DRUŠTVO GENETIČARA SRBIJE 

Sekcija za oplemenjivanje organizama

Zbornik apstrakata naučnog skupa

Značaj i uloga molekularnih markera

Novi Sad/Rimski Šančevi, 14. decembar 2007


.

[image: image1]



ZNAČAJ I ULOGA MOLEKULARNIH MARKERA
Novi Sad, 14. decembar 2007
Borislav Kobiljski:
Molekularni  markeri i oplemenjivanje biljaka – mogučnosti i perspektive 



A. Kondić-Špika i B. Kobiljski: 

Molekularni markeri podela i karakteristike 
D. Kačavenda, A. Kondić-Špika i Lj. Brbaklić:

Genetički materijal koji se koristi u radu sa molekularnim markerima 
Lj. Brbaklić, A. Kondić-Špika i D. Kačavenda: 
Tehnički i ekonomski aspekti laboratorije za molekularne markere  
L. Purnhauser, M. Csősz  i  M. Tar: 
Primena molekularnih markera u oplemenjivanju pšenice na otpornost na rđu 
D. Obreht, B. Kobiljski, M. Đan i Lj. Vapa: 
Marker asistirana selekcija u oplemenjivanju pšenice na kvalitet 
B. Tošović-Marić, B. Kobiljski, D. Obreht i Lj. Vapa: 
Evaluacija Rht gena pšenice primenom molekualrnih markera   
D. Ignjatović-Micić, S. Mladenović Drinić, A. Nikolić, K. Marković, K. Konstantinov i V. Lazić-Jančić: 

Primena molekualrnih markera u oplemenjivanju kukuruza  

D. Saftić-Panković, N. Radovanović, S. Gvozdenović, S. Terzić, 
N. Hladni, B. Rakić, A. Marjanović-Jeromela i S. Jocić: 

Molekualrni markeri u oplemenjivanju suncokreta i uljane repice  
N. Nagl, J. Weiland i R Lewellen: 

BSA (Bulk segregant Analysis) – principi i primena u oplemenjivanju šečerne repe na otpornost  
I. Maksimović i N. Nagl: 
Primena molekularnih markera u proučavanju toleratnosti šećerne repe prema suši  
V. Đorđević, D. Panković-Saftić i M. Vidić: 

Primena molekularnih amrkera u analizi genetičke udaljenosti genotipova soje  
S. Marić, M. Lukić, R. Cerović i R. Bošković: 

Primena molekularnih markera u oplemenjivanju jabuke  
V. Isajev, K. Konstantinov, S. Mladenović Drinić, M. Mataruga,S. Orlović i V. Galović: 
Primena molekualrnih markera u oplemenjivanju šumskih vrsta drveća 
D. Jošić, B. Miličić, S. Mladenović Drinić i M. Jarak: 
Procena biodiverziteta i kompetitivnosti simbiotskih bakterija roda Rhizobium molekualrnim markerima 


Štampano u Zborniku abstrakta „ Značaj i uloga molekularnih markera“

Novi Sad, 14. decembar 2007
© 2007 Društvo genetičara Srbije
MOLEKULARNI MARKERI I OPLEMENJIVANJE BILJAKA 
- MOGUĆNOSTI I PERSPEKTIVE

Borislav Kobiljski

Institut za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad

U poslednjih 25 godina, učinjen je značajan napor u razvoju biotehnoloških pristupa koji su za cilj imali unapređenje oplemenjivanja biljaka. Među njima, kao najkorisniji su se pokazali molekularni markeri (MM). Marker asistirana selekcija (MAS) danas ima značajnu ulogu u oplemenjivanju biljaka, a primeri genetičke karakterizacije i unapređenja mnogih biljnih vrsta su dobro dokumentovani. MM nam omogućavaju da procenimo osnovu agronomski važnih svojstava i da ubrzamo prenos i akumulaciju poželjnih svojstava u elitni opleme​njivački materijal. Takođe, MM su važni u proceni biodiverziteta, istraživanju populacija biljke i patogena i njihovih interakcija, identifikaciji sorti itd. Jasno je da će se tehnologija i dalje razvijati, jer su, u potrazi za još efikasnijim i jeftinijim markerima koje bi oplemenjivači 21. veka koristili, novi sistemi detekcije i metodologije već razvijeni. U ovom radu, razmatran je pregled trenutnog stanja i mogućnosti za implementaciju molekularnih markera u oplemenjivanju biljaka.

