niske 1
zbog utvrdenih niskih vrijednosti heritabilnosti u Sirem smislu, niskog genetskog napretka
te niskog fenotipskog i genotipskog koeficijenta stabilnosti (Sudari¢ i sur., 1997.; Ghodrati,
2013.). Potencijal za poboljSanje ipak postoji i ostvaruje se putem krizanja genetski
divergentnih roditelja, §to ovisi o postojecoj varijabilnosti germplazme za svojstvo, koja je
u slucaju apsolutne mase potvrdena u mnogim istrazivanjima (Antalikova i sur., 2008.; Igbal

i sur., 2010.; Malik i sur., 2011.; Aditya i sur., 2011.; Ghodrati, 2013.).
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1.1.2.2. Bjelancevine 1 ulje

Zbog povoljnog sastava zrna, soja je jedan od najvaznijih izvora biljnih bjelancevina i
ulja u svijetu (Popovic i sur., 2012.b). Koncentracije bjelancevina i ulja su dijelom odredene
aditivnim djelovanjem gena, a procjene heritabilnosti variraju od srednjih do visokih (Malik
i sur., 2006.; Jaureguy i sur., 2011.; Rodrigues i sur., 2014.). Koli¢ina bjelan¢evina u zrnu
soje je kvantitativno svojstvo koje se nasljeduje poligeno, a ovisno o genotipu i uvjetima
uzgoja varira od 30 % do 50 % na bazi apsolutno suhe tvari (AST) (Vratari¢ 1 Sudari¢, 2008.).
Bjelan¢evine zrna soje najsli¢nije su bjelancevinama zivotinjskog porijekla, Sto im daje
visoku biolosku vrijednost uz manju cijenu pa je i oplemenjivanje ovog svojstva iznimno
znacajno. Koli¢ina ulja je takoder kvantitativno svojstvo pod utjecajem velikog broja gena
ve¢inom malog ucinka. Koncentracija ulja u zrnu soje varira od 12 % do 24 % na bazi AST
(Vratari¢ 1 Sudari¢, 2008.), a poveéanjem koncentracije i kvalitete ulja povecava se i

isplativost uzgoja soje kao sirovine za uljare.

Genetska raznolikost je u slucaju koncentracije bjelancevina i ulja u zrnu soje utvrdena
u brojnim istrazivanjima (Sudari¢ 1 sur., 2001.; Malik i sur., 2006.; Malik i sur., 2007.; Igbal
i sur., 2010.; Popovi¢ i sur., 2012.b). Malik i suradnici (2006.) su osim statisticki znacajnih
razlika unutar germplazme za bjelancevine 1 ulje potvrdili 1 visoku heritabilnost. Visoke
vrijednosti heritabilnosti u Sirem smislu za oba svojstva potvrdili su kasnije Bueno 1
suradnici (2013.) te Rodrigues i suradnici (2014.). Procjene heritabilnosti u Sirem smislu su
znacajne jer predvidaju mogucnost uspjeha selekcije pa Sto su vece, veca je i Sansa za
uspjehom (Gravois 1 Bernhardt, 2000.). U istrazivanju Bueno 1 suradnika (2013.) vrijednost
omjera koeficijenta genotipske varijacije i koeficijenta okolinske varijacije za koncentraciju
bjelancevina bila je iznad 1, Sto je idealno za uspjeh selekcije, ali je za koncentraciju ulja
bila ispod 1 $to ukazuje na nizak potencijal selekcije za poboljSanje svojstva kod testiranih
genotipova. Da se oba svojstva mogu uspjesno unaprijediti oplemenjivanjem potvrdili su i
Miladinovi¢ 1 suradnici (2008.) te Vidi¢ 1 suradnici (2010.). Ipak, pri oplemenjivanju na ova
svojstva kvalitete zrna soje treba uzeti u obzir ne samo genotipsku varijancu i heritabilnost
ve¢ 1 medusoban odnos svojstava zbog potvrdene izrazito negativne korelacije izmedu
koncentracije bjelancevina i ulja u zrnu (Malik 1 sur., 2007.; Akond i sur., 2012.; Popovi¢ 1
sur., 2012.b; Bueno i sur., 2013.; Song i sur.; 2013.; Rodrigues i sur., 2014.) §to znacajno

otezava postupak oplemenjivanja.

10



Uvod

1.1.2.3. Masne kiseline

Sastav masnih kiselina u zrnu konvencionalnih sorti soje ¢ini u prosjeku 12 %
palmitinske kiseline (16:0), 4 % stearinske (18:0), 27 % oleinske (18:1), 50 % linolne (18:2)
17 % linolenske (18:3) kiseline (Fehr i Curtiss, 2004.). O sastavu masnih kiselina koje utje¢u
na okus, nutritivnu vrijednost te stabilnost ulja ovisi i krajnja uporaba sojinog ulja (Panthee
i sur., 2006.). Kako stvaranje velikog broja razli¢itih uljnih fenotipova nije isplativo,
oplemenjivanjem se pokuSavaju stvoriti genotipovi s koncentracijom zasi¢enih masnih
kiselina (palmitinske i stearinske) smanjenom na < 7 %, koncentracijom linolenske kiseline
smanjenom na < 3 %, a koncentracijom oleinske kiseline pove¢anom na > 55 %, jer ulje
ovakvog sastava ima najviSe mogucnosti uporabe kako u prehrambenoj, tako i u ostalim
industrijama (Wilson, 2004.). Potreba za smanjenjem koli€ine zasi¢enih masnih kiselina,
koje prema nekim istrazivanjima povecavaju koli¢inu kolesterola u krvi te sudjeluju u
razvoju sréanih oboljenja, proizlazi prvenstveno iz zahtjeva potrosaca i proizvodaca za
zdravijom hranom (Grundy, 1997.; Wilson, 2004.; Lee i sur., 2007.). Za razliku od ulja za
ishranu, kod sojinog ulja namijenjenog za industrijsku uporabu, pozeljan je §to veéi sastav
zasi¢enih masnih kiselina jer one povecavaju stabilnost (Spencer i sur., 2003.). Nezasi¢ene
masne kiseline mogu biti mononezasicene (oleinska kiselina) ili polinezasi¢ene (linolna 1
linolenska). Oleinska kiselina (n-9, Omega-9), koja se smatra neutralnom i nema utjecaja na
razinu kolesterola u krvi, prekursor je nekim esencijalnim masnim kiselinama, neophodnim
u ljudskoj ishrani (CSE, 2009.). Povecana koncentracija oleinske kiseline povecava
stabilnost ulja i omogucava uporabu pri visokim temperaturama, a smatra se da bi omogucila
1 uporabu sojinog ulja kao sirovine u farmaceutskoj 1 kozmeti¢koj industriji te u proizvodnji
lubrikanata i bio-dizela (Wilson, 2004.). Linolna (n-6, Omega-6) i linolenska (n-3, Omega-
3) kiselina esencijalne su masne kiseline koje ljudsko tijelo ne moZze samo proizvesti, a
zajedno s ostalim esencijalnim kiselinama potpomazu zdravlje krvozilnog, reproduktivnog,
imunog i ziv€anog sustava, te su neophodne za stvaranje i regeneraciju stani¢nih membrana
(CSE, 2009.; Maltas i sur., 2011.). Ipak, ove masne kiseline podlozne su oksidaciji pa
smanjuju trajnost ulja i njegovu stabilnost na visokim temperaturama te mu daju lo§ okus
(Lee 1 sur., 2007.). Oksidativna stabilnost sojinog ulja moZe se poboljsati hidrogenacijom u
proizvodnji pri ¢emu nastaju nepoZeljne trans masne kiseline ili povecanjem koncentracije

oleinske kiseline oplemenjivanjem (Wardlaw i Snook, 1990.; Chang i Huang, 1998.; Wilson,
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2004.; Rani i sur., 2007.; Lee i sur., 2007.; Pham i sur., 2010.). Song i suradnici (2013.) su
za ocjenu stabilnosti ulja utvrdivali upravo omjer oleinske i linolne kiseline na 185
genotipova soje porijeklom iz sedam razli¢itih zemalja, pri ¢emu nisu utvrdili znacajne
razlike izmedu primki iz razli¢itih podrucja. Koncentracija oleinske kiseline je bila u
negativnoj korelaciji s koncentracijom linolne kiseline, $to je pozeljno u oplemenjivanju,
dok negativan odnos koncentracije ulja s koncentracijom oleinske i linolne kiseline otezava

istovremeno povecanje koli¢ine i stabilnosti ulja (Song i sur., 2013.).

Kako bi se oplemenjivanjem mogao modificirati sastav masnih kiselina u zrnu soje
sukladno cilju oplemenjivanja, neophodno je istraziti genetsku varijabilnost ovih svojstva u
dostupnoj germplazmi. Veliku varijabilnost za navedena svojstva utvrdili su Carra™0-Panizzi
(2005. - citirano u Priolli i sur., 2014.), Rani i suradnici (2007.), te Priolli i suradnici (2014.).
Priolli 1 suradnici (2014.) nisu uocili znacajan utjecaj godine na koncentraciju ulja i
pojedina¢nih masnih kiselina iz ¢ega su zakljucili da je varijabilnost ovih svojstava najvecim
dijelom pod utjecajem genotipa dok je u istrazivanjima Hou i suradnika (2006.) i Fan i
suradnika (2015.) utvrden 1 statisticki znacajan utjecaj okoline, ali je genetski ucinak ipak

imao vecu ulogu.

1.1.2.4. Saharidi

Zrmo soje sadrzi oko 33 % ugljikohidrata, od ¢ega je oko 16,6 % topivih Secera
(Hymowitz i Collins, 1974.), uz varijabilnost ovisno o genotipu (Lowell i Kuo, 1989.). Od
pet osnovnih Secera u zrnu soje predominantni su saharoza i stahioza, dok su glukoza,
fruktoza 1 rafinoza manje zastupljeni (Hou 1 sur., 2009.). Od ukupnih topivih Secera, udio
saharoze varira u rasponu od 41,3 do 67,5 %, odnosno od 1,5 do 10, 2 % ukupne suhe tvari
zrna (Hymowitz i Collins, 1974.). Galaktooligosaharidi (rafinoza, stahioza i verbaskoza)
¢ine oko 5 % suhe tvari zrna soje, udio rafinoze u topivim Se¢erima varira od 5,2 do 15,8 %,
a stahioze od 12,1 do 35, 2 % (Yazdi-Samadi i sur., 1977.; Maughan i sur., 2000.; Karr-
Lilienthal i sur., 2005.).

Seceri utje¢u na kvalitetu, probavljivost i hranidbenu vrijednost zrna soje. Dok su
glukoza, fruktoza i saharoza pozeljni u zrnu namijenjenom ljudskoj ishrani jer su lako

probavljivi i daju proizvodima od soje karakteristican slatkast okus, oligosaharidi,
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prvenstveno galaktooligosaharidi (stahioza i rafinoza) ograni¢avaju hranidbenu vrijednost
soje jer se smatraju neprobavljivim i uzrokuju iritaciju gastrointestinalnog trakta uslijed ¢ega
dolazi do bolova, nelagode i nadutosti (Suarez i sur., 1999.; Jones i sur., 1999.; Gulewitz i
sur., 2014.). S druge strane, smatra se da ovi Seceri imaju i odredene pozitivne ucinke na
ljudsko zdravlje jer njihovom fermentacijom u crijevima nastaju masne kiseline kratkih
lanaca koje imaju prebiotska svojstva pa u posljednje vrijeme postoji poveéan interes za
primjenu oligosaharida kao nutraceutika (Tsangalis i Shah, 2004.; Roberfroid, 2007.; Zheng
1 sur., 2012.). Osim u ljudskoj ishrani, galaktooligosaharidi stvaraju sli¢ne probleme i kod
domacih Zivotinja koje se hrane sojom (Hartwig i sur, 1997.; van Kempen i sur., 2002.; Félix
isur.,2013.; Qiuisur., 2015.) pa je uputno oplemenjivanjem prilagoditi sastav Secera u zrnu

soje kako bi se povecala moguénost uporabe ove mahunarke za prehranu.

Kako bi se koli¢ina pojedinih Secera oplemenjivanjem prilagodila krajnjem cilju
uporabe, neophodno je istraziti varijabilnost dostupne germplazme soje. Statisticki znacajne
razlike izmedu genotipova te varijabilnost koja opravdava selekciju na koncentraciju Secera
utvrdeni su u brojnim istrazivanjima (Hymowitz i Collins, 1974.; Geater i sur., 2000.a;
Hollung i sur., 2005.; Hou i sur., 2009.; Mozzoni i sur., 2013.). Kao izvore varijabilnosti
neki autori navode genotip (Geater 1 sur., 2000.a) dok je u drugim istraZivanjima utjecaj
okoline bio veci od utjecaja genotipa (Taira, 1990.). Chen (2004.) smatra da postoji znacajan
potencijal za korekciju sadrzaja Secera, jer se oplemenjivanje na povecanu koncentraciju
najc¢eS¢e pokazalo kao ucinkovito. Takoder, na temelju rezultata kojima nije utvrdeno
postojanje interakcije genotipa s okolinom, Geater i suradnici (2000.b) zakljucuju da je
razlika izmedu genotipova za svojstvo koncentracija ukupnih Secera bila konstantna u svim
okolinama Sto olakSava selekciju na ovo svojstvo. Ovome pridonose 1 visoke procjene
heritabilnosti za koncentraciju ukupnih Secera uz zabiljezene majcinske i aditivne ucinke

(Openshaw i Hadley, 1978.; Maughan i sur., 2000.).

1.1.2.5. Izoflavoni

Izoflavoni su glavne komponente flavonoidne grupe i najuobicajenija forma
fitoestrogena (Kim i sur., 2012.) koji u organizmu ljudi djeluju kao antiestrogeni (Hedlund
i sur., 2003.), antioksidansi (Jeng i sur., 2010.; Maltas i sur., 2011.) i inhibitori tirozin protein

kinaze (Akiyama i sur., 1987.). Takoder, imaju antimutageni u¢inak pa smanjuju rizik od
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pojave nekih oblika raka (Wang i sur., 2009.; Jiang i sur., 2010.; Li i sur., 2011.) te smanjuju
rizik pojave kardiovaskularnih bolesti i osteoporoze (Regal i sur., 2000.; Albertazzi i Purdie,
2002.; Lee i sur., 2008.; Lee i sur., 2010.) iz ¢ega proizlazi njihova zdravstvena vaznost.
Sukladno navedenom, stvaranjem genotipova s pove¢anim sadrzajem izoflavona povecala
bi se moguénost uporabe soje kao znacajnog izvora zdravstveno korisnih tvari (Murphy i
sur., 2009.), ali nije zanemariva niti uloga izoflavona unutar samih biljaka koja se o¢ituje u
borbi protiv raznih oblika stresa i patogena (Mabrouk i sur., 2007.; Meng i sur., 2011.) teu
poticanju infekcije korijena i nodulacije od strane kvrzi¢nih bakterija Bradyrhizobium
(Subramanian i sur., 2007.). Soja, koja se smatra najbogatijim izvorom ovih spojeva u
ljudskoj ishrani (Zhang i sur., 2007.), sadrzi 12 vrsta izoflavona podijeljenih u Cetiri
podgrupe: aglikoni, glikozidi, malonil glikozidi i acetil glikozidi (Wang i Murphy, 1994.a;
Lee i sur., 2004.). Najznacajniji izoflavoni u zrnu soje su aglikoni genistein i daidzein (te
njihovi B-glikozidi genistin i daidzin) dok gliciteina zrno sadrzi puno manje (Messina,
1999.). Ucinkovitost izoflavona zavisi o koncentraciji i sastavu u zrnu soje, a prema
istrazivanjima Kupier i suradnika (1998.), genistein ima ¢ak 10 puta ve¢u biolosku aktivnost

u usporedbi s daidzeinom i gliciteinom.

Koli¢ina i sastav izoflavona u zrnu soje variraju ovisno o genotipu, uvjetima uzgoja i
interakciji genotipa s okolinom (Gutierrez-Gonzalez i sur., 2011.; Kim i sur., 2012.; Akond
isur.,2013.; Adieisur., 2015.). Gutierrez-Gonzalez i suradnici (2011.) navode da je koli¢ina
izoflavona svojstvo koje se nasljeduje kvantitativno i1 kontrolira ga mnoStvo gena malog
ucinka. Sukladno tome, €initelji okoline koji utjecu na sadrzaj izoflavona toliko su brojni da
¢ak 1 neznatne promjene na mikro-okolinskoj razini mogu uzrokovati znacajne razlike u
koncentracijama. Isti autori zakljucuju da je napredak u sadrzaju izoflavona mogu¢ unatoc
snaznim okoli$nim utjecajima jer je heritabilnost u Sirem smislu imala visoke vrijednosti (>
90%), a utjecaj okoline je bio relativno ujednacen u svim genotipovima. Hoeck 1 suradnici
(2000.) zakljucuju da je utjecaj genotipske komponente u ekspresiji sadrzaja ukupnih i
sadrzaja pojedinac¢nih izoflavona bio dovoljno velik za uc¢inkovito pobolj$anje genotipova,
iako se prema istraZzivanju Akond i suradnika (2014.b) sadrzaj izoflavona u soji smatra
svojstvom umjerene heritabilnosti. Mogucénost poboljSanja sadrzaja izoflavona
oplemenjivanjem potvrdili su i Chiari i suradnici (2004.), Cveji¢ i suradnici (2011.) te Adie
I suradnici (2015.).
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1.1.3. Molekularni biljezi u oplemenjivanju soje

Tehnoloski napreci u molekularnoj genetici koji su omoguéili analizu biljnog genoma
na molekularnoj razini zasluzni su za pojavu, razvoj i Sirenje uporabe molekularnih biljega,
odnosno biljega na razini molekula DNA. Molekularni biljezi su podru¢ja DNA s tocno
definiranim slijedom i rasporedom nukleotida, strogo karakteristicnim za razlicite
organizme. Nasljeduju se na isti nacin kao ispitivano svojstvo i koriste kao selekcijsko
mjerilo (Vratari¢ i Sudari¢, 2008.; Sudari¢ 1 sur., 2010.). Znacaj molekularnih ili DNA
biljega je u mogucnosti izravnog odredivanja genotipa, iskljucujuéi utjecaj okoline. Osim
toga, u odnosu na morfoloske i biokemijske, prednosti molekularnih biljega su u moguénosti
analize iz vrlo male koli¢ine tkiva u bilo kojem stadiju razvoja bez nuznog unistavanja biljke,
mogucénosti boljeg prac¢enja genetske varijabilnosti te njihov neogranicen broj (Sudari¢ i sur.,
2010.). U velikim oplemenjivackim programima soje u svijetu, molekularni biljezi se koriste
rutinski za genetsku karakterizaciju germplazme i brzu detekciju divergentnosti materijala,
pri izboru roditeljskih komponenti i za procjenu heteroti¢nog u¢inka na temelju genetske
udaljenosti u programima krizanja, za identifikaciju poZzeljnih genotipova u ranim
generacijama i pracenje introgresije te za otkrivanje gena, odnosno za DNA tipizaciju (engl.
- DNA fingerprinting), mapiranje gena, povratna krizanja i selekciju potpomognutu
biljezima (MAS - engl. Marker Assisted Selection) (Mladenovi¢ Drini¢ i sur., 2008.; Sudarié
i sur., 2008., 2010., 2011.). Uporabna vrijednost molekularnih biljega ovisi 0 njihovoj
pouzdanosti (ponovljivosti rezultata analize), univerzalnosti (neovisnost o specificnom
biljnom materijalu), razini uocenog polimorfizma, kodominantnosti, raspodjeli biljega po
genomu te poziciji na genskoj mapi. Procjena genetske divergentnosti cijelog genoma soje
zapocela je 1980-ih godina uz pomo¢ RFLP tehnologije (RFLP - engl. Restriction Fragment
Length Polymorphism - polimorfizam duzine restrikcijskih ulomaka) (Apuya i sur., 1988.).
Kasnije analize za utvrdivanje genetske divergentnosti kod kultivirane soje 1 njenih divljih
srodnika uklju¢uju RAPD (RAPD - engl. Randomly Amplified Polymorphic DNA —
nasumi¢no amplificirana polimorfna DNA), AFLP (AFLP - engl. Amplified Fragment
Length Polymorphism — polimorfizam duzine amplificiranih ulomaka) i SSR biljege
(Cregan, 2008.).

lako su danas svi navedeni biljezi u uporabi, a odabir ovisi 0 planiranoj primjeni,

troSkovima razvoja, opreme i analiza te moguénosti automatizacije postupka odnosno
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njegovoj jednostavnosti (Sudari¢ i sur., 2011.), za proucavanje genetske udaljenosti razli¢itih
biljnih vrsta naj¢esc¢i su izbor SSR biljezi tj. mikrosateliti (Park i sur., 2009.). Mikrosatelite
¢ine podru¢ja DNA (duzine obi¢no 2-5 baznih parova) koja se sastoje od uzastopnih
ponavljanja kratkih sljedova nukleotida (Sudari¢ i sur., 2011.). Polimorfizam je kod ovih
biljega detektiran preko broja ponovljenih kratkih sekvenci nakon umnazanja u lancanoj
reakciji polimeraze (PCR - engl. Polymerase Chain Reaction) uz pomo¢ pocetnica koje
ogranicavaju lokus satelitske DNA (Sudari¢ i sur., 2011.). Kod soje su naj¢es¢i motivi: AT,
ATT, TA, TAT, CT i CTT (Mohan i sur., 1997.). Uporaba SSR biljega na soji zapocela je
kada su dvije grupe znanstvenika (Akkaya i sur., 1992.; Morgante i Olivieri, 1993.),
istovremeno poc¢etkom 1990-ih za njih utvrdili visoku razinu polimorfizma, kodominantnost
1 specificnost za lokus. Prvi veliki set od preko 600 SSR biljega razvili su i u integriranu
mapu genoma soje uvrstili Cregan i suradnici (1999.), a nesto kasnije su slijedile mape koje
su izradili Wu i suradnici (2001.), Yamanaka i suradnici (2001.) te Song i suradnici (2004.).
SSR biljezi se na soji koriste za DNA tipizaciju, mapiranje gena, istrazivanja divergentnosti
germplazme, populacijsku genetiku i selekciju potpomognutu biljezima (Panthee i sur.;
2006.; Wang i sur., 2006.; Shultz i sur., 2007.; Vuong i sur., 2007.; Tavaud-Pirra i sur., 2009.;
Sudari¢ i sur., 2009.).

Selekcija potpomognuta biljezima koncepcijski je utemeljena na povezanosti gena
biljega i gena odgovornih za agronomski vazna svojstva, odnosno predstavlja indirektnu
selekciju na neko svojstvo pri ¢emu se kao selekcijsko mjerilo koristi molekularni biljeg koji
se nasljeduje na isti nacin kao i svojstvo od interesa. Selekcija biljaka se provodi preko
,molekularnog fenotipa®, koji se obi¢no utvrduje metodama laboratorijske analize
genomske DNA. U okvirima svjetske znanosti MAS je jedna od najznacajnijih pomoc¢nih
metoda oplemenjivackih programa, a pocetak razvoja ovog koncepta zapoceo je sredinom
1980-ih godina na kukuruzu (Edwards i sur., 1987.) i raj¢ici (Weller i sur., 1988.). U slucaju
soje, u Sirokoj praksi, selekcija potpomognuta biljezima se prvo pocela upotrebljavati pri
oplemenjivanju na otpornost prema cist nematodi, a zatim i u oplemenjivanju na otpornost
prema ostalim bolestima i Stetnicima kao §to su iznenadno ugibanje biljaka (Njiti i sur.,
2002.), smeda trulez stabljike — Phialophora gregata (Bachman i sur., 2001.), trulez korijena
i stabljike — Phytophthora megasperma (Demirbas i sur., 2001.), bijela trulez korijena i
stabljike — Sclerotinia sclerotiorum (Arahana i sur., 2001.), nematode Meloidogyne spp.

(Tamulonis i sur., 1997.) te Helicoverpa zea (Boddie) (Rector i sur., 2000.). Uporaba biljega
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u selekcijskom procesu povecava mogucnost identifikacije superiornih genotipova te
omogucava oplemenjivanje na poboljSanje agronomski vaznih svojstava ukljucujuéi i
svojstava koja su u negativnoj korelaciji (Dekkers i Hospital, 2002.; Todorovska i sur.,
2010.). Kombiniranje pouzdane procjene fenotipa i MAS-a iznimno je vazno za transfer
pozeljnih alela pri jednostavnom povratnom krizanju s elitnom germplazmom. Uporaba
MAS-a za introgresiju moze smanjiti broj ciklusa oplemenjivanja te time povecati
ucinkovitost same selekcije. Takoder, molekularni biljezi nam omogucéavaju identificiranje
i mapiranje lokusa kvantitativnih svojstava (QTL - engl. Quantitative Trait Loci), tj. lokusa
odgovornih za genetsku varijabilnost svojstava koja se nasljeduju kvantitativno. Ispoljavanje
kvantitativnih svojstava znacajno ovisi o uvjetima sredine te su za njihovo oplemenjivanje
neophodni visegodisnji i viSelokacijski poljski pokusi s ponavljanjima, $to je iznimno skupo
1 vremenski zahtjevno pa se uporabom genetskih biljega za utvrdivanje prisutnosti ili
odsutnosti odredenih QTL-ova oplemenjivacki postupak ubrzava uz znaajno smanjenje
troskova (Sudari¢ i sur., 2011.). Tako su u brojnim populacijama mapirani i lokusi za
apsolutnu masu (Hayten i sur., 2004.; Moongkanna i sur., 2011.), koncentraciju bjelan¢evina
i ulja (Chapman i sur., 2003.; Fasoula i sur., 2004.; Jun i sur., 2008.; Eskandri i sur., 2013.),
masnih Kiselina (Murphy, 2006.; Akond i sur., 2014.a; Priolli i sur., 2014.; Fan i sur., 2015.),
Se¢era (Maughan 1 sur., 2000.; Yang i sur., 2014.; Akond 1 sur., 2015.) i izoflavona (Zeng i
sur., 2009.; Liang i sur., 2010.; Akond i sur., 2014.b; Wang i sur., 2014.).

Mikrosateliti, koji su odabrani i1 za ovo istraZivanje, su kodominantni, rasporedeni po
cijelom genomu, specificni za odredeni lokus, imaju visoku razinu polimorfizma,
pouzdanosti i ponovljivosti rezultata, a za rad su potrebne male koli¢ine izolirane DNA
(Ristova 1 sur., 2010.). Osim navedenog, ovi biljezi imaju 1 visi informacijski sadrzaj po
lokusu od ostalih biljeg-sustava (RFLP, AFLP, RAPD), a procjene genetske sli¢nosti
temeljene na RFLP, AFLP i SSR biljezima su visoko korelirane $to ukazuje na sukladnost
izmedu navedenih sustava biljega (Powell i sur., 1996.; Karp i sur., 1997.). Nedostatci
primjene SSR sustava su potrebno poznavanje sekvence DNA koja omeduje mikrosatelitni
lokus radi konstrukcije pocetnica, a same pocetnice su specificne ovisno o vrsti i ako ne

postoje potrebno ih je razviti §to je vrlo skupo (Sudari¢ i sur., 2011.).

17



Uvod

1.2. Cilj istrazivanja
1.2.1. Hipoteza

Pretpostavka je da ¢e rezultati analize svojstava kvalitete zrna soje pokazati
varijabilnost ispitivane germplazme soje te da ¢e se moci izdvojiti genetski udaljeni
genotipovi pozeljnih svojstava kvalitete za izradu specifi¢nih programa krizanja s ciljem
stvaranja superiornih genotipova za ciljana svojstva kvalitete.
1.2.2. Ciljevi istrazivanja

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1. procjena genetske varijabilnosti svojstava kvalitete zrna i genetske udaljenosti

germplazme soje na temelju izraCuna mase 1000 zrna te kemijskih analiza zrna,

2. procjena genetske varijabilnosti svojstava kvalitete zrna i genetske udaljenosti

germplazme soje uz pomo¢ SSR biljega,
3. odabir genotipova s pozeljnim svojstvima kvalitete zrna,
4. identifikacija najudaljenijih genotipova s pozeljnim svojstvima kvalitete kao potencijalnih

roditeljskih kombinacija za buduce programe krizanja u smjeru razvoja visokoprinosnih

sorti soje.
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2. MATERIJAL | METODE RADA

2.1. Biljni materijal

Istrazivanja su provedena na 22 genotipa soje (Glycine max L. Merr.) koji su odabrani
s ciljem pokrivanja svih grupa zriobe (GZ) koje se uzgajaju u naSim uvjetima, a razliciti su
prema godini priznavanja, rodoslovlju, morfoloskim te kvalitativnim svojstvima §to

osigurava vecu divergentnost germplazme.

Devetnaest genotipova je u vlasnisStvu Poljoprivrednog instituta Osijek (P1IO), od toga
je 18 priznatih sorti te jedna linija. U istrazivanje je uvrStena i1 jedna sorta Hrvatskog
stocarsko selekcijskog centra iz Zagreba (HSSC), jedna sorta Nau¢nog instituta za ratarstvo
I povrtarstvo iz Novog Sada, Srbija (NI NS), u Hrvatsku introducirana te upisana na Sortnu
listu 2008. godine, te jedna introdukcija nastala na Sveucilistu u Guelph-u (SG), Guelph,
Ontario, Kanada (tablica 1). Podatci o rodoslovlju su prikupljeni temeljem mati¢nih knjiga

PIO i usmenih priopéenja (tablica 1).
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Tablica 1. Grupa zriobe, godina priznavanja, podrijetlo i rodoslovlje genotipova soje

koriStenih u istrazivanju.

Grupa

Godina

Br. Genotip zriobe  priznavanja  Podrijetlo Rodoslovlje
L-39/80 x Corsoy) X

1 LIKA | 1989. PIO ( v V)

2. NADA 0 1994, PIO L-AA-16/84 x Drava
Corsoy x L-360R) x

3. PODRAVKA 95 0-1 1995. PIO ( (061gx CM-048))

Tisa x L-15/04) x

4. IKA 0-1 1998. PIO ( 0S-C-600 )
0S-266 x Hodson) x

5 ANICA 0 1998. PIO ( L-116 )

6 JULIJANA 0 2003. PIO Tisa x L-20-24

Sava x L-15/04) x

7. ZORA 0-1 2003. PIO ( 0S-C-600 )

8 VITA 0 2005. PIO Kuna x Drina

9 KORANA 00 2006. PIO L-57/95 x L-98 RC

10. LUCIJA 00-0 2006. PIO (Bara x LR-66) x LR-66

11. TOMA 0 2008. PIO RL-314/95 x lka

12. TENA 0-1 2008. PIO (L-39 x L-38)/94 x lka

13. SANDA 0 2009. PIO Ika x Kuna

14. MARA 0-1 20009. PIO lka x Kaja

15. SEKA 0-1 2010. PIO Kuna x L-288/95

16. SARA 0-1 2010. PIO Podravka 95 x L-90-92/94

17. EMA 00-0 2010. PIO 0S-30 x L-30/90

18. SONJA 0 2011. PIO Ika x L-93/99

19. 0S-60-06 0-1 - PIO (RL-23/95 x L-42) x Ika

20. GORDANA I 1987. HSSC -

21. ALISA | 2005. NI NS -

22. SG-1 0 2008. SG -

2.2. Poljski pokusi

Trogodisnji poljski pokus (2010. - 2012.) je postavljen na povrSinama Poljoprivrednog

instituta Osijek po blok metodi sa slu¢ajnim rasporedom varijanti u dva ponavljanja (slika

1). Pokusne parcele su svake godine sijane sijacicom u Cetiri reda, a povrSina svake parcele

iznosila je 10 m?. Ukupno je svake godine posijano 44 parcele, odnosno 440 m?2.

Na pokusima su tijekom vegetacije provedene redovne mjere uredenja i zaStite, a

nakon zetve od ukupno pozete koli€ine zrna, svake se godine uzimao prosjecan uzorak za
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odredivanje koncentracije bjelancevina i ulja (1 kg po parceli). Iz tih uzoraka su se, nakon
nedestruktivne analize, prema protokolima radili pojedinacni radni uzorci za masu 1000

zrna, analizu koncentracije masnih kiselina, koncentracije oligosaharida i sadrzaja

izoflavona.

