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ISPITIVANJE GENETICKE VARIJABILNOSTI LOKALNIH
POPULACIJA KUKURUZA (ZEA MAYS L.) MOLEKULARNIM MARKERIMA

SAZETAK

Agronomski biodiverzitet je Sirok pojam koji ukljucuje sve komponente
bioloSkog diverziteta 0d znacaja za hranu i poljoprivredu. On predstavlja rezultat
interakcije izmedu genetickih resursa, zivotne sredine i upravljanja sistemima i prakse
koji ¢ine poljoprivrednu proizvodnju. Biljni geneti¢ki resursi, smatraju se izuzetno
znacajnim u obezbedivanju dovoljne koli¢ine hrane neophodne za ljudsku ishranu.
Procenjuje se da danas ukupno 30 useva obezbeduju 95% covekovih potreba za hranom.
Kukuruz je jedna od najznacajnijih useva koja se gaji Sirom sveta. lako poseduje
izuzetno veliku geneticku varijabilnost, u komercijalnoj upotrebi se nalazi svega oko
5% ukupne germplazme kukuruza, koja obezbeduje visoke prinose.

Banka gena Instituta za kukruz ,,Zemun Polje* odrzava kolekciju od 2217
lokalnih populacija kukuruza klasifikovanih u 18 agroekoloskih grupa, sakupljenih na
prostoru bivse Jugoslavije. Ispitivanje diverziteta lokalnih populacija predstavlja
osnovni preduslov za njihovu efikasnu klasifikaciju, cuvanje 1 koriS¢enje, i ima za cilj
procenu geneticke raznovrsnosti i strukture populacija

Ispitana je genetiCka varijabilnost 54 lokalne (po tri populacije svake
agroekoloske grupe) 1 6 introdukovanih populacija kukuruza (po dve iz Francuske,
Gruzije 1 Kine). Za ispitivanje geneticke varijabilnosti populacija koris¢eno je 18
morfoloskih osobina i 10 RAPD (Random Amlified Polymorphic DNA) i 10 SSR
(Simple Sequence Repeat) markera. Na osnovu morfoloskih osobina uradena je analiza
varijanse 1 uo€ene su znacajne razlike kod svih osobina za razli¢ite izvore variranja Sto
govori o visokom stepenu fenotipskog diverziteta izmedu populacija. Takode, dobijene
su visoke vredosti heritabilnosti u Sirem smislu (preko 0,6) za skoro sve osobine, osim
duzine granatog dela metlice. Rezultati PCA analize su ukazali da lokalne populacije
kukuruza mogu biti okarakterisane pomoc¢u osobina kao §to su rast biljke, osobine
metlice 1 karakteristike zrna, a zapaZeno je 1 vece grupisanje tvrdunaca/polutvrdunaca,
odnosno poluzubana/zubana. Na osnovu morfoloskih osobina i molekularnih markera,
pomo¢u UPMGA metode dobijeni su klasteri, koriste¢i NTSYSpc statisticki program.
Morfoloska, SSR 1 RAPD analiza nisu dovele do jasnog grupisanja lokalnih populacija



prema poreklu, ali je uoceno delimi¢no poklapanje izmedu grupa populacija povezanih
u kastere/subklaste i putevima introdukcije, odnosno njihovog nastanka od originalnih
populacija. Na osnovu vrednosti dobijenih genetickih sli¢nosti i grupisanja populacija u
skladu sa agroekoloskim grupama, zakljuceno je da su SSR markeri bolji izbor od

RAPD markera za analizu varijabilnosti.

Kljuéne redi: geneticka varijabilnost, lokalne populacije kukuruza, RAPD (Random
Amlified Polymorphic DNA) markeri, SSR (Simple Sequence Repeat) markeri
Naucna oblast: BIOLOGIJA
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GENETIC VARIABILITY OF MAIZE LANDRACES (ZEA MAYS L.)
ASSESSED BY MOLECULAR MARKERS

ABSTRACT

Agricultural biodiversity is a broad term which includes all components of
biological diversity of relevance to food and agriculture. It represents the result of
interaction between genetic resources, environmental protection and both management
systems and practices that make agricultural production. Plant genetic resources are
considered to be very important in providing sufficient amounts of food for human
consumption. It is estimated that today a total of 30 crops provide 95% of human needs
for food. Corn is one of the most important crops that are grown around the world.
Although it has a very high genetic variability, only about 5% of the germplasm is in the
commercial use, which provides high yields.

Maize Research Institute ,,Zemun Polje* genebank maintains a collection of
2217 maize landraces classified into 18 agro-ecological groups, collected in the former
Yugoslavia. Evaluation of genetic diversity of the local population represents basic
precondition for their effective classification, storage and use. It aims to assess the
genetic diversity and population structure.

Assessment of genetic variability was done on 54 maize landraces (three
landraces from each agro-ecological group) and six introduced maize landraces (two of
each from France, Georgia and China). In order to analyze genetic variability of maize
landraces, 18 morphological traits, 10 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
and 10 SSR (Simple Sequence Repeat) markers were used. Analysis of variance was
performed for evaluate morphological traits. Significant differences were observed for
all traits for different sources of variation which indicates a high degree of phenotypic
diversity between populations. Also, high broad-sense heritability (over 0.6) were
obtained for almost all the traits except branched tassel length. The results of PCA
analysis indicated that local maize populations can be characterized by traits such as
plant growth, tassel traits and kernel characteristics. It was also observed the larger
grouping of flint/semi-flint respectively to semident/dent. Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean (UPGMA) method was applied for cluster analysis. All

marker data analyses were performed using NTSYSpc statistical program.



Morphological, SSR and RAPD analysis did not lead to a clear grouping of the
landraces by origin, but was observed partial correlation between groups of landraces
connected in cluster/subcluster and ways of introducing from their orgin. Based on the
obtained values of genetic similarity and grouping landraces according to agro-
ecological groups, it was concluded that SSR markers are a better choice than RAPD

markers for estimation of genetic variability of maize landraces.

Key words: genetic variability, maize landraces, RAPD (Random Amlified Polymorphic
DNA) markeri, SSR (Simple Sequence Repeat) markeri
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1. UvoD

1.1. Biljni geneticki resursi

Biljni geneticki resursi su kao pojam prvi put upotrebljeni na Technical
Conference on the Exploration, Utilization and Conservation of Plant Genetic
Resources u okviru International Biological Program (Frankel i Bennett, 1970).
Organizacija za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih nacija (Food and Agriculture
Organisation — FAO) je 1989. godine dala sledecu definiciju biljnih genetic¢kih resursa:
,,Biljni geneticki resursi se odnose na nasledne osobine unutar i izmedu vrsta, koje su od
znacaja u nau¢nom, ekonomskom i drustvenom smislu“. U poljoprivredi i proizvodnji
hrane oni predstavljaju geneticki materijal biljnog porekla sa stvarnim ili potencijalnim
znacajem I obuhvataju raznolikost u genetiCkom materijalu koji je sadrzan u lokalnim
populacijama, savremenim sortama i divljim srodnicima useva (Brochaus i Oetmann,
1996).

Diverzitet gajenih kultura predstavlja izvor pozeljnih svojstava neophodnih za
suoCavanje sa postoje¢im i buduéim globalnim zahtevima u proizvodnji hrane,
izazvanim klimatskim promenama, narusavanjem zivotne sredine i rastom ljudske
populacije. Geneti¢ka raznovrsnost pruza oplemenjiva¢ima moguénost da razviju nove i
produktivnije sorte, koje su otporne na StetoCine i bolesti 1 prilagodene na promene
sredinskih uslova. Procenjuje se da danas ukupno 30 useva obezbeduju 95% ¢ovekovih
potreba za hranom, od ¢ega samo Cetiri (pirina¢, pSenica, kukuruz i krompir) snabdeva
60% ovih potreba (www.fao.org). S obzirom na relativno mali broj useva u
obezbedivanju dovoljnih koli¢ina kvalitne hrane, izuzetno je znaajno ocuvanje

diverziteta unutar njih.

1.1.1. Banke gena

Postoje dva glavna nacina cuvanja biljnih genetickih resursa. EX situ
konzervacija predstavlja Cuvanje genetickih resursa u posebnim objektima koji se
nazivaju banke gena, a u okviru njih, u baznim i aktivnim kolekcijama. U baznim

kolekcijama biljni geneticki resursi se Cuvaju duze vreme (najmanje 50 godina) na



temperaturama od -18°C ili -20°C, da bi se o¢uvala klijavost semena. Aktivne kolekcije
sadrze uzorke koji su dostupni za kori$¢enje. U njima se uzorci ¢uvaju srednjero¢no
(najmanje 20 godina) na temperaturama od 0 do 10°C. Drugi nacin ¢uvanja genetickih
resursa je in situ konzervacija. Ovaj nacin ¢uvanja podrazumeva gajenje na poljima ili u
prirodnoj sredini i odnose se na divlje srodnike gajenih biljaka.

Kolekcije germplazme biljnih vrsta se nalaze Sirom sveta, sa vise od sedam
miliona uzoraka koji se ¢uvaju u preko 1700 banaka gena, od ¢ega oko 130 njih odrzava
po 10000 uzoraka. Oko 50% svetske ex situ germplazme se sastoji od samo 10 biljnih
vrsta sa tri najvece kolekcije (pSenica, pirina¢ 1 jeCam), Sto ¢ini 28% svetske
germplazme. U najvece kolekcije spada banka gena osnovana od strane CGIAR
(Consultative Group on International Agricultural Group) i obuhvata 40% cuvane
germplazme FAO (1998).

Razli¢ita istrazivanja u oblasti poljoprivrede i oplemenjivanja biljaka su
doprinela sakupljanju, ocuvanju i evaluaciji gajenih biljaka. Smanjenje genetickog
diverziteta kod mnogih gajenih useva, uzrokovalo je sakupljanje germplazme biljnih

vrsta, u cilju podrske oplemenjiva¢ima u stvaranju novih sorti (Loskutov, 1999).

1.2. Znacdaj kukuruza

Kukuruz je jedna od najznacajnijih Zitarica koja se gaji Sirom sveta. Evropa je
tre¢i najveci proizvodac i potrosa¢ kukuruza posle SAD i Kine (USDA/NASS, 2007).

Kukuruz moze da se koristi na tri nacina: u ljudskoj ishrani, kao hrana za stoku i
kao sirovina u industriji. Oko 80% svetske proizvodnje kukuruza se koristi za sto¢nu
ishranu. U nerazvijenim i zemljama u razvoju, kao $to su zemlje Afrike i JuZne
Amerika, proizvodnja kukuruza ima ogroman znacaj poSto je ova Zitarica osnovna
(glavna) hrana u ljudskoj ishrani. Predvida se da ¢e potreba za hranom u svetu rasti
1,3% na godi$njem nivou (Ortiz i sar., 2010), a da ¢e do tada potreba za kukuruzom
prevazi¢i ukupne potrebe za pSenicom i pirincem — do 2050. godine kukuruz ¢e postati
usev sa najve¢om globalnom proizvodnjom (Rosengrant i sar., 2008).

Postoji viSe nacina za upotrebu kukuruza u ljudskoj ishrani. Griz, brasno, skrob,
sirupi, kao 1 alkohol se proizvode od kukuruza, a takode su ¢esto i komponente razlicitih
tipova hrane (hleb, kolaci, supe, sosevi, kase, pahuljice, kokice). Takode, Citava biljka
se koristi za silazu i kao i sirov materijal za industrijske namene (u farmaceutskoj
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industriji i za proizvodnju biogoriva). Pored agronomskog znacaja, kukuruz sluzi i kao
model organizam za osnovna istrazivanja — najdetaljnije je istrazen geneticki sistem
medu zitaricama.

Iako poseduje izuzetno veliku geneticku varijabilnost, u komercijalnoj upotrebi
se nalazi svega oko 5% ukupne germplazme kukuruza, koja obezbeduje visoke prinose.
Upotreba ovako uske geneticke osnove moze imati negativne posledice na adaptaciju
biljaka na razli¢ite bioticke i abioticke stresove, pogotovo u kontekstu postojecih
klimatskih promena. Geneti¢ka varijabilnost se moze koristiti za identifikaciju novih
izvora pozeljnih alela, koji ukrStanjem sa postoje¢im komercijalnim varijetetima mogu
dovesti do povecanja tolerantnosti na stres, uz istovremeno odrZavanje ili povecanje

prinosa kukuruza.

1.2.1. Introdukcija kukuruza u Evropu

Kukuruz je domestifikovan od divlje trave teozinte (Zea mays spp. parviglumis)
u Centralnoj Americi pre oko 9000 godina. U vreme otkrica Novog Sveta posebno je
bio rasprostranjen kod Asteka i Inka, odakle se Sirio do Severne Amerike i Kanade, kao
i prema Juznoj Americi do Cilea. Ovo je dovelo do stvaranja velikog broja tipova i
varijeteta koji su bili prilagodeni razli¢itim namenama i ekoloskim uslovima - od
tropskih do niskih temperature i na razli¢itim nadmorskim visinama (Mastuoka i sar.,
2002).

Kukuruz je prvi put u Evropu, odnosno na jug Spanije, sa Karipskih ostrva
doneo Kolumbo 1493. godine. lako je kasnije doslo do introdukcije kukuruza iz
razli¢itih delova Amerike (Brandolini, 1970; Rebourg i sar., 2003), njihovi relativni
doprinosi uspostavljanju geneti¢kog diverziteta uglavnom su nepoznati. Od tada je
nastao veliki broj lokalnih populacija kukuruza u Evropi, putem prirodne selekcije i
oplemenjivanja, §to je dovelo do adaptacije na razlicite ekoloske uslove, agronomske
potrebe 1 lokalnu upotrebu (Camus-Kulandaivelu i sar., 2006). Usled razlicitih
klimatskih uslova u Evropi, u odnosu na Centralnu i Juznu Ameriku, kukuruz je morao
da se prilagodi hladnijoj klimi i drugacijem fotoperiodu. Introdukcije tvrdunaca iz
Severne Amerike imale su klju¢nu ulogu u nastanku evropskih sorti kukuruza. lako ove

sorte kukuruza pokazuju veliku raznovrsnost, one takode imaju neke zajednicke



karakteristike, kao sto su neosetljivosti na fotoperiod, zrno tipa tvrdunca i nizak do
srednji prinos (Gay, 1999).

Posle Drugog svetskog rata je pocela ekspanzija hibridnih varijeteta, $to je savim
promenilo na¢in gajenja kukuruza. Doslo je do upotrebe malog broja visokoprinosnih
hibrida na velikim povrSinama, za razliku od tradicionalne poljoprivrede koja se
odlikuje gajenjem genetic¢ki heterogenih sorti sa umerenim i slabim prinosom (Bertolini
i sar.,1998).

1.2.2. Introdukcija kukuruza na prostor bivse Jugoslavije

Kukuruz je stizao na ove prostore iz razli¢itih pravaca. Na njegovo Sirenje i
gajenje uticali su razli¢iti faktori, a pre svega migracija stanovniStva usled ratova.
Razli¢iti klimatski uslovi pogodovali su gajenju velikog broja kukuruznih tipova.
Podaci o gajenju kukuruza na prostoru bivse Jugoslavije, kao i podaci 0 njegovom
poreklu, doprineli su utvrdivanju na¢ina introdukcije kukuruza u ovaj region. Razli¢iti
tipovi kukuruza na prostoru bivse Jugoslavije vode poreklo od kukuruza Sverne
Amerike, Juzne Amerike i Meksika, a njihova introdukcija je trajala od XVI do XX
veka.

Prvi pisani dokumenti govore o uvodenju kukuruza u nase krajeve preko Turske
i Gréke ili duz Jadranske obale preko Venecije (Pavlici¢ i Trifunovi¢, 1966).
Pojavljivanje kukuruza na prostoru bivSe Jugoslavije zabelezeno je 1572. godine u
Dalmaciji gde je stigao iz Italije, dok je u Srbiji njegovo gajenje pocelo 1576 (Radi¢,
1872). Introdukovane sorte kukuruza koje su se prve pojavile bile su pretezno tvrdunci,
koji nisu bili dovoljno adaptirani na tipove zemljista i klimatske uslove.

Druga introdukcija donela je tvrdunce sa Meksic¢ke visoravni i padina Anda koji
su se zatim ukrStali sa ranije intodukovanim materijalom, ¢ime su nastale bolje
adaptirane sorte sa veCom varijabilnoS¢u. Pretpostavlja se da su se ove prve dve
introdukcije desavale u XVI veku. U ovim prvim introdukcijama vise su bili zastupljeni
tipovi tvrdunca i kokicara, zbog svojstva da duze ocuvaju vitalnost semena pri
dugotrajnom transportu.

U XVIII veku desio se veci talas introdukcije tvrdunaca koji su doneti iz Kanade

i Nove Engleske u centralnu Evropu. Oni su stigli u ove krajeve preko Slovenije i



Hrvatske, $to je doprinelo formiranju sorti koje predstavljaju ranije tipove kukuruza,
koje uspevaju u nesto hladnijim uslovima i jedinstvene su geneticke osnove.

Poslednja introdukcija se desila krajem XIX veka i pocetkom XX veka.
Introdukovani su zubani iz Severne Amerike, a najznacajni za proizvodnju su bili
zubani americkog kukuruznog pojasa. To su bile najproduktivnije sorte kukuruza i brzo
su se Sirile, potiskujuc¢i manje produktivne tvrdunce. Spontanim ukrstanjem izmedu ova
dva tipa, nastao je tip evropskog kukuruznog pojasa, sto je bila poslednja veca prirodna

hibridizacija znacajna za evoluciju kukuruza u Evropi (Trifunovi¢, 1978).

1.3. Banka gena Instituta za kukuruz “Zemun Polje”

Prema podacima FAO (2010) banka gena Instituta za kukruz ,,Zemun Polje*
nalazi se, po broju uzoraka koji ¢uva, na devetom mestu u svetu. Ona odrzava kolekciju
od 2217 lokalnih populacija kukuruza, sakupljenih na prostoru bivse Jugoslavije i 3258
uzoraka intodukovanih iz 40 zemalja. Introdukovani materijal obuhvata inbred linije,
sintetike i varijetete. Od 1977. godine uzorci se ¢uvaju u kontrolisanim uslovima
(temperatura 0-4°C i vlaznost vazduha 50-60%), ¢ime je omoguceno dugoro¢no Cuvanje

kolekcije.

1.3.1. Lokalne populacije kukuruza

Lokalne populacije su autohtone populacije odredenog regiona adaptirane na
specifi¢ne lokalne uslove spoljasnje sredine, $to dovodi do srednjeg nivoa prinosa i
njegove visoke stabilnosti (Zeven, 1998). Ove populacije se razlikuju od sorti nastalih
modernim oplemenjivanjem, jer nisu prosle kroz proces intenzivne selekcije. Od
introdukcije kukuruza u Evropu, pre pet vekova, lokane populacije kukuruza su nastale
kao rezultat mutacija, rekombinacije, genetickog drifta i selekcije (Falconer i Mackay,
1996). Promenljive su i odlikuju se varijabilnoscu, koja se moze uociti izmedu i unutar
populacija. Lokalne populacije kukuruza predstavljaju vazan izvor pozeljnih osobina i
koriste se kao pocetni materijal za razli¢ite potrebe oplemenjivanja. lako poseduju
brojne ekonomski vazne osobine, nedovoljno se koriste u procesima oplemenjivanja, jer

nisu dovoljno okarakterisane.



1.3.2. Klasifikacija lokalnih populacija

Plansko prikupljanje lokalnih populacija kukuruza sa teritorije bivse Jugoslavije
uradeno je u periodu od 1962. do 1964. od strane USDA (United States Department of
Agriculture) i Federal Funding for Scientific Research. U to vreme, koriste¢i metod
priprodne klasifikacije, oko 1000 uzorka lokalnih populacija kukuruza je sakupljeno i
svrstano u 16 glavnih, morfo-geneticki razlicitih grupa prema Anderson i Cutler (1942).
Klasifikacija je obuhvatila 392 uzorka i obavljena je na osnovu slede¢ih morfoloskih i
bioloskih osobina: vreme do svilanja, visina do kliapa, visina biljke, broj listova iznad
klipa, broj primarnih grana metlice, kondenzacioni indeks, poslednji list, oblik klipa,
broj redova na zrnu, broj zrna po redu, duzina klipa, pre¢nik klipa, tip zrna (tvrdunci,
polutvrdunci, zubani), duzina, $irina i debljina zrna, tvrdoéa zrna, boja. Na osnovu tipa
zrna (tvrdunci, polutvrdunci i zubani) kod lokalnih populacija kolekcije utvrdeno je da
dominiraju tvrdunci koji su prvi introdukovani. Odredeni tipovi kukuruza pokazuju
velika variranja u ovim svojstvima. Osobine su bile relativno stabilne sa maksimumom
variranja izmedu grupa(Pavli¢i¢ i Trifunovié, 1966). Analiza ostatka prikupljenih
populacija je sprovedena u kasnijem periodu, a finalna klasifikacija svih lokalnih
populacija je definisala 18 agroekoloskih grupa (Pavli¢i¢ i Trifunovi¢, 1968):

1.Crnogorski tvrdunci

2. Bosanski rani zubani

. Kosovski polutvrdunci
. Makedonski tvrdunci

. Osmak tipa Severoisto¢ne Amerike
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4

5

6. Prelazni tvrdunci
7. Mediteranski tvrdunci

8. Sitnozrni tvrdunci

9. Osmoredi meki zubani

10. Rumunski tvrdunci

11. Dugoklipi tvrdunci

12. Beli poluzuban Moravac

13. Zubani kukuruznog pojasa SAD-a
14. Prelazni zubani

15. Juzni zubani



16. Srbijanski zubani

17. Tvrdi zubani

18. Meki tvrdunci

Svaka klasifikaciona grupa je okarakterisana nekim naslednim osobinama, koje
se razlikuju od ostalih lokalnih populacija, karakteristicne su za odredene uslove sredine
1 mogu se koristiti kao donori pozeljnih alela u procesu selekcije kukuruza

Od 1991. godine za evaluaciju i karakerizaciju se koristi CIMMYT
(International Maize and Wheat Improvement Center) / IBPGR (International Board for
Plant Genetic Resources) deskriptor sa 113 osobina. Reklasifikacija lokalnih populacija
na osnovu CIMMYT/IBPGR deskriptora je uradena krajem devedesetih godina i
potvrdila je originalnu klasifikaciju iz 1968. godine. Na osnovu morfoloskih osobina,
porekla i evolucije domacih sorti kukuruza dobijena je kompletna slika o varijabilnosti

autohtonog materijala i njihova klasifikacija (Radovi¢ i sar., 2000).

1.3.3. Karakterizacija lokalnih populacija kukuruza

Tvrdunci

Ranija i veca introdukcija tvrdunca u odnosu na zubane, rezultirala je njihovim
veCim genetickim divrzitetom. Najvea varijabilnost u Evropi nadena je izmedu
tvrdunaca iz ltalije, a iza njih slede tvrdunci sa prostora bivse Jugoslavije (Brandolini,
1969). Crnogorski tvrdunci, Makedonski tvrdunci, Mediteranski tvrdunci, Osmaci tipa
Severnoistocne Amerike 1 Prelazni tvrdunci odlikuju se ranim zrenjem, niskim biljkam,
malim klipom i malom masom zrna (Pavli¢ic¢ i Jeleni¢, 1977).

Crnogorski tvrdunci i Makedonski tvrdunci su i najudaljenije grupe, iako vode
poreklo od tipova kukuruza Juzne Amerike. ZnaCajna razlika postoji izmedu
Makedonskih tvrdunaca i Mediteranskih tvrdunaca, dok su Crnogorski tvrdunci i
Kosovski polutvrdunci pokazali najvecu sli¢nost. Prelazni tvrdunci, Dugoklipi tvrdunci,
Rumunski tvrdunci, Sitnozrni tvrdunci su povezani sa Osmacima tipa Svernoistocne
Amerike. Kod ovih grupa uocena je znacajna varijabilnost u visini biljke, visini do klipa
i duzini klipa, dok su osobine kao sto su broj listova i broj redovana zrnu pokazali

najmanje variranje (Pavli¢i¢ 1 sar., 1975).



Polutvrdunci / poluzubani

Ovaj tip kukuruza je introdukovan na prostor bivSe Jugoslavije ili je nastao
ukrstanjem tvrdunaca i zubana. Bosanski rani zubani, Kosovski polutvrdunci, Beli
poluzuban Moravac, Tvrdi zubani i Meki tvrdunci spadaju u ovaj tip kukuruza. Tvrdi
zubani i Meki tvrdunci su evolutivno najmlade grupe nastale ukr§tanjem ve¢ postoje¢ih
grupa (Pavli¢i¢ i Trifunovi¢, 1968). Sve populacije se odlikuju Kkrupnim zrnom,
dugackim, cilindri¢nim ili blago konusnim klipom i srednje kasnim i kasnim grupama
zrenja.

Zubani

Introdukcija zubana se desila najkasnije. Ovaj tip kukuruza je prvi upotrebljen za
stvaranje hibrida. Oni su manje geneticki divergentni u odnosu na tvrdunce. U zubane
se ubrajaju: Osmoredi meki zubani, Zubani kukuruznog pojasa SAD, Juzni zubani,
Prelazni zubani i1 Srbijanski zubani. Osobine koje karakteriSu ovu grupu su: srednje
kasne i kasne grupe zrenja, velika duzina lista, srednje dugacki klipovi i veca tezina
zrna. Juzni zubani se odlikuju visokim prinosom (Pavli¢i¢ i sar., 1976). Prelazni zubani
su bili Siroko rasprostranjeni u Vojvodini (Jeleni¢ i sar, 1976). Oni su bili vazni za
oplemenjivanje kukuruza, jer su njihove inbred linije visoke kombinacione sposobnosti

i visokog prinosa.

1.4. Molekularno genetic¢ki pristup u proucavanju diverziteta biljnih

genetickih resursa

Konzervacija 1 koriS¢enje gentickih resursa su neophodni za kontinuirano
odrzavanje i unapredivanje poljoprivredne proizvodnje. Karakterizacija genotipova koji
se Cuvaju u bankama gena, kao i odredivanje njihove divergentnosti, predstavlja
osnovni korak za njihovu upotrebu u razli¢itim programima selekcije 1 oplemenjivanja,
a moze se vrsiti primenom razlicitih vrsta gentickih markera.

Upotreba morfoloskih svojstava kao gentickih markera kod biljaka datira
odavno. Karl Line koristio je broj i raspored polnih organa kod biljaka, da bi utvrdio
njihove sistematske odnose (Linnaeus, 1758). Gregor Mendel je uveo svoja pravila
nasledivanja tako $to je pratio vidljive, fenotipske osobine u potomstvu dobijenom

ukrStanjem  roditeljskih linija sa  odvojenim, razli¢itim  osobinama
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(http://www.mendelweb.org/archive/Mendel.Experiments.txt). Upotreba morfoloskih
markera je prisutna i danas, mnoge morfoloSke osobine se koriste za procenu
varijabilnosti biljnih genetickih resursa (Rebourg i sar., 2001; Zeng i sar., 2007).

U poslednje dve decenije doslo je do porasta primene metoda molekularne
genetike u oCuvanje i koriS¢enju biljnih geneti¢kih resursa (Ayad i sar., 1995). Razvoj
metoda molekularne genetike omogucio je blizu identifikaciju gena odgovornih za
pozeljene osobine. Danas je dostupno mnostvo razli¢itih metoda za detekciju i1 analizu
varijacija na molekularnom nivou, S§to poboljsava efikasnost procene genetickog

diverziteta.

1.4.1. Geneticki markeri

Geneticki markeri su geni ili sekvence DNK koji se nalaze na specificnim
mestima na hromozomima i povezani su sa javljanjem odredenih osobina. Oni
odrazavaju geneticke razlike izmedu razlic¢itih vrsta ili jedinki iste vrste, na osnovu
kojih se indirektno dobija informacija o genima (ili delovima genoma) odgovornih za
ispitivane osobine. Prema Smith-u (1987) idealan marker mora da poseduje sledeca
svojstva: 1) da je polimorfan, tj. mora da postoji u razli¢itim oblicima tako da se mogu
razlikovati razli¢ite varijante alela, 2) da se lako i brzo uo¢ava u ranim fazama razvica,
3) da je ravnomerno rasporeden po genomu, 4) da se kodominanatno nasleduje i 5) da
nema negativan efekat na rast i razvice jedinke. Markeri igraju vaznu ulogu u
prouCavanju varijabilnosti, konstrukciji mapa i1 detektovanju povezanih gena kod
razli¢itih genotipova.

Geneticke markere je moguce Klasifikovati kao morfoloske, biohemijske i

molekularne.

1.4.1.1. Morfoloski markeri

Morfoloski markeri su vezani za morfoloske i agronomske osobine cije je
nasledivanje moguce pratiti posmatranjem pojave odredenog fenotipa (Tanksley, 1983).
Oni su pod uticajem spoljasnje sredine i varijabilnost koja se kod njih procenjuje ne
odgovara uvek varijabilnosti na nivou genoma usled interakcije genotipa i sredine na
fenotipsko ispoljavanje. Zbog toga je ova vrsta markera nepouzdana i subjektivna.

Ogranicen je i broj morfoloskih markera koji se mogu koristiti. Neki od njih se
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pojavljuju kasno u razvicu biljke (boja cvetova) i nemoguce je sprovesti rano merenje
osobine. Pored toga, jedan morfoloski marker moze da utie na drugi marker ili svojstvo
od interesa usled plejotropnog efekta (Poehiman, 1995).

Upotrebom ovih markera nije moguce razlikovati heterozigote od homozogota, a
nije moguce ni identifikovati sve genotipove. Ipak, morfoloski markeri su od znacaja za
proucavnje populacija kukuruza. Najvaznije osobine koje ukazuju na ukupnu varijansu
u morfolo§kim analizama genotipova kukuruza su osobine vezane za Klip i veli¢inu
biljke, metlice i zrna (Hartings i sar., 2008).

