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Asocijativna analiza veze agronomskih osobina i SSR lokusa pSenice

REZIME

Asocijativno mapiranje predstavlja relativno nov i perspektivan metod za
rasvetljavanje geneticke osnove kompleksnih osobina. Zasniva se na koris¢enju
prirodnog genetickog diverziteta 1 rekombinacija nastalih tokom evolucije odredene
biljne vrste, kako bi se detektovao broj i polozaj gena koji determini$u osobinu od
agronomskog znaCaja. Asocijativna analiza je izgradena na konceptu gametske
neravnoteze, odnosno neslucajnog vezanog nasledivanja alela dva lokusa. Prednost
ovog metoda u odnosu na tradicionalno mapiranje, bazirano na primeni mapirajucih
populacija nastalih ukrStanjem dva geneticki divergentna roditelja, jeste veca rezolucija
mapiranja jer se pri analizi koristi materijal koji karakteriSe veca polimorfnost alela i
veéi broj rekombinacija. Pored toga, ova metoda je 1 ekonomicnija jer nije potrebno
dodatno vreme za stvaranje mapirajuce populacije.

U radu je primenom seta od trideset jednog mikrosatelitskog markera izvrSena
molekularna evaluacija 282 genotipa pSenice, koji predstavljaju deo geneticke kolekcije
Instituta za ratarstvo 1 povrtarstvo u Novom Sadu i poreklom su iz dvadeset Sest zemalja
sveta. Pored toga, analizirani su i podaci fenotipske evaluacije za navedeni materijal,
koji su prikupljeni tokom pet vegetacionih sezona, od 1995. do 1999. godine, na
lokalitetu Rimski Sandevi i to za sledeéih jedanaest agronomski zna¢ajnih osobina:
visina stabljike, duZina klasa, vreme klasanja i cvetanja, masa klasa, broj klasi¢a po
klasu, broj sterilnih klasi¢a po klasu, masa zrna po klasu, broj zrna po klasu, masa 1000
zrna i prinos. Na osnovu podataka molekularne i fenotipske evaluacije odabranog
materijala, izvrSena je asocijativna analiza izmedu navedenih agronomski vaznih
osobina i ispitivanih mikrosatelitskih lokusa. Ustanovljeno je ukupno 112 statisticki
znacajnih veza marker-osobina, koje su bile zajednicke za opSti i meSoviti linearni
model. Dva lokusa sa hromozoma 2AS, Xbarc212 i Xwmc177 bila su u vezi sa najveé¢im
brojem agronomski znacajnih osobina. Xbarc212 bio je u vezi sa vremenom klasanja,
vremenom cvetanja i brojem klasi¢a po klasu. U okviru ovog lokusa alel od 215 bp
determinisao je kasnije sazrevanje i veci broj klasi¢a po klasu, dok je alel od 219 bp

imao suprotan efekat na navedene osobine. Za mikrosatelitski marker WMC177



ustanovljena je asocijacija sa duzinom klasa, brojem klasi¢a po klasu, brojem sterilnih
klasi¢a po klasu, masom klasa i masom zrna po klasu. Alel od 177 bp, detektovan u
ovom lokusu, imao je pozitivan efekat na navedene osobine. Pored toga, markeri
WMC24 (1A), GWM261 (2D), BARC12 (3A), WMC238 (4B), WMC553 (6A) i
GWMZ297 (7B), su takode bili u asocijaciji sa odredenim osobinama ispitivanim u ovom
radu, te se mogu Kkoristiti pri marker asistiranoj selekciji u naSem agroklimatskom

regionu.

Klju¢ne redi: agronomski znacajne osobine, asocijativna analiza, mikrosatelitski

markeri, pSenica

NAUCNA OBLAST: Biotehnicke nauke
UZA NAUCNA OBLAST: Genetika i oplemenjivanje
UDK broj: 575.113.1:633.11(043.3)



Association analysis of agronomical traits and SSR loci of wheat

ABSTRACT

Association mapping is relatively new and perspective method for genetic
dissection of complex traits. Here, detection of number and location of genes for some
agronomically important traits relies on occurring variation in diverse germplasm and
on historical recombination events within some plant species. Association analysis is
built on the basis of linkage disequilibrium concept, which is defined as the non-random
co-segregation of alleles at two loci. The advantage of association mapping, compared
with traditional quantitative trait mapping, based on mapping populations, is a relatively
detailed mapping resolution. Besides that, this method is far less time consuming since
no mapping populations need to be generated.

In this paper, thirty one microsatellite loci were used for molecular evaluation of
282 wheat genotypes originated from twenty six countries across five continents. These
genotypes are part of core collection of Institute of Field and Vegetable Crops Novi
Sad. Phenotypic data for eleven agronomically important traits (height, spike length,
heading, flowering, spike weight, number of spikelets per spike, number of sterile
spikelets per spike, grain weight per spike, number of grains per spike, thousand kernel
weight and grain yield) of this germplasm were collected during five growing seasons,
from 1995 to 1999 at locality Rimski Sancevi. According to association analysis based
on data of molecular and phenotipic evaluation, 112 statistically significant associations
were detected. These associations were common for general and mixed linear model.
Two microsatellite loci from 2AS chromosome, Xbarc212 and Xwmcl77 were
associated with the greatest number of agronomically important traits. Xbarc212 was
associated with heading, flowering and number of spikelets per spike. Within this locus
allele of 215 bp contributed to later maturity and more spikelets per spike than allele of
219 bp. SSR marker WMCL177 was associated with spike length, number of spikelets
per spike, number of sterile spikelets per spike, spike weight and grain weight per spike,
where allele of 177 bp had positive effect on all listed traits. Besides that, markers
WMC24 (1A), GWM261 (2D), BARC12 (3A), WMC238 (4B), WMC553 (6A) and



GWM297 (7B) were also associated with some of traits analysed in this paper and could

be used for marker assisted selection in our agro-climate region.

Key words: agronomically important traits, association analysis, microsatellite

markers, wheat
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SPECIAL TOPIC: Genetics and Breeding
UDC number: 575.113.1:633.11(043.3)



SADRZAJ

Lo UVOD .. 1
2. CILT ISTRAZIVANITA .....oooiiiieieteiee ettt 3
3. PREGLED LITERATURE......ccoiiiiiii e 4
3. 1. DOMEStKACI]A PSEINICE ....vvinveiiriiieeiiieii st 4

3. 2. Poreklo i struktura genoma heksaploidne pSenice..........ccovvevvirierveiinieeneennens 5

3. 3. Mikrosatelitski Markeri...........c.ccovviviiiiiiiiic s 7

3. 4. ASOCHAtIVINO MAPITAN]E....eecveiieiiieie e st eite e se et e ettt reesre e e e 14

3. 5. Osobine koje determinisu geneticki potencijal za prinos psenice .................. 23

4. RADNA HIPOTEZA ...ttt 28
5. MATERIAL | METODE RADA ... .ottt 29
5. 1. 1ZDOr MALerijala.......c.ccoviiiieiiiieiiece e 29

5. 2. MoleKularna analiza ............ccccooeviiiiiiiiiiiic s 30

5. 3. FENOtIPSKa ANAIIZA .......ccviiiiiiee s 38

5. 4. StatistiCka obrada podataka ............cccocoeiiiiiiii 39

6. REZULTATI I DISKUSIIA ... 42
6. 1. Molekularna evaluaCija...........ccccvevieiiiieeie e 42

6. 1. 1. Polimorfnost ispitivanih SSR lokusa pSenice..........ccoceverereriennnnnnn 42

6. 1. 2. Struktura ispitivane populacije pSEnice .........cccccvrvvrrivrrreeriernieerinennns 50

6. 1. 3. Alelna varijabilnost u potpopulacijama pSenice.............ccceevvrrrvernrnne S7

6. 2. FENOLIPSKA BVAIUACIJA ....eecvvievie ettt 67

6. 2. 1. Deskriptivni statistiCki parametri..........ccocvvvveiiiiiiiennieiincee 67

6. 2. 2. ANALIZA VAITJANSE .....oviiiiiiiiiieieiee e 68

6. 2. 3. Korelacije medu ispitivanim osobinama pSenice ............cceervverriveenns 70

6. 3. ASOCHALIVNA ANAIIZA.........eeiiieiieie s 74



(ST T B € 12110 1131 2 10 4 (<) 2\ 4 4 L0 1174 74

6. 3. 2. Veza marker-osobina - poredenje GLM i MLM ...........cccoeiiiinnnnne 78
6. 3. 3. Analiza veze marker-0S0DINa ..........cccovveriiiniiere e 80
6.3. 4. Efekat alela ... 95
6. 3. 5. Znacaj rezultata asocijativne analize pSenice .........ccoovvvriverriieesinennns 98
7. ZAKLIUCAK oottt 101
8. LITERATURA .ot e et e et e e e e e e nae e e 103

0. PRILOG ...ttt 127



1. UvOoD

Pre 12000 godina odredena grupa ljudi presla je sa lovacko-sakupljackog nacina
zivota na gajenje biljaka i zivotinja kako bi osigurali opstanak u surovim uslovima
spoljasnje sredine. Otkri¢e poljoprivrede dovelo je do brojnih promena u tadasnjem
ljudskom drustvu, poznatih pod nazivom Neolitska revolucija. Poljoprivreda je ucvrstila
sedelacki nacin zivota, odnosno dovela do pojave prvih naselja, Sto je opet uzrokovalo
drustveno raslojavanje kao i razvoj tehnologija kljuénih za opstanak ljudske civilizacije

(Gopher et al., 2002; Salamini et al., 2002).

Kao jedna od osnovnih zitarica u ljudskoj ishrani, pSenica je oduvek zauzimala
centralno mesto u poljoprivrednoj proizvodnji. Sam pojam Zelene revolucije, koja je
zapocela Cetrdesetih godina proslog veka u Meksiku i predstavlja niz mera koje su
dovele do drasticnog porasta produktivnosti useva, vezan je =za stvaranje
visokoprinosnih sorti pSenice (Borlaug, 2007). Prema podacima FAO (Food and
Agriculture Organization of United Nations) u toku 2012. godine, pSenica se gajila na
oko 215,5 miliona hektara, dok su kukuruz i pirina¢ zauzimali neSto manje obradive
povrsine (oko 177,4, odnosno 163,2 miliona hektara). U istoj godini, po koli¢ini
proizvodnje u svetu, nalazila se na trecem mestu (oko 671 miliona tona), iza kukuruza

(oko 872 miliona tona) i pirin¢a (720 miliona tona) (www.faostat.fao.org).

Usled izrazitog porasta brojnosti ljudske populacije, koju danas ¢ini oko 7,2

milijarde stanovnika u odnosu na 3 milijarde, koliko je bilo Sezdesetih godina proslog

veka (www.worldometers.info) u vreme Sirenja dostignuca Zelene revolucije, postoji
opravdana sumnja da sadasnji nivo produktivnosti najvaznijih agronomskih kultura,
ne¢e moci da zadovolji buduce potrebe svetskog trziSta. Stoga se javlja potreba za
uvodenjem savremenih metoda biotehnologije, zasnovanih na primeni molekularnih
markera, kao 1 novih pristupa u analizi sloZenog genoma pSenice, medu kojima je 1

asocijativna analiza.

Marker asistirana selekcija (MAS), koja se bazira na primeni utvrdene i
potvrdene veze izmedu markera i gena od interesa, ima za cilj da u znacajnoj meri

poveca efikasnost pri stvaranju novih sorti, koje se odlikuju odredenim agronomski


http://www.faostat.fao.org/
http://www.worldometers.info/

poZeljnim osobinama, kao Sto su: otpornost na odredene abioticke i bioticke faktore,
kvalitet (odgovaraju¢i sadrzaj proteina, masti, ugljenih hidrata) i visok geneticki
potencijal za prinos (Landjeva et al.,, 2007). Informacije dobijene primenom
molekularnih markera, povecavaju kompleksnost oplemenjivackih programa. Kao
dodatak standardnim oplemenjivackim procedurama (kao $to su proizvodnja semena,
setva u zasticenim prostorima i1 poljskim ogledima, opraSivanje, sakupljanje fenotipskih
podataka, zetva i analiza dobijenih podataka), oplemenjivanje zasnovano na primeni
molekularnih markera, zahteva i analizu i tumacenje podataka genotipizacije i na Kraju
analizu veze molekularnih i fenotipskih podataka, kako bi se procenio znacaj dobijenih

rezultata za dalji rad (Eathington et al., 2007).

Asocijativno mapiranje predstavlja relativno nov i perspektivan metod za
rasvetljavanje geneticke osnove kompleksnih osobina kod biljaka. Sam pristup se
zasniva na kori$¢enju prirodnog genetickog diverziteta i rekombinacija nastalih tokom
evolucije odredene biljne vrste, kako bi se detektovao broj i polozaj gena koji
determiniSu osobine od agronomskog znacaja. Asocijativna analiza je izgradena na
konceptu gametske neravnoteze, odnosno neslucajnog vezanog nasledivanja alela dva
lokusa. Prednost ovog pristupa u odnosu na tradicionalno mapiranje, bazirano na
primeni mapiraju¢ih populacija nastalih ukr$tanjem dva genetic¢ki divergentna roditelja,
jeste veca rezolucija mapiranja jer se pri analizi koristi materijal koji karakteriSe veca
polimorfnost alela i ve¢i broj rekombinacija. Pored toga, ova metoda je i ekonomic¢nija
jer nije potrebno dodatno vreme za stvaranje mapirajuce populacije (Ersoz et al., 2007,
Hall et al., 2010).



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj disertacije bio je:

Da se primenom odabranog seta mikrosatelitskih markera izvrs$i molekularna
evaluacija sorti i linija pSenice, koje predstavljaju deo geneticke kolekcije
Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu, kako bi se ustanovila
geneticka varijabilnost materijala i njegov znacaj pri oplemenjivanju na
odredene agronomski vazne osobine.

Da se izvrsi statistiCka obrada podataka fenotipske evaluacije ispitivanih
sorti i linija, koja se odvijala tokom pet vegetacionih sezona u pogledu
slede¢ih agronomski vaznih osobina: visina stabljike, duzina klasa, vreme
klasanja i cvetanja, masa klasa, broj klasi¢a po klasu, broj sterilnih klasi¢a po
klasu, masa zrna po klasu, broj zrna po klasu, masa 1000 zrna i prinos.

Da se na osnovu rezultata molekularne i fenotipske evaluacije odabranog
materijala izvrSi asocijativna analiza izmedu navedenih agronomski vaznih

osobina i ispitivanih mikrosatelitskih lokusa.



3. PREGLED LITERATURE

3. 1. Domestikacija pSenice

Filogenetsko razdvajanje najznacajnijih podfamilija trava, ukljucujuéi i
Pooideae, nastupilo je pre oko 50 do 80 miliona godina. Tribusi Triticeae i Poeae
divergirali su pre oko 35 miliona godina, rod Hordeum odvojio se od srodnicke grupe
Triticum/Aegilops pre oko 11, a Secale od istih predaka pre oko 7 miliona godina.
Domestikacija nekoliko najvaznijih rodova strnih zita (Triticum, Hordeum, Secale,
Avena) odvijala se u vremenskom okviru od 8 do 12 hiljada godina pre sadasnjice u
takozvanom ,,Plodnom polumesecu®, regionu koji obuhvata doline reka Tigar, Eufrat i
severno priobalje Nila (Kellog, 2001; Akhunov et al., 2003; Pozzi and Salamini, 2007).
Ovaj proces zapoceo je konverzijom divljih trava (koje karakteriSu sitna i rastrkano
rasporedena semena) u zitarice, koje su neosetljive na duzinu trajanja dana i imaju
krupna semena koja se ne rasipaju, usled razvoja &vrstog vretena klasa, Sto je
neophodan preduslov za uspesnu setvu i kasniju Zetvu (Pozzi et al., 2004; Peng et al.,
2003). U toku domestikacije favorizovani su specifi¢ni aleli u okviru grupa tesno
vezanih lokusa, poznatih pod nazivom domestication syndrome factors—DSFs (Le
Thierry et al., 1999).

Einkorn ili jednozrna pSenica (Triticum monococcum), prva kultivisana vrsta
pSenice, ima diploidan AA genom (2n = 14) 1 domesticirana je od svog divljeg pretka, T.
boeoticum (Van Zeist et al., 1991). Kod ove vrste pSenice prvi put se javlja nekoliko
osobina klasa veoma znacajnih za povecanje produktivnosti. U odnosu na T. boeoticum,
einkorn ima krupnija zrna i ¢vrsto vreteno klasa, §to u znacajnoj meri sprecava rasipanje
zrna i olakSava zetvu. lako je jednozrna pSenica zauzimala znac¢ajno mesto u neolitskoj

poljoprivredi, danas predstavlja reliktnu zitaricu, koja se retko seje.

Slede¢i vazan korak u evoluciji danaSnje moderne poliploidne pSenice
predstavlja domestikacija emer vrste, koja spada u grupu tetraploidnih pSenica (2n = 28),
od svog divljeg pretka T. dicoccoides. Divlja emer pSenica ili dvozrna pSenica ima

lomljivo vreteno klasa, koje se rasipa u klasi¢e koji nose relativno krupna zrna.



Domestikovana dvozrna pSenica, T. dicoccum, kao i einkorn ima ¢vrsto vreteno klasa,
ali se odlikovala krupnijim zrnima, koja su i dalje imala ¢vrsto sraslu plevu. Golozrna
einkorn pSenica se takode veoma retko sretala, pronadena je jedna linija u kolekciji
botanicara Petr M. Zhukovskii (Salamini et al., 2002). Dvozrna pSenica je bila jedna od
najznacajnijih zitarica u Plodnom polumesecu sve do ranog bronzanog doba (Salamini

et al., 2002; Pozzi and Salamini, 2007).

Pojava golozrnih formi pSenice, tetraploidne tvrde pSenice (T. durum) i
heksaploidne hlebne psenice (T. aestivum), predstavlja finalne korake u domestikaciji
roda Triticum. Kod navedenih vrsta se prvi put sre¢u zajedno sve tri osobine, koje
predstavljaju predispoziciju za uspeSnu zetvu: krupno zrno, ¢vrsto vreteno klasa i glume

koje se lako odvajaju od zrna (Salamini et al., 2002; Pozzi et al., 2004).

3. 2. Poreklo i struktura genoma heksaploidne pSenice

Promene u nivou ploidnosti genoma predstavljaju osnovu evolucije pSenice.
lako se T. monococcum (A™A™) ubraja medu prve gajene vrste pSenice, A genom
danasnje heksaploidne pSenice vodi poreklo od T. urartu (A"A"), koja se pre nekih 300
do 400 hiljada godina, spontano u prirodi, ukrstila sa predstavnikom roda Aegilops iz
sekcije Sitopsis, donorom B genoma. Novonastala vrsta T. turgidum ssp. dicoccoides
(divlja emer pSenica, A"A'BB) dala je dana$nje domesticirane tetraploidne varijetete, T.
turgidum ssp. durum (golozrna) i T. turgidum ssp. dicoccum (sa sraslom plevom). U
poredenju sa njima, heksaploidna pSenica, T. aestivum (A"A"BBDD) predstavlja mladu
vrstu, nastalu pre oko 8 hiljada godina, kao posledica dodatne poliploidizacije izmedu
emer psenice i diploidnog donora D genoma, Ae. tauschii. Imajuci u vidu da se prirodna
stani§ta T.turgidum ssp. dicoccoides i A. tauschii ne preklapaju i nisu poznati divlji
srodnici haksaploidne pSenice, u ovom procesu hibridizacije, tetraploidni partner je
morala biti kultivisana emer pSenica, najverovatnije T. turgidum ssp. dicoccum
(McFadden and Sears, 1946 navedeno u Pozzi et al., 2004), ukazuju¢i na to da je
heksaploidna pSenica nastala tek sa pojavom poljoprivrede (Pozzi et al., 2004; Petersen

et al., 2006).



Proces alopoliploidizacije imao je znacajnu ulogu za ubrzanu evoluciju genoma
pSenice, ukljucujuci i eliminaciju odredenih jedinstvenih DNK sekvenci, aktivaciju ili
inhibiciju specifi¢nih gena i aktivaciju retrotranspozona (Ozkan et al., 2001; Kashkush
et al., 2002; He et al., 2003). Naime, prema McClintock (1984) spajanje dva genoma
razliitog porekla u jednom jedru, tokom formiranja alopoliploida, predstavlja veliki
»genomicki Sok“ na koji biljka odgovara razliCitim restruktuiranjem genoma.
Novosintetisani alopoliploidi su ¢esto nestabilni, pokazujuci odredene aberacije u toku
mejoze, koje dovode do nastanka potomstva sa Sirokim opsegom restruktuiranja
genoma, ukljuujuéi delecije, translokacije, inverzije 1 duplikacije odredenih
hromozomskih segmenata ili ¢itavih hromozoma. Feldman i sar. (1997) su zakljucili da
postoje dva osnovna molekularna procesa koja obezbeduju da se heksaploidna pSenica u
toku mejoze ponasa kao diploidne forme: 1) neslucajna eliminacija DNK sekvenci i 2)
spreavanje parenja homeolognih hromozoma pomoc¢u Phl lokusa. Prvi fenomen imao
je uticaja na povecavanje razlika izmedu homeolognih hromozoma, spre¢avajuéi na taj

nacin rekombinaciju gena izmedu hromozoma koji pripadaju razli¢itim genomima.

Medu poljoprivrednim kulturama, hlebna psenica (Triticum aestivum L. ssp.
aestivum ) ima najve¢i genom, oko 17 x 10° bp (baznih parova), sa prose¢nom vrednosti
od 810 Mb (mega baznih parova) po hromozomu (Arumuganathan and Earle, 1991). U
odnosu na genom kukuruza, veci je 8 puta i ¢ak 40 puta veci u odnosu na genom pirinca.
Na usloZnjavanje pSeni¢nog genoma, pored poliploidizacije, uticalo je i umnoZavanje
transpozona, zajedno sa duplikacijom odredenih hromozomskih segmenata. Dok genom
pirinca sadrzi priblizno 22 procenta transpozona (Ma et al., 2004), a genom kukuruza
oko 50 procenata (Whitelaw et al., 2003), oko 90 procenata pSeni¢nog genoma ¢ine
ponovljive DNK sekvence, od ¢ega ¢ak 70 procenata transpozona (Li et al., 2004).
Mapiranjem delecionih linija (Gill et al., 1994, 1996a, 1996b) ustanovljeno je da su kod
pSenice regioni genoma bogati genima (genski klasteri) razdvojeni dugackim
sekvencama visoko ponovljive DNK, koja sadrzi nekodiraju¢e sekvence ili sadrzi
veoma mali broj gena. Distalni regioni hromozoma su bogati genima, dok se u
proksimalnim delovima nalazi uglavnhom mali broj gena (Werner et al., 1992;
Miftahudin et al., 2004). Prema Akhunov 1 sar. (2003, 2010) jedna Cetvrtina svih motiva
gena kod pSeni¢nog genoma, predstavljena je sa dva ili viSe dupliciranih lokusa,

odnosno paralognih gena (geni koji su divergirali nakon duplikacije). Oni su ustanovili



da su lokusi nastali duplikacijom najceS¢e pozicionirani u distalnim regionima gde je
visoka frekvencija rekombinacija, dok su predacki lokusi detektovani proksimalno u
odnosu na njih. Na osnovu toga je pretpostavljeno da je proces rekombinacije imao
veoma vaznu ulogu u evoluciji strukture genoma pSenice i da je gradijent stope
rekombinacija duz kraka hromozoma podsticao znatno brzu evoluciju genoma u
distalnim, visoko rekombinativnim, nego u proksimalnim regionima koje karakteriSe
niska ucestalost rekombinacija. Na osnovu dosadasnjeg rada na sekvenciranju genoma
pSenice, koji je =zapocet u januaru 2005. godine, osnivanjem medunarodnog
konzorcijuma za sekvenciranje genoma pSenice (International Wheat Genome
Sequencing Consortium — IWGSC), procenjeno je da genom heksaploidne pSenice
sadrzi izmedu 94 1 96 hiljada gena (Brenchley et al., 2012).

3. 3. Mikrosatelitski markeri

Mikrosatelitski markeri (Litt and Luty, 1989) predstavljaju segmente DNK
molekula veli¢ine od 1 do 6 baznih parova, koji se ponavljaju u nizovima (Tautz and
Renz, 1984). Imajuc¢i u vidu da oko 90 procenata pSeni¢nog genoma ¢ine ponovljive
DNK sekvence (Li et al., 2004), ovi markeri su se pokazali kao veoma pogodna tehnika
u razli¢itim istraZivanjima iz oblasti genetike i oplemenjivanja pSenice (Landjeva et al.,
2007; Kalia et al., 2011). Ono $to mikrosatelite izdvaja u odnosu na neke druge klase
molekularnin  markera, jeste njihova visoka varijabilnost, multialelna priroda,
kodominantni nacin nasledivanja, reproduktivnost, relativna raznovrsnost, Siroka
hromozomu, moguénost za automatizaciju i visoko-produktivnu genotipizaciju (Parida
et al., 2009). U tabeli 1. navedene su neke osnovne karakteristike razli¢itih tipova

molekularnih markera.

Uobicajeni nazivi za mikrosatelitske markere su jo$ 1 jednostavne ponavljajuce
sekvence (SSR -simple sequence repeats, Jacob et al., 1991), kratki tandemski ponovci
(STR — short tandem repeats, Edwards et al., 1991) i polimorfnost duzine jednostavnih

sekvenci (SSLP — simple sequence length polymorphism, Tautz, 1989). Na postojanje



mikrosatelita prvi su ukazali Hamada et al. (1982) kod razlicitih eukariota, od kvasaca
do ki¢menjaka. Tokom istrazivanja koja su usledila od strane Delseny i sar. (1983) i
Tautz i Renz (1984), ustanovljeno je njihovo prisustvo kod biljka. Genomi biljaka
obiluju AT ponovcima, dok je kod zivotinja AC ponovak najucestaliji (Powell et al.,
1996). Mikrosateliti su rasporedeni Sirom nuklearnog genoma kako u kodiraju¢im, tako
1 u nekodiraju¢im regionima. Pored toga, mogu se na¢i i u genomu hloroplasta (Chung
et al., 2006) i mitohondrija (Rajendrakumar et al., 2007). SSR markere karakteri$e mali
broj ponovaka po lokusu (5 do 100), slutajna raspodela sa ucestaloséu od 10* do 10° po
genomu 1 visok nivo polimorfnosti, kao posledica razli¢itog broja ponovaka u
mikrosatelitskim regionima. Zahvaljujuéi ovim osobinama, mikrosatelitski fragmenti se
mogu lako detektovati pomocu lanc¢ane reakcije polimeraze, pri ¢emu se dobijeni
rezultati mogu ponoviti sa jednakom efikasnos¢u. Ovi markeri su pogodni za visoko-
produktivnu genotipizaciju i pokazali su se kao izuzetno korisna metoda za utvrdivanje
oCinstva, konstrukciju genomskih mapa visoke gustine, mapiranje korisnih gena, MAS,

kao i za utvrdivanje genetickih i evolucionih veza (Parida et al., 2009).

Tabela 1. Najvaznije karakteristike razlicitih tipova molekularnih markera (Kalia

etal., 2011)

Karakteristike Molekularni markeri
EST-SSRs SSRs RFLPs RAPDs/AFLPs/ISSRs

Podaci o sekvenci Neophodni Neophodni Nisu potrebni Nisu potrebni

Nivo polimorfnosti Nizak Visok Nizak Nizak-srednji
Dominantnost Kodominantni Kodominantni  Kodominantni Dominantni
Meduvrsna prenosivost  Visoka Nisko srednja  Srednje visoka  Nisko srednja
Primena u MAS Visoka Visoka Srednja Nisko srednja
Troskovi sinteze Niski VisoKi VisoKi Nisko srednji

SSR markeri se mogu klasifikovati u odnosu na njihovu veli¢inu, tip ponovka i
lokaciju unutar genoma. Imaju¢i u vidu broj nukleotida po jedinici ponovka,
razlikujemo mono-, di-, tri-, tetra-, penta- i heksanukleotidne mikrosatelite. U zavisnosti
od rasporeda nukleotida u ponavljaju¢im motivima, Weber (1990) koristi termine
savrSeni, nesavrseni i sloZzeni mikrosateliti, dok Wang i sar. (2009a) dele mikrosatelite

na jednostavne savrSene, jednostavne nesavrsene, sloZene savrSene i sloZzene nesavrsene.



SavrSeni ponovci se sastoje od pojedinacnog motiva koji se ponavlja, dok su kod
nesavrsenih motivi koji se ponavljaju prekinuti na odredenom mestu motivima Kkoji se
ne ponavljaju. Kod slozenih SSR markera, dva osnovna ponavljaju¢a motiva su prisutna
zajedno u razli¢itim konfiguracijama. Pored ovih termina mogu se sresti i pojmovi Cisti i

ometeni (Jarne and Lagoda, 1996), za savrSene, odnosno nesavrSene motive (Kalia et al.,
2011).

Najvec¢i procenat genomskih mikrosatelita predstavljaju jedarni SSR markeri
(nuSSR), a razlikujemo jo$ i mitohondrijalne (MtSSR) 1 hloroplastne (cpSSR)
mikrosatelite. Zahvaljujuéi uniparentalnom nasledivanju, cpSSR mikrosateliti su nasli
primenu u proucavanju varijabilnosti kod biljaka, kao i protoku gena u prirodnim

populacijama (Provan et al., 2001).

Evolucija SSR lokusa

Evolucija mikrosatelitskin markera, odnosno svaka promena u SSR lokusima
koja ima za posledicu povecéanje ili smanjenje broja ponovaka, povezana je sa stopom
mutacije. Stvaranje mikrosatelita je jedan evolutivno dinamicki i sloZzen proces. Moguca
objasnjenja za njihov nastanak ukljucuju greske u toku replikacije DNK molekula,
nejednake rekombinacije, zakazivanje mehanizma za otklanjanje greSaka prilikom

replikacije i retrotranspozicija.

U toku umnozavanja DNK molekula moZe se desiti da DNK polimeraza III
,»sklizne niz ili uz matri¢ni lanac u ponavljaju¢em regionu, tako da se novosintetisani
lanac skrati ili produzi (Wang et al., 2009 a). Ovakav tip greSaka se uglavnom otklanja
pomoc¢u mehanizama za reparaciju, tako da stabilnost SSR lokusa zavisi od balansa
izmedu greSaka prilikom replikacije i efektivnosti sistema za reparaciju. Za podjednaku
distribuciju mikrosatelita veoma je znaCajna i ravnoteza izmedu greSaka prilikom
replikacije 1 tackastih mutacija. Prva pojava favorizuje rast, dok tackaste mutacije
»razbijaju® dugacke nizove ponovaka u dva ili viSe kra¢ih. Na taj na¢in promena u
relativnoj ucestalosti navedenih pojava, moze imati direktan uticaj na raspored
mikrosatelita u genomu (Li et al., 2002), odnosno veci udeo gresaka pri replikaciji u

odnosu na tackaste mutacije ima za posledicu nastanak duzih mikrosatelitskih



fragmenata. Ustanovljeno je da stvaranje mikrosatelita moze biti nuspojava prilikom
retrotranspozicije. Retrotranspozoni predstavljaju visoko ponovljive fragmente DNK
koji nastaju reverznim prepisivanjem bilo kog RNK molekula. Parida i sar. (2009) su
utvrdili da 23,1 % SSR lokusa u genomu Secerne trske imaju znacajnu homologiju
sekvenci sa retrotranspozonima i predlozili potencijalnu primenu datih fragmenata kao
izvor za sintezu polimorfne klase genetickih markera. Pretpostavlja se da su insercija i
akumulacija retrotranspozona izmedu gena imale znacajan udeo u usloznjavanju biljnih

genoma.

Ucestalost svake od navedenih pojava zavisi u odredenoj meri i od uslova
spoljasnje sredine. Na stopu mutacija SSR lokusa mogu uticati razliciti faktori, kao §to
su: struktura motiva koji se ponavlja, duzina sekvence, pozicija na hromozomu, sadrzaj
GC nukleotida u bo¢nim regionima, ¢elijski ciklus (mitoza ili mejoza), pol, genotip itd.
Pri proucavanju mikrosatelitskog diverziteta divlje emer pSenice, ustanovljena je jaka
interakcija, izmedu srednje vrednosti duzine ponovaka i udaljenosti SSR lokusa od
centromere s jedne strane, 1 broja alela 1 varijabilnosti u veli¢ini ponovaka u SSR

lokusima, s druge strane (Li et al., 2002).

Zastupljenost i funkcija mikrosatelita u genomu

Na osnovu brojnih istrazivanja pokazano je da SSR fragmenti ¢ine znacajnu
frakciju nekodiraju¢e DNK. Medutim, odredeni autori impliciraju da je nezanemarljivi
deo mikrosatelita lociran u delovima genoma koji se transkribuju, ukljucujuéi gene koji
kodiraju ekspresiju proteina, iako je broj ponovaka u ovim regionima neuporedivo
manji (Marcotte et al.,1999; Li et al., 2004; Sonah et al., 2011). Tako je kod zitarica 1,5
do 7,5 % SSR markera locirano unutar EST (expressed sequence tag) sekvenci (Thiel et
al., 2003). Dinukleotidni motivi su najc¢es¢e zastupljeni kod veéine vrsta, sem kod
primata gde dominiraju mononukleotidni (Toth et al., 2000). Pretpostavlja se da su
lokusi sa ve¢im ponavljajuéim jedinicama izloZeni jacem selekcionom pritisku prema
promeni duzine fragmenata, naroCito u regionima genoma koje karakteriSe veca
ucestalost rekombinacija (Samadi et al., 1998). Pored toga uoceno je i da su u egzonima
vecine organizama najucestaliji trinukleotidni ponovci §to moze biti posledica supresije

drugih tipova ponovaka u kodiraju¢im regionima kako ne bi doslo do promene okvira
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Citanja gena (Li et al., 2004). Kod biljaka najdominantniji tripleti su AAG (Li et al.,
2004), iako se kod zitarica najces¢e srecu CCG motivi (Thiel et al., 2003), Sto je
specificna pojava za sve monokotiledone biljke i moze biti u vezi sa visokom
frekvencijom odredenih aminokiselina. Dikotiledone biljke imaju vise mono-, a

monokotiledone vise trinuklotidnih motiva (Lawson and Zhang, 2006).