Slika 1. Poljski pokus postavljen u 2010. godini na pokusnom polju PIO (foto original; M. Matosa

Kocar)
2.2.1. Pedoloski uvjeti

Prema Hidropedoloskoj studiji s idejnim rjeSenjem navodnjavanja proizvodnih
povrSina Poljoprivrednog instituta Osijek (Romi¢ 1 sur., 2006.), tip tla na povrSinama
Poljoprivrednog instituta Osijek na kojima je pokus bio postavljen 2010. i 2012. godine je
humofluvisol ¢ernozemni, srednje duboko oglejeni, nekarbonatan, praskasto, glinasto
ilovast. SadrZaj cestica gline u oranicnom sloju iznosi oko 30 %, a praha 48 %.
Makroagregati su do dubine 40 cm nestabilni dok su mikroagregati vrlo stabilni, a cijeli
povrsinski horizont je vrlo plasti¢an i vrlo porozan (49 vol. % pora). Apsolutni kapacitet tla
za vodu je osrednji (39 vol %), a kapacitet za zrak umjereno mali (10 vol. %). Po kemijskim

karakteristikama, tlo je u povrSinskom sloju slabo kiselo (pH u 1 MKCI-u je 6,24), a sadrzaj
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humusa je od 2,12 — 3,05 %, odnosno slabo humusno. Tlo je dobro opskrbljeno dusikom ¢iji
je sadrzaj dosta ujednacen i kreée se od 0,12 — 0,14 %. Prosjecna opskrbljenost fizioloski
aktivnim fosforom je umjerena do dobra (16,39 mg P.Os/100 g tla), a koli¢ine fizioloski
aktivnog kalija su vrlo velike (22,60 — 42,22 mg K>0/100 g tla). Stupanj zasi¢enosti

adsorpcijskog kompleksa bazama je u povrSinskom sloju visok 1 iznosi u prosjeku 87,75%.

Druge godine istrazivanja (2011.) pokus je bio postavljen na humofluvisolu, plitko
oglejenom, nekarbonatnom, praskasto, glinasto ilovastom koji se nalazi na najnizim
formama reljefa gdje su povrSinske vode sporo procjedne. Razina podzemnih voda kod
viska oborina moze do¢i do podorani¢nog sloja i spojiti se s povrSinskim vodama §to
uzrokuje izrazeno oglejavanje u podoranici. Povrsinski horizont je po teksturnom sastavu
praskasto glinasta ilovaca sa sadrZajem gline od 31 - 32 %, a sadrZajem praha od oko 67 %.
Stabilnost makroagregata je do dubine od 35 cm potpuno nestabilna, a mikroagregata vrlo
stabilna. Tlo je vrlo plasti¢no te malo porozno do porozno (46 vol. % pora). Apsolutni
kapacitet tla za vodu je osrednji (38 vol %), a kapacitet za zrak na granici malog do umjereno
malog (8 vol. %). Tlo je u povrsinskom sloju kiselo (pH u 1 MKCl-u je 5,20), a po sadrzaju
humusa je slabo humusno, ali vrlo blizu grupe dosta humusnih tala (2,40 — 2,88 %). Sadrzaj
dusika ovo tlo svrstava u grupu dobro opskrbljenih tala (0,13 %), prosjena vrijednost
fizioloski aktivnog fosfora je na granici slabe i umjerene opskrbljenosti (11,40 mg P20s/100
g tla) dok je prosjecna opskrbljenost fizioloSkim aktivnim kalijem bogata do vrlo bogata
(27,10 mg K20/100 g tla), ali ove vrijednosti variraju ovisno o mjestu uzorkovanja. Stupanj
zasi¢enosti adsorpcijskog kompleksa bazama je u povrSinskom sloju visok i iznosi u

prosjeku 77,50 %.

2.2.2. Primijenjena agrotehnika

Svake godine istrazivanja primijenjena agrotehnika je bila jednaka. Osnovna obrada
tla obavljena je u jesen oranjem na dubinu od 30 - 35 cm, u proljece se obavljalo zatvaranje
zimske brazde i ravnanje tla, a neposredno pred sjetvu predsjetvena priprema kombiniranim
sjetvospremacem. Za gnojidbu se koristilo 300 kg/ha N:P:K 7:20:30 te 100 kg/ha uree.
Sjetva je obavljena Hege 95 b sijacicom, prve godine (2010.) 26. travnja, druge godine
(2011.) 18. travnja i tre¢e godine (2012.) 13. travnja. Razmak izmedu redova je bio 50 cm,

a razmak unutar reda 2-3 cm. Duzina parcela je bila 5 m.
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Sjeme je prije sjetve tretirano preparatom koji sadrzi kvrzi¢ne bakterije Brayrhizobium
japonicum. Nakon sjetve povrsina je tretirana herbicidom s aktivnom tvari S-metolaklor (0,8
I/ha) i herbicidom s aktivnom tvari metribuzin (0,6 kg/ ha) u kombinaciji. Tijekom
vegetacije obavljena je jedna meduredna kultivacija (odmah nakon faze prve troliske),
nakon &ega je korov plijevljen ruéno, odnosno okopavanjem po potrebi. Zetva je obavljena

Wintersteiger Classic Plot kombajnom u vrijeme pune zriobe.

2.2.3. Klimatski uvjeti

Prema Kdppenovoj klasifikaciji klime (Penzar i Penzar, 2000.; Segota i Filip¢&ié,
2003.) podrucje Osijeka ima oznaku Cfb Sto predstavlja umjereno toplu vlaznu klimu s
toplim ljetom. Godi$nja amplituda temperature zraka u Osijeku iznosi 22,2°C (prosjek 1961.
- 1990.), srednja temperatura najtoplijeg mjeseca u godini je naj¢esce niza od 22°C, a vise
od Cetiri mjeseca u godini imaju srednju mjese¢nu temperaturu visu od 10°C, s puno kise

pocetkom ljeta, dok je u kasnom ljetu malo oborina.

Tablica 2. Srednje mjese¢ne temperature zraka (°C) na podrucju Osijeka za vegetacijske

godine od 2010., 2011. 1 2012. te viSegodisnji prosjek (1961. - 1990.).

Srednja mjese¢na temperatura zraka u °C

Mijesec/Godina 1961. - 1990. 2010. 2011. 2012.
Travanj 11,3 12,4 13,6 12,7
Svibanj 16,5 16,9 17,1 17,4
Lipanj 19,5 20,9 21,5 23,0
Srpanj 21,1 24,0 22,7 25,3
Kolovoz 20,3 22,2 23,6 24.8
Rujan 16,6 15,8 20,5 19,2
Prosjek 17,6 18,7 19,8 20,4

Klimatski podatci o srednjim mjesecnim temperaturama zraka i oborinama po
mjesecima travanj, svibanj, lipanj, srpanj, kolovoz i rujan s mjerne stanice Osijek-Klisa za
razdoblje od travnja 2010. do rujna 2012. te viSegodiSnjim prosjecima istih parametara
(1961. - 1990.) dobiveni su od Drzavnog hidrometeoroloskog zavoda (DHMZ) i prikazani
u tablici 2 i tablici 3.
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Tablica 3. Ukupne oborine (mm) na podruc¢ju Osijeka za vegetacijske godine 2010., 2011. i
2012. te visegodisnji prosjek (1961. - 1990.).

Ukupna koli¢ina oborina u mm

Mijesec/Godina 1961. - 1990. 2010. 2011. 2012.
Travanj 53,8 62,7 141 65,6
Svibanj 58,5 124,2 91,7 102,0
Lipanj 88,0 192,0 36,2 44.4
Srpanj 64,8 68,6 58,6 32,1
Kolovoz 58,5 41,1 1,0 6,4

Rujan 44,8 95,7 18,3 25,5
Ukupno 368,4 584,3 219,9 276

Prva vegetacijska godina pokusa (2010.) imala je srednje mjese¢ne temperature za sve
mjesece osim rujna, iznad visegodi$njeg prosjeka za razdoblje 1961. — 1990. (tablica 2).
Prema analizi raspodjele percentila, temperaturne prilike za mjesece travan;j i lipanj svrstane
su u kategoriju toplo, za mjesec svibanj u kategoriju normalno, mjeseci srpanj i kolovoz su
svrstani u kategoriju vrlo toplo, a rujan u kategoriju hladno. Koli¢ine oborina za sve
prikazane mjesece osim za kolovoz bile su vise od viSegodiSnjeg prosjeka za razdoblje 1961.
- 1990. (tablica 3), a ljeto je svrstano u kategoriju ekstremno kisno. Mjesec travanj je prema
analizi raspodjele percentila svrstan u kategoriju kiSno, mjeseci svibanj, kolovoz 1 rujan u
kategoriju vrlo kiSno, lipanj je svrstan u kategoriju ekstremno kiSno dok je srpanj svrstan u

kategoriju normalno (DHMZ).

U drugoj vegetacijskoj godini pokusa (2011.), koja je bila toplija od prethodne,
temperature su bile iznad viSegodi$njeg prosjeka za razdoblje 1961. — 1990. (tablica 2).
Prema analizi raspodjele percentila, temperature za mjesece travanj, lipanj i srpanj svrstane
su u kategoriju toplo, svibanj je kao i 2010. godine svrstan u kategoriju normalno, dok su
kolovoz i rujan svrstani u kategoriju ekstremno toplo. Ukupne oborine su u svim mjesecima
osim u svibnju bile manje od visSegodiS$njeg prosjeka za razdoblje 1961. - 1990. (tablica 3).
Mjeseci travanj i kolovoz su prema analizi raspodjele percentila za koli¢inu oborina svrstani
u kategoriju vrlo susno, lipanj i rujan u kategoriju suSno, srpanj je svrstan u kategoriju

normalno, a svibanj u kategoriju kiSno (DHMZ).

Treca godina (2012.) bila je joS toplija od prethodne dvije (tablica 2). Prema analizi
raspodjele percentila, temperaturne prilike za mjesec travanj svrstane su u kategoriju toplo,

svibanj u kategoriju normalno, razdoblje od lipnja do poc¢etka rujna u kategoriju ekstremno
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toplo, dok je rujan pripadao kategoriji vrlo toplo. Ukupne oborine su samo u travnju i svibnju
bile viSe od visegodisnjeg prosjeka (1961. - 1990.) (tablica 3). Koli¢ine oborina u mjesecima
travanj, lipanj, srpanj i rujan su prema analizi raspodjele percentila svrstani u kategoriju
normalno, svibanj je prema koliCini oborina svrstan u kategoriju kisSno, a kolovoz u

kategoriju ekstremno susno (DHMZ).

2.3. Apsolutna masa zrna

Apsolutna masa zrna predstavlja masu 1000 zrna ispitivanog uzorka uzetog iz frakcije
,»Clisto sjeme®, izrazenu u gramima. Ispitivanje mase 1000 zrna provedeno je u svakoj godini
istrazivanja nakon Zetve, u laboratoriju Poljoprivrednog instituta Osijek prema Pravilniku o
metodama uzorkovanja i ispitivanja kvalitete sjemena (NN 99/08). Brojatem zrna se
odbrojavalo osam puta po 100 zrna iz radnog uzorka za svaku parcelu, uzorci su se potom
vagali nakon Cega su izradunate varijanca (0?), standardna devijacija (o) i koeficijent

varijacije (CV) prema formulama (Horvat i Ivezi¢, 2005.):

CV =

gdje je:
x; — vrijednost jedinica promatranja

n — ukupni broj podataka ¢lanova uzorka ili skupa

Ako varijacijski koeficijent nije prelazio 4,0 % izracunao se rezultat, odnosno srednja
vrijednost (x) osam mjerenja. Kada je varijacijski koeficijent prelazio navedeni limit,

uzorkovanje i cijeli postupak su se ponavljali, tj. vagalo se novih osam ponavljanja, a
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standardna devijacija se izraunavala za ukupnih 16 ponavljanja, uz izdvajanje svakog
ponavljanja koje je odudaralo od prosjeka za vise od dvostruke standardne devijacije. Nakon
izraCunavanja prosjecne mase 100 zrna za svaki genotip po ponavljanju i godini, dobivena

vrijednost se mnozila s 10 kako bi dobili masu 1000 zrna.

2.4. Kemijske analize

Sve kemijske analize obavljene su u laboratoriju Poljoprivrednog instituta Osijek.

2.4.1. Koncentracija bjelancevina i ulja

Koncentracija bjelancevina i ulja u zrnu odredivala se iz jednog kilograma prosjecnog
uzorka zrna po parceli na uredaju Foss InfratecTM 1241 Grain Analyzer (Foss Tecator AB,
Svedska) i izrazavala u % na bazi apsolutno suhe tvari (AST). Nedestruktivna analiza temelji
se na metodi bliske infracrvene transmisije (NIT) propustanjem cijele Sarze zrna kroz
navedeni uredaj. Metoda bliske infracrvene transmisije temelji se na ¢injenici da glavni
sastojci zrna apsorbiraju elektromagnetsko zracenje u podrucju bliskog infracrvenog spektra.
Mjerenjem koli¢ine transmitiranog zracenja i matemati¢kom obradom spektralnih podataka
odreduje se udio pojedinih tvari u zrnu, 1 odredeni fizikalno-kemijski i tehnoloski parametri

zrna (Infratec 1241 Grain Analyzer User Manual, Foss Tecator AB, Svedska, 1992.).

2.4.2. Koncentracije masnih kiselina

U okviru laboratorijskih analiza utvrdivale su se koncentracije razli¢itih masnih
kiselina, standardnih za soju: miristinska (14:0), palmitinska (16:0), stearinska (18:0),
oleinska (18:1), linolna (18:2), linolenska (18:3), arahidska (20:0), behenijska (22:0), eru¢na
(22:1), ali su se za daljnju statisticku obradu uzimali samo rezultati koncentracije
palmitinske, stearinske, oleinske, linolne 1 linolenske masne kiseline izrazene u % od ukupne

koli¢ine masnih kiselina.

Za odredivanje koncentracije masnih kiselina u zrnu soje prvo se ekstrahiralo ulje iz
uzoraka metodom po Soxhletu (1879.). Samljeveni uzorak se stavljao u tuljak za ekstrakciju,

a za otapanje se koristio dietileter koji sadrzi butilhidroksitoluen (BHT) kao antioksidans.
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Nakon toga su se, prema metodi HR EN 1SO 5509:2004, iz ulja dobivenog ekstrakcijom
pomocu bortrifluorida (BF3) pripremali metilesteri masnih kiselina. Sastav masnih kiselina
odredivao se na sustavu Shimadzu GC-2010 Plus i softveru Lab solution GC Solution
(verzija 2.32.00, Shimadzu, Japan). Masne kiseline su se razdvajale prema broju ugljikovih
atoma i broju dvostrukih veza te identificirale usporedbom retencijskog vremena sa
standardnom smjesom metilestera masnih kiselina (AOCS FAME standard #3, Restek,

SAD). Kvantificiranje se obavljalo iz povrsina pika, metodom normalizacije povrSine.

2.4.3. Koncentracije saharida

Za odredivanje koncentracija razli¢itih saharida koristila se prilagodena HPLC metoda
po Giannoccaro i suradnicima (2006.). Prema toj metodi optimalna ekstrakcija topivih Secera
postiZe se uporabom vode kao otapala na 25°C kroz 15 min. Za identifikaciju 1 kvantifikaciju
koriste se: verbaskoza, stahioza, rafinoza, saharoza, glukoza, galaktoza i fruktoza.
Ekstrahirani uzorak se centrifugirao, a nakon centrifugiranja u novu epruvetu se odpipetirao
Cisti supernatant. Dodavao mu se acetonitril za taloZenje topivih bjelancevina 1 ostavljalo se
da stoji 2 sata. Smjesa se nakon toga centrifugirala, a supernatant se odvajao u okruglu
tikvicu 1 uparavao na rotavaporu do suhog, te razrjedivao s vodom i prenosio u odmjernu
tikvicu. Neposredno prije analize uzorak se profiltrirao kroz najlon filter. Hidrolizirani
uzorci su se analizirali na PE HPLC uredaju. 1z povrSina pika izracunavala se koliina
identificiranog Secera metodom eksternog standarda. Za daljnju statisticku obradu Koristile
su se vrijednosti koncentracije izrazene u % na bazi apsolutno suhe tvari (AST) za stahiozu,

rafinozu, saharozu, glukozu, fruktozu te ukupne saharide i ukupne oligosaharide.

2.4.4. Sadrzaj izoflavona

Za odredivanje sadrzaja izoflavona prilagodena je HPLC metoda po Vyn i suradnicima
(2002.). Prema toj metodi, 12 izoflavona se kiselinskom hidrolizom prevodilo do svog
aglikonskog oblika (daidzein, glicitein 1 genistein) €iji je zbroj dao sadrzaj ukupnih
izoflavona. Za identifikaciju i kvantifikaciju izoflavona koristila su se tri standarda aglikona
(daidzein, glicitein i genistein) te B-naftol (interni standard). Standardi su se pripremali
otapanjem u etanolu i dopunjavanjem etanolom. Uzorci samljevene soje su vagani i stavljani

u plasti¢ne epruvete s ¢epom, dodavao im se EtOH, otopina -naftola i koncentrirana HCI.
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Ovako pripremljeni uzorci su se hidrolizirali u vodenoj kupelji, a zatim hladili i
centrifugirali. Bistri alikvoti su se profiltrirali kroz PTFE filter u vialice. Hidrolizirani uzorci
su se zatim analizirali na PE HPLC uredaju, a koli¢ina identificiranog aglikona se
izraGunavala metodom internog standarda iz povrSine pika i izraZzavala se u mg/100 g suhe

tvari.

2.5. Molekularne analize

Molekularne analize provedene su u Laboratoriju za biljnu genetiku i biotehnologiju

Poljoprivrednog fakulteta u Osijeku pomocu mikrosatelitnih biljega.

2.5.1. Uzgoj klijanaca i izdvajanje genomske DNA

Za izdvajanje genomske DNA koristena je modificirana cetiltrimetilamonij bromid
(CTAB) metoda koju su opisali Doyle i Doyle (1990.). Modifikacije protokola za izdvajanje
genomske DNA su se odnosile na povecanje koli¢ine dodanog izolacijskog pufera te
povecanja duzine kuhanja u kupelji. Koli¢ina SEVAGA (kloroform izoamil alkohola),
smanjena je prije odvajanja supernatanta. Postupak ispiranja DNA je napravljen po Na-

bisulfit metodi, a isparavanje etanola iz uzorka obavljeno je u laminaru umjesto u suSioniku.

Za izdvajanje genomske DNA u plasteniku se naklijavalo osam zrna soje po genotipu.
S biljaka koje su bile stare 2 tjedna uzimala se jedna mlada i zdrava troliska, nakon ¢ega su
se listovi odvajali od peteljki i zajedno susili smrzavanjem teku¢im dusikom te mljeli u fini
prah drobljenjem tu¢kom u tarioniku. Uzorcima biljnog materijala za svaki genotip dodavalo
se 1000 pl 2 %-tne CTAB puferske otopine (1 M Tris-HCI pH 8,0; 0,5 M Na2EDTA pH 8,0;
5 M NaCl; 10 % SDS) prethodno ugrijane u vodenoj kupelji na 68 °C. Sadrzaj se prebacivao
u Eppendorf mikro epruvete koje su stavljane na Vortex kako bi se uzorci homogenizirali,
potom su epruvete 45 minuta stajale u vodenoj kupelji temperature 65 °C uz povremeno
okretanje rukom. Mikro epruvete su nakon inkubacije stavljane u posudu s ledom i svakom
uzorku je dodano 670 pl SEVAG-a (kloroform/izoamil alkohol 24:1), nakon ¢ega su
muckane na stalku tijekom 30 minuta. Nakon muckanja slijedilo je centrifugiranje na
maksimalnoj brzini (14 000 o/min) tijekom 7-8 minuta. Mikro epruvete su pazljivo vadene

iz centrifuge kako se disk koji je nastao ne bi raspao. Supernatant se izvla¢io pipetom U novo
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obiljeZzene mikro epruvete od 2 ml. Na ovaj nacin izdvojeno je oko 750 ul tekuce faze po
uzorku. U uzorke se dodavalo po 16 pul RNAze te su ostavljani na sobnoj temperaturi uz
treSnju na tresilici 1 povremeno rucno tijekom 30 minuta. Nakon 30 minuta u uzorke je
dodavano 525 ul 0,7 V hladnog izopropanola nakon ¢ega su se mikro epruvete lagano
okretale dok DNA nije postala vidljiva. Uzorci su se u izopropanolu ostavljali stajati sat
vremena uz povremeno okretanje tubica nakon ¢ega su se centrifugirali jednu minutu na 14
000 o/min. Supernatant koji je nastao uklanjao se izlijevanjem pazeci da se pri tome ne izlije
formirana peleta. U mikro epruvete je dodavano po 500 ul 0,2 mM natrij acetata u 76 %-
tnom etanolu te su iste 30 minuta lagano protresane prstima kako bi se DNA odistila od
necistoca. Nakon 30 minuta uzorci su se stavljali 2 minute na centrifugu pri 14 000 o/min, a
tako izdvojeni supernatant se pazljivo izljevao. Postupak pranja taloga se ponavljao s 500 pl
amonij acetata u 76 %-tnom etanolu po uzorku. Mikro epruvete su se potom lagano 10
minuta protresale prstima, te centrifugirale tijekom jedne minute na 14 000 o/min nakon
Cega se supernatant izljevao, a preostali etanol se pazljivo uklanjao mikropipetom. Mikro
epruvete su ostavljane otvorene tijekom 60 minuta u laminaru kako bi se osusile nakon cega
im je dodavano 100 pl TE pufera u 76 %-tnom etanolu. Nakon dodavanja TE pufera, DNA
peleta se otopila tresu¢i mikro epruvete prstom te su uzorci centrifugirani tijekom 30 s.

Uzorci izolirane genomske DNA su pohranjeni na -20 °C.

2.5.2. Odredivanje koncentracije i provjera kvalitete DNA

Koncentracija i kvaliteta izolirane genomske DNA provjeravane su
spektrofotometrijski i gel-kvantifikacijom. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije
DNA napravljeno je mjerenjem apsorbance pri valnim duljinama A=260 1 A=280 nm na
spektrofotometru (Eppendorf BioSpectrometer®basic) u dva ponavljanja. Prilikom mjerenja
kao kontrola koriSten je TE pufer. Rezultati mjerenja izraZeni su kao koncentracija DNA u
ng/ul, a ¢istoca izolirane DNA procijenjena je pomocu omjera A260/A280 (A260 pokazuje
koncentraciju nukleinskih kiselina u uzorku, a A280 pokazuje koncentraciju proteina) koji
mora biti izmedu 1,8 — 2,0 ako je DNA dovoljno ¢ista za analizu biljega. Nakon provedenih
mjerenja, pripremljeni su radni uzorci za PCR na nacin da je za svaki uzorak izracunata

koli¢ina DNA i TE pufera za PCR razrjedenje 1:5 prema formulama:
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DNA (ul) = 20/[DNA] * 50
TE 8.0 (ul) = 50 — DNA (pl)

Genomska DNA analizirana je i vizualizacijom na 1%-tnom agaroznom gelu
horizontalnom elektroforezom u 1 x TBE puferu (10,8 g Tris-a, 5,5 borne kiseline, 4 ml
0,5M Na,EDTA-e pH 8.0) u trajanju od 30 minuta pri 60 V. Po 1 ul genomske DNA svakog
uzorka, pomijesan je sa 6 pl ultraciste vode i 3 pl Takara 6X Loading Buffer za nanosenje
uzorka. Osim uzoraka, na gel je kao standard nanesena A DNA unaprijed poznate
koncentracije. Trake na gelu su vizualizirane Olerup SPP® GelRedTM Drop bojom i ocitane
na aparatu Syngene G:Box F3. Koncentracija DNA uzoraka odredena je vizualnom
usporedbom s koncentracijama standarda, a kvaliteta, odnosno stupanj razgradnje pri
ekstrakciji procijenjen je usporedbom traka uzoraka s A DNA, pri ¢emu razmazi ispod traka

ukazuju na mehanicku ili kemijsku degradaciju i losu kvalitetu.

2.5.3. Mikrosatelitni biljezi (SSR)

Lokusi mikrosatelitnih biljega odabrani su pregledom literature koja je sadrzavala
signifikantne rezultate studija povezanosti polimorfizma DNA biljega i pojedinih svojstava
kvalitete zrna za soju (tablica 4), a svi koji su se koristili su prethodno mapirani i integrirani
u genetske povezujuce mape za soju koje su razvili Cregan i suradnici (1999.), te Song i
suradnici (2004.). Pocetnice koriStene u analizi nalaze se u tablici 4, a narucene su iz tvrtke

Metabion International AG, Njemacka.
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Tablica 4. Parovi mikrosatelitnih pocetnica koriStenih za molekularnu analizu genotipova soje (http://www.soybase.org/), svojstva s kojima je

biljeg povezan i literaturni izvori.

Oznaka | Slijed nukleotida prlednj'e (upper) Slijed nukleotida st'rainje (lower) Svojstva s koj i_maje Literaturni izvor
pocetnice pocetnice (5— 3) pocetnice (5— 3) povezan biljeg

Sat_040 GTTCTAGTTCTTCTTTTCACTTG TTGTCATCAAATATCATCCATTT glicitein Wang i sur., 2014.
Sat 103 ACTGGGAATCCATTTCTTGTTA AAAGAACTTTCAATCAAATGTTGTG daidzein Wang i sur., 2014.
Sat 312 | GCGCCTCCCATTACTTCGGATTAGTTA | GCGAACGCAACAAATAATCAAACATC daidzein, genistein Cregan i sur., 1999.
Satt186 GGGAAGTTATAAGCAGAT GGGAATCCATTCCTGATGAGT ulje, genistein f/\r/fr!g : :ﬂrr ggﬁ‘:
Satt251 CCTCCACCCCCTTCCCACCCAAAA GGTGATATCGCGCTAAAATTA bjelancevine Chapman i sur., 2003.
Satt273 GCGCCTGATTACATTATCGCTTA GCCTTTCGTTCTCAAACTGAGAGT ulje, bjelancevine Cregan i sur., 1999.
Satt277 GGTGGTGGCGGGTTACTATTACT CCACGCTTCAGTTGATTCTTACA linolna kiselina Priolli i sur., 2014.
Satt278 GCGCTGGTGCATTGAGAAATCTAA GCGGATTCCGTTATCGCCAGTAAT ulje, oligosaharidi Kim i sur., 2005.
Satt294 GCGGGTCAAATGCAAATTATTTTT GCGCTCAGTGTGAAAGTTGTTTCTAT masne kiseline Priolli i sur., 2014.
Satt313 | GCGGTAAGTCATGGCTTTTTAATCTT | GCGCGAGGTATGGAACCTAACTCACA Ul (s)allihgaorzz;r;aridi, Kim i sur., 2005.
Satt335 CAAGCTCAAGCCTCACACAT TGACCAGAGTCCAAAGTTCATC ulje, bjelancevine Cregan i sur., 1999.
Satt364 GCGGCATAAGTTTTCATCCCATC ATCGGGTCATGACTTTTGAAGA ulje Cregan i sur., 1999.
Satt423 TTCGCTTGGGTTCAGTTACTT GTTGGGGAATTAAAAAAATG ukupni izoflavoni Wang i sur., 2014.
Satt487 ATCACGGACCAGTTCATTTGA TGAACCGCGTATTCTTTTAATCT masne kiseline Priolli i sur., 2014.
Satt499 GCGGCAGAGATAATTGTATTTTTG | GCGCTGCCCACTAGGGAACGAAAGATGA izoflavoni Cregan i sur., 1999.
Satt571 GGGTAGGGGTGGAATATAAG GCGGGATCCGCGGATGGTCAAAG bjelancevine Sebolt i sur., 2000.
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2.5.4. Lancana reakcija polimerazom

PCR se provodio s izoliranom DNA uz pomo¢ mikrosatelitnih biljega, tj. SSR biljega
prema standardnom protokolu (Morgante i Olivieri, 1993.) uz prethodno optimiziranje
reakcije odnosno prilagodavanje uvjetima u laboratoriju. U ukupnom volumenu od 15 pl po
reakciji sadrzano je 20 ng genomske DNA (3 pl pripremljene otopine DNA), te 12 pl PCR
miksa. PCR miks je pravljen za svaki par pocetnica posebno, a koli¢ine po uzorku su bile:
1,25 pl 10 x PCR pufera (100 mM Tris-HCI, 500 mM KClI, pH 8,3) (Takara BIO Inc., Shiga,
Japan), 0,1 pl DNA polimeraze (GoTaq®G2 Flexi DNA Polymerase, Promega Corporation,
Madison, Wisconsin, SAD), 0,375 pl svake pocetnice (prednje i straznje), 1 ul (2,5mM)
dNTP-a (Takara BIO Inc, Shiga, Japan), 1,5 ul (25mM) MgCl; (Takara BIO Inc, Shiga,
Japan) te 7,5 pl ultraciste vode (slika 2).

B _P§4001 -2 s
) . :
e e o L
\ \ ) ]
Slika 2. Priprema uzoraka za PCR Slika 3. Elektroforeza
(foto original; M. MatoSa Kocar) (foto original; M. Matosa Kocar)

Amplifikacija je provedena na uredaju Applied Biosystems Veriti 96 Well Thermal
Cycler i za vecinu biljega sastojala se od pet ciklusa ¢ije su temperature i trajanje ovisili o
koriStenim pocetnicama (tablica 5): 1. pocetni ciklus - aktivacija polimeraze; 2. ciklus -
denaturacija; 3. ciklus - nalijeganje pocetnica; 4. ciklus - elongacija; 5. ciklus - zavr$na

elongacija. Drugi, tre¢i i Cetvrti ciklus su ponavljani 30 puta. Za biljege Satt335, Satt487,
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Satt364 1 Satt278 amplifikacija je radena Touchdown modificiranom PCR metodom ¢iji su
ciklusi bili: 10 min na 5 °C, deset puta po 1 min na 94 °C, 1 minna 50 ‘C i 1 minna 72 °C,
zatim trideset puta 40 s na 94 °C, 40 s na 40 °C i 1 min na 72 °C te zavr$ni korak od 5 min

na 72 °C.

Tablica 5. Temperature i trajanje ciklusa amplifikacije za pojedine setove pocetnica.

Amplifikacija
Oznaka 1. ciklus 2. ciklus 3. ciklus 4, ciklus 5 ciklus
poCetnice ~ °C min °C min °C min °C min °C min
Satt273
Satt277 - -
Satt313 95 2 94 45s 57 45s 72 1 72 1
Satt499
Satt251 . *
Satt571 95 2 94 45s 57 45s 72 1 72 4
Satt186
Satt294 94 5 94 0,5 47 0,5 72 0,5 72 5
Satt423
Sat_040

Sat_103 94 2 94 2 58 0,5 12 1 12 8
Sat_312
* s - sekundi

2.5.5. Elektroforeza PCR-produkata

Ulomci dobiveni umnazanjem mikrosatelitnih lokusa razdvajani su na 2,5 %-tnom
agaroznom gelu u 1 x TBE puferu pri 80 V, 50 mA 1 40 W tijekom 60 min (slika 3). Agarozni
gel je pravljen tako da se u tikvicu od 250 ml dodalo 1,5 g agaroze (Seakem® LE Agarose,
Lonza, Rockland, ME, SAD) i 60 ml 1 x TBE pufera, nakon ¢ega se otopina grijala otprilike
dvije minute uz povremeno mijesanje te kratko hladila pod mlazom vode. Otopini su se prije

izlijevanja dodavale i dvije kapi boje (Olerup SPP® GelRed™ Drop).

Kao standardi za utvrdivanje duljine mikrosatelitnih pocetnica koriSteni su obiljeZeni
biljezi PROMEGA BenchTop ladder od 100 parova baza (Madison, W1, SAD), a svakom
uzorku se nakon PCR-a dodavalo po 2 pl 6x PROMEGA Blue/Orange boje (Madison, WI,
SAD) nakon Cega su jazice agaroznog gela punjene s po 5 ul uzorka. Poslije elektroforeze,
gelovi su slikani uredajem Syngene G:Box F3 (Syngene, Frederick, Maryland, SAD) (slike

415). Za izradu matrice podataka na temelju mikrosatelitne analize, radena je kvantifikacija
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rezultata elektroforeze uz pomo¢ programa Kodak 1D Molecular Image Analysis Software
(Eastman Kodak Company, Rochester, New York, SAD).