Relevantnost morfoloskih osobina u klasifikaciji populacija ograni¢ena je
prvenstveno zbog efekta spoljasnje sredine na njihovo ispoljavanje. Ovaj problem je
mogucée prevazi¢i evaluacijom diverziteta na nivou individualnih lokusa, odnosno

primenom biohemijskih i molekularnih markera.

1.4.1.2. Biohemijski markeri

Biohemijski markeri se zasnivaju na polimorfizmu proteina i obuhvataju
strukturne proteine, rezervne proteine semena i izoenzime. lzoenzimi predstavljaju
razli¢ite molekulske forme jednog enzima sa istom katalitickom funkcijom, a razlikuju
se u pH vrednosti i koncentraciji supstrata pri kojoj pokazuju enzimski efekat.
Izoenzimi su alelne varijante enzima kodirane od strane strukturnih gena.

Od pojave elektroforeze proteina sezdesetih godina proslog veka, izoenzimi su
se intenzivno koristili za procenu geneticke varijabilnosti unutar i1 medu biljnim
populacijama (Brown, 1979; Geri¢ i sar., 1989). Imali su Siroku primenu kao markeri u
proucavanju diverziteta kukuruza sve do pojave DNK markera.

Osnovni nedostatak izoenzima je njihov relativno mali broj i nizak nivo

polimorfizma.

1.4.1.3. Molekularni markeri

Molekularni markeri predstavljaju DNK sekvence ¢ije se nasledivanje moze
jednostavno pratiti. Upotreba molekularnih  markera je zasnovana na DNK
polimorfizmu, koji ¢ini osnovu u dizajniranju strategija za njihovo koriSéenje u

odredene svrhe.
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DNK markeri su se pokazali kao najbolji alat za efikasnu evaluaciju i selekciju
biljnog materijala. Za razliku od proteinskih markera, DNK markeri nisu pod uticajem
spoljasnje sredine, lako se izoluju iz biljnog materijala, a analize su prili¢no jednostavne
I efikasne.

Sirok opseg molekularnih tehnika je na raspolaganju za detekciju polimorfizma
na nivou DNK. Zavisno od tipa ispitivanja, treba odabrati marker sistem koji ¢e ispuniti
nekoliko karakteristika idealnog markera (Weising i sar., 1995). Razli¢ite vrste
molekularnin markera se koriste za procenu DNK polimorfizma i generalno su
klasifikovani kao markeri zasnovani na hibridizaciji i markeri zasnovani na lanc¢anoj
reakciji polimeraze.

Polimorfizam duzine restrikcionih fragmenata (eng. Restriction Fragment
Length Polymorphism - RFLP) je jedna od prvih tehnika u $irokoj upotrebi za detekciju
varijabilnosti na nivou DNK sekvenci. Princip ove motode se zasniva na moguénosti
poredenja profila traka nastalih nakon digestije DNK sekvenc razli¢itih genotipova
restrikcionim enzimima. Promene u sekvenci DNK mogu generisati varijacije u duzini
restrikcionih fragmenta dobijenih nakon digestije enzimom. Ove razlike u duzinama
fragmenata moguce je uoditi posle efektroforeze, hibridizacije i detekcije.

RFLP markeri su prvi DNK markeri pomocu kojih je radena analiza genetickog
diverziteta izmedu i unutar populacija kukuruza (Dubreuil i Charcosset, 1998). Velika
diferencijacija izmedu populacija 1 veliki geneticki diverzitet je dobijen u radu na
populacijama kukukuruza iz Evrope koje su analizirane RFLP markerima (Rebourg i
sar., 2001). Trinaest lokalnih populacija kukuruza je analizirano pomo¢u RFLP markera
radi utvrdivanja potencijalnih duplikata uzoraka lokalnih populacija iz kolekcije banke
gena Instituta za kukuruz (Ignjatovic-Micic i sar., 2003).

lako su se RFLP markeri pokazali kao efikasni za utvrdivanje geneticke
strukture 1 diverziteta unutar i izmedu populacija, glavni nedostaci ove tehnike su sto
zahteva veliku koli¢inu ¢iste DNK, $to je dugotrajna i kompleksna, pa samim tim i
neadekvatna za rutinske analize. Uspesna primena RFLP markera moze biti ograni¢ena

za datu vrstu zbog nepostojanja odgovarajucih proba.
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Molekularni markeri zasnovani na lanéanom umnozavanju

Reakcija lan¢anog umnozavanja (engl. PCR — Polymerase Chain Reaction) je
metod selektivnog in vitro umnozavanja DNK sekvenci. PCR metod je razvio Mullis
(1980) i zasniva se na koris¢enju sposobnosti DNK polimeraze da sintetiSe novi
komplementarni lanac na osnovu ponudenog Sablona. Ovaj proces predstavlja imitaciju
replikacije DNK, koji se normalno odvija u Zivim organizmima. DNK polimeraza je
termostabilna, koristi DNK kao $ablon i odgovaraju¢e prajmere za sintezu novog lanca
DNK. Za otpocinjanje replikacije DNK neophodan je prajmer (oligonukleotid duzine od
10 do 40 nukleotida) na koji se dodaje prvi nukleotid. Na ovaj na¢in moguce je
vigestruko umnoziti zeljeni region DNK, pri ¢emu se dobija 10°-10° kopija DNK
sekvence.

Koriste se dve grupe PCR metoda: sa nasumi¢nim prajmerima (RAPD i AFLP) i

sa prajmerima koji umnozavaju poznate sekvence (SSR).

Markeri sa nasumié¢nim prajmerima

PCR metoda sa nasumi¢nim prajmerima (RAPD - eng. Random Amlified
Polymorphic DNA) se zasniva na enzimskom umnozavanju DNK sekvenci sa
proizvoljnim prajmerima. Razvili su je Welsh i McClelland (1990), kao PCR metod
nasumi¢nog umnozavanja polimorfne DNK. Postupak otkriva polimorfizam u DNK
sekvenci pomocu jednog prajmera sa proizvoljnim redosledom nukleotida. U ovoj
reakciji prajmer se vezuje za genomsku DNK na dva razli¢ita kraja komplementarnih
lanaca DNK uzorka. Svaki prajmer usmerava amplifikaciju na nekoliko odvojenih
lokusa u genomu, omogucavajuci prikazivanje polimorfizma izmedu razlicitih jedinki
(Williams i sar., 1993). Medutim, za DNK amplifikaciju sa prajmerima nasumic¢ne
sekvence, vazno je da se optimizuju i odrzavaju konzistentni uslovi reakcije za
reproducibilno DNK umnozavanje. Najce$¢e se koriste prajmeri nasumicne sekvence
duzine oko 10bp, koji sluze kao forward i reverese sekvence u odnosu na redosled i
smer nukleotida. Umnozeni fragmenti su duzine izmedu 0,5 i 5 kb, razdvajaju se na
agaroznim gelovima i detektuju se kao prisustvo i odsustvo trake (Jones i sar., 1997).
Dobijeni polimorfizam potice pre svega zbog varijacija u mestima vezivanja prajmera,

ali takode moze biti posledica razli¢itih duzina umnoZenih sekvenci.
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Glavna prednost RAPD markera je brzina izvodenje analize i jednostavnost. Oni
se odlikuju veoma velikom rasprostranjenos¢u u genomu. Analiza RAPD markerima je
koris¢ena od strane nekoliko grupa istrazivaca, kao efikasno sredstvo za identifikaciju
markera povezanih sa agronomski vaznim osobinama (Agwanda i sar., 1997; Garcia i
sar., 1998). Glavni nedostatak RAPD markera je njihova niska reproducibilnost, zbog
Cega je potrebna visoka standardizacija eksperimentalne procedure usled osetljivosti na
uslove reakcije (Schierwater i Ender, 1993). Zbog toga je onemoguéeno poredenje
rezultata izmedu razlicitih laboratorija (Jones i sar., 1997). To su dominantni markeri i
stoga imaju ograni¢en znacaj kao markeri za mapiranje. RAPD analize zahtevaju da
DNK bude dovoljno ¢ista, neophodna je predostroznost da bi se izbegla kontaminacija
uzoraka, jer se koriste kratki nasumiéni prajmeri koji su u stanju da umnoze fragmente
DNK u razli¢itim vrstama. Ovi markeri nisu lokus specifi¢ni i samim tim profil traka se

ne moze predstaviti kao lokus i alel.

Markeri zasnovani na polimorfizmu duzinski umnozenih fragmenata

(eng. AFLP - Amplified Fragment Lenght Polymorphism) metoda predstavlja
korak izmedu RFLP markera i markera zasnovanih na PCR analizi. Ova metoda se
zasniva na selektivnom umnozavanju podskupa restrikcionih fragmenta iz smese DNK
fragmenata dobijenih nakon digestije genomske DNK sa restrikcionom endonukleazom.
Polimorfizam se detektuje na osnovu razlike u duzini umnozenih fragmenata. Ova
tehnika podrazumeva Cetiri koraka: (1) seCenje DNK molekula i spajanje sa
oligonukleotidnim adapterima (2) preselektivno umnozavanje (3) selektivno
umnozavanje i (4) analizu umnozenih fragmenata na gelu. Umnozeni DNK fragmenti su
duzine od 80 do 500bp. Polimorfizam se detektuje kroz prisustvo/odsustvo produkata
amplifikacije, $to ih svrstava medu dominantne markere.

Prednosti AFLP markera se zanivaju na njihovoj velikoj zastupljenosti Sirom
genoma, visokoj reproducibilnosti, velikom broju informativnih traka po reakciji, kao i
¢injenici da nije potrebna baza podataka sekvenci za dizajniranje prajmera. AFLP
markeri nisu sasvim nasumicno rasporedeni u genomu, ve¢ se grupiSu u odredenim
regionima, poput centromera (Alonso-Blanco i sar., 1998, Young i sar., 1999; Saal i
Wricke, 2002). Upotreba AFLP markera je postala znacajna metoda molekularne

genetike, usled sposobnosti da u jednoj reakciji detektuje visok stepen polimorfizma
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(Vos i sar., 1995; Agrama i sar., 2002). Nedostaci ove metode su §to zahteva DNK

visoke &istocée, kao i dominantnost alela.

Jednostavni ponovci kao markeri

Izraz mikrosateliti poti¢e od Litt i Lutty (1989), a ovi markeri poznati su i kao
jednostavni ponovci sekvence (eng. SSR - Simple Sequence Repeat). To su delovi DNK
koji se sastoje od tandemskih ponovaka mono-, di-, tri-, tetra- ili pentanukleotida
rasporedenih kroz genom veéine vrsta eukariota (Powell i sar. 1996). SSR markeri,
nastali iz genomskih biblioteka, mogu pripadati ili transkribovanom ili
netranskribovanom regionu genoma, i retko postoji dostupna informacija u vezi sa
njihovom funkcijom. Sekvence mikrosatelita su posebno pogodne za razlikovanje
srodnih genotipova, zbog njihovog visokog stepena varijabilnosti, i zato se cesto koriste
u analizama varijabilnosti populacija (Smith i Devey, 1994), kao i za identifikaciju
blisko povezanih sorti (Vosman i sar., 1992).

Prednosti SSR markera predstavljaju kodominantnost alela, njihova velika
prisutnost u genomu eukariota i njihova slucajna distribucija Sirom genoma (Morgante i
sar., 2002; Barcaccia i sar., 2006). Male koli¢ine DNK (10-100 ng po reakciji) su
potrebne za PCR analizu. Zbog upotrebe dugih.sekvenci PCR prajmera,
reproducibilnost SSR markera je visoka i ne zahteva visok kvalitet DNK.

Jedan od glavnih nedostataka SSR markera su visoki troskovi za dizajniranje
prajmera, ukoliko su adekvatni prajmeri za odredene vrste nedostupni, $to otezava
njihovu primenu na nedovoljno proucavanim vrstama. lako su mikrosateliti u principu
kodominanantni markeri, mutacije na mestima vezivanja prajmera mogu dovesti do
pojave ,,null* alela (nema umnozavanja PCR proizvoda), §to moze da dovede do
greSaka u oceni genotipa. Zapazena je i pojava ,, stutter “ traka koje su posledica DNK
proklizavanja tokom PCR umnozavanja. Ovo moze da oteza tumacenje profila traka
zbog odredivanja velic¢ine fragmenata 1 heterozigoti mogu biti pomesani sa
homozigotima.

SSR markeri pokazuju visok nivo polimorfizma. Kao rezultata toga, oni su
veoma informativni markeri koji mogu da se koriste za mnoge geneticke analize, od
nivoa jedinke, pa do blisko povezanih vrsta. Nasuprot tome, njihov visoka stopa

mutacije ih ¢ini nepodobnim za izucavanje diverziteta visih taksonomskih kategorija.
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SSR markeri se smatraju idealnim markerima za mapiranje gena (Jarne i Lagoda, 1996).
Oni su korisni za procenu geneti¢ke varijabilnosti kolekcija germplazme (Mohammadi i
Prasanna, 2003). SSR markeri vezani za gene poznate funkcije mogu biti testirani za
povezanost sa fenotipskim varijacijama i nekim drugim bioloskim funkcijama (Ayers i
sar., 1997).

Polimorfizmi pojedina¢nih nukelaotida kao marker

Nova vrsta DNK markera (eng. SNP - Single Nucleotid Polymorphism) je
postala veoma prihvaéena u prou¢avanju genoma. Cinjenica da je u mnogim
organizmima polimorfizam uglavnom rezultat promene u jednom nukleotidu (tackaste
mutacije), dovela je do razvoja SNP tehnika za proucavanje ove vrste polimorfizma.
Ove promene u jednoj bazi se mogu koristiti kao molekularni markeri za gene od
bialelni lokusi. Ovi markeri predstavljaju najzastupljeniji geneti¢ki polimorfizam kod
visih eukariota, ukljucuju¢i biljke. Mnogobrojna istrazivanja su pokazala da se
ucestalost SNP krece od 1/25 bp kod krompira, do 1/7000 bp kod paradajza. Najcesée je
jedan SNP prisutan na 200 do 500 bp, a njihova gustina je veca u intergenskim i
intronskim regionima nego u egzonima (Weising i sar., 2005). Analiticke procedure
zahtevaju informacije o sekvenci za dizajniranje specificnih PCR prajmera ili
oligonukleotidnih proba. Identifikacija SNP-ova obuhvata dva pristupa. Jedan od njih
podrazumeva pretrazivanje sekvenci iz baze podataka, kada su oni oznaeni kao in
silico ili elektronski SNP-ovi. Drugi pristup je konvertovanje ostalih tipova
molekularnih markera u SNP-ove. Kada se jednom utvrdi lokacija, idetifikuje i dizajnira
odgovarajuc¢i SNP marker, ova metoda nudi visok stepen automatizacije.

Vazna prednost SNP markera je da se njihova detekcija ne zasniva na gel
elektroforezi. Kod velikih genotipizacija koje se zahtevaju u marker asistiranom
oplemenjivanju, tehnologije zasnovane na gel elektroforezi su ¢esto suvise intenzivne i
dugotrajane. Velika gustina SNP markera povecava verovatno¢u pronalazenja
polimorfizma u ciljnom genu, S§to obezbeduje veliku prednost u odnosu na ostale
markere koji su najcesce tesno povezani sa lokusom od interesa. lako je upotreba SNP
markera kod biljaka jo$ uvek u razvoju, oc¢ekuje se da ¢e postati najkoris¢eniji markeri u

bliskoj buducnosti, posebno kada cele sekvence genoma biljaka postanu dostupne

15



(Ganal i sar., 2011). SNP analiza je od posebne koristi za diskriminaciju gajenih biljaka
koje imaju nizak nivo polimorfizma, kao S$to je paradajz. Razvoj SNP markera kod
kukuruza nudi primenu DNK markera u mnogim novim oblastima populacione
genetike, identifikaciji gena, oplemenjivanju i karakterizaciji germplazme. Kukuruz
poseduje visoku ucestalost SNP markera, od 1/31bp u nekodiraju¢im do 1/124bp u
kodiraju¢im regionima (Tenaillon i sar., 2001; Ching i sar., 2002; Vroh Bi i sar., 2006).
Posto predstavljaju najces¢i tip genetickih varijacija u biljkama, SNP markeri mogu

imati znacajnu ulogu u proucavanju otpornosti na bolesti, abiotickih i biotickih stresova

1 ekonomski vaznih osobina.

Tabela 1. Pregled relevantnih karakteristika tehnika molekularnih markera najcesce

koriSéenih u analizi genetiCih resursa kukuruza (Spooner, 2005)

Izoenzimi RFLP RAPD SSR AFLP
Zastupljenost u Niska Visoka Visoka Visoka Visoka
genomu
Nivo . . . . .
i . Nizak Srednji Srednji Visok Srednji
polimorfizma
Specifi¢ni za Da Da Ne Da Ne
lokus
Kodominantnost Da Da Ne Da Ne /da
alela
Reproducibilnost Visoka Visoka Niska Visoka Srgdnja-
visoka
Kompleksnost Niska Visoka Niska Visoka Srednja
Zahtevnost Niska Visoka Niska Niska - Srednja
tehnike srednja
Troskovi analize Niski Visoki Niski Niski Srednji
Troskovi razvoja Niski Sr(?dnjl_ - NISkI: Visoki Niiski
tehnike Visoki srednji
Koli¢ina . . . i
potrebne DNK - Visoka Niska Niska Srednja
Mogucnost Ne Ne Da Da Da
automatizacije

1.4.2. Primena geneti¢kih markera u proucavanju diverziteta lokalnih populacija

kukuruza

Razli¢ite metode se mogu koristiti za procenu geneticke varijabilnosti kod

biljnih vrsta, kao $to su podaci iz rodoslova, kvalitativne i kvantitativne morfoloske
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osobine i polimorfizam na nivou DNK. Fenotipske osobine su od velikog znacaja za
ispitivanje lokalnih populacija kukuruza. Odnosi izmedu osobina se statisticki odreduju
izraCunavanjem koeficijenata korelacije PCA metodom (eng. PCA - Principal
Component Analysis) metodom.

Kukuruz sa svojim ogromnim varijacijama u morfoloskim osobinama i velikim
DNK polimorfizmom predstavlja usev sa najve¢im genetickim diverzitetom (Matsuoka
I sar., 2002). Geneticka raznovrsnost lokalnih populacija kukuruza ima kljué¢nu ulogu u
procesu oplemenjivanja (William i Michael, 2002), pa je proucavanje njihovog
diverziteta od izuzetnog znacaja. Od Sezdesetih godina proSlog veka radena je
karakterizacija kolekcija da bi se formirale ,,jezgrovne” (eng. core) kolekcije, utvrdila
veza izmedu grupa sa specifi¢nim svojstvima od interesa za oplemenjivanje, kao i da bi
se potvrdila postojeca klasifikacija. Formiranje jezgrovne kolekcije predstavlja stvaranje
pocetnog materijala odabiranjem genotipova koji predstavljaju reperezentativnu
varijabilnost velike kolekcije (Brown, 1989). Ovaj proces omogucava potpuniju
karakterizaciju manjeg broja znacajnih uzoraka, kao i integraciju najznacajnih osobina —
prilagodljivost, varijabilnost, divergentnost i heteroti¢ni potencijal.

Morfoloska deskripcija i klasifikacija je uradena na lokalnim populacijama
kukuruza iz Spanije (Sanchez-Monge, 1962), Italije (Brandolini i Mariani, 1968),
Jugoslavije i Rumunije (Pavli¢i¢ i Trifunovi¢, 1966), Portugalije (Costa-Rodrigues,
1971) i Francuske (Gouesnard i sar., 1997). Poredenje kolelekcija iz razli¢itih zemalja je
uradeno na populacijama Italije, Madarske, Jugoslavije i Rumunije (Leng i sar., 1962) i
populacijama iz Italije, Jugoslavije i Rumunije (Pavlicic, 1971).

Izoenzimi su takode koriS¢eni za karakterizaciju uzoraka razli¢itih lokalnh
populacija kukuruza (Geri¢ i sar., 1989; Lefort-Buson i sar., 1991; Revilla i sar., 1998;
Gimenes i Lopes, 2000). Na odabranim populacijama svih agroekoloskih grupa iz banke
gena Instituta za kukuruz analizirano je 12 enzimskih sistema koje kontrolise 21
enzimski lokus (Geri¢ i sar., 1989). Na osnovu broja alela po lokusu, ucestalosti alela,
broja polimorfnih lokusa i o¢ekivane heterozigotnosti, utvrdeno je da se grupe manje ili
viSe razlikuju. Rezultate je bilo tesko interpretirati, a alozimska varijabilnost je dala
samo pribliznu sliku geneticke strukture populacija.

Za izuCavanje genetickog diverziteta postepeno su poceli da se koriste DNK

markeri, posebno RFLP. Pokazalo se da su RFLP markeri efikasniji od izoenzima u
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izuavanju lokalnih populacija kukuruza (Dubreuil i Charcosset, 1998). Veci
polimorfizam je dobijen sa RFLP markerima i veci broj lokusa je doprineo vecoj
diskriminativnoj sposobnosti RFLP markera. U cilju analize velikog broja populacije
kukuruza RFLP markerima, razvijen je metod grupnog DNK uzorka (Dubreuil i sar.,
1999). Prvo je uradena analiza na reprezentativnom uzorku kolekcije populacija INRA-
PROMAIS banke gena iz Francuske (Rebourg i sar., 1999). Zatim je usledila analiza
vise od 450 evropskih populacija kukuruza (Rebourg i sar., 2001; Gauthier i sar., 2002).
U cilju ispitivanja introdukcije i Sirenja kukuruza u Evropi, okarakterisan je
reprezentativan broj od 131 populacije kukuruza poreklom iz Amerike i Evrope RFLP
markerima (Rebourg i sar., 2003). Pokazalo se da je polimorfizam bio veéi za
populacije iz Amerike nego za evropske, a samo nekoliko alela je specificno za
evropske populacije.

U poredenju sa RFLP markerima, RAPD markeri su pogodniji za rad, kada se
uzme u obzir jednostavnost i1 troskova. U radu Ignjatovi¢-Mici€ i sar. (2003) koriri§¢eni
su RFLP i RAPD markeri da bi se otkrili eventualni duplikati lokalnih poulacija.
Duplikati nisu otkriveni, jer su oba marker sistema detektovala dovoljnu koli¢inu
polimorfizma. Kod kukuruza RAPD markeri su se koristili za procenu diverziteta
germplazme. U radu Carvalho i sar. (2004) analizirano je 79 lokalnih populacija
kukuruza i dve poboljsane sorte sa RAPD markerima. Obrada rezulata je pokazala da se
ove populacije odlikuju velikom varijabilnos¢u. Sprovedena je i uporedna
karakterizacija 17 populacija tvrdunaca pomo¢u RAPD markera i uocen je visok nivo
varijabilnosti usled ukrStanja razli€itih izvora germplazme (Okumus, 2007).

AFLP markeri su se pokazali kao efikasno sredstvo u otkrivanju polimorfizma
na nivou DNK i pravljenju velikog seta markera za mapiranje kod kukuruza (Castiglioni
i sar., 1999; Vuysteke i sar., 1999). Oni su pored SSR markera najinformativniji i dobar
su izbor u izucavanju diverziteta (Pejic i sar., 1998; Lubberstedt i sar., 2000). Rezultati
rada Hartings i sar. (2008) su potvrdili da AFLP markeri imaju visoku ucestalost
polimorfnih traka i da daju geneticki otisak lokalnih populacija. Populacije tvrdunaca sa
prostora bivse Jugoslavije takode su analizirane sa AFLP i SSR markerima, da bi se
uradila njihova karakterizacija, identifikacija i klasifikacija (Ignjatovi¢-Mici¢ i sar.,
2007).
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Medu razli¢itim tipovima molekularnih markera, SSR markeri se smatraju
najboljim izborom u proucavanju geneticke varijabilnosti zbog njihovog visokog nivoa
polimorfizma (Senior i sar., 1998). SSR markeri predstavljaju dobar alat za mapiranje
genoma, genotipizaciju i evaluaciju germplazme (Smith i sar., 1997; Senior i sar.,
1998). Novije studije sa SSR markerima obuhvataju opis autohtonih lokalnih populacija
kukuruza Portugala (Patto i sar., 2004), Etiopije (Beyene i sar., 2006), Kine (Yao i sar.,
2007; Qi-Lun i sar., 2008), Argentine (Bracco i sar., 2009) i Indije (Prasanna, 2010;
Sharma i sar., 2010).

Karakerizacija pomo¢u molekularnih markera moze da predstavlja dugotrajan i
skup proces, ukoliko je potrebno analizirati veliki broj jediniki populacije, zbog velike
varijabilnosti unutar same populacije. Potrebno je analizirati izmedu 15 i 30
individualnih jedinki da bi populacija bila pouzdano okarakterisana (Dubreuil i sar.,
2006; Warburton i sar.,2010). Od strane CGIAR 2003. godine zapocet je destogodi$nji
Generation Challenge Program (GCP) sa ciljem iskori§¢avanja genetickog diverziteta
radi poboljSanja useva u procesu oplemenjivanja. U okviru GCP projekta koris¢enjem
strategije grupnog uzorka i pazljivo odabranog seta SSR markera, okarakterisano je oko
800 lokalnih populacija kukuruza.

Do danas se SNP markeri nisu koristili u proucavanju genetickih resursa kukuruza.
Razlog za ovo je $to su postoje¢e metode markera koje se koriste isplativije, a daju i
zadovoljavajuce rezultate. Dvadeset lokalnih populacija kukuruza koje se obnavljaju i
¢uvaju u pet razlic¢itih banaka gena ispitivane su radi procene genetickog integriteta,
koriste¢i 1,150 SNP markera i 235 SNP haplotipova (Wen i sar., 2011). Promene
detektovane u genetickom integritetu, u smislu prisustva 1 odsustva gena (alela) od
strane SNP i SNP haplotip analize, bile su dinami¢ne tokom regeneracije. Pokazano je
da se SNP markeri mogu koristiti za odredivanje geneti¢kog integriteta lokalnih

populacija kukuruza.

1.5. Upotreba gentic¢kih resursa kukuruza

Ocuvanje genetickih resursa bez njihovog kori§¢enja nema mnogo smisla; biljni
geneticki resursi se odrzavaju zbog mogucée upotrebe u ljudskoj ishrani, kao hrana za
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stoku, za farmaceutsku industriju i kao biogorivo. Koncept prebridinga uspostavlja vezu
izmedu genetickh resursa i oplemenjivanja. On obuhvata evaluaciju, adaptaciju 1
poboljsanje genetickih resursa koji ¢e se dalje koristiti u procesu oplemenjivanja.
Sustina ovog koncepta je da ucini germplazmu upotrebljivom za dobijanje novih sorti,
odnosno da identifikuje odgovaraju¢e pozeljne osobine koje bi bile ukljucene u
programe oplemenjivanja (Nass i Paterniani, 2000).

U lokalnim populacijama kukuruza mogu se naéi izvori razli¢itih morfoloskih 1
agronomskih pozeljnih osobina kao §to su: ranostasnost, duzinu klipa, veliki broj redova
zrna, duzinu zrna, masa zrna. Takode, one mogu posluziti i kao izvor prirodne
otpornosti na bolesti, StetoCine 1 abioticki stres ili kao izvori za razlicita specifi¢na
svojstva. U poslednjih desetak godina sve vise se radi na identifikaciji pozeljnih
svojstava, kao sto su tolerantnost na susu (Hayano - Kanashiro i sar., 2009; Ndiso i sar.,
2008; Gement i sar., 2010; Vancetovic i sar., 2010; Babi¢ i sar., 2011), hemijski sastav
zrna (Pinto i sar., 2009; Vazquez-Carillo i sar., 2011; Mladenovi¢ Drini¢ i sar., 2009;
Mladenovi¢ Drini¢ i sar., 2011) i rezistentnost na patogene (Diniz, 2002; Iglesias i sar.,
2006). Analizirajuci lokalne populacije iz Latinske Amerike na otpornostprema insektu
Chilo partellus, Tamiru i sar. (2011) su otkrili specifican, do sada nepoznat, nacin
odbrane ovih genotipova. Odmah nakon $§to Chilo partellus polozi jaja biljke kukuruza
zapocinju proizvodnju odredenih hemijskih materija koje privlate parazitske ose, koje.
unistavaju jaja ovog moljca ¢ime se sprecava osStecenje biljke. Identifikacija alela
ukljucenih u ovaj mehanizam c¢e biti iskoriséena za poboljsanje otpornosti elitnih
genotipova, sa ciljem smanjivanja upotrebe insekticida.

Uspesni programi koriS¢enja lokalnih populacija u oplemenjivanju kukuruza su
malobrojni, zbog toga Sto je proces identifikacije pozeljnih alela u kolekcijama
germplazme i njihova inkorporacija u komercijalne genotipove dugotrajan i skup. Za
realizaciju ovakvih programa neophodna su finansijska podrska, kao i1 kooperacija
izmedu naucnika i selekcionera iz javnih i privatnih institucija. Jedan od uspe$nih
primera je koriS¢enje germplazme kukuruza za poboljSanje kvaliteta zrna, realizovan
kroz GEM projekat. Rezultat GEM projekta je stvornih 65 varijeteta sa poboljSanim
sastavom aminokiselina (lizin, metionin 1 triptofan), povecanim sadrZzajem ulja i

proteina, kao i poboljsanim termalnim svojstvima skroba.

20



2. CILJ RADA

Koris¢enje lokalnih populacija kukuruza u procesima selekcije i oplemenjivanja
ima za cilj prosirivanje geneti¢ke osnove postojece elitne germplazme. Na ovaj nacin bi
trebalo da se poveca adaptibilnost hibrida kukuruza na abiotic¢ke i bioticke faktore stresa
i/ili povecanje kvaliteta zrna za ljudsku i sto¢nu ishranu. S obzirom na postojece
klimatske promene i rast ljudske populacije, odnosno sve veée potrebe za hranom,
stvaranje hibrida poboljSanih performansi predstavlja jedan od glavnih ciljeva
savremene poljoprivrede. Karakterizacija 1 odredivanje varijabilnosti lokalnih
populacija kukurza predstavlja prvi korak u procesu pre-bridinga, odnosno prvi korak u
omogucéavanju njihovog efikasnog kori§¢enja u programima oplemenjivanja.