Povratak na sadržaj
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MOLEKULARNI MARKERI - PODELA I KARAKTERISTIKE

Ankica KONDIĆ-ŠPIKA i Borislav KOBILJSKI
Institut za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad

Poznavanje genetičke divergentnosti u elitnom oplemenjivačkom materijalu ima značajan uticaj na poboljšanje gajenih biljaka, efikasno korišćenje poželjne varijabilnosti germplazme i odabir poželjnih genotipova za različite oplemenjivačke ciljeve. Genetička divergentnost može se utvrditi na osnovu pedigre analize, fenotipskih podataka ili molekularnih markera. Pedigre analiza i fenotipska evaluacija genetičke divergentnosti imaju brojna ograničenja, koja su u velikoj meri prevaziđena razvojem molekularnih markera. Njihova prednost zasniva se na tome da su molekularni markeri gotovo neograničeni po broju i nisu pod uticajem faktora spoljne sredine. Molekularni markeri se razlikuju u pogledu potrebne tehničke opremljenosti laboratorija, troškova i brzine rada, mogućnosti za detekciju polimorfizma itd. Iako je svaki marker sistem povezan sa određenim prednostima i nedostacima, izbor sistema najčešće je diktiran planiranom primenom, opremom i troškovima. U ovom radu predstavljen je razvoj pojedinih tipova molekularnih markera, njihova podela i osnovne karakteristike, te analiza prednosti i nedostataka kod, do danas, najčešće korišćenih tipova molekularnih markera.
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GENETIČKI MATERIJAL KOJI SE KORISTI U RADU 
SA MOLEKULARNIM MARKERIMA

Dragana KAČAVENDA, Ankica KONDIĆ-ŠPIKA i Ljiljana BRBAKLIĆ

Institut za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad

Poslednjih godina sve više se ističe značaj MAS (Marker Asistirane Selekcije) u opleme​nji​vanju organizama. Kao jedna od najznačajnijih prednosti primene molekularnih markera u evaluaciji genotipova navodi se njihova pouzdanost, jer su nezavisni od faktora spoljne sredine. Presudnu ulogu u istraživanjima i primeni dobijenih rezultata u ovoj oblasti, pored odabira odgovarajućeg marker sistema, ima i izbor genetičkog materijala. Do sada je stvoreno nekoliko različitih vrsta genetičkog materijala za rad sa molekularnim markerima, od kojih su najznačajniji: dihaploidne populacije, rekombinovane inbred linije, izogene linije, inbred linije iz povratnih ukrštanja, insercione i substitucione linije.

U radu je dat pregled različitih vrsta genetičkog materijala, kako bi se ukazalo na mogućnosti njihove primene u radu sa molekularnim markerima i olakšao izbor adekvatnog materijala, sa ciljem validne primene u oplemenjivačkim programima.

Povratak na sadržaj
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TEHNIČKI I EKONOMSKI ASPEKTI LABORATORIJE 
ZA MOLEKULARNE MARKERE

Ljiljana BRBAKLIĆ, Ankica KONDIĆ-ŠPIKA i Dragana KAČAVENDA
Institut za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad

Laboratorija za molekularne markere zahteva sofisticiranu infrastrukturu i značajna ulaganja, koja uključuju specijalizovanu opremu, prostorno organizovanu labora​toriju i adekvatno obučene kadrove. Standardne metode moderne biotehnologije, zasnovane na DNK, kao što su izolacija DNK, elektroforeza, izvođenje lančane reakcije polimeraze (PCR) itd., koriste se u gotovo svim marker sistemima. Svaki od ovih segmenata zahteva odgovarajuću opremu i reagense. Nezavisno od vrste korišćenih markera, biotehnološka laboratorija mora imati i neophodne instrumente za ekstrakciju, prečišćavanje, amplifikaciju, čuvanje i kvantitativnu i kvalitativnu analizu DNK. Ekonomski aspekti laboratorijske opreme zavise od vrste markera koji se koriste, vrste materijala, kapaciteta rada, itd. Rad laboratorije se mora zasnivati na ispunjenosti osnovna dva principa: ekonomičnost i efikasnost rada. U ovom radu su razmatrani tehnički i ekonomski aspekti osnivanja i rada laboratorije za rad sa molekularnim markerima.