Polozaj SSR markera u genomu determiniSe njegovu ulogu 1 u skladu sa tim
mikrosateliti imaju potencijal da uti¢u na regulaciju aktivnosti gena, evoluciju i razvoj
gena. Ukoliko su locirani u kodiraju¢im regionima mogu da uticu na ekspresiju gena.
Prema Li i sar. (2002) mikrosatelitske sekvence omogucavaju formiranje razlicitih
vidova neuobicajenih DNK struktura u vidu jednostavnih, ali i sloZenijih petlji koje
mogu imati uticaja na regulaciju ekspresije gena. U nekodiraju¢im segmentima, npr.
S5'UTR regionima ili intronima, mikrosateliti mogu da reguliSu transkripciju gena
(Lawson and Zhang, 2006). Prisustvo SSR lokusa u ovim regionima je neophodno za
ekspresiju odredenih gena pri ¢emu broj ponovaka predstavlja kljucan faktor u nivou
ekspresije gena. Ekspresija nekih gena je Cak uslovljena specificnim brojem ponovaka
(Liu et al., 2000). Sirenje SSR ponovaka u intronima i 3'UTR sekvencama moze da
dovede do gubljenja funkcija gena. Svako smanjenje ili povecanje proja ponovaka
unutar gena moze na kraju da utice na promene u fenotipu (Li et al., 2004), $to kod ljudi
moze da se odrazi u vidu veoma ozbiljnih oboljenja. ZabeleZeno je vise od 40
neuroloskih, neurodegenerativnih i neuromuskularnih poremecéaja kod ljudi, koji su
uzrokovani nestabilno$¢u tandemskih ponovaka (Orr and Zoghbi, 2007). S druge strane,
funkcija gena koji sadrze SSR motive kod biljaka je slabije istrazena. Tako npr. kod
kukuruza mikrosatelitski motiv (CCG)n u 5'UTR sekvenci gena za ribozomalne
proteine, ima uticaja na regulaciju oplodnje (Dresselhaus et al., 1999), a kod pirin¢a
sadrzaj amiloze je u korelaciji sa variranjem broj GA ili CT ponovaka u 5'UTR regionu

gena koji kodira sintezu voska (Bao i sar., 2002).

Primena SSR markera u oplemenjivanju pSenice

Od svog otkrica krajem osamdesetih godina proslog veka, mikrosatelitski
markeri su jedna od najcesc¢e koriS¢enih tehnika pri analizi pSeni¢nog genoma. Uprkos

ubrzanom razvoju novih tehnika za genotipizaciju genoma, gde se najvise isticu SNP
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(single nucleotide polymorphism) markeri, primena ovih ekonomi¢nih i visoko
polimorfnih markera 1 dalje raste, podstaknuta novim tehnickim dostignu¢ima, kao Sto
su razvoj multipleks PCR (polymerase chain reaction) metoda i novih tehnika za

sekvenciranje genoma (next generation sequencing; Guichoux et al., 2011).

Genotipizacija ili DNK fingerprinting (metoda otiska prsta), predstavlja tehniku
koja se koristi za karakterizaciju i poredenje sekvenci bilo kojih organizama. Podaci
dobijeni fingerprintingom mogu da se koriste za identifikaciju individua u populaciji,
razlikovanje individua prilikom stvaranja inbred linija ili detekciju genetickih distanci
izmedu genotipova uopsteno. Ove metode mogu da se koriste za proveru Ccistoce
semenskog materijala, za utvrdivanje identiteta sorte i kasnije zaStitu intelektualne
svojine oplemenjivaa, odnosno odredene semenske kompanije. U Sirem smislu,
genotipizacija omogucava utvrdivanje nivoa genetickog diverziteta, $to je veoma bitno
za oplemenjivade jer predstavlja osnovu za selekciju superiornih roditeljskih
kombinacija. Potreba za novim genetickim kombinacijama je stalno prisutna kako bi se
odgovorilo na razliite izazove prirode, kao §to su klimatske promene, varijabilnost u
rasnom sastavu patogena i nedostatak esencijalnih nutritijenata (Landjeva et al., 2007).
Informacija o nivou geneticke varijabilnosti 1 promenama u diverzitetu tokom vremena,
mogu da doprinesu efikasnoj konzervaciji, upravljanju i racionalnom kori$¢enju izvora
germplazme, kako bi se sprecila geneticka erozija. Mikrosateliti su veoma Siroko
primenjivani pri komparativnim genetickim studijama u mnogim zemljama, kako bi se
ustanovio diverzitet nacionalnih genetickih resursa psenice (Ahmad, 2002; Kobiljski et
al., 2002b; Khlestkina et al., 2004, Fu et al., 2005) ili kolekcija u bankama gena
(Roussel et al., 2005; Orford et al., 2006). Rezultati navedenih istrazivanja ukazali su
pre svega na kvalitativne promene u genetickom diverzitetu tokom vremena. Promene u
alelnoj kompoziciji su rezultat kako gubitka alela, prisutnih u divljim srodnicima i
izvornoj germplazmi, tako 1 uvodenja novih alela u moderne sorte. Evaluacijom
mikrosatelitskog polimorfizma, dobijeni su razli¢iti modeli promena u kompoziciji alela
po lokusu: povecanje ili smanjenje broja alela, dominacija razli¢itih alela i slucajne
promene tokom vremena, odnosno aleli prisutni u staroj gerplazmi bili su sporadi¢no

prisutni u modernim sortama (Landjeva et al., 2007).
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Zahvaljujuci visokom nivou polimorfnosti i rasprostranjenosti, SSR markeri su
naSli Siroku primenu u mapiranju genoma pSenice. Prva detaljna mapa za 279
mikrosatelitskih lokusa objavljena je 1998. godine (Roder et al., 1998), a nakon toga
usledio je ¢itav niz publikacija u kojima su predstavljene mape novih mikrosatelitih
lokusa. Stephenson i sar. (1998) su objavili mapu za 53, Gupta i sar. (2002) za 66,
Somers i sar. (2004) za 1235, Song i sar. (2005) za 540 novih mikrosatelita. Pored toga,
veliki je broj radova gde je prilikom mapiranja kombinovano nekoliko tehnika
molekularnih markera, medu kojima i SSR markeri (Paillard et al., 2003; Quarrie et al.,
2005; Li et al.,, 2007; Chu et al., 2008; Saintenac et al., 2013). Vec¢ina navedenih
mikrosatelita razvijena je iz totalne genomske DNK. Odredeni broj SSR markera
identifikovan je i iz mikrosatelitskih motiva unutar EST sekvenci (Gao et al., 2004; Yu
et al., 2004; Peng and Lapitan, 2005). Mikrosatelite razvijene iz EST sekvenci odlikuje
visoka konzervativnost, te se mogu primenjivati pri analizi veoma raznovrsne
germplazme, dok su s druge strane znatno manje polimorfni od markera nastalih iz
totalne genomske DNK (Ganal and Réder, 2007).

Stvaranje genetickih mapa predstavlja osnovu za mapiranje gena koji kontrolisu
ekspresiju agronomski vaznih osobina. Poslednjih desetak godina determinisana je
lokacija velikog broja gena u okviru specifiénih hromozoma, hromozomskih kraka ili
regiona. Lista molekularnih markera za specifi¢ne gene i QTL-e (Quantitative Trait Loci
— lokusi za kvantitativne osobine) moze se na¢i u Katalogu za genske simbole pSenice

(Catalogue of Gene Symbols for Wheat) (Mclintosh et al., 2012, www.shigen.nig.ac.jp).

Navedena lista uklju¢uje major gene koji kontroliSu otpornost na prevalentne bolesti
pSenice 1 gene koji determiniSu razvoj odredenih morfoloskih osobina, kao i1 gene za
kompleksne osobine kao §to su prinos i komponenete prinosa pSenice. Na osnovu
velikog broja istrazivanja, razvijeni su SSR markeri koji su u vezi sa veoma znacajnim
major genima kao Sto su: geni za otpornost na lisnu rdu, pepelnicu, Zutu rdu, sivu
pegavost lista pSenice, geni za otpornost na StetoCine, geni za visinu stabljike, geni za
vernalizaciju, za oblik i boju glume i dlakavost liS¢a pSenice, geni za kvalitet proteina.
Pored toga, detektovan je i veliki broj mikrosatelita koji su u vezi sa lokusima za
kvantitativne osobine, kao §to su: otpornost na lisnu 1 Zutu rdu, pepelnicu 1 fuzarijum,
tolerantnost na aluminijum, prezetveno proklijavanje semena, visok sadrzaj proteina i

prinos i komponente prinosa (Landjeva et al., 2007; Randhawa et al., 2013).
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Razvoj mikrosatelitskih markera vezanih za agronomski znacajne osobine
psSenice predstavlja uvod za njihovu primenu u stvaranju sorti poboljSanih karakteristika.
Markerima asistirano oplemenjivanje omogucéava oplemenjiva¢ima pSenice da
unose/piramidiraju gene od interesa u linije i da identifikuju gene i/ili lokuse za
kvantitativne osobine u germplazmi koja ¢e biti koriS¢ena za izbor roditelja. Ovaj
pristup pruza mogucénost za unapredenje odgovora na selekciju jer se molekularni
markeri mogu primeniti ranije u zivotnom ciklusu biljke (npr. u gametskoj selekciji u F1
generaciji, u fazi klijanaca). lako se moze primeniti u bilo kojoj generaciji razdvajanja,
MAS se najceS€e primenjuje u ranim generacijama kako bi se pocetni materijal

,obogatio* pozeljnim alelima (Kobiljski, 2002a).

Primena tehnologije dihaploida (DH) u oplemenjivackim programima pSenice
znacajno je ubrzala proces stvaranja novih sorti, naroCito kod ozime pSenice, gde je
postizanje dva oplemenjivacka ciklusa po godini otezano zbog poteskoca pri imitiranju
uslova neophodnih za jarovizaciju. Danas je uobicajena praksa primene mikrosatelitskih
markera za analizu potencijalnih roditelja pre nego $to se pristupi samoj proizvodnji DH
linija, a kasnije dobijene haploidne linije su podvrgnute MAS pre udvajanja hromozoma,
kako bi se osigurao ,,ostanak* gena od interesa sa jedne strane 1 odbacivanje nepoZeljnih

genotipova sa druge strane (Randawa et al., 2013).

3. 4. Asocijativno mapiranje

Stvaranje sorti koje se odlikuju visokim potencijalom za prinos predstavlja jedan
od osnovnih ciljeva pri oplemenjivanju pSenice. Ovaj proces je u znac¢ajnoj meri otezan
jer se radi o kvantitativnoj osobini, koja je determinisana velikim brojem gena i nalazi
se pod znacajnim uticajem faktora spoljasnje sredine. Sa detekcijom korisnih genetic¢kih
markera, omoguceno je povezivanje odredenih genomskih regiona, koji sadrze ove
markere, sa varijacijom u kompleksnim osobinama. Kod mapiranja lokusa za
kvantitativne osobine, rane generacije ukrstanja (F1 ili F,) se koriste za rasclanjivanje
kvantitativne varijabilnosti, na osnovu razdavajanja individua u odnosu na generaciju

roditelja. QTL mapiranje se pokazalo kao izuzetno korisno pri identifikaciji genomskih
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regiona koji determiniSu odredene kvantitativne osobine kod velikog broja biljnih vrsta
(Holland, 2007). Medutim, ovaj pristup ima brojne nedostatke. Kao prvo, alelna
varijabilnost kod svakog ukrstanja je ogranicena jer su tipi¢no dva roditelja koris¢ena za
stvaranje mapirajuc¢e populacije. Drugo, posto se analiziraju rane generacije ukrStanja,
broj rekombinacija po hromozomu je uglavnom mali, ogranicavaju¢i rezoluciju
genetickih mapa. Tipican QTL identifikovan iz populacije koja sadrzi nekoliko stotina
potomaka, moze da obuhvati od nekoliko do par desetina cM (centimorgana), Sto
odgovara genomskom regionu od nekoliko mega baznih parova (bp — base pairs).
Ovako veliki regioni uglavnom sadrze nekoliko stotina gena, tako da je sam proces
identifikacije odgovornog gena, putem tehnika kao Sto je kloniranje zasnovano na
mapiranju, izuzetno mukotrpan i neekonomican (Price, 2006). Pored toga, za mnoge
organizme stvaranje mapirajucih populacija ili nije moguce (npr. u ljudskoj populaciji)

ili traje veoma dugo, npr. kod vecine vrsta drveca (Hall et al., 2010).

Asocijativno ili LD (linkage disequilibrium — gametska neravnoteza) mapiranje
predstavlja nov pristup pri determinaciji genetiCke osnove kompleksnih o0sobina.
Zasniva se na koriS¢enju evidentne varijabilnosti u germplazmi razli¢itog porekla, koja
je znafajno veca u odnosu na mapirajuce populacije. Pored toga, postojece
rekombinacije su se prirodno javile tokom evolucione istorije, tako da su blokovi
vezanih gena znaCajno manji u asocijativnoj, u poredenju sa QTL mapirajuéom
populacijom, $to u velikoj meri uti¢e na povecanje rezolucije mapiranja (Nordborg and
Tavare, 2002). Dok je linkidz analiza bazirana na detekciji neslucajnih veza, izmedu
genotipa i fenotipa u populacijama potomstava nastalih ukr§tanjem najéeScée dve
geneticki divergentne sorte, asocijativno mapiranje se fokusira na utvrdivanje veza u
okviru populacija nesrodnih individua. Drugim re¢ima, vremenski period do prvog
zajednickog pretka bilo koje dve individue iz populacije nesrodnih individua, bi¢e duzi
nego u populacijama srodnika. To je ono Sto LD mapiranje ¢ini pogodnijim za
»finijje* mapiranje: $to je veci broj generacija, veca je i verovatnoca da se do¢i do
rekombinacija genetickog materijala u okviru date vrste, dok se u okviru mapirajuéih
populacija javlja svega nekoliko generacija razmene materijala u okviru homologih
hromozoma. Porast u stopi rekombinacija dovodi do pregrupisavanja hromozomskih
segmenata, a kao posledica dolazi do redukcije LD u okviru malih razdaljina u odnosu

na lokus od znaCaja, ¢ime je povecana rezolucija mapiranja. Poredenja radi, kod
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mapirajucih populacija, u nekoliko generacija dolazi do krosing-overa koji rezultira u
razmeni genetiCkog materijala reda nekoliko megabaza, dok se u materijalu kod
asocijativnih studija radi o rekombinacijama segmenata merenih u kilobazama (Ersoz et
al., 2007).

Gametska neravnoteza

Termin gametska neravnoteza je prvi put uveden u literaturu kasnih 40-ih godina
proslog veka, kako bi se opisao stepen neslucajnih veza izmedu dva lokusa. U cilju
definisanja stepena zajednicke pojave alela u dva prouCavana lokusa, uveden je
parametar r?> (Hill and Robertson, 1968). Kada je r® nula, odredeni aleli u dva
proucavana lokusa se ne pojavljuju cesce nego S§to se ocCekuje pri slucajnom
uzorkovanju. Ovaj parametar dostize svoju maksimalnu vrednost od 1, kada se aleli u
proucavanim lokusima znatno ucestalije javljaju zajedno u okviru ispitivane populacije.
Postoje i neki drugi parametri u okviru linkidz disekvilibrijum statistike, koji se koriste
za predvidanje stepena vezanosti alela odredenih lokusa, ali u svakom slucaju, ukoliko
LD statistika ima vrednost nula, dati lokusi nisu vezani (Hedrick, 1987). Asocijativno
mapiranje koristi LD statistiku, kako bi se predvidela veza odredenog marker lokusa sa
genom koji uti¢e na variranje ispitivane fenotipske osobine. Ukoliko je LD u okviru
datog genomskog regiona kompletan, svaka polimorfnost u ovom segmentu imace
postojanu predvidenu fenotipsku vrednost. Kao rezultat znacajne veze marker-fenotip,
moze se zakljuciti da je dobijena varijabilnost svojstvena za dati LD region oko marker
lokusa (Ersoz et al., 2007).

Obim LD (u baznim parovima) u okviru vrste pa ¢ak i individualnih genoma je
visoko varijabilan i stoga je najpouzdanije da se odreduje empirijski (Long and Langley,
1999). Teorijska procena nivoa LD za modele realnih populacija, koje ne zadovoljavaju
predvidanja Wright-Fisher-ovog modela (koji podrazumeva da se generacije
medusobno ne preklapaju) je slozena. Poteskoce se javljaju usled velikog broja
medusobno povezanih faktora koji uticu na formiranje obrasca LD, ukljucujuéi
geneticki drift, protok gena 1 prirodnu selekciju (Wall and Pritchard, 2003). Statisticka
mo¢ u proceni asocijacija, odredena je obimom LD u odnosu na uzorkovani

polimorfizam, kao i veli¢inom analiziranog uzorka (Wang and Rannala, 2005). Ukoliko
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LD opada suvise brzo u okviru regiona, potreban je ve¢i broj markera kako bi se
detektovao ciljni segment genoma. S druge strane ukoliko LD opada suvise sporo sa
veli¢inom uzorka, veli¢ina blokova haplotipa bi¢e suvise velika za nedvosmislenu
determinaciju lokusa koji kontroliSe odredeno osobina od agronomskog znacaja.
Drugim re¢ima, stopa opadanja LD u okviru odredenog segmenta genoma u
proucavanoj populaciji, odreduje potrebnu ,,gustinu® markera i nivo rezolucije koja ¢e

se dobiti u datoj asocijativnoj analizi (Ersoz et al., 2007).

Kao $to je napred navedeno, za definisanje LD koristi se nekoliko pokazatelja.
Najéesce koriéeni parametar je r?, gde je r Pirsonov koeficijent korelacije, koji opisuje
predvidenu pojavu odredene alelne forme u jednom polimorfnom lokusu, sa odredenom
alelnom formom u drugom polimorfnom lokusu, a r? kvadrirana vrednost koeficijenta
korelacije, koja se jo$ naziva koeficijent determinacije (Hill and Robertson, 1968).
Drugi pokazatelj koji se uobi¢ajeno primenjuje je Lewontin-ova D vrednost (Lewontin,
1964). Parametar D je mera odstupanja dobijenih, od oc¢ekivanih gametskih frekvencija

haplotipa, odnosno mera odstupanja od gametskog ekvilibrijuma.
D =Pag—PaPs,

gde je Pag ucestalost gameta koji nosi alele A i B u dva lokusa, a Pai Pg frekvencije
alela A, odnosno B. U odsustvu drugih faktora, rekombinacijom kroz slucajno ukrStanje
individua, razbija se gametska neravnoteza prema Dy = Dy (1 — r), gde je D, preostali
LD izmedu dva lokusa posle t generacija slucajnog ukrstanja, od originalne Dy vrednosti
(Zhu et al., 2008).

Izbor odgovaraju¢e LD statistike zavisi od objekta istrazivanja. Kod biljaka,
veéina LD mapirajuéih istraZivanja koristi parametar r’ za kvantifikaciju gametske
neravnoteZe jer se na osnovu njega moze proceniti korelacija izmedu odredenog
markera i QTL-a od agronomskog znadaja (Gupta et al., 2005). Tipi¢no, vrednosti r> od
0,1 ili 0,2 smatraju se za prag znacajnosti asocijacije izmedu proucavanih parova lokusa
1 opisuju maksimalnu geneticku ili fizicku distancu pri kojoj je LD znacajan (Zhu et al.,
2008).
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Faktori koji uticu na gametsku neravnotezu

Faktori koji uti¢u na gametsku neravnotezu mogu se podeliti u dve osnovne
grupe. U prvu grupu svrstavaju se bioloski faktori, kao Sto su: rekombinacije, sistem
oplodenja i varijabilnost ispitivane germplazme. Uoceno je da pojedini regioni humanog
genoma pokazuju stopu rekombinacije koja znacajno odstupa od prosecne stope.
Ovakvi regioni nazvani su ,,vruéa® (engl. hotspots) ili ,,hladna“ mesta (engl. coldspots)
usled visoke, odnosno niske stope razmene genetickog materijala. Ustanovljeno je da je
LD u korelaciji sa lokalnom stopom rekombinacije, na koju uti€u faktori kao Sto su
sadrzaj GC baza ili ,,gustina® gena (Dawson et al., 2002). Intrahromozomska LD
varijacija uoCena je i u genomima je¢ma, kukuruza, paradajza i hlebne pSenice
(Malysheva-Otto et al., 2006; Robbins et al., 2011;Yan et al., 2009; Zhang et al., 2010),

gde je varirala izmedu vrednosti manje od jednog do trideset cM.

Kod samooplodnih vrsta redukuje se moguénost efektivnih rekombinacija jer
individue karakteriS§e veci stepen homozigotnosti, nego kod stranooplodnih vrsta. Kao
rezultat ocekuje se da je LD postojan u okviru vec¢ih genetickih ili fizickih distanci, dok
je kod stranooplodnih vrsta ostvarena visa rezolucija, koja omogucuje finije mapiranje i

olaksava kloniranje kandidat gena (Flint-Garcia et al., 2003).

Odabir germplazme ima klju¢nu ulogu u varijaciji LD vrednosti, koja je pod
direktnim uticajem nivoa geneti¢ke varijabilnosti zahvacene ispitivanim uzorkom. Radi
ilustracije moze se navesti primer kod kukuruza, gde je LD u okviru 1 kb (kilo baza)
kod lokalnih populacija, oko 2 kb kod razli¢itih inbred linija 1 cak do nekoliko stotina kb
kod komercijalnih elitnih inbred linija (Jung et al., 2004).

U drugu grupu faktora od kojih zavisi vrednost LD, svrstavaju se odredeni
evolucioni Cinioci: selekcija, struktura populacije, geneticki drift, populaciono usko grlo
(engl. bottleneck) i protok gena. Ukoliko su aleli u dva lokusa u gametskoj neravnotezi i
ako oba pozitivno utiu na reproduktivnu sposobnost individua, odgovor na selekciju
jednog lokusa ubrzan je selekcijom drugog lokusa. Tako ¢e pozitivna selekcija povecati
LD izmedu i u neposrednoj okolini odabranog lokusa, uzrokuju¢i fenomen poznat pod
nazivom geneti¢ko autostopiranje (engl. genetic hitchhiking; Slatkin, 2008). Cak i u
slucaju da je drugi lokus selektivno neutralan, odabir prvog lokusa povecac¢e LD medu

njima. Vestacka selekcija je takode imala dramati¢ne efekte na LD. Kod veéine biljnih

18



kultura, uoceni su mozaici velikih LD blokova, narocito u regionima koji nose gene za
agronomski znaCajne osobine. Domestikacija pracena intenzivnom selekcijom na
specificne uslove spoljasnje sredine i odredene osobine kvaliteta, modifikovala je
genomsku arhitekturu kod mnogih zitarica, redukujuéi geneticki diverzitet i stvarajuci
odredenu strukturu populacije, koja u znacajnoj meri uti¢e na statisticku validnost kod

asocijativnog mapiranja (Soto-Cerda et al., 2012).

Populaciona struktura, javlja se usled nejednake distribucije alela medu
potpopulacijama koje poti¢u od razli¢itih predaka (Balding, 2006). Kada se ove grupe
uzorkuju kako bi se kreirao panel linija za asocijativno mapiranje, namernim ili
slu¢ajnim mesanjem individua sa razli¢itim frekvencijama alela, stvara se prividni LD.
Znacajni LD izmedu nevezanih lokusa uti¢e na stvaranje lazno-pozitivnih veza izmedu
markera i osobine. U cilju ilustracije moze se navesti slede¢i primer. Pretpostavimo da
su u jednoj populaciji fiksirani A i B aleli u dva lokusa, dok su u drugoj fiksirani a i b
aleli. MeSavina individua ove dve potpopulacije sadrzace samo AB i ab haplotipove,
ukazuju¢i da su oni u savrSenoj gametskoj neravnotezi, §to u stvarnosti nije slucaj
(Slatkin, 2008). Po definiciji, mora da postoji polimorfizam u dva ili viSe lokusa kako bi
se procenio nivo LD. U prethodno navedenom primeru, oba lokusa su monomorfna u
potpopulacijama iz kojih poti€u. Medutim, kada se individue pomeSaju, u
novostvorenim vestackim populacijama, detektuje se najpre lazni polimorfizam i kao
posledica znaajan, ali isto tako lazni LD. U cilju otklanjanja ovakvih greSaka,
predlozeno je nekoliko statistickih modela, koji u obzir uzimaju potencijalne efekte
populacione strukture. Jedan od najcesc¢e koriS¢enih je algoritam koji je implementiran u

softver STRUCTURE (Pritchard et al., 2000).

Kao rezultat genetickog drifta, odnosno sluc¢ajnih promena ucestalosti alela kroz
generacije, u malim populacijama dolazi do gubitka retkih alelnih kombinacija i porasta
LD (Flint-Garcia et al., 2003). Gametski disekvilibrijum se javlja i u populacijama koje
su pretrpele znacajnu redukciju veli¢ine (populaciono usko grlo), gde neminovno dolazi
I do ekstremnog genetickog drifta. Nakon smanjenja broja individua, neki haplotipovi
¢e biti izgubljeni, a LD automatski pove¢an. Kod biljaka, smanjenje alelne varijabilnosti
posledica je, pre svega domestikacije 1 veStaCke selekcije. S druge strane protok gena,

odnosno uvodenje 1 integrisanje gena i genskih kompleksa u alohtone populacije,
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dovodi do povecanja polimorfnosti alela u datoj populaciji. Ukoliko selekcija favorizuje
odredene kombinacije alela, u svakoj od potpopulacija postojace LD. Medutim, kada
dode do slucajnog oplodenja i rekombinacija, ,,razbija“ se i LD nastao protokom gena
(Slatkin, 2008). Generalno gledano, faktori kao $to su geneticki drift, populaciono usko
grlo 1 protok gena, mogu da doprinesu stvaranju vesStackog LD i negativno uticu na
njegovu primenu u detekciji QTL-a pri asocijativnom mapiranju (Soto-Cerda et al.,
2012).

Oplemenjivacki materijal najznacajnijih biljnih kultura najcesée ukljucuje uski
geneticki pul, tako da se proucavanjem pedigrea, mogu naéi zajednicki preci u okviru
veoma ograni¢enog broja generacija (Lu et al., 2005). Izmedu nevezanih gena, LD se
moze javiti usled istovremene selekcije kombinacije alela razli¢itih gena, kao i1 zbog
postojanja strukture populacije (Hart and Clarck, 1997). Selekcija utice na LD u
odredenim delovima genoma, vezanim za osobinu relevantnu za odredeni
oplemenjivacki program, S$to treba uzeti u obzir prilikom interpretacije rezultata
asocijativne analize. S druge strane, struktura populacije moZe da utie na obrazac LD
duz celog genoma i mora da se koriguje pre izvodenja asocijativne analize, kako bi se
dobili validni rezultati (Pritchard et al., 2000). Podstruktura je uobicajen uzro¢nik
kovarijansi poligenih efekata jer srodnici nose zajedniCke alele markera i1 gena duz
Citavog genoma (Breseghello and Sorrells, 2006). Kada je populacija izdeljena na grupe,
mogucnost pojave lazno pozitivnih veza je znacajno redukovan (Cardon and Palmer,

2003).

Etape asocijativnog mapiranja

Postoji pet glavnih etapa pri asocijativnom mapiranju: (1) odabir populacije koja
¢e se analizirati, (2) utvrdivanje nivoa i uticaja populacione strukture na uzorak koji se
ispituje, (3) fenotipska evaluacija populacije za osobine od interesa, (4) molekularna
evaluacija populacije za kandidat gene/regione ili skeniranje Citavog genoma i (5)

testiranje veze izmedu genotipa i fenotipa.

Populacija koja se koristi u asocijativnim analizama treba da predstavlja uzorak

geneticki divergentnih individua, a veli¢ina u dosada$njim studijama najznacajnijih
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biljnih kultura i njihovih divljih srodnika, varirala je od 26 do 961 genotipa (Ferreira et
al., 2006; Hall et al., 2010). Prilikom genotipizacije uobicajeno su koriS¢eni SSR
markeri, a u novije vreme sa razvojem tehnologija sekvenciranja nove generacije, sve
vise se koriste i SNP markeri. Izbor odgovarajuce tehnike markera zavisi od biljnog
genoma koji se proucCava, pristupa na kome ¢e se analiza bazirati, kao i od tehniCke
opremljenosti laboratorije. Slede¢i izbor sa kojim se treba suoCiti je odabir
odgovarajuceg pristupa, odnosno da li asocijativnu analizu bazirati na kandidat genima
ili skenirati ¢itav genom vrste od interesa. Pri tome, najznacajnija smernica treba da
bude nivo LD kod proucavane vrste jer on odreduje kako rezoluciju mapiranja koja ¢e
se posti¢i, tako 1 broj markera koji je potreban kako bi ¢itav genom bio obuhvacéen
(Whitt and Buckler, 2003). Kod pristupa baziranog na kandidat genima, asocijativno
mapiranje je ograni¢eno na gene za koje se pretpostavlja da uticu na kontrolu osobina
od interesa. Sam izbor markera moze biti zasnovan na informacijama dobijenim na
osnovu genetickih, biohemijskih ili fizioloskih analiza (Neale and Savolainen, 2004).
Istrazivanja bazirana na kandidat genima su manje zahtevna u pogledu broja markera i
uglavnom je potrebno od nekoliko desetina do nekoliko stotina markera za uspe$nu
analizu par stotina individua. S druge strane, treba imati u vidu da je ovaj pristup
ogranic¢en izborom kandidat gena koji su detektovani za odredenu biljnu vrstu i stoga se
uvek javlja rizik da se propusti identifikacija mutacija od znacaja za odredeno osobina
jer se one nalaze u segmentima koji nisu pokriveni odabranim markerima (Hall et al.,
2010). Kod pristupa baziranog na analizi ¢itavog genoma, broj markera varira od stotinu
do nekoliko hiljada markera, pri ¢emu su pored kandidat gena zastupljeni i neutralni
markeri, kako bi se testirao nivo uticaja geneticke pozadine (engl. background) na

odredene osobine (Ersoz et al., 2007; Hall et al., 2010).

Prema Long and Langley (1999), u cilju povecanja statisticke moci
asocijativnog mapiranja, mnogo je efikasnije povecati broj individua koje ¢e biti
fenotipski ocenjene, nego povecati broj markera pri molekularnoj evaluaciji. Medutim,
adekvatna fenotipska evaluacija moZe biti dugotrajna i neekonomic¢na. Kako bi se
povecala preciznost i pouzdanost dobijenih rezultata, potrebno je postaviti oglede na
vecem broju lokaliteta 1 u nekoliko ponavljanja. Na taj na¢in delimi¢no se smanjuje

uticaj sredine i1 greSaka pri merenju na dobijene rezultate jer se podaci pojedinacnog
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merenja mogu kombinovati kako bi se stvorila srednja vrednost fenotipa (Lynch and
Walsh, 1998).

Poslednji korak u asocijativnim analizama, izbor odgovarajuceg statistickog
testa, zavisi od prethodnih koraka, odnosno karakteristika populacije koja je koris¢ena
za sakupljanje podataka fenotipizacije i genotipizacije (Breseghello and Sorrells 2006).
U cilju smanjenja rizika od nastanka lazno pozitivnih veza marker - osobina, razvijeno
je nekoliko metoda za utvrdivanje strukture populacije. Devlin i Roeder (1999) razvili
su metod ,,genomske kontrole, gde se struktura populacije utvrduje na osnovu velikog
broja neutralnih markera ili markera koji nisu u vezi sa osobinom od interesa za
odredeno istrazivanje. SA (structure associations) analiza, razvijena od strane Pritchard
i sar. (2000) bazira se na primeni seta nevezanih molekularnih markera za procenu
populacione strukture (Q matrix), koja se zatim inkorporira u opsti linearni model (engl.
GLM — general linear model), ¢ime je omogucena korekcija laznih asocijacija. Kasnije
su Yu i sar. (2006) razvili novu metodologiju, tzv. mesoviti linearni model (engl. MLM
— mixed linear model), koji pored populacione strukture, u sebi sadrzi i srodni¢ku
povezanost individua populacije ( kinship matrix - K-matrix), ¢ime se odbacuje takode
znacajan broj lazno pozitivnih veza. Kako bi se izvela MLM analiza potrebno je : (1)
kreirati Q-matricu koriste¢i, uglavnom, softver STRUCTURE; (2) utvrditi koeficijent
srodnosti (K-matrix) medu individuama odabrane kolekcije germplazme, pomocu
softvera SpaGeDi (Hardy and Vekemans, 2002) ili TASSEL (Bradbury et al., 2007) i (3)
koristiti Q- i K-matricu u asocijativnoj analizi, kako bi se eliminisale lazno pozitivne

Veze.