Cilj ovog rada je ispitivanje varijabilnosti lokalnih populacija kukuruza iz banke
gene Instituta za kukuruz ,,Zemun Polje”, primenom morfoloskih i molekularnih
markera. Na ovaj nain ¢e se uraditi karakterizacija i utvrditi odnosi populacija iz
razli¢itih agroekoloskih grupa.

Primenom RAPD i SSR molekularnih markera utvrdice se efikasnost razli¢itih
marker sistema u proceni geneticke varijabilnosti populacija kukuruza. Takode ¢e se
proceniti i mogucnost koris¢enja metode grupnih uzoraka u odnosu na analizu
pojedinac¢nih biljaka.

Introdukovane populacije iz Francuske, Gruzije i Kine koristi¢e se kao kontrole,
radi provere genetiCke slicnosti lokalnih i introdukovanih populacija, kako za
morfoloske tako 1 za molekularne analize.

Na osnovu rezultata morfoloskih i molekularnih analiza, procenic¢e se najbolji
nacin sveobuhvatnog kombinovanja ovih metoda u izucavanju geneti¢ke varijabilnosti
populacija kukuruza. Ocekuje se da c¢e dobijeni rezultati dati potpuniju sliku o
medusobnom odnosu lokalnih populacija, $§to ¢e omoguéiti njihovo efikasnije

odrzavanje i koris¢enje u budu¢im programima selekcije i oplemenjivanja.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Biljni materijal

Set od 54 lokalne populacije prikupljene sa teritorije bivse Jugoslavije 1 Sest
introdukovanih populacija, a koje sve pripadaju Banci gena Instituta za kukuruz, je
analiziran radi utvrdivanja geneticke varijabilnosti lokalnih genotipova. Lokalne
populacije predstavljaju svih 18 agro-ekoloskih grupa (po tri populacije iz svake grupe).
Posavsi od pretpostavke da bi lokalne populacije trebalo da budu geneticki slinije
izmedu sebe u odnosu na populacije poreklom iz drugih delova sveta, u eksperiment su
ukljucene i introdukovane populacije. One obuhvataju dve populacije poreklom iz Azije
(Kina), a cCetiri iz dva razlicita regiona Evrope (po dve iz Gruzije i Francuske). Spisak

analiziranih populacija je dat u Tabeli 2.
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Tabela 2. Lista 54 lokalne i Sest introdukovanih populacija kori§¢enih za ispitivanje fenotipskih osobina i molekularnu analizu

Ime Skracenica Broj Skracenica
agroekoloske grupe grupje populacije Tip zrna Uzorak Poreklo
grupe
1 cTl Tvrdunac Beli domaci Srbija
5 Crnogorski - . cT2 Polutvrdunac ~ Beli kosovski brzak Bosna i
3 cT3 Tvrdunac Domaci zuti Bosna i
Hercegovina
brz1l Polutvrdunac ~ Narandzasti viSeredi Srbija
4 tvrdunac
Bosanski rani brz2 Poluzuban Svetlozuti zuban Bosna i
5 . brz 2 .
zubani ) Hercegovina
5 brz3 Tvrdunac Zuti polutvrdunac Bosna i
Hercegovina
7 kPT1 Zuban Tetovac bjeli Crna Gora
8 p(i?l?f\?r\éil(r]ici KPT 3 kPT2 Poluzuban Beli osmak Srbija
9 kPT3 Zuban Beli polutvrdunac Srbija
10 makT1 Tvrdunac Belo Zzito Crna Gora
11 Mf\‘/‘%%?]r;?ki makT 4 makT2 Tvrdunac Visoko seme Makedonija
12 makT3 Poluzuban Zolti tvrdi Makedonija
13 Osmak tipa Osm1 Poluzuban Crveno zuti osmak Srbija
14  severnoistocne Osm 5 Osm2 Zuban Brdski osmak Srbija
15 Amerike Osm3 Polutvrdunac Beli tvrdunac Srbija

23



Tabela 2. Nastavak

Ime Skracenica Broi Skracenica
agroekoloske : populacije Tip zrna Uzorak Poreklo
grupe grupe grupe

. PT1 Tvrdunac Zuti tvrdunac Slovenija

16 J
Prelazni

17 (izvedeni) PT 6 PT2 Tvrdunac Je¢menka Slovenija
18 tvrdunci PT3 Polutvrdunac Beli stodanac Srbija
19 medT1 Tvrdunac Pjesak Bosna i

Mediteranski T 7 HercegO\_/_ina

20 tvrdunci me medT2 Tvrdunac Rumena gorenka Slovenija

21 medT3 Tvrdunac Kukuruz domaci Hrvatska
2 _ _ sT1 Tvrdunac Zuti staklarac Srbija

23 %\'/trré?lznr;' sT 8 sT2 Tvrdunac Kvarantin K-49 Hrvatska

24 sT3 Tvrdunac Koroska hitrica Slovenija
25 _ _ omZ1 Zuban Zuti stodanac Srbija
26 Osm;)l:gg:]imekl omZ 9 omZ2 Zuban Beli plocan Srbija
27 omZ3 Zuban Staklenac Zolti Srbija
o8 _ Tl Polutvrdunac Zuti murt optak Srbija
29 ﬁ\lﬁgﬂ?}gﬁ rT 10 rT2 Tvrdunac Zuti osmak Srbija
30 T3 Poluzuban Zuti osmak Srbija
31 B dT1 Tvrdunac Zuti tvrdunac Srbija

32 [i\ljrg doul(r:::?l aT 11 dT2 Tvrdunac Zuti osmak Hrvatska

33 dT3 Tvrdunac Tinska rumena Slovenija
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Tabela 2. Nastavak

Ime Skracenica Broi Skracenica
agroekoloske : populacije Tip zrna Uzorak Poreklo
grupe grupe grupe
34 mPZ1 Polutvrdunac/ Beli moravac Srbija
Beli poluzuban b7 1 poluzuban _ )

35 Moravac m mPZ2 Zuban Beli abavac Srbija
36 mPZ3 Zuban Beli Srbija
37 Zubani kpZ1 Zuban Topciderac Srbija
38 kukuruznog kpZ 13 kpZ2 Zuban Sidski zuban Srbija
39 Pojasa SAD-a kpZ3 Poluzuban Sumadijski beli Stbija
40 PZ1 Poluzuban Moravac zuban Srbija
41 Prelazni zubani PZ 14 PZ2 Poluzuban NS 26 Srbija
42 PZ3 Poluzuban NS 29 Srbija
43 jz1 Zuban Zuti zuban Hrvatska
44  Juzni zubani iz 15 jZ2 Zuban Bjeli kukuruz Hrvatska
45 jZ3 Zuban Dentoze Hrvatska
46 srbZ1 Zuban Moravac kolomec¢i kuc Hrvatska
47 Srzbuubzr:ﬁk' srbZ 16 srbZ2 Polutvrdunac Bjelac zuban Srbija
48 srbZ3 Zuban Zlatni zuban Srbija
49 tz1 Zuban Stopanka beli osmak Srbija
50  Tvrdi zubani tZ 17 tZ2 Poluzuban Beli polutvrdunac Srbija
51 tZ3 Zuban Tamnozuti poluzuban Srbija
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Tabela 2. Nastavak

Ime Skraéenica Broj Skracenica
agroekoloske . populacije Tip zrna Uzorak Poreklo
grupe grupe grupe
52 mT1 Polutvrdunac  Stopanka beli osmak Srbija
53  Meki tvrdunci mT 18 mT2 Tvrdunac Beli polutvrdunac Srbija
54 mT3 Poluzuban Tamnozuti poluzuban Srbija
Introdukovane populacije
Gl Gruzija
55 Tvrdunac 285 razuk
56 G a G2 o Gruzija
Zuban Kartuli krugi
57 Fl Tvrdunac Pyrenees francel0 Francuska
F - F2 Francuska
58 Tvrdunac Pyrenees france3
K1l : o :
59 Zuban Qinshanbeimaja Kina
K N K2 _ _
60 Tvrdunac Uparjagerda Kina
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3.2. Metode

3.2.1. Analize morfoloskih osobina, prinosa i komponenti prinosa

Poljski ogledi su izvedeni u 2007. i 2008. godini. Sve populacije su posejane u
Zemun Polju (44° 52" 14’ severna geografska Sirina 20° 19" 48" istocna geografska
duzina, 82m nadmorska visina), u dve gustine (44 640 i 64 935 biljaka po hektaru, sa
razmakom izmedu redova 70cm). Ogled je postavljen po sluc¢ajno popunjenom bloku
(eng. RCB - Randomized Complete Block) u dva ponavljanja, Cetiri reda od svake
populacije po ponavljanju i po 20 biljaka po redu. Nicanje biljaka je bilo ujednaceno. Za
analize morfoloSkih osobina uzeta su dva srednja reda. Ukupno je analizirano 18
morfoloskih osobina (fenotipskih parametara) na 20 kompetitivnih biljaka po
ponavljanju, 40 po gustini, tj 80 biljaka po populaciji. Spisak svih fenotipskih osobina,
jedinice u kojima su izrazene vrednosti merenja, kao 1 opis nacina merenja su prikazani

u Tabeli 3.

U polju u fazi cvetanja su izmerene morfoloske osobine i izrazene kao srednja
vrednost na 80 biljaka po populaciji.

U berbi su obrana srednja dva reda svake populacije u svim ponavljanjima i
gustinama 1 izmerena je teZina klipova po populaciji. Takode je odreden broj klipova u
srednja dva reda. Odabrano je pet klipova za odredivanje sadrzaja vlage i tezine
oklaska. Preracun prinosa zrna sa parcele na prinos u t/ha sa 14 % vlage radio se prema

slede¢oj formuli:

Bz — Flolk 100 -4 W1
EZ ) % (

P(t/ha) = () x Mep x —

Bz

gde je P - povrSina elementarne parcele, Mep - prinos zrna (masa) dobijen sa
elementarne parcele, Muz - masa uzorka od 5 klipova, Mok - masa oklasaka uzorka od
5 klipova i % VI - procenat vlage u zrnu u trenutku berbe.

Nakon berbe uzeto je 20 klipova po ponavljanju za merenje komponenti prinosa
I prinosa. Dimenzije zrna su izmerene pomocu Sublera, a uzimano je 10 zrna sa sredine
klipa. Masa 1000 zrna je odredena tako Sto su odbrojana zrna, a zatim susena na 65°C
26h 1 izmerena na analitickoj vagi.

Izracunate su srednje vrednosti odabranih biljaka svih populacija za analizirana

svojstva.
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Tabela 3. Analizirane morfoloSke ososbine, komponente prinosa i prinos

Tip osobine Osobina Skracenica  Jedinica Opis merenja
Visina biljke VB cm V|5|r_1a biljka od tla do vrha
metlice
Visina do klipa VK om Vl_sma blljk_e od tla do
primarnog klipa
Broj listova BL U_k_upan broj listova na
biljci
Morfploske Dl_lzma lista do DLK om Dl'lzma lista do primarnog
osobine Klipa Klipa
Od nodusa ispod najnize
Duzina metlice DM cm primarne grane pa do vrha
osovine metlice
BrOJ_ grana oo BrOJ_ primarnih  grana
metlice metlice
.. Duzina dela metlice sa kog
Duzina granatog .
. DGM cm polaze primarne grane
dela metlice )
metlice
DuFina ose Duzina od  poslednje
: DOM cm primarne grane metlice do
metlice
vrha
Period medu Razhkg 1.zmedu _pojave
metlicanja . AS| dani polena i _svﬂe kod vise od
o 50% biljaka odabranih za
svilanja . i
analizu po familiji
Broj redovazma  BRZ Ukupan broj redova zrna
na klipu
Brojzrnauredu  BZR Ukupan broj zrna u redu
Duzina klipa DK cm DuZina klipa do vrha
Kgmponente Precnik klipa PK om Dua.m_etar_ Izmeren  na
prinosa sredini klipa
Sirina zrna Sz cm Sirina zrna sa sredine klipa
Debljina zma DEZ om D(_abljlna zrna sa sredine
Klipa
.. Duzina zrna sa sredine
DuZina zrna Dz cm .
klipa
Masa 1000 zrna MZ g Prosecr_la masa 1000 zrna
sa sredine klipa
Preracun prinosa zrna sa
Agro_nomske PrinoS PR t/h parcele na prinos u t/ha sa
osobine

14 % vlage
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3.2.2. Statisti¢ka analiza fenotipskih osobina
Od osnovnih statistickih pokazatelja za svako svojstvo je utvrdena srednja

vrednost (Y) minimalna vrednost (min), maksimalna vrednost (max), standardna
devijacija (o), kofecijent varijacije (CV) i varijansa (c?). Pomenuti parametri su

izracunati po slede¢im formulama (Hadzivukovi¢, 1991):

Analiza varijanse

Obrada rezultata ispitivanih osobina populacija izvrSena je metodom analize
varijanse (ANOVA). Radi testiranja znaCajnosti varijacija izmedu populacija uradena je
trofaktorijalna analiza varijanse po modelu koji je prikazan u Tabeli 4 (Anderson i
Bancroft, 1952):

Tabela 4. Model trofaktorijalne analize varijanse

Izvori varijacija Stepeni slobode Sredine Ocekivana vrednost sredine
kvadrata kvadrata

Ponavljanja— R (r-1)
Godine - Y (y-1) Mg O + dpye + rgdpy + rydps + rygop
Gustine (varijante) — D (d-1) M- O + rdpye + rgdpy + rddgs + rdgoy
Genotipovi — G (0-1) Me O + 'dpyg + 'ydpg + rddyg + rdydg
Gus.xgod.—-DxY (d-1)(y-1) Ms Og + dpys + rgdpy
Gus.xgen—-Dx G (d-1)(y-1) My O + rdpye *+ rgdpe
God. xgen—-Y x G (y-1)(9-1) M; Og + dpyc + rddve
DxYxG (d-1)(y-1)(g-1) M, O + Idpve
Pogreska — E (r-1)(ryg-1) M, O
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Komponente varijanse izracunate su po slede¢im formulama:
o = M

dove = (Ma—My)/ 1

ove = (M3—My)/rd

oo = (Ma—Mp)/ 1y

dpy =(Ms—My)/rg

oc = (Mg + Mz — M3+ My)/ rdy

oy = (Mg + My — M3+ Ms)/ rdg

op =(Mg+ Mz—My+ Ms) ryg

Za ovaj model fenotipska varijansa glasi:

OF =06 + 0g/ rgy + dpvya/ dy + 6ps/ d + dyel Y

Koeficijent heritabilnosti (u Sirem smislu) ispitivanih osobina (hz) za sve
navedene modele izraCunat je na osnovu odnosa genotipske (dg) i fenotipske (Of)

varijanse:

, og

h* =—

&f
Analiza principalnih komponenti (eng. PCA - Principal Component Analysis) je
uradena na osnovu fenotipske korelacione matrice prilagodenih srednjih vrednosti

anliziranih osobina svih populacija. Matrica distanci izmedu populacija je izraCunata na

osnovu standardizovanih osnovnih komponenti za eigen vrednosti vece od jedan.

ANOVA i PCA analiza su uradene u statistiCkom programu SPSS 15.0 for

Windows Evaluation Version..

Klaster analiza

Na osnovu srednjih vrednosti morfoloskih svojstava svih populacija uradena je
klaster analiza, pri ¢emu je kao mera distance koriS¢en kvadrat euklidskog rastojanja, a
kao metod grupisanja UPGMA (eng. Unweight Pair Group Method with Arithmetic
Mean). Klaster anliza je uradena u NTSYSpc 2.1 (Rohlf FJ, 2000).
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3.2.3. Molekularne analize

Molekularna karakterizacija odabranih populacija kukuruza je uradena sa 30
RAPD i 30 SSR markera. Ovi markeri su odabrani iz javne baze podataka MaizeGDB
(http://www.maizegdb.org) na osnovu stepena polimorfizma, pozicije na hromozomu i
Citljivosti traka.

Po 20 pojedinacnih biljaka iz pet slucajno odabranih populacija (jZ1, mTl1,
medT3,0sm2 i K1) je testitano sa RAPD i SSR markerima, radi poredenje razultata

grupnih i pojedinacnih uzoraka.

3.2.3.1. lzolacija DNK

DNK je izolovana iz semena populacija, pri ¢emu je svaki genotip predstavljen
sa po 30 zrna koja su samlevena u mlinu za simultano mlevenje pojedina¢nog zrna
(Kataskapt). Vreme mlevenja je iznosilo dva puta po tri minuta. Od svakog zrna
izmereno je po 100mg i napravljen je grupni uzorak DNK za izolaciju. Takode je
pripremljeno tkivo za analizu pojedinac¢nih uzoraka.

Izolacija DNK je uradena prema protokolu Rogers-a i Bendich-a (1988).
Izmereno je po 250mg prethodno pripemljenog grupnog i pojedinac¢nih uzoraka. U svaki
uzorak dodato je 2 x CTAB (2% CTAB; 1,4 M NaCl; 1%PVP; 20mM EDTA; 100mM
Tris-HCI, ph 8,0) pufera za izolaciju, u odnosu tkivo:pufer 1:1 i 1 x CTAB pufer (dva
puta razblazen 2 x CTAB pufer) u odnosu tkivo:pufer 1:2. Oba pufera su prethodno
zagrejana na 65°C u vodenom kupatilu. Uzorak sa puferom je homogenizovano laganim
okretanjem ependorf tube 1 inkubirano u vodenom kupatilu na 65°C 30 minuta. Nakon
inkubiranja dodata je jedna zapremina Sevagovog reagensa (hloroform i izoamil alkohol
u odnosu 24:1), radi denaturacije proteina, i uzorci su muckani do dobijanja emulzije.
Uzorci su zatim centrifugirani 2 minuta na 12 000 rpm na +4°C. Nakon centrifugiranja
gornja faza je prebacena u novu ependorf tubu, a donja faza je odbacena. U uzorak je
zatim dodata 1/10 zapremine 10% CTAB pufera, prethodno zagrejanog u vodenom
kupatilu na 65°C. Zatim je dodata jedna zapremina Sevagovog reagensa i uzorci su
muckani do dobijanja emulzije, nakon ¢ega su centrifugirani 2 minuta na 12 000 rpm na

+4°C. Nakon centrifugiranja, gornja faza je prebacena u novu ependorf tubu, a donja je
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odbacena. U uzorak je zatim dodata jedna zapremina pufera za precipitaciju (1% CTAB,
50mM Tris, pH 8,0; 10mM EDTA, pH 8,0). Uzorci su lagano promuckani i inkubirani
na sobnoj temperaturi 20 minuta, do talozenja DNK. Nakon precipitacije izvrSeno je
centrifugiranje 2 minuta na 12 000 rpm na +4°C. Supernatant je odbacen, a talog
resuspendovan u ,,high-salt“ TE puferu (10 mM Tris, pH 8,0; ImM EDTA, pH 8,0; 1M
NaCl) i inkubiran u vodenom kupatilu na 65°C 10 minuta. Nakon inkubacije dodato je
dve zapremine hladnog 96% etanola, sadrzaj ependorf epruvete je promuckan i
ostavljen 30 minuta na -20°C. Uzorci su zatim centrifugirani 15 minuta na 12 000 rpm
na +4°C. Nakon centrifugiranja supernatant je odbacen, a talog ispran dva puta u 1 mL
hladnog 75% etanola. Nakon centrifugiranja supernatant je odbacen. Talog DNK je
suSen na sobnoj temperaturi oko 30 minuta, a zatim resuspendovan u 20-30 uL 0.1 X TE

puferu (10mM TRIS, ImM EDTA pH8,0).

3.2.3.2. Odredivanje koncentracije i provera kvaliteta DNK

Koncentracija 1 kvalitet DNK su odredeni  spektrofotometrijski i gel-

kvantifikacijom.

Spektrofotometrijski
Uzorak je razblazen u 0,1 x TE puferu 1000 puta i merena je apsorbancija na
talasnim duzinama A=230nm, A=260nm i A=280nm (spektrofotometar Shimadzu UV-

1601). Koncentracija DNK je izra¢unata po formuli:
conc. (ng/puL) = OD2 X R x 50/1000
ODygp — apsorbancija na talasnoj duzini od 260 nm
R —razblazenje uzorka
50 — koncentracija 50 ng/uL koja ima apsorbancu OD= 1

Jedna jedinica opticke gustine odgovara koncentraciji DNK od 50 pg/mL.
Uobicajeno je da DNK bude kontaminirana sa drugim molekulima (proteini, organska
jedinjenja i dr). Odnos apsorbanci na 260nm i 280nm se koristi da bi se procenila
¢isto¢a DNK. Ago pokazuje koncentraciju nukleinskih kiselina u uzorku, dok proteini

apsorbuju svetlost na 280 nm. DNK se smatra dovoljno ¢istom za marker analizu ako je
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ovaj odnos 1,8-2,0. Odnos Azso/Azso bi trebalo da se krece u opsegu 1,8-2,2 i pokazuje
prisustvo fenola, koji apsorbuje na 230 nm.

Kvantifikacija na gelu

Genomska DNK je analizirana na 0,8% agaroznom gelu. Kao standard za
poredenje koncentracija koriS¢ena su razli¢ita razblazenja A DNK (5, 10, 50, 100,
250ng/uL). Koncentracija DNK wuzoraka je odredena vizuelnim poredenjem sa

koncentracijama standarda.

Kvalitet DNK, odnosno stepen razgradnje pri ekstrakciji, procenjen je
poredenjem traka uzoraka sa A DNK. Razmaz ispod traka ukazuje na mehanicku ili

hemijsku degradaciju (1os kvalitet).

3.2.3.3. Geneticka karakterizacija RAPD markerima

RAPD reakcija je radena po protokolu Williams-a (1990), sa 30 proba (Tabela
5). Amplifikacija je izvedena u 25 pL reakcione smese sa 5 mM MgCl2, 100 uM
dNTPs, 0,2 uM prajmerom, 2,5 U Taq polimeraze (Fermentas) i 50 ng genomske DNA.
Reakcija je izvedena u PCR masini Biometra TProfessional Standard 96, u sledecem
programu: inicijalna denaturacija na 94°C/2 min, pracena sa 45 ciklusa koji se sastoje od
denaturacije na 94°C/30sek, vezivanja prajmera na 40°C/Imin i elongacije na

72°C/1min. Poslednji korak je zavr$na elongacija u trajanju od 7 minuta.

Po zavrSenoj reakciji uzorci su meSani sa 0.2 % rastvorom brom-fenol plave
boje i nanoSeni na agarozni gel (1,5% agroza u 1 x TBE). U kadicu za elektroforezu je
sipano 2L 0,5 x TBE pufera (napravljen razblazenjem 5 x TBE pufera — 445mM Tris;
445mM borna kiselina, 0,5M EDTA, pH 8,0). Na gel je nanoSeno po 10uL PCR smeSe.
Kao marker je koriS¢en 1kb DNK marker (Fermentas). Elektoforeza je trajala 2h na
40mA na aparatu DNA Sub-Cell Bio Rad. Po zavrSenoj elektroforezi gelovi su
inkubirani u rastvoru etidijum bromida (0,5 pg/uL), a zatim su fotografisani digitalnim
fotoapartom pod UV svetlom na transiluminatoru. Profili traka su zapisani u binarnom

kodu kao odsustvo (0) ili prisustvo (1) odredene trake.
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Tabela 5. Naziv i sekvence RAPD prajmera kori$éenih u analizi populacija

Naziv Sekvenca prajmera Naziv Sekvenca prajmera
prajmera (5-3) prajmera (5-3)

1 GEN2-80-7 GCAGGTCGCG 16 GEN4-70-4  GGACCGCTAG
2 GEN4-70-3  CTGTCGGCTC 17 GEN2-80-2 CGACGGGTGC
3 GEN 2-80-10 CGCGAACGGC 18 OPB01 GTTTCGCTCC
4 GEN 1-80-5  ACCCCAGCCG 19 OPB04 GGACTGGAGT
5 GEN 1-80-4  CGCCCGATCC 20 OPB05 TGCGCCCTTC
6 GEN 2-80-5 CGAGACGGGC 21 OPB08 GTCCACACGG
7 GEN1-70-5  GAGATCCGCG 22 OPB09 TGGGGGACTC
8 GEN 1-80-4  CGCCCGATCC 23 OPB11 GTAGACCCGT
9  GEN1-70-9/1 GGACTCCACG 24 OPB12 CCTTGACGCA
10 GEN1-70-9/2 TGCAGCACCG 25 OPB13 TTCCCCCGCT
11 GEN2-80-1 GCAGCAGCCG 26 OPB15 GGAGGGTGTT
12 GEN2-80-9 GCACGTGAGG 27 OPB16 TTTGCCCGGA
13 GEN1-80-9 GCACGGTGGG 28 OPB17 AGGGAACGAG
14  GEN1-70-10 CAGACACGGC 29 OPB19 ACCCCCGAAG
15  GEN4-70-2 GGACCGACTG 30 OPB20 GGACCCTTAC

3.2.3.4. Geneticka karakterizacija SSR markerima

SSR analiza je uradena metodom po Edwards-a i sar. (1991), sa 30 pari prajmera
(Tabela 6). PCR reakciona smesa je sadrzala 25 uL reakcione smese koja se sastojala od
DreamTaq™ Green PCR Master Mix (2X) - Fermentas, 0,5uM prajmera (forward i
reverse) i 50ng DNK.

Reakcija je izvedena po slede¢em programu: inicijalna denaturacija na 95°C/5
min, zatim sledi 15 ciklusa denaturacije na 95°C/30sek, nakon toga vezivanje prajmera

na 63,5°C/Imin (smanjivanje temperature za -0,5°C) 1 elongacija na 72°C/Imin.
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Sledeca 22 ciklusa su se odvijala na 95°C/30 sek, 56°C/Imin i 72°C/1min, sa finalnom
elongacijom na 72°C/7min.

PCR produkti su razdvojeni na 8% poliakrilamidnom gelu (30% akrilamid, 5 x

TBE, 10% amonijumpersulfat i TEMED). Na gel je nanoSeno po 8 pL PCR smese.

Kao DNK marker kori§¢en je 100bp DNK marker (Fermentas). Elektroforeza u
IXTBE (napravljen od 5xTBE pufera - 445mM Tris; 445mM Borna kiselina, 0,5M
EDTA, pH 8,0) je trajala 1,5h na 40mA na vertikalnom gel sistemu (Mini Protean
Tetra-Cell BioRad). Nakon elektroforeze gelovi su bojeni 20 minuta u rastvoru 0,5
pug/uL etidijum bromida, a zatim fotografisani pod UV svetlom transiluminatora
digitalnim fotoaparatom. Kori§¢ene probe detektuju pojedinacne lokuse, tako da je
svaka traka smatrana alelom. SSR profili za svaki prajmer su ocitani merenjem
frekvencije alela, koja je izrazena kao procenat individualnih traka unutar uzorka. Za

odredivanje frekvencije koris¢en je UN-SCAN-IT gel 6.1 programski paket.

Tabela 6. Naziv, pozicija na hromozomu (bin), ponovak i sekvenca SSR prajmera

kori$¢enih u analizi populacija

Naziv
) Bin Ponovak Sekvenca prajmera (forward i reverse)
prajmera

umcl282 1.01 (AT)6 5 -TACACTACACGACTCCCAACAGGA-3°
5’-GCGAGGGTTCTTTCCATAGAGAAT-3’
umc2047 1.09 (GACT)4 5’-GACAGACATTCCTCGCTACCTGAT-3’
5’-CTGCTAGCTACCAAACATTCCGAT-3’
umclais 4.08 (GGAAG 5-TCACACACACACTACACTCGCAAT-3
.. 5’-GAGCCAAGAGCCAGAGCAAAG-3’
umc1109 4.10 (ACG)4 5’-TCACACACACACTACACTCGCAAT-3’
5’-GAGCCAAGAGCCAGAGCAAAG-3’
umcl274 5.03 (TGC)5 5’-TTGAGTCTGGTACTGCGTATGAGG-3’
5’TAGCACTCCAACAGCAAGAGTTTG-3’
phi087 506 ACC 5’-GAGAGGAGGTGTTGTTTGACACAC-3’
5’-ACAACCGGACAAGTCAGCAGATTG-3’
umc1393 7.02 (GTC)4 5’-CCTTCTTCTTATTGTCACCGAACG-3’
5’-GCCGATGAGATCTTTAACAACCTG-3’
umcil324 7.03 (AGC)5 5’-ATCCATCATCATCATCATTGCTTG-3’
5’-ATGTCATCATGTACCAGGTGTTGG-3’
umc1492 9.04 (GCT)4 5’-GAGACCCAACCAAAACTAATAATCTCTT-3’
5’-CTGCTGCAGACCATTTGAAATAAC-3’
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Tabela 6. Nastavak

Naziv Bin  Ponovak  gsekvenca prajmera (forward i reverse)
10 umcl827 10.05 (GAC)6 5’-GCAAGTCAGGGAGTCCAAGAGAG-3’
5’-CCACCTCACAGGTGTTCTACGAC-3’
11 phi033 9.01 AAG 5’- ATCGAAATGCAGGCGATGGTTCTC-3’
5’- ATCGAGATGTTCTACGCCCTGAAGT -3’
12 umcl26 5.06 AG 5’-CAACAGGGTGAACCCTCTGTACTT-3’
5’-AATATGGTGTTGTGATTTGCATCG-3’
13 umc1400 306 (TTTG)6 5’-TTACCAATTGTATCCATCACACCG-3
5’-ACAACATAGCAGCCATCCTACTCG-3’
14 bnlgl526  10.04 AG(15) 3 -ACGAGCGAGTGGAGAATAGG-3’
5’- AGCCCAGTACGTGGGGTC-3’
15 bnlg1695 5.07 AG(30) 5’-ACCAAATCCTCATCTCGGAA-3’
5’-CAATCTCCCCAAAATCTCGA-3’
16 bnlg1643 1.08 AG(24) 5-ACCACCGTCCACCTCCAC-3’
5’-ATTGACCCCGTGACCCTC-3’
17 umclo13 1.08 (GA)9 5’>-TAATGTGTCCATACGGTGGTGG-3’
5’-AGCTGGCTAGTCTCAGGCACTC-3’
18 bnlg2235 8.02 AG(23) S-ATCCGGAGACACATTCTTGG-3°
5’CTGCAAGCAACTCTCATCGA-3’
19 umcl695 7.00 (CA)8 5’-CAGGTAATAACGACGCAGCAGAA-3’
5-GTCCTAGGTTACATGCGTTGCTCT-3’
20 umc2129 207 (CGC)5 S-ACGTGGTCATCACTCACCGC -3’
5’- AAGGAGGAGCGTTCTCGTGG -3
21 bnlg1443 6.05 AG(25) 5- TACCGGAATCCTCTTTGGTG-3
5’- TTTGACAACCTCTTCCAGGG-3’
29 umci1506 10.05  AG(19) 5’-AAAAGAAACATGTTCAGTCGAGCG-3’
5-ATAAAGGTTGGCAAAACGTAGCCT-3’
23 umc1040 9.01 (CT11 5’-CATTCACTCTCTTGCCAACTTGA-3’
5’-AGTAAGAGTGGGATATTCTGGGAGTT-3’
24 umc1859 6.06 (TC)8 5’-ATATACATGTGAGCTGGTTGCCCT-3’
5’-GCATGCTATTACCAATCTCCAGGT-3’
25 umcl1l070 1.02 (TC)7 5’-TTCCAGTAAGGGAGGTGCTG-3’
5’- TAAGCAACATATAGCCGGGC-3’
26 umcl782 7.04 (GAC)4 5 -CGTCAACTACCTGGCGAAGAA-3’
5’-TCGCATACCATGATCACTAGCTTC-3’
27 phi080 8.08 AGGAG 35 -CACCCGATGCAACTTGCGTAGA-3’
5’-TCGTCACGTTCCACGACATCAC-3’
28 umcl1944 7.04 5’-GAAGAAGGATCGCACACATGG-3’-
5’-AGACTGTCGCGCTGTACTATACCC-3’
29 umc2039 4.03 (CAG)5 5’-CATCTCCTACCAGCTCACCCC-3’
5’-GCTCGGGGTAGTAGTGTTCTCCTT-3’
30 umci3s7 9.05 (CTG)8 5’-TAGACATGTTGAAACCAGGACCG-3’

5’-ACGACGTCAACAACAGCATGA-¥
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3.2.3.5. Statisticke metode za molekularne markere

Na osnovu rezultata RAPD i SSR analiza utvrdena je struktura polimorfizma
populacija. Geneticka srodnost izmedu populacija, na osnovu genetickih sli¢nosti i
Klaster analiza odredena je koriS¢enjem NTSYS statistickog paketa verzija 2.1 (Rofhl,
2000).