Povratak na sadržaj
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PRIMENA MOLEKUALRNIH MARKERA U OPLEMENJIVANJU 
PŠENICE NA OTPORNOST NA RĐU

László PURNHAUSER, Mária CSŐSZ i Melinda TAR
Cereal Research Non-profit Company, Seged, Hungary

Uprkos dostupnosti nekoliko gena za rezistentnost na rđu, tradicionalni način prenosa gena za rezistentnost u genotipove pšenice je veoma naporan i dugotrajan proces. Poslednje decenije se primena PCR-zasnovanih markera za prenos gena za rezistentost u pšenicu pokazala kao veoma obećavajuća smanjivanem vremena i troškova. Mi smo započeli primenu molekularnih tehnika u oplemnjivanju pšenice pre jedne decenije. Naše polje istraživanja i rezultati su sledeći:

1.
razvoj novih molekularnih markera povezanih sa različitim genima za rezistentnost na lisnu rđu, kao Lr20, Lr29 i Lr52

2.
identifikacija gena za rezistentost na rđu kao Sr36 u selekcionisanim linijama i oko 200 sorti, priznatih u Mađarskoj, korišćenjem molekulernih markera

3.
korišćenje marker asistirane selekcije za prenos različitih translokacija nosioca gena za rezistentost ili kompleksa otpornosti kao što su Lr19/Sr25; Lr20/Sr15, Lr24/Sr24, Lr34/Yr18, Lr37/Yr17/Sr38 i Lr46/Yr2, Lr21, Lr29, Sr36, Yr5, Yr15 u nekoliko mađarskih sorti pšenice.

Povratak na sadržaj
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MARKER ASISTIRANA SELEKCIJA U OPLEMENJIVANJU PŠENICE NA KVALITET

Dragana OBREHT1, Borislav KOBILJSKI2, Mihajla ĐAN1 i Ljiljana VAPA1
1Prirodno-matematički fakultet, Novi Sad
2Institut za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad

Implementacija marker asistirane selekcije (MAS) u oplemenjivačke programe omogućava procenu genetičkog potencijala genotipa bez potrebe za predhodnom fenotipskom evaluacijom. ehanizami koji čine biohemijsku bazu tehnološkog kvaliteta pšenice danas su dobro proučeni. Pored toga, naučnoj javnosti su dostupni podaci o DNK sekvencama gena koji kodiraju funkcionalne proteine glutena, kao i tehnike PCR-zasnovanih markera. Sve ovo omogućava razvijanje serije dijagnostičkih DNK markera za polje proučavanja tehnološkog kvaliteta pšenice. Rezultat oplemenjvačkih programa pšenice Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu je veliki broj visoko kvalitetnih sorti namenjenih proizvodnji hleba. Tokom posledjih dvadeset godina u programima oplemenjivanja na kvalitet pored praćenja osnovnih komponenti tehnološkog kvaliteta korišteni su i podaci o kompoziciji glutenina velike molekulske mase (HMW-GS). U cilju unapredjenja domaćih opleme​njivačkih strategija razvija se i primena različitih PCR-zasnovanih markera. Cilj ovog rada je pregled tipova dijagnostičkih markera koji se trenutno koriste u inostranim i domaćim selekcionim programima.

Povratak na sadržaj
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EVALUACIJA Rht GENA PŠENICE PRIMENOM MOLEKULARNIH MARKERA

Biljana TOŠOVIĆ-MARIĆ1, Borislav KOBILJSKI1, Dragana OBREHT2 i Ljiljana VAPA2
1Institut za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad
2Prirodno-matematički fakultet, Novi Sad