Jedan od najceSce koriS¢enih softvera pri asocijativnom mapiranju biljnih
genoma je TASSEL (Bradbury et al., 2007). U okviru ovog programa, moguce je kako je
napred navedeno, utvrditi K-matricu, zatim izvesti GLM i MLM analizu, izracunati i
graficki prikazati LD, kao 1 geneticku distancu medu ispitivanim genotipovima (Soto-

Cerdaet al., 2012).
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3. 5. Osobine koje determiniSu geneticki potencijal za prinos pSenice

Stopa porasta ljudske populacije na godiSnjem nivou iznosi 1,3%, pri ¢emu se
cak 83% od ukupnog porasta, odvija u zemljama u razvoju Azije, Afrike i Juzne
Amerike. Kako bi se proizvele dovoljne koli¢ine hrane, potrebno je da se i produkcija
zitarica na godiSnjem nivou povecava za 26 miliona tona. To bi znacilo da se svetska
produkcija hrane u narednih nekoliko decenija mora povecati za 50%. Pri tome, ovaj cilj
treba dosti¢i sa mnogo manje raspolozivih obradivih povr§ina, manje vode za
navodnjavanje i sa §to manjom upotrebom hemijskih zastitnih sredstava, kako bi se
vodilo racuna o odrzavanju Zivotne sredine. Povecanje efikasnosti pri stvaranju sorti
koje odlikuje visok geneticki potencijal za prinos, predstavlja jedno od najrelevantnijih
reSenja (Khush, 2001; Curtis et al., 2002).

Sve osobine koje determiniSu geneticki potencijal za prinos mozemo grubo
podeliti u dve grupe. Prvoj grupi pripadaju osobine koja indirektno uti¢u na prinos, kao
Sto su sazrevanje biljke 1 arhitektura, odnosno morfoloSke karakteristike biljke, koje
imaju jednostavniju geneticku kontrolu 1 manje su pod uticajem faktora spoljaSnje
sredine (Yin et al.,, 2000). U drugu grupu se ubrajaju razli¢ite komponente prinosa
pSenice, ¢ija je genetiCka kontrola znatno kompleksnija, pod veéim su uticajem faktora
spoljaSnje sredine 1 gde efekat pojedinanih QTL-a zavisi od geneticke pozadine (engl.

genetick background) (Koebner and Snape, 1999; Babu et al., 2004).

Visina stabljike predstavlja jedno od najznacajnijih agronomskih metri¢kih
osobina pSenice, zbog povezanosti sa otpornoS¢u na poleganje, kapacitetom porasta
klijanaca 1 kontrolom korova (Donald and Hamblin, 1976). Jedan od klju¢nih faktora za
pojavu Zelene revolucije je upravo uvodenje odredenih gena za redukciju rasta stabljike
(Rht - reduced height) u oplemenjivacke programe. Biljke nosioci ,,patuljastih® gena,
troSile su manje hranljivih materija na produkciju stabljike, a viSe za nalivanje zrna, $to
je, uz otpornost na poleganje, dovelo do povecanja Zetvenog indeksa preko 60% (Khush,
2001).

Najveci uticaj na Zelenu revoluciju imali su Rht-B1b (prvobitno nazvan Rhtl) i
Rht-D1b (Rht2), sa, redom, 4BS i 4DS kraka hromozoma, koji su uvedeni u

23



oplemenjivacki program CIMMYT-a (International Maize and Wheat Improvement
Center) iz japanske sorte Norin 10. Ovi geni su iz CIMMYT-a kasnije distribuirani Sirom
sveta (Gale and Youssefien, 1985). Pored napred navedenih, vaznu ulogu u stvaranju
sorti niskog rasta i visoke produktivnosti imao je i Rht8 gen (2DS), koji vodi poreklo od
Japanske sorte Akakomugi. Navedeni gen je introdukovan u italijanski oplemenjivacki
materijal 1920. godine 1 do danas postao Siroko rasprostranjen, narocito u zemljama

Juzne Evrope (Borojevi¢ and Borojevi¢, 2005).

Imajuéi u vidu znacaj Rht gena za adaptabilnost sorte, od 90-ih godina proslog
veka pa do danas objavljen je veliki broj istrazivanja ¢iji je glavni cilj bio razumevanje
efekata pojedinih Rht gena i detekcija novih lokusa za modifikaciju visine biljke u
odnosu na specifican agroklimatski region (Korzun et al., 1998; Worland et al., 2001;
Ellis et al., 2005; Wu et al., 2011; Chebotar et al., 2012; Chen et al., 2013; Dauora et al.,
2013; Wilhelm et al., 2013; Zanke et al., 2014). U katalogu genskih simbola p$enice do
danas su objavljena ukupno 22 Rht gena (Mclntosh et al., 2012), a u radu skorijeg
datuma Chen 1 sar. (2014), data je karakterizacija jo§ jednog gena za redukciju rasta
stabljike, kog su autori nazvali Rht23. Svi ovi geni su skoro ravnomerno rasporedeni u

genomu pSenice 1 dele se u dve osnovne grupe na bazi odgovora na dodatak giberelinske

kiseline (GA — gibberellic acid): GA-neosetljivi i GA-osetljivi (MclIntosh et al., 2012).

Vreme klasanja je osobina od najveceg znacaja za adaptaciju pSenice na razlicite
uslove spoljasnje sredine (Worland, 1996). Posredno uti¢e na varijabilnost sorti u
pogledu agronomski znacajnih osobina, $to se naroCito mora uzeti u obzir prilikom
stvaranja novih linija poboljSanih karakteristika. Radi boljeg razumevanja geneticke
kontrole ove izuzetno kompleksne osobine, samo vreme klasanja moZe se razloziti na tri
komponente: osetljivost na fotoperiod (PS - photoperiod sensitivity), potreba za
vernalizacijom (VR - vernalization requirement) i klasanje samo po sebi (IE - intrinsic
earliness). Navedena podela izvrSena je na osnovu interakcije svake od grupe gena sa
faktorima spoljasnje sredine. Kod ozime pSenice, za prelazak biljke iz vegetativne u
generativnu fazu, neophodno je da prode tretman izlaganja niskim temperaturama u
periodu od cCetiri do osam nedelja (odnosno vernalizaciju), dok jare sorte ne zahtevaju
ovakav tretman u cilju formiranja klasa. Pored toga, sorte se mogu grupisati i na osnovu

njihove osetljivosti na duzinu trajanja dana. PSenica je uglavnom biljka dugog dana,
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medutim postoje 1 genotipovi koji mogu klasati 1 za vreme kratkog dana. Geni koji
kontroliSu vernalizaciju (Vrn geni) (Law and Worland, 1997) i osetljivost na fotoperiod
(Ppd geni) (Scarth and Law, 1983) imaju najznacéajniju ulogu pri adaptaciji pSenice na
razlicite agroklimatske regione. Medutim, postoje i genomski regioni koji takode uti¢u
na determinaciju vremena klasanja 1 cvetanja, ali nisu pod znacajnim uticajem razlicitih
signala iz spoljas$nje sredine i stoga su kategorisani kao Eps geni (earliness per se)
(Snape et al., 2001).

Hromozomi iz grupe 2 i 5 imaju najveéi uticaj na regulaciju ekspresije klasanja i
cvetanja jer nose major gene, Ppd i Vrn (Snape et al., 2001). Na osnovu Meta-QTL
analize, koja podrazumeva integrisanje i sumiranje rezultata pojedinaénih QTL
istrazivanja, Hanocq i sar. (2007) detektovali su hromozomske regione koji imaju
posrednu ulogu u determinaciji vremena klasanja na: 4A i 4B (klasanje, Meta-QTL), 2B
(vernalizacija, Meta-QTL) i 5B hromozomu (klasanje samo po sebi, Meta-QTL). Pored
navedenih autora, Griffiths i sar. (2009) su takode primenom Meta-QTL analize,
detektovali dodatne lokuse odgovorne za vreme klasanja na slede¢im hromozomima: 1B

(2 Meta-QTL-a), 1D, 3A, 3B (2 Meta-QTL-a), 4D, 6A, 6B, 7A, 7B i 7D.

Prinos je kompleksna kvantitativna osobina koju kontroliSe veliki broj gena sa
niskom heritabilno$¢u 1 pod znacajnim je uticajem faktora spoljas$nje sredine. Upravo
zbot toga predstavlja veliki izazov za oplemenjivace jer ne raspolazu sa dovoljno
informacija o broju, lokaciji i doprinosu svakog pojedina¢nog gena kona¢noj ekspresiji
osobine (Koebner and Snape, 1999). U cilju boljeg uvida u geneticku kontrolu, prinos se
moze podeliti u nekoliko komponenata kao $to su broj biljaka po kvadratnom metru,
broj klasova po biljci, broj zrna po klasu, masa hiljadu zrna i druge osobine koje su u
vezi sa prinosom, kao Sto su duzina klasa 1 broj klasi¢a po klasu (Cuthbert et al., 2008;
Roder et al., 2008). Neke od navedenih osobina karakteriSe veca heritabilnost i manje su
osetljive na dejstvo faktora spoljasnje sredine (duzina klasa i broj klasi¢a po klasu) nego
sam prinos. Stoga je prilikom mapiranja QTL-a za prinos, veoma vazno imati §to vise
informacija o genetic¢koj kontroli njegovih pojedina¢nih komponenata (Kato et al., 2000;

Kumar et al., 2007; Wang et al., 2011; Cui et al., 2014).

Promene u morfologiji klasa koje su se desile u toku procesa domestikacije

pSenice, omogucile su njenu Siru primenu u poljoprivrednoj praksi. Ove promene
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ukljucuju modifikaciju duzine klasa, kompaktnosti klasa, ¢vrstine osnove klasa, razvoj
osja 1 golozrnost (Manickavelu et al., 2010). U dosadasnjim istrazivanjima
identifikovana su tri major gena koja uti¢u na morfologiju klasa: Q, C i S. Q gen je
mapiran na hromozomu 5AL i ima plejotropni efekat na duzinu i oblik klasa, ¢vrstinu
glume, Cvrstinu rahisa, golozrnost, visinu biljke 1 klasanje (Kato et al.,1999; Faris and
Gill, 2002; Faris et al., 2003; Simons et al., 2006; Zhang et al., 2011b). Posto
determiniSe veéinu osobina koje su bile kljucne za gajenje pSenice, Q gen se smatra
glavnim genom za domestikaciju, a dominantan Q alel prisutan je u svim sortama

obi¢ne i durum pSenice (Faris et al., 2014).

C gen je lociran na 2D hromozomu (Johnson et al., 2008) i definiSe podvrstu
heksaploidne pSenice poznatu pod nazivom Triticum aestivum L. ssp. compactum, sa
kompaktnim, odnosno zbijenim tipom klasa koji determiniSe dominantan C alel. S
druge strane, s alel na hromozomu 3D definiSe drugu podvrstu, Triticum aestivum L. ssp.
sphaerococcum, koja ima okruglo seme, okrugle glume i kratak veoma zbijen klas
(Sears 1947 iz Faris et al., 2014 ). Stoga obi¢na pSenica (ssp. aestivum) ima genotip QcS,
kompaktum QCS, a sferokokum Qcs (Faris et al., 2014).

Fizioloske i morfoloske karakteristike klasa imaju veoma znacajan uticaj na
prinos jer se u njima stvaraju zrna. Morfologija klasa je primarno determinisana
duzinom klasa, gustinom klasica 1 fertilnoS¢u cvetova. Karakteristike klasa determiniSu
broj zrna po klasu, odredujuci na taj nacin i sam prinos. Pored toga i sterilnost klasi¢a
predstavlja vaznu determinantu broja zrna po klasu, kada je ukupan broj klasi¢a po
klasu fiksiran. Klasovi imaju vaznu ulogu i u procesu fotosinteze, $to doprinosi

nalivanju semena, narocito u uslovima suse (Tambussi et al., 2007; Cui et al., 2012).

Imaju¢i u vidu napred navedeno, kao 1 ¢injenicu da je alelna varijabilnost major
gena Q, C i S na nivou podvrste zanemarljiva, veliki broj istrazivanja posvecen je
detekciji lokusa koji su u vezi sa osobinama klasa. U dosadasnjim istraZivanjima
ustanovljeno je viSe od 14 QTL-a u vezi sa osobinama klasa, distribuiranih u svih sedam
grupa pSeni¢nog genoma (Borner et al., 2002; Sourdille et al., 2003; Suenaga et al.,
2005; Ma et al., 2007; Kumar et al., 2007; Kirgiwi et al., 2007; Chu et al., 2008; Wu et
al., 2014). Pored toga, utvrdeno je da je duzina klasa u jakoj korelaciji sa gustinom

klasi¢a. Iako dugi klasovi imaju manju gustinu klasi¢a (Jantasuriyarat et al., 2004; Ma et
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al., 2007), ova pojava ima izvesne prednosti, kao npr. pri suzbijanju infekcije izazvane
gljivama iz roda Fusarium, odnosno smanjenju gubitka prinosa i kvaliteta zrna
(Buerstmayr et al., 2009).

Masa hiljadu zrna predstavlja jednu od najznacajnijih komponenti prinosa
pSenice. Na osnovu ranijih istrazivanja ustanovljeno je da ovu osobinu karakteriSe
visoka heritabilnost i da veéina gena koja uti¢e na njenu ekspresiju ima aditivni efekat
(Xiao and He, 2003; Kuchel et al., 2007). Masa hiljadu zrna predstavlja slozenu osobinu
koje se moze raSclaniti na fizicke parametre (duzina, Sirina i povrsina zrna) i parametre
nalivanja semena (brzina i trajanje nalivanja; Gegas et al., 2010). U dosadasnjim
istrazivanjima, QTL-i za masu hiljadu zrna mapirani su na skoro svim hromozomima
heksaploidne pSenice: 6A, 7D (Kuchel et al., 2007); 1A, 1D, 2B, 2D, 4B, 5B i 6B
(Ramya et al., 2010); 1B, 2D, 4A, 4B, 4D, 5A, 6A i 7A (Zheng et al., 2010); 1A, 1B,
1D, 2B, 5A, 7A i 7B (Neumann et al., 2011); 4B, 5A i 7B (Wang et al., 2011); 3A, 5A i
7A (Wang et al., 2012).
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4. RADNA HIPOTEZA

.....

poreklom iz dvadeset Sest zemalja sveta 1 predstavlja deo geneticke kolekcije Odeljenja
za strna zita, Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu. Stoga se, na osnovu
rezultata molekularne analize ocekuje utvrdivanje visokog nivoa polimorfnosti u
analiziranim mikrosatelitskim lokusima 1 podela ispitivanih genotipova na grupe

(potpopulacije), koja ¢e biti u saglasnosti sa poreklom, odnosno pedigreom.

U ovom radu bi¢e analizirani podaci fenotipske evaluacije za jedanaest
agronomski vaznih osobina, koji su prikupljeni u petogodiSnjem periodu. Imajuéi u vidu
da vecinu osobina karakteriSe niska heritabilnost, odnosno da su pod znacajnim
uticajem faktora spoljasnje sredine, o¢ekuje se utvrdivanje statisticki znacajnih razlika
medu ispitivanim godinama. Pored toga, odabir geneticki raznovrsnog materijala
pretpostavlja postojanje statisticki znacajnih razlika za date osobine medu ispitivanim

genotipovima, odnosno potpopulacijama.

Asocijativna analiza bazira se na rezultatima molekularne i fenotipske evaluacije
geneticki divergentnog materijala, elitnih linija, lokalnih populacija ili drugog
oplemenjivackog materijala. Ovakav materijal karakteriSe veliki broj rekombinacija 1
veca rezolucija mapiranja, u odnosu na mapiraju¢e populacije. U oplemenjivackim
programima fenotipska evaluacija genotipova se odvija u veéem broju godina, $to
predstavlja znacajnu bazu podataka za analizu kompleksnih kvantitativnih osobina, koje
karakteriSe niza heritabilnost. Primenom asocijativnog pristupa, na osnovu kandidat
mikrosatelitskih lokusa, o¢ekuje se utvrdivanje statisticki signifikantnih veza izmedu

kandidat mikrosatelitskih lokusa i odabranih agronomski vaznih osobina.
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5. MATERIJAL | METODE RADA

5. 1. Izbor materijala

Jedan od osnovnih preduslova za validnu asocijativnu analizu, jeste odabir
materijala koji karakteriSe znacajna geneticka varijabilnost. Pored toga, na osnovu
ranijih istraZivanja (Hall et al., 2010), ustanovljeno je da je za utvrdivanje veze izmedu
markera i osobine od interesa, optimalano da broj ispitivanih individua bude oko 250.
Kako bi se zadovoljili napred navedeni kriterijumi, u radu su analizirana 282 genotipa
pSenice poreklom iz dvadeset Sest zemalja sveta, koja predstavljaju deo geneticke
kolekcije Odeljenja za strna zita, Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu, koja

broji oko 1000 genotipova (sl.1).
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Slika 1. Geneticka kolekcija Odeljenja za strna zita, Instituta za ratarstvo 1

povrtarstvo u Novom Sadu

29



Odabrani materijal obuhvata registrovane sorte i eksperimentalne linije, pri ¢emu
su dve sorte pripadale vrsti Triticum turgidum L., po jedna podvrstama Triticum
aestivum L. subsp. sphaerococcum i Triticum aestivum L. subsp. compactum, dok su
preostali genotipovi pripadali podvrsti hlebne pSenice, Triticum aestivum L. subsp.
aestivum. Odabir materijala zasnovan je na fenotipskoj varijabilnosti, kako u pogledu
morfoloskih karakteristika (arhitektura klasa, arhitektura lista, visina stabljike), tako 1 u
vremenu sazrevanja i visini prinosa. Od ukupnog broja ispitivanih sorti, najveci broj je
bio poreklom iz Srbije (72) i Sjedinjenih Americkih Drzava (63). Kolekcija ukljucuje
veliki broj genotipova osnivaca, odnosno genotipova koji su primenjivani kao roditelji

u oplemenjivac¢kim programima $irom sveta (PRILOG, tab. 20).

5. 2. Molekularna analiza

Ekstrakcija DNK

Prilikom ekstrakcije DNK koris¢en je CTAB metod prema Doyle and Doyle
(1990). Za svaki od ispitivanih genotipova na nakvaSenom filter papiru naklijavano je
po deset zrna. Od tako dobijenih klijanaca pravljena je smesa iz koje je zatim izdvajano

nekoliko mg sveZeg tkiva za izolaciju DNK.

Maceracija tkiva se odvijala pomocu te€nog azota u kivetama od 1,5 ml. Nakon
toga, u kivete sa uzorcima dodavano je po 500 ul CTAB ekstrakcionog pufera i uzorci
su stavljani u vodeno kupatilo na 65 °C, u trajanju od 30 minuta uz povremeno mesanje
inverzijom. Po zavrSetku inkubacije, u svaki od uzoraka dodavano je po 500 pl smese
hloroform/izoamil alkohola (razmere 24:1) u digestoru, uz mesanje inverzijom, kako bi
se stvorila emulzija. Uzorci su zatim centrifugirani 10 minuta na 11 000 obrtaja na
sobnoj temperaturi u mikrocentrifugi. Dobijeni supernatant prenoSen je u novi set kiveta
od po 1,5 ml i u njega je dodavano po 350 ul ledenog izopropanola. Dobijeni rastvor
mesan je lagano inverzijom, uz izdvajanje niti DNK, a zatim su uzorci centrifugirani 5

minuta na 10 000 obrtaja na sobnoj temperaturi u mikrocentrifugi. Po odlivanju
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supernatanta, DNK je ostajala na dnu, a u kivete je dodavano po 200 pl pufera za
ispiranje i uzorci su centrifugirani 3 minuta na 10 000 obrtaja na sobnoj temperaturi u
mikrocentrifugi. Nakon odlivanja supernatanta, uzorci su stavljani u termoblok na
susenje Cetrdesetak minuta na 35 °C. Po zavrietku susenja, uzorci su resuspendovani u
50 ul 0,1xTE pufera i odlagani na 4 °C najmanje jedan dan, kako bi se DNK rastvorila,

a zatim ¢uvani na -20 °C.

Tabela 2. Rastvori za ekstrakciju DNK

CTAB pufer

2% CTAB (mixed acrylic 3-methyl ammonium bromide)
100mM Tris-HCI pH 8,0

20 mM EDTA pH 8,0

1,4 M NaCl

0,2% merkaptoetanol (dodaje se neposredno pre upotrebe)

Pufer za ispiranje

76% etanol

10 mM amonijum acetat

0,1XTE pufer

10 mM Tris-HCI pH 8,0

1 mM EDTA pH 8,0

* proizvodac Sigma

Odredivanje koncentracije DNK izolata

Koncentracija DNK izolata odredena je merenjem apsorbancije na 260 (Azgo) I
280 nm (Azso) pomocu MBA 2000 spektrofotometra (Perkin-Elmer Corp). Imajuéi u
vidu da DNK molekul ima maksimum apsorpcije na 260 nm, dati parametar se koristi
za odredivanje njene koncentracije. Pri tome se primenjuje korekcioni faktor, po kome

vrednost Azep od 1, odgovara 50 pg/ml DNK, odnosno:
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1:50 ug/ml = Aoeo i X
Na osnovu cega sledi da je:
X = Ao * 50 ug/ml

Dobijena vrednost se zatim koriguje, uzimaju¢i u obzir i razblazenje, kako

bismo koncentraciju rastvora DNK izolata izrazili u pg /pl.

Proteini imaju maksimum apsorpcije na 280 nm, pa se iz odnosa Azeo/Azso
odreduje Cistoca uzorka. Ukoliko je ova vrednost manja od 1,7, uzorak je kontaminiran
proteinima, a pri vrednostima preko 2,0 uzorak sadrzi visoku koncentraciju RNK

molekula (http://homepages.bw.edu/~mbumbuli/molbio/labs/dna/).

Izbor mikrosatelitskih markera

Za molekularnu evaluaciju seta od 282 genotipa, odabrano je Cetrdeset
mikrosatelitskih markera koji su na osnovu ranijih istraZzivanja bili u vezi sa agronomski
vaznim osobinama pSenice (PRILOG, tab.19). Iako se vodilo ra¢una da SSR lokusi budu
podjednako zastupljeni na sva tri genoma heksaploidne psenice, prednost je data
markerima koji su bili u vezi sa ve¢im brojem agronomski znac¢ajnih osobina. Nakon
optimizacije uslova lanCane reakcije polimeraze, devet SSR markera (WMC278-1A,
WMC304-1A, GWM484-2D, BARC86-3A, GWM397-4A, GWM113-4B, GDM109-5A,
GWM332-7A i WMC364-7B) je izuzeto iz dalje analize jer su bili monomorfni ili je
izostalo specifiéno vezivanje njihovih prajmer sekvenci. Spisak ispitivanih
mikrosatelitskih lokusa, njihove pozicije na hromozomima, prajmer sekvence, kao i

ponavljaju¢i motivi, navedeni su u tabeli 3.
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Tabela 3. Spisak ispitivanih mikrosatelitskih lokusa pSenice

Marker Hromozom  Prajmer sekvence* Motiv
Levi 5 GTG AGC AATTTT GATTATACT G 3

Xwmc24 1A ) (GT)28 25 t0 80
Desni 5 TAC CCT GAT GCT GTAATATGT G 3
Levi 5 AGG GCTCTCTTTAATTCTTGCT 3'

Xwmel77  2A ) (CA)21
Desni 5 GGTCTATCGTAATCCACCTGTAZJ
Levi 5" GGC AAC TGG AGT GAT ATAAATACCG 3

Xbarc212 2A . (CMN)14
Desni 5'CAG GAA GGG AGG AGAACAGAGG Y3
Levi 5" GAGCCCACAAGCTGGCA 3

Xgwmd25 — 2A ) (CT)21
Desni 5 TCGTTCTCCCAAGGCTTG 3'
Levi 5 CTACAATTC GAA GGA GAG GGG 3

Xgwm388 2B ) (CT)4(CA)11(CA)12
Desni 5'CAC CGC GTC AACTACTTAAGC 3
Levi 5'CTCCCTGTACGCCTAAGGC 3'

Xgwm261 2D ) (CT)21
Desni 5' CTCGCGCTACTAGCCATTG 3'
Levi 5'CTC CATCTATTG AGC GAAGGT T3

Xwmc264 3A . (GA)16 81to 112
Desni 5'CAA GAT GAA GCT CATGCAAGT G 3
Levi 5'GCGTCTATTTTT GCCATTTCCATTCA3

Xbarc1060  3A . (CAT)3+8
Desni 5" GCGATG TTC TGT AGT TCTTAGTGTTCTTT 3
Levi 5° CGACAGAGTGATCACCCAAATATAA 3

Xbarc12 3A . R . (ATT)28
Desni 5'CATCGGTCTAATTGTCAATGTA 3
Levi 5'TGC AAACTA ATC ACCAGC GTAAZ

Xbarcl64 3B Desni 5 CGC TTT CTAAAACTG TTCGGGATTTCTAA  (ATT)18

3

Levi 5' AATGAAAAAACACTTGCGTGG 3

Xgwm284 3B ) (GA)L7
Desni 5 GCACATTTTTCACTTTCGGG 3'
Levi 5'ATTCAAGTCTCTGCAGACCACC3'

Xwmc3 3B . (CT)(CA)
Desni 5'CCCTGAGCAGCTTCACAGATTAC3'
Levi 5'GCG CAG ACC GTACCC AAC CAG ATAG 3

Xbarc1047 4A . (TAGA)11
Desni 5 CATGCCTTGCCCTTGGTTTCA3
Levi 5 TCTTCCTGC TTACCC AAACACAZ

Xwmc238 4B . (CA)22
Desni 5 TAC TGG GGG ATC GTG GATGAC A 3
Levi 5' GAGAGCCTCGCGAAATATAGG 3'

Xgwm495 4B ) (GA)20
Desni 5 TGCTTCTGGTGTTCCTTCG 3'
Levi 5'GTTTGTCGGTCGTGAAGGTT3'

Xgpw3017 4B ) (GA)33
Desni 5TGCGTTGGTTTGTCTACTGG3'
Levi 5CCTGTTGCATACTTGACCTTITTT 3

Xwmc331 4D . (CA)1356t081
Desni 5 GGA GTT CAATCTTTC ATC ACCAT 3
Levi 5 CTT CCATGA ATC AAAGCAGCAC 3

Xwmcd457 4D . (CA)13 342 to 367
Desni 5'CAT CCATGG CAG AAACAATAGC3'
Levi 5 TTT GTT ACA ACC CAG GGG G 3'

Xcfa2155 5A . (TG)16
Desni 5 TTG TGT GGC GAA AGA AAC AG 3
Levi 5 ACT TGT ATGCTCCATTGATTG G 3'

Xgwm499 5B ) (GA)32
Desni 5' GGG GAG TGG AAACTG CAT AA 3
Levi 5'CGCAAAATCGAAATTAAAAATGGAAA 3

Xbarc243 5B ) (ATT)21
Desni 5 GATCCTCCTTTCAGCTGGCCTATTA 3
Levi 5'CGT CTT CAT CAAATCCGAACTG 3

Xbarc320 5D . (TTC)11(CGT)4
Desni 5'AAA ATC TAT GCG CAG GAG AAAC 3
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Tabela 3. (nastavak)

Marker Hromozom  Prajmer sekvence* Motiv
Levi 5'CGGAGCATGCAGCTAGTAA3'

Xwmes53  6A ) (CA)24
Desni 5'CGCCTGCAGAATTCAACAC3
Levi 5 TTCCCTGTGTCTTTCTAATTTTTTITT 3

Xbarc3 6A ) (ccmir
Desni 5 GCGAACTCCCGAACATTTTTAT 3
Levi 5'CGTGCCCTACACCTCCTTTTCTCTC3'

Xpsp3071  6A ) (TC)14
Desni 5TCCGTACATACTCCGGGAGACC3
Levi 5’AATCACAACAAGGCGTGACAZ

Xgwm518 6B ) (CA)34
Desni 5'CAGGGTGGTGCATGCAT3
Levi 5 ATTTGCCTGAAGAAAATATT 3'

Xgwm276  7A ) (CT)24
Desni 5 AATTTCACTGCATACACAAG 3
Levi 5" ATCGTCACGTATTTTGCAATG 3

Xgwm297 7B . (GT)12(GA)18
Desni 5' TGCGTAAGTCTAGCATTTTCTG 3'
Levi 5TGCACTGTTTTACCTTCACGGA3'

Xwmc396 7B . (GT)14
Desni 5'CAAAGCAAGAACCAGAGCCACT3
Levi 5' CCACCG GCC AGAGTAGTATT 3

Xcfd14 7D ) (TC)28
Desni 5'TCC TGG TCT AAC AAC GAG AAG A3
Levi 5'GCG GAA CTT GGG CAG GAG CAC3'

Xbarc1057 . (CAT)12(CAA)4
Desni 5TCG CCT CTATCA CCC CGC CTC TAT CA3'

* Podaci o prajmer sekvencama dostupni na http://wheat.pw.usda.gov/

Lancana reakcija polimeraze

Odabrani SSR lokusi umnozavani su pomoc¢u fluorescentno obelezenih levih i
neobelezenih desnih prajmer sekvenci (proizvoda¢ Applied Biosystems, Life
Technologies). Lan¢ana reakcija polimeraze odvijala se u aparatu PCR System 9700
gold, kao i u Veriti Thermal Cycler aparatu (Applied Biosystems, Life Technologies).
Navedeni aparati su dizajnirani za rad sa mikrotitar plo¢ama koje imaju 96 mesta (sl.2).
Kao standard za proveru duZine umnozenog fragmenta, odnosno proveru specifi¢nosti
reakcije, koriS¢ena je sorta Chinese Spring, koja je unoSena na ploCe zajedno sa

analiziranim sortama pri svakoj reakciji.

Reakciona smes$a, ukupne zapremine 10 pl, sadrzala je 3 ng/ul genomske DNK,
koja je sluzila kao matrica, 1xPCR pufer, 2 mM MgCl,, 0,2 mM svakog dinukleotida
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,5uM svakog od fluorescentno obelezenog levog i
neobelezenog desnog prajmera i 1 jedinicu Taq polymerase (Applied Biosystems, Life
Technologies).
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Lanc¢ana reakcija polimeraze odvijala se na dva tipa programa. Kod prvog tipa
programa, nakon 5 minuta inicijalne denaturacije na 94 °C, sledilo je 35 do 40 ciklusa

umnozavanja, pri ¢emu se svaki sastojao od slede¢ih koraka:

- denaturacija na 94 °C u trajanju od 30 sekundi

- hibridizacija prajmer sekvenci za matricnu DNK u trajanju od 45 sekundi na
52 °C (WMC24, WMC177), 60 °C (GWM388, WMC238) ili 62 °C
(BARC1057, GWM425, GWM261, GPW3017, WMC3, PSP3071)

- 45 sekundi na 72 °C.

Posle toga sledila je finalna ekstenzija u trajanju od 10 minuta na 72 °C.

i

Slika 2. PCR aparati, PCR System 9700 gold (levo) i Veriti Thermal Cycler
(desno)

Drugi tip programa je tzv. Touchdown program, koji se odlikuje postepenim
smanjenjem temperature hibridizacije prajmer sekvenci. PCR zapocinje na temperaturi
koja je za nekoliko stepeni visa od preporucene za datu prajmer sekvencu, da bi se zatim
kroz nekoliko ciklusa smanjila do optimalne temperature. Na ovaj nacin postize se
specifi¢nije vezivanje prajmera za odredeni region genomske DNK, a samim tim 1 bolji

kvalitet dobijenog produkta (Korbie and Mattick, 2008). Za sve programe ovog tipa,
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duzina trajanja kao i temperatura na kojoj su se odvijale faze denaturacije i1 ekstenzije
bila je identi¢na kao i kod prvog tipa PCR programa. Kod programa touchdown 63-59
(WMC264, BARC164, WMC331, WMC457, GWM495, WMC457, CFA2155, GWM499,
WMC396) u prvoj fazi hibridizacija prajmer sekvenci za matricnu DNK odvijala se u
osam ciklusa gde se podetna temperatura od 63 °C u svakom od narednih ciklusa
smanjivala za 0,5 °C. Nakon toga sledilo je jo$ 30 ciklusa na temperaturi vezivanja od
59 °C. Za program touchdown 62-56 (BARC1060, BARC1047, BARC320, WMC553,
BARC3, GWM518, GWM276) karakteristicno je da je pocetna temperatura hibridizacije
bila za 6 °C veéa od optimalne pa se postepeno smanjivala kroz 12 ciklusa, nakon ega
je sledilo jo§ 30 ciklusa na radnoj temperaturi za date prajmere. Tre¢i program
(BARC212, BARC12, GWM284, GWM429, CFD14) se odvijao prema modifikovanoj
metodi Xu i sar. (2005b), gde se pocetna temperatura od 68 °C kroz dve serije
touchdown ciklusa smanjila na 50 °C. Modifikacija se ogledala u drugacijoj ukupnoj
zapremini i koncentraciji komponenata za PCR (koja je bila identi¢na sa podacima koji
su prethodno navedeni u ovoj disertaciji), temperaturi na kojoj se odvijala denaturacija
(94 °C umesto 95 °C) kao i duZini trajanja finalne ekstenzije (10 umesto predlozenih 5

minuta).

