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ANALIZA GENETICKE VARIJABILNOSTI KUKURUZA NA
TOLERANTNOST PREMA SUSI

SAZETAK

SuSa je glavni abioticki faktor, koji znacajno utiCe na smanjenje i kvalitet
kona¢nog prinosa zrna kod kukuruza. S obzirom na predvidanja globalnih klimatskih
promena za 21. vek, u pravcu povecanja temperature vazduha, ve¢e evapotranspiracije i
ucestalije pojave suSe, poboljSana sposobnost kukuruza da izdrzi nepovoljne uslove
spoljaSnje sredine je esencijalna i zahteva multidisciplinarni pristup u proucavanju
osobina koje doprinose njegovoj povecanoj tolerantnosti prema stresu suse.

Za potrebe savremene selekcije kukuruza za razliCite osobine (npr. tolerantnost
prema susi), materijal koji se ¢uva u banci gena Instituta za kukuruz “Zemun Polje”, po
svom obimu (5806 genotipova) i ogromnoj genetickoj varijabilnosti, pruza velike
mogucnosti. Testiranje celokupnog genofonda na tolerantnost prema susi je izvrSeno u
uslovima kontrolisane suSe u Egiptu, kao i u uslovima umerenog vodnog deficita u
Zemun Polju i Skoplju, grupisanjem genotipova po duzini vegetacije (po grupama
zrenja), kako bi svi bili izloZeni stresu suSe u pribliZno istoj fazi vegetacionog perioda.
Identifikacija 1 odabir genotipova su vrSeni pracenjem sekundarnih osobina relevantnih
za stres suSe (ASI-a - anthesis silking interval, jalovosti biljke, ozrnjenosti klipa,
nalivenosti zrna i osobine stay green-a), na sva tri lokaliteta, i merenjem prinosa zrna /
biljci u uslovima umerenog vodnog deficita.

Pored dobrih per se performansi u poljskim uslovima, za odabir genotipova
najtolerantnijih prema stresu suse, kao buduc¢ih komponenti hibrida, bila je neophodna
informacija o pripadnosti genotipova odgovaraju¢im heteroticnim grupama na osnovu
ukrStanja sa koriS¢enim inbred testerima, poreklom iz tri heteroticne grupe - BSSS,
Lancaster i nezavisne, kao i informacija o op$toj kombinacionoj sposobnosti ukrStanja
genotipova sa odabranim inbred testerima. Od izuzetnog znacaja je bilo izdvajanje 6
genotipova kukuruza, koji su se dobro kombinovali sa sva tri koriS¢ena heteroti¢na
izvora, Cine€i potencijalno nov, sasvim razli¢it izvor poZeljne germplazme. Na osnovu
dobijenih rezultata, formirana je core kolekcija za tolerantnost prema susi, koju ¢ine 13
domacih populacija, 13 introdukovanih populacija i 15 introdukovanih inbred linija

kukuruza.



Kod svih genotipova, povecana tolerantnost na stres suSe u fazi cvetanja,
pracena je malim ASI-jem (do 2,69 dana), niskom jalovos¢u biljke (do 13,16%),
visokom ozrnjenoscu klipa (do 93,08%) i dobrom nalivenos$¢u zrna (do 95,38%), dok se
stay green najvise ispoljio u uslovima izrazitog vodnog deficita. Prinos zrna / biljci za
sve genotipove je bio visi u Zemun Polju u odnosu na Skoplje.

SSR molekularna karakterizacija je utvrdila visok stepen genetickog diverziteta
unutar svake ispitivane grupe genotipova kukuruza (genetiCka slicnost domacih
populacija je iznosila 0,31, introdukovanih populacija 0,54 i introdukovanih inbred
linija 0,37) i potvrdila grupisanje genotipova u odgovarajuce heteroti¢ne grupe, na
osnovu njihove kombinacione sposobnosti sa kori§¢enim inbred testerima.

Ispitivana morfo-fizioloska i biohemijska osnova tolerantnosti na suSu u ranoj
fazi razvica kukuruza u uslovima simuliranog osmotskog stresa, potvrdila je postojanje
varijabilnosti izmedu genotipova, ispoljene u uslovima stresa suse u polju. Kod svih
genotipova je doSlo do smanjenja parametara rasta (duZine i sveZe mase korena i
nadzemnog dela), kao i povecanja odnosa koren - nadzemni deo za posmatrane
parametre. Efekat osmotskog stresa na sadrzaj prolina je bio mnogo izraZeniji u korenu,
dovode¢i do prosecnog povecanja njegove akumulacije i do 59,2%. Utvrdene su
statistiCki visoko znaCajne korelacije izmedu promene sadrZaja prolina i promene
duZine, sveZze i suve mase korena i lista. Povecane POD aktivnosti u uslovima
osmotskog stresa, kao i povecanje intenziteta anjonskih POD izoformi u tretmanu, su
ukazale na povecanu tolerantnost genotipova na uticaj osmotskog stresa. Utvrdene su
statisticki znacajne korelacije izmedu specificne POD aktivnosti i promene sadrzaja
prolina (r = -0,610"), odnosno promene sveze mase korena (r = 0,572"). Utvrdena je
znacCajna pozitivna korelacija prinosa zrna / biljci u polju sa promenom sadrzaja prolina
u korenu klijanaca (r = 0,519"), kao i visoko zna¢ajna negativna korelacija sa promenom
duzine korena klijanaca (r = -0,658").

Kljucne re¢i: banka gena, geneticka divergentnost, jezgrovna kolekcija, kukuruz,

osmotski stres, prolin, SSR (Simple Sequence Repeat) markeri, suSa
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ANALYSIS OF GENETIC VARIABILITY AMONG MAIZE GENOTYPES
TO DROUGHT TOLERANCE

ABSTRACT

Drought is a major abiotic factor, which significantly decreases final grain yield
and its quality in maize. Predictions of global climate changes for 21*' century, towards
higher air temperatures, greater evapotranspiration and more frequent occurrence of
drought, emphasize the importance for improved maize ability to withstand adverse
environmental conditions, and the necessity of employing the multidisciplinary
approach for studying the characteristics that contribute to its increased drought
tolerance.

The material maintained within The MRI “Zemun Polje” gene bank, considering
its size (5806 genotypes) and huge genetic variability of the accessions, offers the great
opportunity for modern maize breeding for different purposes (e.g. drought tolerance).
Field testing for drought tolerance was performed on the entire MRI gene bank
collection, subjected to controlled drought in Egypt, as well as to conditions of
moderate water deficit in Zemun Polje and Skopje. In order to expose them to drought
stress at aproximately the same vegetative stage, grouping the accessions into different
maturity groups (acording to the duration of their vegetative period), was necessary.
Identification and selection of the most drought tolerant genotypes was performed by
visual scoring of drought related secondary traits (ASI - anthesis silking interval,
barrenness, seed set, grain filling and stay-green) at each location, and by measuring
yield / plant under moderate water deficit conditions.

Besides good performances per se in field, the information on combining ability
of selected material, in order to classify it into heterotic groups, was necessary to form
the core. Therefore, the most drought tolerant genotypes were crossed to three inbred
testers from heterotic groups that mutually combined well (BSSS, Lancaster and
independent source). It is very important that 6 genotypes had a good combining ability
with all three observed heterotic sources, making them a new, completely different
source of favourable germplasm. Obtained results revealed the formation of core
collection for drought tolerance, comprising 13 local populations, 13 introduced

populations and 15 introduced maize inbred lines.



Increased tolerance to drought of all genotypes at flowering, was followed by a
small AST (up to 2,69 days), lower barrenness rate (up to 13,16%), higher seed set rate
(up to 93,08%), as well as higher grain filling rate (up to 95,38% ), while the trait of
stay green was the most pronounced under extreme water deficit conditions. Grain yield
/ plant of all genotypes was higher in Zemun Polje in relation to Skopje.

SSR molecular characterization has revealed a high level of genetic diversity
within each group of maize genotypes (genetic similarity of local populations was 0,31,
of introduced populations was 0,54 and of introduced inbreds was 0,37) and confirmed
genotypes assignment to heterotic groups, based upon their combining ability with used
inbred testers.

Investigation of morpho-physiological and biochemical basis of drought
tolerance at early maize seedling stage under applied osmotic stress, confirmed the
existence of variability among the genotypes, as exhibited in the field. In all genotypes,
osmotic stress caused the reduction in growth parameters (length and fresh weight of
both roots and shoots), as well as increased root to shoot ratio of the observed
parameters. The effect of osmotic stress on proline content was much more pronounced
in the roots, leading to average increase in its accumulation up to 59,2%. Statistically
highly significant correlations between changes in proline content and changes in all
observed growth parameters of roots and shoots were detected. Increased POD activities
under osmotic stress, as well as increased anionic POD isoforms in treatment, indicated
the existance of increased tolerance to osmotic stress. Significant correlations were
found between specific POD activity and proline content changes (r = -0,610 *), ie.
changes in root fresh weight (r = 0,572%). Significant positive correlation was found
between grain yield / plant in the field and change of proline content in seedlings roots
(r = 0,519%), as well as a highly significant negative correlation between grain yield /
plant and the change of seedling root length (r = -0,658 **).

Key words: core collection, drought, gene bank, genetic diversity, maize, osmotic

stress, proline, SSR (Simple Sequence Repeat) markers

Scientific field: BIOTECHNICAL SCIENCES
Special topic: FIELD AND VEGETABLE CROPS
UDK number: 633.15:575.22:632.112(043.3)
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1. UVOD

Globalne klimatske promene su, generalno, ve¢ u toku i ukazuju na dugorocan
trend pojave viSih temperatura, ve€e evapotranspiracije i ucestalije pojave suse u
odredenim regionima (Hillel i Rosenzweig, 2002). Ovi trendovi, zajedno sa Sirenjem
poljoprivredne proizvodnje u marginalnim podrucjima, dovode do porasta broja
aridnih agro-ekoloskih sistema. Predvidanja globalnih klimatskih promena ukazuju da
¢e se zagrevanje atmosfere nastaviti u 21. veku, a projektovane srednje temperature
vazduha bile bi krajem ovog veka za 1,4°C do 5,8'C veée u odnosu na sadaSnje
vrednosti, pri ¢emu bi projektovana brzina promene temperature u ovom stolecu od
0,3°C po deceniji bila najveca od bilo koje brzine promena temperature vazduha u
poslednjih 10 000 godina uslovljene prirodnim faktorima (Allan i Soden, 2008).

Prema prvim procenama regionalnih klimatskih promena, u regionu JuZne
Evrope (kome pripada i1 Srbija), se, pored trenda rasta temperature vazduha i
isparavanja, o¢ekuje smanjenje padavina u toploj polovini godine, smanjenje vlaznosti
zemljista i uopste koliCine raspolozive vode (Gualdi i sar., 2008; Popovi¢, 2007).
Ocekuju se 1 ucestalije pojave klimatskih ekstrema (olujne nepogode pracene
poplavama, suSe, ekstremno visoke temperature vazduha, toplotni talasi i dr.), pa se
zbog nepovoljnog uticaja na proizvodnju hrane, energije, vodosnabdevanje, ljudsko
zdravlje 1 biolosku raznovrsnost, region Juzne Evrope svrstava u regione veoma
ugrozene klimatskim promenama (Dodig i sar., 2002).

SuSa kao glavni abioticki faktor, predstavlja permanentno i znacajno visok
deficit vode za potrebe biljaka u jednom poljoprivrednom ili Sumskom podrucju, koji u
kombinaciji sa visokim temperaturama vazduha deluje nepovoljno na rast i razvice
biljaka i u znatnoj meri smanjuje i pogorSava kvalitet prinosa (Shao i sar., 2008). Stoga
je nesporna potreba da se deo oplemenjivackih programa usmeri u pravcu povecanja
tolerantnosti prema ovom stresnom faktoru (Ribaut, 2006).

Tolerantnost na suSu je vrlo slozena kvantitativha osobina, koja je po svom
nacinu nasledivanja poligena i vezana je za veliki broj fizioloskih i morfoloskih osobina
(Campos i sar., 2004). U vezi sa tolerantnoS¢u na suSu, vrSena su intenzivna istraZivanja
u oblasti agronomije 1 oplemenjivanja, fiziologije, kao i u oblasti biotehnologije.

ZnaCajan napredak u poveCanju prinosa u uslovima suSe je ostvaren kroz
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konvencionalno oplemenjivanje, ali je to dugotrajan proces koji zahteva strogo
kontrolisane uslove u polju. Pri tom dolazi do smanjenja heritabilnosti komponenti
prinosa usled povecanog stresa (Ribaut i sar., 1997), kao i do smanjenja geneticke
varijabilnosti koja se povremeno mora introdukovati iz pozeljnih izvora.

Kukuruz je biljka koja se po rasprostranjenosti i upotrebi nalazi na trecem mestu
u svetu, iza pSenice 1 pirinca, kod koje suSa izaziva drasticno smanjenje prinosa zrna. Za
uspesnu selekciju na povecanu tolerantnost kukuruza prema susi, neophodno je pronaci
pozeljne genotipove sa tom osobinom. Pri tome je vazno da koriS¢eni izvori poseduju
visok stepen ekspresije trazene osobine, ali 1 da se odlikuju Sto viSim stepenom
adaptiranosti na lokalne uslove gajenja. Kolekcija domacih i introdukovanih genotipova
kukuruza, kao izvora poZeljnih osobina, iz banke gena Instituta za kukuruz ‘“Zemun
Polje”, po svom obimu i sadrZaju, pruza velike mogucnosti za potrebe komercijalnog
oplemenjivanja kukuruza sa povecanom tolerantnoS¢u prema stresu suse.

Dok banke gena pokuSavaju da saCuvaju Sto je moguce viSe geneticke
varijabilnosti koja bi bila na raspolaganju selekcionerima, oplemenjivacki programi ne
koriste efikasno raspoloziv diverzitet, oslanjajuci se, skoro iskljucivo, na svoje radne
kolekcije. Prebriding (pre-breeding) je koncept koji predstavlja najbolju vezu izmedu
genetickih izvora 1 oplemenjivackih programa. Obuhvata sve aktivnosti u cilju
identifikacije pozeljnih karakteristika 1 / ili gena iz neadaptiranog (egzoti¢nog ili
poluegzoti¢nog) materija, ukljucujuci i adaptirani materijal, koji ¢e biti pod nekim
selekcionim pritiskom (Nass i Paterniani, 2000). Rezultati prebriding programa su
stvaranje novih osnovnih populacija za potrebe oplemenjivanja, koje pomazu u
identifikaciji heteroti¢nih grupa (one su odlucujuci faktor za Siru upotrebu germplazme
u cilju postizanja Sto boljih performansi hibrida dobijenih u razli¢itim ukrStanjima
populacija) i formiranje tzv. jezgrovnih (core) kolekcija, koje predstavljaju geneticki
diverzitet odredene vrste i njenih srodnika, sa minimumom ponovljivosti (Teixeira i
sar., 2010).

Proucavanje konstitutivnih i adaptivnih osobina koje doprinose tolerantnosti
kukuruza na susu zahteva multidisciplinarni pristup, a ogleda se u integrisanoj primeni
metoda klasi¢ne selekcije, morfoloskih i fizioloSko-biohemijskih metoda, kao 1 metoda

molekularne genetike.



2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja su bili:

grupisanje genotipova kukuruza na osnovu pripadnosti FAO grupama zrenja
(prema duZini vegetacionog perioda)

formiranje manjih kolekcija kukuruza na osnovu testiranja u uslovima vodnog
deficita i visoke temperature vazduha

odredivanje pripadnosti razliitim heteroticnim grupama na osnovu testiranja
kombinacione sposobnosti

ispitivanje reakcije odabranih genotipova u ranoj fazi razvi¢a na simulirani stres
suSe u laboratorijskim uslovima

detaljnija karakterizacija odabranih genotipova unutar novoformirane jezgrovne
kolekcije za tolerantnost prema su$i primenom SSR (Simple Sequence Repeat)

molekularnih markera



3. PREGLED LITERATURE

3.1 Znacaj kukuruza

Psenica, pirina¢ i kukuruz su tri najvaznije Zitarice u svetu. Kukuruz se trenutno
proizvodi na skoro 100 miliona hektara u 125 zemalja u razvoju, od kojih je u 75
najzastupljenija gajena biljna vrsta (FAOSTAT, 2010). Iako je veci deo (oko 78%)
svetske proizvodnje, sa preko 800 miliona tona godiSnje, usmeren na proizvodnju
sto¢ne hrane, potreba za koriSenjem kukuruza u ljudskoj ishrani se stalno povecava
(sub-saharski deo Afrike i Latinska Amerika), sa procenjenom godiSnjom stopom rasta
od 1,3% do 2020-te godine (Ortiz et al., 2010). Globalna predvidanja takode ukazuju da
¢e do 2025-te godine kukuruz postati usev sa najvecom proizvodnjom, kao i da ¢e se u
zemljama u razvoju do 2050-te potreba za njim udvostruciti (Rosegrant et al 2008).

Dominacija i superiorni polozaj kukuruza uslovljeni su prevashodno izuzetno
Sirokim, veoma raznovrsnim i ogromnim moguc¢nostima njegove upotrebe. Od kukuruza
se dobija braSno, griz, skrob, ulje i sirup, dok se procesima fermentacije i destilacije
dobija alkohol i viski. Cest je sastavni deo i mnogih namirnica (hleb, kolaci, keks, supe,
sosovi, kase i1 kokice). Za potrebe silaze se koristi cela biljka, a kao industrijska
sirovina, kukuruz se sve viSe koristi za proizvodnju bioetanola i1 biorazgradive plastike

(Torney i sar., 2007; Schgiwietzke i sar., 2008).

3.2 Poreklo kukuruza

Na osnovu istrazivanja iz oblasti botanike, ekologije i arheologije, smatra se da
je kukuruz nastao domestifikacijom svog divljeg srodnika, jednogodiSnje teozinte (Zea
mays spp. parviglumis), endemita nizijskih predela jugozapadnog dela Meksika (Beadle,
1939; Mangelsdorf, 1986). Filogenetskom analizom 264 pojedinacne biljke primenom
SSR markera, potvrdeno je da je poreklo kukuruza vezano za domestifikaciju teozinte
pre oko 9000 godina (Doebley, 1996; Matsuoka i sar., 2002). SrediStem domestifikacije
se smatra centralni deo doline reke Balzas, gde Z. mays spp. parviglumis raste
endemski. Rezultati arheoloskih iskopavanja otkrili su prisustvo tragova kukuruza u
nizijskim predelima Srednje Amerike koji datiraju od pre nekih 8700-7300 godina
(Dickau i sar., 2007; Pohl i sar., 2007; Hastorf, 2009; Piperno i sar., 2009).



Za razliku od nizijskih predela, najstariji ostaci kukuruza meksickih visoravni
datiraju od pre 6200 godina (Benz, 2001) i smatra se da su sve sorte koje i danas rastu
Sirom americkog kontinenta, poreklom od njega. Medutim, na osnovu analiza
molekularne genetike, uoceno je da je kukuruz meksickih visoravni srodniji Z. mays
spp. parviglumis-u koji ne raste u tim oblastima, od kukuruza ravni¢arskih predela. Ova
saznanja su nametnula potrebu za objaSnjenjem 1 povezivanjem genetiCkog porekla
danasnjeg kukuruza sa cinjenicom koja je potkrepljena arheoloSkim i genetickim
nalazima da se domestifikacija odigrala u ravni¢arskim predelima.

PredloZzena su tri objaSnjenja. Prvo objasnjenje bi bilo da je u vreme
domestifikacije kukuruza, Z. mays spp. parviglumis rasla na meksickim visoravnima
(van Heerwaarden i sar., 2010). Drugo objasnjenje bi bilo da su se rano domestifikovani
genotipovi iz ravnicarskih S$irili u brdske krajeve i vremenom potisnuli ravniCarske
populacije (van Heerwaarden i sar., 2011). Ni jedno od ponudena dva objasnjenja nije u
potpunosti zadovoljavajuce: Z. mays spp. parviglumis je verovatno rastao na niZim
nadmorskim visinama i u hladnijim i suvljim klimatskim uslovima, karakteristicnim za
period domestifikacije (Metcalfe, 2006), dok je hipoteza o zameni ravnicarskih brdskim
populacijama kukuruza, s obzirom na razlike u njihovoj adaptaciji, malo verovatna
(Eagles i sar., 1994). Postojeci dokazi namecu i tre¢e objasnjenje da kukuruz meksickih
visoravni raste zajedno sa drugom podvrstom jednogodiSnje teozinte, Zea mays spp.
mexicana, i da sa njom daje fertilno potomstvo, Sto je potkrepljeno dokazima o protoku
gena od Z. mays spp. mexicana u kukuruz (Ellstrand i sar., 2007). Ova saznanja su u

potpunosti saglasna sada$njim podacima iz oblasti ekologije, arheologije 1 genetike.



3.3 Sirenje kukuruza iz centara porekla
Pre nekih 4.000 godina iz Meksika (doline Tehuacdn i Oaxaca, centri porekla),
kukuruz se poceo difuzno Siriti Centralnom Amerikom ka Karibima, preko Gvatemale
ka Ekvadoru, a zatim isto¢nim padinama Anda ka Cileu, Peruu i Argentini (slika 1).
Oko 700-te godine n.e., kukuruz se poceo Siriti u Severnu Ameriku dolinom reke
Rio Grande, ka severu isto¢nim i zapadnim obroncima Stenovitih planina, kao i na istok
duz glavnih re¢nih tokova Arkanzasa, Misisipija i Ohaja. Do 1200 g.n.e, kukuruz se

poceo gajiti i na teritoriji Nove Engleske i Kanade (Galinat, 1992).
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Slika 1. Geografska distribucija kukuruza

Diverzitet kukuruza na tlu Evrope nastao je zahvaljuju¢i dvema zasebnim
introdukcijama (introdukcijom genotipova umerenog pojasa severoistocne Amerike i
kasnijom introdukcijom tropskih genotipova iz zapadne Indije), Sto je zakljuCeno na
osnovu RFLP i SSR analize grupnih uzoraka 200 americkih i evropskih populacija
(slika 1; Rebourg i sar., 2003; Dubreuil i sar., 2006).

Prve dve introdukcije kukuruza na teritorije biv§e Jugoslavije desile su se tokom
16. veka i ukljucivale su tvrdunce sa Karipskih ostrva, Meksika i Anda. Treca
introdukcija, u 18. veku, je obuhvatala tvrdunce poreklom iz Kanade i Nove Engleske
(SAD), dok je poslednja, (u 19. veku), ukljucivala zubane kukuruznog pojasa SAD-a
(Trifunovi¢, 1978).



3.4 Cuvanje genetitke varijabilnosti kukuruza

Varijabilnost genotipova kukuruza daleko prevazilazi varijabilnost svih ostalih
Zitarica i predstavlja nemerljivo bogatstvo za ¢ovecanstvo. Dve glavne in vivo strategije
za Cuvanje biljnih geneti¢kih resursa su in situ i ex situ konzervacija. lako je in situ
oblik prirodan i najpozeljniji oblik Cuvanja biljnih genetickih resursa, u potpunosti mu
je komplementaran ex sifu nacin konzervacije, koji se sprovodi u skladu sa
odgovaraju¢im nau¢no-tehnoloskim aktivnostima u okviru banaka gena (Taba, 2005).
Ex situ kolekcije kukuruza obuhvataju lokalne populacije, poboljSane populacije
(sintetike 1 kompozite), linije (rane generacije u procesu stvaranja i €iste homozigotne
inbred linije), referentne hibride, kao i divlje vrste i srodnike.

Procenjuje se da ukupan broj uzoraka kukuruza na americkom kontinentu iznosi
oko 27 000 (nije uklju¢en komercijalni materijal), dok se na evroazijskom i afriCkom
kontinentu taj broj krece u intervalu od 20 000 do 40 000, u zavisnosti od toga da li je u
njega uracunat komercijalni materijal i uz pretpostavku o postojanju velikog broja

duplikata (Taba, 1997).

3.5 KoriSéenje genetickih resursa kukuruza i koncept pre-breeding-a

Ogromno geneticko bogatstvo koje se ¢uva u bankama gena dobija ekonomski
znacaj samo onda kada se pravilno koristi.

Identifikacija potencijalno korisnih gena, tj. pronalazenje superiornih genotipova
koji poseduju visok potencijal za prinos, izrazeniju otpornost na bolesti i Steto¢ine, vecu
tolerantnost na abioticki stres ili bolji nutritivni sastav zrna, je veoma zahtevno i skupo.
Zato oplemenjivaci uglavnom koriste svoje radne kolekcije koje ukljucuju adaptirani i
poboljsani materijal, izbegavaju¢i divlje srodnike, lokalne populacije i egzoti¢ni
materijal koji se Cuva u bankama gena (Marshal i sar., 1989; Vancetovi¢ i sar., 2010).

Poznato je da se komercijalni hibridi kukuruza zasnivaju na uskoj genetickoj
osnovi, Cije su roditeljske komponente elitne inbred linije, od kojih se za kratak
vremenski period o¢ekuju Sto bolje agronomske performanse (Goodman, 1990). U cilju
stvaranja novih populacija i inbred linija kukuruza, ¢ime bi se omoguc¢ilo kontinuirano
geneticko poboljSanje, u Sirokoj upotrebi su komercijalni F; hibridi kao roditeljska
germplazma (Parks, 1993). Time se, medutim, suZava geneticka osnova i pojacavaju

nedostaci zbog uniformnosti materijala.



Evidentno je da postoji jaz izmedu raspoloZivih geneti¢kih izvora i
oplemenjivackih programa, koji koriste svega 5% dostupne varijabilnosti u okviru
banaka gena (Hallauer i Carena, 2009).

Pre-breeding je koncept koji predstavlja najbolju vezu izmedu geneticke
varijabilnosti koja se Cuva u bankama gena i oplemenjivackih programa, a obuhvata sve
aktivnosti u cilju identifikacije poZeljnih karakteristika 1 / ili gena iz neadaptiranog
(egzoti¢nog ili poluegzoti¢nog) materijala, ukljucujuci i adaptirani materijal koji ¢e biti
pod nekim selekcionim pritiskom (Nass i Paterniani, 2000). Egzoti¢ni materijal se
odnosi na germplazmu koja, bez prethodne selekcije na adaptiranost u odredenom agro-
ekoloSkom podruc¢ju, nema direktnu upotrebu (Hallauer 1 Miranda, 1988). UkrStanjem
adaptirane germplazme i germplazme koja u sebi sadrzi razli¢it procenat egzotike (25,
50, 75 1 100%) se dobija poluegzoti¢ni materijal (Michelini i Hallauer, 1993). Za odabir
najboljih rekombinacija poZeljnih alela, potrebno je minimum pet generacija slu¢ajnog
ukrStanja uz primenu blazeg selekcionog pritiska (Lonnqiust, 1974). Kod Wellhausena
(1965) se navodi da je preporuceni udeo inkorporirane egzoti¢ne germplazme u
adaptirani materijal kukuruznog pojasa Amerike 25%, dok se iz rezultata Crossa i
Gardner-a (1987) uocava da se prinosi populacija sa 75 i 100% egzotike medusobno ne
razlikuju, ali da su ove populacije superiornije od onih koje u sebi sadrze 50%
egzotiCnog materijala.

ZnacCaj pre-breeding-a se ogleda u stvaranju novih osnovnih populacija za
potrebe oplemenjivanja, koje pomazu u identifikaciji heteroticnih grupa (Crossa i sar.,
1990). Heteroticne grupe su odlucujuci faktor za Siru upotrebu germplazme u cilju
dobijanja hibrida kukuruza Sto boljih performansi, nastalih u razli¢itim ukrStanjima
populacija (Reif i sar., 2005a; Babi¢ i sar., 2011).

Dodatni znacaj uspesno sprovedenog pre-breeding programa je i formiranje tzv.
jezgrovnih (core) kolekcija, koje predstavljaju geneticki diverzitet odredene vrste i
njenih srodnika, sa minimumom ponovljivosti (Frankel, 1984). Jezgrovna kolekcija je
uvek znacCajno manja po obimu u odnosu na kolekciju od koje je formirana. Brown
(1989 a, b) je sugerisao da jezgro ne bi trebalo da sadrZi viSe od 10% izvorne kolekcije i
sa ne viSe od 2000 genotipova, $to bi predstavljalo oko 70% geneticke varijabilnosti. U
praksi, veli¢ina veline core kolekcija se kre¢e u opsegu od 5% do 20% osnovne

kolekcije, i sa ne viSe od 3000 genotipova. Jezgro bi trebalo da je dinami¢no, tj. moguce
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je identifikovati nove genotipove sa poZeljnim agronomskim osobinama koji ¢e
zameniti postojece, u zavisnosti od potreba oplemenjivackih programa (van Hintum 1
sar., 2000; Gouesnard i sar., 2005).

U okviru CIMMYT-ove kolekcije, formirane su core kolekcije germplazme
kukuruza za odredene regione. Taba i sar. (1998) su formirali core od genotipova
kukuruza sa Kariba, dok su Malosetti i Abadie (2001) formirali core od lokalnih
populacija Urugvaja. Formiranje reprezentativne core kolekcije evropskih populacija
kukuruza je realizovano preko GEN RES CT96-088 projekta, finansiranog od strane
Evropske Unije (Gousnard i sar., 2005).

3.6 Klimatske promene

U dvadesetom veku, prosecan porast temperature na globalnom nivou je iznosio
0,8°C, a predvidanja globalnih klimatskih promena ukazuju da ¢e se zagrevanje
atmosfere nastaviti i u 21. veku, izmedu ostalog i zbog porasta emisije gasova i efekta
staklene baste (IPCC, 2007).

Procene, bazirane na osnovu regionalnog istraZivanja klimatskih promena, i to
po umerenom scenariju (koji predvida da koncentracija CO; na kraju ovog veka bude
700 ppm), ukazuju da ¢e temperatura u Srbiji do kraja ovog veka porasti za 2,6°C.
Otopljavanje nece biti ravnomerno tokom godine; leto Ce biti toplije za 3,5°C, jesen za
2,2°C, zima za 2,3°C, a prolece za 2,5°C. Oc¢ekuje se povecana ucestalost, intenzitet i
trajanje meteoroloskih suSa, kao rezultat povecanih temperatura, smanjenih letnjih
padavina i ucestalijih duzih suS$nih perioda. Ovaj trend e se nastaviti naroCito na
jugoistoku 1 istoku Srbije. Promene u reZimu padavina i susa imace direktnog uticaja na
oticanje 1 proticaj reka, Cime se usloZnjava problematika vodosnabdevanja i

navodnjavanja (Popovi¢ i sar., 2008).



3.7 Stres suSe

SuSa je, u meteoroloSkom smislu, kompleksan pojam koji ukljucuje vreme
pojave, intenzitet i trajanje vodnog deficita, u kombinaciji sa visokim temperaturama
vazduha. Visok stepen variranja ovih faktora otezava precizno definisanje osobina
biljke odgovornih za njeno uspesSno preZivljavanje u takvim uslovima (Rao and Cramer,
2003). Zbog nemogucénosti predvidanja njenog nastanka, geografskog i sezonskog,
ukljucujuéi i tekuce klimatske promene sa trendom porasta temperature i intenziteta
evapotranspiracije, moze se ocekivati sve izrazeniji negativni uticaj suSe (Ribaut i sar.,
2004; Banziger i Araus, 2007).

Sa ekofizioloSkog aspekta, biljke su u stanju vodnog deficita, tj. suSe, kada je
turgor tkiva manji od maksimalnog (Araus i sar., 2003). Stanje smanjenog turgora tkiva
nastaje kada je intenzitet transpiracije ve¢i u odnosu na stepen usvajanja vode iz
zemljiSta, kao 1 u sluCaju smanjenja vlage u zemljiStu (zemljiSna suSa), povecanja
temperature vazduha (temperaturni Sok), smanjenja vlaznosti i povecanja intenziteta
strujanja vazduha (vazdus$na susSa; Kardol i sar., 2010).

SuSa pogada sve nivoe organizacije biljke, a stepen Stetnog efekta zavisi od
intenziteta 1 duZine trajanja, biljne vrste i stadijuma razvica biljke (Farooq, 2009). Dok
se uticaj umerenog vodnog deficita ogleda u redukciji sadrzaja vode u tkivu, opadanju
vodnog potencijala u listu i gubitku celijskog turgora, zatvaranju stoma i smanjenju
izduzivanja 1 rasta Celija, uticaj izrazitog vodnog deficita (desikacija) rezultuje
prestankom procesa fotosinteze, opStim naruSavanjem metabolizma, Sto za posledicu

ima smrt Celije (slika 2; Shao 1 sar., 2008; Smirnoff, 1993; Jaleel, 2008).
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Fizioloska reakcija

Prepoznavanje signala
korena

Gubitak turgora i
osmotsko prilagodavanje

Smanjen vaxdni
potencijal lista ¢

Smanjenje konduktivnosti
stoma prema CQ,

Redukovanainterna
koncentracija CO,

Opadanje neto
fotosinteze

Redukcija porasta

Biohemijska reakcija

Molekularna reakcija

Prolazno smanjenje
fotohemijske efikasnosti

Smanjena Rubisco
efikasnost

Akumulacija metabolita
stresa, kao Sto su:
MDHA, Glutation, Pro,
Glibet, Poliamini
ia-tokoferol

Povedanje koncentracije
antioksidativnih enzima,
kao 5to su: SOD, CAT, APX
POD, GR i MDHAR

Redukovana akumulacija
ROS

* Ekspresijagena
izazvanih sufom

e Povedanaekspersija
gena odgovomnih za
sintezu ABA

* Ekspresija ABA
izazvanihgena

¢ Sinteza specificnih
proteina, kao sto
su: LEA, DSP, RAB,
dehidrini

* Tolerantnost na susu

Slika 2. Fizioloska, biohemijska i molekularna osnova tolerantnosti na susu kod biljaka

Izvor: Shao i sar., (2008). Comptes Rendus Biologies (331): 215-225

Osmotski stres izazvan suSom, moZe poremetiti redoks homeostazu i dovesti do
oksidativnog stresa, koji se ogleda u povecanom stvaranju reaktivnih oblika kiseonika
(reactive oxygen species, ROS), kao Sto su superoksidni radikal O,", hidroksilni radikal
OH' i vodonik peroksid H,O,. Posto dovode do oStecenja lipida, proteina i DNK,
odrZzavanje balansa izmedu stvaranja i ‘“guSenja” (scavenging) Stetnog efekta ovih
reaktivnih formi kiseonika je od suStinske vaznosti za normalan rast i metabolizam

biljke (Foyer 1 Noctor, 2005).
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3.8 Mehanizmi tolerantnosti prema susSi

Uocavaju se razlicite vrste reakcije biljke na prisustvo stresa suse:
potpuno izbegavanje suse (escape) - sposobnost biljke da zavrsi svoj Zivotni ciklus pre
pocetka nastanka izrazenije suSe; izbegavanje suse (avoidance) - sposobnost biljke da
odrzi visok vodni potencijal tkiva uprkos nedostatku vode u zemljiStu, zahvaljujuci
prevenstveno bolje razvijenom korenovom sistemu, poboljSanim mehanizmom
usvajanja vode iz podloge i sposobnosti njenog zadrZavanja u celijama redukcijom
epidermalne provodljivosti putem stoma i lenticela, smanjenom apsorpcijom zracenja
uvijanjem i savijanjem listova, kao 1 regulisanjem stepena evaporacije smanjenjem lisne
povrSine (Price i sar., 2002); tolerantnost na suSu - kvantitativna osobina koja je
determinisana brojnim morfoloskim i fizioloskim osobinama u vezi sa rastom i
razvicem biljke, prinosom, stabilnoS¢u membranskog sistema, sadrZajem pigmenata,
fotosintetiCkom aktivnos¢u i osmotskim prilagodavanjem, koja omogucavaju adaptivne
promene u strukturi biljke i regulisanje stope rasta i odnosa korena i nadzemnog dela,
odrzanje osmotskog potencijala tkiva putem osmotskog prilagodavanja, kao i
ukljucivanje fizioloSko-biohemijskih i antioksidativnih sistema odbrane (Duan i sar.,
2007; Praba i sar., 2009).

Adaptivni odgovor biljke na prisustvo vodnog deficita i osmotskog stresa
(previsok osmotski pritisak), ogleda se u sintezi i akumulaciji slobodnih amino kiselina,
prvenstveno prolina, kao klju¢nog osmotikuma, koji doprinosi osmotskom
prilagodavanju reguliSu¢i osmotski potencijal u citoplazmi i omogucavajuéi time biljci
zadrZavanje vode i sprecavanje dehidratacije (Caballero i sar., 2005).

Ahmed i Hasan (2011) navode da se pod uticajem vodnog deficita, akumulacija
prolina povecava nekoliko puta u odnosu na normalan nivo u odsustvu stresa, Sto ¢ini
80% ukupnog aminokiselinskog sastava.

Akumulacija prolina u mM koncentracijama pod dejstvom abiotickog stresa
suSe, zavisi od biljne vrste 1 od intenziteta stresa (Delauney i Verma, 1993; Bohnert i
Jensen, 1996; Shao i sar., 2007). U uslovima stresa, prolin se najviSe akumulira u
korenu (Oaks., 1996) i kod nekih biljnih vrsta (kukuruz) maksimalni nivo akumulacije
se dostiZe u fazi cvetanja (Caballero 1 sar., 2005; Verbruggen i Hermans, 2008), dok je
kod drugih (sirak 1 pSenica) maksimalno povecanje sadrzaja prolina zabeleZeno u fazi

vegetacije (Yadav i sar., 2005; Demir, 2000).
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Prolin predstavlja izvor energije, ugljenika i azota, za potrebe oporavljanja tkiva
od stresa.

Sadrzaj prolina u tkivu biljaka rezultat je kako njegove sinteze iz glutamata
pomocu enzima P5C sintetaze, tako i inaktivacije njegove razgradnje, ¢ime se povecava

njegov sadrzaj (Kavi Kishor 1 sar., 2005).

NADPH / NADP+ i

Proteini

{bogati prolinom)

TRENDS in Plant Science

Grafik 1. ViSestruki uticaj prolina na ispoljavanje tolerantnosti u uslovima stresa

Skracenice: APX (askorbat peroksidaze), CAT (katalaze), GSH (glutation); ROS (reaktivne forme

kiseonoka), PCD (programirana smrt celije)

Pri smanjenom relativnom sadrzaju vode u biljci, prednost povecane
akumulacije prolina ogleda se u stabilizaciji membranskog sistema i proteina Celijskog
zida (Lowlor i Cornic, 2002). Prolin ne samo da pomaZe biljci u prevazilazenju stresa,
vec, Sto je joS vaznije, eliminiSe / redukuje, pod uticajem stresa, nastale Stetne slobodne
radikale (grafik 1, Szabados 1 Savouré, 2010), i time doprinosi smanjenom oStecenju
tilakoidnih membrana (Matysik 1 sar., 2002; Reddy i sar., 2004).

U vezi sa prolinom postoje izvesne kontroverze. Po nekim autorima povecana
akumulacija prolina ne spade u adaptivni odgovor biljke, ve¢ je samo simptom stresa
(Hanson i sar., 1979; Lutts i sar., 1999). Medutim, kod velikog broja genotipova
tolerantnih na susu je utvrdeno da postoji izrazito povecana sinteza prolina. I upravo iz

tog razloga, povecana akukmulacija prolina se moze smatrati dobrim selekcionim
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kriterijumom 1 pokazateljem tolerantnosti na stres suSe (Valentovic€ 1 sar., 2004; Shao i
sar., 2007).

Hormon abscisinska kiselina (ABA), ima centralnu ulogu u odgovoru biljke na
stres suse reguliSuci zatvaranje stoma, ¢ime se spreava preterano odavanje vode. Na taj
na¢in se, medutim, ograni¢ava fiksacija CO, i smanjuje regeneracija NADP" u
Kalvinovom ciklusu, $to za posledicu ima stvaranje ROS-a nastalih kao posledica
pojacanog predavanja elektrona molekulima kiseonika (Arora i sar., 2002). Preterano
generisanje ROS-a dovodi do nastanka oksidativnog stresa, ¢iji se negativan efekat
ogleda u oksidaciji fotosintetiCkih pigmenata, membranskih lipida, proteina i
nukleinskih kiselina (Yordanov i sar., 2000). Regulisanje nivoa ROS-a u ¢elijjama (koji
se stvara i u odsustvu stresa, a naro¢ito pod njegovim uticajem) je omoguéeno
neenzimskim i enzimskim sistemima zaStite (Mittler, 2002). U neenzimske
antioksidanse spadaju B-karoteni, askorbinska kiselina, o-tokoferol, redukovani
glutation (GSH), dok enzimski antioksidansi ukljucuju superoksid dismutaze (SOD),
gvajakol peroksidaze (POD), askorbat peroksidaze (APX), katalaze (CAT), polifenol
oksidaze (PPO) i glutation reduktaze - GR (Foyer i Noctor, 2003).

