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VARIJABILNOST GENOTIPOVA CRVENE DETELINE NA OSNOVU
AGRONOMSKIH OSOBINA, MORFOLOSKIH I MIKROSATELITSKIH
MARKERA

Irena Radinovi¢, dipl. biolog

REZIME

Crvena detelina (Trifolium pratense L.) je izrazito stranooplodna biljna vrsta koja
se odlikuje gametofitskim sistemom inkompatibilnosti, a populacije su heterogene i
sastoje se od heterozigotnih genotipova. Da bi biljni geneti¢ki resursi mogli biti
koriS¢eni u programima oplemenjivanja, neophodno je izvrsiti prethodnu karakterizaciju
I evaluaciju uzoraka, koji se nalaze u kolekcijama germplazme. Precizan i sveobuhvatan
opis germplazme crvene deteline je jedan od osnovnih preduslova u ostvarivanju
uspesnog oplemenjivanja.

Cilj ove doktorske disertacije je obuhvatao evaluaciju fenotipske varijabilnosti 46
genotipova crvene deteline koji su deo kolekcije Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u
Novom Sadu, a na osnovu agronomski znacajnih osobina i morfoloSkih markera po
UPOV-u. Primenom odabranog seta od 15 mikrosatelitskih markera izvrSena je
molekularna karakterizacija 46 genotipova crvene deteline, kako bi se ustanovila
geneticka varijabilnost materijala 1 njegov znacaj za oplemenjivanje na odredene
agronomski vazne osobine. Osim toga, kod ispitivanih genotipova crvene deteline su
odredeni i znacajni parametri kvaliteta: sadrzaj sirovih proteina, vlakna nerastvorljiva u
kiselom deterdZzentu (ADF-acid detergent fiber) i vlakna nerastvorljiva u neutralnom
deterdzentu (NDF- neutral detergent fiber).

Na osnovu analize cetiri morfoloske osobine (forma rasta, maljavost stabljike,
boja lista i intenzitet obojenosti pege na listu) i jedne fenoloSke osobine (vreme
cvetanja), utvrden je visok nivo diverziteta ispitivanih genotipova crvene deteline, a
vreme cvetanja je odredeno kao deskriptor najvece diskriminacione moéi. Postignut je
odredeni stepen saglasnosti u grupisanju genotipova primenom analize homogenosti u

odnosu na klaster analizu. Pri utvrdivanju morfoloske slicnosti i odredivanju osobina



koje najvise doprinose diskriminaciji genotipova crvene deteline metod analize
homogenosti se pokazao kao bolji u odnosu na klaster metod.

Matrice distance morfoloskih osobina parova genotipova odredene su na osnovu
“simple matching” koeficijenta sli¢nosti, matrice distanci agronomskih osobina parova
genotipova, kao i matrice distanci agronomskih i hemijskih osobina predstavljene su
Euklidskim odstojanjima, dok matrice distanci genotipova na osnovu SSR markera,
predstavljaju geneticke distance po Dice-u. Prose¢na geneticka distanca genotipova
crvene deteline dobijena na osnovu analize agronomskih osobina (0,380), bila je manja
u odnosu na geneticke distance izraCunate na osnovu morfoloskih (0,587) i
mikrosatelitskih markera (0,623).

Klaster analizom i analizom glavnih komponenti agronomskih osobina crvene
deteline utvrdene su osnovne sli¢nosti i1 razlike ova dva modela grupisanja genotipova.
Na PCA (Principal Component Analysis) biplotu 46 genotipova crvene deteline, na
osnovu osam agronomskih osobina prve godine istrazivanja (broj internodija, broj
grana, duzina stabljike, debljina stabljike, duzina centralne liske, Sirina centralne liske,
prinos zelene mase, prinos suve materije), izdvojilo se sedam grupa genotipova, dok su
se na osnovu istih agronomskih osobina, primenom klaster analize, genotipovi grupisali
u dva klastera. Analiza glavnih komponenti na osnovu cetiri agronomske i tri hemijske
osobine druge godine istrazivanja (broj internodija, duzina stabljike, prinos zelene mase,
prinos suve materije, sadrzaj vlakana nerastvorljivih u kiselom deterdzentu (ADF) i
sadrzaj vlakana nerastvorljivih u neutralnom deterdzentu (NDF)), razdvojila je 46
genotipova crvene deteline u Sest grupa, dok su se na osnovu istih osobina, klaster
analizom genotipovi grupisali u Cetiri klastera.