Analiza SSR fragmenata

Analiza PCR produkata, dobijenih umnozavanjem ispitivanih mikrosatelitskih
lokusa, odvijala se pomocu automatskog laserskog DNK sekvenatora, model ABI
Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems, Life Technologies) (sl. 3). To je sistem sa
Cetiri kapilare, a u zavisnosti od tipa analize, mogu se koristiti kapilare duZine 22, 36, 50
ili 80 cm. U ovom radu koriS¢ene su kapilare duZine 36 cm, dizajnirane za
genotipizaciju mikrosatelita (sl.3). ABI Genetic Analyzer 3130 omogucava poredenje
mikrosatelitskih fragmenata po veli€ini sa precizno$¢u od jednog baznog para. Princip
rada aparata zasniva se na metodi elektroforeze i primeni fluorescentno obelezenih
prajmera. Na putu od katode ka anodi, fluorescentno obelezeni produkti prolaze kroz
laserski zrak aparata 1 detektuje se emitovano fluorescentno zraCenje koje se zatim
prevodi u odgovarajuéi elektroferogram, sa koga se moze ocitati veli¢ina produkta, kao i

intenzitet fluorescencije (https://www:.lifetechnologies.com/).
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Za razdvajanje PCR produkata koris¢en je polimer POP4 (Polydimethyl
acrylamide — 4% polidimetil akrilamid, 8 M urea, 5% 2-pirolidinon) (Applied
Biosystems, Life Technologies).

Slika 3. ABI Genetic Analyzer 3130 (gore), detalj pumpe za ubacivanje polimera
u sistem kapilara (dole levo) i sistem kapilara (dole desno)
(https://www.lifetechnologies.com/)

Prajmer sekvence za SSR markere analizirane u ovom radu obelezavane su sa
Cetiri razli¢ite boje: 6-FAM (plava), NED (zuta), PET (crvena) i VIC (zelena). Na taj
nacin bilo je omoguceno da se produkti Cetiri razli¢ita mikrosatelitska lokusa analiziraju
istovremeno. Pre analize, na mikrotitarske ploce sa 96 mesta, unoseno je po 2 pl smese

PCR produkata (po 0,5ul od svake boje), a zatim je na svako mesto (tubicu) dodavano
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po 0.2 ul standarda za veli¢inu (GeneScan500 LIZ Size Standard, Applied Biosystems,
Life Technologies) i 7.8 ul Hi-Di Formamide (Applied Biosystems, Life Technologies),
tako da je u svakoj od tubica ukupna zapremina reakcione smese bila 10 ul. Nakon toga,
uzorci su denaturisani 5 minuta na 94 °C u aparatu PCR System 9700 gold i postavljani
na Genetic Analyzer 3130.

Kontrola rada, kao 1 kalibracija instrumenta odrzavana je pomoc¢u Data
Collection softvera, verzija 3.0 (Applied Biosystems, Life Technologies), preko kog se
vr$i 1 unos podataka o uzorcima, uklju¢ujuéi naziv i mesto uzoraka na mikrotitarskim

ploCama.

Rezultati fragmentne analize obradivani su primenom GeneMapper softvera,
verzija 4.0 (Applied Biosystems, Life Technologies), koji omogucéava odredivanje

veli¢ine PCR produkata na bazi njihovog poredenja sa standardom za veli¢inu.

5. 3. Fenotipska analiza

U ovom radu koris¢eni su podaci fenotipske evaluacije koja se odvijala u
periodu od pet godina, od 1995. do 1999. godine. Pri tome, poljski ogled je bio
postavljen na oglednim poljima Instituta za ratarstvo i povrtarstvo, lokalitet Rimski
Sanéevi, po sluéajnom blok sisitemu, u tri ponavljanja po sezoni. Svaka parcelica imala
je po Sest redova, medusobno odvojenih 20 cm, tako da je ukupna povrSina iznosila 1,2

m2.

Analizirano je ukupno jedanaest agronomski znacajnih osobina. U polju su
analizirane visina stabljike, vreme klasanja i cvetanja. Visina stabljike merena je od
povrsine zemljiSta do osnove klasa 1 izraZzavana je u cm. Parametri vreme klasanja 1
cvetanja bili su izrazeni kao broj dana od 1. januara do datuma klasanja, odnosno
cvetanja (50 % biljaka po eksperimentalnoj jedinici), prema UPOV deskriptorima za

psSenicu.
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Komponente prinosa pSenice, kao §to su: duzina klasa (cm), masa klasa (g), broj
klasi¢a po klasu, broj sterilnih klasi¢a po klasu, masa zrna po klasu (g) 1 broj zrna po
klasu, analizirane su u laboratoriji za oplemenjivanje, Instituta za ratarstvo i povrtarstvo
u Novom Sadu. Pri tome je za evaluaciju koris¢eno po pet klasova od svakog genotipa,
uzorkovanih od pet pojedinacnih biljaka po parcelici. U istoj laboratoriji merena je i

masa 1000 zrna (g). Prinos je meren u kg/m?, a zatim izraZavan u t/ha.

Za oznaCavanje osobina kori$¢ene su slede¢e skracenice: VS— visina stabljike; VK —
vreme klasanja; VC — vreme cvetanja; DK — duzina klasa; BK — broj klasi¢a po klasu;
BSK — broj sterilnih klasi¢a po klasu; BZ — broj zrna po klasu; MK — masa klasa; MZ —

masa zrna po klasu; MHZ — masa hiljadu zrna i PR — prinos.

5. 4. Statisticka obrada podataka

Rezultati fenotipske analize obradeni su primenom programa StatSoft 12.0. Za
svaku od jedanaest ispitivanih osobina utvrdeni su deskriptivni statisticki parametri,
analiza varijanse 1 vrednosti Pirsonovog koeficijenta korelacije. Za odredivanje jacine

veze medu analiziranim osobinama, kori$¢ena je skala prema Evans-u (1996):

Jacina korelacije Vrednost koeficijenta korelacije (r)
VVeoma slaba 0-0,19

Slaba 0,20-0,39

Srednja 0,40 - 0,59

Jaka 0,60-0,79

Veoma jaka 0,80 —-1,00

Stepen informativnosti odabranih mikrosatelitskih lokusa utvrden je na osnovu
PIC (Polymorphism Information Content) vrednosti (Anderson et al.,, 1993),
koris¢enjem dodatka za Excel program Microsatellite Tool Kit 3.3.1. (Park, 2001).

Populaciona struktura ispitivanog materijala, analizirana je primenom Bayesian

metoda baziranog na Markov Chain Monte Carlo (MCMC) algoritmu implementiranom

39



u program STRUCTURE (Pritchard et al., 2000), verzija 2.3.4, pri ¢emu su kori$¢eni
rezultati genotipizacije primenom seta od 31 SSR markera (tab. 3). Rezultati
molekularne evaluacije, bili su izrazeni u formi heterozigota. Najverovatniji broj grupa
(K vrednost), definisan setom alelnih frekvencija za svaki lokus, analiziran je u opsegu
od 1 do 10. Za svaku K vrednost izvedeno je pet nezavisnih analiza, pri ¢emu su vreme i
broj ponavljanja bili podeseni na 1x10°. Kao rezultat analize dobija se vrednost LnP(D)
na osnovu izracunavanja logaritma verovatnoce za date podatke pri svakom od koraka
Markov Chain Monte Carlo algoritma. Najverovatniji broj grupa odreduje se na osnovu

grafikona za prose¢ne vrednosti parametra LnP(D).

Evanno i sar. (2005) su predlozili izvesne modifikacije, u cilju povecanja
preciznosti pri odredivanju broja potpopulacija, odnosno grupa, na osnovu rezultata
dobijenih pomocu softvera STRUCTURE. Navedeni autori uvode parametar delta K

(4K), zasnovan na stopi promene logaritma verovatnocée izmedu uzastopnih K vrednosti.
AK = m|L"(K)| / sL(K), pri ¢emu su:
L(K) -LnP(D),
mL(K) - srednja vrednost L(K),
sL(K) - standardna devijacija mL(K),
L'K = L(K) - L(K-1),
IL"(K)| = [L'(K+1) - L'(K)] i
m|L"(K)| - srednja vrednost od |L"(K)|.

Kada je ustanovljen broj grupa, na osnovu Q matrica koje se dobijaju u
programu STRUCTURE, za svaku od pet nezavisnih analiza za datu K vrednost,
ra¢unaju se prosec¢ne vrednosti i na osnovu njih dobija kona¢na Q matrica koja se dalje
koristi pri asocijativnoj analizi. Kod Q matrice, na bazi izraunate verovatnoce, svakom

genotipu se utvrduje pripadnost odredenoj grupi.

U cilju provere rezultata dobijenih na osnovu programa STRUCTURE, raspored

genotipova u grupe analiziran je i pomocu analize glavnih koordinata (Principal
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Coordinate Analysis - PCoA) primenom dodatka za Excel program, GenAlEx 6.5
(Peakall and Smouse 2006, 2012). Primenom navedenog programa izraCunata je i
analiza molekularne varijanse (AMOVA) na osnovu matrice geneticke distance,

koris¢enjem 999 permutacija.

Asocijativna analiza agronomski vaznih osobina i SSR lokusa pSenice ispitivanih
u ovom radu, izvedena je u programu TASSEL 2. 1 (Bradbury et al., 2007), koji
ukljucuje primenu dva modela. Opsti linearni model (GLM), podrazumeva da se pored
podataka molekularne i fenotipske evaluacije koristi i odabrana Q matrica, prethodno
dobijena pomoc¢u programa STRUCTURE. Mesoviti linearni model (MLM) predlozen
od strane Yu i sar. (2006) je nesto napredniji i podrazumeva primenu i matrica srodnosti
(kinship-Matrix), koja je u ovom radu izraCunata na osnovu podataka molekularne
analize, u programu TASSEL 2. 1. Kod ovog modela kori§¢ena je opcija proracuna
heritabilnosti pojedinacno za svaki marker. Primenjen je EMMA metod (Kang et al.
2008), a MLM parametri su ostavljeni na po¢etnom podesavanju iz TASSEL-a. Svaka
osobina bila je predstavljena u vidu srednje vrednosti dobijene na osnovu pet

ponavljanja.

Imajuéi u vidu broj ispitivanih godina i heritabilnost analiziranih osobina, veza

marker-osobina smatrana je postojanom ukoliko se javljala u najmanje:
- Cetiri ispitivane godine za: visinu stabljike, vreme klasanja i vreme cvetanja,

- tri ispitivane godine za: masu 1000 zrna, broj zrna, duzinu klasa, broj klasi¢a

po klasu, broj sterilnih klasi¢a po klasu, masu zrna po klasu, masu klasa i prinos.

Procena LD kao i nivoa znacajnosti istog, za svaki par ispitivanih SSR lokusa,
utvrdena je takode u programu TASSEL 2. 1, na osnovu multifaktorijalne analize sa
opcijom od 1000 permutacija. Parametar r? radunat je zajedno za sve lokuse, odnosno za
lokuse koji se nalaze na istom hromozomu, kao i za one sa razli¢itih hromozoma.
Posebno je analiziran LD u celoj populaciji i u svakoj od potpopulacija. Kao prag uzeta
je vrednost r>>0,10, a data veza bila je statisticki znatajna samo za P<0,0001, imajuéi u

vidu da je LD analiziran sa ogranic¢enim brojem mikrosatelitskih markera.
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6. REZULTATI | DISKUSIJA

6. 1. Molekularna evaluacija

U ovom radu je za analizu veze marker-osobina odabrano 40 SSR markera. Po
zavrSetku optimizacije uslova lan¢ane reakcije polimeraze, devet SSR markera je
iskljuceno iz dalje analize. Od ovih 9 mikrosatlitskih markera, dva (GWM484-2D i
GWM113-4B) su bila monomorfna za prvi set od 96 analiziranih genotipova. Kod
preostalih sedam (WMC278-1A, WMC304-1A, BARC86-3A, GWM397-4A, GDM109-5A,
GWM332-7A i WMC364-7B) je izostalo specifi¢no vezivanje njihovih prajmer sekvenci,
odnosno detektovani su monomorfni produkti gde duzina fragmenata nije odgovarala

onoj navedenoj u referenci (http://wheat.pw.usda.gov/), dok su u preporu¢enom opsegu

detektovani nedovoljno specificni produkti veoma niskog intenziteta fluorescencije.
Treba napomenuti da su tokom optimizacije uslova PCR-a, kako bi se postigla sinteza
specifi¢tnog produkta za svaki analizirani mikrosatelitski lokus, sukcesivno menjani
faktori koji uti€u na odvijanja reakcije: temperatura vezivanja prajmer sekvenci, vreme
trajanja ekstenzije, broj ciklusa, kao 1 koli¢ina pojedinih hemikalija koje ulaze u sastav
smeSe za PCR. Kada ni nakon toga nije dobijen specifican fragment za prethodno
navedene SSR lokuse, oni su izuzeti iz dalje analize pod pretpostavkom da se prajmer
sekvence ne vezuju dovoljno specifiéno za odredeni region genoma koji Zelimo da

umnozimo, §to moze biti posledica neadekvatne sinteze prajmer sekvenci.

6. 1. 1. Polimorfnost ispitivanih SSR lokusa psSenice

Molekularnom evaluacijom 31 odabranog mikrosatelitskog lokusa detektovano
je ukupno 397 alela. Broj alela po lokusu varirao je od dva u lokusu Xbarc1060 (graf. 1),

do 33 u lokusu Xwmc3 (graf. 2), sa prose¢nim brojem od 12,41 (tab. 4).

U svim analiziranim mikrosatelitskim lokusima, primenom odgovarajucih

prajmer sekvenci (tab. 3), fragmentnom analizom ustanovljeno je prisustvo po jednog
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produkta umnozavanja, osim za marker BARC1057 gde je skoro kod svih ispitivanih
genotipova detektovano prisustvo dva oblika (sl. 4. ), tako da se moze pretpostaviti da je

ovaj SSR marker rasporeden na dva lokusa (tab. 4).
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Grafikon 1. Ucestalost alela u lokusu Xbarc1060 kod analiziranih genotipova

psenice
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Grafikon 2. Ucestalost alela u lokusu Xwmc3 kod analiziranih genotipova

pSenice

Prema Quirin (2010) navedeni mikrosatelitski marker nalazi se na hromozomu
3A, dok odredeni broj autora nije uspeo da odredi njegovu poziciju u genomu (Song et
al., 2005; Liu, 2010). Ovaj marker je imao najmanju PIC vrednost, koja je iznosila
0,253 za lokus Xbarc1057.1 i 0,080 za lokus Xbarc1057.2. U lokusu Xbarc1057.2.

detektovano je prisustvo svega tri alelna oblika, od ¢ega su dva imala ucestalost manju
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od 5 %, te se ovaj lokus moze smatrati monomorfnim, zbog ¢ega je izuzet iz daljih

analiza u ovom radu. Najve¢u PIC vrednost imao je marker WMC3 i iznosila je 0,891,

dok se srednja vrednost kretala oko 0,672, ukazuju¢i na visoku informativnost

odabranih markera, kao i na izraziti diverzitet ispitivane kolekcije germplazme (tab. 4).
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Slika 4. Elektroferogrami lokusa Xbarc1057 (gore) sa dva produkta (alela) i

lokusa Xbarc164 (dole levo) i Xcfa2155 (dole desno) sa po jednim produktom po lokusu
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Aleli ¢ija je ucCestalost u analiziranom materijalu bila manja od 5 % oznaceni su
kao retki aleli i njihov broj po lokusu varirao je od 0 (Xbarc1060) do 28 (Xwmc3), dok
je srednja vrednost iznosila 7,97. Ukupno je detektovano 255 retkih alela, tako da je
njihova zastupljenost u ispitivanom materijalu iznosila 64,2 %. Sli¢ne rezultate,
odnosno visok udeo retkih alela u ispitivanom materijalu, ustanovili su i drugi autori, pri
¢emu se moze uociti da je ucestalost retkih alela bila u korelaciji sa geografskim
diverzitetom genotipova. Tako su Fu i Somers (2011) analiziraju¢i 78 sorti kanadske
jare pSenice, odnosno materijal oplemenjivan na specificni agroklimatski region,
detektovali 56,6 % retkih alela, a Hao i sar. (2011) kod 250 kineskih linija pSenice
65,8 % retkih alela. S druge strane, Roussel i sar. (2005) su kod 480 evropskih sorti
pSenice, stvorenih u periodu od 1840. do 2000. godine, detektovali 73 % retkih alela,
dok su Balfourier i sar. (2007) analizirajuc¢i 3942 linije pSenice poreklom iz 73 zemlje

sveta, ustanovili prisustvo ¢ak 80 % retkih alela.

Od ukupnog broja mikrosatelitskih markera analiziranih u ovom radu, dvadeset
tri su imala dinukleotidne, sedam je imalo trinukleotidne, a samo jedan marker
tetranukleotidne ponovke (tab. 3). Analizom alelne varijabilnosti ustanovljen je veci
nivo polimorfnosti kod dinukleotidnih, u odnosu na trinukleotidne ponovke, pri ¢emu je
srednja vrednost iznosila, redom, 13,4 i 10,6 alela po lokusu. Dobijeni rezultati su u
skladu sa rezultatima drugih autora, koji istiCu izrazitu polimorfnost dinukleotidnih
motiva u odnosu na druge tipove SSR markera (Samadi et al., 1998; Guyomarc’het al.
2002; Kalia et al., 2011).

Sedamnaest lokusa pokazivalo je variranje u veli€ini fragmenata, koje je bilo u
skladu sa brojem ponovaka koji je sadrzao mikrosatelitski motiv. Kod preostalih
markera postojala su odstupanja, gde su se pojedini aleli razlikovali i za jedan bp, pri
¢emu je najveca nepravilnost uo¢ena kod markera BARC1047, gde su se aleli uglavnom
razlikovali za dva bazna para, iako je motiv ¢etvoronukleotidni. U par lokusa utvrdeni
su razmaci medu alelima veci od broja ponovaka koji sadrzi odredeni SSR motiv (graf.
10). Ovakvi rezultati potvrduju ranije ustanovljeni dvofazni model mutacije SSR lokusa
(D1 Rienzo et al., 1994), koji pretpostavlja da je ve¢ina mutacionih promena posledica
porasta ili smanjenja za jednu ponavljajucu jedinicu, odnosno da se veliki razmaci

javljaju retko.
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Tabela 4. Analizirani mikrosatelitski lokusi pSenice, njihova pozicija na

hromozomu, broj detektovanih alela i PIC vrednost

Opseg

SSR lokus Hromozom bli;u;?;a zf;:(il veli¢ine N";J;;fe(zt;)hjl vrepo:ncost
alela (bp)

Xwmc24 1A 10 6 115-156 138 0,676
Xwmcl77 2A 12 5 173-200 190 0,836
Xbarc212 2A 24 17 183-232 223 0,885
Xgwm425 2A 13 7 122-156 136 0,797
Xgwm388 2B 13 8 156-184 164 0,771
Xgwm261 2D 15 12 160-212 193 0,670
Xwmc264 3A 9 5 120-142 128 0,708
Xbarc1060 3A 2 0 242-245 245 0,372

Xbarc12 3A 18 12 142-230 156 0,853
Xbarc164 3B 12 8 169-214 175 0,730
Xgwm284 3B 16 12 84-130 114 0,764

Xwmc3 3B 33 28 184-316 262 0,891
Xbarc1047 4A 14 9 150-198 166 0,648
Xwmc238 4B 9 2 218-234 220 0,818
Xgwm495 4B 17 13 148-194 174 0,573
Xgpw3017 4B 14 12 265-329 289 0,593
Xwmc331 4D 7 3 122-134 126 0,592
Xwmc457 4D 7 4 153-165 157 0,543

Xcfa2155 5A 5 1 211-221 219 0,677
Xgwm499 5B 21 18 91-154 124 0,584
Xbarc243 5B 13 8 192-226 207 0,672
Xbarc320 5D 7 4 175-202 199 0,364
Xwmc553 6A 13 5 337-361 359 0,861

Xbarc3 6A 15 10 159-232 196 0,803
Xpsp3071 6A 12 7 147-175 163 0,802
Xgwmb518 6B 6 3 119-139 121 0,629
Xgwm276 7A 20 15 55-103 65 0,756
Xgwm?297 7B 15 8 133-173 151 0,839
Xwmc396 7B 13 8 142-175 152 0,762

Xcfd14 7D 5 1 112-120 120 0,697

Xbarc1057.1 4 2 182-188 188 0,253
Xbarc1057.2 3 2 191-200 191 0,080
Srednja vrednost 12,41 7,97 0,672
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U lokusima Xbarc1060 i Xwmc3 zabelezeni su, redom, najmanji (3 bp) i najveéi
(132 bp) opsezi za veli¢inu produkata. Kod 26, od ukupno 32 analizirana SSR lokusa,
veli¢ina fragmenta varirala je u opsegu do 50 bp, kod 5 u opsegu do 100 bp, a samo je
kod markera WMC3 bila preko 100 bp (tab. 4). Veliki raspon variranja veliCine alela
kod markera WMC3 zabelezen je i u bazi podataka za SSR markere pSenice

(http://wheatssr.lab.nig.ac.jp/markerdb/markers/show/wmc003) gde se kod 32 sorte

heksaploidne pSenice, velicina WMC3 fragmenata kretala od 102,7 do 306,6 bp, pri
¢emu je kod 9 genotipova ustanovljeno prisustvo dva, a kod jednog tri alelna oblika po
lokusu. Prema Zhang i sar. (2011a) i Yuan i sar. (2012) ovaj marker mapiran je na 3B
hromozomu, dok Shahzad i1 sar. (2012) nisu uspeli da utvrde ta¢nu poziciju ovog

markera u genomu.

U 24 ispitivana lokusa detektovano je prisustvo nultih alela. Najvec¢i broj nultih
alela detektovan je u lokusu Xbarc320, gde je kod 20 ispitivanih sorti, odnosno 7%
ispitivanog materijala, izostalo umnozavanje datog mikrosatelitskog fragmenta (graf. 3).
U ovom radu je kao kriterijum za definisanje prisustva nultog alela, uzet izostanak
produkata amplifikacije nakon tri ponovljena PCR-a. Prema Devos i sar. (1995) nulti
aleli su relativno uobiCajeni za genom pSenice 1 javljaju se kao posledica tackastih

mutacija ili delecija u jednom ili oba mesta vezivanja prajmera.
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Grafikon 3. Ucestalost nultih alela po ispitivanom SSR markeru
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Iako je pSenica samooplodna biljka, evidentno je postojanje unutrasnje
heterogenosti, definisano kao identifikacija vise od jednog alela za odredeni marker kod
pojedinacne sorte (Roder et al., 2002). U ovom radu, heterozigotnost je ustanovljena
kod 50 % ispitivanih SSR markera, pri ¢emu je najveca ucestalost, od 2,46 %,
zabelezena u lokusu Xgwm495 (graf. 4). Heterogenost se javljala u jednom, rede dva

ispitivana lokusa, kod 9,8 % ispitivanih genotipova.

z = B

Grafikon 4. Ucestalost heterozigotnih individua po ispitivanom SSR lokusu

Roder 1 sar. (2002) su analiziraju¢i 502 sorte pSenice poreklom iz evropskih
oplemenjivackih centara, u cilju utvrdivanja njihovog diverziteta 1 stvaranja baze
podataka, ustanovili heterogenost kod preko 25 % sorti, pri ¢emu je najvisi nivo
ustanovljen kod materijala poreklom iz Jugoistocne Evrope. Roussel i sar. (2005) su
postojanje vise od jednog alela po lokusu unutar genotipa, prilikom proucavanja
varijabilnosti tretirali kao nepostoje¢i podatak jer je prilikom izolacije DNK uzimano
viSe zrna, tako da je bilo teSko utvrditi da 1i se radi o heterogenosti sorte ili
eksperimentalnoj gresci (kao $to je meSanje semena prilikom uzorkovanja). Pomenuti
autori su na taj nacin ustanovili da je udeo podataka koji nedostaju, bio nizi od 5 % i
nije bio u vezi sa geografskim poreklom genotipa. U ovom radu je takode ustanovljeno

da ne postoji veza izmedu porekla neke sorte 1 njene heterogenosti.
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Ukoliko se posebno analizira polimorfnost svakog od genoma heksaploidne
pSenice, moze se zakljuciti da su markeri sa A genoma bili najinformativniji, sa PIC
vrednosc¢u od 0,744. Iako je B genom imao nesto nizu PIC vrednost, $to je posledica
veceg broja retkih alela, ovde je detektovana najveca srednja vrednost za broj alela po
lokusu (tab. 5). Treba napomenuti da su iz ove analize izuzeti aleli markera BARC1057
jer u dosadasnjim istrazivanjima nije ustanovljena ta¢na pozicija ovog markera u

genomu psSenice.

Tabela 5. Broj alela detektovanih po genomima pSenice

Genom A B D
Broj markera 13 12 5
Ukupan broj alela (retki aleli) 167 (99) 182 (128) 41 (24)
Prosec¢an broj alela po lokusu 12,85 15,17 8,20
Prosec¢na PIC vrednost 0,744 0,719 0,573

Huang 1 sar. (2002) su analizirajuéi varijabilnost kod 998 genotipova
heksaploidne psenice poreklom iz 68 zemalja sveta, primenom seta od 24 SSR markera,
takode ustanovili najvecu varijabilnost mikrosatelitskih lokusa B genoma, dok je za D
genom detektovana najmanja varijabilnost. Manji diverzitet D genoma, ustanovljen je i
primenom drugih tehnika molekularnih markera. Wiirschum i sar. (2013) su poredenjem
313 SNP markera sa jedinstvenom pozicijom na mapi, ustanovili da su A i B genomi sa,
redom, 143 i 142 markera, bili podjednako zastupljeni, dok je D genom sa svega 18
markera bio nedovoljno zastupljen, ukazuju¢i na njegovu malu polimorfnost. Isto tako,
Nielsen i sar. (2014) su od 4750 informativnih DarT markera, 48 % mapirali na B
genomu, 33 % na A, a svega 19 % na D genomu. Prema Breiman i Graur (1995) manja
varijabilnost D genoma moze biti posledica njegovog najskorijeg uvodenja u
heksaploidni genom pSenice, kao posledica ukrStanja izmedu amfiploida AABB i
donora D genoma, Aegilops tauschii, pri ¢emu se pretpostavlja da se proces

hibridizacije odvijao izmedu ograni¢enog broja predstavnika obe vrste.

49



6. 1. 2. Struktura ispitivane populacije pSenice

U ovom radu je za utvrdivanja broja potpopulacija (K) primenjen softver
STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Kao rezultat dobijene su vrednosti
parametra LnP(D) i nakon toga je raunat prosek na osnovu pet nezavisnih analiza za
svaku od 10 K vrednosti koliko je zadato na pocetku analize. Na osnovu grafikona
prosecnih vrednosti za LnP(D) (graf. 5) ustanovljeno je da je plato vrednost dostignuta

pri K=6, odnosno da se prou¢avani materijal sastoji iz $est potpopulacija.
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Grafikon 5. Prose¢ne vrednosti za LnP(D) utvrdene za K parametar pri opsegu
od 1do 10

Evanno 1 sar. (2005) su uocili da u veéini slucajeva kada se dostigne plato,
LnP(D) pri visim vrednostima za K i dalje ostaje u nivou platoa ili nastavlja neznatno da
raste, kao 1 da se varijanse izmedu pojedinacnih analiza (run-ova) povecavaju. U cilju
validnijeg odredivanja broja potpopulacija, navedeni autori su predlozili da se broj

potpopulacija odreduje na osnovu vrednosti 4K.

Pri primeni metoda predlozenog od strane Evanno i sar. (2005), 4K dostize

maksimalnu vrednost kada je K jednako tri (graf. 6), odnosno svi genotipovi analizirani
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u ovom radu mogli su se podeliti u tri grupe, u odnosu na Sest grupa ustanovljenih na

osnovu prose¢nih vrednosti za LnP(D).
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Grafikon 6. Delta K vrednost za K parametar pri opsegu od 1 do 10

lako je metod Evanno i sar. (2005) prihvaden od pojedinih grupa autora
(Neumman et al., 2011; Nielsen et al., 2014), u literaturi se skoro podjednako
primenjuje i parametar LnP(D) pri odredivanju strukture populacije (Zhang et al., 2010;
Surlan-Momirovic et al., 2013). Medutim, u ovom radu je na osnovu analize Q matrica,
koje se dobijaju u programu STRUCTURE, ustanovljeno da se genotipovi znatno jasnije
rasporeduju u grupe pri vrednosti K=3, nego pri vrednosti K=6, te je prihvaéen metod
prema Evanno i sar. (2005).

Najveci broj genotipova bio je rasporeden u potpopulaciji 2 (Q2), oznacenoj
crvenom bojom na grafikonu 7, ukupno 127 genotipova. Potpopulacija 1, obelezena
plavom bojom, brojala je 101 genotip, dok je grupa 3 (zelena boja) imala najmanji broj

individua, ukupno 54 (graf. 7).

o1



Grafikon 7. Tri potpopulacije pSenice odredene analizom u programu STRUCTURE. Vertikalne koordinate ukazuju na koeficijent

pripadnosti pojedina¢nog genotipa odredenoj potpopulaciji, dok horizontalne koordinate predstavljaju oznaku genotipa navedenu u tab. 20.
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Grafikon 8. Analiza glavnih koordinata kod 282 genotipa pSenice. Razli¢itim bojama i simbolima predstavljene su tri potpopulacije
dobijene analizom u programu STRUCTURE.

53



Raspored ispitivanog materijala u potpopulacije, utvrden je i analizom glavnih
koordinata, primenom softvera GenAlEx 6.5 (Peakall and Smouse 2006, 2012). Na
grafikonu 8. predstavljen je raspored tri potpopulacije na osnovu utvrdene genetiCke
distance, pri ¢emu je pripadnost svakog genotipa datoj potpopulaciji prethodno
definisana analizom u programu STRUCTURE. Ispitivani genotipovi su, radi bolje
preglednosti prikazani Sematski, bez oznake genotipa, a grupe su predstavljene istim
bojama kao 1 na grafikonu 7. Poredenjem grafikona 7. 1 8, ustanovljen je identiCan
raspored ispitivanih genotipova u potpopulacije, odnosno da je pripadnost pojedinih
genotipova jednoj od grupa jasno definisana dok se odredeni genotipovi nalaze na
prelazu grupa. Prva koordinata razdvojila je potpopulaciju 1 i potpopulaciju 3, dok je

druga koordinata razdvojila potpopulaciju 2 od preostale dve.

Analizom molekularne varijanse, ustanovljeno je da varijabilnost izmedu
individua ima najve¢i udeo u ukupnoj geneti¢koj varijabilnosti (88 %), dok su se
potpopulacije medusobno razlikovale za oko 11 % (graf. 9). Veca geneticka
varijabilnost izmedu genotipova, u odnosu na varijabilnost izmedu potpopulacija, u

skladu je sa prethodno objavljenim radovima (Zhang et al., 2010; Nielsen et al., 2014).

Na osnovu dosada$njih istrazivanja, uoceno je da se raspored sorata u grupe
prema softveru STRUCTURE, uglavnom poklapao sa njihovim geografskim poreklom i
pedigreom (Zhang et al., 2010; Hao et al., 2011; Neumann et al., 2011; Chen et al., 2012;
Dodig et al., 2012; Nielsen et al., 2014). Kako bi se ustanovio trend na osnovu kog su se
sorte grupisale u ovom radu, analizirano je geografsko poreklo genotipova u svakoj od
potpopulacija, a pored toga ustanovljen je i pedigre, na osnovu dostupnih podataka
(PRILOG, tab. 20).

Ukoliko se posmatra geografsko poreklo analiziranih genotipova, uocava se
izvesna pravilnost prilikom njihovog grupisanja. U prvoj potpopulaciji nalazi se ve¢ina
sorti stvorenih u Srbiji, 56 od ukupno 72 sorte, kao i ve¢i deo ruskih sorti, 8 od 11, sve
rumunske sorte, ukupno 6 i svega 7 sorti poreklom iz SAD-a. Veéina americkih
genotipova, 52 od 63 ispitivanih, pripadala je drugoj grupi, gde se rasporedila 1 ve¢ina
australijskih sorti, 11 od 21 ispitane, skoro sve hrvatske, 11 od 12, sve Cetiri madarske

sorte, kao i 9 sorti stvorenih u Srbiji.
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Grafikon 9. Analiza molekularne varijanse ispitivane germplazme pSenice na osnovu matrice geneticke distance
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Tre¢a potpopulacija, koja je bila najmalobrojnija, obuhvatala je sve sorte
poreklom iz Velike Britanije, ve¢inu francuskih i nemackih genotipova, kao i sedam

novosadskih i Cetiri americke sorte (tab. 20).

Na osnovu uvida u pedigree ispitivanog materijala, ustanovljeno je da se u
svakoj grupi izdvajaju odredene sorte koje su dominantno prisutne u porodi¢nom stablu

(http://genbank.vurv.cz/wheat/pedigree/pedigree.asp). U prvoj grupi (Qi;), vecina

genotipova kao jednog od roditelja ima sortu Bezostaya 1 ili neki od genotipova koji
vodi poreklo od ove sorte (Kavkaz, Avrora, Balkan, Zitnica, NS 14-33, Novosadska
Rana 2). Pored toga, znacajan udeo u predackim linijama ove potpopulacije imaju i
sorte poreklom iz programa italijanskog oplemenjivaca Nazareno Strampelli-a, pri ¢emu
se izdvaja sorta Damiano sa sortama potomcima (Mara i Fortunato), a zatim i San
Pastore i Ardito. Genotip Heines-VII poreklom iz Nemacke, bio je zastupljen u
porodi¢nom stablu kod dvadesetak sorti, kao 1 ameri¢ka sorta Redcoat, dok su linije
nastale ukrStanjem japanske sorte Norin-10 i americ¢ke sorte Brevor, nastale u CIMMYT-

u, imale znatno manji udeo.