Svojim uceS¢em u procesima rasta i razvic¢a biljke, u odgovorima na uticaj
stresa, u regulsanju metabolizma hormona 1 cCelijskog zida, kao 1 ukljucivanjem u
antioksidativnu odbranu, gvajakol peroksidaze (klasa III, EC 1.11.1.7) se mogu smatrati
dobrim biomarkerima i pokazateljima prisustva biotickog i abiotickog stresa (Jouili i

sar., 2011).

Na osnovu navedenog, moZze se zakljuciti da je odgovor biljke na stres suSe
veoma slozen. Za potrebe savremene selekcije i kreiranje useva koji ¢e pokazati bolju
produktivnost i stabilnost u uslovima suSe, od velikog znaCaja je razumevanje
morfoloSke, anatomske, fizioloSke i1 biohemijske osnove odgovora biljke na ovaj

abioticki stres.
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3.9 Stres suSe kod kukuruza i mehanizmi tolerantnosti

Kukuruz je biljka Sirokog areala rasprostranjenosti (od 58° s.g.§8 do 40° j.g.g),
raste na visinama ispod nivoa mora (depresija Kaspijske nizije) do 3800m.n.v, kao i u
oblastima sa 250mm do vise od 5000mm padavina godiSnje. Iako je bez premca po
adaptiranosti na ovako razliite agro-ekoloSke uslove u odnosu na sve ostale Zitarice,
proizvodnja kukuruza u svetu je u velikoj meri ograni¢ena brojnim stresnim faktorima
spoljasnje sredine, na prvom mestu suSom, koja izrazito nepovoljno deluje na razvice i
metabolizam kukuruza, u znatnoj meri smanjujuci prinos i pogorSavajuci kvalitet zrna
(Chaves i sar., 2002).

Kukuruz, kao i vecina Zitarica, je najosetljiviji na stres suSe u fazi cvetanja, kada
se odvijaju izduzivanje svile, polinacija, porast polenove cevi i pocetak formiranja zrna
(Abdelmula i Ebrahim-sabile, 2007). U uslovima vodnog deficita, pojava svile moZe
kasniti u odnosu na pojavu polena. Ako je kaSnjenje nekoliko dana, moZe do¢i do
nepotpunog oplodenja i smanjenja broja formiranih zrna, S$to za posledicu ima slabu
ozrnjenost vrha klipa. SuSa i visoka temperatura mogu dovesti i do desikacije svile,
izazivaju¢i slabo klijanje polena i porast polenove cevi, Sto takode mozZe smanjiti broj
zrna (Setter et al., 2001). Vodni deficit usporava pojavu svile, a samim tim i porast
klipa, mnogo viSe nego Sto utiCe na porast metlice 1 samo metlicenje, rezultirajuci u
povecanju broja dana izmedu metli¢enja i svilanja (ASI - anthesis silking interval,
Edmeades i sar., 1993; Edmeades i sar., 2000). Prinos, u uslovima stresa suSe tokom
cvetanja, pokazuje visoku zavisnost od broja zrna po biljci, jalovosti i ASI-a kod
kukuruza (Andelkovi¢, 2000; Zhang i sar., 2008). Pojava svile, ¢ija je uloga da obezbedi
vodu i hranljive materije polenovom zrnu za klijanje, mozZe posluZiti kao parametar
brzine porasta klipa. Kako suSa manje utie na porast metlice, ASI predstavlja osobinu
koja je i pokazatelj brzine porasta i klipa i cele biljke u vreme cvetanja.

Pored ASI-a, od velikog znacaja je 1 mehanizam regulacije ugljenih hidrata. U
uslovima suSe dolazi do smanjene snabdevenosti ugljenim hidratima 1 vegetativnih i
reproduktivnih organa u razvoju, Sto rezultuje smanjenjem veli¢ine zrna. Pojava suSe u
ranoj fazi formiranja zrna, (posebno su osetljiva zrna na vrhu klipa, koja su i najmlada i
najudaljenija od izvora), naro€ito tokom prve dve nedelje posle polinacije, ima mnogo
veci negativan efekat na konac¢ni prinos nego u kasnijoj fazi, fazi nalivanja zrna, u kojoj

uti¢e na smanjenje prinosa prvenstveno preko smanjenja velic¢ine zrna (Wardlaw, 2002).

15



Pod uticajem stresa suSe u toku faze nalivanja zrna, dolazi do smanjenja
intenziteta fotosinteze i protoka asimilata, jer su ispod nivoa neophodnog za formiranje i
rast zrna (Ehleringer i Pearcy, 1983; Borrés i sar., 2004). Smanjenje stope fotosinteze
moze biti posledica smanjenja apsorpcije svetlosti, smanjenja razvijenosti i uvijenosti
lista, smanjenja zelene lisne povrSine, kao i zbog redukovane fiksacije ugljenika po
jedinici lisne povrSine usled zatvorenosti stoma (Lawlor 1 Tezara, 2009; Lopes i sar.,
2011). Ometanje i prestanak protoka asimilata usled dejstva vodnog deficita, sprecava
razvoj zrna usled smanjene aktivnosti klju¢nih enzima u metabolizmu ugljenika (Smith i
Stitt, 2007).

Biljke pribegavaju mnogim adaptivnim mehanizmima kao odgovor na uticaj
dehidratacije 1 visokog osmotskog pritiska, a ukljuuju promene u fizioloskim i
biohemijskim procesima. Medu njima, posebnu paznju izaziva sinteza i akumulacija
kompatibilnih rastvorljivih jedinjenja u korenu 1 listu, koja dovode do metaboli¢kog
prilagodavanja, i u koje spadaju razli€iti Seceri, polioli, prolin i betain (Samaras i sar.,
1995). Kompatibilna jedinjenja (¢ija je odlika visok nivo akumulacije u citoplazmi u
uslovima stresa, bez remecenja strukture i metabolizma celije) se mogu klasifikovati u
dve kategorije: ona koja sadrze azot, kao $to su prolin i druge amino kiseline, 1
jedinjenja koja sadrZe kvaternerni amonijum, u koje spadaju saharoza, polihidroksilni
alkoholi i1 oligosaharidi (Mohammadkhani 1 sar., 2008).

Kao adaptivni odgovor biljke na vodni stres, povefana akumulacija prolina
doprinosi osmoregulaciji, stabilizaciji makromolekula, detoksikaciji Stetnih radikala,
regulisanju ¢elijskog redoks statusa i sluzi kao izvor ugljenika i azota nakon oslobadanja
biljke od vodnog deficita (Smirnoff i Cumbes, 1989; Hare i Cress, 1997).

Istrazivanja mnogih autora ukazuju na ulogu rastvorljivih Secera u zastiti od
stresa izazvanog susom. Putevi metabolizma Secera su tesno povezani sa putevima
metabolizma jedinjenja bitnih za prevazilaZenje stresa, abscisinske kiseline i giberelina
(Finkelstein i Gibson, 2001). Seéeri, ne samo §to predstavljaju izvor energije i direktno
ucestvuju u sintezi drugih jedinjenja, ve¢ doprinose stabilizaciji Celijskih membrana
(Hoekstra i sar., 2001) i deluju kao signalni molekuli (Koch, 1996) i regulatori
ekspresije gena koji mogu ukazati na metabolicke puteve od znacaja za adaptivnu

reakciju biljke na stres (Sheen 1 sar., 1999; Smeekens, 2000).
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U procesu selekcije na stresne faktore, mogu se izdvojiti tri strategije (Blum,
1983):

prva strategija polazi od toga da ¢e biljni materijal koji daje visok prinos u
optimalnim uslovima gajenja, davati relativno visok prinos i u manje povoljnim
uslovima, zadrZavajuci objedinjene osobine prinosnosti i stabilnosti (Johnson i1 Frey,
1967);

druga strategija polazi od toga da se superiorni genotipovi testiraju u posebnim,
suSnim sredinama, uz primenu odgovarajuceg selekcionog pritiska (Arboleda-Rivera i
Compton, 1974);

treca, alternativna strategija, koju predlaze Blum (1979), obuhvata inkorporaciju
relevantnih pokazatelja otpornosti prema susi u genotipove sa visokim potencijalom za
prinos u optimalnim uslovima, Sto bi trebalo da se odrazi na njihovu bolju adaptiranost

na manje povoljne uslove.

Idealan genotip za susne uslove bi trebalo da ima slede¢e karakteristike (Bolafios
1 Edmeades, 1996):

- korenov sistem koji poseduje sposobnost zadrZavanja pristupacne vode u
zemljiStu

- rano cvetanje 1 rano sazrevanje zrna, ako je kiSna sezona izvesna i kratka
(nedostatak je relativno nizak prinos zbog kra¢eg vegetacionog perioda)

- kasno sazrevanje sa relativno visokim prinosom u optimalnim uslovima i u
uslovima suse (prinos je stabilan usled smanjenog efekta suSe na broj i veli¢inu
Zrna)

- kratak period (mali broj dana) izmedu metlicenja i svilanja (ASI - anthesis
silking interval)

- odloZeno starenje listova (senescence, odnosno visok stay green)

- tolerantnost na visoke temperature

- odsustvo uvijenosti lista

- odsustvo ostecenja lisne povrSine

- jedan klip po biljci

- veliki broj zrna

- veliku masu zrna
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KoriS¢enje sekundarnih osobina, koja su pokazatelji tolerantnosti prema susi se
preporucuje u brojnim istraZzivanjima (Ludlow 1 Muchow, 1990; Fukai i Cooper, 1995),
iako je njihov doprinos primarnom oplemenjivackom svojstvu, povecanju prinosa u
uslovima stresa, tesko precizno odrediti.

Sekundarne osobine, kao pokazatelji tolerantnosti prema suSi bi trebalo da
poseduju sledece karakteristike: da su geneticki vezane za prinos u uslovima suse, da su
visoko nasledne, da poseduju geneticku varijabilnost, da su stabilne i pogodne za
merenje, kao i da nisu vezane za gubitak prinosa u optimalnim uslovima gajenja
(Edmeades i sar., 2001).

Na osnovu koeficijenta heritabilnosti i korelacije sa prinosom u uslovima stresa
suSe, preporucene su sledece sekundarne osobine, znacajne za poboljSanje prinosa zrna
kukuruza u uslovima stresa (Binziger i sar., 2000):

- interval izmedu metlicenja i svilanja - ASI (anthesis silking interval)
- stay green osobina

- jalovost biljaka

- ozrnjenost klipa

- nalivenost zrna

Ostale osobine u vezi sa promenama korenovog sistema, kao Sto su duZina i
ostvarena biomasa, mogu biti od dodatnog znacaja posle testiranja materijala u poljskim
uslovima (McCully, 1999). U ispitivanjima odnosa ranog porasta korena klijanaca
kukuruza i efekta suSe na prinos, utvrdeno je da je veci prinos u uslovima suSe u
korelaciji sa redukovanom biomasom korena (Bruce 1 sar., 2002). S druge strane, stres
suSe utiCe 1 na premeStanje biomase korena u dublje slojeve zemljista, kako bi se doslo
do novih izvora pristupacne vode. Razvoj i funkcionisanje korena u uslovima suse su
veoma znacajni za sposobnost biljke da zastiti ¢elijske membrane i enzime od uticaja
stresa, kako bi se biljka oporavila od vodnog deficita i kako bi se omogucilo formiranje
zrna. Pored toga, sposobnost biljke da usvaja vodu iz dubljih slojeva suvog zeml;jiSta,
povecava se kroz razvi¢e korenovog sistema i osmotsko prilagodavanje, Sto dovodi do
stabilizacije vodnog statusa biljke i povecanja protoka asimilata do zrna.

Odgovor klijanaca kukuruza, prvenstveno korena, na vodni deficit je dosta
proucavan i potvrdeno je da je to vrlo koristan model za rano utvrdivanje mehanizama

za prilagodavanje biljke uslovima niskog vodnog potencijala.
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Ispitivanje osobina korena u polju je prilicno destruktivno, jer se prilikom
iskopavanja koren znatno oSteCuje (Landi 1 sar, 2002). Iz tog razloga, primenjuju se
nedestruktivne metode prucavanja korena u ranoj fazi razvica, fazi klijanaca, u

kontrolisanim laboratorijskim uslovima (Tuberosa i sar., 2002; Ruta, 2008).

3.10 Molekularno-geneticki pristupi u ispitivanju tolerantnosti na susSu

Molekularni markeri su u Sirokoj upotrebi u istraZivanjima na biljkama, sa
ciljem utvrdivanja filogenetskih i evolutivnih odnosa vrsta i populacija, odredivanja
stepena genetickog diverziteta izmedu razlicitih i srodnih vrsta, unutar populacija i itd,
kao 1 efikasnog upravljanja genetickim resursima (Andersen i Liibberstedt, 2003).
Dobijeni podaci se mogu koristiti za "otisak" genotipova (fingerprinting), radi njihove
identifikacije i1 zasStite, razumevanja veza izmedu jedinki koje se ispituju, olakSavanja
unoSenja hromozomskih segmenata iz razliCitih vrsta, kao 1 za mapiranje gena koji
kontroliSu ekspresiju razlicitih agronomski znacajnih osobina (Larson, 2002).

Razvoj molekularne genetike i primena velikog broja tehnika molekularnih
markera, su omogucili ne samo bolje razumevanje fizioloskih parametara koji
kontroliSu odgovor biljke na abioticki stres suSe 1 onih ukljucenih u strukturno razvice
biljke, ve¢ su obezbedili i dodatne informacije o odnosu tolerantnosti izvora i lokalne
populacije i njihovoj geneti¢koj raznovrsnosti, introgresiju delova genoma povezanih sa
tolerantno$¢u prema suSi u lokalnu populaciju, povecanje verovatnoce ocuvanosti
osobina znacajnih za tolerantnost prema suSi uz zadrZavanje adaptiranosti tog
materijala, i time stvorili nove moguc¢nosti za postizanje veceg stepena ispoljavanja
tolerantnosti na suSu kod kukuruza (Bruce 1 sar., 2002). Identifikacija kvantitativnih
lokusa vezanih za tolerantnost na suSu je omogucila indirektnu selekciju pomocu
molekularnih markera. Istovremena primena konvencionalnog sa molekularnim
oplemenjivanjem, marker-asistiranom selekcijom (MAS) i1 geneti¢kim inZinjeringom,
moze doprineti brzem poboljSanju tolerantnosti na suSu kod gajenih biljaka (Chaves i

Oliveira, 2004).
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3.10.1 Geneticki markeri

Geneticki markeri predstavljaju delove genoma koji oslikavaju geneticke razlike
izmedu razliCitih organizama ili vrsta, a na osnovu kojih se indirektno dobija
informacija o genima (ili delovima genoma) koji se odnose na odredene osobine koje se
ispituju. Predstavljaju polimorfizam u strukturi DNK ili produkata ekspresije, koji je
moguce detektovati (Sunnucks, 2000).

Svrstavaju se u tri velike grupe: markeri koji su zasnovani na osobinama koje se
mogu vizuelno uociti (morfoloske ili agronomske osobine), markeri bazirani na
genskim produktima (biohemijski markeri) i markeri ¢iju osnovu ¢ine DNK sekvence
(molekularni markeri).

Morfoloski markeri su obicno vizuelno ocenjene fenotipske osobine, kao Sto su
npr. boja cveta, oblik semena, pigmentacija, parametri rasta korena i nadzemnog dela
biljke itd. Nedostaci ovih markera se ogledaju u njihovoj ograni¢enoj dostupnosti,
nemogucnosti razlikovanja heterozigota od homozigota, kao 1 u povezanosti sa Stetnim
fenotipskim efektima.

U biohemijske markere spadaju proteini (strukturni i rezervni) i izoenzimi
(razliciti alelni oblici jednog enzima; Bergmann i sar., 1989). Glavni nedostatak ovih
markera su njihove moguce posttranslacione modifikacije (Staub i sar., 1982).

Idealan marker bi trebalo da ispunjava sledece kriterijume: visok stepen
polimorfizma, ravnomernu rasporedenost po genomu, kodominantno nasledivanje,
odsustvo uticaja na ispoljavanje osobina koje se ispituju, odsustvo uticaja faktora
spoljasnje sredine na njihovu detekciju, kao i moguénost da se lokus lako 1 brzo uoci u

ranim fazama razvic¢a (Smith, 1987).

3.10.2 Molekularni markeri

Molekularni markeri su fragmenti DNK molekula, koji mogu biti deo gena ili
nekodiraju¢ih delova genoma. Osnovna karakteristika ovih markera je visok stepen
polimorfizma (visok stepen varijacija u odredenoj DNK sekvenci, prisutnih u
populaciji). Vecina ovih varijacija je prisutna u nekodiraju¢im delovima genoma, koje
imaju veoma mali ili nikakav efekat na fenotip i funkcije organizma, a mogu se lako

detektovati na nivou DNK (Farooq i Azam, 2002; Gupta, 2002).
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Molekularni markeri najviSe ispunjavaju zahteve idealnog genetickog markera 1
mogu se podeliti na:

1. RFLP (engl. Restriction Fragment Lenght Polymorphism - Polimorfizam DuZine
Restrikcionih Fragmenata) - markeri zasnovani na hibridizaciji

2. PCR (Polymerase Chain Reaction) markeri - markeri zasnovani na lancanoj
reakciji polimeraze

e RAPD (Random Amlified Polymorphic DNA - nasumi¢no umnoZena polimorfna
DNK) - markeri koji koriste nasumi¢ne prajmere

e SSR (Simple Sequence Repeat - ponovci jednostavnih sekvenci) — markeri koji
koriste specificne prajmere

3. AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism - polimorfizam duZine
amplifikovanih fragmenata) - markeri zasnovani na PCR-u i restrikcionom
»isecanju‘

4. STS (Sequence Tagged Site) - markeri poznate sekvence 1 lokacije u genomu,
zasnovani na PCR-u

5. SNP (Single Nucleotid Polymorphism - polimorfizam pojedinacnih nukleotida) -
markeri zasnovani na tackastim mutacijama (zameni jednog baznog para) u

molekulu DNK

3.10.3 PCR molekularni markeri

PCR metoda, zasnovana na enzimatskoj in vitro amplifikaciji DNK, omogucava
dobijanje velikog broja kopija Zeljene sekvence, bez potrebe za molekularnim
kloniranjem. U cilju amplifikacije Zeljenog fragmenta DNK, dizajniraju se dva
jednolan¢ana oligonukleotidna prajmera, koja su komplementarna ciljnoj sekvenci
molekula DNK 1 hibridizuju na njenim suprotnim stranama. Dodavanje termostabilne
DNK polimeraze u odgovarajuci puferski sistem, a zatim serija ciklusa koji ukljucuju
korake denaturacije dvolancanog molekula DNK, vezivanje prajmera i ekstenziju
vezanih prajmera, rezultira u eksponencijalnoj amplifikaciji specificnih fragmenata.
Detektovani polimorfizam se ogleda u razli¢itim duZinama amplifikovanih fragmenata.

SSR (Simple Sequence Repeat) markeri su Siroko koriS¢eni PCR zasnovani
markeri. Sastoje se od tandemski ponovljenih kratih sekvenci molekula DNK, duzine 2

do 6 bp (Chambers i MacAvoy, 2000). Sekvence su prisutne u genomima svih
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eukariota, a detektovane su 1 kod prokariotskih organizama. Varijacije u broju
ponavljanja ovih sekvenci rezultuju u PCR produktima razli¢itih duZina. Regioni koji
ogranicavaju ove sekvence se koriste za dizajniranje parova prajmera specificnih za
neki lokus. Razlika u veli¢ini alela od samo jednog baznog para, moze biti detektovana
primenom ove tehnike.

SSR markeri su veoma polimorfni, informativni, kodominantni (omogucavaju
detekciju heterozigota), brojni su i ravnomerno rasporedeni po genomu. Njihov glavni
nedostatak je Sto je neophodno dosta vremena i ulaganja za njihov razvoj, jer se prvo

moraju identifikovati regioni koji ih nose (Holland i sar., 2001).
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4. RADNA HIPOTEZA

Znacaj bioloSkog diverziteta na nivou gena, vrste i ekosistema je nemerljiv za
CoveCanstvo i preduslov je odrZivog razvoja. GenetiCka varijabilnost, prisutna u
tradicionalno gajenim sortama i divljim srodnicima, koji su adaptirani na odredene
uslove sredine ili poseduju specificne osobine (otpornost na bolesti, insekte, Stetocine ili
tolerantnost na abioticki stres) omogucava razvoj novih i poboljSanih varijeteta sa
pozeljnim karakteristikama. Imajuci u vidu geneti¢ku varijabilnost, kukuruz je jedna od
najbolje ocuvanih biljnih vrsta.

Zbog sve prisutnijih promena klime i trenda globalnog otopljavanja, poboljSana
sposobnost kukuruza da izdrZi periode suSe je esencijalna u mnogim regionima sveta,
ukljucujuéi i Srbiju, zbog Cega je neophodno multidisciplinarno proucavanje osobina
koje doprinose povecanoj tolerantnosti kukuruza na susu.

U okviru ovog istraZivanja se poSlo od pretpostavke da je unutar kolekcije
kukuruza banke gena Instituta za kukuruz «Zemun Polje», sa preko 5800 genotipova
velike geneticke varijabilnosti, moguce stvaranje jezgrovne kolekcije od genotipova sa
povecanom tolerantnos$¢u na stres suse. Testiranjem u poljskim uslovima i detaljnijom
karakterizacijom 1 evaluacijom ovih genotipova, razmatranjem fizioloskih 1 biohemijski
parametara uklju¢enih u odgovor biljke na abioticki stres u ranoj fazi razvica, kao 1
primenom molekularnih markera, ¢e se omoguciti njihovo efikasno koriS¢enje u
razli¢itim selekcionim programima.

Novostvoreni materijal koji ¢e u sebi sadrzati tolerantnost prema susi, bice
koriS¢en kao polazna osnova za primenu metoda klasi¢ne selekcije, popravku postojecih
1 dobijanje novih inbred linija i hibrida kukuruza tolerantnih prema suSi, kao i za

ostvarivanje viSeg i stabilnijeg prinosa u takvim uslovima.
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5. MATERIJAL I METODE

5.1 Biljni materijal
Za identifikaciju genotipova tolerantnih na suSu je koriS¢ena celokupna
kolekcija banke gena Instituta za kukuruz ‘“Zemun Polje”, predstavljena:
» kolekcijom domacih populacija kukuruza, sakupljenih sa svih agro-ekoloskih
staniSta bivSe Jugoslavije - 2217 genotipova
» kolekcijom introdukovane germplazme - 3589 genotipova, koju Cine:
- 2254 introdukovane inbred linije
- 1335 introdukovanih heterozigotnih komponenti (populacija,

sintetika 1 kompozita)

5.2 Poljski ogledi
5.2.1 Poljski ogledi u 2007. godini

Za testiranje svih genotipova iz banke gena, odabran je lokalitet poljoprivredne
stanice Sids (dolina reke Nil, 150km juzno od Kaira), za koji je karakteristi¢cno odsustvo
padavina za vreme vegetacionog perioda, u kombinaciji sa visokim temperaturama
vazduha, zbog €ega je moguca potpuna kontrola vodnog reZima navodnjavanjem.

Eksperimentalna procedura je podrazumevala grupisanje genotipova kukuruza
po duZini vegetacionog perioda (po grupama zrenja), kako bi svi bili izloZeni stresu suse
u priblizno istoj fazi vegetacionog perioda. Kao kriterijum za formiranje grupa zrenja je

uzet vremenski interval izmedu nicanja i svilanja, prikazan u tabeli 1.

Tabela 1. Grupe zrenja i vremenski interval izmedu nicanja i svilanja

DuZina vegetacionog perioda (grupe zrenja) Vremenski period od nicanja do svilanja

Ekstra - rana grupa zrenja Interval od 41 - 50 dana
Rana grupa zrenja Interval od 51 - 60 dana
Srednje - stasna grupa zrenja Interval od 61 - 70 dana
Srednje - kasna grupa zrenja Interval od 71 - 80 dana
Kasna grupa zrenja Preko 81 dan
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Tako grupisan materijal (ekstra rani - 227, rani - 1348, srednje stasni - 2684,
srednje-kasni - 128 1 kasni - 267 genotipova) se sejao u odvojenim parcelama, a
navodnjavanje je vrSeno do pojave prve metlice u svakoj grupi, tj. do dve nedelje pred
cvetanje najranijeg genotipa u okviru svake grupe. Posle toga je prekinuto sa
navodnjavanjem. Tri nedelje pre berbe, svi genotipovi su bili vizuelno ocenjenti, i u toj
fazi su zabeleZeni oni najbolji.

Kao parametri za ocenu genotipova su uzeti osobina stay green-a (skala 1 - 5,
gde je 5 ocena za najbolji stay green, tj. 90-100% listova zelene boje; Wanous i sar.,
1991) i ukupan izgled genotipa (skala 1 - 8, gde je 8 ocena za najbolji ukupan izgled
genotipova u redu, koji je obuhvatao broj biljaka, broj jalovih biljaka, broj klipova, broj
kocanki bez zrna, ozrnjenost klipa i nalivenost zrna). Na osnovu zabeleZenih datuma
metli¢enja i svilanja svih genotipova, izraCunat je broj dana izmedu metlicanja i svilanja
- ASI (anthesis silking interval) za svaki genotip kukuruza.

Rezultat ovog dela eksperimenta je bilo izdvajanje 9,8 % ispitivane germplazme

(tj. 571 genotip), kao potencijalnog izvora tolerantnosti na susu.

5.2.2 Poljski ogledi u 2008. godini

Odabrani genotipovi kukuruza iz prethodne godine (571 genotip), su testirani na
tri lokacije: u uslovima ekstremne suse (isti lokalitet i vodni rezim u Egiptu), kao i u
uslovima umerenog klimata (Zemun Polje 1 Skoplje), kako bi se izvrSio konacni odabir
genotipova, tolerantnih na suSu i adaptiranih na lokalne uslove.

Ponovljena je ista eksperimentalna procedura iz prethodne godine, koja je
podrazumevala grupisanje genotipova kukuruza po duZini vegetacionog perioda (po
grupama zrenja). Tako grupisan materijal (ekstra rani - 60, rani - 159, srednje stasni -
171, srednje-kasni - 141 i kasni - 40 genotipova) se sejao u odvojenim parcelama i
potom uobicajeno negovao i navodnjavao do dve nedelje pred cvetanje, kada je
navodnjavanje prekinuto i nije primenjeno do kraja vegetacionog perioda. Ocena
genotipova je vrSena u fazi njihove pune zrelosti, a kao pokazatelji tolerantnosti,
zapazane su sledece sekundarne osobine relevantne za stres suse:

- interval izmedu metlicanja i svilanja - ASI (anthesis silking interval)
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- osobina stay green-a
- jalovost biljke
- ozrnjenost klipa
- nalivenost zrna
Na osnovu prosecnih vrednosti zapaZzanih sekundarnih osobina u uslovima
kontrolisanog stresa suSe u Egiptu (kraj meseca juna), kao i u uslovima umerenog
klimata na lokalitetima Zemun Polje i Skoplje (u periodu jul - septembar), odabran je 51
genotip kao najtolerantniji na stres suse - 20 domacih populacija, 14 introdukovanih
populacija i 17 introdukovanih inbred linija kukuruza.
Pored ocene genotipova na osnovu vizuelnog pracenja sekundarnih osobina
relevantnih za stres suse, u uslovima umerenog klimata u Zemun Polju i Skoplju je
izvrSena i ocena genotipova kukuruza na osnovu merljivih parametara koje cCine

komponente prinosa (teZina klipa, teZina oklaska i teZina zrna).

5.2.3 Poljski ogledi u 2009. i 2010. godini

U cilju grupisanja genofonda u heteroti¢ne grupe, odabrani 51 genotip kukuruza,
kao majc€inska komponenta, je ukrSten sa tri testera koji pripadaju, prema postojecoj
klasifikaciji, trima heteroticnim grupama (BSSS, Lancaster i nezavisna). UkrStanja su
uradena u Cileu (u toku januara 2009. godine).

Osim ispitivanja pripadnosti genotipova odredenim heteroticnim grupama,
uradeno je i dvogodiSnje testiranje (u toku 2009. i 2010. godine) opste kombinacione
sposobnosti ukrStanja genotipova sa odabranim testerima na lokalitetima Zemun Polje i
Skoplje.

Rezultat ovih testiranja je bilo izdvajanje 41-nog genotipa kao najtolerantnijeg
na suSu i dobre kombinacione sposobnosti, ¢ime je i formirana core kolekcija kukuruza

za tolerantnost prema susi.
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5.3 Ogledi simuliranog stresa suSe u kontrolisanim laboratorijskim uslovima

5.3.1 Biljni materijal

Ispitivanje odgovora klijjanaca kukuruza u fazi 3 - 4 lista na stres suSe u

laboratorijskim uslovima, izazvan primenom osmotikuma polietilen glikola - PEG (Mr

10 000, Sigma) vrSeno je na odabranom setu od 41-nog genotipa (tabela 2a, 2b i 2c)

formirane core kolekcije za tolerantnost prema susi, koju ¢ine:

» 13 domacih populacija kukuruza
» 13 introdukovanih populacija kukuruza

» 15 introdukovanih inbred linija kukuruza

Tabela 2a. Domace populacije kukuruza

Genotip Naziv populacije ~ Zemlja porekla DVP Tip zrna
K Beli poluzuban Srbija srednje-stasni  polutvrdunac
K> Brzak Bosna i Hercegovina rani tvrdunac
Ks Zuti zuban Bosna i Hercegovina srednje-stasni zuban
K4 Zuti zuban Srbija srednje-stasni ~ poluzuban
Ks Domaci Slovenija srednje-stasni ~ poluzuban
Ke Domaci osmak  Bosna i Hercegovina srednje-stasni  polutvrdunac
K Crveni tvrdunac Srbija kasni polutvrdunac
Kg Americki beli Srbija srednje-stasni zuban
Ky Domaci Zutac Bosna i Hercegovina srednje-stasni  polutvrdunac
Ko Domagna bela péenka Makedonija srednje-kasni zuban
Ki: Domaci kukuruz ~ Bosna i Hercegovina ekstra rani tvrdunac
Ki» Domaci Bosna i Hercegovina ekstra rani polutvrdunac
Kis Domaci kukuruz Hrvatska ekstra rani tvrdunac

DVP - duzina vegetacionog perioda
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Tabela 2b. Inrodukovane populacije kukuruza

Genotip Zemlja porekla DVP Tip zrna
P Iran srednje-stasni  polutvrdunac
P, Iran srednje-stasni zuban
Ps Francuska srednje-stasni zuban
P, bivsi SSSR ekstra rani polutvrdunac
Ps bivsi SSSR ekstra rani tvrdunac
Ps Brazil srednje-stasni  polutvrdunac
P, Argentina srednje-kasni  polutvrdunac
Pg SAD srednje-stasni ~ poluzuban
Py SAD rani polutvrdunac
Py SAD srednj-kasni  polutvrdunac
P SAD srednje-stasni zuban
P SAD rani zuban
Pi3 Pakistan srednje-stasni  polutvrdunac

DVP - duZina vegetacionog perioda
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Tabela 2c. Inrodukovane inbred linije kukuruza

Genotip  Zemlja porekla DVP Tip zrna
L; SAD srednje-stasni zuban
L, Grcka srednje-stasni  polutvrdunac
L; bivs§i SSSR srednje-stasni zuban
L4 bivsi SSSR srednje-stasni tvrdunac
Ls Cehoslovacka srednje-stasni poluzuban
Lg Cehoslovacka rani polutvrdunac
Ly Cehoslovacka srednje-stasni zuban
Lsg Gruzija srednje-stasni zuban
Lo bivsi SSSR srednje-stasni zuban
Lio Cehoslovacka srednje-stasni tvrdunac
L Cehoslovacka rani polutvrdunac
L, SAD srednje-stasni poluzuban
Lis bivsi SSSR rani poluzuban
Lis Poljska rani tvrdunac
Lis Isto€na Nemacka  srednje-stasni tvrdunac

DVP - duZina vegetacionog perioda
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5.3.2 Gajenje biljaka u laboratorijskim uslovima

Svaki genotip kukuruza je naklijavan tri dana na urolanom vlaznom filter papiru,
7 x 15 zrna po rolni, obmotanom plasticnom folijom i vertikalno poloZenom u
termostat, u mraku na temperaturi od 25 C (ISTA, 2007). Po naklijavanju, klijanci
pribliZzno jednakih duZina korena, su prebaceni u plasti¢ne posude na 25% modifikovani
Knop-ov hranljivi rastvor u sastavu 6,lmM Ca(NO);, 2,5mM KNO;, 3,6mM
(NH4)2S04, 1,6mM KCl, 1,8mM KH,PO, 2,1mM MgSOy, 31uM FeCls, 2,5uM H3BO;,
0,2uM MnSOy, 2,0uM ZnSOy, 0,5uM CuSOy i 0,07uM (NH4)sMo070,4 (HadZi-Taskovi¢
Sukalovié¢ i Vuleti¢, 1998). pH rastvora je podesen na 5,6.

Biljke su gajene na hranljivom rastvoru nedelju dana, u strogo kontrolisanim
uslovima fitotronske komore (fotoperiod 12h, temperatura 22 / 18°C, intenzitet svetlosti
40Wm?, relativna vlaznost vazduha 70%). Poslednjih 48h gajenja, polovina biljaka
(tretman) je gajena na rastvoru koji je sadrzao 40gl' osmotikuma (PEG 10 000),
uporedo sa kontrolnim biljkama koje su rasle na hranljivom rastvoru bez dodavanja

PEG-a. Oba rastvora su neprekidno produvavana vazduhom.

Kao pokazatelj uticaja osmotskog stresa izazvanog primenom PEG-a, prac¢eno je
rastenje biljaka merenjem morfoloSkih parametara:
- duzine korena i nadzemnog dela klijanaca kukuruza
- sveZe mase korena i nadzemnog dela klijanaca kukuruza

- suve mase korena 1 nadzemnog dela klijanaca kukuruza

Odgovor biljke na uticaj PEG-a kao osmotikuma pracen je merenjem sadrzaja,
odnosno aktivnosti fiziolosko-biohemijskih pokazatelja:
- sadrZaja slobodnog prolina u korenu i listu klijanaca kukuruza
- sadrZaja rastvorljivih proteina u korenu klijanaca kukuruza

- aktivnosti peroksidaza u korenu klijanaca kukuruza
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5.3.3 Morfoloski parametri

5.3.3.1 Merenje duZine, sveZe i suve mase korena i lista kukuruza

Po prestanku gajenja biljaka na hranljivom rastvoru, korenovi klijanaca su
isprani obi¢nom 1 destilovanom vodom, a viSak vode je lagano pokupljen papirnom
vatom. Odvojen je koren od nadzemnog dela biljke i odmah su merene sveze mase i
duzine. Nakon toga, koren i nadzemi deo biljke su suSeni u suSnici na temperaturi od
105°C do konstantne teZine. Suva masa (Su M) korena i lista je izradunata preko odnosa
apsolutnih vrednosti mase posle i pre suSenja materijala, a izraZena u gramima po gramu
sveZe mase:

M,

suva masa (g g~ 'sveZe mase) = —
Mg
Mp - masa posle suSenja materijala

Mg - masa pre suSenja materijala

Za merenje svakog od ovih morfoloskih parametara je uzeto po 20 biljaka

kukuruza, u Cetiri ponavljanja.

5.3.4 Fiziolosko-biohemijski parametri

5.3.4.1 Odredivanje sadrzaja slobodnog prolina u korenu i listu kukuruza

Sadrzaj slobodnog prolina u korenu i listu je odreden kolorimetrijskom
metodom (Bates i sar., 1973).
Za odredivanje sadrZaja slobodnog prolina su kori$¢eni slede¢i reagensi:
1. kiseli ninhidrinski reagens — 2,5g ninhidrina rastvorenih u 40ml 6M
fosforne kiseline 1 60ml glacijalne siretne kiseline.
2. 3% sulfosalicilna kiselina
3. Toluol
4. Glacijalna sircetna kiselina
Svaki uzorak (oko 1g korena / lista) je homogenizovan u avanu sa 10ml 3%
sulfosalicilne kiseline, a dobijeni ekstrakt je filtriran kroz filter papir. 2ml ekstrakta je

meSano sa 2ml kiselog ninhidrinskog reagensa i 2ml glacijalne siretne kiseline.
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Reakcija je vrSena u vodenom kupatilu na temperaturi od 100°C u trajanju od 15 minuta,
a zatim prekidana hladenjem u ledenom kupatilu. U reakciji nastalo obojeno jedinjenje
je ekstrahovano sa 4ml toluola. Nakon energi¢nog muckanja, toluolski ekstrakt je
otpipetiran u kivetu za spektrofotometar i Citana je apsorbancija na talasnoj duZini od
520nm prema slepoj probi, koja je umesto homogenata sadrzala 2ml rastvora 3%
sulfosalicilne kiseline. Koncentracija prolina je izraCunata preko faktora dobijenog sa
standardne krive koja je dobijena sa razliitim koncentracijama prolina, u opsegu 0,0 —

0,016mg ml! rastvora, po formuli:

0D, i Vig
V. x M

1

Prolin (Lgg™" sveze mase) =

ODsj - apsorbancija na A = 520 nm

f - faktor izraCunat sa standardne krive
VRE - zapremina rastvora za ekstrakciju
Vg - zapremina ekstrakta

M - odmerena koli¢ina uzorka (g)

Odredivanje sadrzaja slobodnog prolina u svakom uzorku kukuruza je radeno u

Cetiri ponavljanja.
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5.3.4.2 Odredivanje aktivnosti peroksidaza u korenu klijanaca kukuruza

Aktivnost rastvorljivih peroksidaza (POD, EC 1.11.1.7) je odredivana u
homogenatu korena kukuruza, pripremljenog homogenizacijom oko 1g korena sa 10ml
50mM K-fosfatnog pufera, pH 7,5, u avanu sa tuCkom, na hladnom. Uzorci su
centrifugirani na 20000 x g u trajanju od 15 minuta. Supernatant je koriS¢en za
odredivanje POD aktivnosti. Peroksidazna aktivnost je merena spektrofotometrijski,
pracenjem smanjenja apsorbancije usled oksidacije ferulinske kiseline (FK) na talasnoj
duzini Axz¢ nm (8:16,8mM'1cm'1), a izrazena je u pmolg g'lsveie mase min!. Sastav
reakcione smese je bio: 0,1mM ferulinska kiselina, 50mM K-fosfatni pufer pH 6,5,
ImM H,0, i 10ul uzorka po ml (HadZi-Tagkovic Sukalovié¢ i sar., 2005). Reakcija je

izvodena na 30°C, otpocinjala je dodavanjem H,O, i bila je linearna najmanje 1 minut.

AA i ¥ Vi ¥ Voy
exV,xM

alktivhost POD =

AAni, - promena absorbancije na talasnoj duZini Apg nm min’!
Vgs - zapremina reakcione smese

Vpy - ukupna zapremina homogenata

Vy - zapremina uzorka

M - odmerena masa uzorka (g)

€ - ekstinkcioni koeficijent

Specificna aktivnost peroksidaza je izraCunata na bazi proteina, merenih u istom

.. “ . -1 . -1,
homogenatu 11Zrazena je u l'lm()lferulinske kiseline g proteina min :

min -

o . AA % Vas
specificna aktivhost POD = —————

-7 .
£xVy xCpp:

Corot - koncentracija proteina izraZena u mg proteina ml! homogenata
Odredivanja peroksidaznih aktivnosti u svakom uzorku kukuruza su radena u

Cetiri ponavljanja.
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5.3.4.3 Odredivanje sadrzaja rastvorljivih proteina u korenu klijanaca kukuruza

Sadrzaj rastvorljivih proteina u ekstraktima pripremljenim za odredjivanje

peroksidazne aktivnosti je odreden spektrofotometrijski po metodi Lowry i sar., (1951).

Za odredivanje sadrZzaja rastvorljivih proteina su koris¢eni sledeci rastvori:
A: 10% Na,COs u 0,5N NaOH
B: 0,5% CuSOy4 1 1% K-Na-tartarat
C: 10A+1B
Folinov rastvor: Folinov reagens i dd H,O o u odnosu 1:11

0,5N NaOH, 0,IN NaOH, 10% TCA

Iml ekstrakta 1 1ml 10% TCA su promuckani i ostavljeni na hladnom 1h (u
kivetama za centrifugiranje) radi taloZenja proteina. IstaloZeni proteini su centrifugirani
na 10000 x g u trajanju od 15 minuta i rastvoreni u Sml 0,1N NaOH (rastvor proteina).