Na osnovu molekularne analize proucavanih genotipova utvrden je visok
polimorfizam SSR lokusa. Prosecan broj SSR alela po lokusu u ovim istrazivanjima
(13) bio je pokazatelj znaCajnog diverziteta ispitivanih genotipova crvene deteline.
Frekvencije alela SSR lokusa bile su u opsegu od 0,062 (RCS0078) do 0,391
(RCS1667). Prose¢na PIC (Polymorphism Information Content) vrednost iznosila je
0,306. Najveca PIC vrednost (0,48) bila je prisutna kod markera RCS1667, a najniza
(0,12) kod markera RCS0078.

Grupisanje genotipova na osnovu SSR markera nije bilo u saglasnosti sa

njihovim geografskim poreklom. Analiza molekularne varijanse (AMOVA-Analysis of



molecular variance) 46 genotipova crvene deteline na osnovu statusa (sorta ili
populacija) i ploidnosti je bila znacajna (p < 0,05), ali je i ukazivala na slabu geneticku
diferencijaciju grupa formiranih na osnovu statusa i ploidnosti (@st= 0,01236).

Statisticki znaCajna pozitivna korelacija je utvrdena izmedu matrice distanci
morfoloskih osobina (i jedne fenoloske) i matrice distanci agronomskih osobina, kao i
izmedu matrice distanci morfoloskih u odnosu na matricu distanci agronomskih i
hemijskih osobina. Utvrdeno je i odsustvo korelacija matrice distanci na osnovu SSR
markera u odnosu na sve druge matrice udaljenosti, ukazujuc¢i na to da su odabrani SSR
markeri slabo reflektovali odnose izmedu genotipova utvrdene na osnovu fenotipskih
osobina.

Znacajnija 1 pouzdanija molekularna karakterizacija kojom bi se mogla posti¢i
veCa saglasnost sa variranjem na genetickom 1 fenotipskom nivou bi zahtevala
koriS¢enje veceg broja markera koji bi bili integralni delovi gena, ili vezani za gene od
interesa, i koji bi se mogli dovesti u vezu sa agronomski znacajnim kvalitativnim i

kvantitativnim osobinama.

Kljuéne reci: crvena detelina, varijabilnost, agronomske osobine, morfoloski markeri,
SSR markeri, sadrzaj sirovih proteina, sadrzaj vlakana nerastvorljivih u kiselom

deterdzentu (ADF) i sadrzaj vlakana nerastvorljivih u neutralnom deterdzentu (NDF).
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VARIABILITY OF RED CLOVER GENOTYPES ON THE BASIS OF
AGRONOMIC TRAITS, MORPHOLOGICAL AND MICROSATELLITE
MARKERS

Irena Radinovic¢, BSc

ABSTRACT

Red clover (Trifolium pratense L.) is cross-pollinated plant species which is
characterized by gametophytic self-incompatibility, and its populations are
heterogeneous with heterozygous genotypes. The prior characterization and evaluation
of samples that are in the collections of germplasm are important for using plant genetic
resources in breeding programs. A thorough and comprehensive description of red
clover germplasm is one of the main prerequisites for achieving a successful breeding.