1t

3

R -

- ‘.‘ e -

Y

Slika 4. Aparat Syngene G:Box F3 Slika 5. Slika agaroznog gela
(foto original; M. MatoSa Kocar) (foto original; M. MatoSa Kocar)

2.6. Statisticka analiza podataka

Statisticka obrada podataka istraZivanja ukljucivala je obradu rezultata utvrdivanja mase
1000 zrna, rezultata kemijskih analiza za svojstva kvalitete zrna te rezultata molekularnih

analiza.
2.6.1. Kvantitativni podatci

Za statisticku analizu kvalitete zrna soje koriSteni su podatci mjerenja te kemijskih
analiza za sljedeca svojstva: masa 1000 zrna, koncentracija bjelancevina, koncentracija ulja,
koncentracija pojedina¢nih masnih kiselina standardnih za soju (palmitinska, stearinska,

oleinska, linolna, linolenska), koncentracija pojedinacnih Secera (glukoza, fruktoza,
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saharoza, stahioza, rafinoza,), koncentracija ukupnih saharida, koncentracija ukupnih

oligosaharida i sadrzaj pojedina¢nih izoflavona (daidzein, glicitein, genistein).

Nakon sistematizacije podataka po godinama na razini srednje vrijednosti ponavljanja
za svaki genotip, od osnovnih statistickih pokazatelja za svako svojstvo utvrdena je srednja
vrijednosti (X) genotipova za svaku godinu zasebno te u prosjeku za sve tri godine pokusa

(2010. — 2012.), a isto tako i minimalna vrijednost (min), maksimalna vrijednost (max), te
varijanca (o?), odnosno standardna devijacija (o) koje su neophodne za izraGunavanje
koeficijenta varijacije (CV). Spomenuti parametri izracunati su u programu MS Excel 2010

po sljede¢im formulama (Horvat i Ivezié, 2005.):

XX

X =
n
n
2 _inz 2
1= —
oy = X
R
c =Vo?
(o)
CV =—=*100
X
gdje je:

x; — vrijednost jedinica promatranja

n — ukupni broj podataka ¢lanova uzorka ili skupa

Nakon izracunavanja osnovnih mjera varijacije, napravljena je i analiza varijance
(ANOVA), a genotipovi i godine medusobno su usporedeni Fisher-ovim LSD testom na
razini znacajnosti P < 0,051 P < 0,01 u programu SAS 9.3 pri ¢emu ponavljanje nije uzeto u

obzir jer nije bilo statisticki znacajno niti za jedno svojstvo kroz tri godine.

U svrhu izrade matrice udaljenosti genotipova na temelju euklidske udaljenosti
napravljena je standardizacija srednjih vrijednosti pokusa za istrazivana svojstva prema

Roldan-Ruiz i suradnicima (2001.) pomoc¢u formule:
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stp _ YizYi
l s(vi)
gdje je:
yiTP — standardizirano svojstvo i
yi — prosjecna vrijednost svojstva za i-ti genotip prije standardizacije (i=1,2,3,...I)
yi— prosjek datog svojstva

s(yi) — standardna devijacija datog svojstva za i-ti genotip

Matrica udaljenosti genotipova napravljena je na temelju vrijednosti euklidske
udaljenosti izracunate prema Roldan-Ruiz i suradnicima (2001.) u raCunalnom programu

PAST 3.0 (Hammer i sur., 2001.) pomo¢u formule:

1
D — [Z?(xim — Xjm )]2
b 4M

gdje je:
Dij— euklidska udaljenost izmedu vrijednosti individua Xi i X; po varijabli Xm
M — ukupni broj svojstava

4M — normalizirajuc¢a konstanta

Izracunate udaljenosti analiziranih genotipova grupirane su neponderiranom metodom
za sparivanje skupina na temelju prosjecnih vrijednosti (eng. Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean - UPGMA).

Za procjenu varijabilnosti sadrzane u izvornoj matrici udaljenosti napravljena je
analiza glavnih sastavnica (eng. Principal Component Analisys - PCA) uz pomo¢ NTSYS-
pc 2.10s (Rolf, 2005.) ratunalnog programa. Analiza glavnih sastavnica je metoda kojom se
uklanjaju meduodnosi komponenata te smanjuje set podataka ¢ime se veci broj medusobno
povezanih varijabli pretvara u manji broj umjetno stvorenih i medusobno nezavisnih.
Temeljem izraCunate matrice korelacija izmedu svojstava, izraCunate su Svojstvene
vrijednosti i vektori. U koordinatnom sustavu zadanom s osima glavnih sastavnica, na

temelju istrazivanih genotipova i svojstava, napravljen je 2D PCA graf, odnosno biplot.
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2.6.2. Molekularni podatci

Kako bi procjenili genetsku raznolikost i informativnost biljega izracunati su ukupan
broj alela (3:Na), prosjecan broja alela po lokusu (Na), genetska raznolikosti (He) prema Nei-
u (1973.) i informacijski sadrzaj polimorfizma (eng. Polymorphism Information Content -
PIC) za svaki mikrosatelitni lokus uz pomo¢ racunalnog programa PowerMarker 3.25 (Liu 1

Muse., 2005.)

Genetska raznolikost (He) odnosno genetski varijacijski koeficijent prema Nei-u
(1973.) predstavlja udio jedinki u populaciji koje bi nakon jedne generacije slobodne
oplodnje bile heterozigotne, tj. to je vjerojatnost da su dva nasumi¢no odabrana alela iz
populacije medusobno razli¢ita. Na nju utjece razina ujednacene ucestalosti razlicitih alela,
ali rijetki aleli ne doprinose u znacajnoj mjeri njenom rastu. Procijenjena je za svaki biljeg

po formuli:
— 1 2
Hg =1—= )1 Dj

gdje je:
pi—ucestalost alela i

| — ukupan broj alela.

PIC vrijednost je mjera za broj alela koje biljeg posjeduje, a ovisi o razini ucestalosti
razlic¢itih alela pri ¢emu aleli vrlo ¢esto nemaju utjecaja na rast PIC vrijednosti. lzraCunava

se za svaki biljeg po formuli (Vaz Patto i sur., 2004.):

I I I-1
PIC=1-)pi-2 ) > pip?
=1

l i=j+1 j=1

gdje je:
Pi, pj- ucestalost alela i i

| — ukupan broj alela.

Vrijednosti genetskog varijacijskog koeficijenta prema Nei-u (1973.) izraunate

temeljem ishodi$ne matrice umnozenih alela izrazenih brojem parova baza koristile su se za
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izradu matrice genetske udaljenosti ispitivanih genotipova. Kako bi se graficki prikazala
genetska raznovrsnost sorata, napravljen je UPGMA dendrogram (Sneath i Sokal, 1973.) u
statistickom programu R 3.3.1. (R Core Team, 2013.). UPGMA dendrogram je ultrametri¢an
1 pretpostavlja jednaku ucestalost mutacija duz grana. Formiran je tako da su svi zavrs$ni
¢lanci podjednako udaljeni od korijena, a algoritam se sastoji od dva koraka koji se
izmjenjuju sve dok se analizirani genotipovi ne objedine u jednu skupinu. U prvom koraku
se odreduje par genotipova (i i j) sa minimalnom medusobnom udaljenosti, koji se ujedinjuju
u istu skupinu (ij), nakon ¢ega se izratunava udaljenost izmedu dobivene skupine (ij) i svih

ostalih genotipova prema formuli:

(di + djx)
dipe =——>—

gdje je:
dgjx - udaljenost izmedu skupine ij i genotipa k
dik - udaljenost izmedu sorte i i sorte k

djk - udaljenost izmedu sorte j i sorte k

Rezultati kvantifikacije mikrosatelitne analize za 19 genotipova soje nastalih na
Poljoprivrednom institutu Osijek podvrgnuti su analizi molekularne varijance (eng. Analysis
of Molecular Variance — AMOVA) u rafunalnom programu GenAlEx 6.5 (Peakall i
Smouse, 2012.). Analiza molekularne varijance omogucava raspodjelu genotipske varijance
izmedu 1 unutar bilo kojih pretpostavljenih razina struktura te testiranje razina znacajnosti
svakog izvora raznolikosti (Excoffier i sur., 1992.). AMOVA se, kao i ANOVA temelji na
linearnom modelu, ali za razliku od uobicajene analize kojom se izraCunavaju sume kvadrata
pojedinih izvora raznolikosti, kod analize molekularne varijance koriste se sume kvadratnih
odstupanja, tj. odstupanja od centroida u visedimenzionalnom prostoru jer kao ulazne
podatke koristimo genetske udaljenosti izmedu genotipova, a ne vrijednosti samih
genotipova. Analiza molekularne varijance se koristila radi utvrdivanja ukupne molekularne
varijjance izmedu 1 unutar oplemenjivaCkog programa PIO s obzirom na razdoblja
priznavanja kultivara tj. izmedu genotipova Poljoprivrednog Instituta Osijek nastalih kao
rezultat oplemenjivackog programa soje prije 2007. i nakon 2007. godine. Grani¢na godina
(2007.) odabrana je jer se u sklopu oplemenjivackog programa koji je rezultirao sortama soje

Poljoprivrednog instituta Osijek priznatim nakon nje, uz primarne ciljeve oplemenjivanja
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(prinos, stabilnost, otpornost na bolesti i polijeganje, sadrzaj bjelan¢evina i ulja) pocelo raditi
1 na poboljSanju nekih specificnih svojstava kvalitete koja ranije nisu bila u fokusu. U prvu
grupu genotipova pripadaju sorte Lika, Nada, Podravka 95, Ika, Anica, Julijana, Zora, Vita,
Korana i Lucija, a u drugu grupu sorte Toma, Tena, Sanda, Mara, Seka, Sara, Ema, Sonja i
0S-60-06. Takoder, analizom molekularne varijance izraunate su vrijednosti @gr

ekvivalentne udjelu ukupne varijance raspodjeljene izmedu ispitivanih razdoblja.
2.6.3. Usporedba kvantitativnih i molekularnih podataka

Usporedba kvantitativnin podataka predstavljenih matricom udaljenosti genotipova
napravljenoj na temelju vrijednosti euklidske udaljenosti izracunate prema Roldan-Ruiz i
suradnicima (2001.) i molekularnih podataka predstavljenih matricom genetske udaljenosti
koja se temeljila na izracunu genetske raznolikosti prema Nei-u (1973.) te pripadajucih im
dendrograma, s ciljem utvrdivanja ispravnosti i podobnosti napravljena je pomocu

Mantelovog testa (1967.) prema formuli:

Z = zn: XyjYy

i>j

gdje su:
Xij,Yij — elementi ispod dijagonale matrica X i Y.

Znacajnost Z odredena je usporedbom uocene Z-vrijednosti s o¢ekivanom Z-vrijednosti
nakon 10000 permutacija. Pri tome, ako manje od 5 % randomizacija ima rezultat koji je
jednak ili prelazi onaj postignut sa originalnim matricama, smatra se da su iste u zna¢ajnoj
korelaciji (Mantel, 1967.). Mantelov test za usporedbu matrica kvantitativnih i molekularnih

podataka napravljen je u racunalnom programu PASSaGE 2 (Rosenberg i Anderson, 2011.).
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3. REZULTATI ISTRAZIVANJA

3.1. Rezultati analize parametara kvalitete zrna
3.1.1. Apsolutna masa zrna

Analizom varijance za mjerenja apsolutne mase zrna utvrdene su statisticki visoko
znacajne razlike (P < 0,01) izmedu genotipova i godina, dok ponavljanje nije statisticki

znacajno utjecalo na ispitivano svojstvo (tablica 6).

Tablica 6. Analiza varijance za apsolutnu masu zrna (g) genotipova soje (2010. - 2012.).

Apsolutna masa zrna (g)

Izvor varijabilnosti Stupnjevi Sredina e b
slobode kvadrata

Godina 2 4702,705 578,345 < 0,01

Genotip 21 1643,316 202,097 <0,01

Ponavljanje 1 0,255 0,031 0,860

Pogreska 65 8,131

Apsolutna masa zrna je u prosjeku za sve tri godine istrazivanja (2010. — 2012.)
varirala od 139,35 g (Podravka 95) do 215,02 g (Alisa). Prosje¢na vrijednost svojstva za sve
genotipove tijekom tri godine (2010. - 2012.) iznosila je 171,06 g, dok je prosjecan
koeficijent varijacije iznosio 9,68 %. Ako promatramo godine zasebno, najmanju prosje¢nu
srednju vrijednost genotipovi su imali 2012. godine (159,57 g), a najvecu 2010. (179,59 g).
Takoder, srednje vrijednosti genotipova unutar pojedinih godina razli¢ito su varirale pa je
tako najveci koeficijent varijacije bio 2010. godine (CV = 15,87 %), zatim 2012. (CV =9,95
%), dok je najmanji bio 2011. godine (CV = 7,64 %) (tablica 30 u Prilogu).

3.1.2. Bjelancevine i ulje

Analizom varijance za koncentraciju bjelanCevina 1 ulja u zrnu soje utvrdene su
statisticki visoko znacajne razlike (P <0,01) izmedu genotipova i godina, dok za ponavljanje

nije utvrden statisticki znacajan utjecaj na ispitivana svojstva (tablica 7 i tablica 8).
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Tablica 7. Analiza varijance za koncentraciju bjelanc¢evina (% AST) u zrnu genotipova soje
(2010. - 2012.).

Koncentracija bjelancevina u zrnu (% AST)

Izvor varijabilnosti Stupnjevi Sredina . P
slobode kvadrata

Godina 2 391,193 11761,360 <0,01

Genotip 21 3,139 94,389 <0,01

Ponavljanje 1 0,025 0,751 0,389

Pogreska 65 0,033

Prosjec¢na koncentracija bjelan¢evina u zrnu se za cjelokupni pokus (2010. — 2012.)
kretala u rasponu od 39,06 % (SG-1) do 41,50 % (Alisa), a koeficijent varijacije bio je 1,81
%. Prosjecna vrijednost svojstva za sve genotipove tijekom tri godine (2010. - 2012.) iznosila
je 40,07 %. Ako promatramo godine zasebno, najmanju prosje¢nu srednju vrijednost
koncentracije bjelanCevina genotipovi su imali 2011. godine (37,14 %), a najvecu 2012.
(43,09 %). U 2010. godini vrijednosti su varirale od 37,98 % (Tena) do 41,70 % (Sanda),
2011. od 34,61 % (Julijana) do 38,89 % (Sara), a 2012. godine od 41,34 % (Seka) do 45,49
% (Alisa). Variranje svojstva po genotipovima je bilo nesto vece za pojedina¢ne godine nego
za prosjek pokusa pa je tako koeficijent varijacije 2010. bio 2,18 %, 2011. 2,88 %, a 2012.
2,10 % (tablica 31 u Prilogu).

Tablica 8. Analiza varijance za koncentraciju ulja (% AST) u zrnu genotipova soje (2010. -
2012.).

Koncentracija ulja u zrnu (% AST)

Izvor varijabilnosti Stupnjevi Sredina F P
slobode kvadrata

Godina 2 160,976 12748,372 <0,01

Genotip 21 1,616 127,948 <0,01

Ponavljanje 1 0,104 8,218 0,223

Pogreska 65 0,013

Prosje¢na vrijednost koncentracije ulja za cjelokupni pokus (2010. —2012.) varirala je
od 22,09 % (Toma) do 24,09 % (SG-1), dok je koeficijent varijacije bio 2,26 %. Srednja
vrijednost za sve tri godine zajedno bila je 23,05 %. Proucavaju¢i godine zasebno, uo¢avamo
da se 2012. godina statisticki visoko znacajno razlikovala od ostale dvije i rezultirala je
najvecom prosjecnom koncentracijom ulja u zrnu (25,06 %). Slijedila ju je 2011. godina
(22,85 %) dok je 2010. godine koncentracija ulja bila najmanja (21,25 %). Sorta Sanda je u
2010. godini imala najmanju koncentraciju (20,33 %), a sorta SG-1 najvecu (22,34 %). U

41



Rezultati istrazivanja

2011. godini najmanju koncentraciju imala je Toma (21,73 %), a najve¢u Lucija (24 %), dok
su 2012. godine grani¢ne vrijednosti imale Korana (23,71 %) i SG-1 (26,36 %). Varijabilnost
vrijednosti koncentracije ulja za genotipove je po godinama imala sli¢ne vrijednosti kao i u
prosjeku pokusa. Koeficijent varijacije je 2010. godine bio 2,35 %, 2011. 2,44 %., a 2012.
2,83 % (tablica 32 u Prilogu).

3.1.3. Masne kiseline

Analiza varijance za pojedinac¢ne masne kiseline pokazala je jednak trend znacajnosti
za izvore varijabilnosti kao i kod prethodnih svojstava. Kod svih se statisticki visoko
znacajnim (P < 0,01) pokazao utjecaj godine i genotipa, dok se utjecaj ponavljanja na

ispitivano svojstvo nije pokazao statisti¢ki znacajnim (tablica 9 - tablica 13).

Tablica 9. Analiza varijance za koncentraciju palmitinske kiseline (%) u zrnu genotipova
soje (2010. - 2012.).

Koncentracija palmitinske kiseline u zrnu (%)
Izvor varijabilnosti Stupnjevi Sredina

slobode kvadrata F P
Godina 2 0,885 3548,954 <0,01
Genotip 21 1,210 4850,195 <0,01
Ponavljanje 1 0,001 4,714 0,135
Pogreska 65 2,495 x 10

Koncentracija palmitinske kiseline je tijekom trogodiSnjeg pokusa u prosjeku varirala
od 9,31 % (Korana) do 11,29 % (Julijana) uz koeficijent varijacije koji je iznosio 4,26 %.
Prosjecna vrijednost za cijeli pokus bila je 10,55 % dok je najmanja prosje¢na vrijednost
utvrdena 2011. (10,39 %), a najveca 2012. godine (10,68 %). U 2010. te 2012. godini, sorta
Korana je imala najmanju vrijednost palmitinske kiseline (slijedom: 9,18 %, 9,21 %), a
Julijana najvecu (slijedom: 11,52 %, 11,41 %), dok je 2011. godine najmanju vrijednost
imala Korana (9,54 %), a najveca vrijednost utvrdena je kod sorte Alisa (11,44 %). Takoder,
vrijednosti su tijekom godina varirale vise nego u prosjeku pa su koeficijenti varijacije u

2010. i 2011. godini bili slijedom 4,86 %, a 2012. 4,69 %. (tablica 33 u Prilogu).
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Tablica 10. Analiza varijance za koncentraciju stearinske kiseline (%) u zrnu genotipova
soje (2010. - 2012.).

Koncentracija stearinske kiseline u zrnu (%)

Izvor varijabilnosti Stupnjevi Sredina . P
slobode kvadrata

Godina 2 24,961 625,259 <0,01

Genotip 21 1,980 49,597 <0,01

Ponavljanje 1 0,107 2,686 0,106

Pogreska 65 0,040

Koeficijent varijacije za stearinsku kiselinu u prosjeku, za sve tri godine pokusa
iznosio je 11,61 %, a raspon vrijednosti se kretao od 3,73 % (Lucija) do 6,03 % (OS-60-06).
Srednja vrijednost pokusa bila je 4,95 %. Ako promatramo godine zasebno, najveca srednja
vrijednost utvrdena je 2012. (5,71 %) kada je najniZzu koncentraciju imala sorta Lucija (4,19
%), a najve¢u OS-60-06 (7,22 %). Godine 2010., koja je imala najmanju srednju vrijednost
za stearinsku kiselinu (4,20 %), vrijednosti su varirale od 3,41 % (Lucija) do 4,69 % (OS-
60-06), dok je 2011. godine, koja je po prosje¢noj vrijednosti (4,93 %) bila izmedu 2010. i
2012. godine, Lucija imala najnizu koncentraciju (3,58 %), a Podravka 95 najvisu (6,34 %).
Varijabilnost procijenjena pomocu koeficijenta varijacije u 2010. godini (CV = 8,75 %) bila
je manja od varijabilnosti za prosjek pokusa (CV = 11,61 %). U ostale dvije godine,
vrijednosti su vise varirale, pa je tako koeficijent varijacije 2011. godine bio 14,18 %, a 2012.

14,83 % (tablica 34 u Prilogu).

Tablica 11. Analiza varijance za koncentraciju oleinske kiseline (%) u zrnu genotipova soje
(2010. - 2012.).

Koncentracija oleinske kiseline u zrnu (%)

Izvor varijabilnosti Stupnjevi Sredina . P
slobode kvadrata

Godina 2 283,103 18276,526 <0,01

Genotip 21 10,700 690,800 <0,01

Ponavljanje 1 0,045 2,928 0,092

Pogreska 132 0,015

Oleinska kiselina je u trogodiSnjem pokusu varirala od 21,38 % (Toma) do 27,38 %
(Korana) uz koeficijent varijacije koji je iznosio 5,50 %. Ukupna srednja vrijednost svih
sorata bila 24,27 %. Kao i u slu¢aju prethodno spomenutih masnih kiselina, i oleinska je
najvece vrijednosti imala 2012. godine. Srednja vrijednost je tada bila 26,72 %, a raspon od

22,89 % (Anica) do 31,71 % (Korana). Slijedila je 2011. godina sa srednjom vrijednosti
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24,43 %, minimalnom vrijednosti od 20,55 % (Toma) i maksimumom od 28,91 % (SG-1),
dok je srednja vrijednost 2010. bila manja u odnosu na ostale dvije godine i iznosila je 21,65
% uz raspon od 18,76 % (Toma) do 25,71 % (Korana). Varijabilnost vrijednosti je i ovdje,
kao i kod palmitinske kiseline, bila ve¢a po godinama nego za prosjek pokusa. Koeficijent
varijacije je 2010. godine bio 8,05 %, 2011. 8,19 %, a 2012. godine 7,05 % (tablica 35 u
Prilogu).

Tablica 12. Analiza varijance za koncentraciju linolne kiseline (%) u zrnu genotipova soje
(2010. - 2012.).

Koncentracija linolne kiseline u zrnu (%)

Izvor varijabilnosti Stupnjevi Sredina E P
slobode kvadrata

Godina 2 271,464 1739,898 <0,01

Genotip 21 12,163 172,540 <0,01

Ponavljanje 1 0,153 0,949 0,145

Pogreska 65 0,070

U slucaju linolne kiseline, srednja vrijednost pokusa bila je 52,11 % uz raspon od 50,13
% (Alisa) do 55,44 % (Toma), a koeficijent varijacije je iznosio 2,73 %. Za razliku od
prethodno spomenutih masnih kiselina, prosjecna vrijednost za linolnu bila je najmanja u
2012. godini (49,83 %), a slijedile su 2011. (51,75 %) pa 2010. godina (54,76 %). Najmanje
vrijednosti u 2010. (51,42 %) i 2012. godini (46,37 %) imala je Alisa, a u 2011. godini (47,37
%) sorta SG-1. Najvece vrijednosti je 2010. (58,05 %) i 2011. godine (55,86 %) imala sorta
Toma, a 2012. (53,94 %) sorta Anica. Variranje vrijednosti po godinama bilo je nesto vece
nego za cijeli pokus, pa je tako koeficijent varijacije vrijednosti genotipova 2010. iznosio
2,84 %, 2011. 4,79 %, a 2012. 3,67 % (tablica 36 u Prilogu).

Koncentracija linolenske kiseline je u prosjeku pokusa varirala od 5,77 % (Lucija) do
7,59 % (Anica) uz koeficijent varijacije od 6,79 % te srednju vrijednost 6,84 %. Srednje
vrijednosti su po godinama slijedile trend kao i u slu¢aju linolne kiseline pa je tako 2012.
godina, sa srednjom vrijednosti 5,74 %, bila najnepovoljnija za linolensku kiselinu. Slijedila
je 2011. godina sa 7,08 %, a najveca srednja vrijednost (7,71 %) utvrdena je 2010. godine.
Godine 2010. raspon vrijednosti koncentracije linolenske kiseline kretao se od 6,58 %
(Lucija) do 8,73 % (Tena), 2011. od 6,29 % (OS-60-06) do 7,99 % (Anica), a 2012. od 4,41

% (Lucija) do 6,98 % (Anica). Razinu variranja srednjih vrijednosti mozemo procijeniti i
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pomocu koeficijenta varijacije koji je najveci bio 2012. godine (CV = 11,45 %), zatim 2010.
godine (CV = 7,32 %), te 2011. godine (CV = 6,98 %) (tablica 37 u Prilogu).

Tablica 13. Analiza varijance za koncentraciju linolenske kiseline (%) u zrnu genotipova
soje (2010. - 2012.).

Koncentracija linolenske kiseline u zrnu (% AST)

Izvor varijabilnosti Stupnjevi Sredina E P
slobode kvadrata
Godina 2 44,381 149890,772 <0,01
Genotip 21 1,293 4367,572 <0,01
Ponavljanje 1 1,673 x 10° 0,057 0,813
Pogreska 65 2,961 x 10
3.1.4. Saharidi

U slucaju svih istrazivanih saharida, utvrdene su statisticki visoko znac¢ajne razlike (P
< 0,01) za godinu i genotip (tablica 16 — tablica 20). Isti je slu¢aj bio sa ukupnom
koncentracijom oligosaharida (tablica 15), dok za ukupne saharide nije utvrden statisticki

znacCajan utjecaj godine (tablica 14).

Tablica 14. Analiza varijance za koncentraciju ukupnih saharida (% AST) u zrnu genotipova
soje (2010. - 2012.).

Koncentracija ukupnih saharida u zrnu (% AST)

Izvor varijabilnosti Stupnjevi Sredina F P
slobode kvadrata

Godina 2 0,095 2,980 0,058

Genotip 21 2,216 69,734 <0,01

Ponavljanje 1 0,102 3,223 0,077

Pogreska 65 0,032

Srednja vrijednost ukupnih saharida za trogodis$nji pokus (2010. — 2011.) iznosila je
6,62 %, a raspon variranja se kretao od 5,69 % (lka) do 7,68 % (SG-1) uz koeficijent
varijacije od 9,18 %. Iako se srednje vrijednosti po godinama nisu statisticki medusobno
razlikovale, najveéa je uocena 2012. godine (6,65 %) kada je i koeficijent varijacije bio
najvisi (CV =21,83 %). Najnize vrijednosti ukupnih saharida navedene godine imala je sorta
Ika (3,09 %), a najviSe Tena (9,03 %). U 2011. godini, srednja vrijednost svih genotipova
bila je niza u odnosu na ostale godine pokusa (6,56 %). Nizi je bio 1 koeficijent varijacije

(CV = 13,58 %), odnosno srednje vrijednosti su bile ujednacenije. Te godine, najmanju
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koncentraciju ukupnih saharida imala je Korana (5,25 %), a najvecu Seka i OS-60-06 (7,86
%). Srednja vrijednost svih genotipova 2010. godine iznosila je 6,63 % dok je koeficijent
varijacije te godine bio manji u odnosu na ostale dvije godine pokusa (CV = 8,13 %).
Minimalnu srednju vrijednost imala je Mara (5,54 %), a maksimalnu Ema (7,48 %) (tablica
38 u Prilogu).

Tablica 15. Analiza varijance za koncentraciju ukupnih oligosaharida (% AST) u zrnu
genotipova soje (2010. - 2012.).

Koncentracija ukupnih oligosaharida u zrnu (% AST)

Izvor varijabilnosti Stupnjevi Sredina F P
slobode kvadrata

Godina 2 2,403 357,287 <0,01

Genotip 21 0,374 55,543 <0,01

Ponavljanje 1 0,008 1,254 0,267

Pogreska 65 0,007

Ako zasebno gledamo samo ukupne oligosaharide, srednja vrijednost za cijeli pokus
bila je 2,79 %, koeficijent varijacije 8,94 %, a raspon se kretao izmedu 2,40 % (Ika) i 3,40
% (SG-1). Srednja vrijednost 2010. bila je 2,92 %, a 2011. 2,93 %. Ipak 2011. godine
koeficijent varijacije je bio 11,52 %, a 2010. 8,64 %. Minimalnu srednju vrijednost 2010.
godine imala je Lucija (2,47 %), a 2011. Mara (2,38 %), dok je najvecu koncentraciju 2010.
imala Anica (3,41 %), a 2011. SG-1 (3,62 %). Godina 2012. bila je statisticki visoko
znacajno (P < 0,01) razli¢ita od prve dvije godine pokusa. Iako je srednja vrijednost (2,52
%) bila niza u odnosuna 2010.12011., ali i u odnosu na prosjek pokusa, koeficijent varijacije
je bio najvisi i iznosio je ¢ak 22,83 % uz variranje koncentracije u rasponu od 1,10 % (Ika)

do 3,54 % (SG-1) (tablica 39 u Prilogu).

Tablica 16. Analiza varijance za koncentraciju glukoze (% AST) u zrnu genotipova soje
(2010. - 2012.).

Koncentracija glukoze u zrnu (% AST)

Izvor varijabilnosti Stupnjevi Sredina E P
slobode kvadrata

Godina 2 0,125 680,596 <0,01

Genotip 21 0,006 30,279 <0,01

Ponavljanje 1 9,155 x 10°® 0,050 0,824

Pogreska 65 1,834 x 10*
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Vrijednosti koncentracije glukoze za ukupan pokus varirale su od 0,16 % (Anica) do
0,29 % (Seka) s koeficijentom varijacije od 13,42 %. Prosjecna koncentracija u pokusu bila
je 0,23 %. Gledajuéi godine zasebno, vrijednosti su varirale viSe nego u prosjeku za Citav
pokus pa je tako koeficijent varijacije 2010. godine bio 23,24 %, 2011. 17,01 %, a 2012.
23,69 %. Raspon vrijednosti 2010. godine bio je od 0,12 % (Lucija) do 0,30 % (Seka), 2011.
od 0,13 % (Anica i Gordana) do 0,26 % (Vita) i 2012. od 0,13 % (lka) do 0,40 % (Tena)
(tablica 40 u Prilogu).

Tablica 17. Analiza varijance za koncentraciju fruktoze (% AST) u zrnu genotipova soje

(2010. - 2012.).

Koncentracija fruktoze u zrnu (% AST)

Izvor varijabilnosti Stupnjevi Sredina F P
slobode kvadrata

Godina 2 0,623 4329,368 <0,01

Genotip 21 0,010 72,103 <0,01

Ponavljanje 1 0,001 5,557 0,214

Pogreska 65 1,439 x 10*

Od svih saharida, ukljucuju¢i 1 ukupne te ukupne oligosaharide, fruktoza se pokazala
najvarijabilnijom. Koeficijent varijacije je za prosjek pokusa iznosio 23,42 %, dok su po
godinama bili 1 ve¢i: 2010. koeficijent varijacije bio je ak 42,94 %, 2011. 28,06 %, a 2012.
27,32 %. Koncentracije su u ukupnom pokusu varirale od 0,11 % (Anica) do 0,28 % (Seka),
dok su 2010., 2011. i 2012. rasponi slijedom bili od 0,01 % (SG-1) do 0,08 % (Tena); od
0,17 % (Lika i Anica) do 0,39 % (Seka i OS-60-06) i od 0,13 % (Anica) do 0,40 % (Seka)
(tablica 41 u Prilogu).

Tablica 18. Analiza varijance za koncentraciju saharoze (% AST) u zrnu genotipova soje
(2010. - 2012.).

Koncentracija saharoze u zrnu (% AST)

Izvor varijabilnosti Stupnjevi Sredina F P
slobode kvadrata

Godina 2 7,392 1452,676 <0,01

Genotip 21 0,586 115,253 <0,01

Ponavljanje 1 0,002 0,330 0,568

Pogreska 65 0,005

Srednja vrijednost koncentracije saharoze za pokus iznosila je 2,99 % uz raspon od
2,32 % (Anica) do 3,46 % (SG-1) i koeficijent varijacije 10,47 %. Promatrajuéi utjecaj
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godine, najpovoljnijom za akumulaciju saharoze pokazala se 2010., kada je srednja
vrijednost bila 3,34 %. Slijedila je 2011. godina s 3,08 %, a najnepovoljnija je bila 2012.
kada je srednja vrijednost iznosila 2,54 %. Kako se po godinama smanjivala srednja
vrijednost, tako je rastao koeficijent varijacije koji je 2010. bio 11,19 %, 2011. 15,22 %, a
2012. ¢ak 21,90 %. Vrijednosti su 2010. godine varirale od 2,59 % (Mara) do 3,86 % (Vita),
2011. od 2,35 % (Anica) do 3,79 % (Vita), a 2012. od 1,15 % (lka) do 3,70 % (SG-1) (tablica
42 u Prilogu).