0,3ml rastvora proteina, 0,7ml 0,IN NaOH i 1ml rastvora C je pomeSano i
ostavljeno da stoji 10 minuta na sobnoj temperaturi da bi se izvrSila reakcija. Po
izvrSenoj reakciji, u sve uzorke je dodato po 3ml Folinovog reagensa. Uzorci su odmah
energi¢no promuckani i inkubirani 10 minuta u vodenom kupatilu na temperaturi od
50°C. Kada se rastvor ohladio, ¢itana je apsorbancija na talasnoj duZini A7sonm. Od
apsorbancije uzoraka je oduzeta apsorbancija slepe probe, koja je umesto rastvora
proteina, sadrzala 0,1N NaOH. Koncentracija proteina u uzorcima je odredena sa
standardne krive za poznate koncentracije BSA (Bovine serum albumin).

1 = v Vnaon X Mgsa x Vpy
svele mase) = -
W rp X M

proteini {mgg™
VNaon - zapremina 0,1N NaOH (ml)
VRrp - zapremina rastvora proteina (ml)
Mgsa - masa BSA sa standardne krive (mg)
M - masa uzorka (g)

Odredivanje sadrzaja rastvorljivih proteina u svakom uzorku kukuruza je radeno

u Cetiri ponavljanja.
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5.3.5 Izoelektricno fokusiranje (IEF) za odredivanje POD izoformi u korenu

klijanaca kukuruza

Razdvajanje proteina primenom metode izoelektricnog fokusiranja je radeno u
Multiphor Il komorama za elektroforezu (Multiphor II, GE Helathcare). Elektrodne
trake saturisane anodnim 75mM H,SO, / katodnim 150mM NaOH rastvorom su
smeStane na suprotne krajeve poliakrilamidnog gela (PAG), dimenzija 12 x 25 cm,
koncentracije 7,5% i pH raspona 2-9. Predfokusiranje u trajanju od 120Vh (30 minuta),
radi ravnomerne distribucije amfolita (Servalyte pH 2-9, Serva) u gelu, je izvodeno na
2000V, 50mA 1 10W. Uzorci finalne koncentracije proteina od 7ug su nanoSeni, nakon
zavrsetka predfokusiranja, na papirne aplikatore, na sredinu gela izmedu elektrodnih
traka. Fokusiranje proteina je izvodeno na 2000V, 50mA i 15W, u trajanju od 2400Vh
(120 minuta). Celokupna procedura izoelektricnog fokusiranja je radena uz konstantno

hladenje na temperaturi od 5°C.

Sastav gela za izoelektri¢no fokusiranje (7.5 % poliakrilamidni gel):

H,O 7,150ml
30% rastvor akrilamida/bis akrilamida 4,125ml
50% glycerol 4,400ml
Amfoliti (pH 2-9) 1,650ml
10% amonijum persulfat (APS) 0,825ml
TEMED 0,013ml

5.3.5.1 Vizuelizacija peroksidaznih izoformi na gelu za IEF

Po zavrSetku elektroforeze, gel je ispran destilovanom vodom, a zatim inkubiran
u substratu (100mM K-fosfatni pufer pH 6,5, 10% metanolni rastvor a-naftola (4-hloro-
I-metanol) i 0,03% vodonik peroksid) na sobnoj temperaturi u trajanju od 10 minuta,
odnosno do pojave plavih traka na mestima koja odgovaraju peroksidaznim

izoformama. Nakon inkubacije, gel je ispiran u destilovanoj vodi.
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5.4 Karakterizacija genotipova kukuruza SSR molekularnim markerima

Za odredivanje geneticke varijabilnosti genotipova core kolekcije kukuruza za
tolerantnost prema su$i, uradena je molekularna karakterizacija primenom SSR

molekularnih markera. Analiza je radena na grupnim uzorcima.

5.4.1 Izolacija DNK

Izolacija DNK iz zrna je radena na odabranom setu od 41-nog genotipa core
kolekcije kukuruza za tolerantnost prema susi. Po 30 zrna svake populacije 1 po 12 zrna
svake linije je samleveno u kataskaptu, mlinu za pojedina¢no mlevenje uzoraka. Od
dobijenog, fino samlevenog praha, je uzeto po 250mg tkiva svakog genotipa i prebaceno
u ependorf tube. Izolacija DNK je radena na ledu po izmenjenoj metodi Saghai i
Maroof, (1984).

U uzorke tkiva su dodati puferi za izolaciju:

1. 2 x CTAB pufer (2% CTAB; 100mM Tris, pH 8,0; 20mM EDTA, pH 8,0; 1,4M

NaCl; 1% PVP;uodnosul:1w/v)

2. 1 x CTAB pufer (uodnosu 1 : 2 w/v).

Oba pufera su prethodno bila zagrejana na 65°C.

SadrZaj uzoraka je promesan i inkubiran 30 minuta na 65°C u vodenom kupatilu.

Nakon inkubacije, u uzorke je dodata ista zapremina Sevag-ovog reagensa
(hloroform-izoamilalkohol 24:1) i sadrzaj uzoraka je lagano meSan do stvaranja
emulzije.

Uzorci su centrifugirani na 12000 rpm u trajanju od 2 minuta. Po centrifugiranju,
supernatant je prebacen u nove ependorf tube i dodate su 1/10 zapremine (supernatanta)
10% CTAB pufera (10% CTAB; 0,7M NaCl) 1 jedna zapremina (supernatant + CTAB)
hloroform-izoamilalkohola. Uzorci su lagano meSani do formiranja emulzije.

Usledilo je centrifugiranje na 12000 rpm u trajanju od 2 minuta. Posle
centrifugiranja, supernatant je prebaen u nove ependorf tube i dodata je jedna
zapremina (supernatanta) PPT pufera (1% CTAB; 50mM Tris, pH 8,0; 10mM EDTA,

pH 8,0). Uzorci su ostavljeni 20 minuta na sobnoj temperaturi radi precipitacije.
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Posle zavrsene precipitacije, uzorci su centrifugirani na 12000 rpm u trajanju od
2 minuta, nakon ¢ega je pazljivo odlivena sva tecnost da se pelet ne bi odlepio.

Uzorci su resuspendovani sa 200ul “high salt” TE pufera (10mM Tris, pH 8,0;
ImM EDTA, pH 8,0; IM NaCl) i inkubirani u vodenom kupatilu na 65°C u trajanju od
10 minuta.

Zatim su u uzorke dodate dve zapremine (400ul) hladnog 96% etanola i
ostavljeni su da precipitiraju na -20°C u trajanju od 30 minuta.

Nakon toga, uzorci su centrifugirani 15 minuta na 12000 rpm, a tecnost je
odlivena.

U uzorke je dodat 1ml hladnog 75% etanola i centrifugirani su na 12000 rpm, 5
minuta. Ovaj postupak je ponovljen dva puta.

Odliven je sav etanol i uzorci su ostavljeni da se prosuse na sobnoj temperaturi.

U zavisnosti od koli¢ine, osuSeni talog je rastvoren u 20 - 100ul 0,1 x TE pufera

(1mM Tris, pH 8,0; 0,imM EDTA, pH 8,0).

5.4.2 Odredivanje koncentracije i kvaliteta DNK

Koncentracija i kvalitet DNK su odredivani  spektrofotometrijski
(spektrofotometar Shimadzu UV-1601). Uzorci su razblazeni 1000 puta u 0,1 x TE

puferu i merena je apsorbancija na talasnim duZinama A=230, 260 i 280nm.

Koncentracija DNK je izracunata po formuli:

C (ug ul1™) = (OD2go x R x 50)/1000

gde je:
OD,¢p apsorbancija na talasnoj duZini Aysp nm
R razblaZenje uzorka
50 koncentracija 50ug pl" koja ima apsorbanciju OD = 1
Cisto¢a uzorka se procenjuje na osnovu odnosa ODygp/ OD330 1 ODygo/ ODogp i
ako su ovi odnosi u opsegu 1,8 - 2,0, DNK je dovoljno Cista za marker analizu.
Po utvrdivanju koncentracije i kvaliteta, izolovana DNK je do upotrebe ¢uvana

na -20°C.
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5.4.3 SSR - PCR reakcija

Prikazana je metoda SSR analize zasnovana na umnozavanju genomske DNK,

PCR tehnikom po protokolu Taramino i Tangey (1996).

Reakcija amplifikacije se odvijala u 25ul reakcione smese, koja je sadrzala 2 x

koncentrovani PCR Master mix, Fermentas (0,05U/ul Tag DNK polimeraza u
reakcionom puferu, 4mM MgCl,, 0,4mM dATP, 0,4mM dCTP, 0,4mM dGTP i 0,4mM
dTTP), 0,5uM prajmer (forward i reverse), 250ng/ul DNK uzorka i sterilnu

bidestilovanu vodu, kojom je smeSa dopunjena do Zeljene zapremine.

Za SSR analizu su koriS¢eni komercijalni arbitrarni prajmeri (forward i reverse),

LKB, dati u tabeli 3.

Tabela 3. Sekvence koriS¢enih SSR - PCR prajmera

Prajmer Forward sekvenca (5’ - 3’) Reverse sekvenca (5° - 37)
umc 1013 TAATGTGTCCATACGGTGGTGG AGCTGGCTAGTCTCAGGCACTC
umc 2047 GACAGACATTCCTCGCTACCTGAT CTGCTAGCTACCAAACATTCCGAT
phi 036 CCGTGGAGAGACGTTTGACGT TCCATCACCACTCAGAATGTCAGTGA
umc 1109  GCAACACAGGACCAAATCATCTCT GTTCGGTCCGTAGAAGAACTCTCA
bnlg 589 GGGTCGTTTAGGGAGGCACCTTTGGT GCGACAGACAGACAGACAAGCGCATTGT
bnlg 557 TCACGGGCGTAGAGAGAGA CGAAGAAACAGCAGGAGATGAC
umc 126 CAACAGGGTGAACCCTCTGTACTT AATATGGTGTTGTGATTTGCATCG
umc 1019 CCAGCCATGTCTTCTCGTTCTT AAACAAAGCACCATCAATTCGG
phi 085 AGCAGAACGGCAAGGGCTACT TTTGGCACACCACGACGA
umc 1006 AATCGCTTACTTGTAACCCACTTG AGTTTCCGAGCTGCTTTCTCT
umc 1393 CCTTCTTCTTATTGTCACCGAACG GCCGATGAGATCTTTAACAACCTG
umc 1324  ATCCATCATCATCATCATTGCTTG ATGTCATCATGTACCAGGTGTTGG
umc 1944  GAAGAAGGATCGCACACATGG AGACTGTCGCGCTGTACTATACCC
phi 116 GCATACGGCCATGGATGGGA TCCCTGCCGGGACTCCTG
phi 080 CACCCGATGCAACTTGCGTAGA TCGTCACGTTCCACGACATCAC
phi 033 TCGCTCCTCGGCCTATAGTA GGTGGCAGACCCAAGATTTA
umc 1492  GAGACCCAACCAAAACTAATAATCTCTT CTGCTGCAGACCATTTGAAATAAC
bnlg 1526 ACGAGCGAGTGGAGAATAGG AGCCCAGTACGTGGGGTC
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Lancana reakcija polimeraze (Polymerase Chain Reaction - PCR) je radena na
TProfessional Standard Thermocycler-u (Biometra), aparatu za PCR, po programu
Touchdown, koji se sastoji od sledecih koraka:

1. inicijalne denaturacije na 95°C u trajanju od 5 minuta

2. 15 ciklusa denaturacije na 95°C u trajanju od po 30 sekundi

3. 15 ciklusa vezivanja prajmera za ciljne sekvence (annealing) na 63,5C u
trajanju od po 1 minut (uz sniZzavanje temperature za 0,5°C po ciklusu)

4. 15 ciklusa elongacije na 72°C u trajanju od po 1 minut

5. 22 ciklusa denaturacije na 95°C u trajanju od po 30 sekundi

6. 22 ciklusa vezivanja prajmera za ciljne sekvence (annealing) na 56°C u trajanju
od po 1 minut

7. 22 ciklusa elongacije na 72°C u trajanju od po 1 minut
Po zavrsetku PCR reakcije, uzorcima je dodavan pufer (0,25% brom fenol plavo,

30% glicerol u dd H,0).

5.4.4 Poliakrilamidna elektroforeza (PAGE)

Produkti PCR reakcije su razdvojeni na 8% poliakrilamidnom gelu (30%
akrilamid/bisakrilamid u odnosu 29 : 1, 5 x TBE, 10% APS, TEMED i dd H,0). Za za
izvodenje elektroforeze je koriS¢en Mini Protean Tetra-cell (BioRad), ¢etvoro-komorni
aparat za vertikalnu poliakrilamidnu elektroforezu.

Po nalivanju, gel je ostavljen da stoji 30 minuta radi polimerizacije. Nakon
zavrSene polimerizacije, formirani dZepici u gelu su ispirani destilovanom vodom da bi
se izbegao uticaj naknadne polimerizacije gela na svom dnu, Sto bi moglo da uti¢e na
razdvojenost fragmenata i naneSeni su uzorci. Kao marker je koris¢en 100 bp DNK
ladder, Fermentas.

Za elektroforezu je koriS¢en 1 x TBE pufer (napravljen razblazenjem 5 x TBE
pufera - 54g Tris-a, 27g borne kiseline, 20ml 0,5M EDTA, pH 8,0, destilovana voda do
finalne zapremine od 11). Elektroforeza se odvijala pri konstantnoj struji od 40mA, u
trajanju od 1 sata 1 20 minuta.

Posle zavrSene elektroforeze, gel je prebacen u Petri kutiju, potopljen u rastvor 1 x TBE

pufera, uz dodavanje 1 - 2ul EtBr za bojenje i ostavljen na mesalici 20 minuta.
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Nakon bojenja, stavljanjem na UV - transiluminator, gel je slikan digitalnim

fotoaparatom (Nikon D60).

5.5 Statisti¢ka analiza
5.5.1 Statisticka analiza poljskih ogleda
Uticaj stresa suSe u poljskim ogledima na analizirane parametre je predstavljen

njihovim prose¢nim vrednostima i intervalom variranja (%, Xpin 1 Xmax)-

5.5.2 Statisticka analiza morfoloskih i fizioloSko-biohemijskih parametara

Analiza svih parametara je radena u Cetiri ponavljanja, a rezultati za kontrolnu

varijantu 1 varijantu tretmana svih genotipova kukuruza su prikazani u vidu X+ SD. Za
sve posmatrane parametre je uradena jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) po
kompletno randomiziranom blok dizajnu u MSTAT-C statisticCkom programu. Za svaki
parametar je uraden koeficijent varijacije (%). Znacajne razlike izmedu kontrole i
tretmana za svaki genotip su odredene na osnovu Fisher-ovog LSD testa na nivou

znacajnosti 0.05, a znacajnim su se smatrale one sa p<0,05.

Uticaj osmotskog stresa je prikazan kao promena prosecnih vrednosti

posmatranog parametra za tretman u odnosu na kontrolu kod svakog genotipa (%):

w4l

. T
s promene = ——= 100

K

o

Fenotipske korelacije izmedu posmatranih morfoloskih i fizioloSko-biohemijskih
parametara, kao i izmedu posmatranih parametara i prinosa zrna/biljci u polju, su

izraCunate primenom Pearson-ovog koeficijenta korelacije

F(X-K)IX—T)
V-0 (Y -7)°
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5.5.3 Analiza glavnih komponenti (Principal Component Analysis - PCA)

Grupisanje genotipova kukuruza, na osnovu morfoloskih 1 fizioloSko-
biohemijskih parametara, je uradeno pomocu faktorske analize glavnih komponenata
(multivarijacione ordinatne analize), u SPSS 15.0 for Windows Evaluation Version

programu. Rezultati su prikazani u formi 2D dijagrama.

5.5.4 Geneticka sli¢nost
Prisustvo / odsustvo traka u SSR analizi je pretvoreno u binarne podatke (01 1)
koji su korisc¢eni kao osnovna matrica za izraCunavanje geneticke slicnosti (GS) izmedu

ispitivanih genotipova kukuruza, po metodi Jaccard-a, (1908):

[ )
GS, =———
N a4 —9-C

a - prisustvo trake u oba genotipa (i)
b - prisustvo trake kod genotipa i, a odsustvo kod genotipa j

¢ - prisustvo trake kod genotipa j, a odsustvo kod genotipa i

5.5.4.1 Klaster analiza

Na osnovu matrica genetickih sli¢nosti ispitivanih genotipova kukuruza, uradena
je klaster analiza SSR analize, primenom UPGMA metode (unweighted pair-group
mean arithmetic method) u SAHN programu (sequential, agglomerative, hierarchical,
and nested clustering method; Sneath i Sokal, 1973), pomo¢u NTSYS-pc2.1 softvera
(Rohlf, 2000). Rezultati su prikazani graficki u formi dendrograma. Za svaki
dendrogram je izracunat ko-feneticki koeficijent korelacije izmedu matrica genetickih

sliénosti po Jaccard-u, a njegova znac¢ajnost je testirana Mantel-ovim testom, (1967).

5.5.4.2 Korespondenciona analiza

Na osnovu matrica genetic¢kih sli¢nosti, uradena je korespondenciona analiza u
SPSS 15.0 for Windows Evaluation Version programu, radi potpunijeg sagledavanja
geneticke slicnosti ispitivanih genotipova kukuruza core-a za tolerantnost na susu, a

prikazana je u formi grafikona u vidu kontinuirane varijabilnosti.
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6. REZULTATI ISTRAZIVANJA

Testiranje celokupnog genofonda banke gena Instituta za kukuruz ,,Zemun
Polje* je izvrSeno 2007. godine na lokalitetu poljoprivredne stanice Sids, Egipat (29°5°
s.g.8; 30°56’ i.g.d), za koji je karakteristicno odsustvo padavina za vreme vegetacionog
perioda, u kombinaciji sa visokim temperaturama vazduha, zbog ¢ega je bila moguca
potpuna kontrola vodnog reZima navodnjavanjem. Godina 2007. je bila izuzetno
pogodna za testiranje stresa suSe, jer je prosecna temperatura u toku vegetacionog
perioda (avgust-novembar) bila 28,5°C, dok je u fazi cvetanja iznosila 28,1'C. Na
osnovu vizuelnog pracenja sekundarnih osobina relevantnih za stres suSe, od ukupno
5806 testiranih genotipova kukuruza, odabran je 571 genotip kao potencijalni izvor
tolerantnosti na suSu i testiran 2008. godine u uslovima izrazite suSe (isti lokalitet u
Egiptu, slika 3), kao i u uslovima umerenog klimata (Zemun Polje, 44°52° s.g.§; 20°20°
i.g.d. i Skoplje, 42° s.g.§; 21°26° i.g.d), u cilju kona¢nog odabira genotipova kukuruza

tolerantnih na suSu i adaptiranih na lokalne uslove.

Slika 3. Eksperimentalno polje poljoprivredne stanice Sids (Egipat, 2008)

6.1 Klimatske prilike u 2008. godini

Prema prosecnim vrednostima sume padavina u toku vegetacionog perioda, kao
najsusnija lokacija jasno je izdvojen lokalitet poljoprivredne stanice Sids (Egipat) sa
0,0mm padavina. Prose¢na suma padavina u Zemun Polju je bila 33,8mm, dok je u
Skoplju bila 40,0mm, a distribucija je prikazana na grafiku 2, 3 i 4.

Prose¢na vrednost temperature vazduha u toku vegetacionog perioda je bila
najvi§a u Egiptu (26,8°C), dok je u Skoplju bila 23,8°C. NajniZa prose¢na temperatura

vazduha u toku vegetacionog perioda je bila u Zemun Polju (21,1°C).
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Grafik 2. Prose¢ne mesecne temperature i sume padavina u 2008. godini (Egipat)
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Grafik 3. Prosecne mesecne temperature i sume padavina u 2008. godini (Zemun Polje)
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Grafik 4. Prose¢ne mesecne temperature i sume padavina u 2008. godini (Skoplje)
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6.2 Prosec¢ne vrednosti i pokazatelji varijabilnosti

Kvantitativne osobine, kao $to su tolerantnost na suSu, prinos i komponente
prinosa, su po tipu nasledivanja poligene osobine i pod velikim su uticajem spoljasnje
sredine. Kako se ne moZe utvrditi pojedinacan doprinos aditivnih gena u ekspresiji ovih
osobina, posmatranja je potrebno vrsiti na Sto ve¢em broju genotipova.

Izuzev merenja broja dana izmedu metlicenja i svilanja (ASI - anthesis silking
interval) u fazi cvetanja, ocena genotipova kukuruza je vrSena u berbi.

Ocena prinosa u Egiptu za sve genotipove kukuruza je izvrSena vizuelnim
pracenjem sekundarnih osobina relevantnih za stres suSe, dok je u uslovima umerenog
klimata (Zemun Polje i Skoplje), ocena prinosa izvrSena i na osnovu merljivih

parametara koje ¢ine komponente prinosa (tezina klipa, tezina oklaska i teZina zrna).

6.2.1 Domace populacije kukuruza

6.2.1.1 Sekundarne osobine

Prose¢na vrednost za broj dana izmedu metli¢enja i svilanja (ASI) je bila
najmanja u Egiptu (1,31 dana), a kretala se u intervalu od -1 (genotip Ks) do 4 dana
(genotip Kg). U Zemun Polju prosecna vrednost za ASI je bila 1,85 dana i kretala se u
intervalu od 0 (genotip K;) do 4 dana (genotipovi K3 i K7), dok je u Skoplju bila najveca
(2,46) i kretala se u intervalu od 1 dana kod polovine ispitivanih genotipova, do 5 dana
(genotip Kg).

Prose¢na vrednost za jalovost biljke je takode bila najniza u Egiptu (5,72%), a
kretala se u intervalu od 0,0% kod vise od polovine ispitivanih genotipova, do 28,6%
(genotip Kj;). U Zemun Polju prosecna vrednost za jalovost je bila najviSa (13,16%),
kretala se u intervalu od 0,0% (genotip K;;) do 29,4% (genotip K7), dok je u Skoplju
bila 6,97% 1 kretala se u intervalu od 0,0% kod skoro polovine ispitivanih genotipova,
do 38,5% (genotip Kg).

Prosecna vrednost za ozrnjenost klipa u Egiptu je bila 82,69%, a kretala se u
intervalu od 70,0% (genotip K;;) do 100,0% (genotip K;p). Prosecna vrednost za

ozrnjenost klipa je bila ista na oba lokaliteta umerenog klimata (87,69%). U Zemun
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Polju se kretala u intervalu od 65,0% (genotip Ks) do 100,0% (genotip K;3), dok se u
Skoplju kretala u intervalu od 70,0% (genotip Ksg) do 95,0% kod polovine ispitivanih
genotipova.

Najniza prosecna vrednost za nalivenost zrna od 87,31% je bila u Egiptu, i
kretala se u intervalu od 50,0% (genotip K4) do 100,0% kod polovine ispitivanih
genotipova, dok je u Zemun Polju bila najvisa (92,31%), a kretala se u intervalu od
60,0% (genotip K3) do 100,0% kod vecine genotipova. U Skoplju, prose¢na vrednost za
nalivenost zrna je iznosila 87,69% i kretala se u intervalu od 70,0% (genotip K;) do
95,0% kod pet ispitivanih genotipova.

Stay green osobina, sa prosecnom vrednoS¢u od 2,88, je bila najizraZenija u
Egiptu, krecuc¢i se u intervalu od 2 do maksimalnih 5 (genotip K5). Najslabije izrazen
stay green, sa prose¢nom vrednoscu od 1,19, je bio u Zemun Polju, kretao se u intervalu
od 1 kod vecine genotipova do 2 (genotip K7), dok je u Skoplju bio neznatno izrazeniji
u odnosu na Zemun Polje i sa proseCnom vredno$¢u od 1,38, a kretao se u intervalu od 1

kod polovine ispitivanih genotipova do 2,5 (genotip K7).

6.2.1.2 Prinos i komponente prinosa

Prose¢na vrednost ocene prinosa genotipova u Egiptu, na osnovu pracenja
sekundarnih osobina relevantnih za stres suSe, je iznosila 3.31, krecu¢i se u intervalu od
2,5 (genotipovi K4, K5 i Kg) do 4 kod blizu polovine ispitivanih genotipova kukuruza.

Prosecna tezina klipa po genotipu je bila veca u Zemun Polju (1962,31g) u
odnosu na Skoplje (1523,85g), respektivno. Najmanja teZina klipa na obe lokacije je
izmerena kod genotipa K, (1290g, Zemun Polje), odnosno 690g (Skoplje). Najveca
tezina klipa je izmerena kod genotipa K;; (2760g, Zemun Polje), a u Skoplju kod
genotipa K;o (2940g).

Prose¢na tezina oklaska po genotipu je bila manja u Zemun Polju (339,23g) u
odnosu na Skoplje (352,31g), respektivno. Najmanja teZina oklaska na obe lokacije je
izmerena takode kod genotipa K, (190g, Zemun Polje), odnosno 160g (Skoplje).
Najveca tezina oklaska je izmerena kod genotipa K;; (470g, Zemun Polje), a u Skoplju

kod genotipa K;o (660g).
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Prosecna teZina zrna po genotipu je bila veca u Zemun Polju (1962,31g) u
odnosu na Skoplje (1523,85g), respektivno. U Zemun Polju, teZina zrna se kretala u
intervalu od 1080g (genotip K;») do 2290g (genotip K;;), a u Skoplju od 520g (genotip
K;) do 2290g (genotip Kp).

Prosecan prinos / biljci je bio ve¢i u Zemun Polju (95,57g / biljci) u odnosu na
Skoplje (75,39g / biljci), respektivno. U Zemun Polju se kretao u intervalu od 67,5g /
biljci (genotip K;») do 135,0g / biljci (genotip K7), a u Skoplju od 35,3g / biljci (genotip
K;) do 127,2¢g / biljci (genotip Kp). Rezultati su prikazani u tabeli 4, 51 6.
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Tabela 4. ProseCne vrednosti i intervali variranja ispitivanih osobina domacih populacija kukuruza core kolekcije za tolerantnost na suSu (Egipat)

Genotip ASI JAL 074 NAL SGB OPB
Ky 1 0,0 70,0 100,0 3 3
I GRUPA - EKSTRA RANI K2 1 0,0 85,0 100,0 3
Ki; 1 0,0 90,0 100,0 3,54 4
IT GRUPA - RANI K, 1 28,6 80,0 100,0 4 4
K, 1 0,0 90,0 100,0 2,5 35
K; 2 13,3 80,0 80,0 2,5 3
K4 2 1,7 70,0 50,0 2 2,5
IIT GRUPA - SREDNJE-STASNI Ks -1 5.9 80,0 80,0 2 2,5
Ks 1 11,8 80,0 80,0 3 3
Ks 4 0,0 80,0 90,0 2 2,5
Ky 0 0,0 90,0 85,0 2,5 3
IV GRUPA - SREDNJE-KASNI Ko 3 0,0 100,0 100,0 3 4
V GRUPA - KASNI K 1 7,1 80,0 70,0 5 4
X 1,31 5,72 82,69 87,31 2,88 3,31
Kinin -1 0,0 70,0 50,0 2,0 2,5
X max 4 28,6 100,0 100,0 5,0 4,0

Legenda: ASI - broj dana izmedu metlicenja i svilanja; JAL - % jalovih biljaka; OZ - % ozrnjenosti klipa; NAL - % nalivenosti zrna;

SGB - stay green u berbi; OPB - ocena prinosa u berbi



Tabela 5. Prosecne vrednosti i intervali variranja ispitivanih osobina domacih populacija kukuruza core kolekcije za tolerantnost na susu (Zemun Polje)

Genotip ASI JAL 074 NAL SGB TK (g/genotipu)  TO (g/genotipu) TZ (g/genotipu) f;gj}?ls)

Ky 2 0,0 95,0 100.0 1,5 2760 470 2290 114,5

I GRUPA - EKSTRA RANI K, 1 15.8 85,0 90.0 1 1300 220 1080 67,5
Kis 3 5,0 100,0 100.0 1 1960 330 1630 85,8

IT GRUPA - RANI K, 1 20,0 85,0 90.0 1 1290 190 1100 68,8
K, 0 9,5 95,0 100.0 1 2020 460 1560 82,1

K; 4 25,0 65,0 60.0 1 1490 230 1260 84,0

Ky 3 15,0 70,0 75.0 1 1630 270 1360 80,0

IIT GRUPA - SREDNJE-STASNI Ks 1 10,0 95,0 100.0 1 1690 270 1420 78,9
Ks 1 10,5 90,0 100.0 1 2150 350 1800 105.9

Ks 2 5,0 90,0 85.0 1,5 2410 470 1940 102,1
Ky 1 10,0 90,0 100.0 1 2480 360 2120 117,8
IV GRUPA - SREDNJE-KASNI Kio 1 15,8 90,0 100.0 1,5 2380 460 1920 120,0
V GRUPA - KASNI K 4 29,4 90,0 100.0 2 1950 330 1620 135,0
X 1,85 13,16 87,69 92.31 1,19 1962,31 339,23 1623,08 95,57

Xinin 0 0,0 65,00 60.0 1 1290 190 1080 67,5
X max 4 29,4 100.0 100.0 2 2760 470 2290 135,0

9

Legenda: ASI - broj dana izmedu metlicenja i svilanja; JAL - % jalovih biljaka; OZ - % ozrnjenosti klipa; NAL - % nalivenosti zrna; SGB - stay green u berbi;
TK - teZina klipa; TO - teZina oklasaka; TZ - teZina zrna
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Tabela 6. Prosecne vrednosti i intervali variranja ispitivanih osobina domacih populacija kukuruza core kolekcije za tolerantnost na susu (Skoplje)

Genotip ASI JAL 074 NAL SGB TK (g/genotipu)  TO (g/genotipu) TZ (g) f;gj}?ls)

Ky 1 11,8 80,0 90,0 1,5 1410 380 1030 68,7

I GRUPA - EKSTRA RANI K, 1 5,3 95,0 95,0 1 1300 270 1040 57,8
Kis 1 5,0 95,0 95,0 2,5 1850 370 1480 77,9

IT GRUPA - RANI K, 2 0,0 90,0 90,0 1 690 160 530 353
K, 3 17,6 80,0 70,0 1,5 720 200 520 37,1

K; 4 12,5 75,0 80,0 1 1370 390 980 70,0

K4 3 0,0 95,0 90,0 1 1700 360 1340 74,4

IIT GRUPA - SREDNJE-STASNI Ks 3 0,0 90,0 90,0 1 1490 380 1120 74,3
Ks 1 0,0 95,0 95,0 1 1350 260 1090 60,6

Ks 5 38,5 70,0 75,0 1,5 880 280 600 75,0
Ky 2 0,0 85,0 80,0 1 2510 460 2040 113,6
IV GRUPA - SREDNJE-KASNI Kio 3 0,0 95,0 95,0 1,5 2940 660 2290 127,2
V GRUPA - KASNI K 3 0,0 95,0 95,0 2,5 1600 410 1190 108,2
X 2,46 6,97 87,69 87,69 1,38 1523,85 352,31 1173,08 75,39

Xinin 1 0,0 70,0 70,0 1 690 160 520 35,3
X max 5 38,5 95,0 95,0 2,5 2940 660 2290 127,2

Legenda: ASI - broj dana izmedu metlicenja i svilanja; JAL - % jalovih biljaka; OZ - % ozrnjenosti klipa; NAL - % nalivenosti zrna; SGB - stay green u berbi;
TK - teZina klipa; TO - teZina oklasaka; TZ - teZina zrna

49



6.2.2 Introdukovane populacije kukuruza

6.2.2.1 Sekundarne osobine

Prose¢na vrednost za broj dana izmedu metliCenja i svilanja (ASI) je bila
najmanja u Egiptu (2,38), a kretala se u intervalu od 0 dana (genotipovi P4, P71 Pg) do 7
dana (genotipovi P; i Py;). U Zemun Polju, prosecna vrednost za ASI je bila najveca
(2,92), 1 kretala se u intervalu od 0 dana (genotip P9) do 9 dana (genotip P7), dok je u
Skoplju bila 2,69 i kretala se u intervalu od 0 dana (genotip P;;) do 4 dana (genotip P7).

Prosec¢na vrednost za jalovost biljke je takode bila najniza u Egiptu (4,41%), a
kretala se u intervalu od 0,0% kod viSe od polovine ispitivanih genotipova, do 22,2%
(genotip Pg). U Zemun Polju, prose¢na vrednost za jalovost je bila 9,72%, kretala se u
intervalu od 5,0% (genotipovi Pg, Py; i Pj2) do 20,0% (genotipovi P3 i Py3), dok je u
Skoplju je bila najvisa (10,35%), a kretala se u intervalu od 0,0% (genotipovi P41 Pjg)
do takode 20,0% (genotip Pg).

Prose¢na vrednost za ozrnjenost klipa je bila najveca u Egiptu (93,08%), a
kretala se u intervalu od 80,0% (genotip P,) do 100,0% (genotipovi P;, Pjp i P13). U
Zemun Polju, prosecna vrednost za ozrnjenost klipa je bila 90,38% 1 kretala se u
intervalu od 75,0% (genotip Pi3) do 100,0% (genotipovi P7, Pip 1 Pj2). Najmanja
prosecna vrednost za ozrnjenost klipa je bila u Skoplju (89,62%), 1 kretala se u intervalu
od 80,0% (genotipovi Pg i P13) do 100,0% (genotip Pyo).

Najvisa prosecna vrednost za nalivenost zrna od 95,38% je bila u Egiptu, i
kretala se u intervalu od 80,0% (genotip Ps) do 100,0% kod viSe od polovine ispitivanih
genotipova. U Zemun Polju, prosecna vrednost za nalivenost zrna je bila neSto niZa
(94,62%), kretala se u intervalu od 80,0% (genotip P;3) do 100,0% kod skoro polovine
ispitivanih genotipova, dok je u Skoplju bila najniza (87,69%) i kretala se u intervalu od
80,0% (genotipovi Py, P, P31 P;3) do 100,0% kod genotipa Py.

Stay green osobina sa proseCnom vrednoS$¢u od 2,81 je bila najizraZenija u
Egiptu, krecuéi se u intervalu od 1,5 do maksimalnih 5 (genotip P;). Najslabije izraZzen
stay green, sa prosecnom vrednos¢u od 1,54 je bio u Zemun Polju, kretao se u intervalu
od 1 kod vecine genotipova do 3,5 (genotip P7), dok je u Skoplju bio neznatno izraZeniji
u odnosu na Zemun Polje, sa prose¢nom vrednoS$¢u od 1,77 1 kretao se u intervalu od 1,

kod skoro polovine ispitivanih genotipova, do 3,5, takode kod genotipa P;.
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6.2.2.2 Prinos i komponente prinosa

Prose¢na vrednost ocene prinosa, na osnovu pracenja sekundarnih osobina
relevantnih za stres suSe u Egiptu, je iznosila 3,5, krecu¢i se u intervalu od 2,0
(genotipovi Ps i1 Pg) do 4,5 kod genotipova Pg 1 P;.

Prosecna tezina klipa po genotipu je bila veca u Zemun Polju (2229,23g) u
odnosu na Skoplje (1716,15g), respektivno. Najmanja teZina klipa na obe lokacije je
izmerena kod genotipa Ps (1490g, Zemun Polje), odnosno 970g (Skoplje). Najveca
tezina klipa na oba lokaliteta je izmerena kod genotipa P;; (3150g u Zemun Polju, a u
Skoplju 2640g).

Prosecna teZina oklaska po genotipu je bila manja u Zemun Polju (356,92¢g) u
odnosu na Skoplje (387,69g), respektivno. Najmanja teZina oklaska na obe lokacije je
izmerena takode kod genotipa Ps (190g u Zemun Polju, odnosno 230g u Skoplju).
Najveca tezina oklaska na obe lokacije je izmerena kod genotipa Ps (570g u Zemun
Polju, odnosno 560g u Skoplju).

Prose¢na tezina zrna po genotipu je bila ve¢a u Zemun Polju (1872,31g) u
odnosu na Skoplje (1330,77g), respektivno. Najmanja teZina zrna na obe lokacije je
izmerena takode kod genotipa Ps (1300g u Zemun Polju, odnosno 740g u Skoplju).
Najveca teZina zrna na obe lokacije je izmerena kod genotipa P;; (2670g u Zemun
Polju, odnosno 2110g u Skoplju).

Prosecan prinos / biljci je bio ve¢i u Zemun Polju (105,28g / biljci) u odnosu na
Skoplje (93,36g / biljci), respektivno. Najmanji prinos zrna / biljci na obe lokacije je
izmeren kod genotipa Ps (72,5g / biljci u Zemun Polju, odnosno 43,5g / biljci u
Skoplju). Najve¢i prinos / biljci na obe lokacije je izmeren kod genotipa P;; (140,5g /
biljci u Zemun Polju, odnosno 140,7g / biljci u Skoplju).

Rezultati su prikazani u tabeli 7, 8 1 9.
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Tabela 7. ProseCne vrednosti i intervali variranja ispitivanih osobina introdukovanih populacija kukuruza core kolekcije

za tolerantnost na suSu (Egipat)

Genotip ASI JAL oz NAL SGB OPB

I GRUPA - EKSTRA RANI Py 0 10,5 95,0 9.0 3 3.5
P, 1 48 95,0 100,0 1,5 2

1 GRUPA - RANI P, 1 0,0 95,0 100,0 2 3.5
P 7 0,0 85,0 90,0 4 4

P, 7 0,0 90,0 90,0 2,5 3,5
P, 1 0,0 80,0 100,0 3 4

P, 2 10,0 90,0 100,0 2 3.5

IIT GRUPA - SREDNJE-STASNI P 5 4.8 95,0 100,0 3 4,5
P, 0 22 95,0 80,0 2 2

P, 3 0,0 90,0 90,0 3 3.5
P 1 0,0 100,0 100,0 3 4

IV GRUPA - SREDNJE-KASNI P 0 0.0 100,0 95,0 5 45
Pi 3 5,0 100,0 100,0 2,5 3

T 2,38 441 93,08 95.38 2,81 3,50

X 0 0,0 80,0 80,0 1,5 2,0

X 7 22 100,0 100,0 5,0 45

Legenda: ASI - broj dana izmedu metli¢enja i svilanja; JAL - % jalovih biljaka; OZ - % ozrnjenosti klipa; NAL - % nalivenosti zrna;

SGB - stay green u berbi; OPB - ocena prinosa u berbi
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Tabela 8. ProseCne vrednosti i intervali variranja ispitivanih osobina introdukovanih populacija kukuruza core kolekcije za tolerantnost na susu (Zemun Polje)

Genotip ASI JAL 074 NAL SGB TK (g/genotipu) TO (g/genotipu) TZ (g/genotipu) Fgljtlfljcc)s
Py 2 53 95,0 95,0 1 1700 290 1410 78,3
I GRUPA - EKSTRA RANI
Ps 2 5,3 90,0 95,0 1 1490 190 1300 72,2
Py 0 10,0 90,0 95,0 2 2360 410 1950 108,3
II GRUPA - RANI
Py, 3 5,0 100,0 100,0 1 2140 270 1870 98,4
P, 2 15,0 80,0 90,0 1 2220 300 1920 112,9
P, 3 5,3 80,0 90,0 1 1750 300 1450 80,6
P; 2 20,0 90,0 100,0 1 2300 320 1980 123,8
IIT GRUPA - SREDNJE-STASNI Pe 1 10,0 90,0 90,0 2 2870 570 2300 127,8
Pg 3 5,0 90,0 95,0 1,5 2720 460 2260 118,9
Py 3 5,0 95,0 100,0 2,5 3150 480 2670 140,5
Py3 5 20,0 75,0 80,0 1 1980 370 1610 100,6
P; 9 10,5 100,0 100,0 35 1930 320 1610 94,7
IV GRUPA - SREDNJE-KASNI
Py 3 10,0 100,0 100,0 1,5 2370 360 2010 111,7
X 2,92 9,72 90,38 94,62 1,54 2229,23 356,92 1872,31 105,28
Xmin 0 5,0 75,0 80,0 1 1490 190 1300 72,2
Xmax 9 20,0 100,0 100,0 35 3150 570 2670 140,5

Legenda: ASI - broj dana izmedu metlicenja i svilanja; JAL - % jalovih biljaka; OZ - % ozrnjenosti klipa; NAL - % nalivenosti zrna; SGB - stay green u berbi;
TK - teZina klipa; TO - teZina oklasaka; TZ - teZina zrna



Tabela 9. Prosecne vrednosti i intervali variranja ispitivanih osobina introdukovanih populacija kukuruza core kolekcije za tolerantnost na susu (Skoplje)

Genotip ASI JAL 074 NAL SGB TK (g/genotipu) TO (g/genotipu) TZ (g/genotipu) Fgljtlfljcc)s
Py 3 0,0 90,0 90,0 1 1080 260 820 51,3
I GRUPA - EKSTRA RANI
Ps 3 5,6 90,0 95,0 1 970 230 740 43,5
Py 2 11,1 90,0 90,0 2 1190 270 920 57,5
II GRUPA - RANI
Py, 3 6,3 95,0 90,0 2,5 1490 280 1220 81,3
P, 1 18,8 90,0 80,0 1 1760 360 1400 107,7
P, 3 6,3 85,0 80,0 1,5 1390 330 1070 71,3
P; 3 12,5 90,0 80,0 1 2450 560 1890 135,0
IIT GRUPA - SREDNJE-STASNI Pe 4 20,0 90,0 90,0 2 2150 560 1590 132,5
Pg 3 14,3 80,0 85,0 1 1370 310 1060 88.3
Py 0 16,7 95,0 90,0 3 2640 530 2110 140,7
Py3 3 5,6 80.0 80,0 2 2330 520 1810 106,5
P; 4 17,6 90,0 90,0 35 1780 450 1330 95,0
IV GRUPA - SREDNJE-KASNI
Py 3 0,0 100,0 100,0 1,5 1710 380 1340 103,1
X 2,69 10,35 89,62 87,69 1,77 1716,15 387,69 1330,77 93,36
Xmin 0 0,0 80,0 80,0 1 970 230 740 43,5
Xmax 4 20,0 100,0 100,0 35 2640 560 2110 140,7

Legenda: ASI - broj dana izmedu metlicenja i svilanja; JAL - % jalovih biljaka; OZ - % ozrnjenosti klipa; NAL - % nalivenosti zrna; SGB - stay green u berbi;
TK - teZina klipa; TO - teZina oklasaka; TZ - teZina zrna



6.2.3 Introdukovane inbred linije kukuruza

6.2.3.1 Sekundarne osobine

Prose¢na vrednost za broj dana izmedu metlicenja i svilanja (ASI) u Egiptu je
bila 1,67 dana, a kretala se u intervalu od -1 dana (genotipovi L7 i L;s) do 5 dana
(genotip Pjgp). Najmanja prosecna vrednost za ASI izmerena je u Zemun Polju (1,33
dana), kretala se u intervalu od 0 dana (genotipovi L7, Lo i1 L;3) do 3 dana (genotip L),
dok je u Skoplju bila najveca (2 dana), krec¢u¢i se u intervalu od 0 dana (genotip Ls) do
5 dana (genotip L;3).