Primenom STS i SSR markera, u ovom radu izvršena je evaluacija tri, u svetskim razmerama najznačajnija major gena reduktora visine, Rht-B1b, Rht-D1b i Rht8. U setu od 172 genotipa heksaploidne pšenice poreklom iz više od dvadeset zemalja, utvrđeno je prisustvo nosioca analiziranih gena u 40%, 22% i 62% slučajeva, za Rht-B1b, Rht-D1b i Rht8, respektivno. U grupama genotipova domaćeg i stranog porekla najveća razlika u frekvenciji karakterističnih alelnih formi utvrđena je u slučaju Rht8 koji je bio češći u domaćem materijalu (78,3%) i Rht-B1b koji je dominirao u grupi stranih genotipova (57,6%). Udeo nosioca Rht-D1b u obe grupe bio je ujednačen, sa 22,6% u domaćoj odnosno 21,2% u germplazmi stranog porekla. Dobijeni rezultati i usvojena metodologija za detekciju ova tri najznačajnija Rht gena predstavljaju izuzetno dobru polaznu osnovu za primenu marker asistirane selekcije (MAS) u oplemenjivanju visoko prinosnih genotipova pšenice za agroklimatske uslove naše zemlje i područje Mediterana.

Povratak na sadržaj
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PRIMENA MOLEKULARNIH MARKERA U OPLEMENJIVANJU KUKURUZA

Dragana IGNJATOVIĆ-MICIĆ, Snežana MLADENOVIĆ DRINIĆ, Ana NIKOLIĆ, 
Ksenija MARKOVIĆ, Kosana KONSTANTINOV i Vesna LAZIĆ-JANČIĆ

Institut za kukuruz ”Zemun Polje”, Beograd

Razvoj molekularnih tehnika i njihova primena u genetičkim analizama obogatila su znanja o genetici kukuruza i doprinela boljem razumevanju strukture i ponašanja njegovog genoma. Ove nove tehnike, naročito tehnike molekularnih markera, se koriste za proučavanje varijacija DNK sekvenci unutar i između različitih genotipova i za stvaranje novih izvora genetičkih varijacija. Molekularni markeri se primenjuju u Institutu za kukuruz ”Zemun Polje” za identifikaciju hromozomskih regiona odgovornih za nasleđivanje tolerntnosti na sušu, sadržaj ulja u zrnu kukuruza i visok prinos, ispitivanje i predviđanje heterotičnog efekta, genetičku karakterizaciju germplazme kukuruza, identifikaciju novih izvora poželjnih svojstava i ispitivanje genetičke čistoće. Sva navedena istraživanja su usmerena ka stvaranju visoko​prinosnih hibrida poboljšanog kvaliteta i tolerantnosti prema različitim stresnim faktorima, razvijanjem i primenom novih i efikasnijih tehnika molekularnih markera.

Povratak na sadržaj
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MOLEKULARNI MARKERI U OPLEMENJIVANJU SUNCOKRETA I ULJANE REPICE

Dejana SAFTIĆ-PANKOVIĆ, Nataša RADOVANOVIĆ, Sandra GVOZDENOVIĆ, Sreten TERZIĆ, 
Nada HLADNI, Branislava RAKIĆ, Ana MARJANOVIĆ-JEROMELA i Siniša JOCIĆ
Institut za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad

Naši rezultati u ispitivanju genetičke udaljenosti (GD=7-75%) samooplodnih linija suncokreta primenom RAPD i SSR markera, ukazuju na visoku varijabilnost i predstavljaju jednu od važnih informacija pri izboru roditeljskih linija suncokreta za ukrštanja. U slučaju uljane repice GD genotipova dobijene na osnovu RAPD polimorfizma, su varirale od 40 do 77%. S druge strane, GD populacija iz roda Brassicaceae, sa različitom sposobnošću prezimljavanja, izračunate na osnovu SSR polimorfizma su varirale u većem opsegu.

Interspecies hibridizacija se često koristi u oplemenjivanju suncokreta. Prikazana je varijabilnost između populacija dve divlje vrste: H. giganteus i H. maximiliani dobijena pomoću SSR markera. Uspešnost interspecies hibridizacije između divljih vrsta i gajenog suncokreta je proveravana primenom RAPD i SSR markera.

Molekularni markeri omogućuju detekciju poželjnih alela i haplotipova u ranim fazama razvića biljke, a takođe i u ranim fazama stvaranja poboljšanih linija, što redukuje ili potpuno eliminiše veliki broj ciklusa u kojima se testiraju poželjni fenotipovi. Prikazani su rezultati o CAPS markerima, koje već dve godine koristimo u MAS za otpornost suncokreta prema plamenjači.