Tablica 19. Analiza varijance za koncentraciju rafinoze (% AST) u zrnu genotipova soje
(2010. - 2012.).

Koncentracija rafinoze u zrnu (% AST)

Izvor varijabilnosti Stupnjevi Sredina F P
slobode kvadrata

Godina 2 1,432 1246,918 <0,01

Genotip 21 0,125 108,566 <0,01

Ponavljanje 1 0,001 1,192 0,279

Pogreska 65 0,001

Srednje vrijednosti pokusa za koncentraciju rafinoze nisu imale isti trend kao srednje
vrijednosti za koncentraciju saharoze pa je tako najviSa vrijednost zabiljezena 2011. (0,98
%), druga po veli¢ini 2012. (0,93 %), a najniza 2010. godine (0,65 %). Ukupan prosjek
trogodi$njeg pokusa iznosio je 0,85 % uz raspon vrijednosti od 0,66 % (Lika i Vita) do 1,10
% (Seka) i koeficijent varijacije od 16,93 %. Ako promatramo godine zasebno, koeficijent
varijacije je 2010. godine (CV = 16,29 %) bio nesSto manji od prosje¢nog koeficijenta
varijacije za pokus uz raspon srednjih vrijednosti svojstva od 0,35 % (Lucija) do 0,84 %
(Anica). U naredne dvije godine koeficijenti varijacije su bili ve¢i od prosje¢nog koeficijenta
varijacije za pokus. Godine 2011. CV je iznosio 23,65 % uz raspon srednjih vrijednosti
koncentracije od 0,61 % (Korana) do 1,39 % (Seka), a 2012. ¢ak 33,36 % uz raspon od 0,47
% (Ika i Vita) do 1,52 % (Toma) (tablica 43 u Prilogu).

Koncentracija stahioze se u prosjeku pokusa kretala od 1,64 % (lka) do 2,41 % (SG-
1) uz koeficijent varijacije koji je iznosio 8,85 %. Ukupna, trogodiSnja srednja vrijednost za
sve genotipove iznosila je 1,93 %. Najveca prosjecna koncentracija utvrdena je 2010. godine
(2,27 %), najmanja 2012. godine (1,58 %), dok je 2011. godina sa srednjom vrijednosti 1,93
% bila izmedu. Kao i kod ukupnih saharida, koeficijent varijacije bio je najveci 2012. godine

(CV = 25,13 %), slijedila je 2011. (CV = 8,42 %), a vrijednosti su najmanje varirale 2010.
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godine (CV = 7,44 %). Najnize koncentracije su 2010., 2011. i 2012. imale slijedom Lika
(1,99 %), Sonja (1,63 %) i Ika (0,63 %), a najvise slijedom Anica (2,56 %), SG-1 (2,28 %)
I ponovo SG-1 (2,58 %) (tablica 44 u Prilogu).

Tablica 20. Analiza varijance za koncentraciju stahioze (% AST) u zrnu genotipova soje
(2010. - 2012.).

Koncentracija stahioze u zrnu (% AST)

Izvor varijabilnosti Stupnjevi Sredina . P
slobode kvadrata

Godina 2 5,280 7627,966 <0,01

Genotip 21 0,175 252,692 <0,01

Ponavljanje 1 2,061 x 10 0,298 0,587

Pogreska 65 6,922 x 10

3.1.5. Izoflavoni

Jednako kao i kod ostalih svojstava kvalitete, 1 u slu€aju izoflavona statisticki visoko
znacajnim (P < 0,01) kao izvori varijabilnosti pokazali su se genotip i godina, dok

ponavljanje nije statisticki znacajno utjecalo na navedena svojstva (tablica 21 — tablica 24).

Tablica 21. Analiza varijance za sadrZaj ukupnih izoflavona (mg/100 g ST) u zrnu

genotipova soje (2010. - 2012.).

Sadrzaj ukupnih izoflavona u zrnu (mg/100 g ST)

Izvor varijabilnosti Stupnjevi Sredina . P
slobode kvadrata

Godina 2 48998,308 4277,757 <0,01

Genotip 21 9335,565 815,034 <0,01

Ponavljanje 1 34,763 3,035 0,086

Pogreska 65 11,454

Sadrzaj ukupnih izoflavona u pokusu (2010. - 2012.) varirao je u prosjeku od 124,06
mg/100 g ST (SG-1) do 286,20 mg/100 g ST (Korana) uz koeficijent varijacije od 23,97 %.
Srednja vrijednost pokusa iznosila je 164,58 mg/100 g ST. Jacina utjecaja uvjeta okoline
ocitovala se u statisticki znacajnim razlikama vrijednosti izmedu godina pa je tako za sortu
Korana, koja je u pokusu imala najveci sadrzaj ukupnih izoflavona, 2012. godina rezultirala
najmanjim sadrzajem (73,92 mg/100 g ST), dok je najveci sadrzaj iste godine imala sorta
Gordana (192,61 mg/100 g ST). Godina 2012. se opéenito pokazala kao najnepogodnija za

akumulaciju izoflavona i imala je najnizu srednju vrijednost (127,78 mg/100 g ST). Iste je
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godine koeficijent varijacije (CV = 27,08 %) bio manji u odnosu na prethodne dvije, ali ve¢i
od prosjeka pokusa. Najpovoljnijom za nakupljanje izoflavona pokazala se 2010. godina
kada je srednja vrijednost bila 192,89 mg/100 g ST, a koeficijent varijacije 29,21 %. Te
godine raspon sadrzaja kretao se od 116,30 mg/100 g ST (Anica) do 372,48 mg/100 g ST
(Lucija). Godine 2011. srednja vrijednost iznosila je 173,06 mg/100 g ST, a koeficijent
varijacije ¢ak 49,91 %. Sorta Korana te godine imala je rekordno visok sadrzaj ukupnih
izoflavona (498,01 mg/100 g ST) dok je najmanji sadrzaj zabiljezen kod Ike (91,97 mg/100
g ST) (tablica 45 u Prilogu).

Tablica 22. Analiza varijance za sadrzaj daidzeina (mg/100 g ST) u zrnu genotipova soje
(2010. - 2012.).

Sadrzaj daidzeina u zrnu (mg/100 g ST)

Izvor varijabilnosti Stupnjevi Sredina F P
slobode kvadrata

Godina 2 7102,815 4421,475 <0,01

Genotip 21 615,860 383,371 <0,01

Ponavljanje 1 3,103 1,932 0,169

Pogreska 65 1,606

U slucaju daidzeina, u prosjeku najveci sadrzaj imala je Lika (69,88 mg/100 g ST), a
najmanji 0OS-60-06 (36,01 mg/100 g ST). Trogodisnji (2010. - 2012.) prosjek vrijednosti
iznosio je 49,27 mg/100 g ST, a koeficijent varijacije 20,56 %. Kao i kod sadrzaja ukupnih
izoflavona, za akumulaciju daidzeina najpovoljnijom se pokazala upravo 2010. godina kada
je srednja vrijednost bila 58,70 mg/100 g ST, dok se raspon kretao od 42,14 mg/100 g ST
(Anica) do 97,99 mg/100 g ST (Lucija). Koeficijent varijacije te je godine bio 25,65 % $to
je predstavljalo nizu razinu varijabilnosti u odnosu na ostale dvije godine. Srednja vrijednost
2011. godine bila je 54,29 mg/100 g ST, a raspon se kretao od 24,14 mg/100 g ST (SG-1)
do 105,36 mg/100 g ST (Korana). Iste godine koeficijent varijacije je iznosio 40,18 %.
Godina 2012. se po srednjoj vrijednosti (34,82 mg/100 g ST) pokazala kao najloSija za
akumulaciju daidzeina, pri ¢emu je koeficijent varijacije (51,27 %) te godine bio najvisi
utvrden tijekom tri godine (2010. — 2012.) koliko je trajao pokus. Minimalan sadrzaj iste
godine zabiljezen je kod Korane (11,58 mg/100 g ST), a maksimalan kod sorte Gordana
(76,29 mg/100 g ST) (tablica 46 u Prilogu).

Sorta SG-1, koja je imala najmanji sadrzaj ukupnih izoflavona, imala je najveci

prosjecni sadrzaj gliciteina u pokusu (31,42 mg/100 g ST) dok je u prosjeku najmanji imala
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Tena (13,41 mg/100 g ST). Srednja vrijednost pokusa za sadrzaj izoflavona iznosila je 20,90
mg/100 g ST, a koeficijent varijacije 21,67 %. Godine 2011. zabiljezena je najveca srednja
vrijednost (21,56 mg/100 g ST) i visok koeficijent varijacije (41,74 %), a vrijednosti su te
godine bile u rasponu od 8,76 mg/100 g ST (Gordana) do 46,29 mg/100 g ST (SG-1). Isti
maksimum (46,29 mg/100 g ST) bio je i 2012. godine, ali je zabiljezen kod sorte Podravka
95. Najmanji sadrzaj gliciteina u 2012. godini imala je sorta Alisa (11,54 mg/100 g ST), dok
je srednja vrijednost statisticki bila na razini one utvrdene 2011. godine i iznosila je 21,44
mg/100 g ST. Iste godine izracunat je i najveci koeficijent varijacije (CV = 46,08 %).
Najnepovoljnija za akumulaciju gliciteina bila je 2010. godina, kada je srednja vrijednost
iznosila 19,69 mg/100 g ST, koeficijent varijacije 28,15 %, a raspon vrijednosti od 10,14
mg/100 g ST (Tena) do 30,87 mg/100 g ST (Lucija) (tablica 47 u Prilogu).

Tablica 23. Analiza varijance za sadrzaj gliciteina (mg/100 g ST) u zrnu genotipova soje

(2010. - 2012.).

Sadrzaj gliciteina u zrnu (mg/100 g ST)

Izvor varijabilnosti Stupnjevi Sredina E P
slobode kvadrata

Godina 2 48,605 28,098 <0,01

Genotip 21 123,042 71,128 <0,01

Ponavljanje 1 17,622 10,187 0,185

Pogreska 65 1,730

Tablica 24. Analiza varijance za sadrzaj genisteina (mg/100 g ST) u zrnu genotipova soje

(2010. - 2012.).

Sadrzaj genisteina u zrnu (mg/100 g ST)

Izvor varijabilnosti Stupnjevi Sredina F P
slobode kvadrata

Godina 2 20583,927 2752,534 <0,01

Genotip 21 6426,040 859,306 <0,01

Ponavljanje 1 0,004 0,001 0,982

Pogreska 65 8,416

Prosjek pokusa za sadrzaj genisteina bio je 94,41 %, a koeficijent varijacije 34,66 %.
Sadrzaj je u prosjeku varirao od 53,86 mg/100 g ST (SG-1) do 195,34 mg/100 g ST (Korana).
Najmanja srednja vrijednost zabiljeZena je 2012. (71,52 mg/100 g ST), slijedila je 2011.
(97,21 mg/100 g ST), a najveca je bila 2010. godine (114,50 mg/100 g ST). Ako promatramo
koeficijente varijacije, najmanji je bio 2012. (CV = 28,21 %), slijedila je 2010. (CV = 36,77
%) dok je najveci bio 2011. godine (CV = 68,54 %). Minimalne i maksimalne vrijednosti su
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2010., 2011. i 2012. slijedom imale: Anica (55,35 mg/100 g ST) i Lucija (243,62 mg/100 g
ST); Gordana (46,14 mg/100 g ST) i Korana (352,43 mg/100 g ST); SG-1 (36,93 mg/100 g
ST) i Seka (103,03 mg/100 g ST) (tablica 48 u Prilogu).

3.1.6. Genetska udaljenost temeljena na kvantitativnim podatcima

Genetska udaljenost istrazivanih genotipova temeljena na kvantitativnim podatcima
iskazana je preko koeficijenta euklidske udaljenosti i prikazana UPGMA dendrogramom
(graf 1). Kako bi napravili procjenu raznolikosti germplazme, prosjeéne vrijednosti 19
svojstava kvalitete standardizirane su i objedinjene. Koeficijenti udaljenosti izmedu 22
genotipa kretali su se od 2,5 do 8, s prosje¢nom vrijednos$¢u koja je iznosila 5,94 (graf 1).
Na dendrogramu uoc¢avamo 2 osnovne grupe. Prvu grupu (I) ¢ine sorte Korana 1 Lucija, a
drugu (IT) ¢ini ostatak sortimenta. Ako dendrogram promatramo sa 75 % ukupne udaljenosti,
u grupi II uo¢avamo izdvajanje sorte SG-1 dok je ostatak sortimenta podijeljen u 2 podgrupe
(HA'1 11B). Prvu ¢ine (ITA) Toma, Anica i Sanda, a drugu (11B) preostalih 15 sorti i 1 linija.
Podgrupu IIB mozemo dalje podijeliti pri cemu se izdvaja sorta Alisa, a zajedno su grupirane
sorte Julijana, Mara i Lika, Podravka 95, lka i Zora; te sorte Vita, Tena, Nada, Sonja,
Gordana i Ema, Seka, Sara i linija OS-60-06. Medusobno najblize sorte prema analiziranim
svojstvima kvalitete su Nada i Sonja te Ika i Zora dok su najudaljenije u odnosu na ostatak
sortimenta Korana i Lucija, te SG-1 (graf 1).

Koeficijent korelacije izmedu originalne matrice genetske udaljenosti temeljene na
kvantitativnim podatcima i matrice kofonetickih vrijednosti bio je visok i statisticki znacajan
(r=0,805; P <0,001; N = 22) sto ukazuje na to da je UPGMA dendrogram prikladan za

prikaz genetske raznolikosti sadrzane u izvornim podatcima.
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Graf 1. UPGMA dendrogram genetske udaljenosti 22 genotipa soje dobiven temeljem

podataka o kvaliteti zrna soje preko koeficijenta euklidske udaljenosti.

3.1.7. Analiza glavnih sastavnica (PCA)

Vrijednosti svojstava podvrgnute su analizi glavnih sastavnica kako bi se temeljitije
procijenili meduodnosi. Svojstvene vrijednosti pokazuju postotni udio ukupne varijabilnosti
sadrzane u izvornoj matrici, a iste se objasnjavaju svakom pojedinom PC osi. Od glavnih osi
sastavnica, primarnim su se pokazale prve tri (PC 1, 2 i 3) jer imaju svojstvene vrijednosti
vece od 1 1 objasnjavaju ukupno 64,02 % varijabilnosti izmedu 22 genotipa (tablica 25). Prva
PC (PC1) os objasnjava 27,88 % ukupne varijabilnosti i najviSe je vezana za svojstva
koncentracija ukupnih saharida (XV) i koncentracija rafinoze (XII) (tablica 25). Druga PC
os (PC2) objasnjava 19,56 % ukupne varijabilnosti i najviSe je vezana za svojstva
koncentracija oleinske kiseline (VI), koncentracija linolenske kiseline (VIII) i sadrzaj
genisteina (XVIII) (tablica 25). Tre¢a PCA os (PC3) objasnjava 16,58 % ukupne
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varijabilnosti 1 najviSe je vezana za svojstva koncentracija stearinske kiseline (V) i

koncentracija stahioze (XI1I) (tablica 25).

Tablica 25. Glavne sastavnice 19 svojstava kvalitete za 22 genotipa soje (2010. — 2012.).

PC1 PC2 PC3
Svojstvena vrijednost 5,296 3,717 3,151
Postotni udio 27,88 19,56 16,58
Ukupni postotni udio 27,88 47,44 64,02
Svojstva Oznaka Svojstveni vektori
Apsolutna masa zrna I -0,20735 0,12049 0,10116
Koncentacija bjelancevina 1 -0,10913 -0,07764 -0,03953
Koncentracija ulja Il -0,00729 0,12476 -0,13484
Koncentracija palmitinske kiseline IV -0,04016 0,04329 -0,33050
Koncentracija stearinske kiseline \Y 0,22423 -0,05924 -0,43371
Koncentracija oleinske kiseline Vi 0,00723 0,39938 -0,11462
Koncentracija linolne kiseline Vil -0,12097 -0,22312 0,34058
Koncentracija linolenske kiseline VIl 0,01994 -0,39676 0,053809
Koncentracija glukoze IX 0,32214 0,25917 0,039916
Koncentracija fruktoze X 0,33391 0,23102 -0,05944
Koncentracija saharoze XI 0,33821 0,18011 0,09230
Koncentracija rafinoze XIl 0,38468 0,01608 0,10292
Koncentracija stahioze X 0,10207 -0,16137 0,43115
Koncentracija ukupnin -y 1\, 029818  -0,09990  0,35530
oligosaharida
Koncentracija ukupnih saharida XV 0,38779 0,08402 0,21022
Sadrzaj daidzeina XVI -0,16493 0,32636 0,19482
Sadrzaj gliciteina XVII -0,16009 -0,09034 0,17827
Sadrzaj genisteina XVIII -0,19636 0,38640 0,19533
Sadrzaj ukupnih izoflavona XIX -0,24359 0,36264 0,22850

Polozaj vektora svojstava i sorti u biplotu ukazuje na medusobne odnose istih u smislu
korelacija, odnosno sli¢nosti te varijabilnosti. Pogledom na Graf 2 uo¢avamo da se vecina
sorti grupirala u srediSnjem dijelu, dok su sorte Korana, Lucija, Seka, OS-60-06, SG-1,
Sanda i Anica na perifernim dijelovima. U pozitivnom odnosu sa obje PC osi (I kvadrant)
nalaze se koncentracija oleinske kiseline (VI), koncentracija glukoze (IX), koncentracija
fruktoze (X), koncentracija saharoze (XI), koncentracija rafinoze (XII) i koncentracija
ukupnih saharida (XV) te sorte Zora, Ema, Sara, Seka i OS-60-06. U negativnom dijelu PC1
osi i pozitivnom dijelu PC2 osi (Il kvadrant) nalaze se svojstva apsolutna masa zrna (1),
koncentracija ulja (I11), koncentracija palmitinske kiseline (IV), sadrzaj daidzeina (XVI),
sadrzaj genisteina (X VIII) i sadrzaj ukupnih izoflavona (XIX) te sorte Vita, Ika, Alisa, Lika,
Lucija i Korana. U negativhom dijelu PC1 i PC2 osi (Il kvadrant) nalaze se svojstva

koncentracija bjelanc¢evina (II), koncentracija linolne kiseline (V1) i koncentracija gliciteina
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(XVII) te sorte Mara, Julijana, Podravka 95, Gordana, Sanda i Anica. U pozitivnom dijelu
PC1 osi i negativnom dijelu PC2 osi (IV kvadrant) nalaze se koncentracija stearinske kiseline
(V), koncentracija linolenske kiseline (VII1), koncentracija stahioze (XIII), koncentracija
ukupnih oligosaharida (XIV) te sorte Sonja, Nada, Toma, Tena i SG-1. Zanimljivo je da se
sorta Sara nalazi izmedu vektora za svojstva koncentracija glukoze (IX) i koncentracija
fruktoze (X), sorta Ema izmedu vektora za svojstva koncentracija rafinoze (XII) i
koncentracija ukupnih saharida (XV), Nada se nalazi na vektoru za koncentraciju ukupnih
oligosaharida (X1V) i vrlo blizu vektora za koncentraciju stearinske kiseline (V), Sonja na
vektoru za koncentraciju stahioze (XIII), a Vita na vektorima za sadrzaj daidzeina (XVI) i
genisteina (XVIII) koji se poklapaju. Ako promatramo svojstva najveca pozitivna
povezanost utvrdena je izmedu koncentracije glukoze (IX), koncentracije fruktoze (X) i
koncentracije saharoze (XI), zatim koncentracije rafinoze (XII) i ukupnih saharida (XV),
koncentracije stearinske kiseline (V) 1 koncentracije ukupnih oligosaharida (XIV), sadrzaja
ukupnih izoflavona (XIX), genisteina (XVIII) i daidzeina (XVI) te sadrzaja gliciteina (XV1I)
I koncentracije bjelanéevina (II) (graf 2). Medusobno najblize sorte su Julijana i Podravka
95, Sonja i Nada te Seka i OS-60-06 (graf 2), koje se i u dendrogramu nalaze grupirane
zajedno (graf 1).

Uz analizu glavnih sastavnica svojstava, napravljena je i analiza glavnih sastavnica
godina, koje su se statisticki visoko znacajno razlikovale u analizi varijance za sva svojstva
(poglavlja 3.1.1 — 3.1.5). Od tri glavne osi sastavnice (PCA 1, 2 i 3), dvije (PC1i PC2) imaju
svojstvene vrijednosti vec¢e od 1 i objasnjavaju ukupno 83,51 % varijabilnosti izmedu 22
genotipa (tablica 26). Prva PC os objasnjava 47,88 % ukupne varijabilnosti 1 najvise je
vezana uz 2010. godinu. Druga PC os objasnjava 35,63 % ukupne varijabilnosti i najvise je

vezana uz 2011. godinu (tablica 26).
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Graf 2. BiPlot konstruiran temeljem rezultata analize glavnih sastavnica (PCA) za 19

svojstava kvalitete zrna (oznacenih rimskim brojevima) 22 genotipa soje (2010. — 2012.).

Napomena: kazalo oznaka se nalazi u tablici 25.
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Tablica 26. Glavne sastavnice 19 svojstava kvalitete za 22 genotipa soje (2010. — 2012.).

PC1 PC2 PC3

Svojstvena vrijednost 1,436 1,069 0,495
Postotni udio 47,88 35,63 16,49
Ukupni postotni udio 47,88 83,51 100,00
Godine Svojstveni vektori

2010. 0,733 0,004 0,681
2011. 0,472 0,717 -0,512
2012. -0,491 0,697 0,524

Iz biplota (graf 3) uocavamo da se sve tri godine nalaze u pozitivnhom dijelu PC2 osi,
2010. i 2011. su u pozitivnom dijelu PC1 osi, dok je 2012. u negativhom dijelu PC1 osi. U
blizini vektora za 2011. godinu se nalaze sorte Sara, Vita i Seka dok su uz njih i sorte SG-1,
Ema, OS-60-06, Julijana, Sonja, Zora, Korana, Nada i Ika u pozitivnom odnosu sa 2010. i
2011. godinom. Za ostatak sortimenta ove godine nisu bile pogodne. Uz godinu 2012. se
nalazi samo sorta Alisa, ali su u pozitivnom odnosu i sorte Tena, Toma, Lucija, Vita, Sara,
Seka, SG-1, Ema i OS-60-06. Ako promatramo polozaj sorti u odnosu na njihovu reakciju
prema utjecaju godine, uocavamo grupiranje sorti Seka, Vita i Sara, te sorti Lucija, Sanda,

Gordana, Lika, Julijana i Zora.
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Graf 3. BiPlot konstruiran temeljem rezultata analize glavnih sastavnica (PCA) za tri godine

pokusa sa 22 genotipa soje (2010. — 2012.).
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3.2. Rezultati molekularnih analiza

3.2.1. Pokazatelji genetske raznolikosti

Od testiranih 16 mikrosatelitnih biljega, deset ili 62,5 % dalo je jasno vidljive i
polimorfne produkte te su oni koristeni za molekularnu analizu genetske raznolikosti 22
genotipa soje, pri ¢emu je umnozen ukupno 141 razliciti alel. Od potencijalnih 220
umnozenith DNA fragmenata, uspjesno je amplificiralo 209 tj. 95 %. Mikrosatelitni profili

za sve analizirane genotipove nalaze se u tablici 49 u Prilogu.

Od pokazatelja genetske raznolikosti unutar testirane germplazme izraunati su broj
alela po lokusu (Na), genetska raznolikost (He), i informacijski sadrzaj polimorfizma (PIC).
Broj alela po lokusu (Na) varirao je od 11 (Satt186) do 17 (Satt571), a u prosjeku je iznosio
14,1. Najmanja genetska raznolikost (He = 0,880) te najmanji informacijski sadrzaj
polimorfizma (PIC = 0,869) utvrdeni su biljegom Sat_040, a najveca genetska raznolikost
(He=0,927) i informacijski sadrzaj polimorfizma (PIC = 0,922) biljegom Satt571. Prosje¢na
He vrijednost iznosila je 0,905, a prosje¢na PIC vrijednost 0,897. Detaljan prikaz navedenih

pokazatelja po biljezima prikazan je u tablici 27.

Tablica 27. Broj neuspje$no amplificiranih fragmenata (N.A.), broj alela po lokusu (Na),
genetska raznolikost (Heg), i1 informacijski sadrzaj polimorfizma (PIC) temeljem 10

mikrosatelitnih biljega.

Br Biljeg N.A. Na He PIC
1 Satt251 1 14 0,906 0,899
2 Satt571 1 17 0,927 0,922
3 Satt273 0 16 0,917 0,912
4 Satt277 1 13 0,901 0,893
5 Satt313 0 14 0,901 0,893
6 Satt499 1 16 0,913 0,907
7 Satt278 2 15 0,913 0,907
8 Satt364 2 12 0,894 0,885
9 Satt186 3 11 0,894 0,884
10 Sat_040 0 13 0,880 0,869
Minimum 0 11 0,880 0,869
Maksimum 3 17 0,927 0,922
Srednja vrijednost 1,1 141 0,905 0,897
Suma 11 141 9,050 8,970
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3.2.2. Genetska udaljenost temeljena na molekularnim podatcima

Matrica genetskih udaljenosti napravljena je temeljem rezultata molekularnih analiza
pomocu 10 mikrosatelitnih biljega izrazenih u parovima baza pri ¢emu je izracunat genetski
varijacijski koeficijent prema Nei-u (1973.) za sve kombinacije parova 22 genotipa soje.
Prosje¢na genetska udaljenost (GD — eng. Genetic Distance) iznosila je 0,938, a najmanja
0,4 - utvrdena izmedu sorti Vita i Sanda. Visoka prosjecna vrijednost koeficijenta genetske
udaljenosti prema Nei-u (1973.) posljedica je visokog udjela (45,46 %) kombinacija
genotipova izmedu kojih je utvrdena maksimalna udaljenost, tj. kod kojih je genetski

varijacijski koeficijent iznosio 1.

Na osnovi matrice genetske udaljenosti, a pomo¢u UPGMA metode konstruiran je
dendrogram (graf 4) koji jasno pokazuje podjelu genotipova u dvije osnovne grupe. Prva
grupa (I) se dijeli u dvije podgrupe od kojih jednu (IA) ¢ine sorte Korana i Lucija, a drugu
podgrupu (IB) ¢ine sorte Alisa i SG-1 te Gordana koja se od njih izdvaja na vecoj genetskoj
udaljenosti. Drugu grupu ¢ini ostatak sortimenta podijeljen u dvije podgrupe (IIA i IIB).
Podgrupu IIA ¢ine sorte Ema, Sonja, OS-60-06, Seka, Mara i Sara, a podgrupu IIB ¢ine sorte
Julijana, Lika, Anica, Ika, Nada, Podravka 95, Zora, Sanda, Vita, Tena i Toma (graf 4).
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Graf 4. UPGMA dendrogram genetske udaljenosti 22 genotipa soje dobiven temeljem

genetskog varijacijskog koeficijenta prema Nei-u (1973.).
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3.2.3. Analiza molekularne varijance (AMOVA)

Uvid u raspodjelu ukupne varijance za 19 genotipova Poljoprivrednog instituta Osijek
istrazivanih pomocu mikrosatelita omogucila je analiza molekularne varijance (AMOVA).
Pretpostavljenu strukturnu razinu cCinilo je razdoblje priznavanja kultivara pri ¢emu Su
genotipovi podijeljeni u dvije grupe: (1) sorte priznate prije 2007. godine; (2) sorte priznate
nakon 2007. godine i novostvorena linija OS-60-06. Godina 2007. je odabrana kao grani¢na
jer se u sklopu oplemenjivackog programa koji je rezultirao sortama soje Poljoprivrednog
instituta Osijek priznatim nakon ove godine, uz primarne ciljeve oplemenjivanja (prinos,
stabilnost, otpornost na bolesti i polijeganje, sadrzaj bjelancevina i ulja) pocelo raditi i na
poboljsanju nekih specifi¢nih svojstava kvalitete koja ranije nisu bila u fokusu. U prvu grupu
genotipova pripadaju sorte Lika, Nada, Podravka 95, Ika, Anica, Julijana, Zora, Vita, Korana
i Lucija, a u drugu grupu sorte Toma, Tena, Sanda, Mara, Seka, Sara, Ema, Sonja i OS-60-
06.

Tablica 28. Rezultati analize molekularne varijance za P10 genotipove soje podjeljene u dva

razdoblja priznavanja (do 2007. godine i nakon 2007. godine).

Lz2vori variiabilnosti Stupnjevi  Sastavnice Udio p
J slobode varijance  varijabilnosti ~ #sT (@)
Izmedu razdoblja 1 0,345 3%
Unutar razdoblja 17 4,494 97% 0071 0,001
Ukupno 18 4,839 100 %

Rezultati analize molekularne varijance ukazuju na umjeren i statisticki visoko
znacajan utjecaj razdoblja priznavanja na molekularnu varijancu (¢@sr = 0,071; P, <0,001)
pri ¢emu je varijabilnost unutar razdoblja (97 % udjela ukupne varijabilnosti) bila znatno
veca od varijabilnosti izmedu razdoblja (3 % udjela ukupne varijabilnosti) (tablica 28).
Varijabilnost izmedu razdoblja govori o razlikama izmedu strategije oplemenjivanja ¢iji
rezultat su sorte priznate prije 2007., te strategije ¢iji su rezultat sorte priznate nakon 2007.,
a varijabilnost unutar razdoblja govori o razlikama izmedu genotipova ukljucenih u

istrazivanje.
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3.3. Usporedba rezultata provedenih analiza

Mantelovim testom ispitan je stupanj povezanosti razlicitih pristupa u analizi genetske
raznolikosti istrazivanih genotipova. Usporedba je napravljena izmedu matrice dobivene
temeljem podataka svojstava kvalitete (svojstva kvalitete u tablici 29) i matrice genetske
udaljenosti dobivene temeljem molekularnih podataka (genetska udaljenost u tablici 29) pri
¢emu nije utvrdeno postojanje korelacije (r = 0,02). Iz tablice 29 takoder uo¢avamo da
rezultati Mantelovog testa nisu bili statisti¢ki znacajni na osnovi 1000 permutacija (P =

0,809).

Tablica 29. Rezultati Mantelovog testa dobiveni usporedbom svojstvenih matrica genetske

udaljenosti temeljenih na razli¢itim tipovima podataka te matrice genetske sli¢nosti.

Svojstva kvalitete Genetska udaljenost

Svojstva kvalitete - 0,020

Genetska udaljenost 0,809 -

(1) e1591
Bonojauepy 1soupalip

Znacajnost rezultata Mantelovog testa (P)
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4. RASPRAVA

lako je soja kultura uske genetske osnove (Gizlice i sur., 1994.), kontinuiran napredak
u povecanju prinosa i poboljSanju znacajnih agronomskih svojstava ipak postoji (Wilcox,
2001.; Malcolm i sur., 2002.), §to je i osnova uspjesnog oplemenjivanja. Tavaud-Pirra i
suradnici (2009.) navode da o genetskoj raznolikosti europske germplazme soje postoji vrlo
malo podataka, ali se temeljem povijesti uzgoja moze pretpostaviti da primke u europskim
kolekcijama germplazme posjeduju znacajnu raznolikost, §to uz njihovu prilagodenost
uvjetima umjerene klime moze biti iznimno korisno za oplemenjivacke programe. Takoder,
Mulato i suradnici (2010.) smatraju da je potencijal za oplemenjivanje soje vrlo velik, jer je
do sada za stvaranje elitnih kultivara koriSten samo mali dio primki iz kolekcija germplazme.
Uz to Tara Satyavathi i suradnici (2006.) navode da potpuni opis kultivara i njihove genetske
divergentnosti pomaze introgresiju genetski razli¢ite germplazme u postojeée gen kolekcije
koje su temelj oplemenjivackih programa. Dakle, za unaprjedenje sortimenta, neophodno je
prije svega istraZiti postojecu germplazmu, ocjeniti fenotipsku i genotipsku varijabilnost za
svojstva od interesa te poduzeti sve mjere ocuvanja raznolikosti. Temeljem rezultata
istrazivanja klasi¢nim metodama u kombinaciji sa suvremenim kemijskim, biokemijskim i
molekularnim analizama moguce je, kroz krizanja 1 kontinuirani, viSegodiSnji
oplemenjivacki rad stvoriti populaciju koja ¢e osigurati odabir superiornih linija u smislu

uroda, stabilnosti, otpornosti, ali i kvalitete zrna soje.