Prosecna vrednost za jalovost biljke je bila najniza u Egiptu (5,05%), a kretala se
u intervalu od 0,0% kod vecine ispitivanih genotipova, do 23,5% (genotip Lj4). U
Zemun Polju, prosecna vrednost za jalovost biljke je bila najveca (6,46%), kretala se u
intervalu od 0,0% kod skoro polovine ispitivanih genotipova, do 30,0% (genotip Ls),
dok je u Skoplju je bila 5,56%, krecuci se u intervalu od 0,0% kod vecine genotipova,
do 22,2% (genotip L;3).

Prose¢na vrednost za ozrnjenost klipa u Egiptu je bila 83,67%, a kretala se u
intervalu od 60,0% (genotip L4) do 100,0% (genotip L3). U Zemun Polju, prosecna
vrednost za ozrnjenost klipa je bila najveca (91,00%), kretala se u intervalu od 60,0%
(genotip Le) do 100,0% kod viSe od polovine ispitivanih genotipova. Najmanja prose¢na
vrednost za ozrnjenost klipa je bila u Skoplju (78,67%), krecu¢i se u intervalu od 20,0%
(genotip L) do 100,0% (genotipovi Ls i Ls).

Prosec¢na vrednost za nalivenost zrna u Egiptu je bila 88,33% 1 kretala se u
intervalu od 50,0% (genotip L;3) do 100,0% kod skoro polovine ispitivanih genotipova.
U Zemun Polju, prose¢na vrednost za nalivenost zrna je bila najveca (94,67%), kretala
se u intervalu od 60,0% (genotip L) do 100,0% kod vecine ispitivanih genotipova, dok
je u Skoplju bila najniza (81,00%), krecuci se u intervalu od 60,0% (genotip L¢) do
100,0% (genotipovi L3 1 Ls).

Stay green osobina, sa prosecnom vrednoscu od 2,53, je bila najizraZenija u
Egiptu, krecuéi se u intervalu od 1,5 do 4,5 (genotip L;). Najslabije izraZen stay green,
sa prosecnom vredno$¢u od 1,60 je bio u Zemun Polju, kretao se u intervalu od 1 kod

viSe od polovine ispitivanih genotipova do 3,5 (genotipovi L; i L), dok je u Skoplju bio
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neznatno izraZeniji u odnosu na Zemun Polje sa prosecnom vredno$¢u od 1,80 i kretao

se u intervalu od 1 do 4,0 kod genotipa L.

6.2.3.2 Prinos i komponente prinosa

Prosec¢na vrednost ocene prinosa, na osnovu pracenja sekundarnih svojstava
relevantnih za stres suSe u Egiptu, je iznosila 3,5, krecuéi se u intervalu od 3,0 kod
polovine ispitivanih genotipova, do 5,0 kod genotipa L;.

Prosecna teZina klipa po genotipu je bila ve¢a u Zemun Polju (1678,0g) u
odnosu na Skoplje (1018,0g), respektivno. Najmanja teZina klipa na obe lokacije je
izmerena kod genotipa Ly (760g, Zemun Polje), odnosno 400g (Skoplje). Najveca teZina
klipa na oba lokaliteta je izmerena kod genotipa L3 (3280g u Zemun Polju, a u Skoplju
2840g).

Prosecna teZina oklaska po genotipu je bila ve¢a u Zemun Polju (270,67g) u
odnosu na Skoplje (262,00g), respektivno. Najmanja teZina oklaska na obe lokacije je
izmerena takode kod genotipa Lg (120g u Zemun Polju, odnosno 100g u Skoplju).
Najveca tezina oklaska na obe lokacije je izmerena kod genotipa L3 (530g u Zemun
Polju, odnosno 650g u Skoplju).

Prose¢na teZzina zrna po genotipu je bila znacajno ve¢a u Zemun Polju
(1407,33g) u odnosu na Skoplje (757,33g), respektivno. Najmanja tezZina zrna na obe
lokacije je izmerena takode kod genotipa Lg (640g u Zemun Polju, odnosno 300g u
Skoplju). Najveca teZina zrna na obe lokacije je izmerena kod genotipa Ls (2750g u
Zemun Polju, odnosno 2200g u Skoplju).

Prosecan prinos / biljci je bio ve¢i u Zemun Polju (79,38g) u odnosu na Skoplje
(60,31g / biljci), respektivno. Najmanji prinos zrna / biljci u Zemun Polju je izmeren
kod genotipa L4 (45,0g / biljci), a u Skoplju, kod genotipa L;3 (23,6g / biljci). Najveci
prinos / biljci na obe lokacije, je izmeren kod genotipa L3 (144,7g / biljci u Zemun
Polju, odnosno 169,2¢g / biljci u Skoplju).

Rezultati su prikazani u tabeli 10, 111 12.
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Tabela 10. Prosecne vrednosti 1 intervali variranja ispitivanih osobina introdukovanih inbred linija kukuruza core kolekcije

za tolerantnost na suSu (Egipat)

Genotip ASI JAL oz NAL SGB OPB
L¢ 1 16,7 70,0 90,0 2,5 4
II GRUPA - RANI Ly 1 20,0 70,0 100,0 2 3
L3 2 5,6 85,0 50,0 2 3
L4 4 23,5 90,0 100,0 3,5 4
L, 3 0,0 95,0 100,0 4.5 5
L, 1 0,0 95,0 100,0 3 4

L; 1 0,0 100,0 100,0 3 3,5

Ly 1 0,0 60,0 60,0 2 3
Ls 2 0,0 80,0 100,0 2 3
IIT GRUPA - SREDNJE-STASNI L, 1 0,0 95,0 80,0 1,5 3
| 2 0,0 80,0 80,0 1,5 3
Lo 1 0,0 80,0 90,0 1,5 3
Lio 5 0,0 95,0 100,0 2,5 4
L, 3 10,0 80,0 90,0 4 4
Lis -1 0,0 80,0 85,0 2,5 3

X 1,67 5,05 83,67 88,33 2,53 3,50
Kinin -1 0,0 60,0 50,0 1,5 3
X inax 5 23,5 100,0 100,0 4.5 5

Legenda: ASI - broj dana izmedu metlicenja i svilanja; JAL - % jalovih biljaka; OZ - % ozrnjenosti klipa; NAL - % nalivenosti zrna;
SGB - stay green u berbi; OB - ocena prinosa u berbi



Tabela 11. Prose¢ne vrednosti i intervali variranja ispitivanih osobina introdukovanih inbred linija kukuruza core kolekcije za tolerantnost na suSu (Zemun Polje)

Genotip ASI JAL 074 NAL SGB TK (g/genotipu) TO (g/genotipu)  TZ (ggenotipu) Fgljtlfljcc)s
L 1 21,1 60,0 60,0 1 1110 150 960 64,0
Ly 1 0,0 90,0 100,0 2 1670 240 1430 68,1
IT GRUPA - RANI

Lis 0 5,0 70,0 70,0 2 1150 230 920 48,4

Ly 1 0,0 100,0 100,0 1 1380 270 1110 55,5

L, 2 15,8 90,0 100,0 35 1630 310 1320 82,5
L, 2 0,0 100,0 100,0 3,5 2920 400 2520 126,0

L; 2 5,0 100,0 100,0 1 3280 530 2750 144,7

L, 3 0,0 80,0 100,0 1 970 160 810 45,0

Ls 1 30,0 90,0 95,0 1 1240 210 1030 73,6
IIT GRUPA - SREDNIJE-STASNI L, 0 5,0 95,0 100,0 1 2440 400 2040 107,4
| 2 10,0 100,0 100,0 1 1150 200 950 52,8

Lo 2 0,0 100,0 100,0 1 760 120 640 80,0

Lio 0 0,0 100,0 95,0 1 1660 250 1410 78,3

L, 2 5,0 90,0 100,0 1,5 1560 280 1280 67,4

Lis 1 0,0 100,0 100,0 2,5 2250 310 1940 97,0
X 1,33 6,46 91,00 94,67 1,60 1678,0 270,67 1407,33 79,38

Xmin 0 0,0 60,0 60,0 1 760 120 640 45,0
X max 3 30,0 100,0 100,0 3,5 3280 530 2750 144,7

Legenda: ASI - broj dana izmedu metli¢enja i svilanja; JAL - % jalovih biljaka; OZ - % ozrnjenosti klipa; NAL - % nalivenosti zrna; SGB - stay green u berbi;
TK - tezina klipa; TO - teZina oklasaka; TZ - tezina zrna
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Tabela 12. Prose¢ne vrednosti i intervali variranja ispitivanih svojstava introdukovanih inbred linija kukuruza core kolekcije za tolerantnost na susu (Skoplje)

Genotip ASI JAL 074 NAL SGB TK (g/genotipu) TO (g/genotipu) TZ (g/genotipu) fgljtlfljcc)s
L 1 13,3 60,0 60,0 1,5 650 180 470 36,2
Ly 1 18,2 90,0 90,0 2 470 100 380 42,2
IT GRUPA - RANI

L3 5 22,2 60,0 70,0 2 480 150 330 23,6

Ly 3 5,6 90,0 80,0 1,5 700 160 540 31,8

L, 1 0,0 20,0 70,0 4 920 580 340 42,5

L, 2 18,2 80,0 80,0 3,5 1300 290 1010 112,2

L; 2 0,0 100,0 100,0 1,5 2840 650 2200 169,2

L, 2 0,0 90,0 80,0 1 500 110 390 32,5

Ls 0 0,0 100,0 100,0 1 900 170 730 73,0

IIT GRUPA - SREDNIJE-STASNI L, 2 5,9 80,0 70,0 1 1550 330 1210 75,6
Lg 3 0,0 90,0 80,0 1 950 220 740 41,1

Lo 2 0,0 80,0 80,0 1 400 100 300 33,3

Lio 1 0,0 85,0 90,0 1,5 1020 210 810 50,6

L, 2 0,0 70,0 80,0 2 1090 300 790 60,8

Lis 3 0,0 85,0 85,0 2,5 1500 380 1120 80,0

X 2,00 5,56 78,67 81,00 1,80 1018,00 262,00 757,33 60,31

Xmin 0 0 20,0 60,0 1 400 100 300 23,6

Xinax 5 22,2 100,0 100,0 4 2840 650 2200 169,2

Legenda: ASI - broj dana izmedu metli¢enja i svilanja; JAL - % jalovih biljaka; OZ - % ozrnjenosti klipa; NAL - % nalivenosti zrna; SGB - stay green u berbi;
TK - tezina klipa; TO - teZina oklasaka; TZ - tezina zrna
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6.3 Odredivanje pripadnosti razli¢itim heteroti¢nim grupama kukuruza

Heteroti¢ne grupe su odlucujuc¢i faktor za Siru upotrebu germplazme u cilju
dobijanja Sto boljih performansi hibrida dobijenih u razli¢itim ukrs$tanjima populacija.

Odabran 51 genotip kukuruza iz 2008. godine, je ukrSten sa tri razliita testera
koji pripadaju razli¢itim heteroticnim grupama (BSSS, Lancaster 1 nezavisna), u cilju
utvrdivanja njihove relativne geneticke udaljenosti u odnosu na koriS¢ene testere.

Istovremeno sa testiranjem pripadnosti genotipova odredenim heteroticnim
grupama, u toku 2009-te 1 2010-te godine je izvrSeno i testiranje opSte kombinacione
sposobnosti ukrStanja genotipova sa odabranim testerima, na lokalitetima Zemun Polje

(slika 4) i Skoplje.

Slika 4. Testiranje kombinacione sposobnosti kukuruza (Zemun Polje, 2009)

Na osnovu testiranja kombinacione sposobnosti (Andelkovi¢ i sar., 2010),
izdvojen je 41 genotip, kao najtolerantniji na susu i dobre kombinacione sposobnosti -
13 domacih populacija, 13 introdukovanih populacija i 15 introdukovanih inbred linija

kukuruza.

Od izuzetnog znacaja je bilo izdvajanje 6 genotipova kukuruza (K4, P2, P7, Pg, L3
1 Lg) koji ne pripadaju ni jednoj od tri heterotine grupe, a koji su imali dobru
kombinacionu sposobnost sa sva tri koriS¢ena heterotiCna izvora, ¢ine¢i tako nov,

sasvim razli€it izvor poZeljne germplazme (tabela 13).
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Tabela 13. Geneticko poreklo i kombinaciona sposobnost genotipova core kolekcije za

tolerantnost na susu (Zemun Polje i Skoplje; Andelkovi¢ i sar., 2010)

Broj genotipova

Geneticko poreklo Genotip Dobra OKS sa

B K, 1 L, nezavisno
L K B, nezavisno
L K5 B, nezavisno
L Ky B, nezavisno
L P, B, nezavisno
L Ps B, nezavisno
L P 11 B, nezavisno
L P B, nezavisno
L L, B, nezavisno
L Ls B, nezavisno
L L, B, nezavisno
L L4 B, nezavisno
L B Ky nezavisno
L,B P; nezavisno
L,B Py nezavisno
L B P, 7 nezavisno
L B L, nezavisno
L B L, nezavisno
L B L3 nezavisno
nepoznato Ky B, L, nezavisno
nepoznato P, B, L, nezavisno
nepoznato P, B, L, nezavisno
nepoznato Pg 6 B, L, nezavisno
nepoznato L; B, L, nezavisno
nepoznato Lg B, L, nezavisno
Nezavisno K L,B
Nezavisno Ko L,B
Nezavisno Ky L,B
Nezavisno Ls 6 L B
Nezavisno L, L B
Nezavisno Lo L B
Nezavisno, B Lo 5 L
Nezavisno, B Lis L
Nezavisno, L K, B
Nezavisno, L K; B
Nezavisno, L Ky, B
Nezavisno, L K3 B
Nezavisno, L P, 8 B
Nezavisno, L Ps B
Nezavisno, L Py B
Nezavisno, L L, B

OKS - opsta kombinaciona sposobnost

61



6.4 Odgovor biljke kukuruza na simulirani stres suSe

U okviru karakterizacije odabranih genotipova core kolekcije za tolerantnost
prema susi, ispitivan je odgovor biljke kukuruza u fazi klijanca (3 - 4 lista) na simulirani
stres suSe izazvan primenom 4 % PEG-a kao osmotikuma, pra¢enjem parametara rasta
korena i1 nadzemnog dela, sadrZaja prolina u korenu i listu, kao i sadrZzaja ukupnih

proteina i aktivnosti rastvorljivih peroksidaza u korenu (slika 5, 61 7).

Slika 7. Kontrola (levo) i tretman (desno) - introdukovane inbred linije kukuruza
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6.4.1 Prosecne vrednosti ispitivanih fizioloskih i biohemijskih parametara
6.4.1.1 Domace populacije kukuruza

Prose¢no smanjenje duzine korena pod uticajem PEG-a je bilo 11,4% i kretalo
se u intervalu od 2,8% kod genotipa Ks, do 17,9% kod genotipa Kj; (tabela 14). Efekat
PEG-a u nadzemnom delu je bio neznatno izraZeniji, pa je prose€no smanjenje duZine
lista bilo 12,0%, krecuci se u intervalu od 3,0% kod genotipa K,, do 21,8% kod
genotipa Kj,. ProseCan odnos duzine korena i lista je bio isti u kontroli i tretmanu (2,1),
sa ve¢im intervalom variranja kod tretmana (od 1,5% do 2,48%). U odnosu na sve
genotipove ove grupe, najveca statistiCki zna€ajna razlika za duZinu korena, kao i za
odnos duZine korena 1 lista (i u kontroli 1 u tretmanu), je bila kod genotipa K», a za
duzinu lista (i u kontroli i u tretmanu), kod genotipa K;;.

Prose¢no smanjenje sveZe mase korena pod uticajem PEG-a je iznosilo 16% i
kretalo se u intervalu od 4,2% kod genotipa Ks, do 31,9% kod genotipa K;, (tabela 15).
Efekat PEG-a u nadzemnom delu je takode bio neznatno izraZeniji, pa je prosecno
smanjenje sveze mase lista bilo 17,0%, a kretalo se u intervalu od 2,2% kod genotipa
K, do 40,8% kod genotipa K;,. Prosecan odnos sveZe mase korena i lista je bio isti u
kontroli i tretmanu (0,6%), sa ve¢im intervalom variranja u kontroli (0,4% do 0,8%).
Kod svih genotipova je utvrdena statisticki znacajna razlika za sveZu masu korena i
lista, kao i za odnos sveze mase korena i lista (i u kontroli i u tretmanu). U odnosu na
sve genotipove ove grupe, najveca statisticki znaCajna razlika za svezu masu korena i
lista (i u kontroli i u tretmanu) je bila kod genotipova K, i Kj, a za odnos sveze mase
korena 1 lista, kod genotipa Ko.

Prose¢no smanjenje suve mase korena pod uticajem PEG-a je bilo 1,1% 1 kretalo
se u intervalu od 6,3% smanjenja kod genotipa Kg, do 7,7% povecanja kod genotipa K,
(tabela 16). Efekat PEG-a u nadzemnom delu je uslovio prosecno povecanje suve mase
za 0,6%, sa intervalom variranja od 3,4% smanjenja kod genotipa K7, do 8,5%
povecanja kod genotipa Ks. ProseCan odnos suve mase korena i lista je bio isti u
kontroli i tretmanu (0,7) i sa istim intervalom variranja u obe varijanjte (od 0,6 do 0,8).
U odnosu na sve genotipove ove grupe, najveca statisticki znacajna razlika za suvu
masu korena i odnosu suve mase korena i lista (i u kontroli i u tretmanu) je bila kod

genotipa Ko, a za suvu masu lista (i u kontroli i u tretmanu), kod genotipa Kjs.
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Prosecno povecanje sadrZzaja prolina pod uticajem PEG-a je bilo 41,3% 1 kretalo
se u intervalu od 21,8% smanjenja kod genotipa K¢, do 168,2% povecanja kod genotipa
K, (tabela 17). Efekat PEG-a na sadrzaj prolina u nadzemnom delu je bio znatno slabije
izraZen, pa je prosecno povecanje sadrZaja prolina u listu bilo 12,0%, a kretalo se u
intervalu od 6,4% smanjenja kod genotipa Ko, do 37,6% povecanja kod genotipa Kj,.
Prosecan odnos sadrZaja prolina korena i lista je bio ve¢i u tretmanu (1,0), i sa ve¢im
intervalom variranja (od 0,4 do 1,9). U odnosu na sve genotipove ove grupe, najveca
statisticki znacajna razlika za sadrZaj prolina u korenu, kao i za odnos sadrZaja prolina
korena 1 lista (i u kontroli i u tretmanu) je bila kod genotipa Ky, a za sadrZzaj prolina u

listu (i u kontroli i u tretmanu), kod genotipa K.

Kod vecine genotipova, primenjeni osmotski stres je izazvao smanjenje sadrzaja
rastvorljivih proteina, koje se kretalo u intervalu od 0,66% kod genotipa K;, do 25,31%
kod genotipa K, (tabela 18). Samo kod 3 genotipa (K4, Ko i Kjp) je doSlo do povecanja
sadrzaja proteina, krecuci se u intervalu od 3,63% do 12,26%. Kod svih genotipova je
utvrdena statisticki znacajna razlika za sadrzaj ukupnih proteina u korenu. U odnosu na
sve genotipove ove grupe, najveca statisticki znaCajna razlika za sadrzaj ukupnih
proteina u korenu (i u kontroli i u tretmanu) je bila kod genotipa Kj,.

Kod vecine genotipova, primenjeni osmotski stres je izazvao povecanje
specifi€ne aktivnosti rastvorljivih peroksidaza, koje se kretalo u intervalu 1,09%
(genotip Kjo) do 61,65% (genotip K7). Samo kod tri genotipa (K3, K4 i K;3) je doslo do
smanjenja specificne POD aktivnosti u intervalu od 9,60% do 11,72%. U odnosu na sve
genotipove ove grupe, najveca statisticki znacajna razlika za specificnu POD aktivnost u
korenu (i u kontroli i u tretmanu) je bila kod genotipa K.

Pod dejstvom PEG-a, aktivnost POD na gram sveZe mase se povecala kod vise
od polovine ispitivanih genotipova, i kretala se u intervalu od 1,28% (genotip K;;) do
39,78% (genotip K7), dok se kod ostalih genotipova smanjenje POD aktivnosti na gram
sveze mase kretalo u intervalu od 1,56% (genotip Ks) do 13,00% (genotip K;3). U
odnosu na sve genotipove ove grupe, najveca statistiCki znacajna razlika za aktivnost

POD na gram sveZe mase u korenu (i u kontroli i u tretmanu) je bila kod genotipa K,.
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Tabela 14. Uticaj PEG-a na duZinu (u cm) korena i nadzemnog dela klijanaca domacih populacija kukuruza, promena duZine tretmana

u odnosu na kontrolu (%) 1 odnos duZine korena i nadzemnog dela

Genoi KOREN LIST KOREN / LIST
p kontrola tretman kontrola tretman kontrola tretman
X SD X SD % X SD X SD % X SD X SD
K, 20,8+ 14° 183+ 12 120 89+ 08% 74+ 05 169 | 23+ 026 25+ 021°
K, 11,0+ 1,5 96+ 1,11 12,7 66+ 07 6,4+ 06° 30 | 1,7+ 0,19 1,5+ 024"
K; 23+ 173° 183+ 1,0  -17.9 94+ 0,6 82+ 064 -128 | 24+ 020 22+ 0,18
K, 20,0+ 2,9° 16,8+ 2,0° 16,0 92+ 139 75+ 05 -185 ] 22+ 0,50 22+ 0,29
Ks 234+ 3,5° 22+ 2.1° 51 119+ 1,8 102+ 1,0 143 | 20+ 0354 22+ 027
Ks 180+ 1,5 17,0+ 2,6° 56 85+ 0,6% 8,1+ 0,7 47 | 21+ 028* 21+ 0,39%
K; 20,0+ 1,8° 173+ 154 135 84+ 06° 7.6+ 04 95 | 24+ 0228 23+ 027"
Ksg 17,6+ 139 171+ 1,5% 28 94+ 1,0° 84+ 0,7 10,6 | 1.9+ 0270 20+ 021
Ko 180+ 1,0° 165+ 22° 83 88+ 0,6 81+ 07 80 | 21+ 021° 20+ 023
Ko 164+ 149 147+ 06 104 83+ 1,1° 75+ 0,6% 96 | 20+ 0279 20+ 0,16
K 167+ 1,89 138+ 16% -174 71+ 0,6 58+ 06" 2183 | 24+ 0300 24+ 0,33°
Ki» 163+ 1,59 13,4+ 128 17,8 10,1+ 1.2° 79+ 1,1 218 | 1,6+ 0,23° 1,7+ 0,288
K;; 205+ 15° 187+ 19° 85 102+ 1,0° 94+ 06° 78 | 20+ 025 20+ 029
X 18.5+1,73 164+158 -114 9,0+0,9 7.9 +£0.,65 12,0 2.1+0,27 2.1+0,26
Xonin 11,01 9,64 2.8 6,59 5,75 3.0 1,61 1,50
Xinax 23,41 22,16 17,9 11,88 10,16 21,8 2,37 2.48
CV % 9,79 10,09 10,89 8,35 13,65 12,32
LSDg 05 1,308 1,196 0,7052 0,4744 0,2052 0,1866

Prose¢ne vrednosti parametra oznacene istim slovom unutar svake kolone se statisticki ne razlikuju (p<0,05)
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Tabela 15. Uticaj PEG-a na sveZu masu (u mg) korena i nadzemnog dela klijanaca domacih populacija kukuruza, promena sveze mase

tretmana u odnosu na kontrolu (%) 1 odnos sveZe mase korena i nadzemnog dela

. KOREN LIST KOREN / LIST
Genotip
kontrola tretman kontrola tretman kontrola tretman
X SD X SD % X SD X SD % X SD X SD
K, 2457+ 14° 187,1% 1,78 239 3442+ 14" 2778+ 1,3° 193 | 07+ 000 07+ 0,00°
K, 1390+ 21" 1143+ 1,6™ -17,8 2153+ 12™ 2105+ 1,7 22 |06+ 001° 05+ 000
K; 2478+ 1,3% 2008+ 1,5 19,0 3329+ 14 2758+ 14" 1721 0,7+ 000° 0,7+ 0,00°
K, 2203+ 1,8  153,8+ 1.4 302 3642+ 148 2724+ 14 2521 06+ 0000 06+ 0,00
Ks 3091+ 1,6° 2799+ 1,9 94 5839+ 09 4472+ 1,3° 234105+ 000 06+ 0,00°
K¢ 2190+ 1,6 2051+ 1,7° 6,3 3777+ 1,1° 3640+ 1,0° 36 | 0,6+ 0,005 06+ 000"
K; 2519+ 1,8 2093+ 1,6° -16,9 3141+ 09 2812+ 06 10,5 | 0,8+ 000a 0,7+ 0,00°
Ke 2226+ 19" 2133+ 1,7 42 4324+ 12 3634+ 0,9° 16,0 | 05+ 0005 06+ 0,002
Ko 1563+ 1,9 1454+ 1.8 70 3662+ 1,5 2880+ 1,3 214 | 04+ 000" 05+ 0,00%
Ko 1894+ 1,7 1722+ 10" 91 2855+ 1,7 2592+ 1,0F 92 | 07+ 000" 07+ 0,007
Ky 1375+ 1,6 1228+ 1,5 -10,7 2410+ 1,3' 2035+ 1,6™  -156 | 0.6+ 0,000 06+ 0,00
K, 2029+ 1,60 1382+ 1,6° 31,9 4566+ 1,66 2704+ 1,9 408 | 04+ 000 05+ 0,00
Kiz 2751+ 14° 2141+ 1,1° 222 5087+ 1,5° 4247+ 14° 16,5 | 0,5+ 000 0,5+ 0,00%
X 216,7 + 1,67 1813+£1,53  -16,0 371,0+132 302,9+1,31  -17,0 0,6 + 0,00 0,6 + 0,00
Ximin 137,5 114,3 42 215,3 203,5 272 0,4 0,5
Ximax 309,1 279,9 31,9 583,9 4472 40,8 0,8 0,7
CV % 0,18 0,24 0,09 0,14 0,28 0,27
LSDy 05 0,5498 0,6267 0,4968 0,5913 0,002 0,002

Prose¢ne vrednosti parametra oznacene istim slovom unutar svake kolone se statisticki ne razlikuju (p<0,05)
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Tabela 16. Uticaj PEG-a na suvu masu (u mg g sveZe mase) korena i nadzemnog dela klijanaca domaéih populacija kukuruza, promena

suve mase tretmana u odnosu na kontrolu (%) 1 odnos suve mase korena 1 nadzemnog dela

Genoi KOREN LIST KOREN / LIST
p kontrola tretman kontrola tretman kontrola tretman
X SD X SD % X SD X SD % X SD X SD
K, 513« 1,99 513+ 29¢ 00 67,8+ 19 67,0+ 1,6" 12 | 08+ 001° 08+ 0,03
K, 507+ 399 546+ 6,1° 77 763+ 25¢ 757+ 1,3% 0,8 | 07+ 003 07+ 007°
K; 594+ 20° 605+ 35° 1.9 816+ 2.1° 83,6+ 19 25 | 07+ 001Y 07+ 0,03«
K, 572+  2.0° 538+ 4,6 59 802+ 1,7° 80,1+ 1,2° 0,1 | 07+ 001 07+ 005F
Ks 558+ 22° 526+ 1,7% 57 727+ 07 789+ 1,1° 85 | 0,8+ 002™ 07+ 0,01
Ks 537+ 28 572+ 26° 6,5 748+ 06° 76,2+ 1,5% 19 | 07+ 003 07+ 0,02
K- 502+ 20% 479+ 30" 46 790+ 08° 763+ 0,6% 34 | 06+ 002 06+ 0,038
Ksg 56,8+ 2,1° 532+ 34 63 787+ 12° 76,6 + 1,34 27 | 07+ 002 07+ 003°
Ko 529+ 30° 512+ 35 32 760+ 149 754+ 14° 08 | 07+ 003 07+ 0,04
Ko 488+ 3.6° 49,1+ 312 0,6 813+ 19° 80,0+ 1,2° 16 | 0,6+ 003" 06+ 0,038
K, 541+ 37° 509+ 4,1% 59 740+ 0,8 734+ 1,6 08 | 07+ 004 07+ 0,04°
K, 559+ 42° 537+ 34% 39 693+ 13" 733+ 25f 58 | 08+ 005 07+ 0,02¢
Ki3s 558+ 24° 585+ 19° 48 711+ 1,08 71,7+ 0,88 0,8 | 0.8+ 002* 08+ 0,02
X 54,127 53,4 +34 1.1 75,6 + 1.4 76,0 £ 1,4 0,6 0,7 +0,03 0,7 0,03
Xonin 48.8 47,9 0,0 67.8 67.0 0.1 0,6 0,6
Xinax 59.4 60,5 7.7 81,6 83,6 8.5 0,8 0,8
CV % 1,93 2,56 0,94 0,95 2.13 2,59
LSDg 05 1,497 1,960 1,020 1,032 0,022 0,026

Prose¢ne vrednosti parametra oznacene istim slovom unutar svake kolone se statisticki ne razlikuju (p<0,05)
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Tabela 17. Uticaj PEG-a na sadrZaj prolina (u ug g sveZe mase) korena i nadzemnog dela klijanaca domaéih populacija kukuruza, promena

sadrzaja prolina tretmana u odnosu na kontrolu (%) 1 odnos sadrZaja prolina korena i nadzemnog dela

Genoti KOREN LIST KOREN / LIST
p kontrola tretman kontrola tretman kontrola tretman
X SD X SD % X SD X SD % X SD X SD
K, 277+ 2,1 743+ 43® 1682 335+ 0,6" 38,7+ 0,18 155 | 0.8+ 0,06 19+ 0,12°
K, 356+ 0,79 36,6+ 03% 28 429+ 057 443+ 21% 33 | 0.8+ 0,02 08+ 0,04
K; 26,6+ 0,6% 624+ 28 1346 497+ 1,1 577+ 1,6° 16,1 | 0,5+ 0,02° 1.1+ 0,06
K, 336+ 29 452+ 1,1¢ 345 36,6+ 0,5° 40,5+ 1,5% 10,7 | 09+ 0,08 1.1+ 0,04°
Ks 312+ 1,7% 364+ 57% 16,7 419+ 49" 537+ 1.7° 282 | 0,7+ 0,05° 0,7+ 0,138
Ks 404+ 8,1° 31,6+ 7,18 21,8 453+ 24% 457+ 2739 09 |09+ 013> 07+ 0,128
K; 374+ 03% 394+ 22 53 408+ 15 024+ 1,67 39 09+ 0,03 09+ 0,03°
Ks 390+ 75% 440+ 51° 128 505+ 14° 535+ 11° 59 |08+ 017° 08+ 0,08
Ko 188+ 0,7" 189+ 1.2 0,5 36,8+ 1,5° 463+ 1,5 258 | 0.5+ 0,03° 04+ 004"
Ko 23,1+ 60" 254+ 35" 10,0 582+ 1,3° 545+ 1,8° 64 | 04+ 0,11° 0,5+ 0,05
Kip 518+ 74  698% 12° 347 427% 06  462x 08 82 | 12+ 018 15+ 004
K, 253+ 0,6 437+ 06% 727 258+ 1,0 355+ 13" 376 | 1.0+ 0,03 12+ 0,05
K3 471+ 45° 783+ 0,6° 66,2 472+ 0,6 504+ 09° 6.8 | 1,0+ 0,11° 1.6+ 0,03
X 33,7+33 46,6 +2.8 41,3 25+14 46,9 + 1.4 12,0 0,8 + 0,08 1,0 + 0,06
Xonin 18,8 18,9 0,5 25,8 35,5 0,9 0,4 0,4
Xinax 51,8 78,3 168,2 58,2 57,7 37,6 1,2 1,9
CV % 13,49 7.51 431 3,26 12,15 7.00
LSDg 05 6,521 5,018 2,625 2,323 0,1434 0,1014

Prose¢ne vrednosti parametra oznacene istim slovom unutar svake kolone se statisticki ne razlikuju (p<0,05)
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Tabela 18. Uticaj PEG-a na sadrZaj ukupnih proteina i POD aktivnosti u korenu klijanaca domacih populacija kukuruza, promena sadrZaja

ukupnih proteina 1 POD aktivnosti tretmana u odnosu na kontrolu (%)

Genoti PROTEINI (mgprot g-l sveze mase) POD (p-mOlferulinske kiseline mg-l prot min-l) POD (“m()lferulinske kiseline g B sveZe mase min>l)
P kontrola tretman kontrola tretman kontrola tretman
X SD X SD % X SD X SD % X SD X SD %
K, 3,02+ 0,00 3,00+ 0,08 0,66 536+ 0,05 591+ 0,17 10,26 16,21+ 0,15" 17,73+ 0,08° 9,38
K, 3,81+ 0,00 2,99+ 0,08 21,52 361+ 0,15 474+ 0,08" 31,30 13,76+ 0,59* 14,17+ 0,17 2,98
K; 271+ 0,09 2,69+ 0,00 0,74 745+ 0,29 6,68+ 0,15 -10,34 20,21+ 0,20¢ 17,97 + 0,40° -11,08
K, 3,03+ 0,09° 3,14+ 0,18" 3,63 563+ 0,18 497+ 0,328 11,72 17,06 + 0,378 15,56 + 0,29¢ -8,79
Ks 246+ 0,128 223+ 0,08 935 6,02+ 0,29 6,52+ 0,13 831 14,78+ 0,13 14,55+ 027" -1,56
K 2,88+ 0,00 240+ 0,007 -16,67 529+ 0,04 6,15+ 0,10°% 1626 1521+ 0,119 14,76 + 0,24" -2,96
K, 2,75+ 0,13° 238+ 0,20 13,45 558+ 020 9,02+ 0,68 61,65 1531+ 0,26 21,40+ 0,23¢ 39,78
Ks 3,93+ 0,12° 322+ 0,00° 18,07 448+ 0,18° 6,00+ 0,04 33093 1759+ 0,24 19,33+ 0,14° 9,89
Ko 2,61+ 0,00° 293+ 0,08 1226 688+ 0,07¢ 733+ 0,18% 6,54 17,94+ 0,18 21,49 + 0,37¢ 19,79
Ko 234+ 0,088 2,54+ 0,04 8,55 822+ 0,33 831+ 0,15 1,09 1922+ 021° 21,07+ 0,08° 9,63
K, 3,67+ 0,06° 3,16+ 0,00° 13,90 594+ 0,13 6,99+ 0,11%f 17,67 21,80+ 0,44° 22,08 + 0,35° 1,28
K, 1,62+ 0,12 121+ 0,14" 2531 16,46+ 1,50° 2487 + 2.85° 51,09 26,60+ 0,55° 29,93+ 0,11° 12,52
K3 1,37+ 0,05 1,33+ 0,09" 292 2188+ 0,75 19,78 + 1,92° 9,60 30,01+ 0,90° 26,11+ 0,89° -13,00
X 2,79 0,07 2,56 + 0,07 1,55 7,91 0,32 9,02 + 0,53 15,88 18,90 + 0,33 19,70 + 0,28 5,22
Xonun 1,37 1,21 -0,66 3,61 4,74 1,09 13,76 14,17 1,28
Xinax 3,93 3,22 2531 21,88 2487 61,65 30,01 29,93 39,78
CV % 3,03 3,74 6,21 10,85 1,79 1,57
LSDy s 0,1200 0,1360 0,7040 1,404 0,4842 0,4420

Prose¢ne vrednosti parametra oznacene istim slovom unutar svake kolone se statisticki ne razlikuju (p<0,05)



6.4.1.2 Introdukovane populacije kukuruza

Prose¢no smanjenje duZine korena pod uticajem PEG-a je bilo 28,2%, 1 kretalo
se u intervalu od 8,5% kod genotipa Py, do 58,7% kod genotipa P, (tabela 19). Efekat
PEG-a u nadzemnom delu je bio slabije izrazen, sa prose¢nim smanjenjem duZine lista
od 17,3%, krecu¢i se u intervalu od 10,0% kod genotipa Py, do 26,4% kod genotipa P;.
Prosecan odnos duZine korena 1 lista je bio vec¢i u kontroli (2,1), sa manjim intervalom
variranja (od 1,6 do 2,5). U odnosu na sve genotipove ove grupe, najveca statistic¢ki
znaCajna razlika za duZinu korena i lista, kao i za odnos duzine korena i lista (i u
kontroli i u tretmanu) je bila kod genotipa Pj;.

Prose¢no smanjenje sveze mase korena pod uticajem PEG-a je bilo 28,1%, i
kretalo se u intervalu od 11,6% kod genotipa P3, do 43,3% kod genotipa P; (tabela 20).
Efekat PEG-a u nadzemnom delu je bio neznatno slabiji, sa prose¢nim smanjenjem
sveze mase lista od 24,4%, krecuci se u intervalu od 6,6% kod genotipa Ps, do 37,8%
kod genotipa P;3. ProseCan odnos sveZe mase korena i lista je bio isti u kontroli i
tretmanu (0,6) i sa istim intervalom variranja (od 0,5 do 0,8). Kod svih genotipova je
utvrdena statisticki znaCajna razlika za sveZu masu korena i lista, kao i za odnos sveze
mase korena i lista (i u kontroli i u tretmanu). U odnosu na sve genotipove ove grupe,
najveca statistiCki znaCajna razlika za sveZu masu korena i za odnos sveZe mase korena 1
lista je bila kod genotipa P, dok je za list bila kod genotipa Pj,.

Prose¢no povecanje suve mase korena pod uticajem PEG-a je bilo 0,5%, i
kretalo se u intervalu od 0,6% smanjenja kod genotipa Py, do 17,6% povecanja kod
genotipa Pg (tabela 21). Efekat PEG-a u nadzemnom delu je uslovio prose¢no povecanje
suve mase za 0,8%, pri intervalu variranja od 0,3% smanjenja kod genotipa P, do 6,9%
povecanja kod genotipova Pg i Py. Prose¢an odnos suve mase korena i lista je bio isti u
kontroli i tretmanu (0,7), uz isti interval variranja u obe varijanjte (od 0,6 do 0,8). [ u
kontroli i u tretmanu, najveca statisticki znaCajna razlika za suvu masu korena je bila
kod genotipa P, za suvu masu lista kod genotipa P;, dok je za odnos suve mase korena
i lista najveca statisticki znacajna razlika bila kod genotipa P,.