Povratak na sadržaj
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BSA (BULK SEGREGANT ANALYSIS) - PRINCIPI I PRIMENA U OPLEMENJIVANJU ŠEĆERNE REPE NA OTPORNOST

Nevena NAGL1, John WEILAND2 i Robert LEWELLEN3
1Institut za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad
2USDA-ARS, Sugarbeet and Potato research unit, Fargo, USA
3USDA-ARS,Sugarbeet Production Laboratory, Salinas, USA

BSA (Bulk Segregant Analysis) je brza metoda mapiranja koja se primenjuje u slučajevima kada je svojstvo za koje se razvija marker uslovljeno dejstvom jednog ili dva gena. Biljke iz populacije razdvajanja su grupisane na osnovu fenotipske ekspresije ispitivanog svojstva i testirane na postojanje razlika u DNK polimorfizmu između grupa ispitivane populacije. U radu su predstavljeni rezultati razvoja brzih i relativno jeftinih RAPD i SRAP markera i analizirana njihova potencijalna uloga u identifikaciji gena za otpornost šećerne repe na nematode (Heterodera schachtii Schmidt). Genotipovi iz dve populacije, u koje je ukrštanjem sa Beta maritima unešena otpornost na nematode, su na osnovu fenotipske analize otpornosti podeljeni u grupe: otporni i osetljivi. U analizi su korišćeni deset RAPD i četiri SRAP prajmera u reakcijama sa jednim ili dva prajmera, kao i prajmer TbvLTR5out. Polimorfnim produktima amplifikacije je određena sekvenca, na osnovu koje su kreirani specifični prajmeri. Dobijeni STS markeri su testirani na individualnim uzorcima ispitivane populacije.
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PRIMENA MOLEKULARNIH MARKERA U PROUČAVANJU TOLERANTNOSTI ŠEĆERNE REPE PREMA SUŠI

Ivana MAKSIMOVIĆ1,2 i Nevena NAGL2
1Poljoprivredni fakultet, Novi Sad
2Institut za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad

Mogućnosti primene molekularnih markera za rasvetljavanje mehanizama tolerantnosti biljaka prema suši i u oplemenjivanju su predmet intenzivnih istraživanja. Pristup od kog se u ovom radu pošlo jeste na PCR-u zasnovano ustanovljavanje razlika u vremenu i nivou ekspresije gena koji učestvuju u odgovoru šećerne repe na sušu. Kao polazni materijal odabrani su genotipovi šećerne repe koji su u poljskim uslovima ispoljili različitu tolerantnost prema nedostatku vode. mRNK izolovana iz listova u tri navrata nakon prestanka zalivanja je korišćena za sintezu cDNK, koja je zatim poslužila kao templejt za PCR skrining. Kandidat-fragmenti čije prisustvo je ispitivano PCR skriningom su odabrani iz baza podataka objavljenih cDNA sekvenci, a koje odgovaraju genima povezanim sa reakcijom na osmotski stres. U toku je ispitivanje validnosti dobijenih razlika u ekspresiji i njihove eventualne primenljivosti kao markera u oplemenjivanju u cilju povećanja tolerantnosti šećerne repe prema suši.

Povratak na sadržaj


Štampano u Zborniku abstrakta „Značaj i uloga molekularnih markera“
Novi Sad, 14. decembar 2007
© 2007 Društvo genetičara Srbije
PRIMENA MOLEKULARNIH MARKERA U ANALIZI GENETIČKE UDALJENOSTI GENOTIPOVA SOJE

Vuk ĐORĐEVIĆ, Dejana PANKOVIĆ-SAFTIĆ i Miloš VIDIĆ
Institut za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad

Cilj ovog rada je utvrđivanje divergentnosti sorti soje adaptiranih na različite proizvodne uslove. Analizirano je 16 genotipova poreklom iz Srbije i Severne Amereke pomoću 27 SSR markera. Genetičke udaljenosti dobijene pomoću molekularnih markera iznosile su između 0.096 i 0.759. Klaster analizom genotipovi soje grupisani su u 4 grupe. Faktor analiza na sličan način grupiše ispitivane genotipove. Najmanje genetičke udaljenosti utvrđene su između sestrinskih sorti Afrodita, Ravnica i Vojvođanka. Na osnovu geografskog porekla svi genotipovi su podeljeni u dve grupe. Veći genski diverzitet zabeležen je u populaciji severno​američkih sorti i poređenjem frekvencija alela utvrđeno je 9 alela na 6 lokusa koji imaju značajno različite frekvencije.
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PRIMENA MOLEKULARNIH MARKERA U OPLEMENJIVANJU JABUKE