Za odredivanje geneticke slicnosti analiziranih populacija na osnovu RAPD
binarne matrice koriséen je Jaccard-ov (1908) koeficijent slicnosti:

GSij = m
gde je:

GSij - indeks geneticke sli¢nosti

a - prisustvo trake u oba genotipaiij (1,1)

b - prisustvo trake kod genotipa i a odsustvo kod genotipa j (1,0)

C - prisustvo trake kod genotipa j a odsustvo kod genotipa i (0,1)

Geneti¢ke distance izmedu analiziranih populacija na osnovu SSR matrice

alelnih frekvenci su odredene koris¢enjem Nei i Li-ovog (1979) koeficijenta:

Nij - broj zajednickih alela za genotip i i genotip j

Ni - broj alela genotipa i

Ni - broj alela genotipa j

Radi poredenja rezultata, vrednosti genetickih distanci dobijenih SSR analizom
su transformisane u vrednosti geneticke sli¢nosti prema formuli: GSij = 1 — GDij.

Dendrogrami su konstruisani na osnovu matrica genetickih sli¢nosti po Jaccard-
u za RAPD i po Nei i Li-u za SSR markere, koris¢enjem UPGMA (Unweight Pair
Group Method with Arithmetic Mean) metode u NTSY'S statistickom paketu verzija 2.1
(Rofhl, 2000).Primenom Pearson-ovog koeficijenta korelacije uradeno je poredenje
matrica sli¢nosti po Jaccard-u za RAPD markere i Nei i Li-u za SSR markere
(Microsoft Office, 2003).
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4. REZULTATI

4.1. Analiza fenotipskih osobina

4.1.1. Srednje vrednosti i parametri varijabilnosti ispitivanih osobina

Srednje vrednosti (X ) i parametri varijabilnosti 18 analiziranih fenotipskih i
agronomskih osobina su dati u Tabeli 7, a prikazane vrednosti se odnose na svih 60
analiziranih populacija. Koeficijent varijacije (CV) je izraunat na osnovu srednjih

vrednosti i standardne devijacije (o) da bi se uporedila variranja osobina.
Najmanji koeficijenti varijacije su izraunati za duzinu metlice (8%) i debljinu
zrna (9%), dok je najvece variranje nadeno kod ASI (29%). Koeficijent varijacije veéi

od 20% je utvrden i kod prinosa (21%), broja primarnih grana metlice (22%) 1 visine do

klipa (26%).
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Tabela 7. Skraéenice, srednje vrednosti (Y ), rang, standardna devijacija (o), koeficijent variranja (CV)

i varijansa (c?) analiziranih osobina

Osobine Skracéenice X Min Max c CcVv o>
Visina biljke (cm) VB 208,28 121,86 293,82 28,48 13% 811,297
Visina do klipa (cm) VDK 78,74 31,66 142,60 20,68 26% 427,947
Broj listova do klipa BLI 12,79 9,17 17,42 1,60 12% 2,584
DuZina lista (cm) DL 76,18 51,08 93,57 8,16 11% 66,695
DuZina metlice (cm) DM 45,42 36,33 51,03 3,46 8% 11,966
Duzina ose metlice (cm) DOM 24,30 17,79 30,35 2,73 11% 7,470
Broj primarnih grana metlice BPGM 15,58 7,82 23,78 3,44 22% 11,819
DuzZina granatog dela metlice (cm) DGM 9,97 5,88 13,46 1,62 16% 2,619
DuZina klipa (cm) DK 14,94 7,86 17,80 1,73 12% 3,024
Broj redova zrna BRZ 12,02 8,40 18,08 2,28 19% 5,217
Broj zrna u redu BZR 30,39 15,36 38,06 4,03 13% 16,188
Pre¢nik klipa (cm) PK 3,89 3,13 4,71 0,41 11% 0,167
DuZina zrna (cm) DZ 0,91 0,67 1,31 0,12 17% 0,014
Sirina zrna (cm) Sz 0,87 0,64 1,17 0,12 14% 0,013
Debljina zrna (cm) DEZ 0,42 0,37 0,55 0,04 9% 0,001
Period izmedu metlicenja i ASI 5,16 2,00 9.75 15 20%% 2342
svilanja (dani)
Prinos (t/ha) PR 3,59 1,30 5,50 0,74 21% 0,543
Masa 1000 zrna (g) MZ 235,92 152,50 328,75 37,47 16% 1404,013
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4.1.2. Analiza varijanse osobina ispitivanih populacija

Analiza varijanse za lokalne populacije je pokazala znaCajne razlike izmedu
anliziranih genotipova kod svih osobina za razli¢ite izvore variranja. U Tabeli 8.
prikazani su nivoi znacajnosti za sredine kvadrata za tri faktora (godina, gustina i

genotip) i njihovih interakcija.

Znacajna varijabilnost je postojala izmedu godine i svih analiziranih osobina,
osim za debljinu zrna — DEZ. Visina biljke —VB, visina do klipa — VDK, broj listova —
BLI, duzina metlice — DM, duzina ose metlice — DOM, broj primarnih grana metlice —
BPGM, duzina granatog dela melice -DGM, duzine klipa — DK, broj redova zrna —
BRZ, duzine zrna — DZ, irine zrna — SZ preé¢nik klipa — PK, period izmedu metli¢enja i
svilanja — ASI, prinos — PR i masa 1000 zrna — MZ pokazali su visoko znacajno
varirianje (P<0,001) po godinama. Srednje znacajno variranje (P <0,01) uoceno je kod
duzine lista — DL, dok je broj zrna u redu — BZR pokazao slabo znacajno variranje
(P<0,05).

Gustina nije bila znacajan izvor variranja za: visinu do klipa — VDK, broj listova
— BLI, duzinu lista — DL, duZinu metlice — DM, duZinu zrna — DZ, §irinu zrna — SZ,
period izmedu metli¢enja i svilanja — ASI i masu 1000 zrna — MZ. Visoko znacajno
variranje (P<0,001) izmedu gustina pokazale su: visina biljke —VB, duzina granatog
dela metlice — DGM, broj primarnih grana metlice — BPGM, duzina klipa — DK,
debljina zrna — DEZ i prinos — PR. Duzina ose metlice — DOM, , broj zrna u redu —
BZR, broj redova zrna — BRZ i pre¢nik klipa — PK su pokazali slabo zanacajno variranje
(P<0,05).

Genotip je bio znacajan izvor variranja za sve ispitivane osobine. Visoko

znacajno variranje (P<0,001) je uoceno kod svih osobina.

Interakcija godina x gustina nije znacajno uticala na: broj listova — BLI, duzinu
klipa — DK, broj zrna u redu — BZR, pre¢nik klipa — PK, duzinu zrna — DZ, §irinu zrna —
SZ, debljinu zrma — DEZ i masu 1000 zrna — MZ. Nasuprot tome, visoko zna¢ajno
variranje (P<0,001) uoceno je kod: visine biljke —VB, visine do klipa — VDK, duZine

lista — DL, prinosa - PR i perioda izmedu metli¢enja i svilanja — ASI. Srednje znacajno
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variranje (P<0,01) dobijeno je za: duzinu metlice — DM, duZinu ose metlice — DOM,
broj primarnih grana metlice — BPGM, duzinu granatog dela metlice — DGM i broj

redova zrna — BRZ.

Interakcija godina x genotip je imala znacajan efekat na variranje vecine
osobina, osim za duZinu granatog dela metlice — DGM, broj zrna u redu — BZR, Sirinu
zrna — SZ, period izmedu metli¢enja i svilanja — ASI i masu 1000 zrna — MZ. Visina
biljke —VB, visina do klipa — VDK, broj listova —BLI, duzina lista — DL, duzina klipa —
DK, broj redova zrna — BRZ i pre¢nik klipa — PK pokazali su visoko znacajno variranje
(P<0,001). Srednje znacajno variranje (P<0,01) uoceno je kod duZine metlice — DM,
duzine ose metlice — DOM, broja primarnih grana metlice — BPGM, duzine granatog
dela metlice — DGM i mase 1000 zrna — MZ, dok su duzine zrna — DZ, debljina zrna —

DEZ i prinos — PR imali slabo znac¢ajno variranje (P<0,05).

Interakcije godina x gustina i godina x gustina X genotip nisu pokazale zna¢ajno

variranje ni za jednu osobinu.
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Tabela 8. Nivoi znacajnosti za sredine kvadrata analiziranih osobina populacija kukuruza dobijene iz rezultata trofaktorijalne ANOVA-e

Izvor variranja

Osobine . . . Godina x Godina x Genotip X Godinax
Godina Gustina Genotip : . . gustina x
gustina genotip gustina genotip
VB faleka falahed Fxk falahed Fkx ns ns
VDK ol ns faleka falahed falahed ns ns
BLI kel ns falaiel ns Frx ns ns
DL ** ns *k*k * k% *k*k ns ns
DM faleie ns Fxk ** ** ns ns
DOM Fhk * falelel ** ** ns ns
BPGM Fhk falaiel falelel ** ** ns ns
DGM *k*k *k*k *k*k ** ns ns ns
DK *k*k *k*k *k*k ns *k*k ns ns
BRZ falea * Fxk ** Fhx ns ns
BZR * * falaled ns ns ns ns
PK *k*k * *k*k ns *k*k ns ns
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Tabela 8. Nastavak

Izvor variranja

i . . . Godina x
Osobine . . . Godina x Godina x Genotip x )

Godina Gustina Genotip . . . gustina X

gustina genotip gustina ]
genotip

DZ fakalad ns fakaled ns * ns ns
Sz ke ns ek ns ns ns ns
DEZ ns fakoied Fkx ns * ns ns
ASI Fkx ns Fkx Fkx ns ns ns
PR **kk **kk **kk **k*k * nS ns
MZ fakaled ns *xk ns ns ns ns

*) k¥ | *E* gtatisticki znacajno na nivou od 0,05; 0,01 i 0,001, respektivnno; ns- statisti¢ki nesignifikantno

VB - visina biljke; VDK - visina biljke do Kklipa; BLI - broj listova; DL - duzina lista; DM — duzina metlice; DOM — duzina ose metlice;

BPGM - broj primarnih grana metlice; DGM — duzina dranatog dela metlice; DK — duzina klipa; BRZ — broj redova zrna; BZR — broj zrna

u redu; PK — pre¢nik klipa; DZ — duzina zrna; SZ — §irina zrna; DEZ — debljina zrna; ASI —period izmedu metli¢anja i svilanja; PR —
prinos; MZ — masa 1000 zrna.
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4.1.3. Komponente varijanse i heritabilnosti u Sirem smislu za analizirane

osobine populacija

Iz analize varijanse izracunate su genotipska i1 fenotipska varijansa, kao i
heritabilnost u Sirem smislu za anilzirane osobine, a njihove vrednosti su prikazane u
Tabeli 9.

Procenjena heritabilnost je bila visoka za sve ispitivane osobine, osim za duzinu
granatog dela metlice -DGM (0,46). Koeficijent heritabilnosti je bio najveci za visinu
biljke - VB, visinu do klipa - VDK, duzina lista do klipa — DLK, , duzinu klipa — DK,
broj primarnih grana metlice — BPGM, broj redova zrna - BRZ, broj zrna u redu -BZR,
pre¢nik klipa — PK i §irinu zrna — SZ. Kod ovih osobina koeficijent heritabilnosti je bio
vrlo visok, preko 0,90. Za ostale ispitivane osobine vrednost koeficijenta heritabilnosti
se kretala od 0,63 (period izmedu metlicenja i svilanja — ASI) do 0,86 (duzina metlice —
DM).
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Tabela 9. Geneticka varijansa (dg), fenotipska varijansa (5g) i heritabilnost u Sirem

smislu (h?) ispitivanih osobina

Osobina dc OF h?
VB 803,2006 825,6863 0,98
VDK 424,4416 434,1334 0,98
BL 1,62225 1,995 0,81
DLK 67,37413 71,312 0,94
DM 11,8755 13,8087 0,86
DOM 5,8004 7,5329 0,77
BPGM 11,8155 13,0625 090
DGM 2,11275 4,546 0,46
DK 3,046 3,27185 0,93
BRZ 5,2125 5,2955 0,98
BZR 13,427 14,58375 0,92
PK 0,1655 0,1815 0,91
DZ 0,0145 0,018 0,80
Sz 0,01325 0,013375 0,99
DEZ 0,001 0,00125 0,80
ASI 2,281 3,61825 0,63
PR 0,4645 0,63 0,74
MZ 958,51 1297,697 0,74
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4.1.4. Odnosi izmedu analiziranih osobina i klasifikovanje populacija

Radi klasifikovanja populacija na osnovu morfoloskih i agronomskih osobina
uradena je PCA analiza (Principal Component Analysis). Odnosi izmedu analiziranih
osobina su prikazani u Tabeli 10. Eigen vrednosti za prvih pet glavnih komponenti (PC)
bile su vece od jedan i Cinile su 82,59% od ukupnih varijacija. U prvoj PC (37,32%)
najvaznije osobine su bile visina do klipa i broj listova. Takode su bile vazne visina
biljke, duzina lista do klipa i broj primarnih grana metlice. U drugoj PC (18,43%)
najvece eigen vrednosti pripale su duzini metlice i duzini ose metlice. Treca PC
(11,20%) je opisala varijacije u vezi sa pre¢nikom klipa i debljinom zrna. U Cetvrtoj i
petoj PC (8,57% i 7,07%) dominantne osobine su bile broj redova zrna, $irina zrna,
masa 1000 zrna i debljina zrna. Zakljucuje se da lokalne populacije kukuruza mogu biti
okarakterisane pomocu osobina kao §to su: rast biljke, osobine metlice i karakteristike

Zrna.

Analizirane populacije su prikazane na grafikonu koji je definisan sa prve dve
ose, PC1 i PC2 (Slika 1). Sve dT, PZ i tZ lokane populacije, kao i introdukovane
populacije iz Kine i Gruzije imale su pozitivnu vrednost PC1. Negativnu vrednost PC1
imale su sve populacije PT, sT i kpT i introdukovane populacije iz Francuske. Po dve
populacije iz cT (cT2 i cT3), brZ (brZ2 i brZ3), makT (makT1 i makT2), medT (medT2
i medT3), mT (MT1imT2), rT (rT2irT3), mPZ (mPZ1 i mPZ2), jZ (jZ1 i jZ3), kpZ
(kpZ1 i kpz3) i Osm (Osm2 i Osm3) imale u negativne vrednosti PC1, dok su cT1,
brZ1, makT3, medT1, mT3, rT1, mPZ3, jZ2, kpZ2 i Osml imale pozitivne vredost PC1.
Nasuprot tome, po dve populacije iz srbZ (srbZ1 i srbZ3) i omZ (omZ1 i omZ2) imale
su pozitivnu vrednost PC1, a srbZ2 i omZ3 negativne vrednosti za PC1.

PCA metoda je dovela do nesto veéeg grupisanja zubana i poluzubana na
pozitivnoj strani PC1 ose, dok se ve¢i broj tvrdunaca i1 polutvrdunaca nasao sa negativne

strane PC1.

Kod populacija koje su zauzele mesto na pozitivnoj strani PC1 izmerene su vece
vrednosti od prosecnih za visinu biljke, duzinu lista do klipa i broj listova. Prosecna
vrednost visine biljke iznosila je 208,28cm, dok su je prose¢na vrednosti ove osobine
kod populacija na pozitivnoj vrednosti PC1 iznosila 230,86cm. Duzina lista svih

populacija je imala prose¢nu vrednost 76,18cm, dok je prosek ove osobine bio 95,49cm
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kod populacija na pozitivnoj strani PC1. Prose¢na vrednost svih populacija za broj
listova iznosila je 12,79, dok su populacije na pozitivnoj strani PC1 imale prose¢nu
vrednost date osobine od 14,06.

Populacije na negativnoj strani PC1 ose karakterisala je niza vrednost broja
primarnih grana metlice i1 visine do klipa. Prosecna vrednost broja primarnih grana
metlice iznosila je 15,58, a prosek ove osobine kod populacija na negativnoj strani PC1
ose je bio 13,88. Visina biljke do klipa imala je prose¢nu vrednost od 78,74cm, dok su

populacije na negativnoj strani PC1 ose imale prosecnu vrednost ove osobine 67,12cm.
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Tabela 10. Eigen vektori, eigen vrednosti i akumulirane varijacije prvih pet glavnih

komponenti (PC) korelacione matrice zasnovane na srednjim vrednostima populacija

Osobine Skracenice PC1 PC2 PC3 PC4 PC5
Visina biljke VB ,872 ,310 ,236 ,008 ,051
Visina do klipa VDK ,951 ,035 ,142 ,002 ,093
Broj listova BL ,920 ,003 ,126 -,050 ,189
Duzina lista do klipa DLK ,847 ,293 213 ,071 ,060
Duzina metlice DM ,091 ,851 221 ,118 ,012
Duzina ose metlice DOM -,325 ,835 ,053 ,050 ,108
Broj primarnih grana BPGM ,793 -,026 ,287 ,229 ,077
metlice

DuzZina granatog dela DGM 432 617 ,002 , 160 -,174
metlice

Duzina klipa DK ,382 ,691 ,046 ,163 -,003
Broj redova zrna BRZ ,128 -,037 534 -,817 -,030
Broj zrna u redu BZR ,349 ,662 ,042 ,025 ,526
Prec¢nik klipa PK ,285 ,094 913 -,038 -,070
Duzina zrna Dz ,291 ,119 , 7146 ,151 ,445
Sirina zrna 4 ,059 141 ,014 ,963 -,095
Debljina zrna DEZ -,029 -,098 ,029 ,123 -,912
ASI ASI ,188 -,072 ,310 -,156 ,529
Prinos PR ,366 ,445 ,649 ,007 ,180
Masa 1000 zrna MZ -,097 ,210 ,306 ,864 -,215
Total 6,604 2,644 1,592 1,322 1,137
Kumulativni % 37,320 55,750 67,747 76,008 82,594
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4.1.5. Klaster analiza na osnovu morfoloskih osobina

Klaster analiza je uradena na osnovu srednjih vrednosti morfoloskih svojstava,
pri cemu je kao mera distance koriS¢en kvadrat euklidskog rastojanja. Na osnovu
UPGMA Klaster metode dobijen je dendrogram prikazan na slici 2. Populacije su se
grupisale u tri glavna klastera (I, Il i 111). Klaster Il je bio podeljen na tri subklastera:
la, b i llc.

Na dendrogramu se vidi jasno izdvajanje introdukovanih populacija iz Kine (K1
i K2) i Gruzije (G1i G2), koje su formirale poseban klaster I11. Populacije ovog klastera
imale su najveée vrednosti visine do klipa, broja listova i duzine lista do klipa. Prose¢na
visina do klipa kod ovih populacija je iznosila 135,48cm u odnosu na proseénu
vrednostove osobine svih populacija od 78,74cm. Srednja vrednosti broja listova svih
analiziranih populacija iznosila je 12,79, dok je prose¢na vrednost ove osobine
populacija Gruzije i Kine bila 17,16cm. Duzina lista do klipa populacija klastera III
imala je prose¢nu vrednost od 91,89 cm, S§to je iznad prosecne vrednosti ove osobine

kod svih populacija (76,18cm).

Klaster I obuhvatio je samo populacije koje pripadaju agroekoloskim grupama
svrstanim u tvrdunce. Sve populacije iz agroekoloskih grupa cT 1 sT grupisale su se u
ovaj klaster. Takode, klaster I obuhvatio je dve populacije iz agroekoloske grupe PT
(PT1 i PT2), kao i makT1 i medT3. Populacije ovog klastera karakterisala je niza
prosecna vrednost duZzine lista do klipa (63,91cm) u odnosu na prose¢nu vrednost ove

osobine svih populacija (76,18cm).

Najveéi broj populacija grupisao se u okviru klastera II. Ukupno 46 populacija

formiralo je ovaj klaster.

Subklaster Ila ¢ine sve populacije tZ, brZ i jZ, dve populacije PZ (PZ1 i PZ2),
kao i makT3, PT3, Osm1, medT1, dT3, mT3 i kpZ2. U ovom subklasteru su dominirali
poluzubani i zubani (13 od 18 populacija). Proseéna vrednost mase 1000 zrna
populacija subklastera Ilb bila je manja (220,97g) u odnosu na populacije subklastera
Ilb (253,729). Prosecna vrednost visine biljke populacija klastera I bila je niza

(168.2cm) u odnosu na prose¢nu vrednost ove osobine svih populacija (208,28). Kod
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ovih populacija prose¢na vrednost visine biljke do klipa je bila takode niza (54,2cm) u

odnosu na prosek svih populacija (78,74cm).

Subklaster IIb sadrzao je sve kpT, rT i srbZ, po dve populacije iz mT (mT1 i
mT2), dT (dT1idT2), mPZ (mPZ2 i mPZ3) i kpZ (kpZ1 i kpZ3), kao i makT2, Osm3,
medT2 i PZ3. Ovaj klaster je obuhvatio 11 zubana i poluzubana i deset tvrdunaca i

polutvrdunaca.

U subklasteru Ilc nasle su se introdukovane populacije Francuske (F1 1 F2)
zajedno sa svim populacijama agroekoloske grupe omZ i populacijama Osm2 i mPZ1.
Lokalne populacije subklastera llc pripadaju zubanima i poluzubanima. U ovoj grupi su
se nasle populacije sa najve¢om prose¢nom masom 1000 zrna (304,75g), u odnosu na

prose¢nu vrednost ove osobine (235,92() za sve analizirane populacije.

Najhomogenije agroekoloske grupe su bile: Crnogorski tvrdunci — cT (klaster I),
Sitnozrni tvrdunci - ST (klaster 1), Tvrdi zubani — tZ (subklaster Ila), Juzni zubani — jZ
(subklaster lla), Bosanski rani zubani — brZ (subklaster 1la), Kosovski polutvrdunci —
KPT (subklaster I1b), Rumunski tvrdunci — rT (subklaster 11b) i Srbijanski zubani - srbZ
(subklaster 11b).

Najheterogenije agroekoloske grupe su bile: Makedonski tvrdunci — makT
(klaster 1, subklaster lla i subklaster 1lb), Mediteranski tvrdunci —medT (Klaster I,
subklaster Ila i subklaster IIb) i Osmak tipa severoisoéne Amerike — Osm (subklaster

llc, subklaster lla i subklaster I1b).
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Slika 2. Dendrogram 60 populacija kukuruza dobijem UPGMA klaster metodom iz kvadrata euklidskog rastojanja na osnovu fenotipskih
osobina
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4.2. Analiza molekularnih podataka

4.2.1. Rezultati RAPD analize

Od 30 prajmera testiranih na 21 populaciji, 11 je dalo slabu amplifikaciju (GEN
4-70-3, GEN 2-80-10, GEN 1-80-5, GEN 2-80-5, GEN 2-80-2, GEN 1-70-9/2, GEN 2-
80-9, GEN 1-80-9, GEN 1-70-10, GEN 4-70-2 i GEN 4-70-4), dok devet prajmera
(OPBO08, OPB09, OPB11, OPB13, OPB15, OPB16, OPB17, OPB19 i OPB20) nije
amplifikovalo DNK. Ovi prajmeri su odbaceni za dalji rad. Geneti¢ka varijabilnost 60
analiziranih populacija je ispitana sa preostalin 10 prajmera (GEN 2-80-7, GEN 1-80-4,
GEN 1-70-5, GEN 1-70-3, GEN 1-70-9/1, GEN 2-80-1, OPB 01, OPB 04, OPB 05 i
OPB 12).

Po 20 pojedinac¢nih biljaka iz pet slucajno odabranih populacija testirano je sa
pet RAPD prajmera (GEN 2-80-7, GEN 1-80-4, GEN 1-70-5, GEN 1-70-3, GEN 1-70-
9/1), radi poredenja rezultata grupnog sa pojedina¢nim uzorcima. Korelacija prisustva
alela izmedu grupnog uzorka i pojedina¢nih uzoraka iste populacije bila je r=0,80, tako

je dalja analiza sa RAPD markerima nastavljena na grupnim uzorcima populacija.

Ukupan broj detektovanih traka je iznosio 92, od Cega je 87 traka bilo
polimorfno (94,6%), a pet monomorfno (5,4%). Broj traka se kretao od tri (OPB 12) do
17 (OPB 04), a prosecan broj traka po prajmeru je iznosio 9,2. %. Profil traka dobijen
pomoc¢u markera GEN 1-70-3 je prikazan na slici 3.

Na osnovu prisustva/odsustva RAPD traka izmedu 60 lokalnih populacija
izraCunati su koeficijent sli¢nosti po Jaccard-u (1908). Vrednosti genetickih sli¢nosti
prikazane su u prilogu 1. NajniZza vrednost izracunate geneti¢ke sli¢nosti iznosila je
0,32, a dobijena je izmedu introdukovane populacije iz Kine (K2) i lokalne populacije
koja pripada Makedonskim tvrduncima (makT1). S druge strane, najveca vrednost
geneticke sli¢nosti (0,87), izraCunata je izmedu populacija koje pripadaju Crnogorskim

tvrduncima (cT1 i cT3). Srednja vrednost geneticke sli¢nosti je bila 0,52.
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Slika 3. Elektroforegram RAPD fragmenata za prajmera GEN 1-70-3 analiziranih populacija
Redosled uzoraka s leva na desno: M — 1kb DNK marker, populacije od cT1 do K2
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Na osnovu matrice genetickih sli¢nosti i pomo¢u UPGMA metode uradena je
klaster analiza i rezultati su predstavljeni u formi dendrograma (Slika 4). Svih 54
lokalnih populacija i Sest introdukovanih grupisalo se u tri glavna klastera (I, IT i III) i

dve grane (e i d). Klaster | se sastoji od tri subklastera la, Ib i Ic.

Klaster I obuhvatio je najveéi broj analiziranih populacija (45). Subklaster la
formirale su dve cT populacije (cT1 i cT3) zajedno sa populacijom kpZ1. U subklasteru
Ib nasle su se sve lokalne populacije PZ, jZ i mT, kao i sve introdukovane populacije iz
Gruzije i Francuske. U ovom subklasteru grupisale su se dve populacije iz tZ (tZ2 i
tZ3), kao i populacije kpZ2, Osm1. medT3, cT2 i jedna introdukovana populacija iz
Kine (K1). Subklaster Ic ¢ines sve lokalne populacije brzZ, sT i PT, po dve Osm (Osm2 i
Osm3), medT (medT1 i medT2), kpT (kpT1 i kpT2), rT (rT1irT2) i populacije srbZ3,
makT1, omZ3 i kpZ3.

U drugi po brojnosti (11 populacija), klaster 1, grupisale su se sve populacije
mPZ i dT, kao i dve populacije srbZ (srbZ1 i srbZ2). Ovom Kklaster pripadaju i
populacije: makT2, rT3 i omZ2. Populacija kPT3 formirala je posebnu granu d koja se
labavo vezala za klaster I1.

Klaster Il formirale su se samo dve populacije omZ1 i K2, dok je granu e

predstavljala populacija makT3 koja nije pripala nijednom klasteru.

Iz dendrograma se vidi da UPGMA klaster metoda nije dovela do jasnog
razdvajanja grupa tvrdunaca od grupa zubana, ve¢ su populacije iz razli¢itih

agroekoloskih grupa formirale ralicite klastere.