U drugoj potpopulaciji, gde je rasporedena vecina sorti poreklom iz SAD-a, u
pedigreima se najceSce javlja kanadska sorta Marquis, direktno ili preko potomaka
(Hope, Tenmarg, Arthur), kao i sorte koje u porodi¢nom stablu imaju linije nastale iz
ukrStanja Norin-10/Brevor (meksicke sorte Lerma Rojo 64, Sonora 64, Pitic 62 i
Penjamo 62). Kineska sorta Chinese Spring takode je ucestala u predackim linijama ove
grupe, kao i brazilska sorta Frontana. Unutar ove grupe nalaze se i hrvatske sorte koje
karakteriSe razgranat tip klasa, osobina koja poti¢e od roditelja Granata, nepoznatog
porekla, tako da se ne moze precizirati njihova pripadnost ovoj potpopulaciji. Jedino se
kod sorti ZG 1008 i ZG 1011 javlja genotip Slavenka, koji u svom pedigreu ima sorte

Marquis, Ardito i Fultz, Siroko rasprostranjene u pedigreima grupe Q (tab. 20).

U pedigreima tre¢e potpopulacije najcesce se javljala sorta Cappelle Desprez 1
njeni potomci (Caribo, Perseus, Maris-Huntsman, Maris-Ploughman, Hobbit) kao i sorte
¢ijim ukrStanjem je nastala, Vilmorin-27 i Hybride De Joncquois. Kanadska sorta
Marquis bila je u takode prisutna ovoj grupi, ali znatno rede. Kod sorti britanskog
porekla se pored navedenih, javljala jos i sorta Viking, kao i genotip Squarehead (tab.
20).
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Na osnovu grafikona dobijenih u programima STRUCTURE (graf. 7) i GenAlEx
(graf. 8), moze se uoliti da se odredeni broj analiziranih genotipova nalazio na
prelazima izmedu grupa, odnosno verovatnoc¢a pripadnosti datim potpopulacijama bila
je oko 0,5. Dobijeni rezultati mogu se objasniti na osnovu pedigrea ispitivanog
materijala jer su se slede¢i genotipovi sa ve¢om ili manjom ucestalos¢u, javljali u
porodi¢nim stablima sve tri potpopulacije: Bezostaya 1, Bezostaya 4, San Pastore, Mara,
Fortunato, Redcoat, Gabo, Heiness VII, Norin 10 i Brevor (tab. 20). Navedeni
genotipovi su nosioci odredenih gena koji su u vezi sa visokim genetickim potencijalom
za prinos i/ili otporno$¢éu na prevalentne bolesti (Mclntosh et al., 2012), te su imali

znacajnu ulogu u oplemenjivackim programima Sirom sveta.

U ovom radu je struktura populacije ispitivane germplazme, utvrdena na osnovu
molekularne evaluacije 31 mikrosatelitskog lokusa. U radu Neumann i sar. (2011),
analizirana je struktura populacije na setu od 96 sorti pSenice poreklom iz 21 zemlje
sveta, pri ¢emu su kori$ceni rezultati genotipizacije primenom 219 DarT markera i
utvrdeno je postojanje dve grupe. Oko 70 sorti analiziranih u radu navedenih autora,
bile su deo materijala ispitivanog u ovoj doktorskoj disertaciji. Poredenjem rezultata,
ustanovljeno je da su se podudarni genotipovi nedvosmisleno rasporedili u dve grupe,
odnosno da su rezultati ove disertacije u skladu sa nalazima Neumann i sar. (2011), §to

¢ini odabrane SSR markere informativnim za utvrdivanje strukture populacije.

6. 1. 3. Alelna varijabilnost u potpopulacijama pSenice

Ukoliko se analizira alelna varijabilnost u okviru potpopulacija, mogu se uociti
razlike u polimorfnosti, kao i u distribuciji frekvencija za pojedine alele kod svih
ispitivanih SSR markera. U svega 7 od 32 ispitivana lokusa (Xbarc1047, Xgwm495,
Xgwm499, Xbarc243, Xbarc320, Xbarc1057.1 i Xbarc1057.2) utvrdeno je da je isti
alelni oblik bio najucestaliji u sve tri grupe, dok su se za 11 analiziranih mikrosatelita
(BARC212, GWM425, GWM388, WMC264, BARC12, WMC238, WMC553, BARC3,
PSP3071,GWM297 i CFD14) potpopulacije u potpunosti razlikovale u pogledu alela sa
maksimalnom frekvencijom. U potpopulaciji dva, koja je brojala najve¢i broj individua,

ustanovljena je i najveca alelna varijabilnost u vecini ispitivanih SSR lokusa (graf. 10).
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Grafikon 10. Distribucija alela u potpopulacijama u ispitivanim SSR lokusima pS$enice
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6. 2. Fenotipska evaluacija

U ovom radu koriS¢eni su podaci fenotipske analize koja se odvijala u
petogodisnjem periodu, od 1995. do 1999. godine. U prethodno navedenom periodu,
kod 282 sorte pSenice zabeleZeni su: visina stabljike, vreme klasanja, vreme cvetanja,
duzina klasa, broj klasi¢a po klasu, broj sterilnih klasi¢a po klasu, broj zrna po klasu,

masa klasa, masa zrna po klasu, masa hiljadu zrna i prinos.

6. 2. 1. Deskriptivni statisticki parametri

Za svaku od 11 agronomski zna€ajnih osobina pSenice, utvrdeni su deskriptivni

statisti¢ki parametri primenom programa StatSoft, verzija 12.0 (tab. 6).

Tabela 6. Deskriptivni statisticki parametri za 11 agronomskih osobina p$enice

VS VK VvC DK BK BSK BZ MK MZ MHZ PR

Minimum 19,0 1140 1230 40 130 00 139 036 0,22 1660 0091
Maksimum 141,0 150,0 1550 183 78,0 17,7 835 560 4,08 56,70 11,77
Srednjavrednost 85,1 1338 1387 99 210 22 430 207 158 37,66 6,38
Varijansa 3729 379 289 25 328 24 859 0,22 014 5043 3,05

Na osnovu utvrdenih minimalnih i maksimalnih vrednosti za ispitivane osobine
(tab. 6), moze se zakljuéiti da je odabrani materijal bio fenotipski veoma varijabilan u
pogledu svih osobina od znacaja za oplemenjivace. Visina stabljike je varirala od 19 cm
zabeleZenih kod patuljaste sorte Tibet Dwarf 1998. godine, do 141 cm izmerenog kod
genotipa Purdue 5392 iste godine. Najranije vreme klasanja i cvetanja zabelezeno je kod
kineske sorte Al-Kan-Tzao, redom 114 i 123 dana za 1999. godinu, dok je najkasnije
sazrevala argentinska sorta Magnif 41, 150 odnosno 155 dana u toku 1995. godine.

Kod hrvatske linije ZGK 238/82, 1999. godine izmeren je klas od 18,3 cm, a

najkraéi klas, duZine svega 4 cm zabeleZen je 1998. godine kod Triticum compactum
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var. Humboldt, podvrste koju karakteriSe zbijeniji tip klasa, odnosno kraée vreteno klasa
koje se javlja kao posledica mutacije C lokusa (Johnson et al., 2008). Najmanju
prosecnu vrednost za broj klasi¢a po klasu imala je italijanska sorta Concordia, samo
13,0 ustanovljenih 1997. godine, dok je kod hrvatske linije koju karakteriSe razgranat
tip klasa, ZG K T 159/82 u toku 1999. godine zabelezena maksimalna vrednost od 78,0
klasi¢a. Kod hrvatskih sorti granatog tipa klasa, zabelezena je ujedno i najveca vrednost
za broj sterilnih klasi¢a po klasu, 17,7 kod genotipa ZG K 176/82, 1995. godine, a sorta
Kenya Gala je u proseku imala najfertilnije klasove, sa vrednos¢u od 0,0 za navedeni

parametar u toku 1999. godine.

Kod argentinske sorte Magnif 41, koja je najkasnije sazrevala, zabelezen je i
najmanji broj zrna po klasu, 13,9 u toku 1997. godine, kao i najmanja masa klasa i masa
zrna po klasu, redom 0,36 i 0,22 izmereni 1995. godine. Najvece srednje vrednosti za
broj zrna po klasu, masu klasa i masu zrna po klasu, ustanovljene su kod meksicke linije
Mex. 17bb i iznosile su, redom, 83,5 (1999. godine), 5,60 g i 4,08 g (obe u toku 1996.
godine).

Materijal koji je odabran za analizu u ovom radu karakterisao je veliki raspon
varijabilnosti 1 u pogledu mase 1000 zrna 1 prinosa. Tako je najmanja prosecna vrednost
za MHZ varirala od 16,6 g utvrdenih kod americke sorte Tom Thumb 1999. godine, do
56,7 g izmerenih 1997. godine kod linije W 52. Australijska sorta Sun 25 | imala je
najmanju vrednost za prinos, 0,91 t/ha za 1996. godinu, dok se novosadska linija NS

559 pokazala kao najprinosnija, sa 11,77 t/ha utvrdenih 1997. godine (tab. 6).

Medu ispitivanim osobinama najveca varijansa je zabelezena za visinu, 372,9, a

najmanja za masu zrna po klasu, 0,14 (tab. 6).

6. 2. 2. Analiza varijanse

Analizom varijanse ustanovljeno je da se svih pet godina statisticki veoma
znacajno razlikovalo (P < 0,01) u pogledu ispitivanih osobina (tab. 7). Testiranje veze
marker-osobina tokom godina, odnosno sezona koje se statisticki znacajno razlikuju,

predstavlja vazan preduslov za detekciju stabilnih QTL-a.
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Tabela 7. Analiza varijanse za ispitivane godine (1995-1999) kod 11 agronomski
znacajnih osobina pSenice

Suma kvadrata

Stepeni

Sredina

Osobina Izvori varijacije SS slobode df kvadrata MS F

VS Godina 100089 4 25022 82,94**
Greska 428375 1420 302

VK Godina 16926 4 4232 162,4**
Greska 36993 1420 26

VvC Godina 8531 4 2133 93**
Greska 32506 1420 23

DK Godina 233,7 4 58,4 24,93**
Greska 3328,0 1420 2,3

BK Godina 937,3 4 234,3 7,33**
Greska 45378,7 1420 32,0

BSK Godina 205,798 4 51,450 23,125**
Greska 3159,236 1420 2,225

BZ Godina 13810 4 3452 43,65**
Greska 112324 1420 79

MK Godina 25,961 4 6,490 32,84**
Greska 280,607 1420 0,198

MZ Godina 19,606 4 4,902 39,34**
Greska 176,921 1420 0,125

MHZ Godina 6920 4 1730 38,20**
Greska 64301 1420 45

PR Godina 887,44 4 221,86 91,13**
Greska 3456,89 1420 2,43

** P <(,01

Tabela 8. Analiza varijanse potpopulacija pSenice za sve ispitivane osobine u
petogodiSnjem periodu

. L Stepeni slobode Sredina

Osobina Izvori varijacije Suma kvadrata SS of kvadrata MS F

VS Grupa 23243 2 11621 32,56**
Greska 502172 1407 357

VK Grupa 8562 2 4281 134,1**
Greska 44904 1407 32

VC Grupa 7181 2 3591 150**
Greska 33603 1407 24

DK Grupa 65,2 2 32,6 13,23**
Greska 3466,9 1407 25

BK Grupa 788,8 2 394,4 12,21**
Greska 454485 1407 32,3

BSK Grupa 211,420 2 105,710 47,375**
Greska 3139,472 1407 2,231

BZ Grupa 233 2 117 1,32
Greska 124337 1407 88

MK Grupa 7,569 2 3,784 17,98**
Greska 296,198 1407 0,211

MZ Grupa 8,602 2 4,301 32,56**
Greska 185,853 1407 0,132

MHZ Grupa 3708 2 1854 38,73**
Greska 67354 1407 48

PR Grupa 216,42 2 108,21 37,25**
Greska 4087,04 1407 2,90

**pP<0,01
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Analiza varijanse potpopulacija, pri ¢emu su koriS¢ene prosecne vrednosti za pet
ispitivanih godina, pokazala je statisticki veoma znacajne razlike (P < 0,01) medu

potpopulacijama za sve analizirane osobine, osim za broj zrna po klasu (tab. 8).

6. 2. 3. Korelacije medu ispitivanim osobinama pSenice

Agronomski znaajne osobine pSenice mogu biti medusobno u negativnoj ili
pozitivnoj korelaciji. Sam pravac korelacije zavisi od ciljeva oplemenjivanja i moze se
menjati u zavisnosti od agroekoloskih uslova sredine u kojoj se biljka gaji, Sto treba
uzeti u obzir prilikom tumacenja rezultata. Tako npr. ukoliko su prinos i vreme
sazrevanja u pozitivnoj vezi, to je nepozeljno u sredini gde postoji terminalni abioticki
stres kao Sto su ekstremne temperature 1 suSa (De Pauw et al., 1981; an Ginkel et al.,
1998). Sa druge strane ovakva zavisnost je pozeljna u predelima gde ne vladaju ovako
surovi uslovi spoljasnje sredine, kao i u podru¢jima gde postoje uslovi za sprovodenje

melioracije (De Pauw et al., 2007).

U ovom radu, kako bi se utvrdilo postojanje veze izmedu jedanaest ispitivanih
osobina, izracunat je Pirsonov koeficijent korelacije, a podaci su prikazani u tabeli 9.
Utvrdena je veoma slaba negativna korelacija izmedu prinosa i vremena klasanja i
cvetanja, za nivo znacajnosti od, redom, 0,01 i1 0,001. Drugim re¢ima, u naSem
agroklimatskom regionu, u ispitivanom petogodiSnjem periodu sorte koje su ranije
sazrevale, ostvarivale su viSe prinose. Pored toga, prinos je bio u veoma slaboj
negativnoj korelaciji sa duzinom klasa, brojem klasi¢a po klasu, brojem sterilnih klasi¢a
po klasu, kao i brojem zrna po klasu, dok je korelacija sa masom zrna po klasu i masom

hiljadu zrna bila pozitivna, veoma slaba, odnosno slaba.

Masa hiljadu zrna bila je u veoma slaboj negativoj vezi sa vremenom klasanja,
duzinom klasa i brojem sterilnih klasi¢a po klasu, kao i u slaboj negativnoj korelaciji sa
vremenom cvetanja, brojem klasi¢a po klasu i brojem zrna po klasu. U pogledu ove
osobine, prednost je kao 1 kod prinosa data ranim sortama, koje imaju kraci i plodniji
klas. Slaba pozitivna korelacija utvrdena je izmedu MHZ i mase klasa, dok je sa masom

zrna veza bila pozitivna, srednje jacine (tab. 9).
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Tabela 9. Statisticki znacajne korelacije fenotipskih osobina pSenice za pet ispitivanih godina

VS VK VvC DK BK BSK BZ MK MZ MHZ PR
VS 1
VK 1
VC 0,960*** 1
DK 0,180*** 0,165*** 0,229*** 1
BK 0,152%** 0,184*** 0,242%** 0,470*** 1
BSK 0,232%** 0,262*** 0,305*** 0,401*** 0,734*** 1
BZ -0,139*** 0,366*** 0,421%** 1
MK -0,082** -0,064* 0,360*** 0,293*** 0,691*** 1
MZ -0,163*** -0,161*** 0,220*** 0,183*** -0,111%** 0,604*** 0,947*** 1
MHZ 0,130*** -0,145%*** -0,209*** -0,112%** -0,250%** -0,169*** -0,336*** 0,334*** 0,468*** 1
PR -0,074** -0,140*** -0,143*** -0,161*** -0,137*** -0,164*** 0,143*** 0,327*** 1

Nivoi znacajnosti predstavljeni su pomoc¢u zvezdica na slede¢i na¢in: * P< 0,05, ** P< 0,01 i *** P< (0,001
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Veza visine stabljike sa duzinom klasa, brojem klasi¢a po klasu i MHZ bila je
pozitivna, ali veoma slaba. Ustanovljena je i1 slaba pozitivna korelacija sa brojem
sterilnih klasi¢a po klasu, kao 1 veoma slaba negativna veza sa brojem zrna po klasu, §to
bi znacilo da je u ispitivanom periodu sa porastom visine rastao i broj sterilnih klasi¢a, a

smanjivao se broj zrna po klasu (tab. 9).

Vreme klasanja i cvetanja bilo je medusobno u veoma jakoj korelaciji (r =
0,960), tako da se njihova veza sa ostalim osobinama nalazila u istom pravcu. Pozitivna
veoma slaba, odnosno slaba korelacija, zabelezena je sa DK, BK i BSK, dok je veoma

slaba negativna veza utvrdena sa MK i MZ (tab. 9).

Duzina klasa bila je u pozitivnoj korelaciji sa ostalim osobinama klasa, pri ¢emu
je veza sa brojem klasi¢a po klasu i brojem sterilnih klasi¢a po klasu bila srednjeg
intenziteta, a sa preostalim osobinama slaba. Jaka pozitivna veza utvrdena je izmedu BK
1 BSK, a u istom pravcu bila je i korelacija sa BZ (srednja jacina), MK (slaba jac¢ina) i
MZ (veoma slab intenzitet). Veza izmedu mase klasa i mase zrna po klasu bila je veoma

jaka i pozitivna, a obe osobine bile su u jakoj korelaciji sa brojem zrna po klasu (tab. 9).

Neumann i sar. (2011) su analizirali fenotipske korelacije za 20 morfoloskih 1
agronomski znacajnih osobina na setu od 96 genotipova poreklom iz razli¢itih svetskih
oplemenjivackih centara, pri cemu je oko 70 genotipova bilo zajednicko 1 ogled je bio
postavljen na istom lokalitetu kao i u ovom radu, Rimskim Sanéevima, u periodu od
1993. do 2001. godine. Rezultati navedenih autora su u skladu sa rezultatima dobijenim
u ovom radu, gde je ustanovljeno da ranije sorte ostvaruju nesto vise prinose, s tom
razlikom S§to su oni utvrdili 1 veoma slabu pozitivnu korelaciju izmedu visine stabljike 1

prinosa, kao i slabu pozitivnu korelaciju mase klasa i prinosa.

Analiziraju¢i komponente prinosa p$enice kod dve mapirajuce populacije, na tri
lokaliteta u Indiji, u periodu izmedu 2000. i 2002. godine, Kumar i sar. (2007) su dobili
drugacije rezultate. Prema njihovima podacima, prinos je bio u veoma jakoj pozitivnoj
korelaciji sa duzinom klasa i brojem klasi¢a po klasu u jednoj od dve ispitivane
populacije, dok je veza prinosa 1 broja zrna po klasu bila statisticki veoma znacajna u

obe populacije (r od 0,78 i 0,64). Veza izmedu DK i BK, bila je statisticki veoma
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znaajna u obe populacije, a izmedu BZ i DK, odnosno BZ i BK, samo u prvoj

populaciji i bila je pozitivna, §to je u skladu sa rezultatima ove disertacije.

Wang i sar. (2011) su u toku 2007. godine prikupljali podatke fenotipske analize
za odredene komponente prinosa na tri lokaliteta u Kini za F,.3 potomstvo nastalo
ukrStanjem linijja 3228 1 Jing 4839, odnosno na primeru mapiraju¢e populacije.
Navedeni autori su utvrdili statisticki veoma znacajne pozitivne veze izmedu duZzine
klasa i broja klasi¢a, odnosno zrna po klasu, kao i izmedu broja klasi¢a po klasu i broja
zrna po klasu, §to je u skladu sa rezultatima prethodno navedenih radova. Pored toga,
ovde je takode ustanovljena slaba negativna korelacija MHZ sa BZ, odnosno §to je veci

broj zrna po klasu, ona su sitnija pa daju manju masu hiljadu zrna.

U uslovima kasne setve, gde su biljke izloZene toplotnom stresu na kraju sezone,
u uzorku mapirajué¢e populacije nastale ukrStanjem roditelja ekstremnih u pogledu
tolerantnosti na visoke temperature, Mason i sar. (2013) su, kao i u ovoj disertaciji,
ustanovili postojanje negativne korelacije izmedu vremena sazrevanja i prinosa, kao i
odredenih komponenti prinosa (BZ, MHZ). Navedeni autori su zabelezili i pozitivhu
vezu izmedu visine stabljike 1 vremena klasanja, kao i negativne veze visine stabljike sa
prinosom i komponentama prinosa, dok je u ovom radu korelacija izmedu VS i BZ bila

negativna, a izmedu VS 1 MHZ pozitivna.

Na osnovu prethodno navedenih istrazivanja, moze se uociti da pravac korelacije,
kao 1 jaCina korelacije medu odredenim agronomski vaznim osobinama, predstavljaju
izvesne smernice oplemenjivadima prilikom stvaranja sorti visokog geneti¢kog
potencijala za prinos. Medutim, detekcija lokusa koji su u vezi sa pozeljnim osobinama,
ima za cilj da pruzi znatno jasniju sliku o genetickoj osnovi veze medu odredenim
osobinama i tako ukaze na moguce pravce oplemenjivanja, kako bi se stvorila sorta koja

poseduje visok geneticki potencijal za prinos u odredenom agroklimatskom regionu.
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6. 3. Asocijativna analiza

Primenom programa za asocijativhu analizu (TASEL 2.1) ispitana je veza
izmedu 31 odabranog mikrosatelitskog lokusa i 11 agronomski vaznih osobina, kako bi
se ustanovio znacaj datih SSR markera za oplemenjivanje pSenice, odnosno stvaranje
genotipova koje odlikuje visok potencijal za prinos u nasem agroklimatskom regionu.

Pored toga analizirano je i postojanje gametske neravnoteze u ispitivanoj germplazmi.

6. 3. 1. Gametska neravnoteza

U radu je analiziran LD za sve lokuse zajedno, odnosno kako za lokuse sa istih,
tako i za one sa razli¢itth hromozoma. Imajuéi u vidu da je geneticki materijal kod
heksaploidne pSenice izuzetno kompleksan i rasporeden u tri homeologna genoma, u
radovima razlicitih autora, moze se uociti da jedan isti mikrosatelitski marker pripada
drugim linkidz grupama, tako da se njihova pozicija u okviru genoma treba posmatrati
sa rezervom. Pored toga, za neke markere se u literaturi moze nac¢i da imaju jedinstvene
produkte, dok se u praksi, analizom znatno raznovrsnijeg genetickog materijala, kasnije
pokaze da umnoZavaju ne jedan, nego dva ili tri lokusa. Kao primer za obe pojave moze
se uzeti marker iz ovog rada, BARC1057. Kao §to je napred u radu navedeno, dati SSR
lokus je prema Li i sar. (2009) mapiran na 1B hromozomu, prema Quirin (2010) na 3A,
dok autori Song i sar. (2005) i Liu (2010) nisu uspeli da odrede njegovu ta¢nu poziciju u
genomu. Isto tako, niko od navedenih autora ne navodi prisustvo dva SSR produkta u

tom lokusu, §to je utvrdeno u ovoj disertaciji.

Postojanje LD analizirano je posebno za celu populaciju, kao i za tri
potpopulacije prethodno definisane u programu STRUCTURE. Ranije je ustanovljeno da
se prilikom stvaranja panela za asocijativno mapiranje, meSanjem individua koje vode
poreklo od razli€itih predaka i samim tim imaju razli¢ite frekvencije alela, stvara lazni
LD (Balding, 2006; Slatkin, 2008). Pored toga i u populacijama koje broje mali broj
individua, znatno je ogranicen broj postojecih haplotipova, a LD je automatski pove¢an
(Soto-Cerda et al., 2012).
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Na osnovu analize LD u programu TASSEL 2.1 dobijeni rezultati prikazani su u
tabeli 10. i na slikama od 5. do 8., a za procenu vezanosti dva lokusa kori§¢en je
parametar r’. Na slikama je ispod dijagonale Sematski prikazana statisticka znacajnost
LD, a iznad dijagonale vrednost r’. Sa desne strane svakog dijagrama date su skale za
prethodno navedene parametre, gde su vrednosti oznacene razli¢itim bojama. Imajuci u
vidu da su boje kojima su predstavljene vrednosti za r® svetlih nijansi, utvrdeni

statisticki znacajni LD dodatno je obelezen crvenim krugom.

Tabela 10. LD u ispitivanom materijalu pSenice

Vezani lokusi

potpopulacija 1 potpopulacija 2 potpopulacija3  Cela populacija

20,10 2 1 36 1
P<0,0001 2 1 17 1
120,10, P<0,0001 2 1 17 1
12>0,20, P<0,0001 1 0 5 0

U okviru cele populacije, odnosno 282 genotipa analizirana u ovom radu, vrednost
r* veéa od 0,10, za P manje od 0,0001, utvrdena je za samo jedan par SSR lokusa,
Xbarc1060 i Xwmc264, sa 3A hromozoma (tab 10., sl. 5). U potpopulaciji 1, gde je
svrstana 101 sorta, ovaj par markera je takode bio u LD, ali je koeficijent determinacije
imao vrednost od 0,24. Pored toga, u ovoj grupi ustanovljena je vezanost jo§ jednog
para lokusa, Xwmc457 i Xwmc331 sa 4D hromozoma, pri ¢emu je r” iznosila 0,17 (sl. 6).
U najvecoj potpopulaciji oznacenoj brojem 2, koja je brojala 127 sorti, veza je, kao i u
celoj populaciji, detektovana samo izmedu lokusa Xbarc1060 i Xwmc264 (sl. 7).
Najveci broj statisticki znacajnih veza detektovan je u grupi 3 sa svega 54 sorte. Ovde je
LD, za vrednost r? vecu od 0,10 detektovan kod 17 parova SSR markera (tab. 10).
Imaju¢i u vidu da se radi o potpopulaciji sa malim brojem individua, gde su alelna
polimorfnost, kao i broj haplotipova ograni¢eni, razmatrane su samo r’ vrednosti

jednake ili vece od 0,20.
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Pored napred pomenutih parova markera, Xbarc1060-Xwmc264 i Xwmc457-
Xwmc331, u ovoj grupi LD je ustanovljen i za lokuse Xgpw3017 i Xwmc238 sa 4B
hromozoma, kao i za dva para lokusa sa razli¢itih hromozoma, Xcfd14 (7D) i Xwmc264
(3A), kao i za Xpsp3071 (6A) i Xbarc1060 (3A), pri cemu je r* vrednost iznosila,
redom, 0,24, 0,201 0,29 (sl. 8).

Interhromozomski LD je uobicajena pojava kod veéine biljnih kultura (Soto-
Cerda and Cloutier, 2012) jer se prilikom formiranja linkidz mapa, pozicija odredenog
markera odreduje na osnovu njegovog procenta rekombinacije sa drugim marker
lokusima (Jones et al., 1997). Tako je marker WMC264, Kkoji je u ovoj disertaciji bio u
LD sa markerima BARC1060 sa 3A i CFD14 sa 7D hromozoma, u ranije objavljenim
radovima (Zhang et al., 2008; Wang et al., 2009b; Maccaferri et al., 2011) mapiran na
3A hromozomu, dok se u radu novijeg datuma, autora Cui i sar. (2014) navodi da se dati
SSR marker nalazi na 7DL kraku hromozoma. Medutim, vrednosti parametra r? su, u
proseku, znatno niZe za interhromozomski, nego za intrahromozomski LD (Neumann et

al., 2011), §to je potvrdeno i u ovoj disertaciji (sl.8).

6. 3. 2. Veza marker-osobina - poredenje GLM i MLM

Prilikom asocijativne analize kori§¢ena su dva modela, GLM i MLM, kako bi se
poredila njihova statisticka mo¢ pri detekciji veza marker-osobina. Iz analize su
isklju€eni tzv. retki aleli, odnosno aleli ¢ija je ucestalost bila manja od 5 %, zbog

njihovog uticaja na pojavu lazno-pozitivnih veza marker-osobina.

Primenom GLM, ustanovljeno je ukupno 662, u odnosu na 114 statisticki
znaCajnih veza izmedu analiziranih SSR markera i agronomski znacajnih osobina
pSenice, utvrdenih pomocu MLM, za P vrednost manju od 0,05. To znaci da se
primenom matrice srodnosti medu ispitivanim genotipovima, koju podrazumeva MLM,
broj statisticki znacajnih asocijacija smanjio viSe od 5 puta. Od ukupnog broja veza
marker-osobina, 548 je bilo jedinstveno za GLM, 2 za MLM, dok je 112 bilo zajedni¢ko
za oba modela. Jedinstvene asocijacije, detektovane na osnovu MLM, zabeleZene su

samo za dve ispitivane osobine: visinu stabljike i vreme klasanja (tab. 11). Pri tome su P
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vrednosti za navedene osobine kod GLM bile manje od 0,1. Pored toga, jo$ 83 veze
marker-osobina koje su na osnovu GLM bile znacajne za P manje od 0,05, kod MLM
imale su P manje od 0,1. Najveéi broj statisti¢ki znacajnih veza marker-osobina kod oba

modela ustanovljen je za broj klasi¢a po klasu (tab. 11).

Tabela 11. Broj statisti¢ki znac¢ajnih veza marker-osobina kod ispitivanih sorti

pSenice utvrdenih primenom GLM i MLM

' ' P<0,05 ' P<0,05 MLM P<0,1 ’
VS 72 6 5 66 1 7 1
VK 66 10 9 56 1 6 1
VvC 56 10 10 46 0 5 0
DK 63 14 14 49 0 7 0
BK 86 15 15 71 0 6 0
BSK 70 14 14 56 0 9 0
BZ 71 8 8 63 0 11 0
MK 45 8 8 37 0 9 0
MZ 39 10 10 29 0 5 0
MHZ 50 9 9 41 0 10 0
PR 44 10 10 34 0 8 0
Ukupno 662 114 112 548 2 83 2

Neumann i sar. (2011) su takode ustanovili drastiéne razlike u broju
detektovanih asocijacija primenom GLM i MLM pristupa. Oni navode da se broj

statisti¢ki znacajnih veza marker-osobina primenom MLM modela smanjio za 60 %.
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Imaju¢i u vidu da je sa ukljuivanjem matrica srodnosti genotipova u
asocijativnu analizu, broj statisticki znacajnih veza marker-osobina veoma redukovan, u
radu su dalje razmatrane samo one veze SSR marker-osobina, koje su utvrdene na
osnovu oba modela, pri P vrednostima manjim od 0,05. Pored toga, komentarisane su i
veze koje su kod GLM ustanovljene u najmanje Cetiri ispitivane godine za visinu
stabljike, vreme klasanja i cvetanja, odnosno tri godine za ostale osobine, pri cemu su

kod MLM, u navedenom periodu P vrednosti bile manje od 0,1.

6. 3. 3. Analiza veze marker-osobina

U ovom radu je za analizu veze marker-osobina odabran 31 SSR marker (tab. 3),
za koje je na osnovu ranijih istrazivanja utvrdeno da su bili u vezi sa agronomski
vaznim osobinama pSenice (PRILOG, tab. 19). Kod jedog markera, BARC1057,
detektovano je prisustvo po dva produkta po lokusu i dati markeri su dalje oznacavani
kao BARC1057.1 i BARC1057.2. Imajué¢i u vidu da je u SSR lokusu BARC1057.2
utvrdena veoma niska PIC vrednost (tab. 4), on je izuzet iz analize u programu TASSEL
2.1.

Rezultati asocijativne analize prikazani su tabelarno. U tabelama od 12. do 16.
prikazane su detektovane veze marker-osobina po ispitivanim godinama. Broj
ustanovljenih asocijacija varirao je po ispitivanoj godini. Najveci broj statisticki
znacajnih veza marker-osobina utvrden je na osnovu podataka za 1997. godinu, ukupno
26 (tab. 14), dok je analizom podataka za 1999. godinu ustanovljeno svega 18 (tab. 16).
Ono $to je zajednic¢ko za sve ispitivane godine, jeste da je P vrednost ustanovljena za
GLM, u proseku, bila manja od P vrednosti utvrdene primenom MLM, redom, 0,002 i
0,017.

Radi bolje preglednosti, rezultati detektovanih veza marker-osobina prikazani su
sumarno u tabeli 17, kako bi se ukazalo na postojanost ili nepostojanost ustanovljene

asocijacije tokom ispitivanih godina.
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vaznih osobina pSenice primenom GLM i MLM za 1995. godinu (P<0,05)

Tabela 12. Veza marker-osobina izmedu 31 SSR markera i 11 agronomski

GLM MLM
Hrom. Lokus Osobina  F Mark. P Mark. R? Mark. % F Mark. P Mark.