Slađana MARIĆ1, Milan LUKIĆ1, Radosav CEROVIĆ1 i Radovan BOŠKOVIĆ2
1Institut za voćarstvo, Čačak
2Institut za molekularnu genetiku i genetičko inženjerstvo, Beograd

Razvoj molekularnih markera (RFLPs, AFLPs, SCARs i SSRs) omogućio je mapiranje genoma jabuke (Malus x domestica Borkh.) i formiranje nekoliko saturisanih genskih mapa. Markeri u blizini ovih gena igraju značajnu ulogu u izboru roditeljskih parova, selekciji sejanaca koji nose pozitivne osobine i posebno su značajni u detektovanju recesivnih karaktera kao što je, na primer, besemenost. Markeri su omogućili i predselekciju za poligenski regulisane kvantitativne osobine. Poslednjih godina značajna pažnja je posvećena proučavanju biohemijskih i fizioloških procesa uključenih u determinaciju značajnih fenotipskih osobina jabuke. Dozrevanje i trajašnost ploda jabuke regulisani su sintezom biljnog hormona etilena. Geni uključeni u biosintezu (ACC sintaza - ACS1 gen i ACC oksidaza - ACO1 gen) i percepciju etilena kod jabuke (ETR1 receptor - ETR1 gen) pokazuju značajan alelni polimorfizam. Polimorfizam je analiziran kod autohtonih i standardnih sorti, identifikovani aleli su klonirani i sekvencirani, testirana je funkcionalna veza između alelne konstitucije ovih gena i produkcije etilena. Sva tri gena su locirana na genskoj mapi jabuke.
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PRIMENA MOLEKULARNIH MARKERA U OPLEMENJIVANJU ŠUMSKIH VRSTA DRVEĆA
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Kod šumskih vrsta drveća i žbunja, genetički markeri se primenjuju u istraživanjima kodirajućih, nekodirajućih i visoko varijabilnih regiona, kako kod nuklearnih genoma, tako i kod genoma organela - hloroplasta i mitohondrija. Veliki broj studija pokazuju značaj i vrednost primene molekularnih markera u istraživanjima na polju konzervacione i populacione genetike šumskog drveća, u okviru selekcionisanih populacija i individua različitih provenijencija, kod vrsta iz rodova Pinus, Picea, Abies, Cedrus, Quercus, Fagus, Populus, Salix i dr. Razvoj tipova molekularnih markera, kao i sve šira njihova primena u šumarskoj genetici i oplemenjivanju drveća unapredila je neophodna znanja o: (1) genetičkim specifičnostma njihovih populacija; (2) identifikaciji ključnih faktora koji karakterišu inter- i intraspecijski varijabilitet; (3) sistemima razmnožavanja; (4) dinamici postglacijalne rekolonizacije; (5) uticaju veličine populacije i selekcionog pritiska na razvoj i ”pulsiranje” populacija drveća u prostoru i vremenu kao i u (6) modeliranju aktivnosti na polju konzervacione genetike pri in situ i ex situ očuvanju genofonda vrsta drveća.
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PROCENA BIODIVERZITETA I KOMPETITIVNOSTI SIMBIOTSKIH BAKTERIJA RODA Rhizobium MOLEKULARNIM MARKERIMA
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Tehnike za molekularnu identifikaciju i detekciju korišćene su za ekološka ispitivanja Rhizobium, bakterija azotofiksatora od velikog agronomskog značaja. Kompeticija inokuluma i autohtone populacije mikroorganizama predstavlja veliki praktični problem. Efektivni inokulum, sposoban da kompetira prirodnoj poulaciji i da formira veliki broj nodula, praćen je preko razlike u egzopolisaharidnoj produkciji i kalkofluor fenotipa. Biodiverzitet sojeva određen je PCR metodom. Amplifikacijom ponovljenih ekstragenskih palindromskih sekvenci DNK regiona utvrđen je visok stepen diverziteta autohtone populacije R. leguminosarum bv. trifolii u različitim tipovima zemljišta Srbije. REP-PCR omogućava visok stepen taksonomske rezolucije i preporučuje se za praćenje biodiverziteta i kompeticije rhizobia.
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