4.1. Raznolikost germplazme u svojstvima kvalitete

Zbog utvrdene visoke nutritivne vrijednosti zrna soje 1 potencijala za njegovu uporabu
kao sirovine u razli¢itim granama industrije, oplemenjivacki programi u svijetu u fokusu
istrazivanja uz prinos imaju i kvalitetu zrna. O kemijskom sastavu zrna razlicitih kultivara
ovisiti ¢e 1 njegova krajnja namjena pa se kroz oplemenjivanje, utvrdivanjem i cuvanjem
genetske varijabilnosti za ciljana svojstva kvalitete te uporabom varijabilnosti u svrhu
stvaranja novih kultivara, nastoje zadovoljiti zahtjevi industrije, trzista i potrosaca. Neka od
svojstava kvalitete zrna soje koja utjeCu na raznolikost njegove uporabe su koncentracija
bjelancevina i ulja, sastav i koncentracija masnih kiselina u ulju, sastav i koncentracija

Secera, posebice oligosaharida te sastav i koli¢ina izoflavona.
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StatistiCka analiza podataka u provedenom istrazivanju pokazala je da su na variranje
vrijednosti visoko znacajno (P <0,01) za sva svojstva kvalitete zrna utjecali genotip i godina,
osim u slucaju koncentracije ukupnih saharida gdje razlike izmedu godina nisu bile
statisticki znacajne. Znacajnost istih izvora varijacije za svojstvo apsolutna masa zrna
potvrdili su Antalikova i suradnici (2008.), Igbal i suradnici (2010.), i Ghodrati (2013.), za
koncentraciju bjelancevina i ulja Sudari¢ i suradnici (2006.), Popovi¢ i suradnici (2012.b),
Bueno i suradnici (2013.), Ghodrati (2013.), Josipovi¢ i suradnici (2013.) te Rodrigues i
suradnici (2014.), za masne kiseline Primomo i suradnici (2002.), Hou i suradnici (2006.) te
Fan i suradnici (2009.), a za izoflavone Murphy i suradnici (2009.), Gutierrez-Gonzalez i
suradnici (2011.) 1 Adie 1 suradnici (2015.). U ranijim istrazivanjima saharida u zrnu soje,
izvori varijabilnosti su bili nesto drugaciji. Geater i suradnici (2000.b), koji su utvrdivali
sadrzaj saharoze, rafinoze i stahioze kod 16 kultivara soje malog zrna koji se koriste za
proizvodnju natto-a, utvrdili su da je genotip bio statisticki znac¢ajan kao izvor varijacije
samo za rafinozu. U istrazivanju Taira (1990.), koncentracije rafinoze i stahioze ve¢inom su
bile pod utjecajem genotipa, dok je na koncentraciju ukupnih saharida te koncentraciju
saharoze okolina utjecala viSe nego genotip. Da na sadrzaj saharoze u zrnu soje utjecu

genotip i godina potvrdili su i Maughan i suradnici (2000.).

Variranje vrijednosti utvrdeno analizom varijance, uocljivo je 1 kroz raspone
prosjecnih mjerenja za pojedina svojstva. U ovom istrazivanju, kultivari su se izrazito
razlikovali po apsolutnoj masi zrna, koja je u trogodi$njem prosjeku varirala od 139,35 g
(Podravka 95) do 215,02 g (Alisa) dok je srednja vrijednost trogodiSnjeg pokusa bila 171,06
g. Kako masa 1000 zrna soje moze varirati od 40 do ¢ak 500 grama, od divljih do povrtnih
sorti (Vratari¢ 1 Sudari¢, 2008.), u razliitim istrazivanjima zabiljezene su razliCite
minimalne i maksimalne, odnosno srednje vrijednosti. Tako su, na primjer, Sudari¢ i
Vratari¢ (2002.) za 22 genotipa utvrdili variranje apsolutne mase zrna od 126,0 do 173,7 g,
Malik i suradnici (2006.) za 17 genotipova od 139 do 210 g, Antalikova i suradnici (2008.)
za 50 genotipova od 127 do 230 g, Ghodrati (2013.) za 12 genotipova od 131,60 do 223,30
g, a Malik 1 suradnici (2011.) za 92 genotipa cak od 42 do 195 g. U slucaju istraZivanja
Popovi¢ i suradnika (2012.a) gdje se genotip nije pokazao kao statisticki znacajan izvor
varijabilnosti dok je godina utjecala na razini znacajnosti od 5 %, i raspon vrijednosti je bio
uzi (141,26 — 149,27 g). Kao rasponi, i srednje vrijednosti apsolutne mase zrna znatno se

razlikuju po istrazivanjima ovisno o koriStenim genotipovima i vanjskim utjecajima pa je na
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primjer u istrazivanju Basi¢a 1 suradnika (2006.) srednja vrijednost bila 194,57 g, u
istrazivanju Aditya i suradnika (2011.) 99,80 g, kod Malik i suradnika (2011.) 114,60 g, a
kod Ghodrati-a (2013.) 162 g. Kao sorte s najve¢om masom 1000 zrna, u ovom istrazivanju
izdvajaju se Alisa, Lucija, Julijana i Korana. Koncentracija bjelan¢evina u ovom pokusu
varirala je u rasponu od 39,06 do 41,05 %, dok je srednja vrijednost bila na razini 40,07 %.
Sli¢ne vrijednosti su utvrdene u istrazivanju Vratari¢ i suradnika (2005.) gdje je raspon
vrijednosti za elitne osjecke linije I grupe zriobe iznosio 38,7 — 41,2 %, a srednja vrijednost
39,93 %, te u istrazivanju Ramteke i suradnika (2010.) u kojem je raspon bio 37,69 - 42,74
%, a srednja vrijednost 40,23 %. Vrijednosti pokusa za koncentraciju ulja u zrnu soje bile su
u rasponu od 22,09 % do 24,09 % sa srednjom vrijednosti koja je iznosila 23,05 % S$to se
podudaralo s rasponom (22,1 — 23,8 %) i prosjekom (22,92 %) utvrdenim kod elitnih
osjeckih linija soje 00 grupe zriobe u istrazivanju Vratari¢ 1 suradnika (2005.), te rasponom
(21 — 26 %) i prosjekom (23,4 %) utvrdenim u istrazivanju Ghodrati-a (2013.). Kako
koncentracije bjelanc¢evina i ulja u zrnu soje potvrdeno ovise o genotipu i okolini (Sudari¢ i
sur., 2006.; Popovic i sur., 2012.b; Bueno i sur., 2013.; Ghodrati, 2013.; Josipovi¢ i sur.,
2013.; Rodrigues 1 sur., 2014.), rasponi 1 srednje vrijednosti variraju od istrazivanja do
istraZivanja pa je tako u pokusu Popovi¢ i suradnika (2012.a) s Cetiri genotipa soje utvrdena
srednja vrijednost koncentracije bjelan¢evina od 37,15 % (raspon: 36,65 — 37,66 %), a ulja
21,08 % (raspon: 19,13 — 23,16 %), kod Bueno i suradnika (2013.) 42,44 % za bjelancevine
(raspon: 40,20 — 44,49 %) i 22,10 % za ulje (raspon: 20,72 — 22,81 %), a kod Sharma i
suradnika (2014.) 41,4 % za bjelanevine (raspon: 39,40 — 44,40 %) i 16,3 % za ulje (raspon:
14 - 18,70 %). Koncentracija bjelanc¢evina u zrnu soje kod cjelokupne kolekcije germplazme
USDA varirala je od 34,1 % do ¢ak 56,8 %, a koncentracija ulja od 8,1 % do 27,9 % (Wilson,
2004.). Razlike srednjih vrijednosti 1 raspona vrijednosti za koncentraciju bjelan¢evina 1
koncentraciju ulja ovise i o namjeni kultivara soje ukljucenih u razli¢ita istrazivanja,
odnosno o ciljevima oplemenjivackih programa iz kojih su genotipovi uzeti. U ovom
istrazivanju najvecu koncentraciju bjelancevina su imale sorte Alisa, Sanda, Anica i Sara, a
najvecu koncentraciju ulja SG-1 i Lika. Sastav masnih kiselina u zrnu konvencionalnih sorti
soje prema Fehr i Curtiss-u (2004.) ¢ini u prosjeku 12 % palmitinske kiseline (16:0), 4 %
stearinske (18:0), 27 % oleinske (18:1), 50 % linolne (18:2) i 7 % linolenske (18:3) kiseline.
Rani 1 suradnici (2007.) navode nesSto drugacije prosjecne vrijednosti za ovih pet masnih
kiselina u kovencionalnim sortama, slijedom: 11 %, 4 %, 23 %, 53 % i 8 %, a Lee i suradnici
(2007.) 12 %, 4 %, 23 %, 53 % i 8-10 %. U ovom istrazivanju su koncentracija palmitinske
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(10,55 %), stearinske (4,95 %), oleinske (24,27 %), linolne (52,11 %) i linolenske (6,84 %)
kiseline bile u okviru standardnih vrijednosti. Sli¢ne srednje vrijednosti dobili su Rani 1
suradnici (2007.) u pokusu sa 78 indijskih genotipova gdje su koncentracije palmitinske,
stearinske, oleinske, linolne i linolenske kiseline iznosile slijedom: 11,15 %, 3,45 %, 25,60
%, 52,56 % 1 6,91 %. Znatno nizZe prosjecne vrijednosti za svih pet masnih kiselina utvrdio
je Farno (2005.) u Cetiri pokusa koji su ukljucivali genotipove soje IV — VI grupe zriobe.
Kao mogu¢i razlog autor navodi vrlo visoke temperature te nisku koli¢inu oborina ili susu
tijekom razvoja zrna, pri ¢emu su vrijednosti ipak bile nesto vece u godini u kojoj je ovaj
period bio malo vlazniji 1 s nizim temperaturama. Isti autor navodi tri poZeljna fenotipa soje
ovisno o tome koristi li se ulje za prZzenje, pecenje ili kao gorivo (biodizel). Soja koja se
uzgaja za proizvodnju jestivog ulja, odnosno ulja za przenje i pecenje, mora imati visoku
koncentraciju oleinske kiseline, a niske koncentracije linolne i linolenske kiseline, Sto je u
ovom istrazivanju slucaj kod sorte Korana i linije OS-60-06. Soja koja se uzgaja za
proizvodnju biodizela mora imati visoku koncentraciju oleinske, a nisku palmitinske kiseline
Sto je takoder utvrdeno za sortu Korana. Rasponi te prosje¢ne vrijednosti koncentracije
glukoze (0,16 - 0,29 %; 0,23 %), fruktoze (0,11 — 0,28 %; 0,18 %), saharoze (2,32 — 3,46 %j;
2,99 %), rafinoze (0,66 - 1,10 %; 0,85 %) i stahioze (1,64 - 2,41 %; 1,93 %) utvrdeni u ovom
istrazivanju, bili su u okviru raspona vrijednosti za navedene Secere iz istraZivanja Hou 1
suradnika (2009.) koje je ukljucivalo 241 genotip soje porijeklom iz razlicitih dijelova
svijeta. U navedenom istrazivanju (Hou 1 sur., 2009.), za ukupan sadrzaj saharida utvrden je
raspon od 72,6 do 166,2 mg/g suhe tvari (7,26 — 16,62 %), za glukozu od 0,3 do 23,9 mg/g
(0,03 - 2,39 %), za fruktozu od 0,3 do 25,2 mg/g (0,03 — 2,52 %), za saharozu od 11,1 do
83,1 mg/g (1,11 — 8,31 %), za rafinozu od 2,3 do 13,1 mg/g (0,23 — 1,31 %), a za stahiozu
od 11,8 do 69,1 mg/g suhe tvari (1,18 — 6,91 %). 1z navedenog je uocljivo da su srednje
vrijednosti utvrdene u naSem istrazivanju bile u donjem dijelu raspona vrijednosti utvrdenih
u istrazivanju Hou 1 suradnika (2009.), dok je prosje¢na vrijednost koncentracije ukupnih
saharida utvrdena u naSem istrazivanju (6,62 %) bila ispod minimalne vrijednosti ukupnih
saharida (72,6 — 166,2 mg/g) u rasponu ukupnih saharida Hou i suradnika (2009.). Uz Hou i
suradnike (2009.), Siroke raspone za sadrzaj glukoze, fruktoze, saharoze te oligosaharida
utvrdili su Hymowitz i suradnici (1972.), Hymowitz i Collins (1974.) te Hartwig i suradnici
(1997.) u ranijim istrazivanjima. U istrazivanju Geater i Fehr-a (2000.a) koje je provedeno s
23 kultivara soje tijekom jedne godine na osam lokacija, raspon ukupnog sadrzaja saharida

kretao se od 184 do 219 g/kg suhe tvari (18,4 — 2,19 %). Isti autori u istrazivanju sa 16
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kultivara soje malog zrna navode raspone za saharozu od 62 do 71 g/kg (6,2 — 7,1 %), za
rafinozu od 4,9 do 5,8 g/kg (0,49 — 0,58 %) i za stahiozu od 47 do 49 g/kg (4,7 — 4,9 %).
Razlog $to su u ovom istrazivanju utvrdene nesto nize vrijednosti za koncentraciju ukupnih
1 pojedinacnih saharida nego u ostalim navedenim istrazivanjima moze biti porijeklo
koristenih genotipova. Tako u istrazivanju Hou i suradnika (2009.) vecina genotipova dolazi
iz podrucja gdje se soja uzgaja kao hrana za ljude pa je samim time i jedan od ciljeva
oplemenjivackih programa povecati, odnosno poboljsati sastav Se¢era. U slucaju nasSih
genotipova, koji se uzgajaju ve¢inom za ishranu stoke, naglasak u oplemenjivanju je viSe na
povecanju koncentracije bjelancevina koje su u negativnom odnosu s ukupnom koli¢inom
saharida (Krober i Carter, 1962.). Ukupan sadrzaj saharida te udio pojedinih Secera iznimno
su vazni ako se oplemenjivanjem zele stvoriti genotipovi ¢ije ¢e se zrno Koristiti za ishranu
ljudi, ali 1 Zivotinja. Pri tome je neophodno smanjiti koli¢inu galaktooligosaharida koji su
neprobavljivi i uzrokuju iritaciju gastrointestinalnog trakta (Suarez i sur., 1999.; Jones i sur.,
1999.; Gulewitz i sur., 2014.), a povecati koli¢inu glukoze, fruktoze i saharoze koje su
pozeljne jer su lako probavljive i daju proizvodima od soje karakteristican slatkast okus. U
ovom istrazivanju, najmanju koli¢inu oligosaharida imale su sorte Ika (2,40 %), Lika (2,44
%) i Julijana (2,49 %), ali su njihove koncentracije glukoze, fruktoze i saharoze bile na
srednjoj razini. Najvise oligosaharida su imale sorte SG-1 (3,40 %) i Sanda (3,18 %) koje ne
bi trebalo ukljucivati u oplemenjivacke programe ¢€iji je cilj stvaranje genotipova za hranu
ili hranidbu. Kao genotip €ije zrno bi se moglo, prema sadrzaju pojedinacnih Secera, koristiti
za proizvodnju hrane izdvaja se sorta Seka koja ima vrlo visoku razinu pozeljnih
monosaharida i1 disaharida, a nisku razinu nepoZeljnih galaktooligosaharida. Prosje¢na
vrijednost pokusa za sadrzaj ukupnih izoflavona, kao zbroja daidzeina, genisteina i
gliciteina, iznosila je 164,58 mg/100 g ST uz raspon od 124,06 do 286,20 mg/100 g ST. U
odnosu na ove vrijednosti, u istrazivanju Murphy i suradnika (2009.), koji su u dvogodisnje,
viSelokacijske pokuse ukljucili F4.7 populaciju nastalu iz nekoliko kriZanja, utvrdene su nesto
vise vrijednosti i raspon od 1600 do 3700 pg/g ST (160 - 370 mg/100 g), a u istrazivanju
Adie 1 suradnika (2015.) sa 10 linija na osam lokacija u trajanju od jedne godine znatno nize
vrijednosti u rasponu od 149,71 do 398,50 ppm (14,97 - 39,85 mg/100 g ST). Izrazito Sirok
raspon vrijednosti za sumu sadrzaja daidzeina, genisteina i gliciteina (124 - 3174 pg/g ST
odnosno 12,4 - 317,4 mg/100 g) utvrdili su Gutierrez-Gonzalez i suradnici (2011.) na
populaciji rekombinantnih elitnih linija koja se sastojala od 188 F; potomstava nastalih

krizanjem kultivara sa niskom i kultivara sa visokom koncentracijom izoflavona. Da rasponi
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vrijednosti izoflavona mogu znatno varirati pokazuje i istrazivanje Eldridge 1 Kwolek-a
(1983.) koji su unutar jednog genotipa utvrdili variranje ukupnih izoflavona od 46 do 309
mg/100 g ST, a Wang i Murphy (1994.b) variranje ukupne vrijednosti za 12 izoflavona od
1176 do 3309 ug/g ST (117,6 — 330,9 mg/100 g ST). Suprotno istrazivanju Tepavcevic i
suradnika (2010.) te Cveji¢ i suradnika (2011.) u kojima je prosjecan sadrzaj daidzeina bio
najveci, a prosjecan sadrzaj gliciteina najmanji, odnosno Kim i suradnika (2012.) gdje je
prosjeCan sadrzaj daidzeina bio najveci, a prosjecan sadrzaj genisteina najmanji, u nasem
istrazivanju situacija je bila neSto drugacija: prosjecan sadrzaj genisteina je bio najveci
(94,41 mg/100 g ST), slijedio je prosje¢an sadrzaj daidzeina (49,27 mg/100 g ST), a najmanji
je bio prosjec¢an sadrzaj gliciteina (20,90 mg/100 g ST). Ista situacija je bila i u pokusu u
kontroliranim uvjetima Lozovaya i suradnika (2005.) koji je ukljuc¢ivao dva francuska i tri
americ¢ka kultivara II grupe zriobe. Cveji¢ i1 suradnici (2011.) su na skupu od 20 Fi
potomstava utvrdili viSe vrijednosti u odnosu na one utvrdene u naSem istrazivanju za sva
tri izoflavona tj. za daidzein prosje¢nu vrijednost od 1,32 mg/g ST (132 mg/100 g ST), za
glicitein 0,25 mg/g ST (25 mg/100 g ST), a za genistein 1,02 mg/g ST (102 mg/100 g ST).
Prosjecne vrijednosti u istrazivanju Tepavcevic i suradnika (2010.) sa 20 kultivara soje bile
su jo$ vise i to 1,54 mg/g ST (154 mg/100g ST) daidzeina, 0,41 mg/g ST (41 mg/100 g ST)
gliciteina i 1,31 mg/g ST (131 mg/100 g ST) genisteina dok su niZe vrijednosti za genistein
(409 pg/g ST tj. 40,9 mg/100 g ST) i daidzein (385 pug/g ST tj. 38,5 mg/100 g ST) utvrdili
Gutierrez-Gonzalez i suradnici (2011.) u ¢ijem je istrazivanju prosjecan sadrzaj gliciteina
bio skoro Cetiri puta ve¢i od onog utvrdenog u ovom istrazivanju tj. iznosio je 814 png/g ST
(81,4 mg/100 g ST). Takoder, Gutierrez-Gonzalez i suradnici (2011.) su za daidzein utvrdili
variranje od 49 do 2013 pg/g ST (4,9 —201,3 mg/100 g ST), za genistein od 58 do 1297 ug/g
ST (5,8 —-129,7 mg/100 g ST) te za glicitein od 0 do 277 pg/g ST (0-27,7 mg/100 g ST) §to,
u odnosu na raspon od 36,01 do 69,88 mg/100 g ST za daidzein, od 13,41 do 31,42 mg/100
g ST za glicitein i od 53,86 do 195,34 mg/100 g ST za genistein koji su utvrdeni u ovom
istrazivanju, predstavlja znatno Sire raspone vrijednosti odnosno veliku varijabilnost
germplazme. Unutar genotipova istrazivanih u sklopu ove disertacije, Korana i Lucija su
imale najvise vrijednosti ukupnih izoflavona. Najveci sadrzaj daidzeina utvrden je kod Like,
Korane i Vite, najve¢i sadrzaj genisteina kod Korane i Lucije, a najve¢i sadrzaj gliciteina
kod SG-1 i Like pa ove sorte treba uzeti u obzir pri planiranju oplemenjivackog programa s

ciljem povecanja sadrZaja izoflavona.
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Ako promatramo kretanje vrijednosti po godinama, znacajnost utjecaja okoline na
fenotipsku ekspresiju svojstava jasno je uocljiva, $to je potvrdeno i analizom varijance kroz
statisticki visoko znacajne (P < 0,01) razlike izmedu godina. lako su sve tri godine po
prosjecnim vrijednostima temperatura tijekom vegetacije soje bile iznad viSegodiSnjeg
prosjeka (1961. — 1990.), prva godina (2010.) pokusa se u odnosu na ostale dvije (2011. i
2012.) izdvaja kao godina s nizim temperaturama i ve¢om koli¢inom oborina, koje su
premasile i visegodisnji prosjek (1961. — 1990.). Treca godina pokusa (2012.) je tijekom
perioda formiranja i nalijevanja zrna od sve tri bila najtoplija i najsusa. Kako su se godine
izrazito razlikovale, moguce je bilo istraziti njihov utjecaj na svojstva kvalitete zrna.
Negativan ucinak visokih temperatura i nedostatka vode u tlu tijekom cvatnje, formiranja
mahuna i nalijevanja zrna na akumulaciju suhe tvari u zrnu soje, koje su ranije utvrdili
Vratari¢ 1 Sudari¢ (2008.) te Popovi¢ 1 suradnici (2012.a, 2012.b), potvrden je i U ovom
istrazivanju jer je najmanja prosjecna vrijednost apsolutne mase zrna svih genotipova
zabiljezena 2012. godine (159,57 g), a najveca 2010. (179,59 g). Koncentracija ulja se u
odnosu na uvjete sredine kretala suprotno kretanju apsolutne mase zrna pa je 2012. godine
utvrdena najviSa razina prosjecne koncentracije (25,06 %), a u izrazito vlaznoj 2010.
najmanja (21,25 %). Isti slu€aj bio je 1 u istrazivanju Josipovi¢ i suradnika (2013.) s osjeckim
sortama soje za razdoblje od 2010. — 2012. Prema Popovi¢ i suradnicima (2012.a) te
Josipovi¢ 1 suradnicima (2013.), sadrzaj ulja je veci u godinama s manje oborina uz vise
temperature zraka tijekom formiranja mahuna i nalijevanja zrna, dok je suprotno istinito za
koncentraciju bjelancevina. Ako uz navedeno uzmemo u obzir i medusobno inverzan odnos
koncentracije ulja i bjelan¢evina pri ¢emu se smatra da 1 % smanjenja koncentracije ulja u
zrnu uzrokuje 2 % porasta koncentracije bjelancevina (Clemente 1 Cahoon, 2009.), za
ocekivati bi bilo da prosjecne vrijednosti koncentracije bjelancevina po godinama imaju
suprotan trend kretanja u odnosu na koncentraciju ulja. Znacaj dovoljne koli¢ine vode u tlu
za ova svojstva kvalitete utvrdio je 1 Latifi (1989.) u ¢ijem je istrazivanju navodnjavanje u
pocetku formiranja mahuna te tijekom nalijevanja zrna rezultiralo povecanjem koncentracije
bjelancevina, a smanjenjem koncentracije ulja. Isto su potvrdili i Kirnak i suradnici (2010.)
te Ghassemi-Golezani i Farshbaf-Jafari (2012.). Ipak, takvo kretanje koncentracije
bjelancevina nije potvrdeno u ovom istraZivanju jer je najve¢i prosjek svih genotipova za
koncentraciju bjelanevina zabiljezen 2012. godine. lako maksimalna koncentracija
bjelancevina u zrnu soje nije, prema prethodno navedenim istrazivanjima, ocekivana u

godinama koje su izrazito suhe i tople kao Sto je to bilo slucaj 2012. godine, Gibson i Mullen
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(1996.) navode da visoke dnevne temperature u kombinaciji s visokim no¢nim
temperaturama tijekom R5-R8 faze razvoja (nalijevanje zrna do zriobe) mogu uzrokovati
porast sadrzaj bjelancevina sukladan porastu prosjecnih temperatura. Takoder, Dornbos 1
Mullen (1992.) su temeljem rezultata istrazivanja dosli do zakljucka da visoke temperature
uz susSne uvjete u nalijevanju zrna soje rezultiraju znacajnim porastom koncentracije
bjelancevina. Prema nekim autorima, temperature (Wolf i sur., 1982.) i oborine (Dornbos i
Mullen, 1992.) tijekom razvoja zrna znatno utjeCu i na koncentraciju stearinske, oleinske,
linolne i linolenske masne kiseline, ali ne na koncentraciju palmitinske kiseline, dok Lee i
suradnici (2007.) te Farno (2005.) smatraju da temperatura opéenito nema utjecaj na zasi¢ene
masne Kkiseline. Cherry (1985.), te Lee i suradnici (2007.) navode kako visoke temperature
tijekom razvoja zrna uzrokuju povecanje koncentracije oleinske kiseline, a smanjenje
koncentracija linolne i/ili linolenske kiseline. Isti slucaj je bio i u ovom istraZivanju.
Koncentracija oleinske kiseline bila je najveca (26,72 %) u 2012. godini, a najmanja u 2010.
godini (21,65 %), dok su srednje vrijednosti koncentracije linolne i linolenske kiseline imale
obrnuti trend pa su maksimalne koncentracije zabiljezene 2010. (slijedom: 54,76 % i 7,71
%), a minimalne 2012. godine (slijedom: 49,83 % i 5,74 %). Primomo i suradnici (2002.)
navode da su na uvjete okoline najosjetljivije bile oleinska i linolenska kiselina, a Oliva i
suradnici (2006.) da su genotipovi s najve¢im sadrzajem oleinske kiseline bili najmanje
stabilni. U ovom istraZzivanju prosjecna vrijednost koncentracije stearinske kiseline imala je
jednak trend kretanja kao i koncentracija oleinske kiseline tj. bila je najveca 2012. godine, a
najmanja 2010. godine. Sli¢an slucaj su zabiljezili Primomo i suradnici (2002.) u ¢ijem
istraZivanju je godina statisti¢ki znacajno utjecala na koncentraciju palmitinske kiseline pa
autori zakljuCuju da je koncentracija ove zasi¢ene masne kiseline pod utjecajem ostalih
¢initelja okoline koji nisu posebno istrazivani. Minimalne vrijednosti za koncentraciju
saharoze i stahioze zabiljezene su u 2012. godini (slijedom: 2,54 % i 1,58 %), sto je sukladno
istrazivanju Wolf i suradnika (1982.) koji navode da su se koncentracije ovih saharida
snizavale s pove€avanjem prosjecne temperature okoline. Takoder, Wolf i suradnici (1982.)
navode da na glukozu, fruktozu i rafinozu, temperature nisu imale znac¢ajan utjecaj. Ipak, u
ovom istrazivanju razlike srednjih vrijednosti za godine bile su statisti¢ki znacajne $to moze
biti posljedica utjecaja nekih drugih okolinskih ¢initelja osim temperature ili posljedica
negativne korelacije glukoze (Hou i sur., 2009.), fruktoze (Hou i sur., 2009.) i rafinoze
(Mozzoni i sur., 2013.) sa saharozom na koju uvjeti okoline znatno utjecu. Negativan odnos

saharoze zabiljezen je i u odnosu na koncentraciju ukupnih saharida ¢ija vrijednost je takoder
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bila najmanja u godini kada su za koncentraciju saharoze zabiljezene maksimalne
vrijednosti. Sadrzaj ukupnih izoflavona (kao zbroj sadrzaja daidzeina, genisteina i gliciteina)
u ovom je istrazivanju najveéi bio 2010. godine (192,89 mg/100 g ST), koja je od sve tri
godine pokusa imala najnize temperature i najvecu koli¢inu oborina, dok je najmanji bio
izrazito vruce i suSne 2012. godine (127,78 mg/100 g ST). Isti slucaj je bio sa sadrzajem
daidzeina i genisteina, a vece vrijednosti sadrzaja izoflavona kod nizih temperatura i veée
koli¢ine vlage u tlu tijekom razvoja zrna zabiljezili su Lee i suradnici (2003.), Lozovaya i
sur., (2005.) te Murphy i suradnici (2009.). Ipak, sadrzaj gliciteina je imao suprotan trend,
odnosno najvecéi je bio 2011. godine (21,56 mg/100 g ST), a najmanji 2010. godine (19,69
mg/100 g ST). Razlozi za ovakvo kretanje sadrzaja gliciteina nisu pronadeni u istrazenoj

literaturi pa su neophodni dodatni pokusi kako bi se izveli valjani zakljucci.