Najhomogenije agroekoloske grupe, odnosno agroekoloske grupe ¢ije su se sve
populacije nasle u istom klasteru/subklasteru, bile su Prelazni zubani — PZ (subklaster
Ib), Juzni zubani — jZ (subklaster Ib), Tvrdi zubani — tZ (subklaster 1b), Meki tvrdunci -
mT (subklaster Ib), Bosanski rani zubani — brZ (subklaster Ic), Sitnozrni tvrdunci — sT
(subklaster Ic), Beli poluzuban Moravac — mPZ (klaster 11) i Dugoklipi tvrdunci — dT
(klaster 11).

Najheterogenije agroekoloske grupe bile su Osmoredi meki zubani — omZ
(subklaster Ic, klaster Il i 111), Makedonski tvrdunci — makT ( subklaster Ic, klaster 11 i

grana e) i Zubani tipa kukuruznog pojasa SAD —kpZ (subklasteri la, 1b i Ic).
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Slika 4. Dendrogram 60 populacija kukuruza analiziranih pomo¢u RAPD markera, dobijen UPGMA klaster metodom na osnovu genetic¢kih
sli¢nosti izraCunatih po Jaccard-u
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4.2.2. Rezultati SSR analize

Od testiranih 30 SSR prajmera sa 21 populacijom deset prajmera (umcl1282,
umc2047, umcl418, umcl109, umcl274, umc087, umcl393, umcl324, umcl492 i
umc1827) je dalo jasnu sliku i oni su kori$éeni za anilizu geneticke divergentnosti svih
60 populacija. Prajmeri: phi033, phil26, phil96, phi557, umcl040, umcl443,
bnlg1526, bnlg1695, umcl1782, umc2129, umc2235, umcl070, bnlgl643, bnlg198,
umc1859, umc1015 i umcl006 su dali slabu amplifikaciju DNK fragmenata, dok su
prajmeri: phi080, umc1506 i umc1944 bili teski za tumacenje rezultata, zbog prisustva

“stutter” traka koje oteZavaju ocitavanje.

Po 20 pojedinaénih biljaka iz pet slu¢ajno odabranih populacija testirano je i sa
pet SSR prajmera (umc1282, umc1109, umc1393, umc1492 i umc1827), radi poredenja
rezultata grupnog sa pojedinacnim uzorcima. Korelacija frekvencije alela izmedu
grupnog uzorka i pojedina¢nih uzoraka iste populacije bila je visoka r=0,90. Aleli koji
nisu detektovani u grupnom uzorku bili su male frekvencije i SSR anliza je uradena do

kraja na grupnim uzorcima populacija.

Svi SSR prajmeri bili su polimorfni. Broj dobijenih alela sa deset SSR
parajmera je iznosio 68, od Cega je Cetiri bilo monomorfno (5,88%), a 64 polimorfno
(94,12%). Broj alela dobijen sa pojedina¢nim markerima se kretao od tri (umc1418) do
11 (umcl274), prosecan broj alela je iznosio 6,8. Elektroforegram za SSR prajmer

umc1492 su prikazani na slici 5.

Za svih 60 populacija na osnovu ferkvencije alela izraCunate su geneticke
distance po Nei i Li (1979). Vrednosti genetickih distanci su pretvorene u geneticke

sli¢nosti i prikazane su u prilogu 2.

Koeficijenti genetickih sli¢nosti su se kretali od 0,13 do 0,99, sa srednjom
vrednos¢u 0,55. Najmanja vrednost geneti¢ke sli¢nosti (0,13) je dobijena izmedu
populacije koja pripada Sitnozrnim tvrduncima (sT2) i populacije koja pripada Juznim
zubanima (JZ1). Najveéa geneticka sli¢nost (0,99) izra¢unata je izmedu dve

introdukovane populacije iz Francuske (F1 i F2).
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Slika 5. Elektroforegram SSR alela za prajmer umc 1492 analiziranih populacija
Redosled uzoraka s leva na desno: M — 100bp DNK marker, populacije od cT1 do K2
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Geneticke veze izmedu populacija kukuruza su predstavljene u formi
dendrograma na osnovu rezultata SSR analize (Slika 6). Primenom UPGMA uradena je
klaster analiza na osnovu matrica geneti¢kih distanci po Nei i Li-u. Klaster analizom
dobijen je dendrogram koji se sastoji od Cetiri glavna klastera (I, II, III 1 IV). Klaster 1T

je bio dalje podeljen na subklastere Ila i llb.

U klaster | grupisale su se sve populacije cT, sT i makT i introdukovane
populacije Francuske. Takode, u ovom klasteru nasle su se i po dve populacije brZ
(brz2 i brz3), PT (PT2 i PT3) i medT (medT2 i medT3), kao i populacije Osm3, dT1 i

jedna introdukovana populacija iz Gruzije (G1).

Subklaste Ila formiran je od svih populacija mPZ i PZ, po dve populacije iz srbZ
(srbz1 i srbz2), kPT (kPT2 i kPT3) i mT (mT1 i mT3). U ovom klasteru nasle su se i
populacije dT3, tZ2, jZ3, kpZ3 i introdukovana G2.

Sve populacije rT grupisale su se unutar subklastera Ilb zajedno sa po dve
populacije Osm (Osml i Osm2), omZ (omZ2 i omZ3), tZ (tZ2 i tZ3) i kpZ (kpZ1 i
kpZ2). Populacije medT1, PT1, mT2, srbZ3 i dT2 takode su pripale ovom klasteru.

Klasteri 11l i IV obuhvatili su sa znatno manji broj populacija, dve tj. tri
populacije. U klasteru III nasle su se samo populacije KPT3 i omZ1, dok je klaster 1V
obuhvatio dve populacije jZ (jZ1 i jZ2) i brZ1.

Najhomogenije agroekoloske grupe su bile: Crnogorski tvrdunci — cT (klaster 1),
Sitnozrni tvrdunci — sT (klaster 1), Makedonski tvrdunci — makT (klaster ), Beli
poluzuban Moravac — mPZ (subklaster I1a), Prelazni zubani — PZ, Rumunski tvrdunci —
r'T (subklaster 11b) i Osmoredi meki zubani — omZ (subklaster IIb).

Najhetrogenija agroekoloska grupa je Dugoklipi tvrdunci — dT (Kklaster I,
subklasteri Ila i 11b).

Klaster analizana na osnovu SSR markera dovela je do razdvajanja tvrdunaca i
zubana u ovkviru nekih klastera, onosno subklastera. U klasteru 1 od ukupno 20
populacija 15 je pripadalo tvrduncima i polutvrduncima. U okviru subklastera Ila doslo

je do veceg grupisanja zubana i poluzubana (14 od 17 popuicija).

59



i :

ST2
A1)
zTS |
b ' e
G2

b

WH : "I W

T T T T T T T T T T T T T T T T
0.01 015 0.28 042 055

Coefficient

Slika 6. Dendrogram 60 populacija kukuruza analiziranih pomoc¢u SSR markera, dobijen UPGMA klaster metodom na osnovu geneti¢kih
distanci izracunatih po Nei i Li-u
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4.2.3. Poredenje genetickih sli¢nosti unutar agroekoloSkih grupa i

intodukovanih populacija

IzraCunate srednje vrednosti genetickih slicnosti lokalnih populacija unutar
agroekoloskih grupa prikazane su u Tabeli 11. Veca varijabilnost izmedu agroekoloskih
grupa je dobijena SSR markerima. Opseg sli¢nosti se kretao od 0,39 za Sitnozrne
tvrdunce (sT) do 0,89 za Rumunske tvrdunce (rT). Pored populacija sT, nejheterogenije
su bile populacije iz agroekoloske grupe Bosanski rani zubani (brZ), sa genetickom
slicnos¢u 0,47. Visok stepen geneticke slicnosti su, pored Rumunskih tvrdunaca,
pokazale i populacije iz grupe Crnogorski tvrdunci (0,84), odnosno Beli poluzuban
Moravac (0,80).

Srednja vrednost geneticke slicnosti za sve agroekoloske grupe dobijena pomocu
RAPD markera iznosila je 0,55, sa opsegom od 0,42 za Makedonske tvrdunce (makT)
do 0,67 za Juzne zubane (jZ). NajniZze vrednosti geneticke slicnosti su pokazale i
populacije iz grupe Dugoklipi tvrdunci (0,48), odnosno Osmoredi meki zubani (0,49).
Sliéne vrednosti kao za Juzne zubane su dobijene i kod Prelaznih zubana (0,65) i

Crnogorskih tvrdunaca (0,64).

Srednja vrednost genetic¢ke sli¢nosti izmedu introdukovanih populacija dobijena
SSR markerima iznosila je 0,7. Opseg geneti¢kih sli¢nosti se kretao od 0,53 za

populacije Gruzije do 0,99 za populacije Francuske.

Niza vrednost geneticke sli¢nosti izmedu introdukovanih populacija dobijena je
sa RAPD markerima i iznosila je 0,55. Najniza vrednost geneticke sli¢nosti dobijena je
izmedu populacija Kine (0,49), a najvisa izmedu populacija Francuske (0,65). Za
populacije Gruzije dobijene su slicne vrednosti geneti¢ke sli¢nosti (0,51) kao i za

populacije Kine.
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Tabela 11. Srednja vrednost genetickih sli¢nosti lokalnih populacija iz iste agroekoloske
grupena osnovu RAPD i SSR markera

Agroekoloska grupa Skracéenica grupe RAPD SSR
Crnogorski tvrdunci cT 0,64 0,84
Bosanski rani zubani brz 0,57 0,47
Kosovski polutvrdunci kPT 0,53 0,61
Makedonski tvrdunci makT 0,42 0,64
Osmaci tg)r?] Zi:i\l/(eeroistoéne Osm 0.6 0,74
Prelazni tvrdunci PT 0,53 0,62
Mediteranski tvdunci medT 0,51 0,65
Sitnozrni tvrdunci sT 0,51 0,39
Osmoredi meki zubani omZ 0,49 0,73
Rumunski tvrdunci rT 0,53 0,89
Dugoklipi tvrdunci dT 0,48 0,59
Beli poluzuban Moravac mPZ 0,59 0,8
Zubani kukuruznog pojasa SAD-a kpZ 0,54 0,58
Prelazni zubani PZ 0,65 0,7
Juzni zubani iz 0,67 0,63
Srbijanski zubani srbZ 0,56 0,75
Tvrdi zubani tZ 0,6 0,73

Meki tvrdunci mT 0,56 0,68
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Redosled agroekoloskih grupa odreden na osnovu srednjih vrednosti geneti¢kih
sli¢nosti njihovih populacija dobijenih RAPD i SSR markerima je prikazan u Tabeli 12.
Uocava se da se pozicija vecine grupa razlikuje u zavisnosti od koris¢enih markera.
Najveca razlika u poredenju srednjih vrednosti genetickih sli¢nosti dva marker sistema
zabelezena je kod Rumunskih tvrdunaca (rT). Njihova geneticka slicnost dobijena na
osnovu SSR markera je bila najveca, dok su sa RAPD markerima zauzeli trinaesto
mesto. Juzni zubani (jZ) 1 Bosanski rani zubani (brZ) razlikovali su se za 11 mesta.
Najmanje razlike su uocCene kod Crnogorskih tvrdunaca (cT), Osmaka tipa
severnoistecne Amerike (Osm) i1 Prelaznih tvrdunaca (PT), ¢ije su se pozicije
razlikovale za jedno mesto. Tvrdi zubani (tZ) i Dugoklipi tvrdunci (dT) razlikovali su za
dva mesta, dok su jedino Meki tvrdunci zauzeli isti rang za oba marker sistema (deveto

mesto).

Pomocu Pearson-ovog koeficijenta korelacije uradeno je poredenje genetiCkih
sli¢nosti za RAPD i SSR markere. Znacajna pozitivna korelacija je nadena izmedu ova

dva seta molekularnih markera (r=0,419; P<0,001).
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Tabela 12. Redosled agroekoloskih grupa utvrden na osnovu srednjih vrednosti
genetickih sli¢nosti njihovih populacija koje du dobijene RAPD i SSR

Agroekoloska grupa Skg:i;réica RAPD SSR
Crnogorski tvrdunci cT 3 2
Bosanski rani zubani brz 7 17
Kosovski polutvrdunci kPT 11 14
Makedosnski tvrdunci makT 18 11
Osmaci tE; :fixlf(eeroistoéne osm 4 5
Prelazni tvrdunci PT 12 13
Mediteranski tvrdunci medT 14 10
Sitnozrni tvrdunci sT 15 18
Osmoredi meki zubani omZ 16 6
Rumunski tvrdunci rT 13 1
Dugoklipi tvrdunci dT 17 15
Beli poluzuban Moravac mPZ 6 3
Zubani kukurznog pojasa SAD-a kpZ 10 16
Prelazni zubani PZ 2 8
Juzni zubani jZ 1 12
Srbijanski zubani srbZ 8 4
Tvrdi zubani tZ 5 7
Meki tvrdunci mT 9 9
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4.2.4. Grupisanje populacija na osnovu morfoloskih, RAPD i SSR analiza

Poredenjem dendrograma dobijenih na osnovu morfoloskih osobina, RAPD i
SSR markera uocCava se slicno grupisanje nekih lokalnih populacija, odnosno

agroekoloskih grupa, kao i introdukovanih populacija(Tabela 13).

Populacije iz Sest agroekoloskih grupa se grupisalo u iste klastere/subklastere sa
sva tri sistema. Crnogorski tvrdunci i Sitnozrni tvrdunci su se grupisali unutar istog
klastera u okviru dendrograma dobijenog i na osnovu morfoloskih podataka i SSR
markera, odnosno unutar istog subklastera u dendrogramu dobijenom na osnovu RAPD
markera NeSto manja slicnost u gupisanju zapaZzena je kod Prelaznih zubana, Tvrdih
zubana, Mekih tvrdunaca i Zubani kukuruznog pojasa SAD-a. Prelazni zubani su se
grupisali unutar istog subklastera na osnovu RAPD i SSR analize, odnosno u dva
subklastera istog klastera na osnovu morfoloskih podataka. Tvrdi zubani su se grupisali
unutar istog subklastera i na osnovu morfoloskih podataka i RAPD analize, dok su na
osnovu SSR analize populacije su bile rasporedene unutar dva subklastera. Kod Mekih
tvrdunaca RAPD analiza je pokazala grupisanje svih populacija unutar jednog
subklastera, a na osnovu morfoloskih podataka i SSR analize unutar dva subklastera.
Zubani kukuruznog pojasa SAD-a su bili rasporedeni unutar dva subklastera na osnovu
sva tri marker sistema. Populacije Francuske su se na i osnovu morfoloskih podataka i
RAPD analize grupisale unutar istih subklastera, a na osnovu SSR analize u okviru istog
Klastera.

Nasuprot slicnom grupisanju unutar dendrograma, neke agroekoloske gupe i
introdukovane populacije su pokazale razli¢ito grupisanje porede¢i morfoloske podatke,
RAPD 1 SSR analize. Makedonski tvrdunci su se na osnovu morfoloskih markera
grupisali unutar istog klastera, dok su sa SSR markerima nasli unutar razli¢itih klastera
(klaster I i subklasteri Ila i I1lb), kao i sa RAPD markerima (subklaster Ib, klaster I1 i
grana e). Mediteranski tvrdunci su se, takode, grupisali unutar razliCitih klastera na
osnovu morfoloskih podataka (klaster I, subklateri Ila i IIb) i na osnovu SSR markera
(klaster I 1 subklaster 1Ib), dok su se na osnovu RAPD markera nasli unutar dva

subklastera (la i 1b).
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Tabela 13. Grupisanje populacija na osnovu morfoloskih osobina, RAPD i SSR markera

Agrockoloska grupa Sk;ﬁ;‘;“’a i‘;mﬁ;ﬁt;’é‘ Mgsrggll‘r’;ke RAPD  SSR
cTl I la |
Crnogorski tvrdunci cT cT2 I la I
cT3 I la |
brzi la Ib \V4
Bosanski rani zubani brz brz2 la Ib |
brz3 la Ib |
Kosovski kPT1 I1b Ic lla
polutvrdunci kPT kPT2 b Ic lla
kPT3 Ib d Il
makT1 I Ib |
Makedonski tvrdunci makT makT?2 Ib I |
makT3 lla e |
Osmaci tipa Osml lla la I1b
severoisto¢ne Osm Osm2 lic Ib b
Amerike Osm3 I1b Ib |
PT1 I Ib b
Prelazni tvrdunci PT PT2 I Ib |
PT3 b Ib |
medT1 lla Ib b
Mediteranski tvdunci medT medT?2 Ib Ib |
medT3 I la |
sT1 I Ib |
Sitnozrni tvrdunci ST ST2 I Ib |
sT3 I Ib |
. . omZ1 llc i 1
osm;&gg;{“ek' omz omz2 llc I b
omZ3 lic Ib b
rml I1b Ib |
Rumunski tvrdunci rm rT2 b Ib b
rT3 I1b I lla
dT1 b | |
Dugoklipi tvrdunac dT dT2 b I I1b
dT3 la | lla
Beli poluzuban mPZ1 lc I Ila
Moravac mPZ mPZ2 I1b I lla
mPZ3 b | lla
. kpZ1l I1b la b
Zugz?ésﬁugf\réﬂ > kPz kpz2 la Ib b
kpZ3 Ib Ic Ila
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Tabela 13. Nastavak

Agrockoloska grupa Sk;ﬁ?g"a Elgngfg Mgsrg‘élfr’]seke RAPD  SSR
PZ1 Ila la lla
Prelazni zubani PZ pPz2 lla la lla
PZ3 Ila la lla
jZ1 Ila la v
Juzni zubani iz jZ2 lla la v
JZ3 lla la lla
srbZ1 b I lla
Srbijanski zubani srbz srbz2 b I la
srbZ3 I1b Ib b
tZ1 F! la Ib
Tvrdi zubani tZ tZ2 Ila la lla
tZ3 Ila la b
mT1 lla la lla
Meki tvrdunci mT mT2 b la b
mT3 b la lla

Introdukovane grupe
Gl Il la |
G G2 Il la lla
F F1 llc la I
F2 llc la |
K K1 Il la I1b
K2 Il Il b
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5. DISKUSIJA

Agronomski biodiverzitet je Sirok pojam koji ukljuuje sve komponente
bioloSkog diverziteta od znacaja za hranu i poljoprivredu. On je rezultat interakcije
izmedu genetickih resursa, zivotne sredine i upravljanja sistemima i prakse koji ¢ine
poljoprivrednu proizvodnju. Biljni geneti¢ki resursi, koji su osnov za poboljSanje
kvaliteta i produktivnost useva, smatraju se izuzetno znacajnim u obezbedivanju
dovoljne koli¢ine hrane neophodne za ljudsku ishranu. Diverzitet gajenih kultura
predstavlja izvor pozeljnih svojstava neophodnih za suocavanje sa postoje¢im i budué¢im
globalnim zahtevima u proizvodnji hrane, izazvanim klimatskim promenama i rastom
ljudske populacije. Izuavanje bogatog genetickog diverziteta sadrzanog u gajenim
kulturama i njihovim divljim srodnicima je klju¢ni preduslov za poboboljsanje elitnih
genotipova (Hoisington i sar., 1999; Fernie i sar., 2006; Taster, 2010). Biljni geneticki
resursi divljih srodnika gajenih kultura i lokalne populacije sadrze bogat skup alela koji
su izgubljeni stvaranjem elitnih sorti kroz proces selekcije, a ovi aleli su neprocenjivi u
suoCavanju sa odrzivim razvojem poljoprivrede i u proizvodnji hrane (Varshney i sar.,
2011).

Kukuruz se danas proizvodi na bilzu 100 miliona hektara obradive povrSine u
125 zemalja u razvoju, i nalazi se medu tri useva koji se najvise gaje u vise od polovine
ovih zemalja (FAOSTAT 2010). Glavni izazov, koji ugrozava dugoro¢ni rast
proizvodnje kukuruza je globalna promena klime (Cairns i sar., 2012). Kukuruz
poseduje ogroman geneticki diverzitet koji pruZza moguénosti za znacajna unapredenja
njegovog kvaliteta i prinosa u novonastalim uslovima. Pozeljni aleli vezani za osobine
kao §to su povecanje prinosa, tolerantnost na abioticke stresove, otpornost na bolesti i
poboljSanje hranljive vrednosti, Cesto su rasuti unutar Sirokog spektra lokalnih
populacija. Moguénost prosirivanja geneticke osnove kukuruza i razvijanje varijeteta sa
visokim prinosom i adaptiranih na razli¢ite klimatske uslove gde se kukuruz gaji, zavisi
od otkrivanja i uvodenja novih/pozeljnih alela.

Selekcija hibrida u Evropi je pocela pedesetih godina 20.0g veka. Kao posledica
razvoja savremenih hibrida doslo je do znaCajnog gubitka genetickog diverziteta
kukuruza. Znacaj kolekcija iz banaka gena se uglavnom ocenjuje na osnovu stepena
njihovog koris¢enja u programima oplemenjivanja. Tokom ranih faza oplemenjivanja,
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deo geneticke raznovrsnosti evropskih lokalnih populacija kukuruza nalazio se u inbred
linijjama heteroti¢ne grupe tvrdunaca, ali je mali broj njih koriS¢en u stvaranju hibrida
(Messmer i sar., 1992). Nasuprot tome, lokalne populacije kukuruza koja nisu sluzile za
stvaranje inbred linija sadrZe veliki broj neiskoris¢enih alelnih formi. Oplemenjivaci
kukuruza postali su svesni da je potrebno ocuvati geneticku raznovrsnost hibridnih sorti
koriS¢enjem genetickih resursa (Goodman, 1994), odnosno da je uvodenje novih alela iz
lokalnih populacija kukuruza izuzetno bitno radi proSirenja geneti¢ke osnove elitnog
materijala (Reif i sar., 2004).

Sveobuhvatnu definiciju lokalnih populacije je tesko jasno formulisati, zbog
njihove kompleksne prirode (Zeven, 1998). Autohtone lokalne populacije su populacije
koje se u duzem vremenskom periodu gaje u istim agrotehnickim uslovima, a koje se
kontinuirano adaptiraju usled promena spoljasnje sredine i namerne ili slucajne
kontaminacije genotipovima drugih lokalnih populacija ili kultivara. S druge strane,
alohtone lokalne populacije (populacije stranog porekla koje su introdukovane u
odredeni region), posle nekoliko generacija gajenja u lokalnim uslovima spoljasnje
sredine i1 usled kontaminacije postoje¢im lokalnim populacijama se takode mogu
smatrati autohtonim populacijama. Lokalne populacije kukuruza koje se ¢uvaju u banci
gena Instituta za kukuruz ,,Zemun Polje* su upravo nastale introdukcijama kukuruza iz
razli¢itih regiona sveta 1 adaptacijom usled dugog perioda gajenja u specificnim
uslovima spoljasnje sredine, kao i protoka gena kroz razli¢it broj generacija izmedu
introdukovanih populacija.

Geneticki povezane lokalne populacije formiraju grupe populacija. Ispitivanje
diverziteta lokalnih populacija i grupa populacija predstavlja osnovni preduslov za
njihovu efikasnu klasifikaciju, ¢uvanje 1 koriS¢enje, 1 ima za cilj procenu geneticke
raznovrsnosti i strukture populacija. U ovom radu ispitana je varijabilnost 54 lokalne i 6
introdukovanih populacija kukuruza, koriste¢i morfoloSke osobine i molekularne
markere. Populacije su prikupljene iz razli¢itih regiona bivse Jugoslavije i delova sveta,
a nalaze se u banci gena Instituta za kukuruz ,,Zemun Polje*.

Stabilnost genotipa u razli¢itim uslovima spoljne sredine je od velikog znacaja u
oplemenjivanju, zbog ¢ega ih je potrebno testirati u razli¢itim godinama i lokacijama da
bi se utvrdila interakcija genotipa sa sredinom. Odredivanje odnosa prinosa i sredine,

gde sredinu predstavlja godina (sezona uzgoja) je vazno u odabiranju germlazme koja je
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prilagodena razli¢itim uslovima gajenja (Trethowan i sar., 2001). U ovom radu
analizom varijanse 60 populacija iz banke gena Instituta za kukuruz, uocene su znacajne
razlike kod svih osobina za razli¢ite izvore variranja (godina, genotip, godina x gustina i
godina x genotip) $to govori o visokom stepenu fenotipskog diverziteta izmedu ovih
populacija. Sve osobine su pokazale i znacajno variranje izmedu razli¢itih genotipova,
Sto je uoceno i u radu Harada i sar. (2009). Sli¢ni rezulatati su dobijeni i u radu Beyene i
sar. (2005) na 62 lokalne populacije kukuruza testirane za 15 morfoloskih osobina, u
kome je analiza varijanse pokazala visoko znacajne razlike izmedu populacija za sve
osobine, sugeriSu¢i visok stepen fenotipske razli¢itosti izmedju genotipova. U ovom
radu znacajno variranje je ustanovljeno i izmedu godina i analiziranih lokalnih
populacija za sve osobine, osim za debljinu zrna. Interakcije godina x gustina i godina x
genotip znacajno su uticale na veéinu osobina.

Sve analizirane populacije su pokazale znacajna variranja, a visoke vredosti
heritabilnosti u Sirem smislu (preko 0,6) su dobijene za skoro sve osobine, osim duZzine
granatog dela metlice. Najvecu vrednost heritabilnosti pokazale su osobine visina do
klipa, broj redova zrna 1 Sirina zrna. Broj redova zrna 1 $irina zrna pokazale su najvecu
heritabilnost i u radovima na populacijama Francuske, odnosno iz razli¢itih delova
Evrope (Llaurado i Moreno-Gonzalez, 1993; Gouesnard i sar., 1997; Rebourg i sar.,
2001). Broj redova zrna na klipu smatra se kvalitativnom osobinom kod kukuruza, ¢ime
se objasnjava najveca vrednost heritabilnosti ove osobine. NajniZze vrednosti
heritabilnosti su uoc¢ene za duzinu granatog dela metlice i period izmedu metli¢enja i
svilanja. Visoke vrednosti heritabilnosti (preko 0,60) za morfoloske osobine (visina
biljke, visina do klipa, broj primarnih grana metlice, pre¢nik klipa, masa 1000 zrna,
Sirina zrna, duZzina zrna) dobijene su i drugim radovima na lokalnim populacijama
(Gouesnard i sar., 1997; Hartings i sar., 2008). Visoku heritabilnost Rebourg i sar.
(2001) objasnjava velikom genetickom varijabilno$¢u ispitivanih osobina kod vecine
lokanih populacija.

U ovom radu, grupisanje, odnosno klasifikacija populacija na osnovu
morfoloskih osobina je uradena je pomocu PCA i klaster analiza. PCA analiza je
pokazala da su najistaknutije osobine u prvoj PC osi bile visina biljke do klipa, broj
listova, visina biljke 1 duzina lista do klipa, dok je druga PC osa bila definisana duzinom

metlice 1 duzinom ose metlice. Ovi rezultati govore da su osobine vezane za veli¢inu
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biljke one osobine koje navise doprinose fenotipskoj varijabilnosti izmedu populacija. U
radu na 262 lokane populacije Francuske (Gouesnard i sar., 1997) je ustanovljeno da su
osobine vezane za veli¢inu biljke takode najvice uticale na fenotipsku varijabilnost, a do
istih zakljuGaka su dosli Hartings i sar. (2008) analiziraju¢i 54 lokane poulacije
kukuruza iz Lombaradije.

Grupisanje populacija je dobijeno na osnovu osobina koje definisu PC1 1 PC2
ose. Kod populacija koje su zauzele mesto na pozitivnoj strani PC1 ose, izmerene su
vece vrednosti od prose¢nih za visinu biljke, duzinu lista do klipa i broj listova, dok su
populacije na negativnoj strani PC1 ose karakterisale nize vrednosti broja primarnih
grana metlice i visine do klipa. Zapazeno je vece grupisanje tvrdunaca i polutvrdunaca
na negativnoj strani PC1 ose, odnosno poluzubana i zubana na pozitivnoj strani PC1
ose. Introdukovane populacije iz Gruzije i Kine izdvojile su se u odnosu na ostale
populacije na pozitivnoj strani PC1 ose, kao populacije sa najveéim vrednostima za
visinu do Klipa i broj listova. Na negativnoj strani ose izdvojile su se dve populacije
medT3 i ¢T3, sa najnizim vrednostima za visinu biljke, visinu do klipa, broj listova i
duzinu lista. PCA analiza nije dovela do jasnog razdvajanja agroekoloskih grupa, kao ni
pojedinac¢nih populacija po tipu zrna, iako se dve treéine analiziranih populacija
tvrdunaca, odnosno zubana, grupisalo na istoj strani PC1 ose.

Rezultati PCA analize ukazuju da lokalne populacije kukuruza mogu biti
okarakterisane pomocu osobina kao §to su rast biljke, osobine metlice i karakteristike
zrna. Udeo neke osobine u klasifikovanju populacija zavisi od porekla, kao i od
geneticke osnove same populacije. Varijabilnosti izmedu lokalnih populacija doprineli
su adaptacija na klimatske uslove sredine za ranostasnost, kao i intenzivna selekcija za
osobine zrna i klipa od strane uzgajivac¢a (Gouesnard i sar., 1997) .

Klaster analiza na osnovu morfoloSkih osobina je razdvojila analizirane
populacije u tri grupe. U klasteru I naSli su se iskljucivo tvrdunci. Ovaj klaster je
obuhvatio Crnogorske tvrdunce, Sitnozrne tvrdunce, dve populacije Prelaznih tvrdunaca
I po jednu populaciju Makedonskih tvrdunaca i Mediteranskih tvrdunaca. Osobine koje
su dovele do izdvajanja ovih populacija u zaseban klaster bile su duzina lista do klipa,
visina biljke 1 visina do klipa, sa nizim vrednostima od prose¢nih za sve populacije.
Grupisanje ovih populacija moze se objasniti njhovim poreklom. Crnogorski tvrdunci,

Mediteranski tvrdunci, Prelazni tvrdunci i Makedonski tvrdunci nastali su prvih
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introdukovanih varijeteta iz Centralne i Juzne Amerike (Pavli¢i¢, 1973). Sitnozrni
tvrdunci poticu od Italijanskih ,,Chinquanto* snitnozrnih tipova kukuruza i razlikuju se
po poreklu od ostalih populacija, medutim sa njima su se u klasteru blize grupisale
populacije koje je takode karakterisalo sitno zrno.