Prose¢no povecanje sadrzaja prolina pod uticajem PEG-a je bilo 35,5% i kretalo
se u intervalu od 6,7% kod genotipa Ps, do 105,0% kod genotipa P35 (tabela 22). Efekat
PEG-a na sadrzaj prolina u nadzemnom delu je bio znatno slabije izraZen, sa prosecnim

povecanjem sadrzaja prolina u listu od 11,4%, a kretalo se u intervalu od 1,5% kod
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genotipa Pjo, do 17,8% kod genotipa P;3. ProseCan odnos sadrZaja prolina korena i lista
je bio veci u tretmanu (1,1) 1 sa ve€im intervalom variranja (od 0,6 do 2,1). I u kontroli 1
u tretmanu, najveca statisticki znacajna razlika za sadrzaj prolina u korenu je bila kod
genotipa P, za sadrzaj prolina u listu kod genotipa P, dok je za odnos sadrzaja prolina

korena 1 lista, najveca statisticki znacajna razlika bila kod genotipa Ps.

Kod polovine ispitivanih genotipova, primenjeni osmotski stres je izazvao
smanjenje sadrzaja ukupnih rastvorljivih proteina, koje se kretalo u intervalu od 6,2%
kod genotipa P;3, do 23,3% kod genotipa Py (tabela 23), dok je kod druge polovine
ispitivanih genotipa doSlo do povecanja sadrZaja proteina u intervalu od 1,0% kod
genotipa Ps, do 15,6% kod genotipa P,. Kod svih genotipova je utvrdena znacajna
razlika za sadrzaj ukupnih proteina u korenu. U odnosu na sve genotipove ove grupe,
najveca statisticki znacajna razlika za sadrZaj ukupnih proteina u korenu (i u kontroli i u
tretmanu) je bila kod genotipa Pj3.

Kod polovine ispitivanih genotipova, primenjeni osmotski stres je izazvao
smanjenje specifi¢ne aktivnosti rastvorljivih peroksidaza, koje se kretalo u intervalu od
4,6% kod genotipa Py, do 19,5% kod genotipa P4, dok je kod druge polovine ispitivanih
genotipa doSlo do povecanja specificne POD aktivnosti u intervalu od 7,9% kod
genotipa Pg, do 38,2% kod genotipa P;,. U odnosu na sve genotipove ove grupe, najveca
statisticki znacajna razlika za specifi¢nu aktivnost peroksidaza u korenu (i u kontroli i u
tretmanu) je bila kod genotipa Ps.

Pod dejstvom osmotikuma, aktivnost POD na gram sveZe mase se smanjila kod
vecine ispitivanih genotipova i kretala se u intervalu od 0,1% kod genotipa P, do 16,0%
kod genotipa P3;, dok je kod 4 genotipa aktivhost POD na gram sveze mase bila
povecana i kretala se u intervalu od 4,0% kod genotipa Py, do 12,7% kod genotipa Pj,.
U odnosu na sve genotipove ove grupe, najveca statisticki znacajna razlika za aktivnost

POD na gram sveze mase u korenu (i u kontroli i u tretmanu) je bila kod genotipa Ps.
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Tabela 19. Uticaj PEG-a na duzinu (cm) korena i nadzemnog dela klijanaca introdukovanih populacija kukuruza, promena duZine tretmana

u odnosu na kontrolu (%) i1 odnos duZine korena i nadzemnog dela

Genoti KOREN LIST KOREN / LIST
p kontrola tretman kontrola tretman kontrola tretman
X SD X SD % X SD X SD % X SD X SD
P, 20,7+ 13% 158+ 1,0fl 237 11,0+ 0,8 8,1+ 08 26419+ 0,132 2,0+ 0.23%
P, 196+ 1,1° 8.1+ 06 587 96+ 07° 82+ 07% -146]|21+ 014 1,0+ 0,10°
P; 187+ 0,8 165+ 0,7° -11,8 102+ 07 81+ 0.8 20618+ 0,13 20+ 0,19
P, 232+ 09° 139+ 04" 401 106+ 06® 89+ 05 -160 |22+ 014 1,6+ 011"
Ps 177+ 0,8 124+ 09 299 85+ 07 68+ 077 20021+ 022 19+ 027¢
Pe 230+ 07 188+ 10° -183 99 08¢ 80x 07° -192 23+ 019° 24+ 023
P, 132+ 0,7 82+ 071 -379 81+ 07 67+ 05 17316+ 0,14 12+ 015
P 253+ 1,00 184+ 0,7° 273 103+ 09 91+ 08 -11,7 |25+ 024* 20+ 0,189
Py 23+ 1,1° 156+ 09% 30,0 100+ 07¢ 90+ 07° -100]22+ 0254 1,8+ 0,16%
Pio 236+ 1,0° 186+ 1,0° 212 98+ 089 86+ 06 -122]24+ 026 22+ 021°
Py 234% 08  214% 1I1* 85 101x 08 84x 06 -168 |23+ 020 2,6+ 024°
Pp 151+ 09" 95+ 08 371 87+ 06 68+ 03 218 |17+ 016" 14% 013
Pi; 193+ 12 151+ 1,06 21,8 11,1+ 09 90+ 06° -189 |18+ 017" 1,7+ 0,152
X 20,4 +0.9 14,8 +0.8 282 9,.8+0.,7 8.1+0.6 173 2.1+0.18 1.8+0,18
Xonin 13,2 8,1 8.5 8,1 6.7 -10,0 1,6 1,0
X 25,3 21,4 58,7 11,1 9,1 26,4 2.5 2,5
CV % 4,62 5,73 7.49 8,01 8,88 10,36
LSD 005 0,6793 0,6113 0,5307 0,4705 0,1329 0,1349

Prose¢ne vrednosti parametra oznacene istim slovom unutar svake kolone se statisti¢ki ne razlikuju (p<0,05)
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Tabela 20. Uticaj PEG-a na sveZu masu (mg) korena i nadzemnog dela klijanaca introdukovanih populacija kukuruza, promena sveze mase

tretmana u odnosu na kontrolu (%) 1 odnos sveZe mase korena 1 nadzemnog dela

Genotip KOREN LIST KOREN / LIST
kontrola tretman kontrola tretman kontrola tretman
X SD X SD % X SD X SD % X SD X SD
P, 3322+ 14% 1884+ 1,6 -433 5119+ 1,6 3323+ 1,0° -351 |06+ 000 06+ 0,00
P, 2446+ 1,5 1535+ 1,55 372 3425+ 14 2638+ 15 23007+ 0,01 06+ 001
P, 2124+ 15 1878+ 1,3 -11,6 4098+ 1,8" 2769+ 18 324|105+ 001' 07+ 001°
P, 2995+ 1,7 1963+ 1,5 -345 4237+ 1,9° 3304+ 1,77 22007+ 001° 06+ 001"
Ps 2569+ 1,68 1671+ 13 350 3376+ 1,7 2502+ 1,68 -259]| 08+ 001° 07+ 0,01°
Ps 2654+ 1,8 2050+ 12¢ 228 4171+ 1,8 3218+ 162 -228 | 0,6+ 001" 06+ 0,01
P, 1806+ 1,7 1326+ 1,5 266 3810+ 23 2916+ 18 -235]|05+ 001™ 05+ 0,01
Py 2911+ 2,1° 2169+ 1,66 -255 3753+ 1,6 3505+ 23 66 | 08+ 001* 06+ 0,018
Py 2731+ 1,5 1950+ 23" 286 4944+ 19° 4041+ 13* -183| 06+ 00 05+ 0,01
Py 3083+ 1,9° 2342+ 14° 240 4121+ 1,60 3620+ 12° -122 |07+ 001° 06+ 0,01°
Py 318,1+ 22° 2404+ 14 244 4655+ 1,64 3395+ 1,54 271|107+ 001" 07+ 0,01°
Py, 219+ 1,5 1624+ 21 268 3578+ 20 2465+ 1,7 31,106+ 001" 07+ 0,01°
Pi3 2570+ 23" 1927+ 238 250 4874+ 1,6° 3034+ 15" 378|105+ 001 06+ 0,01
X 266,2 + 1,7 190,2 +1,6 28,1 416,6 + 1,8 3133+ 1,6 244 0,6 £ 0,01 0,6 = 0,01
KXmin 180,6 132,6 11,6 3376 246,5 -6,6 0,5 0,5
Xinax 332,2 240.,4 433 511,9 404,1 37,8 0,8 0,7
CV % 0,14 0,23 0,13 0,17 0,25 0,37
LSD 0,05 0,5190 0,6168 0,7749 0,7615 0,002 0,003

Prose¢ne vrednosti parametra oznacene istim slovom unutar svake kolone se statisti¢ki ne razlikuju (p<0,05)
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Tabela 21. Uticaj PEG-a na suvu masu (mg g sve’e mase) korena i nadzemnog dela klijanaca introdukovanih populacija kukuruza,

promena suve mase tretmana u odnosu na kontrolu (%) 1 odnos suve mase korena i nadzemnog dela

Genoti KOREN LIST KOREN / LIST
p kontrola tretman kontrola tretman kontrola tretman
X SD X SD % X SD X SD % X SD X SD
P, 529+ 273° 56,1 + 43° 6,0 764+ 1,64 762+ 28% 0307+ 004" 0,7+ 0,08
P, 589+ 3,0° 61,7+ 3.6° 48 785+ 1,6° 779+ 33° 0807+ 005 08+ 0,08
P 639+ 22° 539+ 29 156 799+ 1,5° 80,5+ 2.7° 0,8 |08+ 0,042 07+ 0,06%
P, 536+ 1,6 530+ 32 11 780+ 06° 750+ 28% 38107+ 002" 07+ 007%
Ps 56,7+ 25° 559+ 34° 14 770+ 24 749+ 28% 27107+ 005 07+ 0,07°
Ps 52,8+ 20 533+ 22% 09 747+ 19° 751+ 259 050107+ 004 07+ 005
P, 584+ 20° 550+ 35° 58 748+ 23° 739 298  -12[08% 005 07 008
P 46,1+ 1,6 542+ 29%% 176 724+ 28 774+ 23 69 |06+ 0000 07+ 006%
Py 520+ 17" 544+ 2,04 46 712+ 19 761+ 1,6 69 07+ 000° 07+ 0,04
P 530+ 23 527+ 20% 06 753+ 21°  773x 26 27|07+ 000% 07+ 005
Py 50,8+ 1,78 537+ 21% 57 783+ 22° 771+ 30" 1506+ 0,04 07+ 0,05%
Py, 540+ 1,99 512+ 28" 52 782+ 07° 769+ 23" 170107+ 003" 07+ 0058
Pi; 541+ 1,8 52,1+ 24 37 713+ 19 751+« 1,1 53 08+ 0,05 07+ 0,04%
X 544 +2.1 544+29 0,5 75,6 + 1.8 76,4 +2.5 0,8 | 07+0,03 0,7 + 0,06
Xonin 46,1 51,2 0.6 71,2 73,9 0,3 0,6 0,7
X 63,9 61,7 17,6 79,9 80,5 6,9 0,8 0,8
CV % 1,16 1,75 1,05 1,09 1,56 2.46
LSD 0,05 0,907 1,369 1,469 1,190 0,016 0,025

Prose¢ne vrednosti parametra oznacene istim slovom unutar svake kolone se statisti¢ki ne razlikuju (p<0,05)
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Tabela 22. Uticaj PEG-a na sadrZaj prolina (ug g'1 sveze mase) korena i nadzemnog dela klijanaca introdukovanih populacija kukuruza,

promena sadrzaja prolina tretmana u odnosu na kontrolu (%) 1 odnos sadrZaja prolina korena i nadzemnog dela

Genoti KOREN LIST KOREN / LIST
p kontrola tretman kontrola tretman kontrola tretman
X SD X SD % X SD X SD % X SD X SD
P, 453+ 1,1° 502+ 0,8 108 395+ 03 448+ 41" 134 | 1,1+ 003* 1,1+ 0,12%
P, 395+ 14% 459+ (9% 16,2 464+ 08¢ 513+ 1,0 106 | 09+ 004 09+ 0,03°
P; 522+ 16" 575+ 16° 102 624x 61" 704x 49" 128 | 08 0,10° 08% 008"
P, 36,7+ 137 432+ 25" 177 516+ 31° 569+ 17° 103 | 07% 002" 08+ 0,02°
Ps 20+ 069 448z 15" 67 685+ 65 766+ 21° 118 | 06+ 006% 06+ 003
Ps 20+ 1,88 40,1 + 12 82.3 300+  2,1° 453+ 622 162 | 06+ 0,022 09+ 015
P, 837+ 3,1* 103,6+ 1,5° 23,8 471+ 124 507+ 20% 76 | 1.8+ 003 20+ 0,06
P 344+ 2,0 478+ 25 390 419+ 58% 463+ 79% 105 | 08+ 007 1,0+ 0,13
Py 51,9+ 42° 726+ 6,6° 39,9 587+ 61° 635+ 3,1° 82 | 09+ 016 1,1+ 0,06™
Pio 453+ 1,5 514+ 1,9 13,5 458+ 44 465+ 37 15 | 1.0+ 012° 1,1+ 006"
P, 519+ 1.3° 839+ 273° 61,6 621+ 77° 698+ 19° 124 |08+ 012 12+ 002
Py, 399+ 0,7% 540+ 09% 35,3 503+ 12° 582+ 20¢ 157 | 08+ 003* 09+ 0,05
Pi; 50,5+ 47° 1035+ 83° 1050 41,6+ 29% 490+ 29 178 | 12+ 020° 21+ 0,08
X 458+ 1.9 614+25 35,5 50,4 +3.7 56,1 + 3.4 114 109+0,08 1,1 +0,07
Xonin 22.0 40,1 6.7 39,0 44,8 1.5 0,6 0,6
X 83,7 103,6 105,0 68,5 76,6 17.8 1.8 2.1
CV % 5,04 5,22 8,56 7.15 10,15 7.11
LSD 0,05 3,311 4,860 6,183 5,755 0,1360 0,1111

Prose¢ne vrednosti parametra oznacene istim slovom unutar svake kolone se statisti¢ki ne razlikuju (p<0,05)

75



Tabela 23. Uticaj PEG-a na sadrZaj ukupnih proteina i POD aktivnost u korenu klijanaca introdukovanih populacija kukuruza, promena

sadrZaja ukupnih proteina i POD aktivnosti tretmana u odnosu na kontrolu (%)

PROTEINI (mgprot g>1 sveze mase)

-1 S
POD (p-mOlferulinske kiseline mg prot min )

-1 . -1
POD (P-mOlferulinske kiseline g sveze mase 11N )

Genotip
kontrola tretman kontrola tretman kontrola tretman
X SD X SD % X SD X SD % X SD X SD %
P, 2,51+ 0,14" 235+ 000" -64 522+  028% 498+ 0,168  -46 13,00+ 033" 11,71+ 037%¢  -10,5
P, 3,59 + 0,00° 3,74 = 0,08 4,2 3,17+ 0,066 3,02+ 0,08 -4,7 1138+ 020" 11,29+ 0,29¢ 0,8
P, 3,15+ 0,000 323 £ 0,09 2,5 285+ 0,018 234+ 009 -179 899+ 002 755+ 0,13  -16,0
P, 1,99 + 0,00 230+ 000 156 620+ 006 499+ 011f -19,5 1233+ 0,118 1148+ 024¢ 6,9
Ps 2,91 + 0,000 294 + 0,007 1,0 6,19+  0,06° 6,19+ 0,24° 0,0 18,03+ 0,16° 18,19+ 0,72 0,9
Ps 2,47 + 0,09" 222+ 000 -101 700+ 033" 755+ 0,17° 7.9 1727+ 029 16,77+ 0,37° 2,9
P, 3,80 + 0,00 345+ 008 92 4,12+ 005 454+ 011" 102 1569+ 0,18 1567+ 021° 0,1
Pg 2,27 + 0,000 251 + 0,00 10,6 695+ 022° 618+ 001 -11,1 1577+ 051° 1553+ 0,02° -1,5
P, 3,44 + 0,00 2,64 + 000" 233 557+ 0,13 629+ 0,07 129 19,16+ 043> 16,59+ 0,199 -134
P 2,75+ 0,005 287 + 0,08 4.4 620+ 0,15 545+ 014" -12,1 17,04+  042° 1565+ 0,11° 8.2
Pu 3,04 + 0,00° 239 + 000" 214 433+ 013" 573+ 0,08 323 13,15+ 038" 13,68+ 0,19 4,0
Pi, 3,11+ 0,04 253+ 0,008 -186 500+ 008 691+ 0,12° 382 1554+  0,12° 17,52+  0,30° 12,7
P, 1,30+ 0,08 122+ 000 62 1726 1,09° 1945+ 044*° 127 2240+  022° 2374+ 0,54 6,0
X 2,80 + 0,03 2,65 + 0,03 -4,38 6,16 0,20 6,43 0,14 3,41 15,37 0,26 15,03 £ 0,28 2,82
Knin 1,30 1,22 1,0 2,85 2,34 0,0 8,99 7,55 0,1
X inax 3,80 3,74 -18,6 17,26 19,45 38,2 22,40 23,74 -16,0
CV % 1,93 1,82 547 2,72 1,87 2,29
LSD g5 0,0786 0,0641 0,4842 0,2525 0,4107 0,4926

Prose¢ne vrednosti parametra oznacene istim slovom unutar svake kolone se statisti¢ki ne razlikuju (p<0,05)
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6.4.1.3 Introdukovane inbred linije kukuruza

Prose¢no smanjenje duZine korena pod uticajem PEG-a je bilo 18,8%, 1 kretalo
se u intervalu od 1,1% kod genotipa L4, do 40,1% kod genotipa L, (tabela 24). Efekat
PEG-a u nadzemnom delu je bio neznatno izraZeniji, sa prosecnim smanjenjem duZine
lista od 20,0%, krecu¢i se u intervalu od 5,2% kod genotipa L4, do 45,3% kod genotipa
L,. Prosecan odnos duZine korena i lista je bio veci u tretmanu (2,1), sa istim intervalom
variranja kao u kontroli (od 1,3 do 3,0). U odnosu na sve genotipove ove grupe, najveca
statisticki znacajna razlika za duzinu korena i lista (i u kontroli i u tretmanu), je bila kod
genotipa L, dok je za odnos duZine korena i lista, bila najveca kod genotipa L.

Prose¢no smanjenje sveze mase korena pod uticajem PEG-a je bilo 33,2%, i
kretalo se u intervalu od 6,8% kod genotipa L;o, do 62,0% kod genotipa L, (tabela 25).
Efekat PEG-a u nadzemnom delu je bio neznatno slabiji, sa prose¢nim smanjenjem
sveze mase lista od 31,1%, krecuc¢i se u intervalu od 2,6% kod genotipa Lg, do 64,2%
kod genotipa L,. Prose€an odnos sveZze mase korena i lista je bio isti u kontroli 1
tretmanu (0,6) i sa istim intervalom variranja (od 0,4 do 0,8). Kod svih genotipova je
utvrdena statisticki znacCajna razlika za sveZu masu korena i lista, kao i za odnos sveze
mase korena i lista (i u kontroli i u tretmanu). U odnosu na sve genotipove ove grupe,
najveca statistiCki znacajna razlika za svezu masu korena i lista, kao i za odnos sveze
mase korena i lista, je bila kod genotipa L.

Prose¢no povecanje suve mase korena pod uticajem PEG-a je bilo 22,2%, i
kretalo se u intervalu od 0,5% smanjenja kod genotipa L, do 61,8% povecanja kod
genotipa Lg (tabela 26). Efekat PEG-a u nadzemnom delu je uslovio prose¢no povecanje
suve mase za 11,4%, pri intervalu variranja od 0,4 % smanjenja kod genotipa L3, do
41,6% povecanja kod genotipa L,. Prosecan odnos suve mase korena i lista je bio ve¢i u
tretmanu (0,8), sa intervalom variranja od 0,7 do 0,9. I u kontroli i u tretmanu, u odnosu
na sve genotipove ove grupe, najveca statisticki znacajna razlika za suvu masu korena,
kao 1 za odnos suve mase korena 1 lista, je bila kod genotipa L4, dok je za suvu masu
lista, najveca statisticki znacajna razlika bila kod genotipa L».

Prose¢no povecanje sadrzaja prolina pod uticajem PEG-a je bilo 59,2% i kretalo
se u intervalu od 22,0% smanjenja kod genotipa L;;, do 150,1% povecanja kod genotipa
L, (tabela 27). Efekat PEG-a na sadrZaj prolina u nadzemnom delu je bio znatno slabije

izraZen, sa prose¢nim povecanjem sadrZaja prolina u listu od 29,1%, a kretalo se u
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intervalu od 28,4% smanjenja kod genotipa Lo, do 152,5% povecanja kod genotipa L.
Prosecan odnos sadrZaja prolina u korenu i listu je bio ve¢i u tretmanu (1,7) 1 sa znatno
ve¢im intervalom variranja u odnosu na kontrolu (od 0,7 do 4,7). I u kontroli i u
tretmanu, u odnosu na sve genotipove ove grupe, najveca statisticki znacajna razlika za
sadrzaj prolina u korenu 1 listu, kao i za odnos sadrZaja prolina korena i lista, je bila kod

genotipa Lg.

Kod polovine ispitivanih genotipova, primenjeni osmotski stres je izazvao
smanjenje sadrzaja ukupnih rastvorljivih proteina, koje se kretalo u intervalu od 0,5%
kod genotipa L;s, do 28,2% kod genotipa Lo, dok je kod druge polovine ispitivanih
genotipa doSlo do povecanja sadrzaja ukupnih proteina u intervalu od 3,3% kod
genotipa L4, do 67,7% kod genotipa L4 (tabela 28). U odnosu na sve genotipove ove
grupe, najveca statisticki znacajna razlika za sadrzaj ukupnih proteina u korenu (i u
kontroli i u tretmanu) je bila kod genotipa L4.

Kod polovine ispitivanih genotipova, primenjeni osmotski stres je izazvao
smanjenje specifine aktivnosti peroksidaza, koje se kretalo u intervalu od 4,6% kod
genotipa Le, do 35,8% kod genotipa L4, dok je kod druge polovine ispitivanih genotipa
doslo do povecanja specificne POD aktivnosti u intervalu od 6,6% kod genotipa L7, do
42,4% kod genotipa Lo. Kod svih genotipova je utvrdena znacajna razlika za specificnu
POD aktivnosti u korenu. U odnosu na sve genotipove ove grupe, najveca statistic¢ki
znacCajna razlika za specificnu POD aktivnost u korenu (i u kontroli i u tretmanu) je bila
kod genotipa L.

Pod dejstvom PEG-a, aktivnost POD na gram sveZe mase se smanjila kod
polovine ispitivanih genotipova i kretala se u intervalu od 2,5% kod genotipa L3, do
22,1% kod genotipa Lo, dok je kod druge polovine ispitivanih genotipa dosSlo do
povecanja aktivnosti POD na gram sveZe mase, krecuci se u intervalu od 2,1% kod
genotipa Lo, do 28,2% kod genotipa L;4. U odnosu na sve genotipove ove grupe,
najveca statisticki znacajna razlika za aktivnost POD na gram sveze mase u korenu (i u

kontroli i u tretmanu) je bila kod genotipa L.
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Tabela 24. Uticaj PEG-a na duZinu (u cm) korena i nadzemnog dela klijjanaca introdukovanih inbred linija kukuruza, promena duZine

tretmana u odnosu na kontrolu (%) 1 odnos duzine korena i nadzemnog dela

Genoti KOREN LIST KOREN / LIST
P kontrola tretman kontrola tretman kontrola tretman
X SD X SD % X SD X SD % X SD X SD
L 20,0+ 1,3 150+ 1,1° 249 68+ 06 55+ 06° 19,1 | 30+ 031* 27+ 031®
L, 123+ 09 73+ 0,8 40,1 64+ 07% 3,5+ 048 453 | 19+ 024° 21+ 027
Ls 153+ 1,6° 118+ 1,1° 229 70+  07% 55+ 04¢ 214 | 22+ 032° 22+ 023°
L, 124+ 12" 109+ 06° -121 63+ 07"  49x 04" 222 [ 20+ 020° 22% 024
Ls 138+ 09 109+ 13° 210 62+ 07"  45% 04" 274 | 23x 037 24=% 0,18
Le 93+ 0,8 6,5+ 0,8% 30,1 58+ 05 3,6+ 048 379 | 1.6+ 0165 19+ 0729
L, 168+ 1,5 111+ 089 339 78+ 0,8 52+ 06% 333 22+ 038 21+ 025
Lg 12,1+ 009% 10,8+ 1,0¢ 2107 67+ 04° 62+ 0,5° 75 | 1.8+ 0168 1,8+ 021%
Lo 114+ 13" 104+ 10° 88 76+ 05° 72+ 05 53 | 15+ 022° 15+ 018"
Lio 94+ 08 8.1+ 09 13,8 72+ 0,6% 64+ 0,7° 11| 13+ 0,158 13+ 014
L 109+ 13" 97+ 12° 11,0 7.0+ 08% 6,1+ 0,5 129 | 1.6+ 0,13 1,6+ 0726
Li, 137+ 12° 108+ 129 212 62+ 06" 49% 047 210 22% 028° 22+ 033
Lis 159+ 0,9 146+ 1,0° 8.2 6,1+ 04" 51+  04° 164 | 26+ 017° 29+ 027°
Lis 189+ 1,6° 187+ 2.1° 1,1 77+  0,6° 73+ 0,6° 52 | 25+ 029 26+ 029
Lis 191+ 1,6° 149+ 15° 220 97+ 05° 83+ 0,9 144 | 20+ 017 18+ 0,29
X 141+12 114+1,1 -18.8 7.0+0,6 56+0,5 20,0 2.0+0,24 2.1+0.25
Xonin 9,3 6,5 1,1 5,8 3,5 52 1,3 1,3
X 20,0 18,7 40,1 9,7 8.3 453 3,0 2.9
CV % 8,62 9,74 8,73 9,73 12,05 12,37
LSD 405 0,874 0,802 0,437 0,393 0,1779 0,1850

Prose¢ne vrednosti parametra oznacene istim slovom unutar svake kolone se statisti¢ki ne razlikuju (p<0,05)
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Tabela 25. Uticaj PEG-a na svezu masu (u mg) korena i nadzemnog dela klijanaca introdukovanih inbred linija kukuruza, promena sveze

mase tretmana u odnosu na kontrolu (%) 1 odnos svezZe mase korena i nadzemnog dela

. KOREN LIST KOREN / LIST
Genotip
kontrola tretman kontrola tretman kontrola tretman
X SD X SD % X SD X SD % X SD X SD
L 118,5+ 5,28 663+ 68" 44,1 1903+ 1.2% 1274+ 32F 330 | 0.6+ 0,02 05+ 006°
L, 1399+ 7,04 532+ 27 62,0 2190+ 12" 785+ 0,5° 642 1 0,6+ 003" 07+ 004>
Ls 1449+ 4,1¢ 656+ 58" 54,7 2340+ 2.7¢ 1502+ 1,5 358 | 0,6+ 0,02 04+ 0042
L4 1103+ 93" 557+ 43 495 170,1+ 1,00 1126+ 1,7 338 | 0,6+ 0,05 05+ 0,04°
Ls 1450+ 3,3 839+ 46 42,1 2040+ 1,1 1330+ 1,1 348 | 07+ 002* 06+ 0,03“
Lo 813+ 6,5 320+ 3,7 60,6 1725+ 14 81,4+ 1,3 528 | 05+ 0,04 04+ 0,058
L, 1427+ 7,3¢ 712+ 6,08 50,1 2750+ 14¢ 166,1 + 1,2 396 | 05+ 003 04+ 0,03%
Lg 121,0+ 48% 950+ 6,9° 215 1962+ 1,5 1912+ 1,9 26 |06+ 002 05+ 0,03
Lo 161,1+ 48™ 1322+ 148° 17,9 2654+ 25° 2140+ 1,2¢ 194 | 0,6+ 0,02 06+ 001¢
Lio 1259+ 1,8 1174+ 1,6 6,8 3341+ 12 2644+ 27° 209 | 04+ 000" 04+ 0,01
Ly 121,8+ 1,0 1024+ 1,1¢ 15,9 3068+ 2,0° 256,0+ 1,3° 166 | 04+ 001" 04+ 001%
L 1284+ 2,0° 996+ 3,0° 224 191,0+ 0,9 1192+ 1,7 376 | 07+ 001° 08+ 0,02°
Lis 1549+ 6,9 41,8+ 3,3 85 2584+ 16 1794 + 1,48 306 | 0,6+ 0,03 08+ 0,02°
Lis 1642+ 2,0° 1443+ 27° 12,1 3336+ 1,18 2925+ 1,0° 123 ] 05+ 0,00 05+ 0,01°
Lis 2049+ 25° 1445+ 1,5 295 3147+ 14> 2105+ 12° 33,1107+ 001 07+ 001°
X 137,6 + 4,6 93,7 +3,7 33,2 2443 + 1,5 171,8 £ 1,5 31,1 0,6 +0,02 0,6 +0,03
Ximin 81,3 32,0 -6,8 170,1 78,5 2,6 0,4 0,4
Ximax 204,9 144,5 62,0 334,1 2925 64,2 0,7 0,8
CV % 3,71 4,55 0,64 0,95 4,36 5,93
LSD (05 7,294 3,044 2,248 2,330 0,036 0,047

Prosecne vrednosti parametra oznacene istim slovom unutar svake kolone se statisti¢ki ne razlikuju (p<0,05)
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Tabela 26. Uticaj PEG-a na suvu masu (u mg g sveZe mase) korena i nadzemnog dela klijanaca introdukovanih inbred linija kukuruza,

promena suve mase tretmana u odnosu na kontrolu (%) i odnos suve mase korena i nadzemnog dela

. KOREN LIST KOREN / LIST
Genotip
kontrola tretman kontrola tretman kontrola tretman
X SD X SD % X SD X SD % X SD X SD
L 614+ 82°€ 920+ 183" 498 858+ 42° 1069+ 55° 246 | 0,7+ 008% 09+ 0,13
L, 577+ 8,6 827+ 159 433 855+ 52° 121,11+ 192° 416 | 07+ 0,12 0,7+ 0,19
Ls 654+ 92° 1020+ 165®° 560 93,7+ 3,9° 1123+ 6,5° 198 107+ 0,11% 09+ 0,15
L, 483+ 11" 742+ 79 536 778+ 51% 897+ 7,1 153 | 0.6+ 0,03 08+ 0,10%
Ls 643+ 5,6° 76,8+ 102°° 194 972+ 4,1° 107,0+ 4,9° 10,1 107+ 008F 07+ 0,12*
L 63,4+ 84 1026+ 32,1° 618 824+ 42" 1117+ 62® 356 | 0,8+ 009¢ 09+ 0725
L, 572+ 7.8% 788+ 1739 378 783+ 43 933+ 4]° 192 107+ 0,07 08+ 0,17
Ls 551+ 49" 676+ 74% 27 771+ 22° 73,8+ 3.8 43 10,7+ 006 09+ 0,12°
Lo 63,7+ 54 594+ 47" 68 833+ 39° 809+ 39% 29 |08+ 008 07+ 0,04
Lio 673+ 5,5 66,5+ 6,6 12 848+ 32° 870+ 3,1 26 |08+ 006 08+ 007
Ly 739+ 3,0 723+ 79% 22 782+ 30 794+ 35 1,5 109+ 003 09+ 0,14
L 56,1+ 6,68 558+ 6,7%¢ 05 644+ 41f 740+ 54 149 109+ 0,10° 08+ 0,07%
Lis 544+ 36% 529+ 478 28 761+ 26° 75,8+ 33f 04 |07+ 0054 07+ 0,04°
L4 498 + 3,8 522+ 558 4.8 76,4+ 29° 743+ 24 27 107+ 004 07+ 0,09
Lis 659+ 6,0° 644+ 61% 23 747+ 36° 714+ 55 44 |09+ 006° 09+ 0,05°
X 60,3 +5.8 733+ 11,2 222 81,0+3.8 90,6 + 5.6 11,4 0,7 + 0,07 0,8+0.11
Xonin 483 52,2 0,5 64,4 71,4 0.4 0,6 0,7
X 73,9 102,6 61,8 97,2 121,1 41,6 0,9 0,9
CV % 7.47 18,41 4.47 7,74 8.18 15,99
LSD 005 6,423 19,26 5,167 10,00 0,087 0,186

Prose¢ne vrednosti parametra oznacene istim slovom unutar svake kolone se statisti¢ki ne razlikuju (p<0,05)
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Tabela 27. Uticaj PEG-a na sadrZaj prolina (u pg g'1 sveze mase) korena i nadzemnog dela klijanaca introdukovanih inbred linija kukuruza,

promena sadrzaja prolina tretmana u odnosu na kontrolu (%) 1 odnos sadrZaja prolina korena i nadzemnog dela

. KOREN LIST KOREN / LIST
Genotip
kontrola tretman kontrola tretman kontrola tretman
X SD X SD % X SD X SD % X SD X SD
L 1033+ 8,6 169,7+ 12,6° 643 518+ 0,7% 552+ 03" 66 | 20+ 0,19° 31+ 024°
L, 131,0+ 1,4° 3276+ 302* 1501 628+ 07¢ 69,5+ 0,7 107 | 21+ 026° 47+ 048
Ls 753+ 1,.0° 1769+ 344° 1349 437+ 08" 755+ 07° 728 | 1,7+ 029 23+ 047
L, 298+ 21N 63,5+ 3,7° 1131 242+ 0,6 330+ 09 364 | 12+ 0,12 19+ 0,16
Ls 1812+ 62° 2503+ 137" 381 10L1+ 08" 1301+ 46 287 | 1,8+ 005 19+ 017
Le 389+ 48" 794+ 56% 1041 373+ 23 942+ 5,8 1525 1,1+ 0,19 08+ o0,11"
Ly 783+ 9,0° 1583 7,0° 1022 486+ 09® 1023+ 33" 1105]| 16+ 016 15+ 008"
Ls 246+ 01 399x 23" 622 444x 09 449 09" L1 [ 06+ 001" 07+ 002
Lo 722+ 21 66,3+ 4,5 82 1300+ 0,7° 93,1+ 04° 2841 06+ 002" 07+ 005
Ly 1205+ 65 1335+ 05° 108 936+ 03 819+ 02' -125| 13+ 007 16+ 001
Ly 76,8+ 0,7° 599+ 6,48 220 463+ 028 465+ 0,5 04 | 1,7+ 002 13+ 0,14
Li» 652+ 20 984+ 87 50,9 64,8+ 144 755+ 2.8° 16,5 | 1.0+ 004% 13+ 0,17
Lis 495+ 558 72,6+ 128 46,7 531+ 02° 656+ 1,18 235 | 09+ 010% 1,1+ 0,01%"
L4 491+ 0,98 65,0+ 3,7 324 60,8+ 144 66,5+ 1,6 94 | 08+ 0,13 10+ 0,03"
Lis 98,1+ 3,84 106,0 + 24° 8,1 63,5+ 279 63,6+ 0,37 80 | 1,5+ 0,12° 15+ 0,04
X 79,6 £ 5.4 1245+9,1 59,2 61,7+1,0 73,5+ 1,6 29.1 1,3+0,12 1,7+0,14
Xonin 24.6 39,9 8,1 24.2 33,0 0,4 0,6 0,7
X 181,2 327.6 150,1 130,0 130,1 152,5 2.1 4,7
CV % 8,89 11,15 4,47 3,27 10,77 12,34
LSD 005 10,00 19,81 4,205 3,472 0,2018 0,2993

Prose¢ne vrednosti parametra oznacene istim slovom unutar svake kolone se statisti¢ki ne razlikuju (p<0,05)
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Tabela 28. Uticaj PEG-a na sadrZaj ukupnih proteina i POD aktivnost u korenu klijanaca introdukovanih inbred linija kukuruza i promene

sadrZaja ukupnih proteina i POD aktivnosti tretmana u odnosu na kontrolu (%)

Genotip

PROTEINI (mgprot g>1 sveze mase)

1 . -1
POD (”m()lferulinske kiseline mg prot min )

1 RS
POD (”m()lferulinske kiseline g sveze mase 1111 )

kontrola tretman kontrola tretman kontrola tretman

X SD X SD % X SD X SD % X SD X SD %

L, 346+ 0,10% 3,67+ 0,197 6,1 881+ 0,12° 8,06+ 0,90 8,5 3049+ 097 2947+ 1,82° 33
L, 208+ 0,10 290+ 0,10 2.7 891+ 0,62° 8,06+  0,20° 95 2649+ 1,05™ 2334+ 1,048 -119
L, 484+ 0,14 526+ 024° 8,7 290+ 0,06 2,58+ 0,17 11,0 14,05+ 0,39% 13,52+ 0,34¢ 3,8
L, 1,86+ 0,05 3,12+ 0,23¢% 67,7 7166+ 027 492+ 038" 358 1427+ 0,52 1527+ 0,13" 7,0
Ls 343+  043% 360+ 0,00 5,0 419+ 038 331+  0,03" 21,0 1424+ 0,50 11,93+ 0,120 -16.2
L 484+ 0,106 654+ 047 351 438+ 0,09 4,18+ 0,33% 46 21,17+ 0,07 2722+ 0319 286
L, 541+ 0,62 566+ 0,22° 46 2,59+ 034 2,76+  0,12" 6,6 13,83+ 0,24% 1557+ 0,248 126
Lg 201+ 0,10 262+ 0,09 303 729+ 044° 482+  0,22% 339 1464+ 017 12,60+ 025" 13,9

Lo 433+  0,00° 3,11+ 0,18° 282 304+ 0,07 433+  0.21% 24 13,16+ 0318 1344+  0,12" 2.1
Lo 557+  029®° 403+ 0,29¢ 276 131+ 0,108 1,42+ 0,11 8,4 730+ 021" 569+ 0,05 22,1
Ly, 580+ 0,10° 534+ 0,08™ 79 436+ 0,05 534+  0,10° 225 2525+ 0,17 28,52+ 024™ 13,0
L, 366+ 0,18 3,15+ 07328 -13,9 730+ 023° 9,06+ 0,85 24,1 26,69+ 1,08™ 2838+ 124 63
| 3,13+ 0,148 255+ 0,22 -18,5 8,32+ 0,75° 10,00+ 1,03° 20,3 2595+ 1,21 2530+ 042° 25
| 2,11+ 0,20 2,18+ 0,13 33 12,05+ 126° 1490+ 0,97° 23,7 2530+ 036 3243+ 0,52 282
Lis 400+ 033% 398+ 0,28% 0,5 6,35+ 0,134 727+  0,34° 145 27,19+ 055¢ 28,13+ 1,17 3,5
X 3,83 +0,19 3,85 + 0,20 4,10 5,96 + 0,33 6,07 + 0,40 2,55 20,00 + 0,52 20,72 + 0,53 1,85
Xonin 1,86 2,18 0,5 1,31 1,42 4,6 7,30 5,69 2,1
Xinax 5,80 6,54 67,7 12,05 14,9 42,4 30,49 32,43 28,6

CV % 6,49 6,13 7,60 8,65 3,17 3,52
LSD g5 0,3553 0,3377 0,6461 0,7483 0,9048 1,041

Prose¢ne vrednosti parametra oznacene istim slovom unutar svake kolone se statisti¢ki ne razlikuju (p<0,05)
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6.5 Izoelektri¢no fokusiranje (IEF)

Promene aktivnosti rastvorljivih peroksidaza (POD, EC 1.11.1.7), izolovanih iz
homogenata korena klijanaca kukuruza, su analizirane izoelektricnim fokusiranjem,
razdvajanjem proteina i analizom POD izoformi, koriS¢enjem amfolita u opsegu pH 2 -
9. Kod svih genotipova, i u kontroli i u tretmanu, je detektovano prisustvo samo kiselih
peroksidaznih izoformi (slika 8, 9 1 10). Povecana aktivnost izoenzima na pI~5,9 pod

uticajem PEG-a, najbolje je ispoljena kod introdukovanih inbred linija.

app. —— -

Slika 8. IEF profil uzoraka domacih populacija kukuruza. Redosled uzoraka s leva na

desno: od kontrola, tretman K; do kontrola, tretman K;3.

Slika 9. IEF profil uzoraka introdukovanih populacija kukuruza. Redosled uzoraka s

leva na desno: od kontrola, tretman P; do kontrola, tretman P;5.
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Slika 10. IEF profil uzoraka introdukovanih inbred linija kukuruza. Redosled uzoraka s

leva na desno: od kontrola, tretman L; do kontrola, tretman L;5.
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6.6 Korelaciona analiza

Stepen povezanosti izmedu promene tretmana u odnosu na kontrolu posmatranih
fizioloSkih i1 biohemijskih parametara, merenih u korenu i nadzemnom delu klijanaca,
kao i izmedu odgovora klijanaca na primenjeni osmotski stres u laboratorijskim
uslovima 1 prinosa / biljci odabranih genotipova kukuruza u poljskim uslovima, je

utvrden na osnovu Pearson-ovog koeficijenta korelacije.