Kako bi usporedili varijabilnost izmedu testiranih genotipova za pojedina svojstva,
izraCunat je koeficijent varijacije. Prema ovom koeficijentu, genotipovi su Se u prosjeku
najvise razlikovali u sadrzaju genisteina (34,66 %), a najmanje u koncentraciji bjelancevina
(1,81 %). Niski koeficijenti varijacije utvrdeni su i za koncentraciju ulja (2,26 %), linolne
kiseline (2,73 %), palmitinske kiseline (4,26 %), oleinske kiseline (5,50 %) i linolenske
kiseline (6,79 %). Nesto veci u odnosu na navedene bili su koeficijenti varijacije za svojstva:
koncentracija stahioze (8,85 %), koncentracija ukupnih oligosaharida (8,94 %),
koncentracija ukupnih saharida (9,18 %), apsolutna masa zrna (9,68 %), koncentracija
saharoze (10,47 %), koncentracija stearinske kiseline (11,61 %), koncentracija glukoze
(13,42 %) 1 koncentracija rafinoze (16,93 %). Koeficijenti varijacije preko 20 % utvrdeni su
za sadrzaj daidzeina (20,56 %), sadrzaj gliciteina (21,67 %), koncentraciju fruktoze (23,42
%) te sadrzaj ukupnih izoflavona (23,97 %). Vrijednost koeficijenta varijacije za apsolutnu
masu zrna iz ovog istrazivanja podudarala se s vrijednostima utvrdenim za dvije od Cetiri
razliCite povezujuce grupe (eng. clusters) genotipova u istrazivanju Antalikova i suradnika
(2008.) koji su iznosili 9,98 % 1 9,40 %, dok su u ostale dvije povezujuce grupe koeficijenti
varijacije bili veci: 13,35 % 1 12,95 %. Utjecaj razli¢itih uvjeta okoline na varijabilnost
svojstava jasno se mogao uociti i iz vrijednosti koeficijenata varijacije po godinama. U
slu¢aju apsolutne mase zrna, najmanje variranje medu genotipovima uoc¢eno je 2011. godine
(CV =17,64 %), srednje 2012. (CV =9,95 %), a najveée 2010. godine (CV = 15,87 %). Nesto
nize vrijednosti utvrdene su u trogodiSnjem istrazivanju Sudari¢ 1 Vratari¢ (2002.) na 22

genotipa soje kada je koeficijent varijacije ovisno o godinama bio u rasponu od 5,24 % do
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6,07 %. Procjene koeficijenta varijabilnosti su se u drugim istrazivanjima kretale od manjih
(3,18 %) do znatno ve¢ih (39,01 %) (Aditya i sur., 2011.; Malik i sur., 2011.) ovisno o obimu
pokusa, ukljuéenom materijalu te uvjetima okoline. Razinu varijacije slicnu kao u ovom
istrazivanju za koncentraciju bjelancevina i ulja utvrdili su Bueno i suradnici (2013.) na 18
genotipova soje (CV = 1,91 % za bjelancevine, CV = 2,78 % za ulje) dok je koeficijent
varijacije u istrazivanju Ghodrati-a (2013.) za bjelanéevine bio 3,06 %, a za ulje 1,72 %, a
kod Rodrigues i suradnika (2010.) za bjelancevine 4,1 %, a za ulje 3,8 %. Koeficijenti
varijacije za koncentraciju bjelancevina i ulja su u svim godinama trajanja pokusa bili na
slicnoj razini pa su tako u 2010., 2011. i 2012. za koncentraciju bjelancevina iznosili
slijedom: 2,18 %, 2,88 % i 2,10 %, a za koncentraciju ulja slijedom: 2,35 %, 2,44 % i 2,83
%, iz ¢ega mozemo zakljuciti da je fenotipska ekspresija ovih svojstava relativno stabilna
odnosno da utjecaj godine, iako statisti¢ki visoko znacajan, nije izrazito velik. Ako
promatramo masne kiseline, iz navedenog mozemo vidjeti 1 da su se testirani genotipovi
medusobno najvise razlikovali u koncentraciji stearinske kiseline, a najmanje u koncentraciji
linolne kiseline. Isti slucaj je bio u istrazivanju Primomo i suradnika (2002.), dok je u
istrazivanju Priolli 1 suradnika (2014.) te Fan i suradnika (2015.) najvecu varijabilnost imala
koncentracija oleinske kiseline, a najmanju koncentracija linolne. Varijacija koncentracije
palmitinske kiseline po godinama nije se puno razlikovala od prosjeka pokusa pa je tako
2010.12011. koeficijent varijacije bio 4,86 %, a 2012. 4,69 %. Sli¢ne vrijednosti su utvrdene
i u istrazivanju Primomo i suradnika (2002.) gdje je koeficijent varijacije koncentracije
palmitinske Kiseline za 17 genotipova iznosio 5,8 %, odnosno od 5,0 — 6,4 % za tri godine
pokusa u istrazivanju Fan i suradnika (2015.) s rekombinantnim elitnim linijama i njihovim
roditeljima. Priolli i suradnici (2014.) biljeZe nesto veée vrijednosti koeficijenta varijacije za
koncentraciju palmitinske kiseline kod 94 genotipa soje, ali slicnu razinu promjene
koeficijenta varijacije po godinama pri ¢emu je CV u prvoj godini bio 17,2 %, a u drugoj
godini pokusa 16,2 %. Vece vrijednosti koeficijenta varijacije u navedenom istraZivanju su
1 o¢ekivane jer je u istrazivanje ukljuen veci broj genotipova. Koncentracija stearinske
kiseline je u ovom istrazivanju 2010. godine u odnosu na prosjek neSto manje varirala (CV
= 8,75 %), a 2011. i 2012. godine nesto vise (slijedom: CV = 14,18 % i CV = 14,83 %). U
istrazivanju Priolli i suradnika (2014.) vrijednosti koncentracije za stearinsku kiselinu su se
takoder razlikovale po godinama pa je tako 2010. godine zabiljeZen koeficijent varijacije od
14,4 %, a2011. od 16,4 %, dok su koeficijenti varijacije za trogodi$nji pokus Fan 1 suradnika

(2015.) bili u rasponu od 10,2 % do ¢ak 18,4 %. Koncentracija oleinske kiseline je u naSem
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istrazivanju po godinama u odnosu na prosjek pokusa varirala vise pa su tako 2010., 2011. 1
2012 godine zabiljezeni koeficijenti varijacije koji su iznosili slijedom: 8,05 %, 8,19 % i
7,05 %. Nesto veci koeficijent varijacije za oleinsku kiselinu (CV = 10,0 %) zabiljezen je u
istrazivanju Primomo 1 suradnika (2002.), a znatno ve¢i u dvije godine istrazivanja Priolli i
suradnika (2014.) (CV = 39,2 % 1 CV = 32,1 %) u koje je bio ukljucen puno veci broj
genotipova razli¢itog porijekla. U nasem istrazivanju, koncentracija linolne kiseline koja je
najmanje varirala u prosjeku, imala je male razlike u koeficijentima varijacije po godinama.
Godine 2010. koeficijent varijacije (CV = 2,84 %) je bio na razini prosjeka pokusa (CV =
2,73 %), dok je 2011. (CV =4,79 %) i 2012. (CV = 3,67 %) bio nesto veéi. Sli¢ne vrijednosti
su izraCunate i u pokusu Fan i suradnika (2015.) gdje su koeficijenti varijacije za linolnu
kiselinu tijekom tri godine bili u rasponu od 4,0 % do 6,1 % te Primomo i suradnika (2002.)
gdje je prosjek pokusa varirao koeficijentom od 3,6 %. U pokusu Priolli i suradnika (2014.)
koji je ukljucivao velik broj genotipova, i koeficijent varijacije za koncentraciju linolne
kiseline bio je ve¢i (CV = 13,7 % i CV = 12,3 %). Koeficijenti varijacije za koncentraciju
linolenske kiseline u nasem istrazivanju imale su vece vrijednosti po godinama nego u
prosjeku. Najvece variranje je zabiljeZeno 2012. godine (CV = 11,45 %), a najmanje 2011.
(CV = 6,98 %) Sli¢ne vrijednosti utvrdili su Fan i suradnici (2015.) (CV = 17,6 % - 10,4 %),
dok su znatno vece izra¢unali Priolli i suradnici (2014.) (CV =27,0% i CV = 24,1 %). U
istrazivanju Akond 1 suradnika (2015.), u populaciji rekombinantnih elitnih linija vrijednosti
koeficijenta varijacije za koncentraciju rafinoze (CV = 11,11 %) i stahioze (CV = 6,73 %)
bile su nesto nize od onih utvrdenih u istrazivanju u sklopu ove disertacije (za rafinozu CV
= 16,93 %; za stahiozu CV = 8,85 %) dok je za koncentraciju saharoze koeficijent varijacije
bio nesto veéi (CV = 12,37 %). Takoder, koeficijenti varijacije za koncentracije razli¢itih
Secera po godinama, razlikovali su se od CV vrijednosti za njihove prosjeke pokusa, sto
potvrduje da je godina imala utjecaj na fenotipsku ekspresiju svojstva. Za ukupne saharide,
ukupne oligosaharide, saharozu, rafinozu i stahiozu najmanji koeficijenti varijacije bili su
2010. godine, a najveci 2012. godine iz cega mozemo zakljuciti da su visoke temperature 1
nedostatak oborina bili najpogodniji za ispoljavanje raznolikosti spomenutih svojstava.
Koncentracija glukoze je najvise varirala takoder 2012. godine, a najmanje 2011. godine,
dok je koncentracija fruktoze imala suprotan trend, odnosno najviSe je varirala 2010., a
najmanje 2012. godine. Koeficijenti varijacije za sadrzaj ukupnih izoflavona, daidzeina,
genisteina i gliciteina u ovom istrazivanju iznosili su slijedom 23,97 %, 20,56 %, 34,66 % i

21,67 %. Slican slucaj je bio i u istrazivanju Lee i suradnika (2003.), koji su utvrdili da je
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izmedu genotipova najvise varirao sadrzaj genisteina, zatim gliciteina, a najmanje daidzeina.
Vrlo visoke vrijednosti koeficijenta varijacije zabiljezili su Gutierrez-Gonzalez i suradnici
(2011.) u ve¢ spomenutom istrazivanju sa populacijom rekombinantnih elitnih linija koja se
sastojala od 188 F7 potomstava nastalih krizanjem kultivara s niskom i kultivara s visokom
koncentracijom izoflavona. CV vrijednost je za sadrzaj daidzeina bila 55,1 %, za sadrzaj
genisteina 49,4 %, a za sadrzaj gliciteina 65,5 % (Gutierrez-Gonzalez i sur., 2011.). U nasem
su istrazivanju slicno visoke vrijednosti koeficijenta varijacije utvrdene u pojedinim
godinama za sadrzaj ukupnih izoflavona (CV = 49,91 % u 2011.), daidzeina (CV = 51,27 %
u 2012.), genisteina (CV = 68,54 % u 2011.) i gliciteina (CV = 46,08 % u 2012.), dok su
prosjeci pokusa za sva Cetiri svojstva znatno manje varirali. Visoki koeficijenti varijacije,
odnosno velike razlike u istima ovisno o godini ukazuju na znacajan utjecaj genotipa te
uvjeta okoline na izoflavone §to su ranije potvrdili i Hoeck i suradnici (2000.), Lee i
suradnici 2003., Tepavcevi¢ 1 suradnici (2010.), Adie i1 suradnici (2015.) te brojni drugi.
Takoder, Adie i suradnici (2015.) navode da izoflavonoidi u zrnu soje imaju Siroke raspone
varijacije ¢ak i u genetski stabilnim linijama koje se uzgajaju u jednoj odredenoj sredini jer

na njihovu sintezu i akumulaciju znatno utjecu brojni biotski i abiotski ¢initelji.

4.1.1. Genetska udaljenosti genotipova temeljem svojstava kvalitete

Temeljem utvrdenih vrijednosti razli¢itih fenotipskih svojstava pa tako i svojstava
kvalitete, moguce je napraviti procjenu genetske udaljenosti istrazivanog materijala pri cemu
veci broj svojstava osigurava vecu tocnost procjene (Cui i sur., 2001.). Ovaj koncept su u
praktiénom oplemenjivanju prvi koristili Grafius i suradnici (1976.) tako da su na temelju
morfoloskih razlika razli€itih genotipova je€ma birali genetski divergentne roditeljske
komponente za krizanja. Kako bi se pojasnila slika genetske udaljenosti germplazme
temeljene na istrazivanim svojstvima kvalitete, napravljena je skupna analiza (UPGMA
dendrogram) te analiza glavnih sastavnica (PCA) po svojstvima i godinama, koje jasno
razdvajaju genotipove ukazujuci da varijabilnost unutar istrazivanog materijala u svojstvima
kvalitete zrna postoji, Sto je utvrdeno i koeficijentom varijacije za pojedina svojstva. Cui 1
suradnici (2001.), Zhou i suradnici (2002.) i Antalikova i suradnici (2008.) navode kako je
skupna analiza pogodna za identifikaciju divergentnosti genotipova soje temeljem porijekla,
morfoloskih ili agronomskih svojstava, a poznavanje jacine i smjera povezanosti izmedu

svojstava od iznimne je vaznosti u oplemenjivackom procesu i omogucava poboljSanje
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veceg broja svojstava istovremeno. Isto je potvrdeno i u ovom istrazivanju kroz statisticki
znacajanu (P < 0,001) i visoku (r = 0,805) vrijednost kofonetickog korelacijskog
koeficijenta.

S obzirom na to da su podatci o rodoslovlju bili samo djelomi¢no dostupni, opseznija
procjena podudarnosti grupiranja genotipova u UPGMA dendrogramu s njihovim
pedigreima nije bila moguca. Iz podataka o rodoslovlju koji su dobiveni iz mati¢nih knjiga
P1O poznato je da sorte Sonja, Sanda, Mara, Tena, Toma i OS-60-06 kao jednog od roditelja
imaju sortu Ika. Sorta Ika ima zajedni¢kog roditelja (Tisa) sa sortom Julijana, te zajednickog
roditelja (OS-C-600) sa sortom Zora, §to ove dvije sorte povezuje s grupom prethodno
navedenih. Sorta Sanda ima zajednickog roditelja sa sortama Seka i Vita, §to i ove dvije sorte
pridruzuje gornjoj skupini sorti koje proizlaze iz Ike. Ipak, navedene sorte koje dijele istog
pretka, ne nalaze se u istim grupama dendrograma. Roditeljske komponente za ostatak
genotipova uvedene su Siframa linija pa nije bilo moguée utvrditi njihovu daljnju srodnost.
Podatci o rodoslovlju za sorte Gordana, Alisa i SG-1 nisu bili poznati, ali iz dendrograma u
istrazivanju Sudari¢ 1 suradnika (2008.), koji su koristili 14 mikrosatelitnih biljega za
utvrdivanje genetske udaljenosti izmedu sorti Poljoprivrednog Instituta Osijek 1 kanadskih
sorti, moze se uociti da je sorta SG-1 smjestena unutar grupe koju, izmedu ostalih, ¢ine sorta
Ika te sorta Podravka 95, a sorta Podravka 95 je jedan od roditelja sorte Sara, te ima jednog
roditelja zajedni¢kog sa sortom Lika (Corsoy). Takoder, Peri¢ i suradnici (2014.), u ¢ijem je
istraZzivanju utvrdeno rasporedivanje genotipova u povezuju¢e grupe bez obzira na
medusobnu srodnost tj. vrlo slabo podudaranje grupa dendrograma s rodoslovljem
genotipova, navode da je evidentno kako su kultivari soje koji se uzgajaju u Hrvatskoj i
Srbiji uske genetske osnove, odnosno imaju sli¢no porijeklo, $to je posljedica razmjene
materijala izmedu oplemenjivackih kuca u regiji te selekcije unutar materijala prilagodenog
na sli¢ne uvjete. Iz svega navedenog mozemo zakljuciti da je zbog ukupne genetske slicnosti
materijala o¢ekivano da su genotipovi preciznije grupirani temeljem svojstava kvalitete koja
ranije nisu istrazivana, odnosno da su rasporedeni u razli¢itim grupama dendrograma, bez
obzira na to imaju li prema dostupnim podatcima rodoslovlja zajednickog roditelja ili ne. Uz
to treba uzeti u obzir i da razlike izmedu grupiranja temeljem fenotipske ekspresije
analiziranih svojstava kvalitete 1 rodoslovlja mogu biti posljedica statisticki visoko
znacajnog utjecaja uvjeta okoline tj. utjecaja godine Koji je u ovom naSem istrazivanju

potvrden analizom varijance za sva svojstva osim za ukupne saharide. Isto su zakljucili i Liu
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i suradnici (2011.) usporedbom genetske divergentnosti procijenjene temeljem agronomskih

svojstava i genetske divergentnosti procijenjene mikrosatelitima.

U odnosu na genotipove nastale u Poljoprivrednom Institutu Osijek, strane sorte SG-
1 i Alisa izdvajaju se 1 stoje svaka samostalno Sto ukazuje da se razlikuju u istrazivanim
svojstvima kvalitete od vecine sorti. Najstarija sorta u istrazivanom biljnom materijalu,
Gordana, koja je porijeklom iz Hrvatskog Stocarsko Selekcijskog Centra takoder se izdvojila
1 stoji sama, ali se na vecoj genetskoj udaljenosti ipak svrstava unutar grupe PIO genotipova,
Sto znaci da posjeduje vecu sli¢nost svojstava kvalitete s genotipovima nastalim kao rezultat
oplemenjivackog programa PIO u odnosu na Alisu i SG-1. Navedeno moze biti i rezultat
sli¢nih ciljeva oplemenjivanja i sli¢nih uvjeta proizvodnje mati¢nih oplemenjivackih kuc¢a

koje se nalaze u istoj drzavi.

Ako dendrogram promatramo iz ugla pripadnosti genotipova razli¢itim grupama
zriobe, pravilnosti nisu uocljive. Ipak sorte Korana i Lucija, koje su klasificirane kao vrlo
rane (00, 00-0 grupa zriobe), grupirane su zajedno i izdvajaju se od ostalih genotipova. Uz
iznimku Gordane koja je jedina sorta Il grupe zriobe, ostatak sortimenta pripada 0-1 grupi
zriobe, odnosno 0 ili T grupi zriobe pa se i o¢ekivalo da ¢e sortiment biti preciznije grupiran
temeljem svojstava kvalitete, odnosno rasporeden u razliite grupe dendrograma neovisno o
duzini trajanja vegetacije. Takoder, iz dendrograma je moguce uociti da su genotipovi
grupirani bez obzira na vrijeme nastanka. Izuzetak ¢ini grupa u kojoj se nalaze sorte Korana
I Lucija, obje priznate 2006. godine, te podgrupa u kojoj su isklju¢ivo novi kultivari Seka i
Sara (priznati 2010. godine) i novonastala linija OS-60-06. Grupiranje genotipova neovisno
o vremenu priznavanja ukazuje da procjenom genetske udaljenosti temeljem istrazivanih
svojstava ne mozemo utvrditi genetski napredak nove germplazme u odnosu na staru u
kvaliteti zrna. Ovo je i o¢ekivano jer, uz izuzetak koncentracije bjelancevina i ulja, ispitivana
svojstva kvalitete nisu bila dio oplemenjivackog programa PIO genotipova koji ¢ine vecinu
istrazivanog biljnog materijala odnosno rad na unaprjedenju spomenutih svojstava kvalitete

zrna dio je nove strategije oplemenjivackog programa koji je tek u zacecima.

Tako prema istrazivanju Cupica (2006.) veée variranje svojstava ¢esto moze rezultirati
u maskiranju stvarne vrijednosti pojedinih svojstava i nepouzdanih vrijednosti temeljem

kojih se procjenjuje raznolikost neke skupine genotipova, izraCunati parametri genetske
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udaljenosti te grupiranje genotipova omogucavaju izdvajanje genotipova koji bi mogli

predstavljati pozeljne roditeljske parove za krizanja.

Analiza glavnih sastavnica (PCA) za 19 svojstava i 22 genotipa soje pokazala je da se
vecina sorti nalazi u srediSnjem dijelu biplota, rasporedena u sva Cetiri kvadranta. Pri tome
jednu grupu ¢ine sorte Ika, Mara, Julijana, Podravka 95, Gordana, Sonja, Nada, Zora i Vita
koje u dendrogramu temeljenom na svojstvima kvalitete ¢ine veci dio 11 B grupe (poglavlje
3.1.6.). Sorte Korana i1 Lucija koje ¢ine zasebnu grupu u gore spomenutom dendrogramu
izdvajaju se i u biplotu i nalazimo ih na periferiji te su najudaljenije od srediSta u odnosu na
ostale sorte. Sorta Seka i linija OS-60-06 koje se nalaze u istoj grupi dendrograma i ovdje su
vrlo blizu jedna drugoj. Iz navedenog se moze zakljuciti da se PCA rezultati poklapaju sa
rezultatima grupiranja u dendrogramu konstruiranom temeljem svojstava kvalitete.
Podudaranje razli¢itih multivarijantnih analiza ranije su utvrdili Liu i1 suradnici (2011.), dok
su se u slucaju Peri¢ i suradnika (2014.) sorte u dendrogramu grupirale temeljem tipa rasta,

a u biplotu prema grupi zriobe.

Ako promatramo raspored razli¢itih svojstava u biplotu, uo€avamo grupiranje koje
odgovara ranije utvrdenim meduodnosima svojstava. Pomoc¢u kosinusa kuteva izmedu
vektora bilo kojih svojstava mozemo procijeniti koeficijent korelacije (Yan i Kang, 2003.),
pri cemu oStri kutevi izmedu vektora svojstava pokazuju pozitivnu korelaciju, tupi kutevi
negativnu korelaciju, a pravi kutevi ukazuju na nedostatak korelacije (Murphy i sur., 2009.).
Tako je iz biplota ocito da su koncentracija ulja i bjelan¢evina u negativnoj korelaciji, sadrzaj
daidzeina, genisteina i ukupnih izoflavona u pozitivnoj, glukoza, fruktoza i saharoza u
pozitivnoj, koncentacija rafinoze i ukupnih saharida u pozitivnoj i sli¢no. Osim grupiranja i
meduodnosa svojstava, analizom glavnih sastavnica mozemo utvrditi i svojstva koja imaju
najveéi ucinak odnosno svojstva koja treba uzeti u obzir pri selekciji materijala u
oplemenjivackim programima. To su svojstva koja opterecuju PC1 os, a u ovom istrazivanju

su to bile koncentracija saharoze i koncentracija ukupnih saharida.

Biplot analize glavnih sastavnica godina pokazuje da su sorte Lucija, Sanda, Gordana,
Lika, Julijana, Zora i Alisa najstabilnije u razli¢itim uvjetima sredine, dok su sorte SG-1,
Tena, Mara, Ika, Anica, Podravka 95 najnestabilnije. Ostatak sorti se nalazi izmedu. Takoder

uocavamo da se 2011. godina nalazi u pozitivnom dijelu obje PC osi (I kvadrant), godina
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2012. u pozitivnom dijelu PC2 osi, ali u negativnom dijelu PC1 osi (Il kvadrant), dok je
vektor 2010. godine tik uz PC1 os i nalazi se takoder u I kvadrantu biplota. 1z navedenog
mozemo zakljuciti da su u odnosu na 2012. godinu, godine 2010. 1 2011. bile nesto povoljnije

za istrazivane genotipove.

4.2. Genetska raznolikost utvrdena SSR biljezima

Uz kemijske analize parametara kvalitete zrna, za evaluaciju biljnog materijala u
oplemenjivackim programima znacajna je 1 primjena molekularnih biljega, Cija se
ucinkovitost i pouzdanost zasnivaju na mogucénosti direktnog i brzog odredivanja
divergentnosti genotipova, iskljucujuéi utjecaj okoline. Tako su Sudari¢ i suradnici (2008.)
u istrazivanju uporabe molekularnih biljega za odabir roditeljskih komponenti soje utvrdili
da se genetska divergentnost roditelja, procijenjena pomoc¢u 14 mikrosatelitnih biljega,
ocitovala u agronomskoj performansi potomstva, odnosno da su krizanja divergentnijih
roditelja dala potomstva sa ve¢im urodom zrna i boljom kvalitetom zrna te zaklju¢uju da
uporaba biljega doprinosi ucinkovitosti oplemenjivackog programa. Orf i suradnici (2004.)
te Sneller i suradnici (2005.) navode i da ¢e krizanja divergentnijih elitnih roditelja rezultirati
u populaciji koja sadrzi vecu genetsku varijaciju za vazna agronomska svojstva u usporedbi
sa krizanjima roditelja koji su srodniji. Za proucavanje genetske udaljenosti na soji najcesce
se koriste mikrosatelitni biljezi odnosno SSR biljezi (Park i sur., 2009.) koji su koristeni i u
ovom istrazivanju. Lokusi mikrosatelitnih biljega odabrani su pregledom literature koja je
sadrzavala signifikantne rezultate studija povezanosti polimorfizma DNA biljega i pojedinih
svojstava kvalitete zrna za soju (Cregan i sur., 1999.; Sebolt i sur., 2000.; Chapman i sur.,
2003.; Kim i sur., 2005.; Priolli i sur., 2014. Wang i sur., 2014.), a svi koji su se koristili su
prethodno mapirani i integrirani u genetske povezujuc¢e mape za soju koje su razvili Cregan

I suradnici (1999.), te Song i suradnici (2004.).

Tavaud-Pirra i suradnici (2009.) koristili su 18 mikrosatelita za utvrdivanje genetske
divergentnosti 350 Glycine max genotipova, 2 Glycine soja genotipa, te 17 poludivljih
genotipova soje. Unutar Glycine max grupe ukupno se amplificiralo 222 alela pri cemu je
prosjecan broj alela po lokusu iznosio 12,3, a prosje¢na He vrijednost 0,734 (Tavaud-Pirra i
sur., 2009.). Mulato 1 suradnici (2010.) su istrazivali genetsku divergentnost 79 primki iz

razli¢itih dijelova svijeta. Uz pomo¢ 30 SSR parova pocetnica uspjeli su amplificirati 259
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alela uz prosjecno 8,63 alela po lokusu. Srednja PIC vrijednost je bila visoka (0,626), a
prosjecna He vrijednost je varirala od niskih (0,182) do visokih vrijednosti (0,935). Priolli i
suradnici (2010.) su unutar 168 elitnih brazilskih kultivara uz pomo¢ 18 mikrosatelita uspjeli
amplificirati tek 91 alel ¢iji je broj po lokusu iznosio u prosjeku 5,06. Liu i suradnici (2011.)
istrazivali su genetsku divergentnost 91 genotipa soje iz Shaanxi provincije u Kini uz pomoc¢
agronomskih svojstava te uporabom 35 mikrosatelitna biljega. Utvrdili su ukupno 250 alela
pri cemu se broj alela po lokusu kretao od 4 do 12 uz prosje¢nu vrijednost koja je iznosila
7,14 alela po lokusu. Informacijski sadrzaj polimorfizma kretao se 0,11 do 0,60 uz prosjek
od 0,26. Song i suradnici (2013.) su procjenom genetske divergentnosti 185 genotipova soje
iz razli¢itih podrucja svijeta uz pomo¢ 72 mikrosatelita utvrdili ukupno 784 alela s rasponom
od 3 do 31 alel po lokusu (prosjecno 10,9). Prosje¢na PIC vrijednost je u istom istrazivanju
iznosila 0,607, a prosje¢na He vrijednost 0,648 (0,164 — 0,922). Peri¢ i suradnici (2014.) su
istrazivanjem 18 genotipova porijeklom iz Hrvatske i1 Srbije uz pomo¢ 21 RAPD biljega
uspjeli amplificirati 107 alela od ¢ega je 46 bilo polimorfno. Prosje¢an broj alela po lokusu
bio je 5,1, a PIC vrijednost 0,3887. Visoke prosje¢ne Na (14,1) i PIC (0,897) vrijednosti
utvrdene u istrazivanju u sklopu ove disertacije, unato¢ relativno malom broju upotrebljenih
biljega te malom setu genotipova u odnosu na ostala spomenuta istrazivanja, ukazuju na
dobar odabir mikrosatelita temeljem povezanosti njihovog polimorfizma i pojedinih
svojstava kvalitete zrna za soju. Takoder, visoka He vrijednost (0,905) unato¢ poznatoj uskoj
genetskoj osnovi istrazivanog materijala ukazuje da genetska raznolikost u specificnim
svojstvima kvalitete, ¢iju fenotipsku ekspresiju odabrani biljezi kodiraju, ipak postoji, ali do

sada nije uocena jer nije bila u fokusu istraZivanja.

4.2.1. Genetska udaljenost utvrdena SSR biljezima

Prosje¢na genetska udaljenost (GD) prema Nei-u (1973.) iznosila je 0,938, a najmanja
je (GD = 0,4) utvrdena izmedu sorti Vita 1 Sanda. Kao $to je navedeno u rezultatima
istrazivanja (poglavlje 3.2.2.) maksimalan koeficijent genetske udaljenosti prema Nei-u
(1973.) (GD = 1) utvrden je izmedu ¢ak 45,46 % parova genotipova $to ukazuje ne veliku
raznolikost materijala u svojstvima kvalitete. lako su Song i suradnici (2013.) te ranije
Leberg (2002.) potvrdili da genetska divergentnost ovisi o veli¢ini uzorka, unutar vecih
setova biljnog materijala nize GD vrijednosti odnosno veliku sli¢nost koja potvrduje usku

genetsku bazu materijala i nedostatak divergentnosti utvrdili su Narvel i suradnici (2000.),
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Priolli i suradnici (2002.), Tavaud-Pirra i suradnici (2009.), Bonato i suradnici (2006.),
Ristova 1 suradnici (2010.) te Peri¢ i suradnici (2014.). U istrazivanju Peri¢ i suradnika
(2014.), unato¢ niskoj genetskoj udaljenosti (GD = 0,418), genotipovi SU Se U grupe
dendrograma rasporedili sukladno pripadnosti razli¢itim oplemenjivackim programima
odnosno sukladno rodoslovlju. Iz toga autori zakljucuju da su koriSteni RAPD biljezi
pogodni za utvrdivanje Cak i malih razlika izmedu materijala, a sli¢ne rezultate dobili su

Priolli i1 suradnici (2002.) te Ristova i suradnici (2010.), koriste¢i SSR biljege.

Temeljem izraCunatih GD vrijednosti konstruiran je UPGMA dendrogram koji je
istrazivane genotipove podijelio u 2 grupe (I i IT). Unutar I grupe dendrograma, zajedno su
grupirane sorte Alisa i SG-1, obje strane sorte, te sorte Lucija i Korana koje su jedine vrlo
rane 1, prema dostupnim podatcima, ne dijele zajednicke roditelje sa ostatkom sortimenta. U
istoj grupi zasebno stoji sorta Gordana koja je porijeklom iz HSSC. Sorte ¢iji je jedan roditelj
Ika (Toma, Tena, OS-60-06, Mara i Sonja) zajedno sa sortom lka rasporedene u II grupi
dendrograma, ali u razli¢itim podgrupama. U istoj podgrupi (IIB) sa Ikom nalaze se sorte
Tena i Toma dok je ostatak sorti ¢iji je roditelj Ika grupiran u I1A podgrupi dendrograma.
Sorta Vita grupirana je uz sortu Sanda s kojom dijeli zajednickog roditelja Sto odgovara
podatcima rodoslovlja, sorta Julijana i sorta Ika, koje dijele zajednickog roditelja, nalaze se
u istoj podgrupi dendrograma (IIIB), a sorta Sara u istoj grupi, ali u razli¢itoj podgrupi u
odnosu na svog roditelja Podravku 95. Nedosljednost u odnosu na ranija istraZivanja
uocavamo iz toga §to sorte SG-1, Ika i Podravka 95 koje su u istrazivanju Sudari¢ 1 suradnika
(2008.) bile grupirane zajedno, ovdje pripadaju razli¢itim grupama. Kao $to je navedeno u
poglavlju 4.1.2. i utvrdeno iz djelomi¢no dostupnih podataka o rodoslovlju te prethodnih
istrazivanja genetske udaljenosti, genotipovi koriSteni u istrazivanju imaju usku genetsku
osnovu pa su ocekivana odredena odstupanja u grupiranju u odnosu na pedigre. Razlog
odstupanjima moze biti i u malom broju biljega koriStenih za analizu udaljenosti odabranih
temeljem svoje povezanosti s istrazivanim svojstvima kvalitete. Uz to, pri usporedbi
grupiranja genotipova temeljem molekularnih analiza u odnosu na podatake o rodoslovlju
treba spomenuti da procjene povezanosti koeficijenta srodstva (COP — eng. Coefficient Of
Parentage) izraCunatog temeljem rodoslovlja i molekularnih analiza variraju od niskih
(Bonato 1 sur., 2006., Priolli 1 sur., 2010.) do umjerenih (Kisha i sur., 1998.) §to znaci da su

odstupanja moguca. Koeficijent srodstva se moze koristiti kao mjerilo genetske sli¢nosti u

81



Rasprava

slucajevima kada su poznati cjelokupni pedigrei temeljem kojih se isti racuna (Cox 1 sur.,

1985.), $to ovdje nije slucaj, zbog ¢ega navedeni parametar nije bio ukljucen u istrazivanje.

4.2.2. Analiza molekularne varijance (AMOVA)

Analizu molekularne varijance medu prvima su koristili Excoffier i suradnici (1992.).
Ovom metodom moguée je raspodijeliti genotipsku varijancu izmedu i unutar bilo kojih
pretpostavljenih strukturnih razina, uz testiranje razina znaCajnosti za svaki izvor
varijabilnosti. U ovom istraZivanju, pretpostavljenu strukturnu razinu za grupiranje 19
genotipova porijeklom s Poljoprivrednog instituta Osijek Cinilo je vrijeme priznavanja
kultivara pri ¢emu su sorte i jedna linija podijeljene u dvije grupe: (1) sorte priznate prije
2007. godine i (2) sorte priznate nakon 2007. godine i novostvorena linija OS-60-06. Sorte
priznate nakon 2007. godine, te linija OS-60-06 rezultat su oplemenjivackog programa PIO
u sklopu kojeg se uz poboljsanje prinosa, stabilnosti, otpornosti na polijeganje i bolesti te
sadrzaja bjelancevina i ulja pocelo istrazivati i raditi na specifiénim svojstvima kvalitete od
kojih su neka ukljucena i u ovo istrazivanje. Uz udio pojedinih izvora varijabilnosti u
ukupnoj, analizom molekularne varijance utvrduje se i indeks fiksacije (@gr) koji sluzi za
kvantifikaciju diferencijacije medu podpopulacijama nastalim podjelom pocetne populacije
(Wright, 1978.), pri ¢emu se vrijednosti krecu u rasponu od 0 (bez diferencijacije) do 1
(potpuna diferencijacija). Wright (1978.) navodi da (¢g7) vrijednosti u rasponu od 0 do 0,05
ukazuju na nisku razinu diferencijacije, raspon od 0,05 do 0,15 na umjerenu razinu,
vrijednosti u rasponu od 0,15 do 0,25 na veliku i vrijednosti preko 0,25 na vrlu veliku razinu
diferencijacije podpopulacija. Sukladno navedenom, iz rezultata molekularnih analiza
napravljenih u sklopu ove disertacije uo¢avamo umjeren i statisti¢ki visoko znacajan utjecaj
razdoblja priznavanja na molekularnu varijancu (@gr = 0,071; P, < 0,001). Vrlo mali udio
varijabilnosti (3 %) koji je rezultat razlika izmedu dva razdoblja ukazuje na to da sorte
priznate nakon 2007. godine ne posjeduju vecu varijabilnost u svojstvima kvalitete u odnosu
na ranije priznate sorte. Ovakav rezultat je i oCekivan jer je oplemenjivanje kvalitete zrna
zahtjevan 1 dugotrajan proces pa znacajnije poboljSanje svojstava od interesa
konvencionalnim metodama oplemenjivanja zahtjeva dugi niz godina. Velik udio
varijabilnost (97 %) koji je rezultat razlika unutar razdoblja govori o genetskoj
divergentnosti istrazivanih genotipova u svojstvima kvalitete, Sto je poZeljno jer omogucéava

odabir roditeljskih kombinacija koje bi mogle rezultirati superiornim potomstvom. Slicne
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vrijednosti za izvore varijabilnosti utvrdili su Cho 1 suradnici (2008.) istrazivaju¢i 260
genotipova soje porijeklom iz Koreje pomocu 92 SSR biljega pri ¢emu su utvrdili da su
razlike izmedu podpopulacija ukupnoj varijanci doprinosile s 5,03 %, dok su razlike unutar
podpopulacija €inile 94,97 % ukupne varijance. Igbal i1 suradnici (2015.) su istrazivali
sadrzaj skladi$nih bjelancevina zrna kod 139 genotipova soje iz razlicitih dijelova svijeta pri
¢emu su razlike izmedu skupina podijeljenih prema porijeklu ¢inile 10 % ukupne
varijabilnosti, a razlike izmedu razlicitih genotipova 90 % ukupne varijabilnosti. Velik udio
varijabilnosti izmedu razli¢itih genotipova (76,3 %) u ukupnoj varijanci u odnosu na udio
varijabilnosti €iji izvor su zemlje porijekla genotipova i regionalne grupe, utvrdili su i Li 1

Nelson (2001.).