Klaster II, najve¢i po broju grupisanih populacija, bio je podeljen na tri
subklastera (Ila, IIb i Ilc). U subklasteru Ila bilo je vise zubana i poluzubana u odnosu
na tvrdunce i polutvrdunce. Populacije Bosanskih ranih zubana, Juznih zubana i Tvrdih
zubana, dve populacije Prelaznih zubana, kao i po jedna populacija iz Makedonskih
tvrdunaca, Prelaznih tvrdunaca, Osmaka severoistotne Amerike, Mediteranskih
tvrdunaca, Dugoklipih tvrdunaca, Mekih tvrdunaca i Zubana kukuruznog pojasa SAD-a
grupisale su se u ovom subklasteru. Juzni zubani i Zubani kukuruznog pojasa SAD-a su
imali uticaja na razvoj ostalih grupa zubana, ¢ija se introdukcija desila kasnije, pa se
tako i Prelazni zubani na osnovu svojih osobina nalaze izmedu Zubana kukuruznog
pojasa SAD-a i Juznih zubana. Predstavnici Tvrdih zubana su heterogena grupa koja se
sastoji uglavnom od zubana sa elementima tvrdunaca. Bosanski rani zubani pripadaju
tvrduncima, odnosno polutvrduncima po tipu zrna, ali je jedna populacija (brZ2) po tipu
zrna poluzuban. Kao sto je ranije navedeno Makedonski tvrdunci, Mediteranski tvrdunci
I Prelazni tvrdunci imaju isto poreklo. Osmaci tipa severoistocne Amerike i Dugoklipi
tvrdunci su nastali iz kasnijih introdukcija od originalnih severoisto¢nih tvrdunaca.
Meki tvrdunci, evoluciono najmladi kao 1 Tvrdi zubani, uglavnom su tvrdunci sa
introgresijom zubana.

Subklaster Ilb formirao je skoro jednak broj zubana/poluzubana (11) i
tvrdunaca/polutvrdunaca (10). Sve populacije Rumunskih tvrdunaca, Kosovskih
polutvrdunaca, Srbijanskih zubana, po dve poulacije Zubana kukuruznog pojasa SAD-a,
Belog poluzubana Moravca, Dugoklipih tvrdunaca i Mekih tvrdunaca, kao i po jedna
populacija Makedonskih tvrdunaca, Osmaka tipa severoistotne Amerike i
Mediteranskih tvrdunaca nalaze se u subklasteru IIb. Srbijanske zubane karakteriSu
osobine koje osciliraju izmedu JuZznih zubana i Zubana kukuruznog pojasa SAD-a
(Pavlici¢ 1 sar.,, 1976). Ova grupa kukuruza je gajena na prostoru Vojvodine.
Karakterizacija varijeteta ove grupe je pokazala znacajnu varijabilnost prinosa po biljci,
visine biljke i visine biljke do klipa (Jeleni¢ i sar., 1976). Zajednickog porekla su

Rumunski tvrdunci, koji vode poreklo od kasnije introdukovanih grupa, sa ranije
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pomenutim Dugoklipim tvrduncima i Osmacima tipa severoistocne Amerike. Kosovski
polutvrdunci poticu od rano introdukovanih tvrdunaca, ali sa kasnijom introgresijom
germplazme zubana.

Introdukovane populacije iz Francuske grupisale su se u okviru subklastera llc
sa Osmoredim mekim zubanima i po jednom populacijom Osmaka tipa severoistocne
Amerike i Belog poluzubana Moravca. Ove populacije je karakterisala velika masa
1000 zrna i krupno, odnosno Siroko zrno, $to je u saglasnosti sa ranijom karakerizacijom
ovih grupa (Radovi¢ i sar., 2000). Lokalne populacije ovog subklastera spadaju u
zubane 1 poluzubane po tipu zrna. Osmoredi meki zubani su poreklom od originalnog
tipa juznih SAD zubana, gajeni su nepromenjeni na malim povrSinama. Beli poluzuban
Moravac spada u poluzubane nastale introdukcijom na prostor bivSe Jugoslavije ili
ukrS$tanjem tvrdunaca i zubana, dok su Osmaci tipa severoistoéne Amerike nastali od
originalnih severoisto¢nih zubana.

Klaster analiza na osnovu morfoloskih podataka je pokazala jasno razdvajanje
introdukovanih populacija Gruzije i Kine u odnosu na lokalne populacije. Osobine koje
su izdvojile ove populacije od ostalih vezane su za rast biljke (visina biljke, visina do
klipa, broj listova i duzina lista do klipa).

Analizom genetickog diverziteta na osnovu morfoloskih osobina nije uoceno
jasno grupisanje lokalnih populacija prema poreklu, mada se uocava delimi¢no
poklapanje izmedu grupa populacija unutar kastera/subklastera i puteva introdukcije,
odnosno njihovog nastanka od originalnih populacija.

Analize genetiCkog diverziteta na osnovu morfoloskih i agronomski osobina
karakteriSu se brojnim nedostacima. Procena geneticke sli¢nosti na osnovu ovih osobina
zavisi od uticaja spoljasnje sredine, §to se moze prevazi¢i upotrebom molekularnih
markera. Ova vrsta markera omogucava otktivanje razlika na DNK nivou i odlikujuu se
visokim nivoom polimorfizma, predstavljaju¢i efikasno 1 pouzdano sredstvo za
karakterizaciju, konzervaciju i procenu diverziteta germlazme kukuruza (Dubreuil i sar.,
2006). Metode molekularne genetike se sve viSe koriste u cilju zastite i boljeg
koriS¢enja biljnih genetickih resursa. Jedno od vaznih pitanja je nalaZzenje metode
molekularnih markera koja je najprikladnija za ispitivanje i razumevanje divreziteta
biljnih genetickih resursa. Nacin da se prevazide problem brojnih pojedina¢nih uzoraka

po populaciji je da se analiziraju jedan ili nekoliko grupnih uzoraka (15-30 objedinjene
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DNK pojedinac¢nih biljaka) po populaciji (Dubreuil i sar., 2006; Warburton sar., 2010).
Ovaj pristup je dao pozitivne rezultate u istrazivanju populacije kukuruza koriS¢enjem
AFLP markera (Beyene i sar., 2006), SSR markera (Reif i sar., 2005) i RAPD markera
(Carvalho i sar., 2004). RAPD i SSR analiza grupnih uzoraka populacija je dokazano
efikasnija od genotipizacije pojedinacnih uzoraka populacija (Warburton i sar., 2002;
Dubreuil i sar., 2006).

U ovom radu su poredene dve tehnike molekularnih markera, RAPD i SSR, radi
procene efikasnosti i informativnosti u odredivanju varijabilnosti 54 lokalne populacije i
Sest introdukovanih populacija (koje su koriS¢ene kao kontrola). Poredenje rezultata
dobijenih analizom grupnog i pojedina¢nih uzoraka DNK populacija, posluzilo je za
verifikaciju izbora odgovarajuceg tipa uzorka za dalji rad. Na osnovu RAPD i SSR
analize izraCunata je geneticka slicnost i uradena je klaster analiza radi utvrdivanja
odnosa izmedu analiziranih populacija

Prednosti RAPD tehnike su jednostavnost i brzina, medutim ona je osetljiva na
male promene eksperimentalnih uslova, koji moraju biti strogo kontrolisani da bi se
dobili reproducibilni rezultati. Cinjenica da se nalaze u nekodiraju¢im delovima genoma
omogucava ovoj tehnici da otkrije visok nivo polimorfizma i unutar i izmedu vrsta
(Williams i sar., 1990). Sa druge strane, SSR markeri su veoma precizni i ponovljivi i
odlikuju se visokim nivoom polimorfizma. Oni se Cesto primenjuju u proceni
geneti¢kog diverziteta lokalnih populacija kukuruza (Matsuoka i sar., 2002).

Po 20 pojedina¢nih biljaka iz pet slu¢ajno odabranih populacija testirano je sa
pet RAPD 1 pet SSR prajmera radi poredenja rezultata pojedinacnih sa grupnim
uzorcima. Korelacija prisustva traka izmedu grupnih 1 pojedinacnih uzoraka,
analiziranih RAPD markerima iste populacije bila je r=0,80, tako da je nastavljena
analiza na grupnim uzorcima. Analiza grupnog uzorka lokalnih populacija RAPD
markerima pokazala se kao efikasna metoda u radu Carvalho i sar. (2004). Poredenjem
grupnog 1 pojedina¢nih uzoraka istith populacija za SSR markere dobijena takode
znacajna korelacija za ucestalost alela (r=0,90). Sli¢ni rezultati su dobijeni u radu Reif i
sar. (2005) na evropskim populacijama tvrdunaca. Nedetektovani aleli grupnog uzorka
bili su male ucestalosti, zbog ¢ega je SSR anliza je uradena na grupnim uzorcima

populacija.
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RAPD analiza 60 populacija je uradena sa deset odabranih prajmera i ukupan
broj detektovanih traka iznosio je 92, od ¢ega je 87 (94,6%) bilo polimorfno. Visok nivo
polimorfizma objasnjava se Sirokom genetiCkom osnovom lokalnih populacija. Ona je
nesto veca u odnosu na rezultate drugih autora. Okumus (2007) je RAPD analizom 17
populacija tvrdunaca iz severnog dela Turske dobio 89% polimorfnih traka, dok je nizi
nivo polimorfizma (72,2%) detektovan u radu Carvalho i sar. (2004) na 79 lokalnih
populacija iz Brazila i dva hibrida.

Prosecan broj amplifikovanih DNK fragmenata sa deset RAPD markera iznosio
je 9,2. Slican broj prosecnih frgmenata po prajmeru (8,9) dobijen je u pomenutom radu
Okumus (2007). U nekim drugim radovima prosecan broj fragmenata po prajmeru bio je
manji. Ukupno 13 populacija sa prostora bivse Jugoslavije je okarkterisano sa 17 RAPD
prajmera zbog eliminacije eventualnih duplikata i prve procene geneti¢ke varijabilnosti
kolekcije, a prosecan broj dobijenih fragmenata je bio 7,6 (Ignjatovi¢-Mici¢ i sar.,
2003). U radu Carvalho i sar. (2004) uradena je procena genetickog diverziteta sa 32
prajmera i prosecan broj traka je iznosio osam po prajmeru. Nasuprot ovim rezultatima,
u radu Molin i sar. (2013) na 48 lokalnih populacija Brazila sa 30 RAPD markera
prosecan broj traka je bio 13,6.

Geneticka slicnost 60 populacija kukuruza u ovom radu dobijena na osnovu
RAPD analize utvrdena je primenom koeficijenta slicnosti po Jaccard-u. S obzirom na
geneticku osnovu RAPD markera, odsustvo amplifikovanih fragmenata kod dva
genotipa ne mora da znaci i sli¢nost izmedu njih. Jaccard-ov koeficijent iskljucuje
odsustvo trake (0,0 parove), pa je samim tim podesan za obradu rezutata dobijenih na
osnovu RAPD markera. Dobijene vrednosti koeficijenta slicnosti su se kretale od 0,32
do 0,87. Srednja vrednost geneticke slicnosti RAPD analizom bila je 0,52 i bila je sli¢na
(0,57) rezultatu koji su dobili Molin i sar. (2013). U drugim radovima dobijene su vise
srednje vrednosti genetiCke slicnosti. Prosecna vrednost geneticke sli¢nosti u radu u
kome su analizirane populacije koje pripadaju istoj agroekoloskoj grupi (Ignjatovic-
Mici¢ i sar., 2003) iznosila je 0,68, dok je kod Carvalho i sar. (2004) bila znatno veca
(0,84). Suprotno ovim radovima, niza vrednost prosecne genetiCke sli¢nosti (0,46)
dobijena je u radu Okumus (2007), autor objaSnjava visoku varijabilnost poreklom

turskih tvrdunaca od razli€itih izvora germplazme.
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Razli¢ite vrednosti polimorfizma, prosecnog broja traka po prajmeru i geneticke
slicnosti koje su dobijene u istrazivanjima razli¢itih lokalnih populacija RAPD
markerima, mogu se objasniti sa nekoliko faktora. Sama RAPD metoda je veoma
osetljiva i rezultati zavise od laboratorijskih uslova. Priroda i poreklo, odnosno
geneticka pozadina genotipova (tropska, suptropska ili germplazma umerenog klimata),
kao i genomski region obuhvacen marker analizom u velikoj meri uti€u na rezultate
(Molin i sar., 2013). Broj analiziranih uzoraka, u kombinaciji sa genetickom
raznovrsno$c¢u, moze takode uticati na navedena parametre. Analiziranih 60 populacija
iz banke gena Instituta za kukuruz ,,Zemun Polje* pokazale su relativno visok nivo
polimorfizma, broja traka po prajmeru i geneticke slicnosti, Sto se dodatno moze
objasniti odabirom deset RAPD prajmera za analizu koje je karakterisala visok stepen
polimorfnosti.

Na osnovu matrica sli¢nosti uradena je klaster analiza radi utvrdivanja nacina
grupisanja 60 populacija. One su se grupisale u tri glavna klastera (I, 11'i I11) i dve grane.
Klaster | bio je podeljen na subklastere Ia, Ib i Ic. Unutar klastera nije doslo do
znacajnog razdvajanja tvrdunaca i zubana, kao ni razdvajanje introdukovanih grupa od
lokalnih populacija.

Subklaster la formiralo je samo tri populacije, dve iz Crnogorskih tvrdunaca
(poreklom od rano introdukovanih grupa) i jedna Zubana kukuruznog pojasa SAD-a
(poreklom od kasnije intodukovanih grupa kukuruznog pojasa Amerike).

Subklasteri Ib i1 Ic obuhvatili su najve¢i broj populacija (42). U subklasteru Ib
nasle su sve populacije Prelaznih zubana, Juznih zubana i Mekih tvrdunaca, kao i
introdukovane populacije Gruzije i Francuske. Takode, u ovom klasteru je bilo dve
populacije Tvrdih zubana i po jedna populacija Zubana kukuruznog pojasa SAD-a,
Osmaka tipa severoistoéne Amerike, Mediteranksih tvrdunaca, Crnogorskih tvrdunaca i
jedna populacija iz Kine. Grupisanje Prelaznih zubana zajedno sa Juznim zubanima 1
jednom populacijom Zubana kukuruznog pojasa SAD-a, je u skladu sa nastakom
Prelaznih zubana od druge dve grupe. Takode, Mediteranski tvrdunci i Crnogorski
tvrdunci vode iste poreklo. Meki tvrdunci i Tvrdi zubani su najkasnije nastale grupe
kroz proces rekombinacije originalnih populacija. Sve introdukovane populacije su se

nasle u ovom klasteru (osim jedne populacije Kine). Po tipu zrna populacije Francuske i
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jedna populacija Gruzije su tvrdunci, dok su populacija Kine i druga populacija Gruzije
zubani.

Subklaster Ic formirale su sve populacije Bosanskih ranih zubana, Sitnozrnih
tvrdunaca i Prelaznih tvrdunaca, po dve populacije Osmaka tipa severoistone Amerike,
Mediteranskih tvrdunaca, Kosovskih polutvrdunaca, Rumunskih tvrdunaca i po jedna
populacija Srbijanskih zubana, Makedonskih tvrdunaca, Osmoredih mekih zubana i
Zubana kukuruznog pojasa SAD-a. Unutar ovog subklastera najvise je bilo populacija
koje su nastale od najranije introdukovanih populacija iz Centralne i Juzne Amerike
(Bosanski rani zubani, Prelazni tvrdunci, Kosovski polutvrdunci, Mediteranski tvrdunci
1 Makedonski tvrdunci). Takode je bilo i populacija tvrdunaca iz kasnijih introdukcija
(Rumunski tvrdunci i Osmaci tipa sevoistone Amerike). Po jedna populacija iz
Srbijanskih zubana, Osmoredih mekih zuban i Zubani kukuruznog pojasa SAD-a su
populacije zubana nastale od kasnijih introdukcija.

Klaster Il forimirale su sve populacije Belog poluzubana Moravaca i Dugoklipih
tvrdunaca i dve populacije Srbijanskih zubana, kao i po jedna populacija Makedonskih
tvrdunaca, Rumunskih tvrdunaca i Osmoredih mekih zubana. Za ovaj klaster je bila
vezana jedna populacija Kosovskih polutvrdunaca. Ovaj klaster je bio heterogen po
sastavu populacija, ali su neke grupe, tj. populacije istog porekla. Dugoklipi tvrdunci
imaju isto poreklo kao populacija Rumunskih tvrdunca, dok populacije Srbijanskih
zubana i populacija Osmoredih zubana vode poreklo od originalnih juznih zubana.

Dve populacije su formirale klaster Ill, jedna populacija iz Kine i Osmoredih
mekih zubana. Po tipu zrna ove dve populacije nisu bile iste.

RAPD analizom nije uoceno jasno grupisanje lokalnih populacija prema
poreklu, iako postoje delimi¢na poklapanja izmedu grupa populacija povezanih u
kastere/subklastere i putevima introdukcije, odnosno njihovog nastanka od originalnih
populacija.

U drugom delu molekularnih analiza uradena je karakerizacija 60 populacija
kukuruza sa deset odabranih SSR prajmera i detektovano je ukupno 68 alela, od ¢ega je
64 (94,12%) bilo polimorfno. Kao i kod RAPD markera, visok nivo polimorfizma
objasnjava se Sirokom genetickom osnovom ispitivanih populacija. Visok nivo
polimorfizma u saglasnosti je i sa rezultatima drugih autora koji su proucavali lokalne

populacije. U radu Ignjatovi¢-Mici¢ i sar. (2007) anlizirano je 18 lokalnih populacija sa
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25 SSR markera i svih 224 amplifikovanih alela je bilo polimorfno. Sa 42 SSR markera
na 54 lokalne populacije detektovano je 256 alela sa polimorfizmom od 96,8% (Yao i
sar., 2007).

ProseCan broj amplifikovanih alela sa deset SSR markera je iznosio 6,8. Sli¢an
broj alela (6,99) dobijen je u radu Barcaccia i sar. (2003) na deset lokalnih populacija
kukuruza. Niza vrednost prosecnog broja alela (4,9) dobijena je u radu Beyene i sar.
(2006) na 62 lokalne populacije kukuruza Etiopije sa 20 SSR markera. Jedan od razloga
nize vrednosti proseCnog broja alela moze biti upotreba agaroznog gela, Cija je mo¢
razdvajanja amplifikovanih fragmenata slabija u odnosu na poliakrilamidne gelove
(Molin i sar., 2013). Nasuprot tome, vecu vrednost prosecnog broja alela dobili su
Dubreuil i sar. (2006) sa 24 SSR markera na 275 populacija sakupljenih iz razli¢itih
regiona Evrope i Amerike (7,8). Takode, Sharama i sar. (2010) su dobili 13 alela po
prajmer paru, analizirajuci 48 populacija iz pet agroekoloskih zona Indije, sa 42 SSR
markera. Ovako visoke vrednosti se mogu objasniti velikom hetrerogenoscu analiziranih
populacija, kao i brojem SSR markera. Pored navedenog, u oba rada koris¢eni su
fluorescentno obelezeni SSR prajmeri i DNK sekvencer, koji imaju veoma visoku mo¢
razdvajanja i detektovanja amplifikovanih fragmenata.

Broj dobijenih alela u SSR analizi zavisi i od izbora prajmera, odnosno broja
ponovaka. U ovom radu su odabrani prajmeri sa tri-nukleotidnim ponovcima ili sa vise
ponovaka, osim prajmera umc1282. Ovakvi prajmeri su manje polimorfni u odnosu na
one sa dinukleotidnim ponovcima, ali se koriste da bi se izbegla pojava “stutter *“ traka
koje se CeSc¢e javljaju kod prajmera sa dinukleotidnim ponovcima (Warburton i sar.,
2002).

Geneticka sli¢nost 60 populacija kukuruza na osnovu SSR analize utvrdena je
primenom koeficijenta slicnosti po Nei i Li-u. Geneticke sli¢nosti su se kretali od 0,13
do 0,99, a srednja vrednost je iznosila 0,55. Ovo je u saglasnosti sa rezultatima
genetickih sli¢nosti lokalnih populacija tvrdunaca sa prostora bivSe Jugoslavije
(Ignjatovi¢-Mici¢ i sar., 2007, Ignjatovi¢-Mici¢ i sar., 2008). Srednja vrednost geneticke
slicnosti 18 lokalnih populacija je iznosila 0,58, odnosno 21 populacije je iznosila 0,52.
Znatno niza vrednost genetick sli¢nosti od 0,38 je dobijena u analizi vise od 200
populacija iz Amerike 1 Evrope, S§to se moze objasniti velikom heterogenoscu

analiziranih genotipova (Dubreuil i sar., 2006). S druge strane, Wietholter i sar.(2008)
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su utvrdili visoku geneticku sli¢nost (0,74) izmedu 37 populacija iz Juznog Brazila, §to
objaSnjavaju njihovim bliskim poreklom i kratkim periodom diferencijacije koji je
uslovio nizak nivo alelnih varijacija. Na osnovu navedenih podataka iz literature moze
se zakljuciti da su 54 lokalne populacije iz banke gena Instituta za kukuruz manje
heterogene u odnosu na populacije iz Amerike i Evrope, ali su ipak pokazale relativno
visok stepen varijabilnosti usled adaptacija na specifi¢ne uslove sredine kao i razlicite
namene.

Na osnovu matrice genetickih distanci uradena je klaster analiza radi utvrdivanja
genetickih veza 60 analiziranih populacija. Dobijen je dendrogram koji se sastojao iz
Cetiri klastera (I, I, IIT i IV), pri ¢emi je klaster II bio sastavljen od dva subklastera (Ila i
11b).

Klaster | formirale su sve populacije Crnogorskih tvrdunaca, Sitnozrnih
tvrdunaca i Makedonskih tvrdunaca i intodukovane populacije Francuske. U ovom
klasteru nasle su se i po dve populacije Bosanskih ranih zubana, Prelaznih tvrdunaca i
Mediteranskih tvrdunaca, kao 1 po jedna populacija Osmaka tipa severoistocne
Amerike, Dugoklipih tvrdunaca i Gruzije. Uocljivo je vee grupisanje tvrdunaca i
polutvrdunaca nastalih od rano introdukovanih grupa Centralne i Juzne Amerike
(Crnogorskih tvrdunaca, Makedonskih tvrdunaca, Mediteranskih tvrdunaca, Bosanskih
ranih zubana i Prelaznih tvrdunaca). Tvrdunci nastali iz kasnijih introdukcija takode su
se nasli u ovom klasteru (Osmak tipa severoistoéne Amerike i Dugoklipi tvrdunci).
Sitnozrni tvrdunci nezavisnog porekla, a populacije iz Francuske i populacija iz Gruzije
takode spadaju u tvrdunce po tipu zrna.

Subklaster Ila bio je formiran od svih populacija Belog poluzubana Moravca i
Prelaznih zubana, kao i po dve populacije Srbijanskih zubana, Kosovskih polutvrdunaca
1 Mekih tvrdunaca. Takode, unutar ovog klastera nasle su se i po jedna populacija
Dugoklipih tvrdunaca, Tvrdih zubana, Juznih zubana, Zuban kukuruznog pojasa SAD-a
1 introdukovana populacija Gruzije. U ovom klasteru zapazeno je vece grupisanje
zubana i poluzubana nastalih kasnijim introdukcijama od originalnih populacija
kukuruznog pojasa Amerike i juznog tipa zubana (Beli poluzuban Moravac, Prelazni
zubani, Srbijanski zubani, Juzni zubani i Zubani kukuruznog pojasa SAD-a). Tvrdi
zubani, nastali kasnije ukr§tanjem postojec¢ih populacija, takode su se nasli unutar ovog

klastera i njihove populacije spadaju u zubane/poluzubane. Lokalnim populacijama u
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ovom subklasteru bila je pridruZzena jedna introdukovana populacija iz Gruzije, koja je
po tipu zrna zuban. Populacije Kosovskih polutvrdunaca, jedna populacija Dugoklipih
tvrdunaca i jedna od dve populacije Mekih tvrdunaca bile su zubani, ali su sve nastale iz
razlic¢itih introdukcija, tj. od postoje¢ih populacija.

Subklaster IIb je grupisao Sest tvrdunaca/polutvrdunaca 1 deset
zubana/poluzubana na osnovu tipa zrna populacija. Zapazeno je grupisanje svih
populacija Rumunskih tvrdunaca, sa po dve populacije Osmaka tipa sevroisto¢ne
Amerike, Osmoredih mekih zubana, Tvrdih zubana i Zuban kukuruznog pojasa SAD-a.
U ovom klasteru su se nasle i po jedna populacija Mediteranskih tvrdunaca, Prelaznih
tvrdunaca, Mekih tvrdunaca, Srbijanskih zubana i Dugoklipih tvrdunaca. Populacije
Rumunskih tvrdunaca, Osmaka tipa severoistocne Amerike i populacija Dugoklipih
tvrdunaca su tvrdunci nastali iz kasnije introdukcije Severoisto¢nih tvrdunaca. Tvrdi
zubani 1 populacija Mekih tvrdunaca evolutivno su najmlade i nastale su ukrStanjem
postojecih populacija. Osmoredi meki zubani, Zubani kukuruznog pojas SAD-a i
Srbijanski zubani nastali su iz kasnijih introdukcija, dok su populacije Mediteranskih
tvrdunaca i Prelaznih tvrdunaca nastale iz ranije introdukovanih sorti.

Klasteri 111 i 1V bili su formirani od dve, tj tri populacije. Jedna populacija
Kosovskih polutvrdunaca i jedna Osmoredih mekih zubana formirale su klaster I11. Obe
populacije su po tipu zrna bile zubani, iako Kosovski polutvrdunci vode poreklo od
ranih introdikovanih tvrdunaca sa kasnijom introgresijom zubana. Klaster IV su
formirale dve populacije JuZnih zubana i jedna Bosanskih ranih zubana. Ove populacije
takode vode razlicito poreko 1 po tipu zrna su razlicite, populacije Juznih zubana su
zubani, a populacija Bosanskih ranih zubana polutvrdunac.

SSR analizom, isto kao ni RAPD ni morfoloSkom analizom, nije uoceno jasno
grupisanje lokalnih populacija prema poreklu, ali je uoceno delimi¢no poklapanje
izmedu grupa populacija povezanih u kastere/subklaste 1 putevima introdukcije,
odnosno njihovog nastanka od originalnih populacija.

Poredenjem genetickih slicnosti unutar agroekoloskih grupa ustanovljeno je da
je veca varijabilnost dobijena SSR markerima, ¢iji se opeseg kretao od 0,39 do 0,89.
Opseg genetickih slicnosti izmedu agroekoloskih grupa dobijenih RAPD analizom se
kretao od 0,42 do 0,67. Ovo je u saglasnosti sa ¢injenicom da se SSR markeri odlikuju

veé¢im polimorfizmom u odnosu na RAPD markere (Garcia i sar., 2004).
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Dobijena geneticka sli¢nost unutar nekih agroekoloskih grupa odgovara
njihovom grupisanju u klasterima. Makedonski tvrdunci i Osmoredi meki zubani na
osnovu RAPD analize imaju nize vrednosti geneticke sli¢nosti, Sto odgovara njihovoj
heterogenosti u pogledu grupisanja u razlic¢ite klastere. Nasuprot tome, Dugoklipi
tvrdunci su takode sa nizom vrednos$¢u geneti¢ke sli¢nosti, a grupisani su u okviru
jednog klastera. Takode, na osnovu rezultata RAPD analize, Juzni zubani i Prelazni
zubani se odlikuju ve¢om vredno$cu geneticke sli¢nosti, §to je u skladu sa njihovim
rasporedom u dendrogramu, jer spadaju medu homogenije grupisane agroekoloske
grupe. Na osnovu SSR analize agroekoloske grupe sa najve¢im vrednostima geneticke
sli¢nosti bile su ujedno i najhomogenije po grupisanju unutar klastera. Jedini izuzetak su
populacije Sitnozrnih tvrdunaca, koje su imale najnizu vrednost gs, a grupisale su se u
isti Klaster.

Lokalne populacije su grupisane u agroekoloske grupe na osnovu pedigre
podataka i morfoloskih karakteristika, i ocekivalo se da geneticke slicnosti dobijene na
osnovu Mmolekularnih analiza opiSu geneticke odnose izmedu lokalnih populacija,
odnosno agroekoloskig grupa. Znacajno podudaranje sa poreklom populacija nije
dobijeno ni sa jednim marker sistemom. Nije postignuto isto rangiranje agroekoloskih
grupa na osnovu gentickih sli¢nosti za oba marker sistema. Pozicija vecine grupa se
razlikuje u zavisnosti od koriS¢enog markera. Najveca razlika je bila kod Rumunskih
tvrdunaca, porede¢i srednju vrednost geneti¢kih sli¢nosti, dok je najmanja razlika
uoc¢ena kod Crnogorskih tvrdunaca, Osmaka tipa severoistocne Amerike 1 Prelaznih
tvrdunaca.

Raspored populacija u dendrogramima dobijenim iz morfoloskih 1 molekularnih
podatak je bio razlicit. Zapazeno je da populacije geneticki udaljene mogu biti sli¢ne po
fenotipu, Sto govori o prednosti molekularnih analiza u definisanju agrekoloskih grupa
sliénih po poreklu. Najbolji na€in da se opisu 1 klasifikuju geneticki resursi, kao §to su
lokalne populacije kukuruza predstavlja proces u koji treba ukljuciti obe metode.
Potrebno je uraditi klasifikaciju i procenu varijabilnosti na osnovu molekularnih analiza
kombinovanjem razli¢itth marker sistema, kao i opis svake grupe na osnovu
morfoloskih 1 agronomskih osobina. Na osnovu ovog principa neke agroekoloske grupe
su se jasno grupisale shodno njihovom poreklu i morfoloskim osobinama. Na osnovu

rezultata molekularne analize i morfoloskih karakteristika Sest agroekoloskih grupa se
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grupisalo u iste klastere/subklaster (Crnogorski tvrdunci, Sitnozrni tvrdunci, Beli
poluzuban Moravac, Prelazni zubani, Tvrdi zubani i Meki zubani).