1A Xwmc24 MHZ 6,2686 0,000 6,25 3,4838 0,016
2A Xbarc212 VK 4,994 0,000 10,03 4,0733 0,001
DK 5,3847 0,000 13,57 2,4484 0,026

BK 10,8944 0,000 23,14 2,2633 0,039

BSK 7,4686 0,000 16,55 2,2041 0,044

PR 6,3955 0,000 15,29 3,699 0,002

2A Xwmcl77 VS 2,9903 0,005 7,46 2,4552 0,019
DK 7,0007 0,000 16,38 3,2383 0,003

BSK 8,6881 0,000 18,30 2,2418 0,032

BZ 4,3735 0,000 10,80 2,0905 0,045

MZ 3,153 0,003 7,79 3,0762 0,004

2D Xgwm261 VK 7,7928 0,000 8,02 3,826 0,005
3A Xbarc12 BK 5,2806 0,000 10,23 2,6045 0,026
BZ 7,754 0,000 14,80 3,9655 0,002

3B Xbarc164 BZ 2,496 0,044 3,99 2,4574 0,046
4B Xwmc238 DK 2,5144 0,022 5,39 2,3462 0,032
BSK 3,8046 0,001 7,45 2,2706 0,037

BZ 4,6696 0,000 9,50 3,2 0,005

6A Xwmcb553 VS 6,0652 0,000 16,07 2,8104 0,005
7B Xgwm297 BK 13,691 0,000 26,21 5,0964 0,000
MZ 2,4878 0,017 5,95 2,4876 0,017

- Xbarc1057.1 PR 18,6241 0,000 5,93 6,9374 0,009
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Tabela 13. Veza marker-osobina izmedu 31 SSR markera i 11 agronomski
vaznih osobina pSenice primenom GLM i MLM za 1996. godinu (P<0,05)

GLM MLM

Hrom. Lokus Osobina  F Mark. P Mark. R? Mark. % F Mark. P Mark.
1A Xwmc24 MHZ 6,9483 0,000 7,35 2,9585 0,033
2A Xbarc212 VK 4,8253 0,000 9,94 3,6533 0,002
VC 5,844 0,000 12,02 3,6175 0,002
BK 10,0225 0,000 22,39 2,2751 0,038
2A Xwmcl77 BK 14,306 0,000 28,39 2,2826 0,029
BSK 7,8385 0,000 16,47 2,1899 0,036
MK 5,5623 0,000 13,54 3,7095 0,001
MZ 45768 0,000 10,97 3,8469 0,001
2D Xgwm261 VK 7,1331 0,000 7,38 3,5871 0,007
VC 7,7591 0,000 8,24 4,6005 0,001
DK 7,4965 0,000 9,85 45194 0,002
MHZ 4,1082 0,003 6,29 2,6315 0,035
3A Xbarc12 DK 5,0837 0,000 9,58 2,8404 0,017
BK 5,7962 0,000 11,44 2,5298 0,030
3B Xwmc3 PR 7,9585 0,000 15,71 4,57 0,002
4B Xwmc238 VS 7,3371 0,000 13,23 2,98 0,008
7A Xgwm276 MHZ 3,8521 0,005 6,37 2,5106 0,043
7B Xgwm?297 BK 9,7737 0,000 20,69 2,958 0,005
MK 3,8365 0,001 9,38 2,491 0,017
Mz 3,7535 0,001 8,82 3,7532 0,001
7B Xwmc396 MK 6,2133 0,000 9,73 2,9284 0,022
- Xbarc1057.1 VC 4,8408 0,029 1,32 3,9633 0,048
DK 11,9287 0,001 3,86 5,2547 0,023
PR 45,9844 0,000 13,86 14,1962 0,000
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vaznih osobina pSenice primenom GLM i MLM za 1997. godinu (P<0,05)

Tabela 14. Veza marker-osobina izmedu 31 SSR markera i 11 agronomski

GLM MLM

Hrom. Lokus Osobina  F Mark. P Mark. R? Mark. % F Mark. PMark.
2A Xbarc212 VK 4,3238 0,000 8,71 3,6317 0,002
VvC 4,4692 0,000 9,59 3,2118 0,005

BK 11,8418 0,000 25,11 3,4942 0,003

BSK 5,0554 0,000 11,85 2,5812 0,020

2A Xgwm425 BSK 3,4387 0,003 7,52 3,1644 0,005
2A Xwmcl77 VS 2,9682 0,005 7,38 2,689 0,011
DK 8,3587 0,000 18,88 3,1771 0,003

BK 12,5951 0,000 25,82 2,4916 0,017

BSK 5,6383 0,000 13,00 2,6063 0,013

MK 6,4659 0,000 14,46 2,9129 0,006

MZ 6,3803 0,000 13,73 3,0924 0,004

2D Xgwm261 VC 6,4409 0,000 6,81 4,208 0,003
PR 2,8179 0,026 3,93 2,8179 0,026

3A Xbarc12 BK 5,6702 0,000 11,14 2,4853 0,033
4B Xgpw3017 MHZ 7,0769 0,008 2,93 4,3959 0,037
4B Xwmc238 VS 5,985 0,000 11,44 3,1188 0,006
DK 3,338 0,004 7,04 2,2178 0,042

BZ 4,6018 0,000 9,21 2,8799 0,010

MK 3,8388 0,001 7,45 2,9677 0,008

Mz 3,6618 0,002 6,79 3,0822 0,006

5B Xgwm499 BSK 6,0991 0,003 4,74 3,0629 0,049
5D Xbarc320 PR 3,0478 0,049 2,13 3,0475 0,049
7B Xgwm297 BK 12,677 0,000 25,35 5,8276 0,000
Bz 5,2432 0,000 11,96 2,2665 0,030

MK 6,089 0,000 12,89 3,5809 0,001

MZ 6,42 0,000 12,84 3,9658 0,000
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Tabela 15. Veza marker-osobina izmedu 31 SSR markera i 11 agronomski

vaznih osobina psenice primenom GLM i MLM za 1998. godinu (P<0,05)

GLM MLM
Hrom. Lokus Osobina F Mark. P Mark. R? Mark. % F Mark. P Mark.
1A Xwmc24 MHZ 6,3239 3,71E-04 6,25 2,7377 0,0439
2A Xbarc212 VK 5,0756 7,03E-05 9,55 4,0499 7,37E-04
VvC 5,5792 2,22E-05 10,89 43999  3,31E-04
2A Xwmcl77 DK 6,1131 1,33E-06 14,66 2,6715 0,0111
BSK 10,8017 6,92E-12 20,65 2,2784 0,0289
MK 4,9045 3,32E-05 11,62 2,9436 0,0056
MZ 4,1689 2,33E-04 9,79 2,7815 0,0084
2D Xgwm261 VK 7,2204 1,66E-05 6,86 3,9609 0,0039
VvC 6,736 3,73E-05 6,82 4,2168 0,0026
3A Xbarc12 MHZ 9,7459 2,04E-08 17,43 5,0934  1,94E-04
4B Xgwm495 PR 5,2471 1,37E-04 9,34 2,7803 0,0184
4B Xwmc238 BSK 4,4109 2,88E-04 8,02 2,3875 0,0291
6A Xwmcb553 BZ 2,6925 0,0074 8,12 2,3435 0,0192
PR 2,7974 0,0056 7,84 2,111 0,0354
7B Xgwm?297 BK 12,4909 8,80E-14 24,34 2,7971 0,008
BSK 6,842 1,82E-07 13,64 2,0562 0,0487
MZ 3,8854 4,83E-04 8,83 2,3025 0,0272
7B Xwmc396 SL 8,0796 4,09E-06 12,19 2,551 0,0399
7D Xcfd14 BSK 11,7496  2,96E-07 10,13 3,6094 0,0139
- Xbarc1057.1 VC 5,1416 0,0241 1,33 5,0278 0,0257
DK 20,7184  8,01E-06 7,03 7,9449 0,0052
PR 16,7273  5,68E-05 5,34 6,3942 0,012
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Tabela 16. Veza marker-osobina izmedu 31 SSR markera i 11 agronomski

vaznih osobina pSenice primenom GLM i MLM za 1999. godinu (P<0,05)

GLM MLM
Hrom. Lokus Osobina  F Mark. P Mark. R? Mark. % F Mark. P Mark.
2A Xbarc212 VK 4,2071 0,001 8,56 3,2738 0,004
VC 4,3751 0,000 8,70 2,9735 0,008
BK 10,8457 0,000 23,46 2,2268 0,042
MHZ 5,7479 0,000 13,80 2,7113 0,015
PR 5,7132 0,000 12,60 3,9437 0,001
Xwmcl77 DK 4,7082 0,000 11,49 2,1396 0,040
BK 13,8216 0,000 27,51 2,0548 0,049
BSK 9,7134 0,000 19,43 2,7608 0,009
MK 5,5679 0,000 13,25 2,9403 0,006
MZ 3,6437 0,001 8,74 2,4614 0,019
2D Xgwm261 VK 7,8147 0,000 7,78 3,6751 0,006
VC 10,5845 0,000 10,02 4,6426 0,001
DK 4,9391 0,001 7,29 3,2042 0,014
3A Xbarc12 BZ 4,7576 0,000 9,80 2,5941 0,027
MHZ 8,9072 0,000 16,21 2,4542 0,035
4B Xwmc238 BSK 4,4039 0,000 8,22 2,3057 0,035
7B Xgwm?297 BK 12,9337 0,000 25,57 4,0199 0,000
- Xbarc1057.1 DK 9,4978 0,002 3,29 4,9662 0,027
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Tabela 17. Sumarni prikaz veza marker-osobina za 11 ispitivanih agronomski vaznih

osobina pSenice za petogodisnji period, pri P<0,05 (1995-1999. godine)

Osobina Hromozom Lokus Godina
VS 2A Xwmcl77 1995, 1997
4B Xwmc238 1996, 1997
6A Xwmc553 1995
VK 2A Xbarc212 1995, 1996, 1997, 1998, 1999
2D Xgwm?261 1995, 1996, 1998, 1999
VC 2A Xbarc212 1996, 1997, 1998, 1999
2D Xgwm261 1996, 1997, 1998, 1999
Xbarc1057.1 1996, 1998
DK 2A Xbarc212 1995
Xwmel77 1995, 1997, 1998, 1999
2D Xgwm261 1996, 1999
3A Xbarc12 1996
4B Xwmc238 1995, 1997
7B Xwmc396 1998
Xbarc1057.1 1996, 1998, 1999
BK 2A Xbarc212 1995, 1996, 1997, 1999
Xwmcl77 1996, 1997, 1999
3A Xbarc12 1995, 1996, 1997
7B Xgwm?297 1995, 1996, 1997, 1998, 1999
BSK 2A Xbarc212 1995, 1997
Xgwm425 1997
Xwmcl77 1995, 1996, 1997, 1998, 1999
4B Xwmc238 1995, 1998, 1999
5B Xgwm499 1997
7B Xgwm297 1998
7D Xcfd14 1998
BZ 2A Xwmcl77 1995
3A Xbarc12 1995, 1999
3B Xbarc164 1995
4B Xwmc238 1995, 1997
6A Xwmcbh53 1998
7B Xgwm297 1997
MK 2A Xwmcl77 1996, 1997, 1998, 1999
4B Xwmc238 1997
7B Xgwm297 1996, 1997
Xwmc396 1996
MZ 2A Xwmcl77 1995, 1996, 1997, 1998, 1999
4B Xwmc238 1997
7B Xgwm?297 1995, 1996, 1997, 1998
MHZ 1A Xwmc24 1995, 1996, 1998
2A Xbarc212 1999
2D Xgwm261 1996
3A Xbarc12 1998, 1999
4B Xgpw3017 1997
7A Xgwm276 1996
PR 2A Xbarc212 1995, 1999
2D Xgwm261 1997
3B Xwmce3 1996
4B Xgwm495 1998
5D Xbarc320 1997
6A Xwmc553 1998

Xbarc1057.1

1995, 1996, 1998,
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Visina stabljike pSenice

U ovoj disertaciji primenom MLM, za P vrednost manju od 0,05 nije detektovan
nijedan stabilan QTL za visinu stabljike. Markeri WMC177 i WMC238 bili su u vezi sa
visinom stabljike samo u dve od pet ispitivanih godina, a SSR marker WMC553 samo u
jednoj godini, za P vrednost manju od 0,05 (tab. 17). Na osnovu GLM, lokusi Xwmc238
sa 4B i Xwmc553 sa 6A hromozoma, bili su u statisticki znacajnoj asocijaciji sa
navedenim osobinam u svih pet ispitivanih godina pri P vrednosti manjoj od 0,01, a
Xwmcl77 u tri ispitivane godine pri P manjoj od 0,05. Udeo u ukupnoj fenotipskoj
varijabilnosti za visinu stabljike za marker WMC238, varirao je u rasponu od 12,12 do
21,26 %, sa prose¢nom vrednosti od 16,24 %, kod markera WMC553 od 15,53 do
23,06 %, sa prosekom od 19,45 %, dok je marker WMC177 imao najmanju prose¢nu R?
vrednost, 6,57 %. Za P vrednost manju od 0,1, kod MLM , sva tri SSR lokusa, Xwmc177,
Xwmc238 i Xwmc553, bila su u vezi sa QTL-om za visinu stabljike u 4 od 5 ispitivanih

godina.

Jia i1 sar. (2013) su na primeru RIL (Recombinant Inbred Line) populacije,
primenom intervalnog mapiranja u regionu Xwmc238-Xgwm495 detektovali QTL za
visinu stabljike koji je bio stabilan u Cetiri ispitivane sredine, sa prosenom R? vrednosti
od 10,08 %. Pored toga ustanovili su i vezu izmedu SSR lokusa Xwmc24 i navedene
osobine. Medutim, na osnovu rezultata ove doktorske disertacije, markeri WMC24 sa
1A i GWM495 sa 4B bili su u vezi sa visinom stabljike u svim ispitivanim godinama, ali
samo primenom opsteg linearnog modela, dok je kod meSovitog linearnog modela P

vrednost u svim ispitivanim godinama bila ve¢a od 0,1.

Korzun i sar. (1998) su prvi ustanovili postojanje veze (0,6 cM) izmedu Rht8
gena i mikrosatelitskog lokusa Xgwm261. Na osnovu fenotipske evaluacije linija
heksaploidne psenice, koje su u mikrosatelitskom lokusu Xgwmz261 posedovale najcesce
zastupljene alele od 192, 174 ili 165 bp, utvrdeno je da alel od 192 bp redukuje visinu
stabljike za 7 do 8 cm u odnosu na alel od 174 bp, a da alel od 165 bp povecava visinu
stabljike za 3 cm, u odnosu na alel od 174 bp. Nakon toga, objavljen je niz radova u
kojima su analizirane sorte na prisustvo Rht8 gena, gde je kao dijagnosticki marker za
ovaj gen koris¢en GWM261-192 bp alel, sa ciljem da se utvrdi zastupljenost Rht8 gena
u odredenoj gerplazmi (Chebotar et al., 2001; Worland et al., 2001; Roder et al. 2002;
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Kobiljski et al., 2006; Asplund et al., 2012) ili da se ustanovi efekat navedenog gena na
neke agronomske karakteristike (Bai et al., 2004; Ma et al., 2007; Nalam et al., 2007;
Chen et al., 2010; Mao et al., 2010).

Imajué¢i u vidu visoku zastupljenost Rht8 gena medu sortama stvorenim u
oplemenjivackim centrima u Srbiji (73,6 % prema Kobiljski i sar. 2006), marker
GWM261 odabran je u ovoj disertaciji, kako bi se ustanovio njegov znacaj pri
oplemenjivanju na visinu stabljike u nasem agroklimatskom regionu. Medutim, na
osnovu dobijenih rezultata, primenom MLM nije ustanovljena statisticki znacajna veza
izmedu ovog SSR markera i visine stabljike, ni za P manju od 0,1, dok je primenom
GLM metoda veza bila signifikantna u Cetiri ispitivane godine, za P vrednost manju od
0,05. Dobijeni rezultati se mogu objasniti na osnovu rada Ellis i sar. (2007), koji su
analizom odredenog broja sorti i mapirajué¢ih populacija, koje su u lokusu Xgwm261
posedovale razli¢ite alelne oblike, ustanovili da alel od 192 bp nije uvek vezan za
redukciju visine stabljike povezanu sa Rht8 genom. Oni navode da sorta Norin 10,
takode nosi alel od 192 bp u SSR lokusu Xgwm261, koji nije vezan za Rht8. Usled njene
Siroke primene u oplemenjivackim centrima Sirom sveta, Norin 10 predstavlja
sekundarni izvor ovog alela u internacionalnoj germplazmi. Medutim, prisustvo alela od
192 bp, moze biti dijagnosti¢ko za Rht8 gen samo kod genotipova psenice, koji vode
poreklo od sorte Akakomugi. Kasnije su njihove rezultate potvrdili i Sip i sar. (2010).
Na osnovu analize pedigrea sorti ispitivanih u ovoj doktorskoj disertaciji (tab. 20),
ustanovljena je skoro podjednaka zastupljenost sorti potomaka Norin 10 i Akakomugi,
§to moze biti uzrok izostanka statisticki znacajne veze izmedu markera GWM261 i

visine stabljike.

Vreme klasanja i cvetanja pSenice

U ovoj doktorskoj disertaciji primenom GLM i MLM, detektovana su dva QTL-a,
koja su bila u statisti¢i znacajnoj vezi kako sa vremenom klasanja, tako i sa vremenom
cvetanja. SSR lokus Xbarc212 sa 2A hromozoma, bio je u vezi sa vremenom klasanja u
svih pet ispitivanih godina, dok je za vreme cvetanja u toku 1995. godine izostala

statistiCki znacajna veza pri P vrednosti manjoj od 0,05 (tab. 12). Prose¢na vrednost
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udela navedenog lokusa u fenotipskoj varijabilnosti za vreme klasanja iznosila je
9,36 % (tab. 12. do 16), a za vreme cvetanja 10,3 % (tab. 13. do 16). Mikrosatelitski
marker GWM261 bio je u statisti¢ki znacajnoj asocijaciji sa vremenom klasanja u svim
godinama osim u 1997., a za vreme cvetanja u svim osim u 1995. godini. Najvec¢i udeo
u fenotipskoj varijabilnosti za vreme klasanja Xgwm261 lokus imao je na osnovu
podataka za 1995. godinu, 8,02 %, a za vreme cvetanja u toku 1999. godine, 10,02 %
(tab. 12. do 16).

Veza SSR markera GWM261 sa vremenom klasanja i cvetanja, ustanovljena na
osnovu rezultata ove doktorske disertacije moze se objasniti na osnovu ranije
objavljenih radova. Worland i sar. (1998) su mapirali Ppd-D1 gen na kratkom kraku
hromozoma 2D, 20,9 cM proksimalno od Rht8 gena, koji se prema Korzun i sar. (1998)
nalazi na 0,6 cM od Xgwm261 lokusa. Kasnije je veliki broj autora potvrdio vezu
izmedu markera GWM261 i vremena sazrevanja pSenice u razliitim agroklimatskim
regionima i razlic¢itoj germplazmi (Xu et al., 2005a; Narasimhamoorthy et al., 2006;
Trkulja i sar., 2011; Chen et al., 2010; Manickavelu et al., 2010; Jia et al., 2013).

Na osnovu rezultata Maccaferi i sar. (2011) marker BARC212 mapiran je na
kratkom kraku hromozoma 2A na 5,8 cM od markera Xgwm636, za koji su navedeni
autori ustanovili da je u vezi sa vremenom klasanja. Na osnovu rezultata navedenih
autora, sam SSR lokus Xbarc212 nije bio u direktnoj vezi sa vremenom sazrevanja
pSenice, ve¢ sa nekim drugim agronomski zna¢ajnim osobinama o kojima ¢e kasnije biti

redi.

U ovoj disertaciji nije potvrdeno postojanje veze izmedu vremena klasanja i
pojedinih mikrosatelitskih lokusa, ustanovljenih na osnovu ranije objavljenih radova,
kao $to su Xwmcl77 sa 2A (Maccaferri et al., 2008; Maccaferri et al., 2011), Xgwm499
sa 5B (Hanocq et al., 2007; Manickavelu et al., 2010) i Xcfa2155 sa 5A hromozoma
(Hanocq et al., 2007; Chu et al., 2008; Griffiths et al., 2009). Marker CFA2155 bio je u
statisti¢ki znacajnoj vezi sa vremenom klasanja, pri P vrednosti manjoj od 0,01, u svih
pet ispitivanih godina, ali samo primenom GLM, dok je na osnovu MLM P vrednost bila

veca od 0,1.
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Prinos i komponente prinosa pSenice
Duzina klasa, broj klasica po klasu i broj sterilnih klasic¢a po klasu

U ovoj doktorskoj disertaciji, od 31 ispitivanog SSR lokusa, samo je Xwmcl177
sa 2A hromozoma bio u statisticki znacajnoj vezi kako sa duzinom klasa, tako i sa
brojem klasi¢a po klasu i brojem sterilnih klasi¢a po klasu. Ovaj marker bio je stabilan u
Cetiri ispitivane godine za DK, tri za BK i svih pet godina za BSK (tab. 12. do 16).
Najveci udeo u ukupnoj fenotipskoj varijabilnosti ovaj marker imao je za broj klasi¢a po
klasu, sa srednjom vrednosti od 27,24 %, a zatim za broj sterilnih klasi¢a po klasu

(17,57 %) i duzinu klasa (15,35 %) (tab. 12. do 16).

Za duzinu klasa detektovan je jo$ jedan QTL u tri ispitivane godine u blizini
markera Xbarc1057.1, koji je objasSnjavao, u proseku, oko 4,73 % fenotipske
varijabilnosti za ovu osobinu. Mikrosatelitski markeri BARC212 sa 2A hromozoma,
GWM261 sa 2D i WMC238 sa 4B hromozoma su takode bili u vezi sa DK, ali samo u
dve ispitivane godine za P vrednost manju od 0,1, prema MLM analizi, pa se ne moze
govoriti o stabilnom QTL-u. Prema GLM , lokusi Xgwm261 i Xbarc212 bili su u vezi sa

navedenom osobinom u svih pet, a Xwmc238 u Cetiri od pet ispitivanih godina.

U ovom radu, na osnovu GLM i MLM, detektovana su jo$ tri SSR lokusa koja su
bila u statisti¢ki znacajnoj vezi sa brojem klasi¢a po klasu. GWM297 sa 7B hromozoma
bio je stabilan u svih pet ispitivanih godina i determinisao u proseku 24,43 % fenotipske
varijabilnosti za navedenu osobinu. Mikrosatelitski marker BARC212 (2A) bio je u vezi
sa brojem klasi¢a po klasu u Cetiri ispitivane godine i1 imao, u proseku, udela u 23,53 %
varijabilnosti, a BARC12 (3A) u tri godine, sa najmanjim prose¢nim udelom, od
10,94 % (tab. 12. do 16).

U blizini lokusa Xwmc238 na 4B hromozomu, detektovan je jo§ jedan QTL Kkoji
je imao udela u fenotipskoj varijabilnosti za broj sterilnih klasic¢a po klasu, sa prosekom
od 7,90 % u tri analizirane godine, 1995., 1998. i 1999. (tab. 12., 15. i 16).

Veza izmedu SSR markera WMC177 i duzine klasa, kao i broja klasi¢a po klasu
ustanovljena je u ranije objavljenim radovima, a potvrdena i u radovima novijeg datuma.

Tako su Jing i sar. (2007) analiziraju¢i kolekciju od 30 genotipova vrste T. monococcum
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divergentnog geografskog porekla, ustanovili vezu izmedu markera WMC177 i duzine
klasa. Isti marker je prema Yao i sar. (2009), koji su analizirali 108 sorti heksaploidne
pSenice poreklom iz Kine, bio u vezi i sa brojem klasi¢a po klasu, dok je u radu gde je
analizirana 121 linija dobijena povratnim ukrStanjem durum i spelta pSenice, bio u vezi
sa obe napred navedene osobine (Ma et al., 2013). U ovoj disertaciji gde su ispitivana
282 genotipa pretezno hlebne pSenice, mikrosatelitski lokus Xwmcl177 bio je u vezi jos i
sa brojem sterilnih klasi¢a po klasu, osobinom koja u ranije navedenim radovima nije
posebno razmatrana. Imajuc¢i u vidu da je u prikazanoj literaturi analiziran veoma
raznovrsan geneticki materijal, moze se zakljuciti da je veza markera WMCL177 sa

osobinama klasa bila stabilna u razli¢itoj genetickoj pozadini.

Mikrosatelitski lokus Xgwm261 sa 2DS kraka hromozoma, je u ranije
objavljenim radovima gde su analizirane razli¢ite mapirajuce populacije, bio u vezi
kako sa DK, tako i sa BK i BSK. Ma i sar. (2007) su molekularnom geneti¢kom
analizom na primeru rekombinantnih inbred linija i “besmrtne” (engl. immortalized) F,
populacije u marker intervalu Xgwm261-XRPP5 detektovali QTL koji je bio u vezi sa
DK 1 kompaktnos$¢u klasa. Kumar i1 sar. (2007) su utvrdili vezu izmedu markera
GWM261 i1 duzine klasa, kao i broja klasi¢a po klasu, ali samo u jednoj od dve
ispitivane RIL populacije. U naSem agroklimatskom regionu, navedeni SSR marker je
prilikom evaluacije dihaploidne mapiraju¢e populacije nastale ukrStanjem dve sorte
visokog genetickog potencijala za prinos (Savana/Renesansa) bio u vezi sa duzinom
klasa u svih Sest, a sa brojem klasica i1 brojem sterilnih klasi¢a po klasu u Cetiri od Sest
ispitivanih godina (Trkulja et al., 2012). U ovoj doktorskoj disertaciji, gde su analizirane
sorte poreklom iz razli¢itih oplemenjivackih centara sveta, Xgwmz261 bio je u statisticki

znacajnoj vezi sa DK i BK, ali samo na osnovu opsteg linearnog modela.

Broj zrna po klasu, masa klasa i masa zrna po klasu

Na osnovu rezultata ove doktorske disertacije ustanovljeno je da je masa klasa u
veoma jakoj 1 statisticki veoma znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa masom zrna po klasu,
a da su obe osobine u statisticki znacajnoj jakoj korelaciji sa brojem zrna po klasu (tab.

9). Sli¢ne rezultate su dobili i Neumann i sar. (2011), gde su takode koriS¢eni podaci
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fenotipske evaluacije u naSem agroklimatskom regionu. Medutim, asocijativnom
analizom, primenom mesovitog linearnog metoda, u ovoj doktorskoj disertaciji nije
ustanovljen stabilan QTL zajedni¢ki za sve tri osobine (tab. 17). Primenom navedenog
modela nije detektovana asocijacija stabilna u najmanje tri godine, izmedu broja zrna po
klasu i SSR markera analiziranih u ovom radu, pri P vrednosti manjoj od 0,05. Sa druge
strane, primenom opsteg linearnog modela, broj zrna po klasu bio je u statisticki
znacajnoj vezi sa mikrosatelitskim lokusima Xwmc177 (2A) i Xbarc12 (3A) u svih pet,
a sa Xwmc238 (4B) i Xgwm297 (7B) u Cetiri od pet ispitivanih godina. Pored toga, treba
ista¢i da je marker BARC12 prema meSovitom linearnom modelu pri pragu znacajnosti
od 0,1, bio u vezi sa ovom osobinom u svih pet ispitivanih godina. Navedeni marker je
za podatke iz 1995. godine imao udela u 14,80 %, a za podatke iz 1999. godine u
9,80 % ukupne fenotipske varijabilnosti za BZ (tab. 12. i 16).

U blizini lokusa Xwmc177, primenom oba modela, detektovan je jedan QTL koyji
je bio u statisticki znacajnoj vezi sa masom klasa i masom zrna po klasu u detiri,
odnosno pet analiziranih godina (tab. 17). Udeo ovog lokusa u ukupnoj fenotipskoj
varijabilnosti za MK varirao je od 11,62 % do 14,46 %, a za MZ od 7,79 % do 13,73 %
(tab. 12. do 16). Masa zrna po klasu bila je u statisticki znacajnoj vezi i sa SSR
markerom GWM297 sa 7B hromozoma u &etiri ispitivane godine, pri prosetnoj R’
vrednosti od 9,11 % (tab. 12. do 15). Navedeni mikrosatelitski marker prema MLM
metodu bio je u statisti¢ki znacajnoj vezi sa MK za P vrednost manju od 0,05 u 1996. i
1997., a za 1998. i 1999. godinu pri P vrednost manjoj od 0,1.

Wang i sar. (2011) su na primeru F2.3 mapiraju¢e populacije, koja je u pedigreu
imala tetraploidnu vrstu Agropyron cristatum, koju karakterisu krupni klasovi i veliki
broj zrna po klasu, detektovali QTL-e koji su bili u vezi sa odredenim komponentama
prinosa pSenice. U marker intervalu Xbarc20-Xwmc238 sa 4BL kraka hromozoma,
ustanovili su prisustvo QTL-ova za broj cvetova po klasu, broj zrna po klasu i masu
hiljadu zrna. U ovoj doktorskoj disertaciji u blizini markera WMC238 detektovan je
takode QTL koji je bio u vezi sa BZ, ali samo primenom opsteg linearnog modela.
Pored toga, isti marker je bio u vezi i sa brojem sterilnih klasi¢a po klasu (tab. 17), Sto u

radu Wang i sar. (2011) nije analizirano.

U marker intervalu Xwmc238-Xgwm495 na 4B hromozomu, Jia i sar.(2013) su
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takode, na primeru RIL mapirajuc¢e populacije, utvrdili prisustvo QTL-a za broj zrna po
klasu, koji je bio stabilan u tri, a za masu zrna po klasu u jednoj ispitivanoj sredini. Veza
izmedu markera GWM495 i MZ, ustanovljena je i ranije od strane Wang i sar. (2009b),
dok je prema Cui i sar. (2013) i Cui i sar. (2014), ovaj marker bio u vezi i sa BZ.
Medutim, u ovoj doktorskoj disertaciji SSR lokus GWM495 bio je u vezi samo sa
brojem zrna po klasu prema opStem linearnom modelu u tri ispitivane godine, dok je

prema mesSovitom modelu P vrednost u svim ispitivanim godinama bila preko 0,1.

Masa 1000 zrna i prinos

U ovoj doktorskoj disertaciji primenom meSovitog linearnog modela mapiran je
samo jedan stabilan QTL u vezi sa MHZ, u blizini markera WMC24 na 1A hromozomu.
Ovaj marker objasnjavao je u proseku 6,62 % fenotipske varijabilnosti za navedenu
osobinu za podatke iz 1995., 1996. i 1998. godine (tab. 12., 13. i 15). Na osnovu opsteg
linearnog modela, navedeni SSR lokus bio je u vezi sa masom hiljadu zrna u svih pet
ispitivanih godina za P vrednost manju od 0,01, dok su lokusi Xbarc212 sa 2A i
Xbarcl2 sa 3A hromozoma bili u statisticki znacajnoj vezi, takode za svih pet godina,
ali pri P vrednosti manjoj od 0,05. Ukoliko bi se za prag znacajnosti uzela P vrednost
manja od 0,1, tada bi prema MLM modelu marker WMC24 bio u statisticki znacajnoj
vezi sa MHZ u svih pet, marker BARC12 u ¢etiri, a BARC212 u svega jednoj ispitivanoj
godini.

Kumar 1 sar. (2006) su na osnovu sloZenog intervalnog mapiranja u blizini
lokusa Xwmc24 detektovali QTL u vezi sa masom hiljadu zrna, koji je bio stabilan u
svim ispitivanim sredinama i objasnjavao je od 9,65 % do 12,8 % fenotipske
varijabilnosti za ovu osobinu. Asocijaciju izmedu mikrosatelitskog markera WMC24 i
mase hiljadu zrna ustanovili su i Ramaya i sar. (2010), kao i Mir i sar. (2012), ali samo
u odredenim ispitivanim sredinama, te nije smatrana statisticki znacajnom. Poslednji
autori su analizirajuci set od 230 elitnih sorti pSenice, stvorenih u periodu od 1910. do
2006. godine za komercijalno gajenje u razliCitim agrokilimatskim regionima Indije,
identifikovali i QTL u vezi sa masom hiljadu zrna u blizini markera GWM297. Navedeni

mikrosatelitski marker je objasnjavao oko 10,49 % fenotipske varijabilnosti za MHZ.
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Medutim, u ovoj doktorskoj disertaciji navedeni marker nije bio u statisticki znacajnoj

asocijaciji sa MHZ, ali jeste sa MZ (tab. 17).

Crowley (2010) i Maccaferri i sar. (2011) su u blizini markera BARC12 sa 3A
hromozoma detektovli QTL u vezi sa masom hiljadu zrna, dok je u ovoj disertaciji veza
sa MHZ bila statisticki znac¢ajna samo na osnovu rezultata dobijenih primenom opsteg

linearnog modela.

Quarrie i sar. (2003) su prvi detektovali QTL u vezi sa MHZ u blizini
mikrosatelitskog markera PSP3071, pri ¢emu su ispitivanja vrSena u uslovima suse.
Kasnije su navedenu vezu marker-osobina potvrdili i Snape i sar. (2007) gajeci biljke u
uslovima sa i bez navodnjavanja, kao i Zhang i sar. (2013) u sredinama koje su se
razlikovale u nivou navodnjavanja i dubrenja. Poslednji autori su ustanovili da je SSR
lokus Xpsp3071 u vezi sa masom hiljadu zrna samo u specificnim uslovima. U ovoj
doktorskoj disertaciji, gde su biljke gajene u poljskom ogledu u uslovima uobicajenih
agrotehnickih mera za na§ agroklimatski region, nije ustanovljena statisticki znacajna

veza izmedu SSR lokusa Xpsp3071 i MHZ, ni prema GLM ni prema MLM.