6.6.1 Korelaciona analiza fizioloSko-biohemijskih parametara
6.6.1.1 Domace populacije kukuruza

Utvrden je statisticki znacajan pozitivan koeficijent korelacije izmedu promene
duZine i sveZe mase korena (r = 0,678"), kao i statisticki znacajan negativan koeficijent
korelacije izmedu promene sadrZaja prolina i sveZe mase korena (r = -0,566"). Takode
je utvrden i statistiCki visoko znacajan negativan koeficijent korelacije izmedu promene
sadrZaja ukupnih rastvorljivih proteina i specifi¢ne POD aktivnosti (r = - 0,724"), kao i
statisticki  visoko znaCajan pozitivan koeficijent korelacije izmedu promena
peroksidaznih aktivnosti (r = 0,754**).

U nadzemnom delu klijanaca je wutvrden statisticki znacajan negativan
koeficijent korelacije izmedu promene sadraja prolina i duZine lista (r = -0,564 ), kao i
statisticki znaCajan pozitivan koeficijent korelacije izmedu promene sadrzaja prolina i
suve mase lista (r = 0,6817). Utvrden je izrazito visoko zna¢ajan pozitivan koeficijent
korelacije izmedu promene sveZe mase i duZine lista (r = 0,811 i izrazito visoko
znacCajan negativan koeficijent korelacije izmedu promene sveZe mase i sadrzaja prolina

(r=-0,850""). Rezultati su prikazani u tabeli 29.
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6.6.1.2 Introdukovane populacije kukuruza

Utvrden je statisticki znacajan pozitivan koeficijent korelacije izmedu promene
duzine i sveZe mase korena (r = 0,569"). Utvrden je izrazito visoko znaGajan negativan
koeficijent korelacije izmedu promene sadrzaja rastvorljivih proteina i aktivnosti POD
na gram sveze mase (r = -0,870"7), kao i statisticki visoko znaCajan pozitivan
koeficijent korelacije izmedu promena peroksidaznih aktivnosti (r = 0,700").

U nadzemnom delu klijanaca je utvrden statisticki znacajan negativan koeficijent
korelacije izmedu promene sadraja prolina i duZine lista (r = -0,628"), kao i statistiki
visoko znacajan negativan koeficijent korelacije izmedu promene sadrzaja prolina i
sveze mase lista (r = -0,688"). Izrazito visok znacajan pozitivan koeficijent korelacija je
utvrden izmedu promene duZine i sveZe mase lista (r = 0,812"). Rezultati su prikazani

u tabeli 30.

6.6.1.3 Introdukovane inbred linije kukuruza

Utvrdeni su izrazito visoko znacajni pozitivni koeficijenti korelacije izmedu
promene duZine i sveZe mase korena (r = 0,804 ) i promene sadrZaja prolina i suve
mase (r = 0,859 ), dok su izrazito visoko znagajni negativni koeficijenti korelacije bili
izmedu promene sadrZaja prolina i sveZe mase (r = -0,823 ), i izmedu promena sveze i
suve mase (r = -0,895 ). Utvrdeni su visoko znacCajni negativni koeficijenti korelacije
izmedu promene suve mase i aktivnosti POD na gram sveze mase (r = —0,706**), izmedu
promene sadrzaja rastvorljivih proteina i aktivnosti POD na gram sveze mase (r = -
0,776 "), kao i visoko znacajan pozitivan koeficijent korelacije izmedu promene
sadrzaja ukupnih rastvorljivih proteina i suve mase korena (r = 0,7097). Znacajni
pozitivni koeficijenti korelacije su utvrdeni izmedu promene sveZze mase i aktivnosti
POD na gram sveZe mase (r = 0,572°) i izmedu promene sadrZaja prolina i ukupnih
rastvorljivih proteina (r = 0,545°). Znacajni negativni koeficijenti korelacije su bili
izmedu promene sadrZaja prolina i duZine korena (r = -0,635"), izmedu promene suve
mase i duZine korena (r = -0,587"), izmedu promene sadrZaja ukupnih rastvorljivih
proteina i sveZe mase (r = -0,635"), kao i izmedu promene sadrZaja prolina i aktivnosti
POD na gram sveze mase (r = —0,610*).

U nadzemnom delu klijanaca je utvrden izrazito visoko znacajan pozitivan

koeficijent korelacije izmedu promene duZine i sveZe mase lista (r = 0,925 ), kao i
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izrazito visoko znacajni negativni koeficijenti korelacije izmedu promene duZine i suve
mase lista (r = -0,898") i promene sveze i suve mase lista (r = -0,868""). Utvrden je
visoko znacajan negativan koeficijent korelacije izmedu promene sadrzaja prolina i
duZine lista (r = -0,641""). Znacajan negativan koeficijent korelacije je utvrden izmedu
promene sadr7aja prolina i sveZe mase (r = -0,529"), dok je znaGajan pozitivan
koeficijent korelacije bio izmedu promene sadrzaja prolina i suve mase lista (r =

0,575*). Rezultati su prikazani u tabeli 31.
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Tabela 29. Koeficijenti korelacije izmedu promene ispitivanih fizioloskih i biohemijskih parametara korena i nadzemnog dela

klijanaca kod domacih populacija kukuruza (%)

KOREN LIST

D SvM SuM Pro Prot POD P D SvM SuM Pro
D 1 1
SvM 0,678 1 0,811 1
SuM 0,089 -0,009 1 0,328  -0,519 1
Pro 0,450  -0,566° 0,044 1 -0,564°  -0,850"" 0,681 1
Prot 0,026 0,064 -0,059 0,176 1
POD P 0,042 0,013 0,213 0,276  -0,724" 1

POD SVM 0,025 0,164 -0,356 0,255 0,100 0,754

* statistiCki znacajna korelacija na p < 0,05; ** statisticki zna¢ajna korelacija na p < 0,01; *** statisti€ki znacajna korelacija na p < 0,001

Legenda: D - duZina; Sv M - sveza masa; Su M - suva masa; pro - prolin; Prot - ukupni proteini; POD Sv M - aktivnost POD g'lsveie mase min’l;
POD P - aktivnost POD mg'lpmteina min’!
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Tabela 30. Koeficijenti korelacije izmedu promene ispitivanih fizioloSkih i biohemijskih parametara korena i nadzemnog dela

klijanaca kod introdukovanih populacija kukuruza (%)

KOREN LIST
D SvM SuM Pro Prot POD P D SvM SuM Pro
D 1 1
SvM 0,569 1 0,812 1
SuM 0,125  -0451 1 0,522 0,357 1
Pro 0,351 0,312 0,107 1 0,628  -0,688"  -0,106 1
Prot 0,272 -0,120 0,063 -0,408 1
POD P 0,105 0,071 -0,008 0,497 -0,870"" 1
POD SVYM  -0,203  -0,073 0,073 0,434 -0,266 0,700

* statistiCki znacajna korelacija na p < 0,05; ** statisticki zna¢ajna korelacija na p < 0,01; *** statisti€ki znacajna korelacija na p < 0,001

Legenda: D - duZina; Sv M - sveza masa; Su M - suva masa; pro - prolin; Prot - ukupni proteini; POD Sv M - aktivnost POD g'lsveie mase min’l;
POD P- aktivnost POD mg'lpmteina min!
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Tabela 31. Koeficijenti korelacije izmedu promene ispitivanih fizioloskih i biohemijskih parametara korena i nadzemnog dela

klijanaca kod introdukovanih inbred linija kukuruza (%)

KOREN LIST
D SvM SuM Pro Prot POD P D SvM SuM Pro

D 1 1

SvM 0,804 1 0,925 1

SuM 0,587 -0,895"" 1 0,898 -0,868" 1

Pro 0,635 -0,823"" 0,859 1 0,641 -0,529° 0,575 1

Prot -0,100  -0,560° 0,7097 0,545 1

POD P 0,279 0,572°  -0,706"  -0,610° -0,776" 1

POD SvM 0,091 -0,093 0,112 0,003 0,267 0,345

* statistiCki znacajna korelacija na p < 0,05; ** statisticki zna¢ajna korelacija na p < 0,01; *** statisti€ki znacajna korelacija na p < 0,001

Legenda: D - duZina; Sv M - sveza masa; Su M - suva masa; pro - prolin; Prot - ukupni proteini; POD Sv M - aktivnost POD g'lsveie mase min'l;
POD P - aktivnost POD mg'lpmmina min’!
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6.6.2 Korelaciona analiza fizioloSko-biohemijskih parametara i prinosa kukuruza u

polju

Predmet korelacione analize bili su svi ispitivani pokazatelji reakcije biljke na uslove
osmotskog stresa u kontrolisanim uslovima 1 prinos zrna / biljci u polju za lokacije Zemun

Polje 1 Skoplje, a graficki su prikazane samo korelacije koje su bile statisticki znacajne.

6.6.2.1 Domace populacije kukuruza

Utvrdene su statisticki znacajne pozitivne korelacije promene sveZe mase korena (r
=0,599"), ukupne aktivnosti peroksidaza (r =0,585") kao i statisticki znaajna negativna
korelacija promene suve mase lista klijanaca (r =-0,580") sa prinosom / biljci u Zemun Polju
(grafik 5). Prinos / biljci u Skoplju je bio u statisticki znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa

promenama sadrZaja ukupnih rastvorljivih proteina u korenu klijanaca (grafik 6).

6.6.2.2 Introdukovane populacije kukuruza

Utvrdena je statisticki znacajna pozitivna korelacija promene sveze mase korena (r
=0,559"), kao i statisticki visoko znaGajna pozitivna korelacija promene duZine korena
klijanaca (r =0,790"") sa prinosom / biljci u Zemun Polju (grafik 7). Isti trend je utvrden i u

Skoplju (grafik 8).

6.6.2.3 Introdukovane populacije kukuruza

Utvrdena je statisticki znacajna negativna korelacija promene sveZe mase korena (r =-
0,520, kao i statisticki visoko znalajna negativna korelacija promene duZine korena
klijanaca (r =-0,658 ") sa prinosom / biljci u Zemun Polju (grafik 9). Pored istog trenda za
svezu masu i duzinu korena klijanaca, utvrdena je i statisti¢ki znacajna pozitivna korelacija

izmedu promene sadrZaja prolina u korenu klijanaca i prinosa / biljci u Skoplju (grafik 10).
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Grafik 5. Korelacija prinosa domacih populacija kukuruza (Zemun Polje) sa promenama
parametara rasta korena i nadzemnog dela klijanaca i aktivnosti POD na gram sveze

mase korena klijanaca pod dejstvom PEG-a
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Grafik 6. Korelacija prinosa domacih populacija kukuruza (Skoplje) sa promenama sadrzaja

ukupnih rastvorljivih proteina u korenu klijanaca pod dejstvom PEG-a
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* statistiCki znacajna korelacija na p < 0,05; ** statisticki zna¢ajna korelacija na p < 0.01

Grafik 7. Korelacija prinosa introdukovanih populacija kukuruza (Zemun Polje) sa

promenama duZine i sveZe mase korena klijanaca pod dejstvom PEG-a
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* statistiCki znacajna korelacija na p < 0,05; ** statisticki znacajna korelacija na p < 0.01

Grafik 8. Korelacija prinosa introdukovanih populacija kukuruza (Skoplje) sa promenama

duzine i sveze mase korena klijanaca pod dejstvom PEG-a
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Grafik 9. Korelacija prinosa introdukovanih inbred linija kukuruza (Zemun Polje) sa

promenama duZine i sveZe mase korena klijanaca pod dejstvom PEG-a
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Grafik 10. Korelacija prinosa introdukovanih inbred linija kukuruza (Skoplje) sa promenama

duzine, sveZe mase i sadrZaja prolina u korenu klijanaca pod dejstvom PEG-a
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6.7 Analiza glavnih komponenti (Principal Component Analysis - PCA)
U cilju sveobuhvatnijeg uvida u odgovor biljke na razlicite uslove spoljaSnje sredine
(prisustvo i odsustvo osmotikuma u hranljivom rastvoru), primenjena je analiza.glavnih

komponenti.

6.7.1. PCA fizioloskih parametara

Od ukupno 8 (po kontroli i po tretmanu), ekstrahovane su po dve PC ose (glavne
komponente) sa Eigen vrednostima > 1. One objaSnjavaju 75,994% (kontrola), odnosno
81.011 % (tretman), respektivno, ukupne varijabilnosti izmedu genotipova na osnovu
posmatranih fizioloSkih svojstava u korenu i nadzemnom delu biljke. PC 1 ose objaSnjavaju
55,402% (kontrola), odnosno 67,800% (tretman) varijabilnosti, respektivno, a definisane su
duzinom i svezom masom korena i nadzemnog dela klijanaca. PC 2 ose objasnjavaju 20,592%
(kontrola), odnosno 13,211% (tretman) varijabilnosti, respektivno, a definisane su sadrZzajem
prolina i suvom masom korena i nadzemnog dela klijanaca.

Iako medu genotipovima postoji ocigledna varijabilnost u pogledu ispitivanih
fizioloSkih parametara, moze se videti da su se oni veoma sli¢no grupisali i u kontroli i u

tretmanu (grafik 111 12).

PCA2

Grafik 11. PCA fizioloSkih parametara korena 1 nadzemnog dela klijanaca kukuruza u kontroli
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PCA 2

Grafik 12. PCA fizioloskih parametara korena i nadzemnog dela klijanaca kukuruza u

tretmanu

Najveéi uticaj na grupisanje genotipova unutar i izmedu svih grupa (domace
populacije, introdukovane populacije i introdukovane inbred linije kukuruza), imala je duzina
i sveZa masa klijanaca, prvenstveno korena.

Pored najmanje duZine i sveZe mase klijanaca u odnosu na obe grupe populacija (osim
genotipa L;s u kontroli), na dodatno izdvajanje linija kao zasebne grupe, uticao je sadrZaj
prolina koji je, iako visi od sadrZaja kod svih populacija, jako varirao unutar linija (od niskog
kod genotipova L4, Le, Lg, Li2, L3, L4 1 L;s, do visokog sadrZaja kod genotipova Ls i Ljg). U
manjoj meri na izdvajanje genotipova L;, L, L3 i L;;, je uticao i visok sadrZaj suve mase u
kombinaciji sa visokim sadrZajem prolina.

Na grupisanje domacih populacija kukuruza, pored niskog sadrzaja prolina, najvise je
uticala duZina i sveZa masa korena i nadzemnog dela. Narocito su se izdvojile dve populacije,
K, sa najmanjom, odnosno Ks sa najve¢om duzZinom i sveZom masom klijanca.

Najmanja varijabilnost u pogledu analiziranih fizioloskih parametara je utvrdena

unutar grupe introdukovanih populacija kukuruza.
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6.7.2. PCA biohemijskih parametara

Na osnovu evidentno izraZzenije reakcije korena klijanaca kukruza u pogledu
akumulacije prolina, uradena je i PCA biohemijskih parametara u korenu.

Od ukupno 4 (po kontroli i po tretmanu), ekstrahovane su po dve PC ose sa Eigen
vrednostima > 1, objaSnjavaju¢i 84,857% (u kontroli), odnosno 79,816% (u tretmanu),
respektivno, ukupne varijabilnosti izmedu genotipova kukuruza na osnovu posmatranih
biohemijskih parametara korena klijanaca.

PC 1 ose objasnjavaju 53,755% (kontrola), odnosno 48,979% (tretman) varijabilnosti,
respektivno, a definisane su aktivnostima POD (specifi¢ne 1 izraZene na gram sveZe mase).
PC 2 ose objaSnjavaju 31,102% (kontrola), odnosno 30,837% (tretman) varijabilnosti,
respektivno, a definisane su sadrzajem prolina i rastvorljivih proteina.

Konstatovano je izrazito izdvajanje introdukovanih inbred linija kukuruza kao zasebne
grupe genotipova, kao i vrlo sli¢no grupisanje svih genotipova i u kontroli i u tretmanu (grafik

131 14).
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Grafik 13. PCA biohemijskih parametara korena klijanaca kukuruza u kontroli
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Grafik 14. PCA biohemijskih parametara korena klijanaca kukuruza u tretmanu

POD aktivnost je imala najveci uticaj na grupisanje genotipova unutar i izmedu svih
grupa (domacih populacija, introdukovanih populacija i1 introdukovanih inbred linija
kukuruza).

Na izdvajanje linija, u definitivno, zasebnu grupu uticao je i visok sadrzaj rastvorljivih
proteina, kao 1 veliko variranje u POD aktivnosti ovih genotipova. Izdvajaju se genotipovi L4 1
Lg sa niskim sadrzajem prolina i rastvorljivih proteina, kao i1 genotip L4 sa niskim sadrZajem
prolina i rastvorljivih proteina, ali sa visokom POD aktivnoscu.

Na grupisanje svih populacija uticao je skoro isti nivo sadrzaja rastvorljivih proteina,
ali 1 ve¢a POD aktivnost kod domacih populacija. Izdvajaju se P;3, Kj, 1 Kj3 u pogledu niskog

sadrZaja proteina, kao i visokih POD aktivnosti.
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6.8 Geneticka karakterizacija core kolekcije kukuruza za tolerantnost prema susi

Reproducibilnost SSR profila ispitivanih genotipova je radena sa 35 SSR
molekularnih markera, od kojih je 17 bilo neinformativno jer nije dalo odgovarajucu
amplifikaciju kojom bi se mogao pratiti polimorfizam, 1 time nije kori§¢eno u daljem radu.
Preostalih 18 SSR markera je koriS¢eno za analizu introdukovanih inbred linija 1 domacih
populacija, dok su kod introdukovanih populacija dva SSR markera (umc 1013 i umc 1019)
bila neinformativna.

Ukupan broj polimorfnih traka kod introdukovanih inbred linija je bio 69, ¢ime je u
proseku dobijeno 3,8 alela po prajmeru. Pri analizi introdukovanih populacija dobijeno je 85
polimorfnih traka sa prosecno 5,3 alela po prajmeru. Kod domacih populacija je dobijen
najveci broj polimorfnih traka (155), pa je proseCan broj alela po prajmeru iznosio 8,6.

Kod linija, prajmer phi 080 je dao najveci broj SSR fragmenata - 8, dok su prajmeri
umc 1013, phi 085 (dao je i najmanji broj SSR fragmenata kod svih populacija - 3) i bnlg
1526 dali samo po 2 fragmenta. Kod introdukovanih populacija prajmer umc 1019 je dao
najve¢i broj SSR fragmenata - 14, za razliku od domacih populacija, kod kojih je bio

neinformativan (slika 11, 121 13).
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Slika 11. SSR profil uzoraka domacih populacija kukuruza sa prajmerom phi 080.

Redosled uzoraka s leva na desno: marker, domace populacije od K; do Kjs.

Slika 12. SSR profil uzoraka introdukovanih populacija kukuruza sa prajmerom phi 080.

Redosled uzoraka s leva na desno: marker, populacije introdukcije od P; do Ps.

Slika 13. SSR profil uzoraka introdukovanih inbred linija kukuruza sa prajmerom phi 080.

Redosled uzoraka s leva na desno: marker, introdukovane inbred linije od L; do L;s.
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6.8.1 Geneticka slicnost na osnovu SSR analize kukuruza

Na osnovu prisustva / odsustva SSR fragmenata za ispitivane genotipove kukuruza,
izraCunati su koeficijenti sli€nosti po metodi Jaccard-a (1908).

Vrednosti geneticke slicnosti za domace populacije su se kretale u intervalu od 0,15 za
genotipove K, i Kjo do 0,58 izmedu genotipova Ks i K¢ i izmedu genotipova K¢ 1 Ky (tabela
32). Prosecna vrednost geneticke sli¢nosti je iznosila 0,31.

Vrednosti geneticke slicnosti za introdukovane populacije su se kretale u intervalu od
0,40 za genotipove P4 i Pg do 0,58 za genotipove Ps 1 Py, (tabela 33). Prose¢na vrednost
geneticke slicnosti je iznosila 0,54.

Vrednosti geneticke sli¢nosti za introdukovane inbred linije su se kretale u opsegu od
0,18 za genotipove L4 i L5 do 0,55 izmedu genotipova Lg i Lo, kao i izmedu genotipova L3 i
L4 (tabela 34). Prose¢na vrednost geneticke sli¢nosti je iznosila 0,37.

Za sve tri grupe genotipova su izracunati kofeneticki koeficijenti korelacije izmedu
matrica genetickih slicnosti po Jaccard-u i testirani Mantel-ovim testom, (1967). Najbolji
stepen poklapanja slicnosti genotipova sa njihovim grupisanjem u klastere je utvrdeno kod
grupe domacih populacija kukuruza (r =0,84), kod inbred linija stepen poklapanja je iznosio r

=0,81, dok je za grupu introdukovanih populacija, iako dobar, bio najnizi (r =0,76).
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Tabela 32. Geneticka sli¢nost po Jaccard-u za domace populacije kukuruza

K K, K3 K4 Ks Ks K5 Ks Ko Kio Kii Ki» Ki3
K; 1
K, 0,27 1
K; 0,32 0,27 1
K4 0,19 0,21 0,36 1
K 0,36 0,27 0,33 0,25 1
K¢ 0,35 0,26 0,29 0,30 0,58 1
K5 0,27 0,24 0,18 0,21 0,31 0,28 1
Kg 0,31 0,27 0,32 0,37 0,51 0,58 0,28 1
Ko 0,29 0,30 0,37 0,38 0,38 0,32 0,28 0,43 1
Ko 0,25 0,15 0,21 0,27 0,27 0,25 0,19 0,35 0,32 1
K 0,30 0,25 0,38 0,38 0,35 0,45 0,21 0,49 0,33 0,38 1
K> 0,28 0,18 0,35 0,33 0,31 0,31 0,27 0,34 0,35 0,32 0,41 1
K3 0,28 0,27 0,18 0,19 0,31 0,30 0,28 0,32 0,25 0,20 0,29 0,27 1

103



Tabela 33. Geneticka sli¢nost po Jaccard-u za introdukovane populacije kukuruza

P, P P; Py Ps Pg P; Pg Py Py Py P Pi3
P, 1
P, 0,59 1
Ps 0,61 0,55 1
Py 0,46 0,44 0,56 1
Ps 0,49 0,56 0,55 0,51 1
Ps 0,60 0,71 0,58 0,40 0,72 1
P 0,53 0,46 0,58 0,54 0,44 0,42 1
Pg 0,46 0,47 0,65 0,57 0,54 0,51 0,46 1
Py 0,51 0,57 0,48 0,50 0,54 0,54 0,46 0,55 1
Py 0,52 0,55 0,49 0,53 0,57 0,56 0,45 0,53 0,56 1
Py 0,44 0,45 0,52 0,49 0,47 0,50 0,43 0,60 0,55 0,53 1
Py 0,57 0,64 0,57 0,50 0,68 0,76 0,41 0,50 0,59 0,68 0,64 1
Pi3 0,55 0,59 0,58 0,54 0,58 0,65 0,43 0,59 0,63 0,57 0,62 0,66 1
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Tabela 34. Geneticka sli¢nost po Jaccard-u za introdukovane inbred linije kukuruza

L; L, L3 L, Ls Ls L; Lsg Lo Lio L Li» L3 Lis Lis
L, 1
L, 0,46 1
L; 0,41 0,37 1
Ly 0,33 0,33 0,31 1
Ls 043 030 0,28 041 1
L¢ 0,20 0,21 0,24 0,38 0,37 1
L, 040 0,33 041 0,26 0,29 0,26 1
Lg 0,52 040 042 044 0,30 0,31 046 1
Lo 044 045 037 033 033 026 033 0,55 1
Lio 0,32 028 030 022 030 0,22 041 0,38 0,36 1
L 031 040 033 029 033 026 040 032 039 0,41 1
Lo 041 050 038 023 034 030 037 037 053 030 0,48 1
Li; 062 039 044 038 026 038 053 0,61 048 0,38 0,39 048 1
Lis 042 050 043 036 026 033 046 047 047 035 034 046 0,55 1
Lis 0,37 032 035 0,18 024 021 047 039 034 026 034 041 045 047 1
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6.8.2 Klaster analiza

Na osnovu matrica genetickih sli¢nosti po Jaccard-u, za sve tri grupe genotipova
je uradena klaster analiza UPGMA (unweighted pair-group mean arithmetic method)

metodom grupisanja. Rezultati su predstavljeni u formi dendrograma.

6.8.2.1 Klaster analiza doma¢ih populacija kukuruza

Sam izgled dendrograma, koga Cine klasteri A i B, ukazuje na geneticki veoma
Ks, a zatim i K;;. Populacijama K4 i Kg se prvo pridruzuje K3, zatim K, nakon Cega se
pridruZuju prethodno grupisanim populacijama. Zatim im se prvo pridruZuje populacija
K, a naknadno se vezuje 1 populacija Ko 1 time je formiran klaster A. Klaster B ¢ine
populacije K7 i Kj3, kojima se na samom kraju pridruzuje populacija K,, ukazujuéi da
joj ni jedna od ispitivanih domacih populacija kukuruza geneticki nije sli¢na (grafik 15).
Na osnovu podataka o kombinacionoj sposobnosti (tabela 13), moze se zakljuciti da se
izdvaja populacija K, (BSSS osnove), kao 1 da se grupiSu genotipovi nezavisne i

Lancaster osnove (K1, K3, K4, Kg 1 Kj»).
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Grafik 15. Dendrogram klaster analize domacih populacija kukuruza na osnovu SSR

markera po Jaccard-u, (1908)
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6.8.2.2 Klaster analiza introdukovanih populacija kukuruza

Kod introdukovanih populacija kukuruza, dendrogram je takode podeljen u dva
klastera. Kao medusobno najsli¢nijim, populacijama Pg i Py, se pridruZuje populacija Ps,
a zatim redom po jedna, populacije P;3, Po, P;; 1 Pjy. Tako grupisane, spajaju se sa
parom medusobno povezanih populacija P; P;, ¢ime je formiran klaster A. Klaster B
¢ine povezane populacije P; i Pg, za koje se prvo vezuje populacija P4, a naknadno im se
pridruZzuje populacija P;, geneticki najudaljenija od svih analiziranih introdukovanih

populacija, koje su ve€inom Lancaster osnove (grafik 16).
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Grafik 16. Dendrogram klaster analize introdukovanih populacija kukuruza na osnovu

SSR markera po Jaccard-u, (1908)
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6.8.2.3 Klaster analiza introdukovanih inbred linija kukuruza

Na dendrogramu inbred linija kukuruza se vidi da postoje, uslovno, dva klastera
A 1 B. Klaster A je podeljen na subklastere A1 i A2. U prvom koraku se, kao najsli¢nije,
povezuju inbred linije L; i L;3, a zatim i linija Lg. Dva para medusobno povezanih linija
(L, Lys 1 Lo Lj») se zatim spajaju sa prethodno grupisanim linijama, kojima se naknadno
pridruZuje jos jedan par inbred linija (L7 L;s) i geneticki najmanje slicna njima, linija Ls
nepoznatog porekla, ¢ineci tako subklaster Al. Dve medusobno najsli¢nije linije Lo 1
L;i1, koje Cine subklaster A2, spajaju se sa inbred linijama iz subklastera Al i na taj
nacin je formiran klaster A. Jasno se izdvaja klaster B, u kome se sa medusobno
povezanim linijama L4 i Ls, spaja linija Ls, geneticki najudaljenija od svih analiziranih

introdukovanih inbred linija (grafik 17).
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Grafik 17. Dendrogram klaster analize introdukovanih inbred linija kukuruza na osnovu

SSR markera po Jaccard-u, (1908)
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6.8.3 Korespondenciona analiza

Radi potpunijeg sagledavanja genetiCke sliCnosti ispitivanih genotipova core
kolekcije za tolerantnost na susu dobijenih SSR molekularnih markerima, uradena je
korespondenciona analiza. Rezultati su prikazani na grafikonima u tri dimenzije, u vidu

kontinuirane varijabilnosti (grafik 18, 19 i 20).

6.8.3.1 Korespondenciona analiza doma¢ih populacija kukuruza

Kod domacih populacija kukuruza, prve tri dimenzije (DI, D2, D3)
korespondencijalne analize genetickih sli¢nosti obuhvataju 19,9, 34,4 1 46,4% geneticke
varijabilnosti, respektivno. Rezultati su u saglasnosti sa rezultatima klaster analize. Vidi
se jasno izdvajanje K, i Kjo populacija, Sto ukazuje da su geneticki najudaljenije od

ostalih domacih populacija, koje se takode medusobno dosta razlikuju (grafik 18).

035 P K4

Grafik 18. 3D dijagram korespondencijalne analize genetiCkih slicnosti domacih

populacija kukuruza
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6.8.3.2 Korespondenciona analiza introdukovanih populacija kukuruza

Kod introdukovanih populacija kukuruza, prve tri dimenzije (DI, D2, D3)
korespondencijalne analize genetickih slicnosti obuhvataju 29,1, 49,0 1 59,1% geneticke
varijabilnosti, respektivno. Negativne vrednosti prve dimenzuje korespondencijalne
analize imaju genotipovi iz klastera B (P3, P4, P71 Ps), kao i genotip Py, iz klastera A, a
svi su Lancaster i nepoznate osnove. Sa pozitivnim vrednostima prve dimenzije
uocavaju se dve grupe genotipova koji u sebi sadrze Lancaster osnovu (na osnovu
testiranja kombinacione sposobnosti). Prvu grupu ¢ine Py, P 1 P;3, a drugu genotipovi
Ps, Ps, P> 1 izdvojeni genotip nepoznatog porekla P, (na osnovu testiranja

kombinacione sposobnosti; grafik 19).
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Grafik 19. 3D dijagram korespondencijalne analize genetickih sli€nosti introdukovanih

populacija kukuruza
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6.8.3.3 Korespondenciona analiza introdukovanih inbred linija kukuruza

Kod introdukovanih inbred linija kukuruza, prve tri dimenzije (DI, D2, D3)

korespondencijalne analize genetickih slicnosti obuhvataju 24,0, 37,1 1 49,4% geneticke

varijabilnosti, respektivno. Sa pozitivnim vrednostima prve dimenzije jasno se izdvajaju

genotipovi Lancaster osnove iz klastera B (L4, Ls 1 Lg). ZajedniCko za sve ostale

introdukovane inbred linije, iako se medu sobom veoma razlikuju, je da sve imaju

negativne vrednosti prve dimenzuje korespondencijalne analize (grafik 20).
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Grafik 20. 3D dijagram korespondencijalne analize genetickih sli€nosti introdukovanih

inbred linija kukuruza
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7. DISKUSIJA

Identifikacija potencijalno korisnih gena za odabir superiornih genotipova u
pogledu viseg i stabilnijeg prinosa u nepovoljnim uslovima spoljaSnje sredine, vece
otpotnosti na uticaj bolesti i StetoCina, vece tolerantnosti na uticaj abiotickog stresa, kao
1 boljeg nutritivnog sastava zrna, zahteva puno vremena i materijalnog ulaganja
(Marshal 1 sar., 1989). Oplemenjivaci se uglavnom koncentriSu na adaptirani i vec
poboljSani materijal, izbegavaju¢i koriS€enje lokalnih populacija, egzoticne
germplazme, kao i divljih srodnika, dostupnih u bankama gena.

1z tog razloga je i ocigledno da postoji jaz izmedu dostupnih genetickih resursa u
okviru banaka gena i njihove upotrebe u oplemenjivackim programima. Dok banke gena
nastoje da oCuvaju Sto je moguce vecu geneticku varijabilnost postojece germplazme
koja je na raspolaganju oplemenjiva¢ima, oni se skoro isklju¢ivo oslanjaju na svoje
radne kolekcije. Savremeni oplemenjivacki programi koriste tek oko 5 % geneticke
varijabilnosti, dostupne u bankama gena (Hallauer i Carena, 2009). Masovno kori$¢enje
materijala uske geneticke osnove u komercijalnoj proizvodnji kukuruza, neminovno
dovodi do gubitka njegove geneticke varijabilnosti (Vancetovic i sar., 2010).

Postojanje 1 ocCuvanje geneticke varijabilnosti omogucava bolju adaptaciju
biljaka na uticaj razlicitih biotockih i abiotickih faktora, ukljucujuci i delovanje sve
izraZenijih klimatskih promena. Takode je veoma bitno i za ostvarivanje heterozisa, zato
Sto se procena geneticke varijabilnosti moze Koristiti za identifikaciju novih izvora
germplazme, koja bi ukrStanjem sa postoje¢im komercijalnim genotipovima kukuruza,
omogucila njihovu popravku i dobijanje novih inbred linija 1 hibrida viSeg i stabilnijeg
prinosa u nepovoljnim uslovima spoljasnje sredine, kao 1 vece otpornosti 1 tolerantnosti
na uticaj biotickih i abiotickih faktora (Xu i sar., 2004).

Danas se germplazma kukuruza, sakupljana decenijama, nalazi u gen bankama
Sirom sveta, 1 obuhvata lokalne populacije, poboljSane populacije (sintetike i
kompozite), linije (rane generacije u procesu stvaranja i Ciste homozigotne inbred
linije), kao i divlje vrste i srodnike. Smatra se da najve¢i znacaj u ocuvanju
varijabilnosti imaju upravo lokalne populacije kukuruza, kao genotipovi sa visokim

stepenom geneticke varijabilnosti 1 visokim stepenom adaptiranosti prirodnim i
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antropoloSkim sredinama iz kojih vode poreklo (Brandolini, 1969; Ignjatovi¢-Micic,
2008).

Banka gena Instituta za kukuruz ,,Zemun Polje®, sa svojom kolekcijom od 2217
domacih populacija, kao i1 sa kolekcijom od 3297 introdukovanih genotipova
(populacija, sintetika, kompozita i inbred linija) poreklom iz 40 zemalja sveta, sa svih
kontinenata, izuzev Australije (ukupno 5806 genotipova), spada medu deset najveéih
svetskih banaka gena za kukuruz (FAO, 2010).

Kao izvorni bioloSki materijal, stvoren procesom prirodne selekcije i prilagoden
lokalnim uslovima gajenja, domace populacije se smatraju najzna¢ajnim genotipovima
za potrebe savremenog oplemenjivanja kukuruza. lako su tokom svoje ekspanzije i
domestifikacije, izgubile deo varijabilnosti uslovljene genetickim driftom i inbridingom,
domace populacije kukuruza predstavljaju nacionalno blago, i svim aktivnostima u vezi
sa upravljanjem, njihovom karakterizacijom i evaluacijom, dat je najviSi prioritet u
banci gena.

Kako u duzem vremenskom periodu nisu bile podvrgnute selekciji u okviru
oplemenjivackih programa, domace populacije kukuruza su zadrzale ogromnu
geneticku varijabilnost, Sto je doprinelo njihovoj adaptiranosti Sirokom spektru agro-
ekoloskih niSa, cCine¢i ih tako vaznim genetickim resursima poZeljnih osobina
(Andelkovi¢ i sar., 2011). Sa svojom rezervom predackih gena i posedovanjem
odgovarajuc¢ih pozeljnih karakteristika (tolerantnost prema abiotickom i otpornost
prema biotickom stresu, tolerantnost na herbicide, nizak sadrZaj antinutritivnih
komponenti, kao 1 visok sadrZaj proteina, ulja i skroba u zrnu), domace populacije
predstavljaju izvor genetickog diverziteta i varijabilnosti, koristan za unapredivanje
oplemenjivackih programa kukuruza.

Intenzivno koriS¢enje geneticke varijabilnosti koja se ¢uva i odrZzava u bankama
gena, identifikacijom poZeljnih osobina 1 / ili gena iz neadaptirane i1 adaptirane
germplazme, izloZzene uticaju odredenog selekcionog pritiska, omogucéeno je
aktivnostima u okviru pre-breeding-a (Nass i Paterniani, 2000). Rezultati njegovog
uspesSnog sprovodenja ogledaju se u stvaranju manjih jezgrovnih kolekcija za odredene
osobine od znacCaja za programe oplemenjivanja kukuruza.

Zbog sve prisutnijih promena klime i trenda globalnog otopljavanja, poboljSana

sposobnost kukuruza da izdrZi periode suSe je esencijalna, zbog Cega je neophodno
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multidisciplinarno proucavanje osobina koje doprinose njegovoj povecanoj tolerantnosti
prema stresu suse.

Vodni deficit i visoke temperature vazduha se smatraju glavnim faktorima
spoljasnje sredine, Ciji se negativan uticaj ogleda u ograni¢avanju rasta i smanjenju
prinosa useva kukuruza, uslovljenih morfo-fizioloSkim, biohemijskim i molekularnim
promena na nivou celije 1 cele biljke, time direktno uti€uci na visinu i kvalitet prinosa
(Chaves i sar., 2002).

Stetan efekat ovih abiotickih faktora, uglavnom je proucavan odvojeno.
Medutim, u poljskim uslovima, oni se uglavnom javljaju u kombinaciji; istovremena
pojava vodnog deficita i visoke temperature dovodi do povecanja Stetnog efekta, i po
intenzitetu, znacajnog prevazilaZzenja njihovog pojedinacnog delovanja (cross-
synergism; Rizhyski i sar., 2004; Challinor i sar., 2005). Sli¢no tome, biljka moze biti u
stanju da prevazide izloZenost Stetnom uticaju pojedinac¢nog stresa, povecavajuci svoju
tolerantnost putem adaptacije (cross-adaptation; Savin i Nikolas, 1996; Challinor 1 sar.,
2007).

U pogledu rasta, razvoja, akumulacije biomase i prinosa, poboljSane
performanse useva u uslovima stresa se ogledaju u sposobnosti prevazilaZenja,
aklimatizacije 1 oporavka od Stetnog efekta abiotickih faktora vodnog deficita 1 visoke
temperature, integrisanim ukljuc¢ivanjem kompleksa fizioloskih i biohemijskih procesa
(Prasad i sar., 2004).

Zbog izrazite povezanosti vodnog statusa biljke i temperature, metabolicki
odgovor biljke na istovremeni uticaj vodnog deficita i visoke temperature, u poljskim
uslovima, je jedinstven i specifian, i ne moZe se dobiti direktnom ekstrapolacijom iz
odgovora biljke na pojedinacni uticaj stresa (Mittler, 2006).

Kada se uzme u obzir scenario buducih klimatskih promena, koji se ogleda u
sezonskim promenama temperature i ucestalim pojavama suse i drugih meteoroloskih
ekstrema, ovi aspekti dobijaju jo$ viSe na znaCaju (Prasad i sar., 2002). Ovome ide u
prilog i podatak, da je za poslednjih 12 godinana na teritoriji Republike Srbije, Sest bilo
susnih: 2000. kao izrazito susna i 2003. kada je suSa registrovana i u prolece i u leto; u
2007. je zabeleZen vodni deficit u kombinaciji sa ekstremno visokim temperaturama (i
do 45°C, ¢ime su prevazideni neki dotadas$nji maksimumi); a 2009. prole¢na susa

slabijeg intenziteta; 2011. suSa je bila aktuelna tokom celog vegetacionog perioda,
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naroCito u avgustu i septembru, a produZena je i na oktobar i novembar. U 2012. god,
koli¢ina padavina u periodu jun-avgust je bila znatno ispod proseka, tako da je najveci
deo zasejanih povrSina dobio svega 25% do 50% od prosecne koli¢ine padavina, Sto
predstavlja susu jakog intenziteta, koja je imala uticaja ne samo na poljoprivrednu
proizvodnju, ve¢ 1 na vodostaj reka, kao 1 na smanjenje koli¢ine podzemnih voda

(http://www.hidmet.gov.rs/).

Cilj savremenog oplemenjivanja kukuruza u umerenom klimatskom podrucju,
ogleda se u stvaranju hibrida stabilnog prinosa, kako u uslovima optimalne
snabdevenosti vodom, tako i u uslovima vodnog deficita. PoboljSanje tolerantnosti
kukuruza prema stresu suSe, kao sastavnog dela mnogih oplemenjivackih programa,
zahteva posedovanje odgovaraju¢e germplazme, odabir lokaliteta na kojima ¢e nivo
stresa suSe biti precizno kontrolisan, kao i prac¢enje osobina relevantnih za stres suse
(Beck i sar., 1996; Bénziger i sar., 2000).

Sredine u kojima se “upravlja” nivoom stresa (MSE - managed stress
environments) su lokaliteti koji se karakteriSu minimalnim ili potpunim odsustvom
padavina tokom vegetacionog perioda, primenom preciznog navodnjavanja u odredenoj
fazi razvica (Cime se omogucava ispitivanje germplazme u uslovima jakog stresa
izazvanog suSom, do uslova dobre snabdevenosti vodom), vrlo malim interakcijama sa
biotickim faktorima, kao 1 visokim potencijalom za prinos u uslovima navodnjavanja
(Bruce i sar., 2002; Barker, i sar., 2005). Kontrolisanjem najvaznijih faktora spoljasnje
sredine, sa ciljem ekspresije genetickih varijacija pri odredenom stresu, istovremeno se
vr$i 1 identifikacija geneticke povezanosti tolerantnosti prema susi i tzv. sekundarnih
osobina od znacaja za oplemenjivanje (Binziger i sar., 2000).