Crnogorski tvrdunci su pored grupisanja u iste klastere na osnovu molekularnih
markera 1 morfoloSkih osobina pokazali i1 visoke vrednosti geneticke slicnosti. Srednja
vrednost geneticke sli¢nosti unutar ove agroekoloske grupe bila je visoka za oba sistema
molekularnih markera. Ovi rezultati su u saglasnosti sa ranijim istrazivanjima na 13
populacija ove agroekoloSke grupe sa RFLP i RAPD markerima (Ignjatovi¢ — Mici¢ i
sar., 2003).

Sitnozrni tvrdunci su nasuprot grupisanju u iste klastere pokazali manju srednju
vrednost geneticke sli¢nosti na osnovu SSR analize. Ovakvo grupisanje unutar klastera
moze se objasniti njihovim jedinstvenim poreklom (Chiquantino tip) u odnosu na druge
agroekoloske grupe, kao i tipom zrna sve tri populacije — tvrdunci.

Beli poluzuban Moravac su pokazali i visoke srednje vrednosti genetiCke
sli¢nosti unutar grupe dobijene na osnovu SSR markera. I pored velike varijabilnosti
ove grupe za neke morfoloske osobine, §to je opisano i u ranijim radovima (Jeleni¢ i
sar., 1975), populacije ove grupe su se bile unutar istih klastera. Po tipu zrna sve tri
populacije su bile zubani/poluzubani.

Prelazni zubani su gajeni u Vojvodini, a sve tri populacije su prikupljene na
prostoru Srbije. Odlikuje ih visok prinos i to su poluacije koje su bile od znacaja u
selekciji kukuruza.

Tvrdi zubani i Meki tvrdunci, iako heterogene grupe, koje su evolutivno
najmlade 1 nastale kroz proces rekombinacije originalnih populacija, grupisale su se
unutar istih klastera na osnovu morfoloskih osobina i molekularnih analiza. Populacije
obe grupe su sakupljene u Srbiji.

Ostale populacije su pokazale razliCito grupisanje u zavisnosti od marker
sistema. Neke populacije su za dva marker sistema dale isto grupisanje. Juzni zubani su
se grupisali unutar istih subklastera na osnovu morfoloskih i RAPD markera, dok su sa
SSR marekerima bili rasporedeni unutar dva klastera. Po tipu zrna sve populacije su
zubani sakupljeni na prostoru Hrvatske. Mediteranski tvrdunci spadaju u agroekolosku
grupu koja se grupiSe u razlicite klastere na osnovu morfoloskih i SSR markera, a

unutar razli¢itih subklastera istog klastera na osnovu RAPD analize. Ova grupa je bila
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predstavljena sa sve tri populacije tipa tvrdunci, ali su sve tri sakupljene u razliitim
regionima (Bosna i Hercegovina, Slovenija i Hrvatska) .

U ovom radu ni morfoloSki ni molekularni markeri nisu jasno izdvojili
populacije po agro-ekoloskim grupama, kao ni introdukovane od lokalnih populacija.
Ograni¢ena mogucnost fenotipskih podataka (prvenstveno njihova zavisnost od uslova
spoljasnje sredine) u razreSenju genetecke strukture heterogenih lokalnih populacija
uocena je 1 od strane drugih autora (Rebourg i sar., 2001, Sharama 1 sar, 2010). Bez
obzira na nedostatke ovakve karakterizacije, fenotipske osobine lokalnih populacija
imaju vaznu ulogu u oblasti genetickih proucavanja i oplemenjivanja i kao takave su
korisne u preliminarnoj proceni diverziteta. Takode, procena diverziteta pomocu
molekularnth markera  zavisi od  osobina  markera, kao Sto su
dominantnost/kodominantnost i stepen polimorfnosti (Gauthier i sar., 2002).

Uzroci razli¢itog grupisanja dela populacija odnosno agroekoloskih grupa moze
se, pored ograniCenosti fenotipskih osobina i razli¢itih osobina RAPD i SSR markera,
objasniti i prirodom odabranog materijala. Jedan od razloga moze biti i mali broj
populacija po agroekoloskoj grupi (po tri lokalne populacije), Sto istovremeno ukazuje i
pripadnike iste agroekoloske grupe, su prikupljane za kolekciju banke gena Instituta za
kukuruz ,,Zemun Polje* sa razli€itih prostora bivSe Jugoslavije. Neke od njih su gajene
na malom prostoru i ostale su nepromenjene u novim sredinskim uslovima (np. Sitnozni
tvrdunci), dok su druge bile rasprostranjene u razli¢itim regionima bivse Jugoslavije
(np. Meki tvrdunci). Takode, unutar jedne agrokoloske grupe postoje populacije
razli¢ite po tipu zrna, a slucajnim uzorkovanjem za ovaj rad su odabirane populacije iste
grupe a razli¢itog tipa zrna (np. Kosovski polutvrdunci — dva zubana i jedan poluzuban).
Na kraju, populacije su prosle razli€it broj ciklusa umnoZavanja u polju za potrebe
banke gena, §to je dovelo do promena u ucestalosti alela unutar populacija, a samim tim
I unutar agroekoloskih grupa.

Rezultati dobijeni u ovom radu ukazuju na nedostatke postojace klasifikacije
lokalnih populacija u agroekoloske grupe, kao i na nedostatke razli¢itih marker sistema
u izucavanju genetiCkog diverziteta lokalnih populacija. Medutim, pokazano je da

ispitivanje varijabilnosti lokalnih populacija kukuruza pomocu razlicitih marker sistema
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daje sveobuhvatniju i precizniju sliku odnosa lokalnih populacija i agroekoloskih
grupa.

Takode, visok nivo procenjenog genetiCkog divrziteta izmedu lokalnih
populacija kukuruza ukazuje na njihovu prilagodenost specificnim uslovima spoljasnje
sredine i razli¢itim namenama, odnosnona na prisustvo specifi¢nih alela. UkrStanjem
geneticki slicnih lokalnih populacija, identifikovanih pomocu sva tri marker sistema,
mogu se stvoriti sub-core kolekcije koje ¢e sadrzati ove alele, Sto pruza vece

mogucnosti za njihovu upotrebu u stvaranju poboljsanih elitnih genotipova kukuruza.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu proucavanja analize varijanse, heritabilnosti, kao i mofoloskih i
molekularnih markera (RAPD i SSR), a radi ispitivanja varijabilnosti 54 lokalne
populacije kukuruaza i 6 introdukovanih populacija iz banke gena Instituta za kukuruz

"Zemun Polje*, doslo se do slede¢ih zakljucaka:

e Analizom varijanse uocene su znacajne razlike izmedu lokalnih populacija kod
svih osobina za razli¢ite izvore variranja, §to govori o visokom stepenu
fenotipskog diverziteta izmedu ovih populacija. Genotip je bio znacajan izvor
variranja za sve ispitivane osobine i visoko znaajno variranje je uoceno kod
svih osobina.

e Visoke vredosti heritabilnosti u Sirem smislu su dobijene za skoro sve osobine,
osim duzine granatog dela metlice.

e Rezultati PCA analize ukazuju da lokalne populacije kukuruza mogu biti
okarakterisane pomocu osobina kao $to su rast biljke i karakteristike metlice,
koje najviSe doprinose fenotipskom variranju populacija. Zapazeno je vece
grupisanje tvrdunaca i polutvrdunaca, odnosno poluzubana i zubana, $to je u
skladu sa procesima njihove introdukcije na prostore bivse Jugoslavije.

e Klaster analiza na osnovu morfoloSkih podataka je pokazala jasno razdvajanje
introdukovanih populacija Gruzije i Kine u odnosu na lokalne populacije, kao i
grupisanje vecine tvrdunaca u okviru jednog klastera.

e U ovom radu ni PCA ni klaster analiza nisu mogle da naprave jasnu razliku
izmedu zubana 1 tvrdunaca, na osnovu morfoloskih 1 agronomskih osobina

e Geneticki udaljene populacije mogu biti sliéne po fenotipu, a to ukazuje na
prednost analiza molekularnim markerima u izuavanju diverziteta populacija,
odnosno agroekoloskih grupa

e Na osnovu vrednosti dobijenih genetiCkih slicnosti 1 grupisanju populacija u
skladu sa agroekoloskim grupama, zakljuceno je da su SSR markeri bolji izbor

od RAPD markera za analizu varijabilnosti i klasifikaciju populacija kukuruza.
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Na osnovu rezultata i njihovog tumacenja, izvedeni glavni zakljucci ukazuju da
fenotipske, kao i1 analize pomo¢u RAPD i SSR markera daju delimi¢no raliCite
odnose izmedu populacija. Nacin grupisanja populacija u dendrograme na
osnovu rezultata morfoloskih i molekularnih markera se ne poklapa u
potpunosti.

Prosto su molekularni markeri rasporedeni prvenstveno u nekodiraju¢im
sekvencama genoma, a morfoloski markeri zavise od efekta spoljasnje sredine,
najbolji nacin da se opisu i klasifikuju geneti¢ki resursi kukuruza predstavlja
proces u koji treba ukljuditi oba pristupa.

Rezultati ukazuju na veliku varijabilnost lokalnih populacija, kako i na
oc¢uvanost nekih populacija, odnosno agroekoloskih grupa usled prisustva

specifi¢nih alela odnogovornih za adaptaciju na lokalne uslove.

Ukrstanjem geneticki sli¢nih lokalnih populacija, identifikovanih pomocu sva tri
marker sistema, mogu se stvoriti sub-core kolekcije koje ¢e sadrzati
odgovarajuce specificne alele, $to pruza vece mogucénosti za njihovu upotrebu u

stvaranju poboljsanih elitnih genotipova kukuruza.
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PRILOZI



PRILOG 1

Geneticke slicnosti po Jaccard-u dobijene iz RAPD analize



cT1 cT2 cT3 brz1l | brz2 | brz3 | kPT1 kPT2 kPT3 makT1l | makT2 | makT3
cT1 1
cT2 0,52 1
cT3 0,87 0,52 1
brz1 0,52 0,5 0,55 1
brz2 0,51 0,55 0,54 054 | 1
brz3 0,49 0,44 0,46 053 [ 064 |1
kPT1 0,52 0,44 0,52 0,47 | 0,55 | 0,59 1
kPT2 0,42 0,44 0,48 0,51 | 0,54 | 0,58 0,58 1
kPT3 0,39 0,46 | 0,42 0,43 | 0,47 | 0,5 0,45 0,56 1
makT1 | 0,47 0,48 | 056 | 054 |05 |049 | 0,51 0,62 0,49 1
makT2 | 0,41 0,51 0,48 0,46 | 0,54 | 0,43 0,56 0,54 0,5 0,5 1
makT3 | 0,4 0,45 0,39 0,52 | 0,38 | 0,49 0,47 0,5 0,43 0,42 0,36 1
Osml 0,48 0,35 0,48 0,46 | 0,57 | 0,55 0,49 0,54 0,53 0,46 0,48 0,48
Osm2 | 0,5 046 | 053 | 064 |07 0,64 | 0,53 0,6 0,54 0,53 0,53 0,44
Osm3 | 0,48 0,51 | 0,51 0,58 | 0,64 | 0,55 | 0,59 0,6 0,5 0,64 0,54 0,43
PT1 0,43 0,63 | 046 |05 0,6 0,55 | 0,44 0,43 0,4 0,52 0,46 0,38
PT2 0,5 053 | 048 | 051 |06 0,54 | 0,52 0,6 0,55 0,57 0,51 0,44
PT3 054 | 049 |054 |054 |06 0,54 | 0,52 0,57 0,53 0,52 0,42 0,48
medT1 | 0,4 0,35 0,41 0,5 0,54 | 0,5 0,61 0,54 0,44 0,46 0,48 0,55
medT2 | 0,58 0,52 0,54 0,52 | 0,54 | 0,52 0,49 0,5 0,47 0,47 0,36 0,54
medT3 | 0,48 046 | 045 | 045 | 046 |05 0,49 0,46 0,4 0,48 0,42 0,48
sT1 0,46 0,44 | 0,49 0,52 | 0,6 0,55 | 0,53 0,6 0,43 0,55 0,46 0,39
sT2 0,48 0,46 | 0,51 0,52 | 0,54 | 0,58 | 0,52 0,5 0,47 0,52 0,48 0,4
sT3 0.48 046 | 048 | 054 | 0,6 0,52 | 0,49 0,54 0,53 0,5 0,57 0,5
omZl | 0,4 041 |043 |032 |044 | 045 | 044 0,35 0,43 0,43 0,5 0,33
omZ2 | 0,48 0,4 0,51 0,38 | 0,45 | 0,43 | 0,52 0,48 0,42 0,42 0,51 0,37
omZ3 | 0,48 0,43 | 0,51 0,49 | 0,54 | 0,43 | 0,49 0,5 0,45 0,47 0,45 0,46
Tl 0,45 043 | 045 | 058 |05 0,52 | 0,46 0,6 0,47 0,54 0,51 0,52
T2 0,5 045 |05 0,51 | 0,6 0,48 | 0,54 0,53 0,43 0,48 0,53 0,42
T3 0,41 0,36 | 048 | 038 | 042 | 043 | 0,49 0,48 0,44 0,49 0,63 0,32
dT1 0,36 044 |038 |042 | 046 | 0,47 | 0,42 0,46 0,48 0,45 0,46 0,36
dT2 0,46 0,5 0,49 0,44 | 0,43 | 0,36 | 0,47 0,43 0,39 0,49 0,6 0,35
dT3 0,47 0,45 0,47 0,43 | 0,53 | 0,48 0,42 0,5 0,44 0,53 0,53 0,36
mPZ1 0,4 0,38 0,4 0,4 0,46 | 0,42 0,42 0,38 0,48 0,39 0,49 0,38
mPZ2 0,45 0,43 0,46 0,44 | 0,52 | 0,47 0,44 0,43 0,48 0,46 0,52 0,37
mPZ3 | 0,46 0,5 046 | 039 | 049 | 047 | 044 0,43 0,54 0,49 0,49 0,34
kpZ1 0,52 0,44 | 0,61 0,5 0,52 | 0,47 |05 0,49 0,4 0,55 0,46 0,43
kpz2 0,41 0,45 0,44 0,51 | 0,5 0,45 0,45 0,5 0,44 0,46 0,44 0,44
kpZ3 0,42 0,49 0,45 0,52 | 0,6 0,54 0,46 0,45 0,47 0,53 0,48 0,4
PZ1 0,5 0,62 |05 0,44 | 0,54 | 0,47 | 0,49 0,47 0,48 0,49 0,44 0,4
PZ2 0,48 0,56 | 0,51 0,42 | 052 | 051 | 0,53 0,51 0,49 0,47 0,42 0,39
PZ3 0,51 052 | 054 | 058 |06 0,58 | 0,52 0,57 0,59 0,6 0,51 0,46
jZ1 0,48 0,42 0,51 0,4 0,52 | 0,5 0,51 0,52 0,42 0,49 0,46 0,49
jZ2 0,48 0,49 0,49 0,46 | 0,53 | 0,58 0,5 0,53 0,43 0,45 0,4 0,48
jZ3 0,48 0,49 | 0,49 0,44 | 053 | 0,52 | 0,49 0,54 0,47 0,52 0,42 0,49
srbzl | 0,4 044 |043 |042 | 052 | 0,47 | 0,47 0,46 0,54 0,41 0,52 0,43
sthZ2 | 0,45 0,4 0,51 0,46 | 0,5 0,455 | 0,49 0,54 0,53 0,56 0,61 0,46
srbZ3 0,46 0,43 0,46 0,39 | 0,46 | 0,47 0,47 0,62 0,45 0,47 0,45 0,5
tZ1 0,49 0,48 0,46 0,48 | 0,49 | 0,52 0,48 0,42 0,44 0,49 0,42 0,4
tZ2 054 | 048 |058 | 046 | 051 | 054 | 0,59 0,5 0,44 0,44 0,49 0,52
tZ3 054 |049 |054 |052|048 | 049 | 0,49 0,48 0,53 0,48 0,45 0,37
mT1 0,48 0,41 0,45 0,44 | 0,41 | 0,46 0,54 0,44 0,43 0,42 0,4 0,42
mT2 0,44 0,51 0,48 0,39 | 0,49 | 0,42 0,51 0,45 0,45 0,44 0,51 0,41
mT3 0,35 0,47 0,44 0,45 | 0,49 | 0,45 0,44 0,56 0,51 0,53 0,43 0,42
Gl 0,51 0,49 | 0,59 0,5 0,52 | 0,55 | 0,45 0,56 0,56 0,61 0,51 0,37
G2 0,45 044 | 054 |043 | 049 |05 0,49 0,56 0,48 0,52 0,44 0,44
F1 0,53 051 |053 |059 | 053 ]0,6 0,57 0,59 0,49 0,63 0,5 0,49
F2 0,48 0,49 0,54 0,52 | 0,54 | 0,52 0,55 0,57 0,45 0,54 0,51 0,49
K1 0,47 0,41 0,5 0,4 0,53 | 0,45 0,51 0,47 0,4 0,42 0,5 0,43




K2 0.46 0.38 0.5 0.34 | 0.4 0.36 | 0.38 0.33 0.35 0.32 0.36 0.36
Osm1 | Osm2 | Osm3 | PT1 | PT2 | PT3 medT1 | medT2 | medT3 | sT1 sT2 sT3
Osml 1
Osm2 0,58 1
Osm3 0,6 0,61 1
PT1 0,49 0,53 0,58 1
PT2 0,5 0,55 0,6 | 0,49 1
PT3 0,5 0,6 0,57 | 0,52 | 0,59 1
medT1 0,49 0,5 0,6 | 0,48 05| 0,55 1
medT?2 0,48 0,52 051 | 049 | 057 | 0,63 0,51 1
medT3 0,54 0,55 054 | 054 | 055 | 043 0,5 0,52 1
sT1 0,49 0,56 06| 047 | 057 | 054 0,58 0,44 0,49 1
sT2 0,45 0,52 06| 055| 048 | 0,48 05| 0,448 0,43 0,54 1
sT3 0,5 0,69 0,57 | 049 | 0,62 | 0,62 0,54 0,5 0,5 0,49 0,5 1
omZ1 0,4 0,46 043 | 042 | 0,41 | 0,38 0,36 0,4 0,47 0,34 0,47 0,47
omZ2 0,51 0,47 0,51 | 0,46 | 0,48 0,4 0,44 0,37 0,54 0,41 0,42 0,5
omZ3 0,54 0,55 054 | 0,58 | 0,48 | 0,54 0,5 0,48 0,5 0,49 0,57 0,54
Tl 0,48 0,61 0,57 | 0,46 | 0,54 0,5 0,47 0,48 0,49 0,44 0,54 0,57
T2 0,53 0,57 0,56 | 0,48 | 0,56 | 0,59 0,53 0,56 0,47 0,48 0,5 0,66
T3 0,45 0,47 0,48 04| 045 | 0,34 0,43 0,36 0,4 0,36 0,45 0,48
dT1 0,52 0,5 058 | 053 | 046 | 0,49 0,46 0,43 0,54 0,5 0,49 0,52
dT2 0,4 0,46 0,46 | 0,41 04| 0,36 0,43 0,48 0,49 0,37 0,43 0,46
dT3 0,53 0,56 0,59 0,5 05| 047 0,46 0,42 0,55 0,53 0,47 0,53
mPZ1 0,52 0,5 0,46 | 0,42 04| 041 0,37 0,4 0,44 0,38 0,41 0,49
mPZ2 0,49 0,6 0,49 | 0,47 04| 0,46 0,42 0,43 0,4 0,47 0,46 0,58
mPZ3 0,59 0,53 059 | 047 | 049 | 0,552 0,42 0,43 0,46 0,44 0,46 0,58
kpZ1 0,52 0,53 052 | 0,47 | 0,46 | 0,49 0,47 0,52 0,44 0,42 0,46 0,49
kpZ2 0,56 0,52 0,47 0,5 05| 0,53 0,49 0,44 0,47 0,43 0,39 0,5
kpZ3 0,5 0,5 0,54 | 0,55 05| 045 0,48 0,45 0,46 0,52 0,54 0,54
PZ1 0,51 0,49 0,62 | 052 | 052 | 0,52 0,45 0,49 0,47 0,51 0,51 0,5
PZ2 0,59 0,53 059 | 0,53 | 047 | 0,53 0,41 0,53 0,45 0,49 0,49 0,51
PZ3 0,6 0,64 0,6 | 058 | 054 | 0,57 0,5 0,54 0,54 0,58 0,57 0,6
jZ1 0,68 0,5 049 | 047 | 045 | 0,46 0,52 0,52 0,57 0,43 0,45 0,5
jZ2 0,65 0,58 0,56 | 0,56 05| 0,54 0,46 0,56 0,56 0,5 0,52 0,47
jZ3 0,69 0,54 058 | 053 | 0,42 | 0,48 0,47 0,51 0,49 0,49 0,48 0,49
srbZ1 0,48 0,48 0,46 | 044 | 049 | 0,52 0,48 | 0,449 0,41 0,39 0,49 0,58
srbZ2 0,54 0,52 05| 052 | 048 | 0,43 0,5 0,45 0,48 0,44 0,57 0,54
srbZ3 0,55 0,48 052 | 044 | 0,62 | 0,55 0,48 0,49 0,49 0,47 0,49 0,55
tZ1 0,53 0,49 0,48 | 053 | 052 | 0,49 0,42 0,46 0,47 0,48 0,49 0,51
tZ2 0,49 0,52 05| 052 052 | 051 0,52 0,51 0,52 0,53 0,55 0,51
tZ3 0,51 0,53 048 | 049 | 045 | 0,48 0,48 0,45 0,48 0,55 0,5 0,48
mT1 0,5 0,45 045 | 049 | 052 | 0,46 0,47 0,47 0,49 0,41 0,41 0,46
mT2 0,49 0,53 051| 049 | 049 | 0,43 0,49 0,47 0,48 0,4 0,49 0,48
mT3 0,62 0,52 0,62 | 0,54 05| 0,54 0,5 0,47 0,5 0,46 0,44 0,54
G1 0,48 0,62 0,54 0,5 05| 0,54 0,45 0,48 0,42 0,5 0,57 0,58
G2 0,52 0,49 0,49 | 044 | 044 | 0,49 0,45 0,5 0,47 0,5 0,5 0,45
F1 0,53 0,62 0,56 | 0,54 | 0,43 | 0,47 0,47 0,53 0,6 0,448 0,56 0,5
F2 0,6 0,6 0,54 | 0,44 05| 0,46 0,53 0,48 0,67 0,47 0,54 0,5
K1 0,53 0,54 0,44 05| 047 | 047 0,48 0,5 0,47 0,38 0,47 0,53
K2 0,43 0,41 035 | 039]| 033 | 044 0,35 0,5 0,47 0,29 0,38 0,41




omZ1l | omZ2 | omZ3 | rT1 rT2 rT3 dT1 dT2 dT3 mPZ1 | mPZ2 | mPZ3
omZ1 1
omZ2 0,47 1
omZ3 0,47 0,54 1
Tl 0,4 0,48 0,57 1
T2 0,39 0,47 0,53 | 0,63 1
T3 0,62 0,58 0,45 | 0,551 0,46 1
dT1 0,45 0,52 0,44 | 0,43 0,45 0,43 1
dT2 0,47 0,55 0,43 | 0,46 0,51 0,52 0,41 1
dT3 0,46 0,53 0,53 0,5 0,49 053 | 059 | 045 1
mPZ1 0,54 0,52 0,46 | 0,49 0,45 0,52 0,47 0,5 0,43 1
mPZ2 0,44 0,49 0,55 | 0,52 0,54 0,49 0,41 0,4 0,54 0,53 1
mPZ3 0,51 0,55 0,52 | 0,49 0,51 0,52 0,62 0,44 0,57 0,6 0,64 1
kpz1 0,39 0,55 0,49 | 0,49 0,5 0,49 0,45 0,47 0,45 0,45 0,41 0,44
kpZ2 0,34 0,44 0,39 | 0,39 0,43 044 | 054 | 0,42 0,44 0,43 0,32 0,42
kpZ3 0,47 0,4 05| 048 0,5 0,48 | 0,44 0,4 0,5 0,43 0,46 0,49
Pz1 0,58 0,54 0,52 | 0,45 0,47 0,47 0,5 0,42 0,58 0,46 0,57 0,6
pz2 0,44 0,55 0,53 | 0,47 0,54 049 | 051 | 047 0,46 0,53 0,55 0,6
PZ3 0,47 0,54 0,57 | 0,54 0,53 051 | 055]| 0,49 0,59 0,46 0,59 0,62
jZ1 0,43 0,61 05| 045 0,47 05| 042 | 054 0,53 0,53 0,45 0,52
jZ2 0,53 0,46 0,65 | 0,49 0,49 048 | 054 | 041 0,5 0,47 0,5 0,56
jZ3 0,48 0,49 0,55 | 0,49 0,48 049 | 049 | 043 0,51 0,53 0,53 0,59
srbZ1 0,48 0,49 0,55 | 0,46 0,58 0,49 05| 047 0,48 0,56 0,53 0,5
srbZ2 0,5 0,6 0,57 0,5 0,53 0,58 | 0,49 | 0,59 0,53 0,58 0,55 0,55
srbZ3 0,48 0,49 0,55 | 0,55 0,51 0,45 0,47 0,35 0,51 0,41 0,47 0,53
tZ1 0,36 0,45 0,56 | 0,43 0,45 039 | 044 | 0,35 0,47 0,38 0,51 0,5
tZ2 0,43 0,58 0,6 | 0,51 0,52 045 | 044 | 047 0,54 0,45 0,45 0,43
tZ3 0,4 0,45 0,48 | 0,39 0,44 0,39 | 052 | 0,46 0,47 0,43 0,52 0,59
mT1 0,36 0,47 0,45 | 0,39 0,43 0,38 | 0,38 | 0,37 0,4 0,35 0,44 0,4
mT2 0,43 0,51 0,53 | 0,47 0,47 046 | 039 | 045 0,48 0,51 0,5 0,46
mT3 0,39 0,49 05| 044 0,52 043 | 056 | 0,38 0,49 0,42 0,42 0,51
G1 0,41 0,4 0,49 | 0,49 0,48 049 | 041 0,4 0,48 0,41 0,59 | 0,055
G2 0,49 0,47 0,56 | 0,41 0,45 045 | 0,39 | 0,42 0,52 0,41 0,44 0,39
F1 0,49 0,47 0,56 | 0,56 0,49 05| 045 | 0,51 0,52 0,5 0,48 0,45
F2 0,44 0,54 0,57 | 0,57 0,5 0,51 0,46 0,52 0,53 0,46 0,43 0,46
K1 0,42 0,47 0,53 0,5 0,59 0,47 0,35 0,48 0,43 0,48 0,48 0,45
K2 0,52 0,43 0,38 | 0,34 0,42 0,39 | 0,48 | 0,48 0,4 0,45 0,35 0,44




kpZl | kpZ2 | kpZ3 | PZ1 | PZ2 | PZ3 | jZ1 jZ2 jZ3 srbZl | srbZ2 | srbZ3
kpZ1 1
kpZ2 0,57 1
kpzZ3 0,49 0,56 1
Pz1 0,49 0,43 0,55 1
PZ2 0,56 0,47 0,53 | 0,65 1
PZ3 0,52 0,53 06| 065 | 0,66 1
jZ1 0,6 0,57 0,56 | 0,51 | 0,56 0,6 1
jZ2 0,49 0,54 0,53 | 057 | 0,52 0,62 0,57 1
jZ3 0,5 0,53 0,55 | 0,58 06| 067| 069 | 0,75 1
srbZ1 0,53 0,54 055| 053 | 0,54 0,55 0,5 0,53 0,5 1
srbZ2 0,58 0,47 05| 052 | 053 | 064 | 061]| 055 0,55 0,62 1
srbZ3 0,47 0,48 0,46 | 0,61 | 0,48 0,55 0,51 0,64 0,53 0,53 0,52 1
tZ1 0,47 0,5 0,49 | 053 | 0,52 0,66 0,53 0,51 0,52 0,53 0,47 0,51
tZ2 0,51 0,42 051 | 051 | 0,53 06| 052| 0,49 0,46 0,57 0,57 0,53
tZ3 0,46 0,53 054 | 056 | 053] 068| 051]| 0,56 0,54 0,52 0,5 0,49
mT1 0,49 0,53 0,47 | 0,49 0,5 0,56 0,56 0,47 0,44 0,48 0,44 0,55
mT2 0,45 0,4 047 | 054 | 053] 053] 051]| 042 0,45 0,54 0,5 0,51
mT3 0,54 0,58 0,47 | 0,53 | 0,53 06| 053| 0,49 0,6 0,51 0,5 0,6
Gl 0,53 0,42 049 | 051 | 052 | 066 | 047 | 048 0,48 0,41 0,58 0,51
G2 0,52 0,46 049 | 053 | 049 | 0,55 06| 052 0,53 0,5 0,59 0,49
F1 0,54 0,49 047 | 051| 049 | 062| 054 | 0,58 0,6 0,52 0,59 0,48
F2 0,57 0,53 054 | 052 | 047 06| 069 | 0,58 0,52 0,51 0,59 0,55
K1 0,5 0,49 0,44 | 044 | 0,49 05| 0,551 0,5 0,51 0,51 0,56 0,51
K2 0,48 0,46 04| 043 | 044 0,4 0,46 0,46 0,44 0,51 0,44 0,4
tZ1 tZ2 tZ3 mT1 mT2 mT3 Gl | G2 F1 F2 K1 K2
tZ1 1
tZ2 0,6 1
tZ3 0,67 | 0,52 1
mT1 0,68 | 052 | 0,58 1
mT2 054 | 062 ] 048 0,54 1
mT3 0,56 | 049 | 047 0,57 | 0,56 1
Gl 0,56 0,5 0,6 0,48 0,52 0,52 1
G2 045 | 052 | 0,46 0,52 0,48 0,53 | 0,51 1
F1 056 | 0,51 0,6 0,51 0,53 0,49 | 0,57 0,58 1
F2 0,53 | 0,62 0,5 054 | 058| 053] 058 | 059]| 0,65 1
K1 0,44 | 053 | 044 | 0448 | 059 | 049 | 051 | 049 | 058 | 0,56 1
K2 0,33 | 042 | 0,47 0,35 0,42 0,44 | 0,38 0,43 0,43 0,44 0,49 1