4.3. Usporedba podudarnosti analiza

Kako je genetska divergentnost u ovom istrazivanju procijenjena razli¢itim setovima
podataka (genetska udaljenost temeljena na kvantitativnim podatcima kvalitete zrna i
genetska udaljenost temeljena na rezultatima mikrosatelitnih analiza), neophodno je bilo
usporediti ih 1 utvrditi njithovu medusobnu povezanost za $to se koristi Mantelov test (1967.).
Analizom podudarnosti nije utvrdena statisticka znacajnost Mantelovog testa, a korelacija
razli¢itih setova podataka nije postojala. Ovo potvrduju i razlike u dendrogramima nastalim
na temelju podataka iz razli¢itih matrica u kojima su se sorte ve¢inom razli¢ito grupirale. U
dendrogramu konstruiranom temeljem rezultata analize kvalitete zrna i mase 1000 zrna
genotipovi su razdvojeni u dvije grupe pri ¢emu su I grupu ¢inile sorte Korana i1 Lucija, a 11
sve ostale sorte, dok su kod dendrograma konstruiranog temeljem koeficijenta genetske
udaljenosti u | grupu zajedno sa Koranom i Lucijom grupirane i sorte iz drugih
oplemenjivackih kuéa (Gordana, Alisa i SG-1). Kombinaciju razli¢itih tipova podataka s
ciljem dobijanja Sto jasnije slike o genetskoj razliCitosti ili sli¢nosti materijala koristili su
mnogi autori (Giancola i sur., 2002.; Tavaud-Pirra i sur., 2009.; Mulato i sur., 2010.; Priolli
i sur., 2010.; Peri¢ i sur., 2014.). Nisku (r = 0,28) i signifikantnu (P <0,001) korelaciju
utvrdili su Mulato i suradnici (2010.) izmedu podataka o genetskoj divergentnosti materijala
dobivenim pomoc¢u molekularne analize sa SSR biljezima i EST-SSR (eng. Expressed
Sequence Tag — Simple Sequence Repeats) biljezima. Priolli i suradnici (2010.) su
istrazivanjem genetske udaljenosti 168 genotipova pomocu SSR biljega te procjenom

koeficijenta srodstva (COP) utvrdili statisticki visoko znacajnu (P < 0,001), ali nisku
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korelaciju (r = 0,31) rezultata razli¢itih analiza. Giancola i suradnici (2002.) i Peri¢ i
suradnici (2014.) utvrdili su nisku i nesignifikantnu vezu podataka molekularne i morfoloske
procjene divergentnosti. Nedostatak korelacije, koji je uocen i u istrazivanju u sklopu ove
disertacije, moZe se objasniti ¢injenicom da genotipovi sli¢ni po svojstvima kvalitete zrna,
ne moraju biti 1 genetski sli¢ni jer u fenotipskoj ekspresiji navedenih svojstava sudjeluje
velik broj gena malog ucinka pa razli¢ita kombinacija gena moze dati iste fenotipske
rezultate. Uz to treba uzeti u obzir i statisticki visoko znacajan utjecaj okoline tj. godine
utvrden za sva svojstva kvalitete osim za ukupne saharide, uslijed kojeg genetska
divergentnost temeljena na svojstvima kvalitete ne mora reflektirati stvarnu genetsku
varijabilnost (Smyth i Smyth, 1992.).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju istrazivanja genetske varijabilnosti svojstava kvalitete zrna kod 22 genotipa

soje moze se zakljuciti sljedece:

1. Utvrdeno je postojanje varijabilnosti germplazme soje u svim analiziranim
svojstvima kvalitete zrna i u masi 1000 zrna uz statisticki visoko znacajan utjecaj godine na
sva svojstva osim na ukupne saharide. Analizom genetske udaljenosti genotipova temeljem
kvantitativnih svojstava, genotipovi su rasporedeni u razli¢ite grupe koje su se djelomi¢no
poklapale s dostupnim podatcima o rodoslovlju. Kao sorte koje su prema navedenim
svojstvima bile genetski najudaljenije izdvajaju se Korana i Lucija u odnosu na ostatak

istrazivanog sortimenta.

2. Procjenom genetske udaljenosti genotipova temeljem molekularnih analiza,
genotipovi su rasporedeni u razli¢ite grupe koje su se takoder djelomi¢no poklapale s
dostupnim podatcima o rodoslovlju. Najmanja genetska razlika procijenjena koeficijentom
genetske udaljenosti utvrdena je izmedu sorti Vita 1 Sanda, dok je maksimalna genetska
udaljenost utvrdena kod 45,46 % parova genotipova §to ukazuje na veliku genetsku
raznolikost istrazivanog materijala. Rezultati analize molekularne varijance za 19
genotipova Poljoprivrednog instituta Osijek, pri ¢emu su genotipovi razdvojeni u dvije grupe
temeljem vremena njihovog priznavanja, ukazuju na umjeren 1 statisticki visoko znacaju
utjecaj razdoblja priznavanja na genetsku raznolikost u kvaliteti zrna uz ¢ak 97 % ukupne
varijabilnosti koja je rezultat razlika genotipova unutar razdoblja priznavanja. Preostali udio
ukupne varijance (3 %) rezultat je razlika izmedu razdoblja priznavanja u oplemenjivackom

programu soje Poljoprivrednog instituta Osijek.

3. Rangiranjem genotipova ovisno o razini pojedinog svojstva kvalitete, kao
genotipovi sa superiornom masom 1000 zrna izdvojili su se Alisa, Lucija, Julijana i Korana,
sa superiornom koncentracijom bjelan¢evina sorte Alisa, Sanda, Anica i Sara, a Sa
superiornom koncentracijom ulja sorte SG-1 i Lika. Za proizvodnju jestivog ulja pozeljan
sastav masnih kiselina imale su sorta Korana i linija OS-60-06, a za proizvodnju biodizela
sorta Korana. Pozeljan sastav Secera u zrnu za ishranu ljudi i zivotinja imala je sorta Seka, a

po sadrzaju izoflavona najpozeljnije sorte su bile Korana, Lucija, Lika, Vita i SG-1. Medu
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spomenutima, kao sorte sa superiornom ukupnom kvalitetom zrna izdvajaju se Korana,
Lucija, Alisa i SG-1.

4. Sukladno rezultatima utvrdivanja kvalitete zrna i mase 1000 zrna te procjeni
genetske udaljenosti iz kvantitativnih i molekularnih podataka, medu sortama s visokom
kvalitetom zrna koje su u odnosu na ostatak istrazivanih genotipova, ali i u medusobnom
odnosu genetski najudaljenije izdvajaju se sorte Korana, Lucija, Alisa i SG-1. Uporaba ovih
sorti kao roditeljskih komponenti u budu¢im programima krizanja, povecala bi Sanse
stvaranja populacije koja bi, u odnosu na postoje¢i sortiment, Sadrzavala genotipove

superiorne u kvaliteti zrna.

Iako rezultati Mantelovog testa kojim su usporedene kvantitativna i molekularna
procjena genetske raznolikosti nisu bili statisticki znacajni, a korelacija razliitih setova
podataka nije utvrdena moze se zakljuéiti da kombiniranje ovakvih analiza pruza dovoljno
informacija Cija uporaba pove¢ava mogucnost uspjesnog odabira roditeljskih komponenti.
Nedostatak korelacije izmedu kvantitativnih i molekularnih procjena genetske raznolikosti
bio je 1 o¢ekivan uslijed velikog utjecaja uvjeta okoline na svojstva kvalitete te ¢injenice da
se radi 0 svojstvima koji su pod kontrolom velikog broja gena malog u¢inka pa genotipovi
koji su na molekularnoj razini razli¢iti mogu imati istu fenotipsku ekspresiju. lako su obje
metode koriStene za utvrdivanje genetske raznolikosti bile uspjeSne u razdvajanju
genotipova, specifi¢na ograni¢enja u smislu cijene ulaganja, potrebnog vremena, to¢nosti i
uéinkovitosti trebalo bi imati na umu pri planiranju preliminarnih istrazivanja u

oplemenjivackim programima.
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7. SAZETAK

U ovom istrazivanju ispitana je genetska varijabilnost svojstava kvalitete germplazme
soje temeljem utvrdivanja mase 1000 zrna te kemijskih analiza zrna i molekularnih analiza
te utvrdena genetska udaljenost genotipova temeljem spomenutih setova podataka. Ciljevi
ovog istrazivanja bili su na 22 genotipa soje: (1) procjeniti genetsku varijabilnost svojstava
kvalitete zrna i genetsku udaljenost germplazme soje na temelju izracuna mase 1000 zrna te
kemijskih analiza zrna koje su ukljucivale odredivanje koncentracije bjelancevina i ulja,
sastava i koncentracije masnih kiselina i saharida te sastava i sadrzaja izoflavona; (2)
procjeniti genetsku varijabilnost svojstava kvalitete zrna germplazme soje uz pomo¢ SSR
biljega izabranih temeljem rezultata studija povezanosti polimorfizma DNA biljega i
pojedinih istrazivanih svojstava kvalitete zrna; (3) odabrati genotipove s pozeljnim
svojstvima kvalitete zrna; (4) identificirati najudaljenije sorte s poZeljnim svojstvima
kvalitete kao potencijalne roditeljske kombinacije za buduée programe krizanja. Tijekom tri
vegetacijske sezone (2010. — 2012.), na Poljoprivrednom institutu Osijek postavljen je
poljski pokus u 2 ponavljanja po slu¢ajnom bloknom rasporedu. Svake godine pokusa nakon
zetve odredena je masa 1000 zrna te su napravljene kemijske analize kojima se utvrdila
koncentracija bjelanéevina i ulja, sastav i koncentracija masnih kiselina i saharida te sastav
i sadrzaj izoflavona u zrnu soje. Na kraju trogodi$njeg pokusa napravljene su i molekularne
analize. Statisticka obrada rezultata ovih analiza ukljucivala je izracun standardnih mjera
varijacije, analizu varijance, utvrdivanje udaljenosti genotipova temeljem standardiziranih
srednjih vrijednosti svojstava kvalitete zrna te izradu pripadajuéeg UPGMA dendrograma,
utvrdivanje genetske udaljenosti po Nei-u (1973.) temeljem molekularnih analiza uz pomo¢
10 mikrosatelitnih biljega te izradu pripadajuéeg UPGMA dendrograma, analizu
molekularne varijance za genotipove porijeklom sa Poljoprivrednog instituta Osijek te
usporedbu podataka razli¢itih vrsta analiza Mantelovim testom. Nakon zavrSene analize
podataka utvrdeno je da unutar istrazivanog seta biljnog materijala postoji genetska
raznolikost u svojstvima kvalitete zrna Sto je i potvrdeno na molekularnoj razini. Utjecaj
genotipa je bio statisticki znacajan za sva istraZivana svojstva, a utjecaj godine za sva 0sim
za ukupne saharide. Genetska udaljenost procijenjena iz rezultata analiza kvalitete i mase
1000 zrna varirala je od 2,5 do 8 s prosjecnom vrijednoscu koja je iznosila 5,94, a UPGMA
dendrogram konstruiran temeljem ovih vrijednosti uspjesno je razdvojio genotipove u grupe.

KorisSteni set od 10 biljega imao je visoku razinu informativnosti, a analizom 22 genotipa
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amplificiran je ukupno 141 alel. Prosjecna genetska udaljenost utvrdena iz rezultata
molekularnih analiza iznosila je 0,983. Kao sorte sa visokom kvalitetom zrna koje su
medusobno genetski najudaljenije izdvojile su se Korana, Lucija, Alisa i SG-1 u odnosu na
ostatak istrazivanih genotipova, ali i u medusobnom odnosu $to dovodi do zakljucka da
njihovo ukljucivanje u programe krizanja moze povecati Sanse stvaranja populacije koja bi
sadrzavala genotipove superiorne u kvaliteti zrna u odnosu na postojeci sortiment. Analizom
molekularne varijance za 19 genotipova Poljoprivrednog instituta Osijek utvrden je umjeren
1 statisticki visoko znacajan utjecaj razdoblja priznavanja na genetsku raznolikost pri cemu
je €ak 97 % ukupne varijabilnosti bilo rezultat razlika genotipova unutar razdoblja
oplemenjivanja. Mantelovim testom usporedbe razliitih setova podataka nije utvrdena
statisticka znacajnost dok korelacija nije niti postojala Sto potvrduju 1 razlike u
dendrogramima u kojima su se sorte ve¢inom razli¢ito grupirale. Slijedom prethodno
navedenog moze se zakljuciti da obje metode koriStene za utvrdivanje genetske raznolikosti
uspjes$no razdvajaju istrazivane genotipove, ali bi njihova specificna ograni¢enja u smislu
cijene inputa, potrebnog vremena, to¢nosti i u¢inkovitosti trebalo imati na umu pri planiranju

preliminarnih istrazivanja u oplemenjivackim programima.

Kljucne rijeci: soja, kvaliteta zrna, genetska divergentnost, SSR, UPGMA, oplemenjivanje
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8. SUMMARY

Genetic variability of soybean (Glycine max L. Merr.) germplasm seed quality

This research investigated the variability of soybean germplasm seed quality by
determeninig 1000 seed weight, chemical analyses of seed and molecular analysis of 22
soybean genotypes. Aims of this research were: (1) assessing genetic variability of seed
quality and genotypes' genetic distance on the basis of measuring 1000 seed weight and by
determining soybean seed protein and oil, fatty acid and saccharide composition and
concentrations as well as isoflavone composition and contents; (2) assessing genetic
diversity and genetic distance of genotypes with the help of SSR markers chosen on the basis
of relevant association studies between used markers and investigated seed quality
parameters; (3) choosing genotypes with favourable seed quality; (4) among genotypes with
favourable seed quality, choosing those genetically most distant for future crossing
programmes. Field trials were set up in randomized complete block design with two
replications, at the Agricultural Institute Osijek during three growing seasons (2010-2012).
Chemical analyses (protein and oil concentrations, composition and concentration of fatty
acids and saccharides, composition and content of isoflavones) and determining the 1000
seed weight were performed each year after harvest while molecular analysis was done at
the end of the three year trial. Statistical analyses of the results included: calculating basic
measures of variation, analysis of variance, determining genotypes' genetic distance with
standardised average values of seed quality parameters and contructing corresponding
UPGMA dendrogram, determining genetic distance according to Nei (1973) on the basis of
molecular analysis with 10 microsatellite markers as well as constructing corresponding
UPGMA dendrogram, analysis of molecular variance for Agricultural Institute Osijek’s
genotypes and comparing the results of different types of analyses with Mantel's test.
Analysed data showed exsistance of genetic diversity in seed quality among tested plant
materials, wich was confirmed on the molecular level also. The influence of genotype was
statistically significant for all investigated quality parameters and the influence of year for
all except combined saccharides. Genetic distance assesed from 1000 seed weight and seed
quality results varied between 2.5 and 8 with average value of 5.94 and resulting UPGMA
dendrogram successfully divided genotypes into different groups. Used set of 10 primer pairs

amplified 141 allel in 22 genotypes suggesting high level of marker informativeness.
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Average genetic distance coefficient calculated from the results of molecular analysis was
0.983. According to results of above mentioned analyses, cultivars with favourable seed
quality that are genetically distant from other genotypes were Korana, Lucija, Alisa and SG-
1 which makes them suitable parents in future crossing programmes aiming to produce
genotypes superior in seed quality in comparison to existing ones. Analysis of molecular
variance for 19 soybean genotypes created at the Agricultural Institute Osijek determined
moderate and statistically significant effect of cultivars' registration time period on genetic
diversity with 97 % of total variability being the result of differences between genotypes in
time period groups. Mantel's test for comparing showed no statistically significant
correlation existed between matrices made by different sets of data while no correlation was
observed. This was also confirmed by dendrogrames constructed on the basis of different
data sets, in which tested genotypes grouped differently. In conclusion, both methodes of
determining genetic diversity are successful in grouping tested genotypes but their specific
restrictions concerning cost of input, time needed, accuracy and effectiveness should be

bared in mind while planning preliminary research in breeding programmes.

Key words: soybean, seed quality, genetic diversity, SSR, UPGMA, breeding
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9. PRILOG

Prilog 1

Popis kratica, oznaka i simbola

AFLP -

AMOVA -
ANOVA -
AST -
CTAB -
COP -
CPGRD -

CVv -
DNA -
EDTA -
EST-SSR
FAO -

FAOSTAT

GD -
He -
MAS -
Na -
PCA -
PCR -
PIC -

PIO -
QTL -

Amplified Fragment Length Polymorphism; polimorfizam duzine
amplificiranih ulomaka

Analysis of Molecular Variance; analiza molekularne varijance
Analysis of Variance; analiza varijance

Apsolutno Suha Tvar

cetiltrimetilamonij bromid

Coefficient of Parentage; koeficijent srodnosti

Croatian Plant Genetic Resources Database; Baza podataka biljnih
genetskih izvora Republike Hrvatske

Coefficient of Variation, koeficijent varijacije

Deoxyribonucleic Acid — deoksiribonukleinska kiselina
Ethylenediaminetetraacetic Acid - etilendiamintetraoctena kiselina
Expressed Sequence Tag — Simple Sequence Repeats

Food and Agriculture Organization of the United Nations; Organizacija
za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih nacija

Food and Agriculture Organization of the United Nations — the
statistics division; statisticko odjeljenje Organizacije za hranu i
poljoprivredu Ujedinjenih nacija

Genetic Distance; genetska udaljenost

genetska raznolikost / o€ekivana heterozigotnost

Marker Assisted Selection; biljezima potpomognuta selekcija

broj alela po lokusu

Principal Component Analysis; analiza glavnih sastavnica
Polymerase Chain Reaction; lan¢ana reakcija polimerazom
Polymorphism Information Content; informacijski sadrzaj
polimorfizma

Poljoprivredni institut Osijek

Quantitative Trait Loci; lokusi kvantitativnih svojstava
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RAPD

RFLP

SAD
SEVAG
SNP
SSR

ST

TBE

TE

Tris
UPGMA

Randomly Amplified Polymorphic DNA; nasumi¢no amplificirana
polimorfna DNA

Restriction Fragment Length Polymorphism; polimorfizam duzine
restrikcijskih ulomaka

Sjedinjene Americke Drzave

kloroform izoamil alkohol

Single Nucleotide Polymorphism; polimorfizam jednog nukleotida
Simple Sequence Repeats; jednostavne ponavljajuce sekvence -
mikrosateliti

Suha Tvar

Tris-Borna kiselina EDTA

Tris- EDTA

tris(hidrokismetil)aminometan

Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean; Neponderirana

metoda za sparivanje skupina na temelju prosjecnih vrijednosti
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Prilog 2

Srednje vrijednosti i mjere varijacije za kvantitativna svojstva. Stranice 119 —138.
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Tablica 30. Srednje vrijednosti i mjere varijacije za apsolutnu masu zrna (g) genotipova soje
(2010.-2012.).

Oznaka Genotip Apsolutna masa zrna (g) Srednja
2010. 2011. 2012. vrijednost
1 LIKA 198,80 174,90 150,30 174,67°
2 NADA 172,55 170,75 163,15 168,821
3 PODRAVKA 95 137,50 153,85 126,70 139,35°
4 IKA 179,50 155,85 147,05 160,80"
5  ANICA 146,05 184,15 155,50 161,90"
6  JULIJANA 211,15 190,55 175,80 192,50°
7 70RA 164,55 156,80 138,40 153,25K
8 VITA 183,30 171,10 150,05 168,15
9  KORANA 233,40 172,75 160,70 188,95°
10  LUCIA 213,95 189,20 175,00 192,72°
11  TOMA 153,45 162,80 154,65 156,97
12 TENA 195,55 175,10 149,85 173,50%
13 SANDA 184,25 171,95 172,45 176,22¢
14  MARA 173,40 183,35 175,95 177,57
15  SEKA 155,85 155,40 150,55 153,94%
16 SARA 159,55 163,35 174,30 165,739"
17  EMA 175,25 183,30 177,75 178,77°
18  SONJA 194,40 175,55 159,55 176,50
19  0S-60-06 156,35 160,75 144,60 153,90
20 GORDANA 166,10 187,85 157,25 170,40°
21 ALISA 247,15 200,30 197,60 215,022
22 SG-1 149,05 188,95 153,30 163,77"
Srednja vrijednost 179,59° 174,03 159,57¢ 171,06
Minimum 137,50 153,85 126,70 139,35
Maksimum 247,15 200,30 197,60 215,02
15,87 7,64 9,95 9,68

Koeficijent varijacije (%)

Vrijednosti iza kojih slijede razli¢ita slova statisti¢ki su znacajno razlic¢ite kod P = 0,01
LSDgodina(o,01) = 1,613; LSDgenotip(0,01) = 4,36
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Tablica 31. Srednje vrijednosti i mjere varijacije za koncentraciju bjelan¢evina (% AST) u

zrnu genotipova soje (2010.-2012.).

. Koncentracija bjelancevina (% AST) Srednja
Oznaka Genotip .
2010. 2011. 2012. vrijednost

1 LIKA 40,94 37,55 42,26 40,25%
2 NADA 39,29 36,15 42,82 39,42
3 PODRAVKA 95 39,29 37,95 42,56 39,94
4 IKA 40,85 37,64 42,96 40,49%
5 ANICA 41,14 38,72 43,39 41,09°
6  JULNANA 40,26 34,61 42,39 39,08/
7 ZORA 40,45 37,76 43,81 40,67°
8 VITA 40,31 36,59 43,09 39,99¢0
9 KORANA 40,19 36,47 43,69 40,12¢
10  LUCUA 39,22 35,68 43,43 39,441
11  TOMA 39,67 38,30 43,54 40,51
12 TENA 37,98 36,68 42,57 39,08/
13 SANDA 41,70 37,69 44,30 41,23
14  MARA 39,57 36,69 42,95 39,749
15  SEKA 40,15 38,24 41,34 39,911
16  SARA 40,28 38,89 43,96 41,05
17  EMA 39,48 36,07 43,31 39,62"
18  SONJA 40,48 36,84 43,45 40,26%
19  0S-60-06 39,40 36,39 42,79 39,53
20 GORDANA 38,98 36,90 42,51 39,46"
21  ALISA 40,65 38,36 45,49 41,50
22 SG-1 38,81 36,84 41,53 39,06/

Srednja vrijednost 39,96° 37,14° 43,092 40,07

Minimum 37,98 34,61 41,34 39,06

Maksimum 41,70 38,89 45,49 41,50

Koeficijent varijacije (%) 2,18 2,88 2,10 1,81

Vrijednosti iza kojih slijede razli¢ita slova statisticki su znacajno razlicite kod P = 0,01

LSDgodina(O,Ol) =0,103; I—SDgenotip(O,Ol) =0,279
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Tablica 32. Srednje vrijednosti i mjere varijacije za koncentraciju ulja (% AST) u zrnu
genotipova soje (2010.-2012.).

. Koncentracija ulja (% AST) Srednja
Oznaka Genotip "
2010. 2011. 2012. vrijednost

1 LIKA 21,77 23,44 26,35 23,85°
2 NADA 21,22 22,67 25,44 23,11°
3 PODRAVKA 95 20,76 22,12 24,29 22,39
4 IKA 21,51 22,63 25,06 23,06°
5  ANICA 20,97 21,97 24,57 22,50
6 JULIJANA 21,31 23,80 25,72 23,61°
7 ZORA 21,47 23,15 24,43 23,01
8 VITA 21,41 22,54 25,19 23,05°
9 KORANA 21,01 22,97 23,71 22,56"
10  LUCLA 21,71 24,00 25,38 23,69
11  TOMA 20,39 21,73 24,14 22,09'
12 TENA 21,27 23,09 25,45 23,27¢
13 SANDA 20,33 22,31 23,79 22,15
14  MARA 21,70 22,98 25,39 23,36¢
15  SEKA 21,03 22,56 25,66 23,08°
16  SARA 21,17 22,75 25,14 23,02¢f
17  EMA 20,61 22,81 25,13 22,85
18  SONJA 20,78 22,83 24,55 22,729
19  0S-60-06 21,60 23,14 25,04 23,26¢
20  GORDANA 21,91 22,93 25,43 23,42¢
21  ALISA 21,19 22,69 25,09 22,99¢f
22 SG-1 22,34 23,58 26,36 24,09

Srednja vrijednost 21,25° 22,85° 25,06 23,05

Minimum 20,33 21,73 23,71 22,09

Maksimum 22,34 24,00 26,36 24,09

Koeficijent varijacije (%) 2,35 2,44 2,83 2,26

Vrijednosti iza kojih slijede razli¢ita slova statisticki su znacajno razlicite kod P = 0,01

LSDgodinaco,01) = 0,064; LSDgenotipo,01) = 0,172
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Tablica 33. Srednje vrijednosti i mjere varijacije za koncentraciju palmitinske kiseline (%)

u zrnu genotipova soje u Osijeku (2010.-2012.).

_ Koncentracija palmitinske kiseline (%) Srednja
Oznaka Genotip .
2010. 2011. 2012. vrijednost
1 LIKA 10,59 10,88 11,29 10,92¢
2 NADA 10,49 9,87 10,02 10,13°
3 PODRAVKA 95 10,91 10,48 10,71 10,70"
4 IKA 10,74 10,44 10,88 10,69"
5  ANICA 10,00 9,64 10,17 9,944
6  JULJANA 11,52 10,97 11,41 11,292
7 ZORA 10,94 10,49 10,77 10,739
8 VITA 10,51 11,08 10,79 10,79
9 KORANA 9,18 9,54 9,21 9,31
10  LUCNA 10,97 10,98 11,23 11,06°
11  TOMA 10,24 10,33 10,65 10,41™
12 TENA 10,39 10,35 10,96 10,571
13 SANDA 9,58 9,84 10,58 9,99°
14  MARA 10,69 10,55 10,38 10,53%
15  SEKA 10,85 10,92 10,79 10,85¢
16  SARA 10,77 10,10 10,57 10,48
17  EMA 10,35 10,41 10,02 10,26"
18  SONJA 10,54 10,39 10,76 10,56/
19  0S-60-06 10,96 9,72 10,74 10,47'
20 GORDANA 10,54 10,23 10,62 10,46
21  ALISA 11,25 11,44 11,14 11,27°
22 SG-1 10,51 10,06 11,19 10,59'
Srednja vrijednost 10,57° 10,39°¢ 10,682 10,55
Minimum 9,18 9,54 9,21 9,31
Maksimum 11,52 11,44 11,41 11,29
Koeficijent varijacije (%) 4,86 4,86 4,69 4,26

Vrijednosti iza kojih slijede razli¢ita slova statisticki su znacajno razlicite kod P = 0,01

LSDgodina(O,Ol) =0,009; I—SDgenotip(O,Ol) =0,024
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Tablica 34. Srednje vrijednosti i mjere varijacije za koncentraciju stearinske kiseline (%) u
zrnu genotipova soje (2010.-2012.).

. Koncentracija stearinske kiseline (%) Srednja
Oznaka Genotip "
2010. 2011. 2012. vrijednost

1 LIKA 4,09 4,50 4,44 4,34™
2 NADA 4,25 4,83 6,28 5,12 €9
3 PODRAVKA 95 4,67 6,34 5,87 5,63 ¢
4 IKA 4,46 5,82 6,29 5,52 bed
5 ANICA 4,41 4,95 4,74 4,70 K
6 JULIJANA 4,41 4,99 5,71 5,03 ¢fon
7 ZORA 4,63 5,73 7,02 5,79
8 VITA 3,67 4,36 5,19 4.41'm

9 KORANA 3,45 3,70 4,42 3,86"

10  LUCUA 3,41 3,58 4,19 3,73"
11  TOMA 3,92 4,51 5,30 4,58 Kim
12 TENA 4,27 5,39 6,36 5,34 cde
13 SANDA 3,86 4,47 5,15 4,49 KIm
14  MARA 4,15 4,61 6,34 5,03 fon
15  SEKA 4,48 4,63 6,13 5,08 ¢
16  SARA 4,37 5,33 6,24 5,31 def
17  EMA 4,08 4,77 5,88 4,91 9n
18  SONJA 4,29 5,32 6,26 5,29 def
19  0S-60-06 4,69 6,16 7,22 6,032
20  GORDANA 4,64 4,76 4,87 4,76 Nk
21  ALISA 4,27 4,46 6,46 5,06 ¢fo"
22 SG-1 4,01 5,21 5,23 4,82 9"

Srednja vrijednost 4,20° 4,93° 5,712 4,95

Minimum 3,41 3,58 4,19 3,73

Maksimum 4,69 6,34 7,22 6,03

Koeficijent varijacije (%) 8,75 14,18 14,83 11,61

Vrijednosti iza kojih slijede razlicita slova statisticki su znacajno razlicite kod P = 0,01
LSDygodinaco,01) = 0,113; LSDgenotip(o,01) = 0,306
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Tablica 35. Srednje vrijednosti i mjere varijacije za koncentraciju oleinske kiseline (%) u
zrnu genotipova soje (2010.-2012.).

_ Koncentracija oleinske kiseline (%) Srednja
Oznaka Genotip .

2010. 2011. 2012. vrijednost

1 LIKA 23,68 24,32 25,62 24,54
2 NADA 20,46 23,33 28,91 24,239
3 PODRAVKA 95 20,27 26,91 25,84 24,349
4 IKA 22,38 25,82 27,12 25,114
5 ANICA 20,99 23,38 22,89 22,42m
6 JULIJANA 21,39 24,82 25,98 24,06
7 ZORA 22,68 25,97 27,71 25,45¢
8 VITA 24,54 24,27 26,44 25,08¢
9 KORANA 25,71 24,72 31,71 27,382
10  LUCLA 21,38 22,88 27,51 23,921
11  TOMA 18,76 20,55 24,84 21,38°
12 TENA 19,49 24,30 26,82 23,54k
13 SANDA 19,51 21,45 24,82 21,92"
14  MARA 20,76 22,65 28,05 23,82
15  SEKA 20,66 26,22 26,19 24,36
16  SARA 21,12 26,30 27,07 24,83¢
17  EMA 20,58 23,53 28,04 24,05"
18  SONJA 20,82 24,19 26,39 23,80/
19  0S-60-06 22,26 27,37 27,67 25,77°
20 GORDANA 22,75 22,92 23,64 23,10'
21  ALISA 24,12 22,69 28,58 25,13¢
22 SG-1 22,02 28,91 25,92 25,620°
Srednja vrijednost 21,65° 24,43° 26,722 24,27
Minimum 18,76 20,55 22,89 21,38

Maksimum 25,71 28,91 31,71 27,38

Koeficijent varijacije (%) 8,05 8,19 7,05 5,50

Vrijednosti iza kojih slijede razli¢ita slova statisticki su znacajno razlicite kod P = 0,01
LSDgodinaco,01) = 0,070; LSDgenotipo,01) = 0,191
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Tablica 36. Srednje vrijednosti i mjere varijacije za koncentraciju linolne kiseline (%) u zrnu

genotipova soje (2010.-2012.).