U cilju identifikacije i odabiranja genotipova sa pove¢anom tolerantno$¢u prema
susi, celokupni genofond banke gena Instituta za kukuruz ‘“Zemun Polje” (ukupno 5806
domacih i introdukovanih genotipova) podvrgnut je uslovima kontrolisane suse u
Egiptu, kao 1 uslovima umerenog vodnog deficita u Zemun Polju i Skoplju.

Jedna od preporucenih strategija u procesu selekcije genotipova na stresne
faktore je strategija koja polazi od toga da se superiorni genotipovi testiraju u posebnim,
suSnim sredinama, uz primenu odgovarajuceg selekcionog pritiska (Arboleda-Rivera i
Compton, 1974). Za testiranje svih genotipova iz banke gena, odabran je lokalitet

poljoprivredne stanice Sids (dolina reke Nil, 150km juzno od Kaira), za koji je
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karakteristicno odsustvo padavina u toku vegetacionog perioda, u kombinaciji sa
visokim temperaturama vazduha, ¢ime je omogucena potpuna kontrola vodnog reZima
navodnjavanjem.

Testiranje je bilo zasnovano na grupisanju genotipova po duZini vegetacionog
perioda (po grupama zrenja), na osnovu poznatih podataka o broju dana izmedu nicanja
1 svilanja za svaki genotip, koje je bilo neophodno, kako bi svi bili izloZeni stresu suSe u
pribliZzno istoj fazi vegetacionog perioda. Tako grupisan materijal (ekstra rani - 227, rani
- 1348, srednje stasni - 2684, srednje-kasni - 128 i kasni - 267 genotipova) se sejao u
odvojenim parcelama, a navodnjavanje je vrSeno do pojave prve metlice u svakoj grupi,
tj. do dve nedelje pred cvetanje najranijeg genotipa u okviru svake grupe.

Tri nedelje pre berbe, svi genotipovi su bili ocenjeni vizuelnim pracenjem
preporucenih sekundarnih osobina relevantnih za stres suSe (Bénziger i sar., 2000;
Monneveux i sar., 2008), koji su ukljucivali broj dana izmedu metli¢enja i svilanja (ASI
- anthesis silking interval), osobinu stay green-a (merenu na skali 1 - 5, gde je 5 bila
ocena za najbolji stay green, tj. 90-100% listova zelene boje; Wanous i sar., 1991), kao i
ukupan izgled genotipa (merenog na skali 1 - 8, gde je 8 bila ocena za najbolji ukupan
izgled genotipa, koji je obuhvatao broj biljaka, broj jalovih biljaka, broj klipova, broj
ko€anki bez zrna, ozrnjenost klipa i1 nalivenost zrna). Na osnovu rezultata ovog dela
eksperimenta, izdvojen je 571 genotip kukuruza, kao potencijalni izvor tolerantnosti na
susu, Sto je predstavljalo 9,8% ispitivane germplazme.

Odabrani genotipovi (571) su naredne godine testirani na tri lokacije: u uslovima
ekstremne suSe (isti lokalitet 1 vodni rezim u Egiptu), kao i u uslovima umerenog
klimata (Zemun Polje i Skoplje), u cilju kona¢nog odabira genotipova tolerantnih na
suSu i adaptiranih na lokalne uslove.

Ponovljena je ista eksperimentalna procedura iz prethodne godine, koja je
podrazumevala grupisanje genotipova po duZini vegetacionog perioda (po grupama
zrenja). Tako grupisan materijal (ekstra rani - 60, rani - 159, srednje stasni - 171,
srednje-kasni - 141 i kasni - 40 genotipova) se sejao u odvojenim parcelama i potom
uobicajeno negovao i navodnjavao do dve nedelje pred cvetanje, kada je navodnjavanje
prekinuto 1 nije primenjeno do kraja vegetacionog perioda.

Ocena genotipova je vrSena u berbi, a kao pokazatelji tolerantnosti, zapaZane su

sledec¢e sekundarne osobine relevantne za stres suse: ASI, osobina stay green-a, jalovost
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biljke, ozrnjenost klipa 1 nalivenost zrna. Pored ocene genotipova na osnovu vizuelnog
pracenja sekundarnih osobina relevantnih za stres suSe (na sva tri lokaliteta), u uslovima
umerenog vodnog deficita (Zemun Polje i Skoplje) je izvrSena i ocena genotipova na
osnovu merljivih parametara koje ¢ine komponente prinosa (teZina klipa, tezina oklaska
1tezina zrna).

Kao rezultat dvogodiSnjeg testiranja celokupne germplazme banke gena, na
osnovu prosecnih vrednosti zapazanih sekundarnih osobina u uslovima kontrolisanog
stresa suSe u Egiptu, kao i u uslovima umerenog vodnog deficita na lokalitetima Zemun
Polje 1 Skoplje, odabran je 51 genotip kao najtolerantniji na stres suSe, istovremeno
adaptiran na lokalne uslove - 20 domacih populacija, 14 introdukovanih populacijai 17
introdukovanih inbred linija kukuruza.

Adekvatna karakterizacija, kao 1 opseZna testiranja opSte 1 specificne
kombinacione sposobnosti, omogucavaju grupisanje genotipova u odgovarajuce
heteroticne grupe, koje predstavljaju odlucujucéi faktor za Siru upotrebu germplazme u
cilju dobijanja hibrida Sto boljih performansi, nastalih iz razli¢itih ukrStanja populacija
(Reif i sar., 2005; Tracy i Chandler, 2006).

Informacije o opStoj i specificnoj kombinacionoj sposobnosti germplazme
kukuruza omogucavaju identifikaciju prirode delovanja gena ukljuenih u ekspresiju
kvantitativnih osobina (kao Sto je tolerantnost prema stresu susSe, prinos i komponente
prinosa), evaluaciju genetiCke raznovrsnosti, odredivanje i klasifikaciju heteroti¢nog
modela (heterotic pattern), adekvatan izbor roditeljskih komponenti, procenu heterozisa
za prinos 1 komponente prinosa, u cilju stvaranja hibrida Sto boljih performansi (Barata i
Carena, 2006; Fan i sar., 2008; Bidhendi i sar., 2012).

Vec¢inu evropskih varijeteta gajenog kukuruza predstavljaju ukrStanja
germplazme evropskih tvrdunaca i germplazme zubana SAD-a, objedinjujuci u sebi
osobinu ranog porasta i sazrevanja (kao odlike genotipova iz grupe tvrdunaca), sa
visokom prinosno$¢u (kao odlike genotipova iz grupe zubana SAD-a). S obzirom da se
vecina komercijalnih inbred linija tvrdunaca dovodi u vezu sa elitnim evropskim inbred
linijama - EPI1, F2 i F7, bilo bi veoma korisno pronaci druge pogodne izvore inbred
linija tvrdunaca, ¢ime bi se proSirila geneti¢ka osnova evropskih hibrida (Soengas 1 sar.,

2003).
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VrSeni su brojni pokuSaji u vezi sa pronalaZzenjem novih kombinacija ukrStanja
evropskog 1 ameriCkog materijala. U ovim istraZivanjima je uoeno ispoljavanje
visokog heterozisa za prinos u ukrStanjima evropskih i SAD zubana (Misevic, 1990;
Ordas, 1991; Radovic i Jelovac, 1995; Sinobas i Monteagudo, 1996).

Kako je prinos kukuruza glavni kriterijum za uspostavljanje novih heteroti¢nih
modela 1 stvaranje 1 plasiranje konkurentnih hibrida na trziSte, kod mnogih autora se
navodi da je kod inbred linija kukuruza, kao komponenti hibrida, vaznija informacija o
specificnoj kombinacionoj sposobnosti, dok je kod linija kukuruza u procesu selekcije,
kao potencijalnih buduc¢ih komponenti hibrida, vaZnija informacija o opStoj
kombinacionoj sposobnosti (Zambezi i sar., 1994; Eyhérabide i Gonzéiles, 1997;
Castellanos 1 sar., 1998).

U ovom delu eksperimenta, testirana je pripadnost odabranog 51 genotipa
odredenim heteroticnim grupama, na osnovu ukrStanja sa tri razli¢ita elitna inbred
testera, poreklom iz 3 heterotiCne grupe - BSSS, Lancaster 1 nezavisne). Kriterijum za
odabir ukrStanja je bio prinos, koji se nije statisticki znacajno razlikovao od prinosa
koris¢enog standarda (hibrida ZP 341, kao najrodnijeg i najtolerantnijeg na susu) i
Zetveni indeks, zasnovan na prinosu i vlagi zrna u berbi, koji je bio preko 100% u
odnosu na standard (Andelkovi¢ i sar., 2010).

Relativne performanse ukrStanja sa grupom divergentnih testera mogu se
koristiti za procenu genetickih distanci. Hallauer i Miranda, (1988) navode da
heteroti¢ni modeli izmedu genotipova mogu biti zasnovani na bazi evaluacije ukrStanja.
Ako su interakcije genotipova sa testerima znacajne, genotipovi se mogu klasifikovati u
razlicite heterotine grupe na osnovu svog udela u ukrStanjima sa testerima.

Istovremeno sa testiranjem pripadnosti odgovaraju¢im heteroti¢nim grupama,
izvrSeno je i dvogodiSnje ispitivanje opSte kombinacione sposobnosti ukrStanja
genotipova kukuruza sa odabranim elitnim inbred testerima, na lokalitetima Zemun
Polje 1 Skoplje. Na osnovu dobijenih rezultata, finalno je odabran 41 genotip - 13
domacih populacija, 13 introdukovanih populacija i 15 introdukovanih inbred linija
kukuruza i time formirana core kolekcija kukuruza za tolerantnost prema susi.

Genotipovi se obicno dobro kombinuju u ukrStanjima sa linijama iz samo jedne
od suprotnih heteroti¢nih grupa (Melchinger, 1999). Medutim, u ovom delu istraZivanja,

od izuzetnog znacaja je bilo izdvajanje 6 genotipova kukuruza, koji su se dobro
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kombinovali sa sva tri koriS¢ena heteroticna izvora, €ine¢i tako potencijalno nov,
sasvim razli€it izvor poZeljne germplazme (Andelkovi¢ i sar., 2010).

Za potrebe savremene selekcije kukuruza i stvaranje useva koji ¢e pokazati bolju
produktivnost i stabilnost u uslovima susSe, od velikog znacaja je razumevanje i
integrisano razmatranje brojnih fizioloSkih i biohemijskih procesa koji se odvijaju na
svim nivoima organizacije, pogotovo na nivou cele biljke (Campos i sar., 2004).

Efekat suse, posmatran na nivou cele biljke kukuruza je visestruk, i ogleda se u
smanjenoj sposobnosti klijanja i nicanja semena, slabijem razvoju korena i nadzemnog
dela biljke, smanjenoj sposobnosti stvaranja i nakupljanja suve materije, kao 1
negativnom uticaju na formiranje cvetova, stvaranje polena, opraSivanje, formiranje,
brojnost i kvalitet zrna (Chaves i sar., 2003).

Fizicka razdvojenost cvetova, zahteva sinhronizaciju u pojavi i razvoju cvetova
kod kukuruza, u cilju uspeSnog opraSivanja i formiranja zrna. Kukuruz je posebno
osetljiv na vodni deficit nedelju dana pre i dve nedelje posle cvetanja (Vega i sar.,
2001), Sto moZe rezultirati kasnjenjem u formiranju i razvoju cvetova, ali i izostankom
stvaranja cvetova (Borras i sar., 2007). Usporena pojava svile rezultuje produzavanjem
intervala izmedu metlicenja i svilanja (duzi ASI - anthesys silking interval; Westgate i
sar., 2004; Monnevoux 1 sar., 2006), Sto u uslovima suse dovodi do jalovosti biljke ili
slabe ozrnjenosti klipa. Kod kukuruza se pokazalo, da je prinos zrna u uslovima suse u
fazi cvetanja, u statisti¢ki visoko znacajnoj korelaciji sa ASI-jem (r = -0,50 " ; Bolaiios i
Edmeades, 1996; Araus i sar., 2012).

U programima oplemenjivanja kukuruza na stabilan prinos u razliitim
ekoloskim 1 klimatskim uslovima, posebnu paZnju treba posvetiti zadrZavanju
odgovarajuce grupe zrenja, tj. duzini vegetacionog perioda, kao osobini visokog stepena
naslednosti. U optimalnim uslovima, ako se intenzitet stresa suSe poveca tokom
vremena, genotipovi kukuruza koji cvetaju ranije bivaju izloZeni stresu suSe slabijeg
intenziteta od onih koji kasnije cvetaju, a selekcija zasnovana samo na prinosu,
favorizovace genotipove koji su raniji u odnosu na prosek populacije. Zato se posebna
paznja mora posvetiti zadrzavanju konstantnog datuma cvetanja, ako je cilj selekcije
ostvarivanje tolerantnosti prema suSi, a ne njeno izbegavanje (Sto se deSava kod

genotipova ranih grupa zrenja; Edmeades i sar., 1995).
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Iako je prilikom uporednog ispitivanja razlicitih ciklusa rekurentne selekcije
(Co-C3) CIMMYT-ovih populacija kukuruza, koje u sebi sadrZe tolerantnost prema susi
(La Posta Sequia - tropski kasni material po duzini vegetacionog perioda i Pool 26
Sequia - srednje-kasni do kasni material po duzini vegetacionog perioda), doslo do
samnjenja ASI-a, kod obe populacije ASI je bio veci u suSnim uslovima (3,4, odnosno
2,8), nego u uslovima navodnjavanja (0,7, odnosno 0,9; Edmeades, 1994).

U ovom istrazivanju je, medutim, kod svih genotipova kukuruza broj dana
izmedu metlicenja i svilanja (ASI) bio najmanji u Egiptu (u uslovima izraZzenog vodnog
deficita), a najvec¢i u Skoplju (u uslovima umerenog vodnog deficita), i kretao se u
intervalu od 1,31 dana do 2,69 dana, Sto ukazuje na prisustvo tolerantnosti prema stresu
kod ovih genotipova kukuruza.

Deficit vlage u vreme cvetanja, izaziva najve¢e smanjenje prinosa kod kukuruza,
poklapajuci se sa pocCetkom mejoze i razvojem zrna (Westgate 1 Grant, 1989; Saini,
1997). Tokom mejoze, vodni deficit inhibira razvoj unutrasSnjeg zida polenovog zrna i
moze dovesti do njegove sterilnosti, kao posledice poremecaja u metabolizmu ugljenih
hidrata i smanjene rezervne koli¢ine skroba, prvenstveno izrazenom inhibicijom
aktivnosti enzima kisele invertaze koja katalizuje razlaganje saharoze do heksoza, kao
pocetnog neophodnog koraka u sintezi skroba (Zinselmeier i sar., 1999).

Kod kukuruza, porast svile u vreme cvetanja je pokazatelj brzine porasta i klipa i
cele biljke (Borras i sar., 2007). Nedostatak skroba, kao posledice vodnog deficita u
zemljistu, takode inhibitorno utice na razvoj svile i na rast polenove cevi, spre¢avajuci
je da dospe do jajne Celije, 1 time onemogucavajuci prodiranje polena do papilarnih
¢elija ziga tucka (Barnabas i sar., 2008).

Usled smanjene vitalnosti i sposobnosti klijanja polenovog zrna u uslovima
stresa suSe (Prasad i sar., 2008), navodi se da pojava vodnog deficita u vreme cvetanja,
dovodi do prose¢nog smanjenja broja zrna kod kukuruza, i to do 20% (Cakir, 2004). U
uslovima izrazite suSe koja indukuje pojavu jalovosti, ASI je u statistiCki visoko
znacajnoj korelaciji sa brojem klipova po biljci (r = -0,5 do -0,7), pa se njegovim
merenjem u fazi cvetanja, moZe predvideti znac¢ajan udeo variranja prinosa zrna,
poznatog tek za 2-3 meseca (Araus i sar., 2012).

Jalovost biljke je imala isti trend kao i izmereni ASI. Kod svih genotipova,

prosecna vrednost za jalovost biljke je bila najniza u Egiptu, a najvisa u Zemun Polju, i
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kretala se u intervalu od svega 4,41% kod introdukovanih populacija do 13,16% kod
domacih populacija kukuruza. Dobijeni rezultati su u potpunoj saglasnosti sa
rezultatima istrazivanja Camposa i sar. (2004), u kojima se navodi, da je poboljSana
tolerantnost na stres suSe u fazi cvetanja, pra¢ena znacajnim smanjenjem u broju dana
izmedu metli¢enja i svilanja (ASI), kao i redukcijom jalovosti.

Iako je potrebno da se, pre pocetka cvetanja, akukmulira izvesna koli¢ina
biomase klipa, u uslovima vodnog deficita u fazi svilanja, razvoj stabla, komusSine,
metlice i korena su u velikoj meri favorizovani u odnosu na akumulaciju biomase klipa.
To je prvenstveno posledica slabe sposobnosti klipa za koriS¢enjem ionako niskih
rezervi asimilata iz stabla usled smanjene fotosinteticke aktivnosti izazvane suSom
(Zinselmeier i sar., 1995; Edmeades i sar., 2000a). U uslovima vodnog deficita,
smanjeni protok asimilata do klipa ili intenzivni razvoj stabla i metlice, dovode do
znacajnog smanjenja ozrnjenosti klipa i neujednacene rasporedenosti zrna (scattered) po
klipu (sa oko 30-50 zrna po klipu; Edmeades i sar., 2000b).

Ispitivanjem povezanosti sekundarnih osobina sa prinosom u uslovima stresa
suSe u fazi cvetanja kod tropske germplazme kukuruza, uocen je statisticki visoko
znacajan koeficijent korelacije izmedu prinosa i broja zrna / klipu (i do r = 0,9), kao i
srednje do visoko znacajan koeficijent korelacije izmedu prinosa i broja zrna po klipu sa
ASI-jem (r = -0,4 do -0,7; Bolafios 1 Edmeades, 1996; Araus i sar., 2012).

Rezultati ove doktorske disertacije su u saglasnosti sa rezultatima navedenih
istrazivanja. Dok su vrednosti za ASI kod svih genotipova bile najmanje u Egiptu, a
najvece u Skoplju, ozrnjenost klipa je imala obrnuti trend i1 kretala se u intervalu od
78,67% kod introdukovanih inbred linija do 93,08% kod introdukovanih populacija
kukuruza.

Nalivanje zrna je definisano kao vremenski interval od formiranja zrna do
dostizanja pune fizioloske zrelosti (Brevedan i Egli, 2003.). DuZina trajanja nalivanja
zrna, kao zavr$ne faze reproduktivnog razvi¢a kukuruza, odreduje konac¢nu tezinu zrna,
kao klju¢nu komponentu prinosa. Prasad i sar. (2008), navode da pojava suSe nakon
cvetanja (tzv. terminalna suSa) ima malog uticaja na intenzitet, ali skracuje vreme
trajanja nalivanja zrna, dovodec¢i do stvaranja zrna male veliCine, a time 1 manjeg

prinosa. Smanjena lisna povrSina 1 fotosintetiCka aktivnost, usled prisustva vodnog
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deficita, dovode do smanjenja zaliha ugljenih hidtata i rezervi azota potrebnih za razvoj
zrna, Sto za posledicu ima dalje smanjenje velicine zrna.

U ranim fazama nalivanja zrna, aktivnost celija endosperma odreduje
maksimalnu koli¢inu skroba i proteina koje ¢e se akumulirati u svakom zrnu (Borras i
sar., 2003). Pojava suSe tokom faze nalivanja zrna, moZze da dovede do velikog
smanjenja prinosa smanjenjem akumulacije skroba (kao rezultat ograni¢ene koli¢ine
asimilata za potrebe razvoja zrna; Blum, 1998), ili putem direktnih efekata na procese
rasta zrna (Yang i sar., 2004).

Nalivanje zrna je usko povezano sa starenjem i koriS¢enjem akumuliranih
rezervnih materija iz stabla (Barnabas i sar., 2008). Kod kukuruza, kompleksi enzima
ucestvuju u sintezi skroba (Morell i sar., 2001), od kojih su najvazniji saharozna sintaza,
adenozin 5’-difosfat pirofosforilaza (AGPaza), rastvorljiva skrobna sintaza, kaoi A1 B
grupe skrobnih enzima (SBE A, SBE B). Ocuvana aktivnost ovih enzima rezultuje
povecanim potencijalom zrna za usvajanje 1 koriS¢enje sintetisanih rezervnih materija,
Sto na kraju dovodi do povecanja intenziteta nalivanja zrna u uslovima suse (Barnabas i
sar., 2008). Medutim, u zavisnosti od intenziteta suSe, dolazi do promene u enzimskoj
aktivnosti; kod izraZene dehidratacije, prestanak rasta zrna se pripisuje smanjenoj
aktivnosti AGPaze, dok je pod uticajem umerenog vodnog deficita, za smanjen rast zrna
odgovorna smanjena aktivnost rastvorljive skrobne sintaze (Ahmadi i Baker, 2001).

U ovom istrazivanju, prose¢na vrednost za nalivenost zrna se kretala u intervalu
od 81,00% kod introdukovanih inbred linija u Skoplju do 95,38% kod introdukovanih
populacija kukuruza u Egiptu, $to ukazuje na njihovu povecanu sposobnost usvajanja i
koriS¢enja asimilata iz vegetativnih delova biljke (stabla 1 komusSine), 1 u skladu je sa
rezultatima Barnabasa i sar., 2008.

Progresivno starenje lista se obi¢no povezuje sa karakteristicnom pojavom Zutila
tkiva lista, ukazuju¢i na gubitak hlorofila u pigment-proteinskom kompleksu
fotosintetickog aparata (Thomas i1 Howarth, 2000;. Borrell et al, 2001). Odrzanje
funkcionalnim zelenog nadzemnog dela, kao i sposobnost remobilizacije ugljenih
hidrata iz stabla i komuSune u uslovima terminalne suSe kod kukuruza, oznacava se kao
stay-green osobina (Tollenaar i Dainard, 1978; Crafts-Bander i sar., 1984; Gentinetta i

sar., 1986;. Rajcan i Tollenaar, 1999).
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Thomas 1 Howarth (2000), upucuju na Cetiri tipa stay-green-a. Kod A tipa,
starenje je inicirano kasnije nego Sto je uobiCajeno, ali se nastavlja normalnim
intenzitetom. Kod tipa B, starenje otpo¢inje u uobicajenom periodu, ali napreduje
veoma sporo. Tip C zadrzava zelenu povrSinu listova gotovo neograni¢eno, medutim,
tokom vremena, aktivnost fotosinteze opada, a hlorofil, iako prisutan, ne vrsi nikakvu
funkciju. D tip stay-green-a se postize veStackim odrZavanjem zelene boje listova (npr.
suSenjem ili zamrzavanjem).

Kod kukuruza, stay-green, kao kompleksna geneticka i fizioloSka osobina, (po
nacinu ispoljavanja 1 funkciji koju vrsi), se moZze svrstati u C tip. U uslovima stresa
suSe, genotipovi kukuruza koji imaju izraZeniju osobinu stay-green-a, odlikuju se
povecanom otpornoS¢u na poleganjie i truljenje stabla, viSim nivoom akumulacije
ugljenih hidrata u stablu tokom i posle nalivanja zrna, kao i boljom nalivenos$¢u zrna u
uslovima stresa suse (Lee i Tollenaar, 2007).

Genotipovi sa izrazenom osobinom stay-green-a izgleda da poseduju vecu
koli¢inu azota u listu tokom cvetanja i u stanju su da odrze zelenom povrSinu listova i
tokom faze nalivanja zrna (Borrell i Hamer, 2000). Visok sadrzaj azota u listu kukuruza
u fazi cvetanja znaci bolju efikasnost fotosinteze, i u visokoj je pozitivnoj korelaciji sa
prinosom (Xu i sar., 2000). Na nivou cele biljke, osobina stay-green-a se moZe
posmatrati kao rezultat odrZanja ravnoteZe izmedu sposobnosti usvajanja dostupnog
azota iz zemljiSta, njegovog efikasnog koriS¢enja (za koje su najodgovorniji glutamin
sintetaza i hormoni regulatori rasta), kao i sposobnosti njegove remobilizacije iz
vegetativnog tkiva biljke tokom faze nalivanja zrna (Hirel i sar., 2007; Gallais 1 Hirel,
2004; Blum, 2006). Rajcan i Tollenaar (1999a,b) navode da, tokom faze nalivanja zrna,
genotipovi kukuruza sa izraZenom osobinom stay-green-a usvajaju za oko 20% azota
viSe iz zemljiSta u odnosu na genotipove bez ovog svojstva, Sto znaci da poseduju vecu
dostupnu koli¢inu azota u tkivu za potrebe odrzavanja procesa fotosinteze, i time
direktno doprinoseci viSem prinosu.

Na osnovu brojnih istrazivanja, utvrdeno je da se prava osobina stay-green-a
ispoljava u uslovima izrazenog stresa suSe (Prasad i sar., 2008), Sto je u potpunoj
saglasnosti sa rezultatima dobijenim u ovom istraZivanju. Prose¢na vrednost stay green-
a (merenog na skali od 1 do 5; gde je 5 najbolji stay-green; tj. 90-100% listova zelene

boje) se kretala u intervalu 1,19 do 2,8. Svi ispitivani genotipovi kukuruza su pokazali
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isti trend ispoljavanja ove osobine: najizraZeniji je bio u Egiptu, gde je i stres suSe bio
najizraZeniji, dok je najslabije bio izraZzen u Zemun Polju.

Prinos zrna, kao rezultat brojnih procesa koji se odvijaju tokom zZivotnog ciklusa
biljke, predstavlja funkciju odnosa izmedu dostupne koli¢ine asimilata za potrebe zrna i
sposobnosti zrna za njihovim koriS¢enjem (Cairns i1 sar., 2012). Kod kukuruza je
utvrdeno, da je prinos zrna u uslovima suSe u fazi cvetanja, u statisticki visoko
znaajnoj korelaciji sa prinosom zrna / biljci (r = 0,90 ; Bolafios i Edmeades, 1996;
Araus i sar., 2012).

Osobine, kao Sto su broj zrna / biljci, broj klipova / biljci 1 ASI, predstavljaju
indikatore reproduktivnog uspeha, obi¢no objaSnjavaju¢i mnogo viSe variranje u prinosu
od osobina - indikatora vodnog statusa biljke i njenog efikasnog koris¢enja, u koje
spadaju stopa odrzavanja lisne povrSine, temperatura nadzemnog dela biljke,
koncentracija hlorofila u listu, uspravan poloZaj, uvijenost i starenje lista (Bolanos i sar.,
1996). Naime, povecano uceS¢e biomase u razvoju klipa u uslovina izrazitog stresa
suSe, viSe doprinosi poboljSanju tolerantnosti na stres od promene u vodnom statusu
biljke. ObjaSnjenje za izostanak direktne selekcije na osobine u vezi sa vodnim statusom
biljke, se odnosi na nedostatak uzrocne povezanosti ovih osobina i prinosa zrna, kao 1
niske heritabilnosti ili ograniene genetiCke varijabilnosti same osobine tolerantnosti
prema stresu suse (Blum, 1988).

Rezultati ovih istrazivanja pokazuju da je ostvareni prosecan prinos zrna / biljci
kod svih genotipova kukuruza, zbog manjeg vodnog deficita, bio ve¢i u Zemun Polju u
odnosu na Skoplje, a kretao se u intervalu od 60,31g / biljci kod introdukovanih inbred
linija u Skoplju do 105,28g / biljci kod introdukovanih populacija u Zemun Polju.

Najbolji nacin stabilizacije prinosa zrna pri razliitim vodnim reZimima, je
selekcija na smanjenje broja dana izmedu metli¢enja i svilanja u uslovima konrolisanog
stresa suSe u fazi cvetanja, a zatim obezbedivanje Sto boljeg nalivanja zrna
novoformiranog klipa. Po formiranju klipa, zadrZzavanje zelenog funkcionalnog dela
biljke, kao i kapaciteta za remobilizaciju ugljenih hidrata iz stabla i komuSine, moze
doprineti visokom prinosu kukuruza u uslovima stresa suSe (Rajcan i Tollenaar, 1999).

Osim srednje do visoko znacajnih koeficijenata korelacija izmedu prinosa i broja
zrna / klipu sa ASI-jem (r = -0,4 do -0,7), za ostale sekundarne osobine utvrdene su

slabe korelacione veze sa prinosom (izmedu stay green osobine i prinosa u uslovima
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suSe r = 0,3 do 0,5, kao i izmedu stay green osobine i tezine zrna / klipu r = 0,2 do 0,3;
Bolafios i Edmeades, 1996; Araus i sar., 2012). Jedno od objasnjenja je da broj dana
izmedu metlicenja i svilanja maskira mogué¢i doprinos ostalih sekundarnih osobina
povecanju prinosa zrna, ukazujuc¢i da ¢e njihov znacaj biti mali sve dok se ASI smanjuje

1 time doprinosi stabilizaciji prinosa u uslovima stresa (Bolafios i Edmeades, 1996).

U uslovima stresa suSe, poboljSana sposobnost korenovog sistema da usvaja
vodu iz dubljih slojeva zemljista, u cilju prevazilaZenja nedostatka potrebne koli¢ine
fotoasimilata, je neopodna za rast i razvice biljke (Xiong i sar., 2006). Identifikacija 1
razumevanje mehanizama tolerantnosti na suSu kod kukuruza je od primarnog znacaja
za biljne fiziologe, a odnosi se na razvijenost korenovog sistema, sposobnost
zadrzavanja otvorenosti stoma pri niskom vodnom potencijalu u listu, na visoku
sposobnost osmotskog prilagodavanja, kao i na osobine samih klijanaca (Rajendran i
sar., 2011). Iako negativno deluje na sve nivoe organizacije i razvoja biljke, Stetan
efekat vodnog deficita u zemljiStu je najuocljiviji u fazi klijanaca, zbog direktnog
uticaja na smanjenje duZine korena i nadzemnog dela (Rauf, 2008; Khayatnezhad i sar.,
2010).

Brojna istrazivanja su vrSena na raznim biljnim vrstama, i upucuju na znacaj
osmotske stabilnosti membranskog sistema u listu, kao i na povezanost duZine korena 1
odnosa korena i nadzemnog dela sa drugim osobinama koje ukazuju na povecanu
tolerantnost prema susi. Ranija istraZivanja u vezi sa ispitivanjem uticaja stresa vodnog
deficita na biljku, su se uglavnom bazirala na ispitivanjima u vezi sa dubinom i
razgranatoS$¢u korenovog sistema biljke u poljskim uslovima (Zuber, 1968). U ovakvim,
inaCe veoma zahtevnim ispitivanjima, dodatno otezanim usled delovanja drugih
abiotickih faktora, kao i spoljasnje sredine, dolazi do neizbeznog mehanickog osStec¢enja
korenovog sistema pri njegovom iskopavanju (Landi i sar., 2002).

Savremena istrazivanja se, medutim, zasnivaju na primeni nedestruktivnih
metoda ispitivanja uticaja vodnog deficita na biljku, njenim gajenjem u strogo
kontrolisanim laboratorijskim uslovima. S obzirom na utvrdenu cinjenicu da se
ispoljene osobine klijanaca pri njithovom testiranju u razli¢itim uslovima spoljasnje
sredine, odlikuju umerenim do visokim nivoom heritabilnosti, navode se brojne

prednosti sprovodenja metode screening-a genotipova u ranoj fazi razvica - fazi klijanca
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na uticaj vodnog deficita (Khayatnezhad sar., 2010), koje se odnose na minimalni
utroSak materijalnih sredstava, manju zahtevnost i vecu lako¢u u rukovanju,
omogucavanje ispitivanja germplazme velikog obima, i §to je najvaznije, omogucavanje
ranog utvrdivanja prisusva / odsustva tolerantnosti na primenjeni stres (Rauf, 2008).

Za simulaciju vodnog deficita u laboratorijskim uslovima, izazivanjem
osmotskog stresa, koriste se rastvori osmotikuma razliite koncentracije. Osmotikum
polietilen glikol (PEG, Mr > 6000), je nejonski polimer rastvorljiv u vodi koji ne
oStecuje Celijski zid biljke. Neizbezan efekat PEG-a se ogleda u povecanju viskoznosti
hranljivog rastvora, ¢ime se ograniava kretanje molekula kiseonika, zbog Cega je
potrebno obezbediti dobru aeraciju hranljivog rastvora produvavanjem kiseonikom
(Khodarahmpour, 2011). Dovode¢i do redukcije osmotskog potencijala, Stetan efekat
PEG-a na klijance se ogleda u spreCavanju usvajanja vode korenovim sistemom, $to
rezultuje smanjenom sposobnoS¢u izduZivanja primarnog korena, kao i redukcijom
metabolicke aktivnosti (Rajendran i sar., 2011).

Poznato je da je kukuruz osetljiv ak i na uticaj umerenog vodnog deficita
(Ribaut, 2012). U ovom delu istrazivanja, karakterizacija odabranih genotipova core
kolekcije za tolerantnost prema susi, je izvrSena ispitivanjem odgovora biljke kukuruza
u fazi klijanca (3 - 4 lista) na simulirani stres suSe umerenog intenziteta (osmotski
pritisak oko 0,1 MPa), izazvan primenom 4% PEG-a.

Ispitivanje fizioloSke i biohemijske osnove tolerantnosti na susu, imala je za cilj
da utvrdi, da 1i varijabilnost izmedu genotipova, ispoljena u uslovima stresa suSe u
polju, postoji i pod uticajem simuliranog osmotskog stresa u laboratorijskim uslovima.

Analiza 48 h uticaja osmotskog stresa primenjenog na 7 dana stare klijance
kukuruza, u fazi pre pocetka rasta sekundarnih korenova, je ukljucivala pracenje
parametara rasta korena i nadzemnog dela, sadrzaja prolina u korenu i listu, kao i
sadrZaja ukupnih proteina i aktivnosti rastvorljivih peroksidaza (POD; klasa III; EC
1.11.1.7) u korenu.

Redukcija celijskog turgora, nastalog usled dejstva vodnog deficita, posebno
nepovoljno deluje na fizioloski proces celijskog rasta, odredenog intenzitetom deobe
meristemskih ¢elija 1 stopom ekspanzije novih, mladih ¢elija (Steudle, 2000). Sinteza i
akumulacija jedinjenja koja doprinose sniZavanju osmotskog pritiska, kao 1 sposobnost

odrZanja volumena protoplasta i ¢elijskog turgora, predstavljaju mehanizam osmotskog
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prilagodavanja, adaptivnog odgovora biljke u prevazilaZenju osmotskog stresa nastalog
usled vodnog deficita (Ogava i Yamauchi, 2006). Osmotsko prilagodavanje je funkcija
povecanja stope uklanjanja osmotikuma iz zone rasta (u ovom eksperimentu je to PEG)
i / ili redukcije u povecanju zapremine c¢elija tkiva (adaptivni odgovor koji verovatno
viSe doprinosi odrZanju stope rasta biljke; Sharp i sar., 2004).

Kljuénu ulogu u prevazilazenju Stetnog uticaja vodnog deficita ima korenov
sistem. S obzirom na to da je koren deo biljke koji je prvi izlozen dejstvu stresa,
pretpostavlja se da osmotsko prilagodavanje u njemu zapocinje pre onog u listu,
omogucavajuci oporavak celijskog turgora vaznog za kontinuirani rast i apsorpciju vode
1 hranljivih materija (Serraj 1 Sinclair, 2002). Na taj nacin se odlaZe otpocinjanje uticaja
vodnog deficita u nadzemnom delu biljke, inace vrlo osetljivom ¢ak i na minimalno
smanjenje vodnog potencijala u tkivu (Hsiao i Xu, 2000). Iako su procesi rasta biljke i
intenzitet fotosinteze povezani i medusobno uslovljeni, uocen je veci negativan efekat
vodnog deficita na rast biljke. U vezi sa tim, povecanje odnosa koren - nadzemni deo
doprinosi olakSanoj apsorpciji vode neophodne za potrebe cele biljke, i predstavlja
adaptivni odgovor biljke u prevazilazenju stresa vodnog deficita (Nayyar i Gupta,
2006).

U ovom delu eksperimenta, efekat osmotskog stresa izazvanog PEG-om, na
morfo-fizioloSke parametre rasta kod klijanaca kukuruza, ispitivan je merenjem duZine,
sveze 1 suve mase korena i nadzemnog dela biljke.

Pod uticajem PEG-a, kod svih genotipova je doSlo do prose¢nog smanjenja
duzine korena (u intervalu od 11,4% do 28,2%) i nadzemnog dela (u intervalu od 12,0%
do 20,0%), kao i rasta bo¢nih korenova, dok se prosecan odnos korena 1 lista za duZinu
kretao u intervalu od 1,8 do 2,1. Ovakvo smanjenje duzZine korena i nadzemnog dela,
izazvano uticajem osmotikuma je u saglasnosti sa drugim istraZivanjima, i moze biti
rezultat smanjenja izduZivanja Celija, kao posledice smanjenja aktivnosti hormona rasta
usled nedostatka vode (utiCu¢i na smanjenje celijskog turgora, zapremine celija, 1 na
kraju sam rast ¢elija), kao i/ ili blokiranjem provodnih snopica ksilema i floema, ¢ime
se sprecava bilo kakva translokacija vode i hranljivih materija kroz biljku (Hsiao i Xu,
2000).

Uobicajeni negativan efekat vodnog deficita se ogleda u smanjenju stvaranja

sveze mase (Zhao i sar., 2006). Kamara i sar. (2003), navode, da pojava vodnog deficita
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u razliCitim fazama razvi¢a kukuruza, utice na smanjenje akumulacije ukupne biomase
za 37% u fazi svilanja, u fazi nalivanja zrna za 34%, dok u fazi pune fizioloSke zrelosti
zrna dovodi do redukcije biomase za 21%.

Pod uticajem PEG-a, kod svih genotipova je doSlo do prose¢nog smanjenja
sveze mase korena (u intervalu od 16,0% do 33,2%) i nadzemnog dela (u intervalu od
17,0% do 31,1%), dok je prosecan odnos korena i lista za sveZu masu bio isti u kontroli
i tretmanu (0,6). Dobijeni rezultati su potpuno saglasni rezultatima ispitivanja uticaja
PEG-a i povecane koncentracije soli na klijance dva genotipa kukuruza, u kojima se
navodi da se ovakvo smanjenje u sveZoj masi korena i nadzemnog dela moglo ocekivati,
s obzirom da je faza klijanca kod kukuruza najosetljivija faza na uticaj stresa vodnog
deficita (Farsiani i Ghobadi, 2009).

Efekat osmotskog stresa izazvanog primenom PEG-a je kod svih genotipova bio
izrazeniji u korenu, 1 imao je malog uticaja na sadrzaj suve mase korena i nadzemnog
dela kod genotipova domacih i introdukovanih populacija kukuruza, krecu¢i se u
intervalu od 0,5% do 4,3% povecanja u korenu, odnosno od 0,6% do 0,8% povecanja u
listu, dok je kod introdukovanih inbred linija bio mnogo izrazeniji, sa prosecnim
povecanjem suve mase korena od 22,2% i lista od 11,4%. Ovo relativno povecanje suve
mase, uglavnom je bilo uslovljeno ve¢im otpustanjem vode iz biljke (usled dehidratacije
tkiva, kao posledice dejstva osmotikuma), i moZe se smatrati pokazateljem stepena
osmotskog stresa (Kravic¢ i sar., 2013).

Kod svih genotipova, prosetan odnos korena i lista za suvu masu je bio
priblizno isti (0,7 kod domacih 1 introdukovanih populacija, kao 1 0,8 kod
introdukovanih inbred linija), Sto je u saglasnosti sa drugim istraZivanjima vrSenim na
kukuruzu, u kojima je taj odnos iznosio 0,5 (Mc Cully, 1995).

Akumulacija prolina u citosolu, doprinosi osmotskom prilagodavanju biljke u
uslovima vodnog deficita i izraZenog osmotskog pritiska. Prolin ucestvuje u regulaciji
mitohondrijalne aktivnosti i predstavlja okida¢ specificne genske ekspresije, koja moze
biti od izuzetne vaznosti za oporavak biljke od stresa (Szabados i Savouré, 2009).