PRILOG 2

Geneticke sli¢nosti po Ne i Li-u dobijene iz SSR analize



cT1 cT2 cT3 brzl | brz2 | brz3 | kPT1 kPT2 kPT3 makT1l | makT2 | makT3
cT1 1 1
cT2 0,76 0,83 1
cT3 0,93 0,21 0,37
brz1 0,47 0,73 0,9 1
brz2 0,81 0,62 0,76 | 0,48 1
brz3 0,73 0,71 0,63 | 0,14 | 0,78 1
kPT1 0,48 0,46 054 | 0,18 | 0,68 | 0,47 1
kPT2 0,44 0,53 052 | 061 | 0,63 | 0,44 0,66 1
kPT3 0,45 0,62 0,57 | 0,65 | 0,49 | 0,63 0,7 0,48 1
makT1 0,54 0,7 0,8 | 002 | 063 | 0,71 0,69 0,42 0,53 1
makT2 0,8 0,61 0,75 055 | 0,89 | 0,65 0,64 0,57 0,56 0,66 1
makT3 0,68 0,63 0,68 | 0,45 | 0,85 | 0,56 0,48 0,43 0,18 0,55 0,72 1
Osml 0,77 0,6 0,74 | 0,51 | 0,46 0,4 0,62 0,51 0,6 0,47 0,62 0,36
Osm?2 0,67 0,79 0,93 | 0,44 | 0,58 | 0,46 0,62 0,78 0,5 0,4 0,53 0,44
Osm3 0,92 0,6 0,7| 042 | 0,82 | 0,74 0,56 0,49 0,37 0,62 0,69 0,7
PT1 0,64 0,7 0,72 | 0,19 | 0,55 | 0,65 0,64 0,71 0,61 0,54 0,46 0,37
PT2 0,7 0,86 0,81 | 0,16 | 0,81 | 0,74 0,77 0,57 0,65 0,83 0,82 0,59
PT3 0,8 0,64 0,74 02| 0,71 | 0,82 0,53 0,35 0,41 0,68 0,59 0,6
medT1 0,68 0,67 0,81 | 044 | 059 | 0,52 0,56 0,79 0,45 0,28 0,49 0,5
medT2 0,78 0,71 0,85 03| 082 | 0,84 0,55 0,51 0,52 0,65 0,75 0,61
medT3 0,79 0,61 0,66 04| 047 | 0,77 0,65 0,51 0,42 0,67 0,82 0,76
sT1 0,66 0,53 0,61 | 056 | 0,71 | 0,46 0,48 0,7 0,16 0,42 0,76 0,71
sT2 0,57 0,87 0,89 | 0,28 | 0,68 | 0,68 0,44 0,46 0,47 0,6 0,69 0,43
sT3 0,87 0,57 0,56 | 0,15 | 0,77 | 0,71 0,72 0,5 0,61 0,7 0,74 0,56
omZ1 0,53 0,65 0,75 | 0,09 | 0,48 | 0,56 0,7 0,53 0,78 0,52 0,54 0,17
omZ2 0,73 0,7 0,72 | 0,43 | 0,53 | 0,47 0,63 0,48 0,56 0,34 0,58 0,31
omZ3 0,65 0,7 0,81 | 0,35 | 052 | 0,62 0,71 0,57 0,57 0,58 0,44 0,35
Tl 0,79 0,76 0,85 | 0,35 | 0,62 | 0,62 0,72 0,56 0,54 0,51 0,46 0,4
T2 0,79 0,71 0,78 | 0,49 | 0,69 | 0,58 0,76 0,71 0,65 0,49 0,61 0,5
T3 0,76 0,75 0,78 | 0,41 | 0,62 | 0,59 0,66 0,59 0,57 0,31 0,53 0,3
dT1 0,81 0,51 0,56 | 0,06 | 0,65 | 0,66 0,61 0,51 0,58 0,64 0,67 0,42
dT2 0,54 0,58 0,68 | 0,14 | 0,33 | 0,42 0,54 0,33 0,66 0,69 0,42 0,26
dT3 0,52 0,42 0,61 | 0,45 | 0,77 | 0,58 0,85 0,74 0,67 0,6 0,71 0,47
mPZ1 0,47 0,52 0,52 | 059 | 0,69 | 0,53 0,64 0,57 0,33 0,44 0,551 0,65
mPZ2 0,36 0,38 051 059 | 0,62 | 0,46 0,65 0,61 0,42 0,41 0,56 0,47
mPZ3 0,36 0,62 0,61 | 0,29 | 0,59 | 0,58 0,69 0,52 0,36 0,43 0,39 0,28
kpZ1 0,67 0,65 0,64 05| 0,38 | 0,31 0,54 0,42 0,42 0,35 0,42 0,34
kpz2 0,63 0,46 051 | 0,47 | 0,44 | 0,34 0,49 0,51 0,4 0,09 0,48 0,28
kpZ3 0,42 0,61 0,74 | 0,56 | 0,61 | 0,59 0,6 0,87 0,52 0,55 0,5 0,41
pPz1 0,6 0,41 051 | 0,49 | 0,68 | 0,51 0,73 0,74 0,48 0,38 0,57 0,57
PZ2 0,4 0,61 0,6 | 054 0,6 | 0,36 0,62 0,91 0,35 0,29 0,51 0,44
PZ3 0,49 0,5 0,47 | 0,32 | 0,68 | 0,49 0,86 0,7 0,68 0,64 0,64 0,49
jZ1 0,45 0,6 0,75 | 056 | 0,41 | 0,21 0,47 0,81 0,38 0,23 0,42 0,39
jZ2 0,76 0,61 0,71 | 0,53 | 0,63 | 0,52 0,14 0,61 0,26 0,23 0,55 0,58
jZ3 0,56 0,44 04| 053 | 069 | 0,63 0,71 0,76 0,73 0,41 0,58 0,5
srbZ1 0,28 0,5 0,6 | 0,33 | 051 0,6 0,63 0,57 0,49 0,53 0,48 0,3
srbZ2 0,5 0,55 0,46 | 0,45 | 0,55 | 0,66 0,49 0,65 0,44 0,49 0,42 0,44
srbZ3 0,37 0,72 0,82 | 0,34 | 0,22 | 0,37 0,47 0,66 0,3 0,43 0,2 0,03
tZ1 0,71 0,5 0,54 | 0,27 | 0,65 | 0,49 0,76 0,59 0,59 0,4 0,55 0,5
tZ2 0,5 0,64 0,72 | 0,58 | 0,62 | 0,42 0,71 0,66 0,62 0,54 0,75 0,52
tZ3 0,61 0,38 0,45 | 0,18 | 0,53 0,6 0,66 0,53 0,55 0,44 0,47 0,39
mT1 0,47 0,68 0,85 | 0,61 | 0,53 | 0,29 0,62 0,84 0,41 0,34 0,63 0,42
mT2 0,86 0,65 0,69 | 0,53 0,7 | 0,55 0,6 0,53 0,6 0,25 0,65 0,56
mT3 0,53 0,81 0,91 | 0,64 | 0,79 0,5 0,81 0,74 0,59 0,48 0,71 0,64
Gl 0,83 0,45 0,55 | 0,48 | 0,81 | 0,61 0,48 0,49 0,34 0,46 0,78 0,78
G2 0,66 0,79 0,94 | 0,74 | 0,64 | 0,49 0,69 0,71 0,54 0,46 0,72 0,49
F1 0,93 0,79 0,94 | 042 | 0,84 | 0,75 0,55 0,56 0,44 0,61 0,76 0,74
F2 0,93 0,68 0,68 | 0,41 | 0,83 | 0,74 0,54 0,54 0,4 0,59 0,74 0,78
K1 0,76 0,64 0,83 | 0,26 | 0,45 | 0,42 0,67 0,45 0,67 0,51 0,57 0,27




K2 0,86 | 0,38 | 0,5 0,56 | 0,66 | 0,6 0,6 0,56 0,52 0,37 0,55 0,51
Osml | Osm2 | Osm3 | PT1 | PT2 | PT3 | medT1 | medT2 | medT3 | sT1 sT2 sT3
Osm1 1
Osm2 0,84 1
Osm3 0,68 | 0,69 1
PT1 0,68 | 085| 0,66 1
PT2 063 | 056 | 0,71 | 0,52 1
PT3 055| 057 | 082 |0,72 | 0,62 1
medT1 | 0,76 | 0,94 0,710,88 | 0,46 | 0,63 1
medT2 | 0,57 0,6 081052077 | 0,7 0,6 1
medT3 | 0,42 05| 086| 05]|0,81]|0,74 0,5 0,84 1
sT1 0,38 06| 066 |058| 06]052 0,62 0,6 0,72 1
sT2 047 | 044 | 066 | 040,77 | 0,48 0,44 0,88 0,77 0,55 1
sT3 0,76 | 068 | 089 | 0,72 | 0,85 | 0,79 0,67 0,81 0,79 0,64 0,74 1
omZ1 063 | 051| 047|068 | 0,61 | 0,49 0,51 0,4 0,43 0,34 0,38 0,64
omZ2 086 | 0,77 | 0,71 (0,74 | 0,51 | 0,62 0,78 0,62 0,53 0,41 0,53 0,76
omZ3 0,7| 0,72 0,7]0,88|0,48 | 0,78 0,73 0,5 0,47 0,48 0,29 0,72
rTl 0,75| 0,77 | 082 | 0,76 | 0,58 | 0,77 0,77 0,64 0,64 0,37 0,36 0,79
rT2 083| 08| 081|085 0,63 | 0,69 0,85 0,65 0,63 0,57 0,51 0,84
rT3 0,83 08| 0,770,79 1059 | 0,7 0,84 0,7 0,64 0,45 0,62 0,84
dT1 0,73| 059| 0,79 | 060,81 | 0,67 0,56 0,7 0,65 0,5 0,65 0,89
dT2 0,79 | 068 | 058|063 | 053|051 0,58 0,46 0,38 0,24 0,42 0,62
dT3 062| 068 | 057|064 073|048 0,68 0,7 0,75 0,45 0,69 0,64
mPZ1 037| 051| 05506703 | 0,6 0,52 0,4 0,63 0,62 0,2 0,42
mPZ2 048 | 051 | 042 0,65 ]| 0,39 | 0,55 0,55 0,46 0,55 0,6 0,45 0,5
mPZ3 0,29 | 0,41 051]0,65]| 0,35 | 054 0,5 0,5 0,57 0,38 0,41 0,45
kpz1 0,73| 057 | 066 | 070,33 | 0,57 0,61 0,36 0,38 0,6 0,25 0,71
kpz2 0,73| 061| 058|062 0,27 | 0,51 0,76 0,52 0,36 0,41 0,43 0,67
kpz3 0,44 0,7| 052082 | 0,53 ]| 0,55 0,7 0,4 0,56 0,7 0,44 0,48
Pz1 0,71 0,77 | 066 | 0,63 | 051 |0,53 0,76 0,64 0,57 0,44 0,43 0,61
Pz2 044 | 0,75| 051|0,73|0,44 | 0,34 0,8 0,52 0,53 0,78 0,48 0,49
Pz3 062 | 064 | 057|068 | 0,77 | 0,46 0,63 0,59 0,68 0,6 0,6 0,72
jZ1 055| 068 | 041 | 060,34 0,22 0,71 0,25 0,19 0,67 0,13 0,45
jZ2 0,4 0,6 0,7 0,61 | 0,27 | 0,58 0,7 0,5 0,49 0,74 0,25 0,58
jZ3 057 | 064 | 064|061 058|045 0,64 0,65 0,6 0,48 0,56 0,61
srbz1 046 | 051| 039|0,71| 05| 0,55 0,62 0,5 0,46 0,44 0,55 0,49
srbz2 057 | 066 | 054 |0,75| 0,47 | 0,66 0,72 0,58 0,48 0,42 0,42 0,5
srbZ3 055| 071 048 | 080,22 | 0,58 0,76 0,37 0,2 0,5 0,33 0,51
tZ1 0,77 | 0,78 | 0,76 | 0,8 | 0,56 | 0,65 0,78 0,58 0,62 0,5 0,41 0,8
tZ2 07| 061| 039| 0,6 |0,57]| 041 0,57 0,48 0,52 0,58 0,43 0,52
tZ3 0,68 07| 062|086| 040,74 0,76 0,54 0,49 0,33 0,39 0,7
mT1 06| 0,78| 046 |0,73 | 0,48 | 0,33 0,79 0,47 0,49 0,72 0,51 0,46
mT2 082 0,77 | 0,77 | 0,74 | 0,45 | 0,66 0,79 0,54 0,63 0,48 0,26 0,71
mT3 0,63 0,7| 0,66 | 0,65 | 0,66 | 0,55 0,72 0,63 0,77 0,63 0,68 0,65
Gl 0,71 0,74| 082059059 |0,73 0,76 0,77 0,72 0,67 0,57 0,8
G2 0,76 | 062 | 059|056 | 0,64 | 0,44 0,63 0,62 0,63 0,61 0,58 0,6
F1 0,73 | 0,74| 091|067 0,73 | 0,82 0,73 0,82 0,81 0,65 0,58 0,88
F2 0,71 0,72| 092|068 | 0,72 | 0,82 0,74 0,81 0,8 0,65 0,6 0,88
K1 0,89 0,7 0,710,72 | 0,62 | 0,59 0,68 0,53 0,53 0,39 0,47 0,83
K2 088| 0,79 | 083|0,76 | 0,53 | 0,71 0,8 0,62 0,64 0,49 0,36 0,77




omZl | omZ2 | omZ3 | rT1 T2 rT3 dTl dT2 dT3 mPZ1 | mPZ2 | mPZ3
omZ1 1
omZ2 0,72 1
omZ3 0,7| 0,76 1
Tl 063 | 083| 0,86 1
rT2 069 | 086| 0,88 | 0,89 1
rm3 063 091| 0,79 | 0,86 | 0,92 1
dT1 0,68 0,7 06| 068| 0,72 | 0,71 1
dT2 0,58 | 0,72 06| 064 | 067| 062| 041 1
dT3 066 | 072| 062 069 | 0,77 | 0,76 | 0,59 | 0,45 1
mPZ1 046 | 047 | 0,78 061 | 064 | 051 | 047 05| 043 1
mPZ2 0,48 | 0,53 0,7/ 039| 064| 064 | 041 04| 054 0,86 1
mPZ3 053| 055| 069 | 053] 058| 063 | 062| 044 | 0,57 0,76 0,79 1
kpzZ1 0,67 | 0,76 | 0,81 07| 0,78 | 0,72 | 045 | 047 | 045 0,65 0,66 0,43
kpZ2 057| 087 067 063| 0,77 | 085 | 054 | 042 | 0,44 0,36 0,63 0,54
kpZ3 056| 042| 071|051 | 067 | 055| 0,44 0,4 0,5 0,75 0,77 0,65
PZ1 065| 0,73| 0,68 | 0,72 08| 0,74 05| 042 | 0,58 0,66 0,66 0,64
PZz2 051| 057| 061|056 | 068| 062| 051| 047 | 0,46 0,64 0,65 0,58
PZ3 07| 063| 0,71 0,69 0,8 0,7| 055| 0,49 | 0,59 0,64 0,65 0,54
jZ1 0,58 | 0,38 | 0,53 04| 066 | 044 | 042 | 054 | 0,53 0,44 0,52 0,14
jZ2 0,23| 038 059|051| 063| 047 | 054 | 041 0,5 0,47 0,42 0,27
jZ3 063| 062 | 0,66 | 0,67 08| 066| 049 | 0,43 | 0,51 0,63 0,62 0,51
srbZ1 061| 064| 0,75| 0,48 | 0,62 | 0,66 05| 047 | 0,48 0,66 0,79 0,77
srbZ2 0,66 | 0,65 08| 062| 071 068 | 049 | 059 | 0,53 0,74 0,75 0,67
srbZ3 051 089 083 063| 066| 062| 047 | 035| 0,51 0,54 0,59 0,58
tZ1 069| 069| 083|088 | 091| 086 | 0,44 | 0,35| 0,47 0,65 0,58 0,58
tZ2 071 081 061|045 | 065| 059 | 044 | 047 | 054 0,69 0,82 0,59
tZ3 065| 058| 089|077 | 081| 083 | 052 | 046 | 0,47 0,73 0,76 0,74
mT1 04| 083]| 054 05| 0,66 06| 0,38 | 0,37 0,4 0,53 0,6 0,54
mT2 067| 0,72| 073 082| 088| 082| 039| 045| 0,48 0,61 0,53 0,51
mT3 06| 071 064 | 065| 0,79| 0,78 | 056 | 0,38 | 0,49 0,76 0,83 0,73
Gl 03| 074 062| 065| 0,77 | 0,73 | 041 0,4 | 0,48 0,55 0,61 0,32
G2 07| 071 061| 066/| 0,71| 0,72 | 0,39 | 0,42 | 0,52 0,62 0,64 0,58
F1 0,44 07| 071|082 082 0,77 045| 051 | 0,52 0,55 0,45 0,31
F2 0,43 07| 071|082 081 0,76 | 0,46 | 0,52 | 0,53 0,58 0,43 0,32
K1 0,72| 081 0,72 0,79 | 085| 083 | 0,35| 0,48 | 0,43 0,35 0,42 0,26
K2 061| 084 | 081 093 09| 087 | 048 | 0,48 0,4 0,48 0,49 0,49




kpZl | kpZ2 | kpzZ3 | PZ1 | PZ2 | PZ3 | jZ1 jZ2 jZ3 srbZ1 | srbZ2 | srbZ3
kpZ1 1
kpz2 0,76 1
kpz3 0,55 | 0,42 1
PZ1 0,53 0,7 | 0,56 1
PZ2 054 | 057| 083 0,72 1
PZ3 063| 049 | 0,69 | 0,62 | 0,76 1
jZ1 0,66 | 0,55 0,7 0,66 | 0,74 | 0,53 1
jZ2 0,58 | 0,55 06| 045| 056 | 0,23 ]| 0,73 1
jZ3 056| 062| 0,72 | 0,78 | 0,69 | 0,71 | 0,65 0,5 1
srbz1 053] 063| 0,71 | 057 | 0,71 | 0,76 0,3 02| 0,51 1
srbz2 06| 062 0,71 | 0,82 0,7| 0,64 | 059| 049 | 0,62 0,82 1
srbZ3 064| 063| 0,73 | 056 | 0,71 | 052| 059 | 057 | 0,49 0,7 0,74 1
tZ1 0,74| 0,75| 057 | 081| 065| 0,76 | 044 | 0,42 | 0,76 0,6 0,68 0,63
tZ2 0,67 | 0,69 0,7 0,7| 064 | 071| 058 | 0,33 | 0,67 0,71 0,67 0,49
tZ3 071| 0,78| 064 | 0,76 | 057 | 061 | 035 | 0,44 | 0,64 0,76 0,8 0,75
mT1 0,44 05| 079|058 0,88 | 0,67 | 062| 051| 0,56 0,64 0,5 0,65
mT2 0,72 | 0,74 | 0,53 | 0,74 05| 059 | 055| 0,65 0,7 0,4 0,62 0,45
mT3 056 | 066 | 0,75 | 0,77 | 0,77 | 0,83 05| 0,35 | 0,79 0,75 0,65 0,51
Gl 06| 072 | 041 0,75 | 0,51 05| 053] 0,72 0,6 0,46 0,65 0,46
G2 0,67 | 066 | 062 | 0,74 | 0,77 | 0,77 06| 038]| 0,65 0,71 0,68 0,47
F1 0,64 | 0,63 05| 0,71 | 051 | 0,58 05| 0,73 | 0,67 0,37 0,61 0,44
F2 0,64 | 0,63 | 049 0,7/ 051 057| 048 | 0,73 | 0,65 0,37 0,61 0,45
K1 0,83 0,7 047 055| 045 | 0,76 | 0,52 0,4 0,6 0,46 0,51 0,52
K2 0,77 0,7| 055|072 058 | 0,66 | 052| 0,63| 0,68 0,47 0,66 0,57

tZ1 tZ2 tZ3 mT1 mT2 mT3 | G1 G2 F1 F2 K1 K2
tZ1 1
tZ2 0,63 1
tZ3 0,86 0,7 1
mT1 0,53 0,65 0,52 1
mT2 0,85 0,65 0,73 056 |1
mT3 0,75 0,8 0,7 0,78 | 0,7 1
Gl 0,73 0,62 0,7 044 0,76 |065 |1
G2 0,64 0,78 0,55 0,79 10,69 |08 053 |1
F1 0,78 0,54 0,69 043 |0,79 | 0,6 0,91 | 0,59 1
F2 0,78 0,51 0,71 044 |0,77 |061 |09 0,58 099 |1
K1 0,8 0,62 0,69 055 [081 |061 |06 0,72 07 (0,7 |1
K2 0,86 0,53 0,73 056 |092 |0,67 |072 | 0,75 08410840831
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Ipuaor 1.

H3jasa o ayropcTBY

[lornucanu-a lanujena Puctuh

6poj yrmuca I'A 060077

M3jaBmyjem

J1a je JOKTOPCKa IUCepTaLHja [TO/] HACTIOBOM

LJICIIHTHBake reHeTHYKe BapijabUITHOCTH JOKATHHUX HOMyIalkja KyKypy3a
(Zea mays L.) MonexynapHuM Mapkepuma‘*

® pe3ynTaT COICTBEHOI HCTPAXXUBAYKOT paja,

® la IpejIoKeHa JAUCepTalMja y Le/MHE HH Y AeNOBHMA HUje Ouia mpeayioxkena
3a jpobujame OHIO Koje OMIIIOME NpeMa CTYAHMjCKHM IpOrpaMMMa APYrHX
BUCOKOLIKOJICKHX YCTAaHOBA,

® J1a Cy pe3yJTaTH KOPEKTHO HABCJICHH H

e Ja HHCaM KpIIMO/Ta ayTOpcka NpaBa M KOPHCTHO HHTENEKTyalHYy CBOjUHY
JpPYTHX JTHIA.

IoTnue AOKTOpaHaa

Mla s

¥V Beorpazy, 12.07.2013.




Ilpuor 2.

HM3jaBa 0 HCTOBETHOCTH MITAMIAHE H €IEKTPOHCKE BepP3Hje JOKTOPCKOT paja

Wme u npe3ume aytopa [lanujena Pucruh
Bpoj ymuca T'A 060077

Crymmjcku mporpam ['eHeruka

HacroB pana “UcnuTuBame reHeTHIKe BapHjaOHIHOCTH JTOKATHHX NOMyIalyja
KYKYpYy3a (Zea mays L.) MONIEKyTapHUM MapkepumMa“

Mentop Ap [parana Uratosuh-Muuumh, HayuHu caBeTHUK UHCTUTYTa 3a Kykypy3
»3eMyH lMorse"

Ap Mapura CrameHkoeuh-Paaak, BeHpeaHu npocbecop, YHusepauteT y beorpaay —
Buvonowwku chakyntet

IMotnucany (\ﬁw‘/fmq %I

M3jaBjbyjeM Ja je IITaMIaHa Bep3Hja MOT' JOKTOPCKOT paja HCTOBETHA €EKTPOHCKO]

Bep3MjH Kojy caM mpefao/la 3a oOjaB/bHBame Ha moprany JMruragHor

peno3uTopujyma YHusep3utera y Beorpany.

Jlo3BosbaBam 1a ce 00jaBe MOjH JHYHH MOJAIH Be3aHH 3a 100Hjame akaIeMCKOT 3Bamba
IOKTOpa HayKa, Kao INTO Cy MMe M NPe3nMe, TOIMHA H MecTo poljema u JaTyM oxbpane

para.

OBM JMYHH MOJAUH MOry ce OOjaBHTH Ha MpEXHHM CTpaHHIAMa [UTHTATHE
OubmHoTEKe, Y €NEKTPOHCKOM Kataijory MW y myOnmkanuwjaMa YHuUBEp3uTeTa Y

Beorpany.

IoTnHce foxTOpanaa

¥ Beorpany, 12.07.2013. O/WJQ @M




IIpuor 3.

H3jaBa o kopumhemy

Osnamhyjem Vaupepsutercky GuGmmoteky ,,Cerosap Mapkosuh na y Jlururansu
penosutopujyM YruBep3utera y Beorpany yHece Mojy MOKTOPCKY JMCEpTAUH]y TOX
HACJIOBOM:

“VcnuTHBARE reHeTHYKe BapHjaOWIHOCTH IOKATHAX MOMyNAHja KYKYpy3a (Zea mays
L.) MonieKynapHiM Mapkepuma‘

KOja je Moje ayTOpcKo JEo.

Jlucepranujy ca CBUM IPATIO3KMA PESao/a caM y eNeKTPOHCKOM (opMary IOroHOM
3a TPajHO APXUBHPAME.

Mojy OKTOpCKY [MCEpTAL]y IOXParbery y JIUTHTATHH PeNo3HTOPH]yM Y HHBEP3HUTETa
y Beorpaty Mory /1a KopucTe CBH Kojit TIOIITYjy oapebe caipixare y 0iabpaHoM THIY
minerne Kpearusre 3ajeuuue (Creative Commons) 3a Kojy caM ce OZuTyqHo/Jia.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIHjATHO
@Aympcmo — HeKoMepIHjatHo — 6e3 mpepazie
4. AyTOpCcTBO — HEKOMEPIHjaTHO — AETHTH I0J] HCTHM YCIIOBHMA
5. AyropctBo — 6e3 mpepaze
6. AYTOpCTBO — JEMUTH IO/ HCTHM YCITOBAMA

(Momamo Ja 3a0KpyXHTe Camo jefHy OJ IIeCT MOHyheHHX JHIEHIH, KpaTak OIHC
JTMUEHIH AT je Ha MOJeljuHH JHCTa).

Tlornue KoKTOpaH/a

¥ Beorpazy, 12.07.2013. /&uq/jé/«[u Quaad




1. AyTopcTBo - Jl03BOJbaBaTe YMHOKABabe, JUCTPUOYIM]Y H jaBHO CAOMIITABAMkE Ie/a,
W TIpepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuMH ozxpeheH O cTpaHe ayTopa WIIH
JlaBaona JMIEHIe, YaKk W y KoMepiwujaaHe cBpxe. OBo je HajcmoGomHMja OX CBHX
JIMICHIIA.

2. AYTOpCTBO — HEKOMepuujanHo. JI03BoJbaBaTe YMHOXKABAmbe, TUCTPUOYIIH]Y U jaBHO
caommTaBame Jena, W Ipepane, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauWH oxpeheH of
cTpaHe ayTopa WM JaBaoua juuenne. OBa JMIEHNA HE J03BOJbaBa KOMEPLHjalIHY
ynotpeQy zena.

3. AyrtopctBO - HekoMepuujanHo — Oe3 mpepaze. Jlo3Bo/baBaTe YMHOXKABAmbe,
QUCTpUOYLIMjy M jaBHO CaoNIITaBame jena, Oe3 NpoMeHa, NpeolIMKOBama HIIA
ynotpebe /iena y CBOM Jejly, aKo ce HaBeje MMe ayTopa Ha HauMH ofpeheH ox cTpaHe
ayTopa WM JaBaona juieHie. OBa JHIEHIa HE T03BOJbABA KOMEPLHjaIHY ynoTpeOy
nena. Y 0JIHOCY Ha CBE OCTaJsIe JIMIEHIlE, OBOM JIMIIEHLIOM Ce OrpaHHyaBa Hajpehin o6um
npasa kopumhema Jena.

4. AyTOpcTBO - HEKOMEpLHjalHO — AEIMTH MOJ MCTHM ycnoBuma. Jlo3BosbaBate
YMHOXKaBame, AUCTPUOYIHjy U jaBHO CAOMINTaBaie Jena, W Ipepaje, ako ce HaBele
UMe ayTopa Ha Ha4yMH ozpeheH o1 cTpaHe ayTopa MM JaBaola JIMIEHIE H aKo ce
npepaja AUCTpUOYHpa MOA MCTOM MM CIHYHOM JuieHnoM. OBa IHIEHNA He
JI03BOJbaBa KOMEpIHjalHy ynoTpeQy Jena u nmpepaja.

5. AyropctBo — 6e3 mpepane. Jlo3BosbaBate yMHOKaBambe, AUCTPUOYIH]y H jaBHO
caomnuiTaBame jiea, 6e3 mpomeHa, IpeobIHKOBama WK ynotpebe Zena y CBOM Jewy,
aKo ce HaBeJle KMe ayTopa Ha HauuH oJpeljeH o1 CTpaHe ayTopa HilH aBaolia JHIEHIIE.
Osa nuIIeHIa I03B0/baBa KOMEPIMjaIHy ynoTpely aena.

6. AyTOpCTBO - JENMTH MOJA HCTUM YycjoBuMa. J[03BOJbaBaTe yMHOXKABAME,
IUCTpHOYIHMjy M jaBHO CaoIIUTaBame Jela, W Ipepaje, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha
HauMH ozpeleH O cTpaHe ayTopa WM JaBaola JMIEHIE M aKko ce Ipepaja
JIMCTpuOyHpa TIOJ MCTOM MM CIMYHOM JiuneHnoM. OBa JHIEHLA J03BOJbaBa
KoMepuujanHy ynorpeOy nema u mpepana. CnuyHa je coTBEpCKHM JHIEHIIaMa,
OJIHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.