Simmonds i sar. (2014) su na 6A hromozomu identifikovali QTL u marker
intervalu Xgdm36-Xgwm570 u okviru kog je mapiran i SSR markera PSP3071, koji je
pored mase hiljadu zrna, bio u vezi i sa prinosom. U ovoj doktorskoj disertaciji lokus
Xpsp3071 bio je u statisticki znacajnoj asocijaciji sa prinosom samo prema opstem
linearnom modelu, u tri ispitivane godine, pri P vrednosti manjoj od 0,05. Pored ovog
markera, prema GLM analizi, prinos je bio u statisticki zna¢ajnoj vezi i sa markerima
BARC212 sa 2A i GWM261 sa 2D hromozoma. Prema meSovitom linearnom modelu
ukoliko se za prag uzme P vrednost manja od 0,1 tada su i markeri BARC212 i
GWMZ261, bili u vezi sa prinosom u tri ispitivane godine, dok je za marker PSP3071 P
vrednost u svih pet godina bila iznad 0,1. Veza izmedu prinosa i markera BARC212 i
GWM261, ustanovljena je i u ranije objavljenim radovima (redom, Maccaferri et al.,
2011. i Kumar et al., 2007).
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6. 3. 4. Efekat alela

U programu TASSEL 2. 1, primenom meSovitog linearnog modela, izracunat je i
efekat alela, detektovanih u ispitivanim mikrosatelitskim lokusima, na svaku od
analiziranih osobina. U tabeli 18. je dat sumarni prikaz efekata alela za SSR lokuse koji
su bili u statisticki znacajnoj vezi sa odredenim agronomski znacajnim osobinama
pSenice. U obzir su uzeti i lokusi gde je prema opStem lincarnom modelu P vrednost
bila manja od 0,05, a prema mesovitom linearnom modelu manja od 0,1, u najmanje tri

ispitivane godine.

Xwmc24. U mikrosatelitskom lokusu Xwmc24 detektovana su dva alela sa
znacajnim efektom na masu hiljadu zrna, pri ¢emu je alel od 115 bp, bio u vezi sa

povecanjem vrednosti MHZ za, u proseku, 1,845 g, a alel od 152 bp sa smanjenjem za

2,702 g (tab. 18).

Xbarc212. Marker BARC212 je na osnovu rezultata ove doktorske disertacije
bio u vezi sa Cetiri ispitivane agronomski znafajne osobine: vremenom klasanja,
vremenom cvetanja, brojem klasi¢a po klasu i prinosom. Pri tome se izdvajaju dve
alelne forme koje imaju suprotno dejstvo na navedene osobine. Alel od 215 bp bio je u
vezi sa kasnijim sazrevanjem, u proseku 3,23 dana za VK i 3,045 dana za VC, ve¢im
BK za 5,505 klasi¢a, ali i prinosom nizim za 0,200 t/ha. S druge strane, alel od 219 bp
imao je uticaja na ranije klasanje i cvetanje za, redom 3,422 i 3,408 dana, manji broj
klasic¢a za 3,189, ali i veci prinos za 0,949 t/ha (tab. 18). Dobijeni podaci su u skladu sa
rezultatima fenotipskih korelacija jer su u ovoj disertaciji ustanovljene pozitivne
statisticki znacajne korelacije izmedu VK, VC i1 BK, kao i1 negativne veze izmedu

navedenih osobina i PR (tab. 9).

Xwmcl77. U lokusu Xwmcl77 izdvajaju se tri alela sa znacajnim efektom na
ispitivane osobine. Pri tome je alelna forma od 177 bp bila u vezi sa ve¢om prosecnom
vrednosti kod Sest ispitivanih osobina: VS, DK, BK, BSK, MK i MZ (tab. 18). Ono $to
treba izdvojiti, jeste uticaj ovog alela na ve¢u duzinu klasa, broj klasi¢a po klasu, ali i
veci broj sterilnih klasi¢a po klasu. Odnosno, iako je ovaj alel u vezi sa povecanjem DK
za 1,231 cm 1 BK za 5,649 klasic¢a, on istovremeno uti¢e i na vec¢i broj BSK za 1,450

(tab. 18). Ovakvi rezultati su u skladu sa korelacijama utvrdenim u ovoj disertaciji gde
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je ustanovljena srednje jaka veza izmedu DK i BK, odnosno BSK, kao i jaka veza

izmedu BK i BSK (tab. 9).

Alel velicine 196 bp je, kao i fragment od 177 bp, takode determinisao viSe
stabljike i ve¢u duzinu klasa, dok je alelna forma od 186 bp imala suprotan efekat na
navedene osobine (tab. 18). Ovakvi rezultati su u skladu sa slabim pozitivnim
korelacijama izmedu VS i DK, ustanovljenim u ovom radu, kao i prethodno u radu

drugih autora (Hristov i sar., 2008; Neumann et al., 2011).

Xgwm261. U lokusu Xgwm261, alel od 193 bp imao je znacajan efekat na tri
analizirane osobine. Determinisao je ranije klasanje i cvetanje za, redom, 2,859 i 3,198
dana i prinos veéi za 0,735 t/ha. Ova alelna forma ekvivalentna je dijagnostickom alelu
za Rht8 gen od 192 bp, koji je ustanovljen u ranije objavljenim radovima (Korzun et al.,
1998; Worland et al., 2001; Kobiljski et al., 2006), a razlike od jednog bp mogu biti
rezultat primene razli¢itih tehnika pri odredivanju veli¢ine fragmenata (Roder et al.,
2002). Uticaj ovog alela na VK, VC i PR moze se objasniti na osnovu ranije objavljenih
radova gde je ustanovljena veza izmedu Rht8 gena i Ppd-D1 gena (Worland et al., 1998),
kao i plejotropni efekat Ppd-D1 gena, koji u evropskom regionu utice na ranije
sazrevanje, manju visinu stabljike, kra¢i klas, ali 1 vecu fertilnost klasi¢a, Sto za
posledicu ima ve¢i prinos (Worland et al., 1996; Snape et al., 2001). Alel od 165 bp

takode je imao efekta na ranije sazrevanje (tab. 18).

Xbarcl2. Marker BARC12 sa 3A hromozoma je, na osnovu rezultata ove
doktorske disertacije, bio u vezi sa brojem klasi¢a po klasu i masom hiljadu zrna (tab.
17). U ovom lokusu se izdvaja Cak pet alela sa znacajnim efektom na jednu ili obe
navedene osobine. Ono $to se moze uociti jeste da je alel koji je imao negativan efekat
na BK imao pozitivan efekat na MHZ . Tako je fragment od 198 bp bio u vezi sa
manjim brojem klasic¢a po klasu za 2,435, ali i sa ve¢om masom hiljadu zrna za 1,571 g
(tab. 18). Na osnovu fenotipskih korelacija, ustanovljenih u ovom radu, masa hiljadu
zrna bila je u statisticki znacajnoj slaboj negativnoj vezi sa brojem klasica po klasu (tab.

9).

Crovley (2010) u svom radu navodi statisticki znacajnu vezu izmedu markera

BARC12 i MHZ, pri ¢emu je aditivni efekat bio negativan (-1,43 g). Navedeni autor je
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ispitivao vezu marker-osobina na primeru RIL populacije nastale ukrStanjem dva

roditelja, pa su i rezultati zasnovani na svega dve alelne forme.

Tabela 18. Efekat alela na ispitivane agronomski znacajne osobine psenice

Frekvencija _ Srednja Efekat a_lela
Lokus Hromozom Alel (bp) Osobina vrednost (srednja
alela (%) .
osobine vrednost)

Xwmc24 1A 115 7,39 MHZ 37,66 1,845
152 27,46 MHZ 37,66 -2,702

Xbarc212 2A 215 8,00 VK 133,8 3,230
VC 138,7 3,045

BK 21,0 5,505

PR 6,38 -0,200

219 7,45 VK 133,8 -3,422

VC 138,7 -3,408

BK 21,0 -3,189

PR 6,38 0,949

Xwmcl77 2A 177 7,89 VS 85,1 9,368
DK 9,9 1,231

BK 21,0 5,649

BSK 2,2 1,450

MK 2,07 0,343

Mz 1,58 0,232

181 7,02 VS 85,1 -9,499

DK 9,9 -0,485

196 7,02 VS 85,1 8,002

DK 9,9 0,472

Xgwm261 2D 165 17,14 VK 1338 -2,141
VC 138,7 -2,732

193 39,75 VK 1338 -2,859

VC 138,7 -3,198

PR 6,38 0,735

Xbarc12 3A 156 22,8 MHZ 37,66 2,606
165 10,39 MHZ 37,66 -2,699

177 8,96 BK 21,0 -1,286

180 17,92 BK 21,0 2,772

198 6,81 BK 21,0 -2,435

MHZ 37,66 1,571

Xwmc238 4B 224 19,08 BSK 2,2 0,714
226 5,30 VS 85,1 -5,713

228 15,19 VS 85,1 6,978
234 8,48 VS 85,1 -11,246

BSK 2,2 -0,576

Xwmc553 6A 341 5,26 VS 85,1 16,131
357 6,67 VS 85,1 -6,842

359 23,16 VS 85,1 -6,513

Xgwm297 7B 147 11,23 BK 21,0 -3,112
MK 2,07 -0,187

MZ 1,58 -0,148

171 5,61 BK 21,0 4,800

MK 2,07 0,242

Mz 1,58 0,180

Xbarc1057.1 185 16,79 DK 9,9 -0,417

PR 6,38 0,380

188 82,50 DK 9,9 0,417

PR 6,38 -0,380
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Xwmc238. U SSR lokusu Xwmc238 izdvajaju se tri alela koja su imala znacajan
efekat na visinu stabljike. Alelne forme od 226 bp i 234 bp imale su redukujuéi efekat
na VS, pri ¢emu je uticaj drugog alela bio izraZeniji. S druge strane, alel od 228 bp bio

je u vezi sa viSom stabljikom, u proseku za 6,978 cm (tab. 18).

Alel od 234 bp je pored redukujuceg efekta na visinu stabljike, bio u vezi i1 sa
manjim brojem sterilnih klasi¢a po klasu (tab. 18), $to je u skladu sa korelacijama

ustanovljenim u ovoj doktorskoj disertaciji (tab. 9).

Xwmc553. U lokusu Xwmc553 izdvajaju se tri alela sa znacajnim efektom na
visinu stabljike. Alel od 341 bp determinisao je stabljike vise od srednje vrednosti za
datu osobinu, za, u proseku 16,131 cm, dok su aleli od 357 bp 1 359 bp imali redukujuci
efekat za, redom, 6,842 i 6,513 cm (tab. 18).

Xgwm297. Dve alelne forme markera GWM297 imale su znacajan efekat na broj
klasi¢a po klasu, masu klasa i masu zrna po klasu. Alel od 147 bp imao je redukujuci, a
alel od 171 bp pozitivan efekat na navedene osobine (tab. 18). Ovakvi rezultati su u
skladu sa pravcem korelacija koje su ustanovljene za date osobine u ovoj doktorskoj
disertaciji (tab. 9).

Xbarc1057.1. Marker BARC1057.1 je na osnovu rezutata ove doktorske
disretacije imao nizak nivo polimorfnosti jer su detektovane svega tri alelne forme, pri
¢emu je jedna imala frekvenciju manju od 5 % (tab. 4). Preostala dva alela imala su
znacajan 1 suprotan efekat na duZinu klasa 1 prinos. Medutim, imajuc¢i u vidu velike
razlike u ucestalosti datih alela u populaciji (tab. 18) pa tako 1 ustanovljenu nisku PIC
vrednost (tab. 4), moze se zakljuciti da dati SSR marker nije dovoljno informativan za

asocijativnu analizu u geneti¢kom materijalu ispitivanom u ovoj doktorskoj disertaciji.

6. 3. 5. Znacaj rezultata asocijativne analize pSenice
U ovoj doktorskoj disertaciji se, na osnovu rezultata asocijativne analize izmedu

31 mikrosatelitskog markera i 282 sorte psenice, koje predstavljaju deo geneticke

kolekcije Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu, a poreklom su iz 26 zemalja
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sveta, izdvaja nekoliko lokusa koji su bili u vezi sa ve¢im brojem osobina, prema
opStem 1 meSovitom linearnom modelu, u ve¢em broju ispitivanih godina (tab. 17).

Narocito su znacajni mikrosatelitski lokusi sa hromozoma grupe 2.

Marker BARC212 sa 2A hromozoma je prema oba modela bio u statisticki
znacajnoj vezi sa viemenom klasanja, viemenom cvetanja i brojem klasi¢a po klasu (tab.
17), dok je prema GLM bio jo$ i u asocijaciji sa duzinom klasa, brojem sterilnih klasica
po klasu, masom hiljadu zrna i prinosom. U lokusu Xwmcl77, takode na 2A
hromozomu, detektovani su aleli sa znacajnim efektom na duzinu klasa, broj klasi¢a po
Klasu, broj sterilnih klasi¢a po klasu, masu klasa i masu zrna po klasu, kako prema GLM,
tako i prema MLM, dok je prema GLM navedeni lokus bio jo$ i u vezi sa visinom
stabljike 1 brojem zrna po klasu. U literaturi se mogu naci razli¢iti podaci o polozaju
ovih markera na genetickoj mapi pSenice, u zavisnosti od vrste mapirajuce populacije,
njene veli¢ine, kao i1 broja markera kori§¢enih pri analizi. Prema Somers 1 sar. (2004)
oba navedena markera mapirana su na kratkom kraku hromozoma 2A, Xbarc212 na 18
cM, a Xwmcl77 na 28 cM. Na osnovu mape durum pSenice (Maccaferri et al., 2011),
BARC212 nalazi se na 33,7 cM distalno od markera WMC177 koji je mapiran na 4,4 cM
od gena za osetljivost na fotoperiod Ppd-Al, dok je na osnovu Composite Wheat Map
(http://www.shigen.nig.ac.jp/wheat/komugi/maps/markerMap.jsp?chromosome=2),

rastojanje medu markerima BARC212 i WMC177 manje i iznosi 6,24 cM.

SSR lokus Xbarc212 je na osnovu ranije objavljenih radova bio u vezi sa brojem
zrna po klasu, kao i masom klasa (Yao et al., 2009; Cui et al., 2013), §to u ovoj
disertaciji nije potvrdeno, ali su ustanovljene veze sa nekim drugim agronomski
znacajnim osobinama, $to je navedeno napred u radu. Isto tako i Xwmcl77 je prema
Yao i sar. (2009) bio u vezi sa MHZ, a prema Maccaferri i sar. (2011) pored MHZ, jos i
sa VK 1 PR, ali navedene asocijacije nisu potvrdene u ovoj disertaciji. S druge strane,
aleli markera WMC177 imali su znacajan efekat na BSK, MK i MZ (tab. 18), Sto u
dostupnoj literaturi nije utvrdeno (PRILOG, tab. 19).

Jo§ jedan SSR lokus mapiran na hromozomu grupe 2, Xgwm261 sa 2D
hromozoma, je na osnovu rezultata ove doktorske disertacije, bio u vezi sa veéim
brojem agronomski zna¢ajnih osobina. Alelne forme markera GWM261 ispoljavale su

znaCajan efekat na vreme klasanja, vreme cvetanja (tab. 17), a prema GLM pristupu jos i
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na duzinu klasa i prinos. Plejotropni efekat ovog markera, kao Sto je ve¢ napred
navedeno u ovom radu, moze biti posledica veze sa Ppd-D1 genom (Worland et al.,
1996; Korzun et al., 1998; Snape et al., 2001). Na osnovu ranije objavljenih radova
Xgwm261 bio je u vezi i sa BZ i BK (Kumar et al., 2007), ali to u ovoj doktorskoj

disertaciji nije potvrdeno.

Pored markera iz hromozomske grupe 2, na osnovu rezultata asocijativne analize
ove doktorske disertacije, izdvajaju se i dva markera sa B genoma, WMC238 i GWM297.
Xwmc238 je prema Somers i sar. (2004) mapiran na 4BL kraku hromozoma, na poziciji
34 cM, a prema Jia i sar. (2013) na 4BS. Na osnovu GLM i MLM, ovaj lokus bio je u
vezi sa BSK (tab. 17), a samo prema GLM jos i sa VS, BZ i DK . Na osnovu ranije
objavljenih istrazivanja, WMC238 bio je u vezi jo§ i sa MHZ (Wang et al., 2011; Jia et

al., 2013), ali to u ovoj disertaciji nije potvrdeno.

Xgwm297 mapiran u regionu centromere na 7B hromozomu (Somers et al.,
2004; ) u ovoj doktorskoj disertaciji bio je u statisti¢ki znacajnoj vezi sa BK, MK i MZ
(tab. 17). Na osnovu ranije objavljenih rezultata, ovaj marker je bio u vezi sa MHZ

(Mir et al., 2012), $to u ovoj disertaciji nije potvrdeno.

lako su u ovoj doktorskoj disertaciji za asocijativnu analizu Kkoris¢eni
mikrosatelitski markeri, za koje je na osnovu ranijih istrazivanja ve¢ ustanovljeno da su
u vezi sa odredenim agronomski vaznim osobinama pSenice, dobijeni rezultati mogu biti
znacajni sa viSe aspekata. Kao prvo, u ovom radu su potvrdene odredene veze marker-
osobina dobijene ranije ispitivanjem u nekim drugim agroklimatskim regionima i
genetickom materijalu, te se moze pretpostaviti da se oni nalaze u blizini stabilnog QTL-
a za datu osobina. Kao drugo, detektovane su nove veze marker-osobina, koje nisu
ustanovljene u ranije objavljenim radovima, dok znacaj nekih od odabranih markera za
MAS u naSem agroklimatskom regionu nije potvrden. Collard i Mackill (2008), kao
jedan od razloga za joS uvek nedovoljno visok nivo znacajnosti MAS, navode mali broj

objavljenih radova gde je izvrSena verifikacija ranije detektovanih QTL-a.
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7. ZAKLJUCAK

U ovoj doktorskoj disertaciji molekularnom evaluacijom 31 odabranog
mikrosatelitskog lokusa kod 282 genotipa pSenice poreklom iz 26 zemalja sveta
detektovano je ukupno 397 alela. Prosec¢na PIC vrednost iznosila je 0,672, ukazujuéi na
znaCajan diverzitet ispitivane kolekcije germplazme. A genom, sa PIC vrednos¢u od
0,744 bio je najinformativniji, dok je D genom sa PIC od 0,573 bio najmanje

polimorfan.

Analizom strukture populacije ustanovljeno da se ispitivani genotipovi mogu
podeliti u tri potpopulacije. Genotipovi su se grupisali u skladu sa pedigreom i
geografskim poreklom. U potpopulaciji dva, koja je brojala najveéi broj genotipova

(127) ustanovljena je najveca alelna varijabilnost u vecini ispitivanih SSR lokusa.

Fenotipskom evaluacijom, na osnovu deskriptivnih statistickih parametara,
utvrdeno je da je odabrani materijal bio veoma varijabilan u pogledu svih osobina od
znacCaja za oplemenjivace. Medu ispitivanim osobinama najveca varijansa je zabelezena

za visinu stabljike (372,9), a najmanja za masu zrna po klasu (0,14).

Analizom varijanse ustanovljeno je da se svih pet ispitivanih godina statisticki
veoma znacajno razlikovalo (P<0,01) u pogledu svih ispitivanih osobina, dok su na

nivou potpopulacija izostale statisti¢ki znacajne razlike za broj zrna po klasu.

Na osnovu Pirsonovog koeficijenta korelacije utvrdena je veoma slaba negativna
korelacija izmedu prinosa i: vremena sazrevanja, duzine klasa, broja klasi¢a po klasu,
broja sterilnih klasi¢a po klasu, broja zrna po klasu. S druge strane, korelacija izmedu
prinosa i mase zrna po klasu, kao i mase hiljadu zrna bila je pozitivna, veoma slaba,

odnosno slaba.

Primenom opsteg linearnog modela ustanovljeno je ukupno 662, a na osnovu
meSovitog linearnog modela 114 statisticki znacajnih veza marker-osobina. To znaci da
se primenom matrice srodnosti medu ispitivanim genotipovima, koju podrazumeva

MLM, broj statisticki znacajnih asocijacija smanjio viSe od 5 puta.
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Dva lokusa sa hromozoma 2AS, Xbarc212 i Xwmc177 bila su u vezi sa najve¢im
brojem agronomski znac¢ajnih osobina. Xbarc212 bio je u vezi sa VK, VC i BK, prema
MLM i GLM, a samo prema GLM jos i sa DK, BSK, MHZ i PR . U okviru ovog lokusa
alel od 215 bp determinisao je kasnije sazrevanje 1 veci broj klasi¢a po klasu, dok je alel
od 219 bp imao suprotan efekat na navedene osobine. Za SSR marker WMC177
ustanovljena je asocijacija sa duzinom klasa, brojem klasi¢a po klasu, brojem sterilnih
klasi¢a po klasu, masom klasa i masom zrna po klasu, kako prema GLM, tako i prema
MLM, dok je prema GLM navedeni lokus bio jo$ i u vezi sa visinom stabljike i brojem
zrna po klasu. Alel od 177 bp, detektovan u ovom lokusu, imao je pozitivan efekat na
VS, DK, BK, BSK, MK i MZ.

Na osnovu rezultata asocijativne analize, markeri WMC24 (1A), GWM261 (2D),
BARC12 (3A), WMC238 (4B), WMC553 (6A) i GWM297 (7B), su takode bili u
asocijaciji sa odredenim osobinama ispitivanim u ovom radu, te se mogu Koristiti pri

MAS u naSem agroklimatskom regionu.
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9. PRILOG

Tabela 19. Pregled referenci za odabir mikrosatelitskih markera

Mikrosatelitski lokus  Osobina Referenca
Xgwm495 usvajanje azota An et al., 2006
Xbarc164 visina stabljike Carter et al., 2011
Xgwm261 visina stabljike, fotoperiod Chenetal., 2010
Xcfa2155 vreme klasanja, visina stabljike Chu et al., 2008
Xbarc12 masa hiljadu zrna, broj klasova po m2 Crovley, 2010
Xbarc164 masa hiljadu zrna, masa zrna po klasu

Cuietal., 2011
Xgwm495 masa hiljadu zrna
Xbarc164 broj sterilnih klasi¢a po klasu, broj klasova po m2 Cui et al., 2012
Xgwm276 masa hiljadu zrna, broj klasi¢a po klasu, sazrevanje Cuthbert et al., 2008
Xgwm113 broj klasova po biljci, duzina klasa, broj zrna po klasu

Deng et al., 2011
Xgwm495 broj klasova po biljci, duzina klasa, broj zrna po klasu
Xcfd14 nalivanje semena
Xgwma332 masa zrna po klasu

- Gaynor, 2010

Xwmc278 broj klasova po m2
Xwmc331 masa zrna po klasu

Xwmc489-Xcfa2155

vreme Kklasanja

Griffiths et al., 2009

Xbarc164

visina stabljike

Griffiths et al., 2012

Xgwm261 visina stabljike

XWmc264 visina stabljike

Xgwm388 masa hiljadu zrna Groos et al., 2003
Xcfa2155 vernalizacija, klasanje

Xgwm484 vreme klasanja Hanocq et al., 2007
Xgwm499 vernalizacija, klasanje

Xgwm261 vreme cvetanja

Xwmc238-Xgwm495

visina stabljike, broj zrna po klasu, masa zrna po klasu

Xwmc24

visina stabljike

Jiaetal., 2013

Xwmcl77 duzina klasa Jing et al., 2007
Xgpw3017 visina stabljike

Kang et al., 2012
Xgwm495 visina stabljike
Xgwm484 prinos Kobiljski et al., 2007
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Tabela 19. (nastavak)

Mikrosatelitski lokus

Osobina

Referenca

Xwmc24 masa hiljadu zrna Kumar et al., 2006
Xgwm261 prinos, zetveni indeks, duZzina klasa, broj klasi¢a po klasu,
broj zrna po klasu Kumar et al., 2007
Xgwm276 prinos, broj zrna po klasu
Xbarc1057 sedimentacioni test
Xwmcl77 sedimentacioni test
Lietal., 2009
Xwmc331 sadrzaj proteina
Xwmc457 sadrzaj proteina, vlazni gluten, tvrdoca zrna
Xbarc1047 vreme sazrevanja Lietal., 2012
Xgwm495 masa hiljadu zrna Liao et al., 2008
Xbarcl2 prezetveno proklijavanje Liuetal., 2010
Xcfd14 broj klasic¢a po klasu
Ma et al., 2007
Xgwmz261 duzina klasa, kompaktnost klasa
Xwmcl77 duzina klasa, broj klasi¢a po klasu Maetal., 2013
. Maccaferri et al.,
Xwmcl77 vreme klasanja 2008
Xbarc12 prinos, masa hiljadu zrna
Xbarc212 prinos
Xgwm495 vreme klasanja, visina stabljike, duzina pedunkule, prinos
Xwmc177 vreme klasanja, masa hiljadu zrna, prinos gl(l)iclcaferri etal.,
Xwmc24 prinos
XWMC264 vreme klasanja, visina stabljike, duzina pedunkule, prinos,
masa hiljadu zrna
Xwmc396 duzina pedunkule, prinos
Xcfa2155 duzina klasa, kompaktnost klasa, visina zrna
. Manickavelu et al.,
Xgwm276 vreme klasanja 2010
Xgwm499 vreme klasanja
Xgwm261 visina stabljike
Xgwm495 visina stabljike
Xwmc24 visina stabljike Mao et al., 2010
Xwmc264 visina stabljike
Xwmc457 visina stabljike
Xbarc1060 visina stabljike, prinos )
- Mengistu, 2010
Xbarc86 broj klasova po m2
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Tabela 19. (nastavak)

Mikrosatelitski lokus ~ Osobina Referenca
Xbarc164 masa hiljadu zrna
Xbarc3 masa hiljadu zrna
Xgdm109 masa hiljadu zrna
Xgwm297 masa hiljadu zrna

Mir et al.,2012
Xgwm425 masa hiljadu zrna
Xwmec24 masa hiljadu zrna
Xwmc364 masa hiljadu zrna
Xwmc396 masa hiljadu zrna
Xgwm495 prezetveno proklijavanje Mori et al., 2005
Xgwm261 Cvrstina glume, golozrnost Nalam et al., 2007
Xbarc164 vreme cvetanja Pankova et al., 2008
Xgwm397 prinos Pinto et al., 2010
Xpsp3071 masa hiljadu zrna Quarrie et al., 2003
Xgwm499 masa hiljadu zrna
Xwmc24 masa hiljadu zrna Ramya etal., 2010
Xwmc457 prinos Reif et al., 2011
ég\nggg_ duZina zrna Sun et al., 2009
Xbarc164 nalivanje zrna, masa hiljadu zrna
Xcfd14 nalivanje zrna, masa hiljadu zrna

Wang et al., 2009b
Xgwm495 masa zrna po klasu, sazrevanje
Xwmc264 nalivanje zrna, broj zrna po klasu
Xcfd14 visina stabljike, fotoperiod Wang et al., 2009c
Xbarc243 broj klasica po klasu, broj zrna po klasu, masa hiljadu zrna
Xbarc1047 duzina klasa, broj klasi¢a po klasu, broj zrna po klasu
XWMC238 grrrc]);zrna po klasu, broj cvetova po klasu, masa hiljadu Wang et al.,2011

broj klasic¢a po klasu, broj sterilnih klasi¢a po klasu, broj

Xwmc24

zrna po klasu
Xbarc212 broj zrna po klasu

- Yao et al., 2009

Xwmcl77 broj klasi¢a po klasu, masa hiljadu zrna
Xgwm388 broj zrna po klasu
Xwmc3 broj zrna po klasu Yuan et al., 2012
Xwmc396 broj zrna po klasu
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Tabela 19. (nastavak)

Mikrosatelitski lokus

Osobina

Referenca

Xwmc264 visina stabljike
Xwmc331 visina stabljike Zhang et al., 2008
Xwmc396 visina stabljike
Xbarc320 vreme klasanja Zhang et al., 2009
Xwmc3 sadrzaj proteina Zhang et al., 2011b
Xwmc24 broj zrna po klasu

Zhang et al., 2012
Xwmc304 broj zrna po klasu, masa hiljadu zrna
Xpsp3071 masa hiljadu zrna

Xpsp3071-Xwmc553

meta QTL za duzinu zrna

Zhang et al., 2013

Xwmc238

prinos

Zheng et al., 2010
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Tabela 20. Naziv i poreklo 282 analizirana genotipa pSenice, sa navedenom
numerickom oznakom, pripadno$éu potpopulaciji prema STRUCTURE analizi i

pedigreom; oznaka zemalja prema ISO ALPHA-3 CODE

Oznaka Naziv Poreklo  Pedigre

Potpopulacija Q1

205 Cook AUS TIMGALEN/(SIB)CONDOR//CONDOR[760][1322]; TIMGALEN/2*CONDOR[0];*
198 Gala AUS LAWRENCE/GABO[56][39][1138] ;
126 Timson AUS LERMA-ROJO-64/SONORA-64-A//(SIB) TIMGALEN[39][69][113];*
50 Transved 6B AUS FEDERATION*4/TRANSEC; *
122 Triple Dirk B AUS WINTER-MINFLOR/n*TRIPLE-DIRK[1923]; WINTER-MINFLOR/3*TRIPLE-
DIRK[000];?
7 Triple Dirk D AUS
57 Advokat DEU TASSILO/CARSTENS-V//TASSILO/WEIHENSTEPHANER-14-
1B/1R 48(SCHWARZROSTREST.WEIHENSTEPHANER)/3/MARQUILLO//BREUSTEDT-

1/WEIHENSTEPHANER-ROGGEN-WEIZEN-
BASTARD[851];(DER)WEIHENSTEPHANER-14-48[2830]; *

45 VK64-28 HRV
221 Acciaio ITA MARA, ITA/MARA,ITA/0.10[39];
48 Fiorello ITA COLOGNA-188/DAMIANO[55][39][974][1300][2289]; *
238 Fortunato ITA LAURO-BASSI/DAMIANO[307][39][1300][2289][2494]; *
239 Mara ITA AUTONOMIA-A/AQUILA-I[39]; AUTONOMIA/AQUILA[1656][2289]; *
271 Produttore ITA SALTO/SAITAMA 27//QUADERNA,; *
237 Akakomughi ~ JPN LV-FUKUI[39][667]; *
216 B.125/78 MDA ODESKA 51/KR.KA//KAVKAZ; ®
(Beljci)
214 BCD 1302/83 MDA
210 Cajeme 71 MEX CIANO-67(SIB)/3/SONORA-64/KLEIN-RENDIDOR//(SIB)SIETE-CERROS-66[39];
CIANO-67(SIB)//SONORA-64/KLEIN-RENDIDOR/3/11-8156[114][144][145]; *
176 Mex. 17bb MEX KENYA-54//NORIN-10/BREVOR/3/YAQUI-54[1322]; *
116 Vireo "s" MEX INIA-66(SIB)/OLESEN//INIA-66/BLUEBIRD/3/COCORAQUE-75[1281]; !
202 F 44511-3 ROM
201 F 4 4511-6 ROM

131



Tabela 20. (nastavak)

Oznaka Naziv Poreklo  Pedigre

Potpopulacija Q1

200 F 4 4687 ROM

89 Fundulea 490 ROM

270 Lovrin 24 ROM LOVRIN-10/LOVRIN-62[851][1743][2834]; *

90 Saulesku#14 ROM

62 Avrora RUS LUTESCENS-314-h-147/BEZOSTAYA-1[37][39][13][1351];*

212 Bezostaya 1 RUS (S)BEZOSTAYA-4[37][80][104][10][11];

243 Bezostaya Dwarf RUS

254 Dnestrovskaya 25 RUS PPG-186/BEZOSTAYA-4//BEZOSTAY A-
1[37][14][15][39][20][1448]; *

204 Donskaya Polukarlikovaya RUS RUSALKA/SEVERODONSKAYA[27][1132][1369]; *

252 Odeska 51 RUS ODESSKAYA-16/BEZOSTAYA-1[14][13][15][37][410][584][1339];

253 Pavlovska 102 RUS

251 Yubileinaya 50 RUS MIRONOVSKA 808/BEZOSTAYA 1;

59 Jugoslavija SRB NS-646/BEZOSTAYA-1//AVRORA[133][851];

188 L1-91 SRB BANIJA*2/OLIGOCULM 112; *

187 L 1A/91 SRB PURDUE 39120/3*ZITNICA; *

83 L 40/91 SRB CANANEA/SUNDOWN; 3

186 L 74-92 SRB NOVOSADSKA 6001/FORLANI/ZITNICA; 3

267 L-156/89 SRB OLIGOCULM 112/2*PANONIJA; 3

184 L-183/90 SRB PAI YU PAO/SO 8123//ZITNICA/3/NS 5897;

60 Licanka SRB AVRORA/NS-845[133][3015]; *

102 Lira SRB SREMICA/BALKAN,YUG[2263][2835]; *

58 Macvanka 2 SRB CRVENA-ZVEZDA/KAVKAZ[133][113][667][1684]; *
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Tabela 20. (nastavak)

Oznaka Naziv Poreklo Pedigre

Potpopulacija Q1

178 Mara-7 SRB

170 Nova Banatka SRB BEZOSTAYA-4/ARGELATO//BEZOSTAYA-1
[133][39][40][2875]; *

87 Nova Jadranka SRB NS-2771/BALKAN,YUG[654]; *

105 Novosadska 6001 SRB NS 2100/NS 722//BISERKA,; *

86 Novosadska 100 SRB BACKA//R-37/GOHLS-121[133][2535]; *

169 NS 0.1079 SRB NE 7060/NS 51-46//MACVANKA 2; ®

168 NS 0.1080 SRB NE 7060/NS 51-46//MACVANKA 2; ®

167 NS 0.1082 SRB NE 7060/BEZOSTAYA 1/MACVANKA 2; 3

166 NS 0.1085 SRB PURDUE 5517/2*ZITNICA; ®

94 NS 0.1167 SRB JARKA/SAD.B 224//ZITNICA; *

165 NS 0.58 SRB

164 NS 0.683 SRB ZITNICA/NS 0.646; 3

163 NS 0.694 SRB SREMICA/NSR-2; ?

162 NS 0.733 SRB SUTJESKA/DUNAV//NS 55-25; *

283 NS 1/94 SRB CANANEA/YUGOSLAVIIA; ®

160 NS 13-93 SRB NOVOSADSKA 6001/SO 4005; *

159 NS 14-33 SRB KRASNODARSKAY A/NS-310//NS-611[113]; *

158 NS 17/92 SRB SOMBORKA/F 1502W 25-2;

95 NS 2/93 SRB NOVOSADSKA 6001/BCD 1302.83;

156 NS 33/90 SRB AOBAKOMUGI/NS 14-33//UNA,; *

284 NS 36/91 SRB RANA NISKA/UNA,; *

154 NS 55-25 SRB NOVOSADSKA-CRVENA/PANONIJA[113];
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Tabela 20 (nastavak)