_ Koncentracija linolne kiseline (%) Srednja
Oznaka Genotip ..
2010. 2011. 2012. vrijednost

1 LIKA 53,12 52,01 51,67 52,27¢f
2 NADA 56,03 53,52 48,64 52,73¢
3 PODRAVKA 95 55,33 48,32 50,35 51,33%"
4 IKA 54,54 50,16 49,50 51,39%"
5 ANICA 55,16 52,68 53,94 53,93
6 JULIJANA 53,23 50,85 49,00 51,03"
7 ZORA 53,87 50,16 48,10 50,71"
8 VITA 52,66 51,72 49,95 51,449
9 KORANA 53,45 53,86 48,69 52,00
10  LUCLA 56,53 55,05 51,39 54,320
11  TOMA 58,05 55,86 52,42 55,44
12 TENA 56,10 51,16 49,39 52,23¢
13 SANDA 57,20 55,32 49,39 53,97
14  MARA 55,38 53,80 48,29 52,49%
15  SEKA 55,16 47,85 50,29 51,099
16  SARA 55,12 48,47 49,69 51,099
17  EMA 55,71 53,14 48,89 52,58¢%
18  SONJA 54,73 51,79 49,32 51,95
19  0S-60-06 53,74 49,18 47,59 50,174
20 GORDANA 53,75 53,55 53,44 53,58°
21  ALISA 51,42 52,60 46,37 50,13'
22 SG-1 54,38 47,37 49,94 50,56
Srednja vrijednost 54,762 51,75° 49,83¢ 52,11
Minimum 51,42 47,37 46,37 50,13

Maksimum 58,05 55,86 53,94 55,44

Koeficijent varijacije (%) 2,84 4,79 3,67 2,73

Vrijednosti iza kojih slijede razli¢ita slova statisticki su znacajno razlicite kod P = 0,01

LSDgodinaco,01) = 0,149; LSDgenotip(o,01) = 0,405
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Tablica 37. Srednje vrijednosti i mjere varijacije za koncentraciju linolenske kiseline (%) u
zrnu genotipova soje (2010.-2012.).

. Koncentracija linolenske kiseline (%) Srednja
Oznaka Genotip .
2010. 2011. 2012. vrijednost

1 LIKA 7,36 7,11 6,32 6,94
2 NADA 7,76 7,41 4,99 6,72
3 PODRAVKA 95 7,69 6,68 6,18 6,85%
4 IKA 7,043 6,59 5,10 6,24P
5 ANICA 7,83 7,99 6,98 7,59
6 JULIJANA 8,17 7,36 6,49 7,34°
7 ZORA 6,93 6,47 5,18 6,19¢
8 VITA 7,68 7,31 6,32 7,10°
9 KORANA 7,04 6,94 4,68 6,22
10  LUCUA 6,58 6,31 4,41 5,77"
11  TOMA 7,98 7,66 5,68 7,11°f
12 TENA 8,73 7,42 5,38 7,17¢
13 SANDA 8,65 7,67 6,09 7,47°
14  MARA 7,98 7,33 5,84 7,05
15  SEKA 7,91 6,38 5,52 6,60™
16  SARA 7,62 6,56 5,31 6,49"
17  EMA 8,27 7,13 5,39 6,93
18  SONJA 8,47 6,98 5,93 7,12°
19  0S-60-06 7,23 6,29 5,53 6,35°
20  GORDANA 7,13 7,49 6,57 7,07"
21  ALISA 7,72 7,58 5,98 7,09
22 SG-1 7,77 7,03 6,44 7,089"
Srednja vrijednost 7,712 7,08° 5,74¢ 6,84
Minimum 6,58 6,29 4,41 5,77

Maksimum 8,73 7,99 6,98 7,59

Koeficijent varijacije (%) 7,32 6,98 11,45 6,79

Vrijednosti iza kojih slijede razli¢ita slova statisticki su znacajno razlicite kod P = 0,01
LSDygodinaco,01) = 0,009; LSDgenotip(o,01) = 0,026
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Tablica 38. Srednje vrijednosti i mjere varijacije za koncentraciju ukupnih saharida (% AST)
u zrnu genotipova soje (2010.-2012.).

. Koncentracija ukupnih saharida (% AST) Srednja
Oznaka Genotip

2010. 2011. 2012. vrijednost

1 LIKA 6,11 6,40 5,06 5,86
2 NADA 7,37 7,73 5,14 6,75
3 PODRAVKA 95 6,85 5,81 5,55 6,071
4 IKA 6,74 7,23 3,09 5,69%
5 ANICA 6,62 5,51 5,05 5,73
6 JULIJANA 6,17 6,23 5,48 5,96/
7 ZORA 6,39 7,05 5,58 6,349N
8 VITA 7,05 7,44 6,06 6,85%
9 KORANA 7,12 5,25 7,17 6,51f"
10  LUCLA 5,56 6,02 6,68 6,09"
11  TOMA 6,64 5,78 8,93 7,12¢
12 TENA 6,14 6,06 9,03 7,08%
13 SANDA 6,22 6,61 7,44 6,75
14  MARA 5,54 5,27 7,43 6,08"
15  SEKA 6,67 7,86 8,20 7,58%
16  SARA 7,07 7,22 7,04 7,11¢
17  EMA 7,48 7,50 7,32 7,43%
18  SONJA 7,05 5,72 7,04 6,60°7
19  0S-60-06 7,33 7,86 6,74 7,31°¢
20  GORDANA 6,92 6,56 6,71 6,73¢f
21 ALISA 6,32 5,63 6,82 6,26"
22 SG-1 6,56 7,68 8,8 7,682
Srednja vrijednost 6,632 6,562 6,652 6,62
Minimum 5,54 5,25 3,09 5,69

Maksimum 7,48 7,86 9,03 7,68

Koeficijent varijacije (%) 8,13 13,58 21,83 9,18

Vrijednosti iza kojih slijede razli¢ita slova statisticki su znacajno razlicite kod P = 0,01
LSDgodinaco,01) = 0,101; LSDgenotip(o,01) = 0,273
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Tablica 39. Srednje vrijednosti i mjere varijacije za koncentraciju ukupnih oligosaharida (%
AST) u zrnu genotipova soje (2010.-2012.).

Koncentracija ukupnih oligosaharida (%

Oznaka Genotip AST) vfigee((jjrr?(?st
2010. 2011. 2012.

1 LIKA 2,64 2,83 1,84 2,44
2 NADA 3,32 3,13 1,89 2,78
3 PODRAVKA 95 3,18 2,63 2,01 2,611k
4 IKA 2,92 3,18 1,10 2,40'
5 ANICA 3,41 2,76 2,23 2,80°f
6 JULIJANA 2,53 2,74 2,19 2,494
7 ZORA 2,78 3,13 2,00 2,64
8 VITA 2,89 3,04 2,15 2,699N
9 KORANA 3,02 2,52 2,85 2,79°1
10  LUCLA 2,47 2,81 2,88 2,72fdn
11  TOMA 2,98 2,65 3,40 3,0
12 TENA 2,72 2,76 3,26 2,91%
13  SANDA 3,09 3,32 3,14 3,18°
14  MARA 2,70 2,38 2,64 2,57k
15  SEKA 2,73 3,37 2,81 2,97%
16 SARA 2,88 2,99 2,35 2,74
17 EMA 3,18 3,27 2,79 3,08
18  SONJA 2,88 2,53 2,75 2,72fdn
19  0S-60-06 3,25 3,37 2,49 3,04
20 GORDANA 2,96 2,93 2,57 2,82¢f
21 ALISA 2,69 2,50 2,56 2,58
22 SG-1 3,04 3,62 3,54 3,40°
Srednja vrijednost 2,922 2,932 2,52° 2,79
Minimum 2,47 2,38 1,10 2,40

Maksimum 3,41 3,62 3,54 3,40

Koeficijent varijacije (%) 8,64 11,52 22,83 8,94

Vrijednosti iza kojih slijede razlicita slova statisticki su znacajno razlicite kod P = 0,01
LSDgodina(O,Ol) = 0,046; I—SDgenotip(O,Ol) =0,126
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Tablica 40. Srednje vrijednosti i mjere varijacije za koncentraciju glukoze (% AST) u zrnu
genotipova soje (2010.-2012.).

. Koncentracija glukoze (% AST) Srednja
Oznaka Genotip .
2010. 2011. 2012. vrijednost
1 LIKA 0,20 0,20 0,22 0,219N
2 NADA 0,25 0,17 0,23 0,22¢7
3 PODRAVKA 95 0,20 0,16 0,26 0,219
4 IKA 0,22 0,23 0,13 0,19"
5  ANICA 0,16 0,13 0,19 0,16~
6  JULNANA 0,20 0,22 0,23 0,22
7 ZORA 0,21 0,22 0,28 0,24%
8 VITA 0,18 0,26 0,27 0,24%
9 KORANA 0,26 0,18 0,29 0,24%
10  LUCLA 0,12 0,18 0,26 0,19"
11  TOMA 0,28 0,18 0,34 0,26"
12 TENA 0,13 0,17 0,40 0,234f
13 SANDA 0,19 0,17 0,19 0,18
14  MARA 0,15 0,16 0,33 0,21
15  SEKA 0,30 0,19 0,38 0,292
16  SARA 0,23 0,23 0,34 0,26°
17  EMA 0,27 0,19 0,32 0,26
18  SONJA 0,23 0,16 0,33 0,24%
19  0S-60-06 0,25 0,19 0,31 0,250
20 GORDANA 0,21 0,13 0,30 0,219
21  ALISA 0,14 0,19 0,33 0,22¢7
22 SG-1 0,20 0,19 0,37 0,250
Srednja vrijednost 0,21° 0,19¢ 0,292 0,23
Minimum 0,12 0,13 0,13 0,16
Maksimum 0,30 0,26 0,40 0,29
Koeficijent varijacije (%) 23,24 17,01 23,69 13,42

Vrijednosti iza kojih slijede razlicita slova statisticki su znacajno razli¢ite kod P = 0,01
LSDgodinaco,01) = 0,008; LSDgenotipo,01) = 0,021
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Tablica 41. Srednje vrijednosti i mjere varijacije za koncentraciju fruktoze (% AST) u zrnu
genotipova soje (2010.-2012.).

. Koncentracija fruktoze (% AST) Srednja
Oznaka Genotip .
2010. 2011. 2012. vrijednost
1 LIKA 0,02 0,17 0,19 0,13
2 NADA 0,04 0,29 0,29 0,21
3 PODRAVKA 95 0,02 0,20 0,18 0,131
4 IKA 0,05 0,28 0,18 0,17¢f
5  ANICA 0,02 0,17 0,13 0,11
6 JULIJANA 0,05 0,21 0,17 0,14N
7 ZORA 0,05 0,29 0,28 0,21¢
8 VITA 0,04 0,22 0,21 0,16°f"
9 KORANA 0,05 0,19 0,26 0,17¢%
10  LUCLA 0,05 0,20 0,24 0,16°f"
11  TOMA 0,02 0,20 0,37 0,20¢
12 TENA 0,08 0,20 0,39 0,22
13 SANDA 0,04 0,18 0,24 0,15%"
14  MARA 0,02 0,19 0,31 0,17¢
15  SEKA 0,05 0,39 0,40 0,28°
16  SARA 0,07 0,31 0,29 0,22
17  EMA 0,06 0,25 0,30 0,20¢
18  SONJA 0,05 0,21 0,25 0,17¢%
19  0S-60-06 0,05 0,39 0,30 0,25P
20 GORDANA 0,02 0,18 0,23 0,15"
21  ALISA 0,04 0,18 0,24 0,15f"
22 SG-1 0,01 0,24 0,25 0,17¢%
Srednja vrijednost 0,04¢ 0,23° 0,262 0,18
Minimum 0,01 0,17 0,13 0,11
Maksimum 0,08 0,39 0,40 0,28
Koeficijent varijacije (%) 42,94 28,06 27,32 23,42

Vrijednosti iza kojih slijede razli¢ita slova statisticki su znacajno razli¢ite kod P = 0,01
LSDygodinaco,01) = 0,007; LSDgenotip(o,01) = 0,018
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Tablica 42. Srednje vrijednosti i mjere varijacije za koncentraciju saharoze (% AST) u zrnu
genotipova soje (2010.-2012.).

. Koncentracija saharoze (% AST) Srednja
Oznaka Genotip "
2010. 2011. 2012. vrijednost

1 LIKA 3,17 3,08 2,1 2,78%"
2 NADA 3,67 3,53 1,86 3,02
3 PODRAVKA 95 3,35 2,71 2,42 2,839"
4 IKA 3,43 3,37 1,15 2,65
5  ANICA 2,70 2,35 1,90 2,32
6  JULNANA 3,31 2,93 2,10 2,78%"
7 ZORA 3,22 3,26 2,06 2,849
8  VITA 3,86 3,79 2,57 3,412
9 KORANA 3,67 2,63 2,60 2,97
10  LUCUA 2,82 2,74 2,30 2,621
11  TOMA 3,20 2,64 3,26 3,03
12 TENA 3,14 2,80 3,29 3,07%
13 SANDA 2,79 2,83 2,64 2,75"
14  MARA 2,59 2,40 2,89 2,63
15  SEKA 3,38 3,77 3,08 3,412
16  SARA 3,74 3,55 2,81 3,36%
17  EMA 3,83 3,67 2,71 3,40°
18  SONJA 3,81 2,69 2,60 3,03°
19  0S-60-06 3,57 3,77 2,50 3,28
20 GORDANA 3,65 3,19 2,71 3,18
21  ALISA 3,39 2,66 2,60 2,88
22 SG-1 3,23 3,45 3,70 3,462
Srednja vrijednost 3,342 3,08° 2,54¢ 2,99
Minimum 2,59 2,35 1,15 2,32

Maksimum 3,86 3,79 3,70 3,46

Koeficijent varijacije (%) 11,19 15,22 21,90 10,47

Vrijednosti iza kojih slijede razli¢ita slova statisticki su znacajno razlicite kod P = 0,01
LSDgodinaco,01) = 0,040; LSDgenotip(o,01) = 0,109
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Tablica 43. Srednje vrijednosti i mjere varijacije za koncentraciju rafinoze (% AST) u zrnu
genotipova soje (2010.-2012.).

. Koncentracija rafinoze (% AST) Srednja
Oznaka Genotip "
2010. 2011. 2012. vrijednost
1 LIKA 0,64 0,82 0,51 0,66~
2 NADA 0,81 1,16 0,87 0,94¢
3 PODRAVKA 95 0,69 0,92 0,53 0,71Mi
4 IKA 0,62 1,18 0,47 0,75"
5 ANICA 0,84 0,82 0,54 0,749ni
6 JULIJANA 0,52 0,99 0,59 0,691k
7 ZORA 0,58 1,11 0,93 0,87¢
8 VITA 0,62 0,89 0,47 0,66%
9 KORANA 0,72 0,61 1,06 0,79f
10  LUCLA 0,35 0,75 0,97 0,69
11  TOMA 0,70 0,79 1,52 1,01
12 TENA 0,55 0,98 1,39 0,97
13 SANDA 0,67 1,13 1,13 0,98%
14  MARA 0,52 0,62 1,07 0,749Ni
15  SEKA 0,63 1,39 1,28 1,102
16  SARA 0,68 1,09 1,04 0,944
17  EMA 0,65 1,23 1,22 1,03°
18  SONJA 0,66 0,88 1,04 0,86°
19  0S-60-06 0,79 1,39 1,09 1,09%
20 GORDANA 0,67 0,89 0,69 075N
21  ALISA 0,63 0,71 1,01 0,78
22 SG-1 0,67 1,32 0,92 0,97%
Srednja vrijednost 0,65¢ 0,982 0,93° 0,85
Minimum 0,35 0,61 0,47 0,66
Maksimum 0,84 1,39 1,52 1,10
Koeficijent varijacije (%) 16,29 23,65 33,36 16,93

Vrijednosti iza kojih slijede razli¢ita slova statisticki su znacajno razlicite kod P = 0,01
LSDygodinaco,01) = 0,019; LSDgenotip(o,01) = 0,052
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Tablica 44. Srednje vrijednosti i mjere varijacije za koncentraciju stahioze (% AST) u zrnu
genotipova soje (2010.-2012.).

_ Koncentracija stahioze (% AST) Srednja
Oznaka Genotip ..
2010. 2011. 2012. vrijednost
1 LIKA 1,99 2,01 1,34 1,78
2 NADA 2,49 1,94 1,01 1,81
3 PODRAVKA 95 2,49 1,69 1,48 1,899
4 IKA 2,31 1,99 0,63 1,64'
5 ANICA 2,56 1,92 1,69 2,06°
6 JULIJANA 2,01 1,73 1,58 1,78
7 ZORA 2,19 2,02 1,05 1,76%
8 VITA 2,27 2,14 1,69 2,03
9 KORANA 2,30 1,91 1,76 1,99°
10  LUCLA 2,12 2,06 1,89 2,03¢de
11  TOMA 2,28 1,85 1,87 2,00%
12 TENA 2,17 1,76 1,87 1,94
13 SANDA 2,42 2,18 1,99 2,19°
14  MARA 2,19 1,75 1,55 1,83M
15  SEKA 2,09 1,96 1,49 1,85%"
16 SARA 2,19 1,88 1,28 1,78
17  EMA 2,54 2,03 1,53 2,03
18  SONJA 2,21 1,63 1,69 1,85"
19  0S-60-06 2,46 1,96 1,38 1,93f
20 GORDANA 2,29 2,03 1,88 2,07°
21 ALISA 2,06 1,79 1,54 1,79"
22 SG-1 2,37 2,28 2,58 2,412
Srednja vrijednost 2,272 1,93° 1,58¢ 1,93
Minimum 1,99 1,63 0,63 1,64
Maksimum 2,56 2,28 2,58 2,41
Koeficijent varijacije (%) 7,44 8,42 25,13 8,85

Vrijednosti iza kojih slijede razli¢ita slova statisticki su znacajno razlicite kod P = 0,01
LSDgodina(o,01) = 0,015; LSDgenotipo,01) = 0,040
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Tablica 45. Srednje vrijednosti i mjere varijacije za sadrzaj ukupnih izoflavona (mg/100 g

ST) u zrnu genotipova soje (2010.-2012.).

Sadrzaj ukupnih izoflavona (mg/100 g

Oznak Genotip ST) S_r_ednja
2010. 2011. 2012. vrijednost
1 LIKA 152,87 232,49 164,89 183,41¢
2 NADA 163,53 133,23 143,63 146,809"
3 gg DRAVKA 199,74 117,27 188,96 168,66°
4 IKA 230,47 91,97 124,05 148,839
5 ANICA 116,30 148,39 144,05 136,25’
6 JULIJANA 150,24 130,71 144,76 141,90M
7  ZORA 191,21 119,33 128,11 146,229"
8  VITA 171,76 212,30 156,91 180,32¢
9 KORANA 286,65 498,01 73,92 286,20°
10  LUCNA 372,48 254,80 153,18 260,16°
11  TOMA 166,61 189,96 90,12 148,899
12 TENA 155,09 113,19 142,46 136,911
13 SANDA 160,59 156,79 92,37 136,59/
14  MARA 196,95 214,10 103,10 171,39°
15  SEKA 237,49 125,42 149,25 170,72¢
16  SARA 187,98 151,82 139,83 159,88
17 EMA 204,32 180,40 100,30 161,68f
18  SONJA 187,80 129,13 120,43 145,799
19  0S-60-06 177,66 134,53 77,63 129,94
20 GORDANA 142,78 109,45 192,61 148,289
21  ALISA 247,66 239,25 76,60 187,83°
22 SG-1 143,29 124,82 104,06 124,06
Srednja vrijednost 192,892 173,06° 127,78° 164,58
Minimum 116,30 91,97 73,92 124,06
Maksimum 372,48 498,01 192,61 286,20
Koeficijent varijacije (%) 29,21 49,91 27,08 23,97

Vrijednosti iza kojih slijede razli¢ita slova statisti¢ki su znacajno razli¢ite kod P = 0,01

LSDgodina(O,Ol) =1,915; I—SDgenotip(O,Ol) =5,185
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Tablica 46. Srednje vrijednosti i mjere varijacije za sadrzaj daidzeina (mg/100 g ST) u zrnu

genotipova soje (2010.-2012.).

_ Sadrzaj daidzeina u zrnu (mg/100 g ST) Srednja
Oznaka Genotip .
2010. 2011. 2012. vrijednost

1 LIKA 51,97 90,89 66,78 69,88°
2 NADA 53,94 39,81 33,08 42,28"
3 PODRAVKA 95 57,93 42,57 39,89 46,79
4 IKA 69,35 28,09 30,63 42,69"
5  ANICA 42,14 41,96 50,88 44,999
6  JULIJANA 53,95 39,85 41,72 47,177
7 ZORA 54,66 36,61 35,50 42,26"
8  VITA 55,57 85,56 59,03 66,72"
9 KORANA 87,29 105,36 11,58 68,08 *°
10  LUCNA 97,99 42,32 39,86 60,06
11  TOMA 63,51 91,33 12,93 55,93 ¢
12 TENA 46,69 43,08 29,31 39,697
13 SANDA 42,60 47,65 19,88 36,71
14  MARA 60,27 71,04 23,53 51,62°
15  SEKA 80,22 43,63 31,64 51,83°
16  SARA 49,00 48,26 25,23 40,83"
17 EMA 51,04 63,36 20,67 45,029
18  SONJA 53,32 47,88 37,26 46,15
19  0S-60-06 53,24 43,02 11,76 36,01%
20 GORDANA 45,14 54,55 76,29 58,66 ¢
21  ALISA 78,07 63,46 13,93 51,82°
22 SG-1 43,48 24,14 48,69 38,77/

Srednja vrijednost 58,702 54,29° 34,82¢ 49,27

Minimum 42,14 24,14 11,58 36,01

Maksimum 97,99 105,36 76,29 69,88

Koeficijent varijacije (%) 25,65 40,18 51,27 20,56

Vrijednosti iza kojih slijede razlicita slova statisticki su znacajno razlicite kod P = 0,01

LSDgodina0,01) = 0,717; LSDgenotipo,01) = 1,942
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Tablica 47. Srednje vrijednosti i mjere varijacije za sadrzaj gliciteina (mg/100 g ST) u zrnu

genotipova soje (2010.-2012.).

_ Sadrzaj gliciteina u zrnu (mg/100 g ST) Srednja
Oznaka Genotip "
2010. 2011. 2012. vrijednost

1 LIKA 17,85 26,74 39,28 27,95°
2 NADA 21,52 20,02 19,23 20,269
3 PODRAVKA 95 15,91 10,39 46,29 24,20
4 IKA 19,85 13,97 16,68 16,831
5  ANICA 18,81 20,12 32,52 23,82¢de
6  JULJANA 25,41 31,97 19,12 25,50°
7 ZORA 20,77 17,19 12,88 16,95
8  VITA 15,22 14,52 32,55 20,777
9 KORANA 11,27 40,22 16,84 22,77%f
10  LUCNA 30,87 26,66 19,70 25,74°
11  TOMA 13,39 15,17 18,07 15,54
12 TENA 10,14 18,55 11,55 13,41
13 SANDA 23,81 25,84 15,54 21,731
14  MARA 20,77 23,04 24,32 22,719
15  SEKA 19,39 14,52 14,58 16,16
16  SARA 17,26 20,32 14,95 17,511
17  EMA 26,68 22,01 19,60 22,77%f
18  SONJA 25,18 16,80 13,78 18,58"
19  0S-60-06 17,16 17,94 15,71 16,93"
20  GORDANA 18,47 8,76 38,61 21,95¢7
21  ALISA 13,82 23,34 11,54 16,23
22 SG-1 29,55 46,29 18,43 31,422

Srednja vrijednost 19,69° 21,562 21,442 20,90

Minimum 10,14 8,76 11,54 13,41

Maksimum 30,87 46,29 46,29 31,42

Koeficijent varijacije (%) 28,15 41,74 46,08 21,67

Vrijednosti iza kojih slijede razli¢ita slova statisticki su znacajno razlicite kod P = 0,01

LSDgodinaco,01) = 0,744; LSDgenotip(0,01) = 2,015
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Tablica 48. Srednje vrijednosti i mjere varijacije za sadrzaj genisteina (mg/100 g ST) u zrnu

genotipova soje (2010.-2012.).

. Sadrzaj genisteina u zrnu (mg/100 g ST) Srednja
Oznaka Genotip "
2010. 2011. 2012. vrijednost
1 LIKA 83,05 114,86 58,83 85,58
2 NADA 88,06 73,40 91,32 84,26
3 PODRAVKA 95 125,90 64,31 102,79 97,67
4 IKA 141,27 49,91 76,73 89,30
5  ANICA 55,35 86,32 60,65 67,44™
6  JULJANA 70,89 58,88 77,92 69,23™
7 ZORA 115,78 65,53 79,72 87,011
8 VITA 100,97 112,21 65,33 92,849
9 KORANA 188,09 352,43 45,50 195,342
10  LUCNA 243,62 185,82 93,62 174,35
11  TOMA 89,71 83,46 59,11 77,43
12 TENA 98,25 51,56 101,60 83,80k
13 SANDA 94,19 83,31 56,96 78,15'
14  MARA 115,91 120,02 55,25 97,06
15  SEKA 137,89 67,27 103,03 102,73¢
16  SARA 121,73 83,24 99,65 101,54%
17 EMA 126,61 95,03 60,03 93,89
18  SONJA 109,31 64,46 69,40 81,06
19  0S-60-06 107,27 73,57 50,16 77,00
20 GORDANA 79,17 46,14 77,70 67,67™
21  ALISA 155,76 152,44 51,13 119,78°
22 SG-1 70,27 54,39 36,93 53,86"
Srednja vrijednost 114,502 97,21° 71,52¢ 94,41
Minimum 55,35 46,14 36,93 53,86
Maksimum 243,62 352,43 103,03 195,34
Koeficijent varijacije (%) 36,77 68,54 28,21 34,66

Vrijednosti iza kojih slijede razli¢ita slova statisticki su znacajno razli¢ite kod P = 0,01

LSDgodinaco,01) = 1,547; LSDgenotip(o,01) = 4,189
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Prilog 3

Mikrosatelitni profili 22 genotipa soje izraZeni u parovima baza. Stranica 139.
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Tablica 49. Mikrosatelitni profili 22 genotipa soje izraZeni u parovima baza.

rbor.  Genotip Satt251  Satt571  Satt273  Satt277  Satt313  Satt499  Satt278  Satt364  Sattl86  Sat040
1 Lika 204 278 255 266 306 288 537 324 494 457
2 Nada 200 253 275 185 299 298 163 338 500 454
3 Podravka 95 200 244 271 243 302 296 149 338 500 457
4 Ika 198 222 266 185 302 282 544 423 496 452
5 Anica 211 144 267 186 310 293 549 331 489 471
6 Julijana 204 123 260 266 327 289 556 324 494 457
7 Zora 200 123 267 266 310 296 554 338 500 457
8 Vita 307 146 269 268 302 296 563 425 403 457
9 Korana 321 153 282 499 314 310 561 141 2 459
10 Lucija 317 149 287 494 312 305 533 148 - 455
11 Toma 317 131 267 274 204 315 561 338 409 452
12 Tena 317 131 276 274 206 321 563 338 403 452
13 Sanda 307 156 276 268 216 296 563 425 403 452
14 Mara 300 131 284 276 212 308 563 574 412 473
15 Seka 306 229 263 276 206 262 459 574 412 477
16 Sara 308 139 267 276 208 283 445 423 412 473
17 Ema 311 156 260 272 208 277 447 427 409 484
18 Sonja 311 136 268 272 214 262 447 423 424 480
19 0S-60-06 311 229 263 276 206 262 445 417 424 482
20 Gordana 322 260 257 339 206 294 439 - 433 491
21 Alisa 325 234 272 279 208 289 5 420 396 498
22 SG-1 - - 278 - 222 - - - - 498
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ZIVOTOPIS

Rodena sam 21. prosinca 1981. godine u Osijeku. Osnovnu Skolu te dvojezicnu
madarsko-englesku gimnaziju zavrSila sam u PeCuhu, Madarska. Diplomski studij na
Poljoprivrednom fakultetu Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku upisala sam
2001. godine. Diplomski rad pod mentorstvom prof.dr.sc. Jasenke Cosi¢, s temom
,Patogenost Fusarium vrsta za klijance kukuruza®“ obranila sam 2008. godine te stekla
zvanje diplomiranog inzenjera poljoprivrede ratarskog smjera. Radno iskustvo sam pocela
stjecati 01. 04. 2009. na Odjelu za genetiku i oplemenjivanje industrijskog bilja
Poljoprivrednog instituta Osijek u svojstvu znanstvene novakinje u suradni¢kom zvanju na
radnom mjestu asistentice. Isto je planirano i odobreno programom rada znanstvenog
projekta broj 073-0730489-0344 pod nazivom ,,Kontinuirano genetsko unapredenje soje
suvremenim metodama oplemenjivanja®, ¢iji je nositelj dr.sc. Aleksandra Sudaric.
Sveucilisni  poslijediplomski  doktorski studij ,,Poljoprivredne znanosti“, Smjer
»Oplemenjivanje bilja 1 sjemenarstvo™ upisala sam 2009./2010. na Poljoprivrednom
fakultetu u Osijeku. Tijekom svog dosadasnjeg rada u svojstvu znanstvene novakinje
sudjelovala sam na radionici pod naslovom ,,Capacity building of regulatory agencies for
handling and monitoring genetically modified crops, products and processed food* (Osijek,
2009.), organizirane od strane Zavoda za sjemenarstvo i rasadniarstvo, Medunarodne
organizacije za ispitivanje kvalitete sjemena (ISTA), Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo
I Organizacije za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih nacija (FAO), te na radionici
,ZAdvancements in Plant Breeding, Trial Design and Analysis* (Novi Sad, Srbija, 2016.) u
organizaciji UC Davis Akademije za oplemenjivanje bilja (UC Davis Plant Breeding
Academy) i Instituta za ratarstvo i povrtarstvo iz Novog Sada, Srbija. Takoder, aktivno sam
ucestvovala na 5 medunarodnih znanstvenih skupova, te bila ¢lan organizacijskog odbora
medunarodnog skupa EUCARPIA XXII (Opatija, 2011.). Sudjelovala sam u popularizaciji
znanosti kroz organizaciju radionica te u terenskim vjeZzbama sa studentima. Aktivno sam
ukljucena u europsku mrezu provedbe programa Danube Soybean i ¢lan sam Hrvatskog

genetickog drustva.
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Kao koautor ili autor objavila sam slijedece radove i sazetke:

Izvorni znanstveni i pregledni radovi u CC ¢asopisima:

1. Cosié, J., Sudari¢, A., Vrande¢&i¢, K., Matosa Ko&ar, M., Duvnjak, T. (2016.): First
report of soybean Fusarium wilt caused by Fusarium graminearum in Croatia. Plant disease
100 (3), 648.
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Znanstveni radovi u drugim ¢asopisima:
1. Kovacevi¢, J., Mazur, M., Lali¢, A., Josipovi¢, M., Josipovi¢, A., Matosa Kocar,
M., Markovi¢, M., Antunovi¢, J., Cesar, V. (2015.): Photosynthetic performance index in

early stage of growth, water use efficiency, and grain yield of winter barley cultivars.
Chilean Journal of Agricultural Research 75 (3), 275-283.

2. Sudari¢, A., Vratari¢, M., Mladenovi¢-Drini¢, S., Matosa, M. (2010.):
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Ostali radovi u drugim casopisima:

1. Cosié, J., Sudarié, A., Vrandeti¢, K., Mato$a Ko&ar, M., Tli¢, J., Duvnjak, T. (2016.):

Fuzarijsko venuée soje u Slavoniji. Glasilo biljne zastite 16, 60-61.

2. Markulj, A., Liovi¢, 1., Miji¢, A., Sudari¢, A., Josipovié, A., Matosa Kocar, M.
(2014.): Zasto proizvoditi suncokret? Agronomski glasnik 76 (3), 163-176.
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