Ahmed i Hasan (2011), navode da se pod uticajem vodnog deficita, akumulacija
prolina povecava nekoliko puta u odnosu na normalan nivo u odsustvu stresa, Sto ¢ini

80% ukupnog aminokiselinskog sastava.
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U ovom istrazivanju, efekat osmotskog stresa na sadrzaj prolina kod svih
genotipova kukuruza je bio mnogo izraZeniji u korenu, dovode¢i do prosecnog
povecanja njegove akumulacije u intervalu od 35,5% do 59,2%, dok se povecanje nivoa
sadrzaja prolina u listu kretalo u intervalu od 11,4% do 29,1%. Prosecan odnos korena i
lista za sadrzaj prolina je kod svih genotipova bio ve¢i u tretmanu, i1 kretao se u
intervalu od 1 do 1,7. Rezultati ovih istrazZivanja su saglasni sa ¢injenicom da je stepen
osmotskog stresa u direktnoj korelaciji sa nivoom akumuliranog prolina, da se sa
povecanjem intenziteta stresa, povecava i nivo sadrzaja prolina (Claussen, 2005), kao i
da koncentracija prolina moZe posluZziti kao dobar biohemijski pokazatelj nivoa stresa
(Sofo i sar., 2004).

Znacaj proteina se ogleda u njihovom ucestvovanju u svim ¢elijskim procesima,
kao i povezanosti sa promenama genske ekspresije neohodne za sposobnost biljke u
prevazilaZzenju Stetnog uticaja stresa (Bakalova 1 sar., 2008). Promene u nacinu
delovanja i remecenje metaboliCkih procesa u uslovima vodnog deficita (dehidratacija),
uti¢e na nivo ukupnih rastvorljivih proteina u biljci. Istrazivanja su pokazala da se uticaj
vodnog deficita moZe razlicito odraziti na nivo ukupnih rastvorljivih proteina.

U istrazivanjima Ashrafa i Irama (2005), vrSenim na korenu klijanaca graska,
utvrden je smanjeni nivo ukupnih rastvorljivih proteina u uslovima vodnog deficita, koji
je doveden u vezu sa njihovom hidrolizom i znacajnim povecanjem nivoa ukupnih
slobodnih aminokiselina i prolina. Medutim, u drugim istraZivanjima vrSenim na korenu
klijanaca dva genotipa kukuruza, pod uticajem osmotskog pritiska od 0,15MPa,
utvrdeno je povecanje nivoa ukupnih rastvorljivih proteina za 31%, odnosno za 26%,
Sto je dovedeno u vezu sa njthovom povecanom stopom sinteze, predstavljajuci
adaptivni odgovor biljke na primenjeni stres (Mohammadkhani i Heidari, 2008a).

Dobijeni rezultati u ovom istrazivanju, su u potpunoj saglasnosti sa rezultatima
prethodno navedenih istraZzivanja. Kod vecine genotipova domacih populacija,
primenjeni osmotski stres je izazvao smanjenje sadrzaja ukupnih rastvorljivih proteina,
krec¢u¢i se u intervalu od 0,66% do 25,31%, dok je samo kod tri genotipa kukuruza
doslo do povecanja sadrzaja proteina, u intervalu od 3,63% do 12,26%. Kod polovine
ispitivanih genotipova (i introdukovanih populacija i introdukovanih inbred linija),
primenjeni osmotski stres je izazvao kako smanjenje sadrzaja ukupnih rastvorljivih

proteina, (u intervalu od 6,2% do 23,3% kod introdukovanih populacija, odnosno u
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intervalu od 0,5% do 28,2% kod introdukovanih inbred linija), tako i povecanje sadrZzaja
ukupnih proteina (u intervalu od 1,0% do 15,6% kod introdukovanih populacija,
odnosno u intervalu od 3,3% do 67,7% kod introdukovanih inbred linija).

S obzirom na to da su promene sadrZaja prolina kod svih genotipova bile mnogo
izrazenije u korenu nego u listu, analiza peroksidazne aktivnosti je izvedena u korenu
klijjanaca, podvrgnutih uticaju PEG-om indukovanog osmotskog stresa. Ranije je
pokazano da peroksidaze (klase III, EC 1.11.1.7) iz tkiva korena kukuruza, koriste
vodonik peroksid za oksidaciju razli¢itih fenolnih jedinjenja (HadZi-Taskovi¢ Sukalovié
1 sar., 2005). Kako u procesima lignifikacije i umreZavanja polimera celijskog zida, za
supstrate koriste koniferil alkohol i ferulinsku kiselinu (Ralph, 2010), peroksidaze imaju
znacCajnu ulogu u procesima regulisanja rasta.

U ovom delu eksperimenta, ferulinska kiselina je koriS¢ena kao prirodni supstrat
za ispitivanje peroksidazne aktivnosti u uzorcima. Ferulinska kiselina je supstrat
peroksidaza apoplasta (Maksimovi¢ 1 sar., 2008), a verovatno i endomembranskih
peroksidaza, jer se oksidativno povezivanje feruoil boc¢nih lanaca (kao tipa umrezavanja
koji doprinosi o¢vrs¢avanju celijskog zida), odvija u Celijskom zidu (Sanchez i sar.,
1996) 1 unutar endomembranskog sistema pre izlu€ivanja polisaharida u unutraSnjost
celijskog zida, kako navodi Fry (2004).

U ovom istraZivanju, pod uticajem osmotskog stresa izazvanog dejstvom PEG-a,
doslo je kako do smanjenja (u intervalu od 0,1% do 22,1%, odnosno od 4,6% do
35,8%), tako i do povecanja (u intervalu od 0,9% do 39,75%, odnosno od 1,09% do
61,65%) aktivnosti POD na gram sveZze mase 1 specificne peroksidazne aktivnosti u
korenu klijanaca.

Rezultati koji ukazuju na smanjenje POD aktivnosti su u potpunoj saglasnosti sa
rezultatima vrSenim na korenu klijanaca kukuruza gajenih u slicnim uslovima (Vuleti¢ i
sar., 2010), na repi (stres izazvan PEG-om; Omidi, 2010), kao i na korenu klijanaca
kukuruza u uslovima povecane koncentracije soli (Rios-Gonzales 1 sar., 2002).

S druge strane, povec¢ana POD aktivnost u uslovima vodnog deficita, je utvrdena
u korenu mnogih biljnih vrsta (Fazeli i sar., 2007), kao i u uslovima povecane
koncentracije soli (Polesskaya i sar., 2004). Takode, ispitivanja specificne POD

aktivnosti, vr§ena na korenu pSenice, su pokazala pozitivhu korelaciju izmedu promene
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POD aktivnosti 1 povecane tolerantnosti na uticaj abiotickog stresa (Csiszdr i sar.,
2008).

Izoelektri¢nim fokusiranjem, uocen je niz POD izoformi u opsegu pl ~ 4 do 6,2.
Izoenzimski profili su otkrili izvesne genotipske razlike. Kod vecine genotipova, pod
uticajem osmotskog stresa izazvanog PEG-om, doslo je do povec¢anja intenziteta traka;
najizrazenija (pogotovo kod introdukovanih inbred linija kukuruza), je bila anjonska
izoforma na pl ~ 5,9. S obzirom na to da je pokazano da su anjonske peroksidaze
ukljucene u proces lignifikacije tokom formiranja korena (Gaspar i sar., 1985), moZe se
pretpostaviti da je kod biljaka u tretmanu doSlo do povecane stope stvaranja lignina.

Stepen povezanosti parametara rasta klijanaca kukuruza analiziran je preko
odnosa promene tretmana u odnosu na kontrolu. U korenu su utvrdene statistic¢ki
znaCajne 1 izrazito visoko znacajne pozitivne korelacije izmedu promene duZine i
promene sveZe mase, statisticki znacajne negativne korelacije izmedu promene duZine i
promene suve mase, kao i statisticki izrazito visoko znaajne negativne korelacije
izmedu promena sveze i suve mase. Isti, statistiCki izrazito visoko znacajni korelacioni
odnosi su utvrdeni i u nadzemnom delu.

Kako korenov sistem ima kljucnu ulogu u prevazilaZzenju Stetnog uticaja vodnog
deficita, njegova smanjena sposobnost usvajanja vode i hranljivih materija, Sto je
direktna posledica dejstva PEG-a, rezultirala je smanjenjem intenziteta deobe i
izduzivanja celija korena i nadzemnog dela, kao i smanjenom sintezom gradivnih
materija (Mohammadkhani i Heidari, 2008b).

U ovom istrazivanju, takode je utvrdena statisticki zanacajna povezanost
morfoloSkih (parametri rasta) i fizioloSko-biohemijskih parametara. I u korenu i u listu
su utvrdene statisticki znacajne i izrazito visoko znaCajne negativne korelacije izmedu
promene sadrzaja prolina i promene sveze mase, statistiCki znaCajne negativne
korelacije izmedu promene sadrZaja prolina i promene duzine korena, kao i statisti¢ki
izrazito visoko znacajne pozitivne korelacije izmedu promene sadrZaja prolina i
promene suve mase.

Iako rezultati ovih ispitivanja, dobijeni u ranoj fazi razvica biljke, ne ukazuju
direktno na ucesS€e prolina u tolerantnosti prema suSi, moZe se pretpostaviti da e
povecanje sadrZzaja prolina pozitivno stimulisati adaptivni mehanizam biljke za

prevazilazenje i oporavak od stresa vodnog deficita u kasnijim fazama razvica. Kako je

131



rast uglavnom proces koji zahteva utroSak energije, moZe se pretpostaviti da
akumulacija prolina u uslovima osmotskog stresa, doprinosi ustedi energije inhibirajuci
rast korena i predstavlja za biljku izvor energije i amino grupa po prestanku stresa (Shao
1 sar., 2007).

Zbog svoje uloge u ,,guSenju‘ Stetnih radikala (scavenging), u odrzavanju redoks
statusa 1 metabolizma fenola (Szabados 1 Savouré, 2010), ispitana je moguca korelacija
prolina sa peroksidaznom aktivhos¢u u uslovima osmotskog stresa. Samo kod
genotipova introdukovanih inbred linija kukuruza, utvrdena je statisticki znacajna
negativna korelacija izmedu promene sadrZaja prolina i specificne POD aktivnosti (r = -
0,610"). Ova korelacija, kao i znagajna pozitivna korelacija izmedu promene specifi¢ne
POD aktivnosti i promene sveZe mase (r = 0,572°), ukazuje, da genotipovi sa manje
izraZzenom redukcijom rasta u uslovima stresa, ispoljavaju povec¢anu POD aktivnost i
niZu stopu akumulacije prolina.

Rezultati koji se tiCcu odnosa prolina i POD aktivnosti, mogu se objasniti
vodonik peroksid indukovanom akumulacijom prolina (Yang i sar., 2009). Peroksidaze
klase III, lokalizovane u apoplastu, vakuolama i mitohondrijama (HadZzi-Taskovi¢
Sukalovié¢ i sar., 2007), su ukljuéene u regulaciju koncentracije vodonik peroksida.
Moglo bi se ocekivati da niZe aktivnosti rastvorljivih peroksidaza u uslovima stresa, za
posledicu mogu imati povecanje sadrzaja vodonik peroksida u citosolu, koje bi moglo
biti uklju¢eno u procese signalne transdukcije, dovode¢i do akumulacije prolina
aktiviranjem njegove biosinteze. Pored aktivacije biosinteze prolina, inhibicija
degradacije prolina, usled inhibitornog dejstva vodonik peroksida na enzim
dehidrogenazu prolina u mitohondrijama, ne mozZe biti iskljucena (Yang et al. 2009).

U cilju sveobuhvatnijeg uvida u odgovor biljke na razlicite uslove spoljasnje
sredine (prisustvo i odsustvo osmotikuma u hranljivom rastvoru), istovremenim
razmatranjem svih ispitivanth morfoloSkih 1 fizioloSko-biohemijskih parametara
(duZine, sveze 1 suve mase korena i nadzemnog dela, sadrzaja prolina u korenu 1 listu,
kao i sadrzaja ukupnih rastvorljivih proteina i peroksidazne aktivnosti u korenu),
utvrdeno je postojanje izrazene varijabilnost medu genotipovima. Ono $to je vazno
istaci, je da su se genotipovi na veoma sli¢an nacin grupisali i u kontroli i u tretmanu,

Sto potkrepljuje utvrdenu Cinjenicu da se ispoljene osobine klijanaca pri testiranju u
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razli¢itim uslovima spoljasSnje sredine, odlikuju umerenim do visokim nivoom
heritabilnosti (Bibi i Akram, 2012).

U nastojanju da se utvrdi povezanost odgovora kukuruza u ranoj fazi razvica u
kontrolisanim laboratorijskim uslovima, sa njegovim agronomskim performansama u
uslovima stresa suSe u polju, vrSena su brojna istraZivanja.

IstraZivanje bazirano na poredenju odnosa rasta 13 genotipova kukuruza u fazi
klijanca i prinosa zrna u polju, zasnivalo se na merenju indeksa tolerantnosti prema susi
DSlgy (drought susceptibility index), izraZenog preko promene prinosa u prisustvu /
odsustvu navodnjavanja, i indeksa tolerantnosti prema suSi DSIgw, izraZzenog preko
promene sveZe mase u prisustvu / odsustvu vodnog deficita. Utvrdena je statistiCki
znaCajna pozitivna korelacija (r = 0,614; p=0.05). Rangiranje datih genotipova prema
stepenu tolerantnosti, bazirano na DSIgy, bilo je u potpunoj saglasnosti sa rangiranjem
baziranim na DSIgw, Sto ukazuje da je svojstvo tolerantnosti na suSu ispoljeno u fazi
klijanaca jednako onom ispoljenom u reproduktivnoj fazi, tj. da je u potpunosti, ili bar
delimi¢no geneticki uslovljeno (Grzesiak i sar., 2012).

Rezultati istraZivanja su u potpunoj saglasnosti sa dobijenim rezultatima u
okviru ovog istrazivanja. Kod svih populacija kukuruza (i domacih i introdukovanih),
utvrdena je ista statistiCki znacajna pozitivna korelacija izmedu promene sveze mase
korena pod dejstvom PEG-a i prinosa zrna / biljci (r = 0,599", u Zemun Polju), dok je
kod introdukovanih populacija u Skoplju iznosila r = 0,573".

Kod introdukovanih inbred linija, poredenjem prinosa zrna / biljci u polju, u
uslovima stresa suSe (u Skoplju), sa promenom sadrZaja prolina u korenu klijanaca u
uslovima osmotskog stresa, utvrdena je znacajna pozitivna korelacija (r = 0,519°).
Takode je utvrdena i visoko znacajna negativna korelacija izmedu promene duZine
korena klijanaca i prinosa zrna / biljci (r = -0,658 ", u Zemun Polju).

Na osnovu ovakvih rezultata moglo bi se pretpostaviti da bi genotipovi sa slabije
razvijenim korenovim sistemom u fazi klijanca, kao posledice Stetnog dejstva
osmotikuma, mogli davati vec¢i prinos. To je u potpunoj saglasnosti sa rezultatima
ispitivanja odnosa ranog porasta korena klijanaca kukuruza i efekta suse na prinos, u
kojima je utvrdeno da je veci prinos u uslovima suSe u korelaciji sa redukovanom

biomasom korena (Bruce i sar., 2002).
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U cilju ocCuvanja 1 odrzivog koriS¢enja biljnih genetickih resursa, kao
komplementarne tradicionalnom pristupu, za odredivanje genetickog diverziteta
direktno na nivou DNK sekvence, primenjuju se tehnike molekularnih markera (Aguirre
1 sar., 2000; Gautier i sar., 2002). SSR markeri (PCR zasnovani molekularni markeri), u
Sirokoj su upotrebi, veoma su polimorfni, informativni, kodominantni (omogucavaju
detekciju heterozigota), brojni i ravnomerno rasporedeni po genomu (Chambers i
MacAvoy, 2000).

Procena genetickog diverziteta je kljucni korak u razumevanju odnosa izmedu i
unutar genotipova domacih populacija, introdukovanih populacija i inbred linija
kukuruza, njihove geneticke strukture, kao i za uspostavljanje prioriteta za njihovo
ocuvanje i koriS¢enje kao roditeljskih komponenti i izvora pozeljnih osobina, u procesu
stvaranja komercijalnih hibrida poboljSanih performansi u nepovoljnim uslovima
spoljaSnje sredine.

U ovom delu eksperimenta, za odredivanje geneticke varijabilnosti genotipova
kukuruza core kolekcije za tolerantnost prema su$i, uradena je molekularna
karakterizacija na grupnim uzorcima, primenom 18 SSR molekularnih markera (za
analizu domacih populacija i introdukovanih inbred linija), od kojih su, kod genotipova
introdukovanih populacija, 2 SSR markera bila neinformativna. Ukupan broj
polimorfnih traka kod introdukovanih inbred linija je bio 69, ¢ime je u proseku dobijeno
3,8 alela po prajmeru, Sto je u saglasnosti sa prethodnim istrazivanjima, u kojima se
navodi da je kod 40 americkih inbred linija kukuruza prosecan broj alela dobijenih sa 83
SSR markera iznosio 4,9 (Lu i Bernardo, 2001), dok je kod 94 elitne inbred linije
prosecan broj alela, dobijenih sa 70 SSR markera, iznosio 5,0 (Senior 1 sar., 1998). Pri
analizi introdukovanih populacija, dobijeno je 85 polimorfnih traka sa prose¢no 5,3
alela po prajmeru. Kod domacih populacija je dobijen najveci broj polimorfnih traka
(155), sa proseCno 8,6 alela po prajmeru i saglasno je prethodnom istraZivanju 21
lokalne populacije sa teritorija bivSe Jugoslavije, u kome je primenom 30 SSR markera
dobijeno prosecno 9,32 alela po prajmeru (Ignjatovi¢-Mici¢, 2008).

Izbor koeficijenta za utvrdivanje geneticke varijabilnosti, zavisi od osobina
samog markera koji se koristi, porekla germplazme, taksonomske operativne jedinice,
ciljeva istraZzivanja, kao i1 od zahteva primenjene multivarijacione analize (Reif 1 sar.,

2005b; Balestre i sar., 2008).
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Na osnovu prisustva / odsustva SSR fragmenata za ispitivane genotipove,
izraCunati su koeficijenti slicnosti po metodi Jaccard-a (1908). Analizom je utvrden
visok stepen genetickog diverziteta izmedu genotipova kukuruza unutar svake ispitivane
grupe (domace populacije, introdukovane populacije i introdukovane inbred linije).
Prosecna vrednost geneticke sli€nosti kod genotipova domacih populacija kukuruza je
iznosila 0,31, kod genotipova kukuruza iz grupe introdukovanih populacija je iznosila
0,54, dok je kod genotipova iz grupe introdukovanih inbred linija, prose¢na vrednost
geneticke sli¢nosti bila 0,37. U istrazivanjima Kumara i sar. (2012), analizom 91 inbred
linije kukuruza, primenom 40 SSR molekularnih markera (prosecna vrednost alela po
prajmeru je iznosila 3,1), koriS¢enjem koeficijenta sli¢nosti po Jaccard-u, prosecna
vrednost genetiCke slicnosti je iznosila 0,55.

Za sve tri grupe genotipova su izracunati ko-feneticki koeficijenti korelacije
izmedu matrica genetickih sli¢nosti po Jaccard-u, testirani Mantel-ovim testom (1967).
Najbolji stepen poklapanja sli€nosti genotipova sa njihovim grupisanjem u klastere je
utvrdeno kod grupe domacih populacija (r =0,84), kod inbred linija stepen poklapanja je
iznosio r =0,81, dok je za grupu introdukovanih populacija kukuruza, iako dobar, bio
najnizi (r =0,76).

Na osnovu matrica genetickih sli¢nosti po Jaccard-u, za sve tri grupe genotipova
je uradena klaster analiza UPGMA metodom grupisanja.

Sam izgled klastera genotipova domacih populacija, ukazuje na geneticki veoma
razli¢ite populacije kukuruza. MoZe se zakljuciti da se jasno izdvaja populacija K,
(BSSS osnove, na osnovu testiranja opSte kombimacione sposobnosti sa odabranim
inbred testerima), kojoj ni jedna od ispitivanih domacih populacija nije geneticki sli¢na,
kao i da se grupisSu genotipovi nezavisne (Ks, K¢, Kg, Kjo 1 Ky1) 1 Lancaster osnove (Kj,
Ks, Ki4, Ko i Kjp). Ovo je bilo u potpunoj saglasnosti sa podacima o njihovoj
kombinacionoj sposobnosti (Andelkovi¢ i sar., 2010).

Iako je grupisanje genotipova introdukovanih populacija bilo izraZenije nego
kod domacih populacija kukuruza, uoceno je postojanje geneticke varijabilnosti izmedu
genotipova. Izdvajanje genotipa P7, kao genetiCki najudaljenijeg od svih analiziranih
introdukovanih populacija (ve¢inom Lancaster 1 BSSS osnove), bilo je u saglasnosti sa

podacima o njegovoj dobroj kombinacionoj sposobnosti sa sva tri kori§¢ena heteroti¢na
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izvora (BSSS, Lancaster 1 nezavisni), ¢ineci tako nov, sasvim razliCit izvor poZeljne
germplazme.

Na osnovu klaster analize genotipova inbred linija, uoceno je uslovno (zbog
postojanja izraZzene genetiCke varijabilnosti genotipova), grupisanje genotipova
nezavisne i BSSS osnove (na osnovu njihove kombinacione sposobnosti), pri ¢emu se
izdvajaju genotipovi Ls 1 Lg, kao najudaljeniji genotipovima ove grupe i dobre
kombinacione sposobnosti sa sva 3 koriS¢ena heterotiCna izvora, predstavljajuci
izuzetno pozeljan izvor nove germplazme za potrebe savremenih programa
oplemenjivanja. S druge strane, uoceno je grupisanje genotipova Lancaster osnove, S$to
je u potpunosti saglasno podacima o njihovoj dobroj kombinacionoj sposobnosti sa
testerima BSSS 1 nezavisne osnove (Andelkovi¢ i sar., 2010).

Radi potpunijeg sagledavanja geneticke varijabilnosti genotipova kukuruza core
kolekcije za tolerantnost prema susi, dobijenih SSR molekularnim markerima, uradena
je korespondenciona analiza, koja rezultate komplementarne klaster analizi, daje u vidu
kontinuirane varijabilnosti. Korespodencijalna analiza je informativnija i preciznija od
klaster analize, pogotovo u slucajevima gde je znaCajno prisutna razmena genetickog
materijala izmedu geografski bliskih populacija (Cavalli-Sforoza, 1994).

Uz istovremeno uocavanje izuzetne geneticke varijabilnosti izmedu genotipova
domacih populacija, vidi se i jasno izdvajanje geneti¢ki najudaljenijih populacija K,
BSSS osnove 1 K¢, nezavisne osnove.

Korespodencijalnom analizom introdukovanih populacija kukuruza, potvrdeno
je grupisanje genotipova P3, P4, P7 1 Pg (Lancaster 1 nepoznate osnove), ali i pripajanje
genotipa Py; (takode Lancaster osnove), na osnovu negativnih vrednosti prve dimenzije,
koja obuhvata 29,1% geneticke varijabilnosti. Sa pozitivnim vrednostima prve
dimenzije uocavaju se dve grupe genotipova koji u sebi sadrze Lancaster osnovu, a to
su Py, P 1 P13 (prva grupa), kao i1 genotipovi druge grupe Ps, Pg, Pj, 1 izdvojeni genotip
nepoznatog porekla P, (na osnovu dobre kombinacione sposobnosti sa sva 3 heteroti¢na
izvora).

Korespondencijalnom analizom genotipova introdukovanih inbred linija,
potvrdeno je, ali i mnogo jasnije uoceno izdvajanje genotipova Lancaster osnove Ly, Ls
i Le. ZajedniCko za sve ostale introdukovane inbred linije kukuruza, iako se medu

sobom veoma razlikuju, je da sve imaju negativhu vrednost prve dimenzuje
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korespondencijalne analize, koja objasnjava 24,0% geneticke varijabilnosti. Takode je
uoceno bolje izdvajanje genotipa L;;, koji je, iako Lancaster osnove (na osnovu
kombinacione sposobnosti), po klaster analizi grupisan sa genotipovima nezavisne i
BSSS osnove, §to je u saglasnosti sa istrazivanjima vrSenim na klasifikaciji elitnih linija
kukuruza iz Severne Dakote, u kojima se navodi da jo§ uvek postoji znatna
nepodudarnost izmedu podataka dobijenih na osnovu analize molekularnim markerima,
sa podacima iz poljskih ogleda (Barata i Carena, 2006).

Kako heteroticne grupe predstavljaju odlucuju¢i faktor za Siru upotrebu
germplazme u cilju dobijanja hibrida $to boljih performansi, upotreba molekularnih
markera dodatno pomaze u njihovom definisanju, u sagledavanju odnosa izmedu
genotipova na nivou DNK sekvence, kao i svrstavanju genotipova u nove ili ve¢
postojece heteroti¢ne grupe, sa ciljem njihovog Sto efikasnijeg koriS¢enja u savremenim
programima oplemenjivanja kukuruza (Xia i sar., 2005).

Na osnovu ispoljenog odgovora, testiranjem u poljskim uslovima aridnog i
umerenog klimata, pracenjem sekundarnih osobina, pokazatelja tolerantnosti prema
stresu susSe, testiranjem u ranoj fazi razvica, pra¢enjem fizioloSko-biohemijske osnove
tolerantnosti na primenjeni osmotski stres, kao 1 na osnovu izrazite genetiCke
varijabilnosti utvrdene karakterizacijom SSR molekularnim markerima, odabrani
genotipovi kukuruza, koji u sebi sadrZze povecanu tolerantnost prema susi, bice kori§¢eni
kao polazna osnova za primenu metoda klasi¢ne selekcije, za proSirivanje geneticke
osnove elitnog materijala, popravku postojec¢ih i dobijanje novih inbred linija i hibrida
tolerantnih prema su$i, sa ciljem ostvarivanja veceg i stabilnijeg prinosa u takvim

uslovima.
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8. ZAKLJUCCI

Identifikovan je i odabran 41 genotip kukuruza, kao najtolerantniji na stres suse,
istovremeno adaptiran na lokalne uslove 1 dobre kombinacione sposobnosti - 13
domacih populacija, 13 introdukovanih populacija i 15 introdukovanih inbred
linija, ¢ime je formirana core kolekcija za tolerantnost prema susi.

Od izuzetnog znacaja je bilo izdvajanje 6 genotipova, koji su se dobro
kombinovali sa sva tri koriS¢ena heteroti¢na izvora, ¢ine¢i potencijalno nov i
sasvim razli¢it izvor poZeljne germplazme.

Kod svih genotipova, povecana tolerantnost na stres suSe u fazi cvetanja,
pracena je znaCajnim smanjenjem u broju dana izmedu metlienja i svilanja
(AS]), kao 1 redukcijom jalovosti biljke. ASI je bio najmanji u Egiptu, a najveci
u Skoplju, i kretao se u intervalu od 1,31 dana do 2,69 dana. Jalovost biljke je
imala isti trend kao izmereni ASI, sa najnizom prosecnom vrednoS¢u u Egiptu i
najviSom u Zemun Polju, krecu¢i se u intervalu od svega 4,41% do 13,16%.
Ozrnjenost klipa je imala obrnuti trend u odnosu na izmereni ASI, krecuci se u
intervalu od 78,67% u Skoplju do 93,08% u Egiptu.

Nalivenost zrna se kretala u intervalu od 81,0% u Skoplju do 95,38% u Egiptu,
ukazujuéi na povecanu sposobnost usvajanja 1 koriS¢enja asimilata iz
vegetativnih delova biljke.

Osobina stay green-a, sa istim trendom ispoljavanja kod svih genotipova,
najizraZzenija je bila u Egiptu (u uslovima izrazenog vodnog deficita), a
najslabije ispoljena u Zemun Polju (u uslovima umerenog vodnog deficita).
Ostvareni prose€an prinos zrna / biljci za sve genotipove je bio veci u Zemun
Polju u odnosu na Skoplje.

Ispitivana morfo-fizioloska i biohemijska osnova tolerantnosti na suSu u ranoj
fazi razvica kukuruza u uslovima simuliranog osmotskog stresa, potvrdila je
postojanje varijabilnosti izmedu genotipova, ispoljene u uslovima stresa suSe u
polju.

Pod uticajem osmotskog stresa, doSlo je do smanjenja rasta bo¢nih korenova,

duZine i1 sveZe mase, kao i manjeg povecanja relativne suve mase korena i
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nadzemnog dela, uglavnom uslovljenog ve¢im otpustanjem vode iz biljke, Sto se
moze smatrati pokazateljem stepena osmotskog stresa.

Povec¢ani odnos koren - nadzemni deo za sve posmatrane morfo-fizioloSke
parametre, ukazao je na postojanje adaptivnog odgovora biljke u prevazilaZenju
stresa vodnog deficita, doprinoseci lakSoj apsorpciji vode neophodne za potrebe
cele biljke.

Efekat osmotskog stresa na sadrZaj prolina je bio mnogo izraZeniji u korenu,
dovodec¢i do prosecnog povecanja njegove akumulacije i do 59.2 %, §to ukazuje
da je stepen osmotskog stresa bio u direktnoj korelaciji sa nivoom akumuliranog
prolina.

Primenjeni osmotski stres je izazvao promenu sadrzaja ukupnih rastvorljivih
proteina u odnosu na kontrolu, $to je dovedeno u vezu sa njihovom hidrolizom i
znaCajnim povecanjem nivoa prolina, odnosno sa njihovom pove¢anom stopom
sinteze, predstavljajuci adaptivni odgovor biljke na primenjeni osmotski stres.
Zbog znacajne uloge u procesima regulisanja rasta, pove¢ane POD aktivnosti u
uslovima osmotskog stresa, su ukazale na povecanu tolerantnost genotipova na
uticaj osmotskog stresa.

Povec¢anje intenziteta anjonskih POD izoformi u tretmanu, ukazalo je na
povecanu stopu stvaranja lignina tokom formiranja korena.

Utvrdeni statisticki zna¢ajan negativan (r = -0,610"), kao i zna¢ajan pozitivan (r
= 0,572") koeficijent korelacije izmedu specificne POD aktivnosti i promene
sadrzaja prolina, odnosno promene sveze mase u korenu, pokazali su, da su
genotipovi sa manje izrazenom redukcijom rasta u uslovima stresa, ispoljili
povecanu POD aktivnost 1 niZu akumulaciju prolina.

Statisticki visoko znacajni koeficijenti korelacije izmedu promene sadrzaja
prolina i promene duZine, sveZe i suve mase korena i lista, ukazali su da je
akumulacija prolina u uslovima osmotskog stresa, doprinela ustedi energije
inhibiraju¢i rast korena, predstavljajuci za biljku izvor energije i amino grupa po
prestanku dejstva stresa.

Utvrdeni znacCajan pozitivan koeficijent korelacije prinosa zrna / biljci u polju sa
promenom sadrZaja prolina u korenu klijanaca (r = 0,519, kao i visoko
znacajan negativan koeficijent korelacije sa promenom duZine korena klijanaca
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(r =-0,658") u uslovima osmotskog stresa, ukazuju, da bi genotipovi sa slabije
razvijenim korenovim sistemom u ranoj fazi razvi¢a, kao posledice Stetnog
dejstva osmotikuma, mogli davati visi prinos u uslovima stresa suse.

Veoma sli¢an nacin grupisanja prema odgovoru biljke na prisustvo / odsustvo
osmotikuma u hranljivom rastvoru, pokazuje da su ispoljene osobine klijanaca
kukuruza, testiranjem u razliCitim uslovima spoljasnje sredine, geneticki
determinisane.

Posmatrani morfoloski i fizioloSko-biohemijski parametri, kao pokazatelji
primenjenog stresa, mogu posluZiti kao dobri indikatori ranog utvrdivanja
prisustva / odsustva tolerantnosti kod kukuruza.

Utvrden je visok stepen genetickog diverziteta izmedu genotipova unutar svake
ispitivane grupe (domace populacije, introdukovane populacije i introdukovane
inbred linije kukuruza). Prose¢na vrednost geneticke slicnosti genotipova
domacih populacija je iznosila 0,31, genotipova introdukovanih populacija je
iznosila 0,54, dok je kod genotipova iz grupe introdukovanih inbred linija bila
0,37.

Najbolji stepen poklapanja genticke sli€nosti genotipova kukuruza sa njihovim
grupisanjem u klastere je utvrden kod grupe domacih populacija (r =0,84), kod
inbred linija stepen poklapanja je iznosio r =0,81, dok je za grupu
introdukovanih populacija, iako dobar, bio najnizi (r =0,76).

SSR molekularna karakterizacija potvrdila je grupisanje genotipova core
kolekcije kukuruza na tolerantnost prema susi u odgovarajuce heteroticne grupe,
na osnovu njihove kombinacione sposobnosti sa koriS¢enim inbred testerima.
Odabrani genotipovi kukuruza, koji u sebi sadrze povecanu tolerantnost prema
susi, bice koriS¢eni kao polazna osnova za primenu metoda klasi¢ne selekcije, za
prosirivanje geneticke osnove elitnog materijala, popravku postojec¢ih i dobijanje
novih inbred linija i hibrida tolerantnih prema susi, sa ciljem ostvarivanja veceg

1 stabilnijeg prinosa u takvim uslovima.
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‘AHajIi3a reHEeTHIKE BapHja0uIIHOCTH KYKYPY3a Ha TONEPAHTHOCT IIpeMa CyIiy’”

®  Pe3ylTar CONCTBEHOT HCTPAXUBAUKOL Paja,

* [la mpe/UIOXKeHa JOKTOPCKA HCepTaldja Y HeTHHH HH Y Ie7I0BUMa Huje Oua
npejioxKena 3a 100ujarmbe OUII0 KOje TUILIOME peMa CTYIH]CKEM NporpaMuMa
JPYTHX BUCOKOMIKOJICKMX YCTaHOBA,

¢ J1a CY pe3yNTaTi KOPEeKTHO HABEICHN H

e [ HKCAM KPIIKO/JIa ayTopcKa paBa i KOPUCTHO/ A HHTENEKTYAIHY CBOJUHY

IPYTHX JHIA.

IToTmmc xoxTopanaa

Y beorpany, 8.2.2013.




Hpusor 2.

I/I:;jaBa 0 HCTOBETHOCTH MITAMIIAHE H €JICKTPOHCKE

Bep3Hje AOKTOPCKe JucepTanuje

Wwme u npesume ayTopa Haranuja Kpapuh

Bpoj unnekca wu npujase fokTopcke auceprarmje 06/13

Crynujcku nporpam PatapcTBo u moBpTapcIBO

Hacnos mokropcke aucepranuje “AHanm3a reHeTHdKe BapHjaOMIHOCTH KYKYpy3a Ha

TOJEPAHTHOCT IIpeMa CyIun”

MenTop npod np Fopnana [llypran Momuposuti

IMotnucann/a Hatanuja Kpasuh

WzjaBmyjem jga je mTammaHa Bep3dja Moje JOKTOPCKE MIHMCEpTAalljeé HCTOBETHA
ENEKTPOHCKO] BEP3HjH KOjy caM mpeiao/nia 3a 00jaB/buBamke Ha noprany JururaiHor
peno3uTopujyma Yuusep3urera y Beorpany.

Jlo3BospaBam fa ce 06jaBe MOjH JIMYHH TIOJAlM BE3AHH 3a 0OHjarbe akaIeMCKOT 3Bamba
JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy NMe | TIpe3nMe, ToJMHA H MECTO poljerba | JaTyM of0paHe
paza.

OBi 1MYHE NOJAaM MOTY ce O00jaBUTH Ha MpPEXHHM CTpaHULAMa IWTMTATHE
GubnuoTexe, y ENEKTPOHCKOM KaTalory W y IyOlMkalujamMa YHHBEp3UTETa Y
Beorpany.

IToTnuc goxropanga

M‘« Naﬁ [(,/,‘4 6”%

Y beorpany, 8.2.2013.




Hpwuaor 3.

MUsjaBa o kopumhemy

Osnamhyjem YHusep3uteTcKy 6ubmuotexy ,,Cerozap Mapkosuh* na y Jurutansu
penosuToprjym YHuBep3uTeTa y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY AMCEPTaIlH]y O
HaCJIOBOM:

“Anai3a reHeTHYKe BapHjabWIHOCTH KYKYPY32 Ha TOJEPAHTHOCT IpeMa cymu”

KOja je Moje ayTOpcKo JeNo.

Jlucepranyjy ca CBUM IPUIO3UMA [IPEsao/lia caM y eIeKTPOHCKOM GopMaTy MOTOIHOM
32 TPajHO aPXUBHPAIHE.

Mojy HOKTOpCKY JUCepTAaIH]y OXpambery Y JIUrATaIHN PENO3UTOPH]yM Y HUBEp3UTETa
y Beorpay Mory na KOpHCTE CBU KOjH [OWITY]y Ofipende caipxane y onabpaHoM THITy
manenne Kpearusre 3ajenuurne (Creative Commons) 3a Kojy caM ce oTyyno/Ja.

1. AytopctBo

2. AyTOpcTBO - HEKOMEPIIHjATHO
@ AyTOpCTBO — HEKOMEPIHjATHO - O3 Hpepaze

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIH]AIHO - ETHTH MO/ UCTHM YCI0BUMA

5. AytopcTBo - 6e3 mpepane

6. AyTOpCTBO - IETUTH MO HCTUM YCIOBUMA
(Momnuimo J1a 320KpYXKHTE CaMO jeHy Off IECT MOHYHeHNX JUIEHITH, KpaTaK OMHC

JIUIEHIIH JaT je Ha Kpajy).

IoTnme xokTOpania

Afmrw%f bpa 6o,

V beorpany, 8.2.2013.




1. AytoperBo - [lo3Bo/baBaTe YMHOKABAHE, TUCTPUOVIH]Y H jABHO CAOIINTABAE
Jlena, | 1Ipepaje, ako ce HaBee MMe ayTopa Ha HauuH onpelier on cTpane ayropa win
JaBaola JHIEHLE, Yak U Y KoMepimjarnHe cBpxe. OBo je HajcT1000HHjA 01 CBHX
JMLEHI,

2. AyropeTBo — HekoMepuHjanso. [l03BosbaBate YMHOKABAKE, THCTPHOYIIH]Y 1 JaBHO
CAOIINTABABE 7ENA, W Ipepaje, ako ce HaBeje MMe ayropa Ha HaumH oapeljen of
CTpaHe ayTopa WIH japaona ymuenne. OBa NHICHIA He 03B0BABA KOMCPITHjATHY
ynotpely Aena.

3. AyroperBo - mexomepumjamHo — Oe3 mpepane. Jlo3Bo/bapate YMHOMKABAME,
AMCTPAOYLM)Y M JABHO CAoNINTaBambe Jena, Oe3 TpoMeHa, TpeodiMKoBama HIH
ynotpede jie;1a y CBOM Jelly. ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH oapelieH o ctpane
ayTopa WM AaBaona nmuuenre. OBa ;MIEHIA HE 03BOBABA KOMCPLH]alHY YIOTpeOy
AeTa. Y 0flHOCY HA CBe OCTATE MHIEHTIE, OBOM JHIICHIIOM ¢ orpannyara Hajsehu obmM
npasa Kopuihera fema.

4. AyTopcTBO - HEKOMEDUMJATHO — JETUTH TOJX MCTHM yeioBuMa. Jlo3BosbaBate
YMHOXKaBamwe, MCTPUOYIM)Y H jaBHO CAOMIITABAmE Jeia, H Ipepaje, ako ce HaBele
HME ayTopa Ha HAuMH ofpelleH O CTpame ayTopa WM JaBaola JHIEHIE H ako ce
npepaga IUCTpHOYMpa [0 MCTOM WM CIMYHOM JMueHuoM. OBa JHUCHIA He
J103B0/bABA KOMEpIHjaIHy YIOTpedy Nena u Tpepaja.

5. AytoperBo — 6e3 mpepane. J[03BoIbaBaTe YMHOKABaFe, TUCTPUOVIH)Y H jaBHO
caonuraBamwe Aena, 0e3 mpoMera, npeodMKoBama Wik ynotpede Aena y CBOM Jieny,
aKo ce HaBeZe MMe ayTopa Ha HaTHH ofipel)eH 07T CTpaHe ayTopa HiM JIaBaolla JTHIIEHIIC.
Oga J1ieHIa 103B0JbaBA KOMEPIHjaTHY yIoTpedy fena.

6, AyropcrBo - JeMMTH [OA MCTHM ycrouMa. Jlo3BosbaBaTe yMHOMKaBarse,
JHUCTPHOYLIH]Y H JABHO CAOIIITABAME Jea, M IPEPALE, aKO C¢ HABCIC WME ayTopa Ha
HauMH ofpehern o7 cTpaHe ayTopa WM aBAOTiA NHMICHNE W aKo Ce Mpepajia
AMCTPHOYMpa TOJ HMCTOM WM CITMYHOM HieHuoM. OBa JMIEHIA J03BOJBaBa
xoMepunjany ymotpe6y neia u npepafa. Ciuuna je cODTBEPCKHM JTHIEHIIAMA,
OJIHOCHO THIIEHI[aMa OTBOPEHOT KOJIA.