Oznaka Naziv Poreklo Pedigre

Potpopulacija Q1

153 NS 559 SRB S-15,ITA/ACCIAIO[113][2965]; *

926 NS 57/94 SRB 9D-27-262/POSAVKA 2; °

100 NS 59/91 SRB DUGA/SUTJESKA//NOVOSADSKA 6001; ®

151 NS 63-24 SRB

150 NS 66/92 SRB ZAGREPCANKA /NS 2949; 3

275 NS 7003 SRB L 94/AU/IM.YUBILEINAYA 50; ®

149 NS 74/95 SRB 12 ISN 6/VIKTORUA,; *

1 NS 77/95 SRB MEXICO 17/NS 69-02; °

148 NS 79/90 SRB NS 722/ZITNICA; *

241 NS 900 SRB FORLANI/ACCIAIO[113]; *

61 NS Jara SRB AVRORA/NS- 845; ®

273 NS 12-87 SRB KS-56-R-386/T-22//2*BEZOSTAYA 1; 3

274 NS 55-32 SRB NS 14-33/PANONIIA; *

225 Partizanka SRB BEZOSTAYA-1/NS-116[39][40][133][1684][2875]; *

226 Partizanka niska SRB NS-646/BEZOSTAYA-
1/AVRORA/3/PARTIZANKA[40][133][851][40];*

248 Pesma SRB NS-51-37/BALKAN,YUG[2263][2835];!

145 PKB Krupna SRB AVRORA/CRVENA-ZVEZDA[133]; !

144 Pobeda SRB SREMICA/BALKAN,YUG[654][2835];*

139 Renesansa SRB JUGOSLAV IJA/NS-55-25[2263][2835];*

134 Sava 2D SRB FORTUNATO*2/(CI-13170)REDCOAT[133][851][1684];*

132 Slavija SRB NS-18-97/JUGOSLAVIJA[2835]; !

131 Sofija SRB PANONIJA*2/ZG-965-76[2653]; GKGRA-

965/2*PANONIJA[1916][2835]; *
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Tabela 20. (nastavak)

Oznaka Naziv Poreklo Pedigre

Potpopulacija Q1

249 Sreca SRB PANONIJA/SUNDOWN//ZITNICA[2657][2835]; *

256 Zitnica SRB NS-973/SAVA[133][113][654];*

285 Mironovska 10 UKR BEZOSTAYA-1/ERYTHROSPERMUM-2107
[73][1448][3019]; *

223 Mironovskaya 264 UKR

171 Mironovskaya 808 UKR BEZOSTAYA 4/ARTEMOVKA,; ®

199 Florida 302 USA COKER-65-20//PD-4946-A-4-18-2-10-
1/HADDEN/3/VOGEL/5/ANDERSON//PD-4946-A-4-18-2-10-
1/HADDEN[3243][3733] ; *

30 Fuzz USA ARTHUR(SIB)/3/ARTHUR-71//CI-9321/(SIB)ARTHUR-
71[391][39][208]; *

264 INTRO 509 USA CMH 72.428/H 622.71/3/CMH 72
A.428/MORROCO/4/NAOFEN; 3

263 INTRO 7 USA YUN 78-4; 3

246 Purdue Composite USA

119 UC 65680 USA

114 WWMCB 2 USA MAI-YANG-NO-11; *

80 F 2975

32 W 8998

Potpopulacija Q2

179 Magnif4l ARG MAGNIF-G(LINEA-G)/SINVALOCHO-MA//SINVALOCHO-
MA/MAGNIF-MG[38][145][1765];*

222 Kenya Gala AUS SPRING-WHEAT/GABO//LERMA-50[2331];

229 Condor AUS WW-80/2*WW-15[113][851];*

281 Hilgendorf 61 AUS HILGENDORF/INDIAN-VARIETY[39]; HILGENDORF//S-

1894/HILGENDORF[1348][2833]; *

189 Kite AUS NORIN-10/BREVOR(SEL.14)//4*EUREKA-2/3/T-
AJ3*FALCON/4/THATCHER/AG.EL(T-
A)/I4*FALCON/5/THATCHER/AG.EL(T-
A)/I5*FALCON[39][113][1322];*

185 L-1 AUS VILMORIN-27/THINOPYRUM-INTERMEDIUM-G-7[1281]; *
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Tabela 20. (nastavak)

Oznaka Naziv Poreklo Pedigre

Potpopulacija Q2

174 Mexico 120 AUS YAKTANA-52//NORIN-10/BREVOR[39]; YAKTANA-
53//NORIN-10/BREVOR[USLOVNOQ]; *

99 Sun 251 AUS

6 Triple Dirk A AUS SELKIRK/n*TRIPLE-DIRK[1923];

4 Triple Dirk A Sence AUS

11 Triple Dirk C AUS

8 Triple Dirk E AUS LORO/n*TRIPLE-DIRK[1923]; LORO/3*TRIPLE-DIRK[000];’

121 Triple Dirk S AUS

138 Rusalka BGR S-13,ITA/BAN-54[39][1041]; *

3 Manitou Insence CAN

2 Manitou Sence CAN

183 Lambriego Inia CHL

219 Al-Kan-Tzao CHN

206 Ching-Chang 6 CHN

147 Peking 11 CHN

47 Red Bear 22 CHN

42 Primepi FRA (S)SUPERHATIF[39][40][1790]; YEOMAN//BARBU-D-
UKRAINE/BON-FERMIER[859];!

49 Compair GBR CHINESE-SPRING/AE.CO[39][69]; *

195 Highbury GBR SONA-227//(306)SVENNO/JUFI-
1[40][69][663][667][851][1343];*

259 ZG 1008 HRV SLAVENKA/NEBRASKA//S1/GRANATA*2; 3

113 ZG 1011 HRV SLAVENKA/NEBRASKA//S1/GRANATA*2; 3

258 ZG 965 HRV S-1/GRANATA[2653];*

112 ZG 987/3 HRV
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Tabela 20. (nastavak)

Oznaka Naziv Poreklo Pedigre

Ppotpopulacija Q2

111 ZG K 238/82 HRV GRANATA/RANKA//ASTECA 70/3/2*R130; *

260 ZG K 2A/82 HRV B95/2*ACCIAIO//RANAJA/H303/3/GRANATA/RANAJA,;

110 ZG K 3/82 HRV (RANAJA/H 303-1)/GRANATA/RANAJA)/I(B
95/ACCIAIO)/3/ACCIAIO/4/ZG 1008;

109 ZG K T 159/82 HRV H 303/GRANATA//GRANATA/RANAJA; 3

261 ZGK 172/82 HRV H 303/GRANATA//GRANATA/RANAJA; 3

262 ZGK 176/82 HRV GRANATA/RANKA,; *

218 Ana HRV 0SK-4.216-2-76/2G-2877-74[2462]; *

215 Bankut 1205 HUN BANKUTI-5/MARQUIS[39];?

269 Szegedi 5 HUN

282 Szegedi 60 HUN

128 Szegedi 768 HUN

194 Hira IND E-5477/SONORA-64[39][543][793][1324]; *

130 Sonalika IND 11-53-388/ANDES//(SIB)PITIC-62/3/LERMA-ROJO-
64[39][114][144][543][659][881][1324]; *

118 UPI1 301 IND LERMA-ROJO-64/SONORA-64; *

257 Bolonjska ITA

46 Concordia ITA FUNO/PD-5752[851][1656]; *

276 Resistente ITA SALTO/GLUTINOSO[39][1322]; MARA//MOTTIN/NORIN-
2[1066]; *

244 San Pastore ITA BALILLA/VILLA-GLORIA[307][37][39][1656][2289][1621];2

220 Ai-bian JPN TOM-THUMB/?[851]; *

230 Aobakomugi JPN NORIN-7/ARDITO[37][39][841][2822];

136 Saitama 27 JPN CALIFORNIA-

1/SOJUKUAKAGE//HAY AKOMUGI[39][667][841]; *
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Tabela 20. (nastavak)

Oznaka Naziv Poreklo Pedigre

Potpopulacija Q2

129 Suwon 92 KOR SUWON-85/SUWON-13[851][879][2831]; -

277 Erect Raf E2 MEX TEZANOS-PINTOS-PRECOZ/SONORA-64//NAPO/3/TOBARI-
66/11-8156-R[114][144];

191 Inia 66 MEX l_ERMA-ROJO-64/SONORA-64[39][953][145][114][144] [1335];

175 Mex. 3 MEX CMH 79 A-210/CMH 79-215; 3

137 Siete Cerros 66 MEX PENJAMO-62(SIB)/GABO-55[39][955][114][144]; *

97 Rogosija MNE

98 Velja pSenica MNE

224 Stepnaya 30 RUS ODESSKAYA-16/PPG-1126[37];*

108 Zvezda RUS KHARKOVSKAY A-46(TR.DR)/AG.GL//MIRONOVSKAY A-
808/LUTESCENS-329[1001][1369]; *

L 39/91 SRB CANANEA/SUNDOWN; @

266 L-64/89 SRB NS 58-97/GK GRA 992; 3

101 NS 0.307 SRB ZG-2877-74/IMIRONOVSKA 10; ®

157 NS 22/92 SRB DUGA/SUTJESKA//NOVOSADSKA 6001; ®

268 NS 3/90 SRB TALENT/NSR 2; 3

240 NS 322 SRB S-13,ITA/AOBAKOMUGI[39][113]; *

242 NS 54-52 SRB NS-732/CAJEME[113]; *

152 NS 602 SRB S-13,ITAJ/AOBAKOMUGI[39]; *

272 NS 62-20 SRB SIETE CERROS M ; ®

127 Tibet Dwarf TIB

21 Aburn USA
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Tabela 20. (nastavak)

Oznaka Naziv Poreklo  Pedigre

Potpopulacija Q2

250 Adder USA _ ABE/3/REDCOAT//KNOX-62(SIB)/DULAR/4/KNOX//CENTENARIO/RIO-
NEGRO/3/(SIB)RILEY/5/ABE/(SIB)CALDWELL[372][605][851];
ABE/3/REDCOAT//PD-551-G-3/DULAR/4/KNOX//CENTENARIO/RIO-NEGRO/3/PD-
5210-B-9/5/ABE/PD-65256-A-1[1318]; *

51 Amigo USA  OK-66-C-
3190/6/GAUCHO(M)/4/TASCOSA/3/WICHITA//WICHITA(M)/TEEWON/5/2*TEEWON
[1401]; *

28 Arthur USA  MINHARDI/WABASH/5/FULTZ(S)/HUNGARIAN//W-

38/3/WABASH/4/FAIRFIELD/6/PD-4548/WISCONSIN-245/7/PD-427-A-1-1-
3*3/KENYA-FARMER[941][1318];

245 Auburn USA  SIETE-CERROS-66/ARTHUR//PD-6850/6/AFGHANISTAN(S)/PD-
5374/4/KNOX*2//[FRONTANA/EXCHANGE/3/(SIB)RILEY/5/ARTHUR*5//ARTHUR(SI
B)/AGATHA/3/PD-6729[334][1318]; *

35 Barb USA  DOWNY/3/CALDWELL/(SIB)OASIS//FUZZ/4/DOWNY/ELMO[356][851][598];
DOWNY/3/CALDWELL/(SIB)OASIS//FUZZ/A-4-AIDOWNY/ELMO[1322]; *

13 Bean USA

22 Bennett USA  SCOUT/3/QUIVIRA/ITENMARQ//MARQUILLO/ORO/4/HOMESTEADI[488][851];
BUCKSKIN(SIB)/HOMESTEAD[155]; *

213 Benni USA  BENHUR(SIB)/FORLANI; ?

multifloret

37 Burr USA  ARTHUR-71/6/ARTHUR*5/AGATHA/5/BEAU/4/ARTHUR*2/3/RILEY -
67*2//RILEY/BULGARIAN-88/7/C1-9321/BEAU/4/ARTHUR//CI-
8529/ARTHUR/3/ARTHUR-71/8/DOWNY/9/ELMO[356][598]; *

247 Caldwell USA  PD-5724-B-3-5-P-8-2*2/SIETE-CERROS-66[186][341][683]; *

207 Centurk USA KENYA-
58//NEWTHATCH/3/HOPE/2*TURKEY/4/CHEYENNE/5/PARKER[273][161][39][867][2
331];*

39 Cl19321 USA

38 Combo USA  ARTHUR-71/6/ARTHUR*5/AGATHA/5/BEAU/4/ARTHUR*2/3/RILEY -

67*2//RILEY/BULGARIAN-88/7/CI-9321/BEAU/4/ARTHUR//CI-
8529/ARTHUR/3/ARTHUR-71/8/DOWNY/9/ELMO[356][598]; *
14 Downy USA  ABE(SIB)/3/ARTHUR-71(SIB)//CI-9321/(SIB)BEAU[479][851]; ARTHUR-71(SIB)//CI-
9321/(SIB)BEAU[1322]; *

36 Eider USA  DOWNY/3/CALDWELL/(SIB)OASIS//FUZZ/4/DOWNY/ELMO[356][598]; *
255 Elkhorn USA  NORSTAR/4/CENTURK//WINOKA/ULYANOVKA/3/SD-76694[1506][2317];
27 Fillmore USA  PD-5724-B3-5P-8-2*2/SIETE-CERROS-66[278][596][851] *

24 Frankenmuth ~ USA  NORIN-10/BREVOR(SELECTION-14)//Y ORKWIN/3/2*GENESEE(A-3141)/4/(A-

5115)GENESEE*3/REDCOAT[374][1318]; *

15 Hart USA  ETOILE-DE-CHOISY//THORNE/CLARKAN/3/PAWNEE/(CI-12454)PD-3848-A-5-5-1-
26[39]180][645][208][2331]; *

197 Hays 2 USA
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Tabela 20. (nastavak)

Oznaka Naziv Poreklo Pedigre

Potpopulacija Q2

196 Helios USA STAMM-SR/STAMM-GB//TR.SE(179-57)/3/WEIHENSTEPHANER-85-58[851][1531]; *
193 Holly E USA
192 Hope USA YAROSLAV-EMMER/MARQUIS[47][1102][1111]; VERNAL-
EMMER(TR.DN)/MARQUIS[39];*
106 INTRO USA
1079

265 INTRO USA
29

190 INTRO USA
615

26 Kharkof USA LV-UKR,STAROBELSK[1110]; *

31 Knox 62 USA KNOX*5//PD-4781-A-7-26-2/PD-4126-A-9-16-1-1-3[425][1112][1318]; *

18 Lerned USA

40 Lot 2 USA NEBRASKA-RESTORER[39];
R-LINE-LOT-2-RESTORER-OF-FERTILITY-MALE[113]; *

41 Lot 2/67 USA

182 Lr2 USA

181 Lr21 USA

12 ND.970 USA

107 NE 11 USA

19 Newton USA PITIC-62/11-53-526//2*SONORA-64/3/KLEIN-RENDIDOR/4/SCOUT[851][155][2856];
PITIC-62//11-53-526/SONORA-64/3/SONORA-64/KLEIN-RENDIDOR/4/SCOUT[434]; *

25 Oasis USA ARTHUR-71/5/PD-6559*2/4/ARTHUR*2/3/RILEY-67*2//RILEY/BULGARIA-
88[871][2331]; *

23 Parker USA QUIVIRA/3/KANRED/HARD-
FEDERATION//PRELUDE/KANRED/4/KAWVALE/MARQUILLO/KAWVALE/TENMAR
Q[273][562][39][946][2331]; *

146 Phoenix USA WW-15*2/WW-80[279][593][851][1318]; *

16 Pike USA SAVA/STODDARD/3/SUWON-92/BURT//STODDARD[69][481];MO-
8161//BISERKA/STODDARD[1318][1322]; WA-
4303/STODDARD//SAVA/STODDARD[186];W-
8161/STODDARD//SAVA/STODDARDI[173]; !

142 Purdue USA

39120
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Tabela 20. (nastavak)

Oznaka Naziv Poreklo Pedigre

Potpopulacija Q2

141 Purdue 5392 USA

279 Purdue 6413 USA

143 Purdue(2)/Loras USA SONORA 64/CIANO "S"//INIA 66; 3

140 Red coat USA SURPRESA(P1-103833)/(C1-11845)FULTZ//PD-4126-A-9-32-2-
2[426][1318][1322];?

20 Ruler USA PD-L-494-A-1-8-5-5/LUCAS[39][69][764][1318][2331]; *

280 Stephens USA NORD-DESPREZ/(CI-13438)PULLMAN-101
[4471[154][2331]; ¢

120 Triticum sphaerococcum USA

278 UC 67052 USA

117 Vel USA ARTHUR(SIB)/CI-9321[391][851][1322]; ARTHUR(SIB)/CI-
9341[39];*

29 Vona USA 11-21183/3/C0O-652363//LANCER/KS-62136[273[432][3171]; *

85 A dw 20/6/Ciano3-6

34 Fugy

81 Novka

123 Tr.compactumvar. Humboldt

74 W 238

33 W 9785

88 Z 22-56

Potpopulacija Q3

173 Minister Dwarf AUS MINISTER//TR.SP/TOM-POUCE[39][2770]; *

10 Triple Dirk AUS URUGUAY-1084/3*YANDE//YANDE/DIRK/3/KENYA-C-
6041//Y ANDE/DIRK][2331]; URUGUAY-1084/NX-DIRK-
48[39]; *

9 Triple Dirk F AUS

5 Triple Dirk Insence AUS
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Tabela 20. (nastavak)

Oznaka Naziv Poreklo Pedigre

Potpopulacija Q3

73 Olaf/4/042/Wheat Rye  BGR

53 Amandus 1B/1R DEU CARIBO/PERSEUS[851][1531]; *

56 Dozent 1B/1R DEU CARIBO/PERSEUS[851][1531]; *

55 Goetz 1B/1R DEU JUBILAR*2/TENOR//BENNO[1531];?

54 Juwel 1B/1R DEU

227 Bersee 0 FRA

228 Bersee 1 FRA

236 Bersee 3 FRA

208 Cappelle Desprez FRA HYBRIDE DE JONCQUOIS *VILMORIN-27); *

203 Durin FRA (CAPPELLE DESPREZ*(VILMORIN-29*VG8058))*TJB 16); *

43 Palmaress FRA CAPPELLE//TADEPI/HEINES-VII[39][1790]; *

91 Recital FRA MEXIQUE-267(R-267)/9369[1642][2770]; 9369/R-
267[757][1790][2770]; *

92 Soisson FRA IENA(JENA)/(HYBRIDE-NATUREL)HN-
35[1346][1413][1665][1764][1790][2845]; *

217 Avalon GBR MARIS-PLOUGHMAN/BILBO[146][415][1070]; TJB-30-
148/BI1LBO[40][851][750][759][1257][1893]; *

232 Bounty GBR TJB-30-148/TL-365-A-25[40][69][851][1346]; MARIS-
PLOUGHMAN/MARIS-DURIN[415][851][2957]; *

211 Brigand GBR MARIS-HUNTSMAN/MARIS-BILBO[146][415][69][759][851];2

231 Hobbit S GBR PROFESSEUR-MARCHAL//MARNE-DESPREZ/VVG-9144/4/CI-

12633/4*CAPPELLE-DESPREZ//HEINES-110/CAPPELLE-
DESPREZ/3/NORD-DESPREZ[415]; !

180 Maris Hobbit GBR PROFESSEUR-MARCHAL//MARNE-DESPREZ/VG-9144/3/TJB-
16[39][40][221][415][1343];2

235 Norman GBR TIB-268-
175/(SIB)HOBBIT[40][146][221][415][750][759][851][1070][1257]; *

233 Sentry GBR MARIS-PLOUGHMAN/(SIB)HOBBIT[69][221][851][1343]; ®

125 TJB 990-15 GBR TJB-268-175-3-2/TL-363-6-1-10[4070];2

234 Wizard GBR HOBBIT(SIB)*2/MARIS-FREEMAN[851][2530]; MARIS-

FREEMAN/TL-363-30-5[69][113]; *
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Tabela 20. (nastavak)

Oznaka Naziv Poreklo Pedigre

Potpopulacija Q3

79 Lachish ISR YAKTANA-54//(SEL.21-1-C)NORIN-
10/BREVOR(N.66)/3/FLORENCE/AURORE[39][1728][2813][3112];?

209 Cap./Mara5BS-7BS  ITA

63 Kavkaz 1B/1R RUS LUTESCENS-314-h-147/BEZOSTAYA-1[37][14][13][1351];*

172 Mina SRB MV-8/SREMICA[2657][2835]; *

93 NS 0.32 SRB NS 19-87/JUGOSLAVIIA; 3

103 NS 102/92 SRB ROAZON/EVROPA//EVROPA 90; ®

161 NS 1-93 SRB DWARF A/2*ZITNICA; 3

44 NS 34 SRB CAMPODORO/HEINES VII; 3

155 NS 46/90 SRB VRACA/UNA; 3

104 NS 56/93 SRB EVROPA 2*/NS 3468; °

77 FA 12-112 USA ND-527//WALDRON/NS-526/3/ERA[1322];?

52 Merkur USA CARIBO/WEIHENSTEPHANER-488[851]; STAMM-488/CARIBO
[1531]; *

133 Semilia Eligulata USA

124 Tom Thumb USA (S)LV-TIBET[39][2535]; *

78 CMA 14793 ZAF ARTHUR-TYPE,FLORENCE/TRANSFER/BULGARIA-88; *

85 A dw 20/5/Ciano 5-8

75 W 241

76 W 244

64 W 49

65 W 50

66 W51
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Tabela 20. (nastavak)

Oznaka Naziv Poreklo Pedigre

Potpopulacija Q3

67 W 52
70 W 53 bb

69 W 53 bb/86
68 W 53 bg/86
71 W 54

72 W 55

115 W 56

L. http://genbank.vurv.cz/wheat/pedigree/pedigree.asp

2 _ http://wheatpedigree.net/

®_ interno dostupni podaci

4 https://www.jic.ac.uk/germplasm/docs/Wheat%20Pedigree%20data.xlsx

144


http://genbank.vurv.cz/wheat/pedigree/pedigree.asp
http://wheatpedigree.net/
https://www.jic.ac.uk/germplasm/docs/Wheat%20Pedigree%20data.xlsx

BIOGRAFIJA

Dragana (Nikola) Trkulja (rod. Kac¢avenda) rodena je 05. oktobra 1979. godine u
Novom Sadu. Osnovnu $kolu ,,Veljko Petrovi¢® zavrSila je u Bege€u, a gimnaziju
opsSteg smera ,,Svetozar Markovi¢* u Novom Sadu.

Osnovne studije na Prirodno-matemati¢kom fakultetu, Univerziteta u Novom
Sadu, Departmana za biologiju i1 ekologiju, smer Diplomirani biolog, zavrsila je 2004.
godine, sa prose¢nom ocenom 9,66 i ocenom zavr$nog ispita 10. Diplomski rad pod
naslovom: , Korelacija tehnoloskih pokazatelja kvaliteta hleba i Glu-1 kvalitetne
vrednosti sorti pSenice®, odbranila je na Katedri za genetiku.

Po zavrSetku osnovnih studija upisuje se na magistarske studije na
Poljoprivrednom  fakultetu, Univerziteta u Novom Sadu, smer Genetika i
oplemenjivanje biljaka. Magistarsku tezu pod naslovom ,Evaluacija varijabilnosti
mapirajue populacije Savana/Renesansa primenom molekularnih markera -
mikrosatelita kod pSenice®, odbranila je 2010. godine. Prose¢na ocena tokom
magistarskih studija iznosila je 9,71.

Od februara 2005. do februara 2007. godine bila je stipendista Ministarstva
nauke i zaStite Zivotne sredine, Republike Srbije.

Od 12. februara 2007. godine zaposlena je u Institutu za ratarstvo i povrtarstvo u
Novom Sadu, najpre na Odeljenju za strna zita, a od 01. aprila 2012. godine na
Odeljenju za biotehnologiju.

Do sada je ucestvovala na pet domacih i pet medunarodnih projekata, a kao
autor 1 koautor objavila je ukupno pedeset i pet nauc¢nih radova.

U okviru uc¢es¢a na medunarodnom projektu iz programa FP7 ADAPTAWHEAT,
bila je na dvonedeljnoj specijalizaciji u John Innes Centre, Norwich, Velika Britanija, u
novembru 2014. godine.

Govori engleski jezik i sluzi se osnovama ruskog jezika.

Udata, majka dva decaka.
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Tpuaor 1.

Hzjasa o ayTopcTBy

[NoTnucanu-a araHa Tpkyspa

Bpoj uHaekca niu npujase 1oKkTopeke ancepraumje 020-4563/13-10

UsjaBmyjem

JIa je JOKTOPCKA AMCepTalLija Mol HacI0BOM:

AcoumjaTHBHA aHaNIN3a Be3e arpOHOMCKHX ocobuHa u CCP nokyca nuieHuLe

®  pe3y/ITar COMCTBEHOr HCTPAKHBAYKOT pajia, _

e 1a MpesioXKeHa AOKTOPCKA AMCEPTALMja Y LEeMHH HU Y JIelOBHMA HUje Oula Npe/UioxKeHa 3a
noGujame 610 KOje AUMIIOME NpemMa CTYAHjCKUM MPOrpaMuMa APYTrHX BUCOKOLIKOJICKMX YCTaHOBA,

®  Ja Cy pe3yaTaTH KOPeKTHO HaBeIeHH H oo

®  ]a HWCAM KPIIMO/JIa AayTOPCKA MpaBa W KOPHCTHO/MIA MHTE/IEKTYalHy CBOjHHY JAPYFHX JMLA.

Iornuc AoKTOpania

p 7
Y Beorpany, 20.02.2015. jmqu Jr[caf(
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Hpuaor 2.

H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IUT H eJIEKTP Bep3Hje AOKTOPCKe AHCepTalunje

Hme u npesume ayropa Iparana Tpkysba
bpoj nHaekca wim npujase nokTopeke aucepraumje 020-4563/13-10

Cryaujcku nporpam TMossonpuBpeHe Hayke — paTapcTBO U MOBPTAPCTBO

Hacnoe nokropcke amcepraumje _AcouujaTHBHA aHanu3a Bese arpoHoMckux ocobuna u CCP nokyca
MIIeHNnLe

Mentop _npod. ap lopaana Llypnan- Momuposuh

IMornucann/a [parasa Tpkysba

HsjaBrbyjem na je mrammaHa Bep3uja Moje JOKTOPCKE AMCEPTALMje HCTOBETHA ENIEKTPOHCKO] BEP3HjH KOjy
caMm npeziao/a 3a o6jassbuBarbe Ha noprany JuruTaanor penosutopujyma Yuusepsurera y Beorpany.
Jlo3BosbaBaM sia ce 00jaBe MOjH JIMYHM TONALM BE3aHM 3a J00Mjarbe aKkaJeMCKOT 3Bamba

JOKTOpA HayKa, Kao IITO Cy MMe H pe3Me, FOAUHA U MecTo poljersa 1 1aTyM 0AGpaHe paa.

OBH IMYHH [IOAUH MOTY e 0GjaBHTH Ha MPEXKHHM CTPaHHLIAMa AMTHTATHe GubnoTeke,

Y EJIEKTPOHCKOM KaTasiory M y nybiukauujama Y uusepsurera y beorpany.

IMornuc gokTOpanaa

¥ Beorpany, 20.02.2015. Jfﬂfw (I/wzjﬁa,
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Mpuor 3.

Hzjasa o kopumhemny

Osnawhyjem VYuusepsutercky GuGnuoreky ,,Cserosap Mapkosuh na y JIMrHTaIHH PENO3UTOPH|yM

Vuupepsutera y Beorpaay yHece MOjy HOKTOPCKY AMCEpTaLHjy MOA

HacCJIOBOM:

AcouujaTHBHA aHATH3a Be3e arpOHOMCKHX ocobuna u CCP nokyca nueHuue

KOja je Moje ayTOpCKO AeJO.

Jucepraumjy ca CBMM NpUJIO3MMA MpeJao/a caM y eNeKTPOHCKOM (opMary MOroAHOM 3a TPajHO
ApXMBHPAIbLE.

Mojy HOKTOpcKy mHMcepTauujy TOXpakeHy y JIMruTajliu pernosuTopujyM YHuBep3utera y Beorpamy
MOTY [a KOPHCTEe CBM KOjU nolwuTyjy oapenbe caapxkane y omaGpaHom Ttumy suueHue KpearusHe
3ajennuue (Creative Commons) 3a Kojy caM ce Ou1yuHo/ia.

1. AyropctBo
2. AyTOpPCTBO - HEKOMEPLIMjAITHO
JAYTOpPCTBO — HEKOMepLHjanHo — 6e3 npepane
. AyTOPCTBO — HEKOMEPLIHjalTHO — JIJHTH MOJ HCTHM YCIIOBHMA
5. AyroperBo — Ge3 npepane
6. AyTOpCTBO — J€/IMTH NMOJ MCTHM YCIOBUMA

(MonuMo 1na 3a0Kpy)KHTE CaMO jelHy OJ LIEeCT MOHYeHHX JHMUEHLH, KpaTak OINMC JIMUEHLM AT je
Ha Kpajy).

IMoTnuce foKTOPAHAA
Brnouse Gl
¥ Beorpany, 20.02.2015. /’(%,/yoa.; Vrludk <
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1. AyroperBo - Jlo3B0sbaBaTe yMHOKABAbLE, AMCTPHOYLIMjY M jaBHO CAOMNIUTaBakb€ e, U pepaje, ako ce
HaBene MMe ayTopa Ha HauMH oapeljeH Of CTpaHe ayTopa MM JaBaola JMUEHLE, 4aK W y KoMepuujaiHe
cepxe. OBO je HajcnoBoAHMja Ol CBUX JIMUEHLH.

2. AyTopcTBo — HeKoMepLujaHo. [l03BosbaBaTe yMHOXKABAME, MCTPUOYLIH]Y 1 JABHO CAOMIUTABAME Aea,
W Tpepaie, aKO ce HaBejAe MMe ayTopa Ha HauMH oapehen ox cTpaHe aytopa WM aaBaoua auueHue. Osa
JIMLEHLA He NI03B0JbaBa KOMepLMjanuy ynorpely aena.

3. AyToperBo - HekOMepuMjanHo — Gez npepane. Jl03BosbaBaTe yMHOKaBawe, AMCTPHOYLM]Y M jaBHO
caomuTaBame Jena, 6e3 nmpomeHa, npeolinkoBama WM yrotpebe nesia y cBOM Jielly, ako Ce HaBene ume
ayTopa Ha HauMH ozpeheH O CTpaHe ayropa MiM JaaBaoua svueHue. Opa JMUeHUA He J03BOJbABa
KomepuMjandy ynotpeby jena. Y OAHOCY Ha CBE OCTAle JMLECHLE, OBOM JIMLEHLIOM CE OrpaHu4aBa
Hajsehu o6um npara kopuihera nena.

1}
4. AyTOpCTBO - HEKOMEPLMjalHO — JENWTH [OJ MCTHM YycloBWMa. Jlo3BosbaBaTe YMHOXKaBarbe,
AuCTPHOYLM]y M jaBHO caomITaBaibe JeNa, U Mpepaje, ako ce Hapede MMe ayTopa Ha naunu oapehen on
CTpaHe ayTopa WM [aBaoua JMLEHUE M aKo ce npepaga AMcTpulyupa MOA MCTOM HIH CIHYHOM
auuenuom. OBa JIMLEHLA He 103B0JbaBa KoMepuMjaiHy ynorpely aena u npepaja.

5. AyTopcrBo — Ge3 npepane. Jl03BosbaBaTe yMHOKABAE, AMCTPHOYUH]y 1 jaBHO caonuTaBambe aena, 6e3
POMEHa, NPeoGIMKOBaa WK yroTpede Jena y CBOM Jey, aKo Ce HABE/AE HME ayTopa Ha HauMH oapelien
0/l CTpaHe ayTopa WM jiaBaolia iuente. OBa JMUeHIA 103B0/baBa KoMepLmjanty ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO - [ETMTH MOA MCTHM YC/0BMMA. JI03BOJbABATE YMHOKaBame, AMCTPUOYUHjy W jaBHO
CaoOMIITABAKE JIEJa, M Tpepaje, ako Ce HaBele MME ayTopa Ha HauuH oapeheH oa cTpaHe aytopa Wi
/laBaolia JIMLEHLIE M aKo ce npepaja AUCTPHOYMpa IOX MCTOM HIIH CTHYHOM MuieHIOM. OBa JHLEHUA
JI03BOJbaBa koMepumjanHy ynotpeGy aena u npepaja. Ciuuna je coTBepckHM JMLEHUAMa, OAHOCHO
JIMLEHLAMA OTBOPEHOT KOJA. ‘
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