The aim of this doctoral thesis was to evaluate the phenotype variability of 46
genotypes of red clover as part of the collection of the Institute of Field and Vegetable
Crops in Novi Sad, on the basis of agronomically important traits and morphological
markers by UPOV. Molecular characterization of 46 genotypes of red clover was
performed by applying the set of 15 microsatellite markers in order to establish the
genetic variability of selected materials and its importance in breeding for certain
agronomically important traits. In addition, in the tested material were determined
certain important quality parameters: crude protein (CP) content, acid detergent fiber
(ADF) and neutral detergent fiber (NDF).

Through the analysis of four morphological traits (growth habit, density of hairs,
leaf color and intensity of white marks) and one phenological trait) it was determined a
high level of diversity of red clover genotypes and time of flowering is defined as the
descriptor of the greatest discriminatory power. There was some degree of consensus in
grouping genotypes using the analysis of homogeneity in relation to cluster analysis. In
determining the morphological similarities and determining the qualities that contribute
most to the discrimination of genotypes of red clover, homogeneity analysis has proven

to be better compared to the cluster method.



Distance matrix of morphological traits for pairs of genotypes were determined
on the basis of simple matching coefficient, distance matrix of agronomic traits for pairs
of genotypes, as well as distance matrix of agronomic and chemical properties are
presented as Euclidean distances, while the distance matrix of genotypes based on SSR
markers was determined on the basis of Dice coefficient. The average genetic distance
of genotypes of red clover obtained based on analysis of agronomic traits (0,380), had a
lower value, than the genetic distances calculated on the basis of morphological (0,587)
and molecular traits (0,623).

Cluster analysis and principal component analysis of red clover agronomic
characteristics found basic similarities and differences between these two models of
grouping genotypes. PCA biplot of 46 genotypes of the red clover, based on eight
agronomic traits of the first year of research (number of internodes, number of branches,
stem length, stem diameter, medium lamina length, medium lamina diameter, yield of
green mass, yield of dry matter), allocated genotypes into seven groups, while based on
the same agronomic characteristics, cluster analysis grouped genotypes into two
clusters. Principal components analysis of four agronomic and three chemical traits of
the second year of research (number of internodes, stem length, yield of green mass,
yield of dry matter, ADF, NDF) separated 46 genotypes of red clover in six groups,
while based on the same characteristics, cluster analysis grouped genotypes in four
clusters.

Based on molecular analysis of the studied genotypes, a high polymorphism of
SSR loci was revealed. The average number of alleles per SSR locus in this study (13)
was an indicator of the significant diversity of the red clover genotypes. Allele
frequencies of the SSR loci were in the range of 0.062 (RCS0078) to 0.391 (RCS1667).
The average PIC value (Polymorphism Information Content) was 0.306. The highest
PIC value (0.48) was present in RCS1667 marker, and the lowest (0.12) in RCS0078
marker.

Grouping of genotypes by the use of SSR markers was not in accordance with
their geographical origin. Analysis of molecular variance (AMOVA) of 46 red clover
genotypes by the status (cultivar or population) and ploidy level was significant (p <
0,05), but it also suggested a weak genetic differentiation of groups formed on the basis
of status and ploidy level (®st=0,01236).



A statistically significant positive correlation was found between the distance
matrix of morphological traits and agronomic traits distance matrix, as well as between
morphological distance matrix relative to the distance matrix of the agronomic and
chemical properties, respectively. It has been found the absence of a correlation of
distance matrix based on SSR markers in relation to all the other distance matrices,
indicating that selected SSR markers poorly reflected relationships between genotypes
determined on the basis of phenotypic traits.

Significant and reliable molecular characterization which could achieve more
agreement in genetic and phenotypic variation would require the use of a larger number
of markers that would be integral parts of the genes, or closely linked to the genes of
interest, and which could be correlated with agronomically important qualitative and

quantitative characteristics.

Key words: red clover, variability, agronomic traits, morphological markers, SSR
markers, crude protein (CP) content, acid detergent fiber (ADF), neutral detergent fiber
(NDF)

Scientific field: BIOTECHNICAL SCIENCES
Specific scientific field: GENETICS
UDK: 633.32:631.524(043.3)
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1. UVOD

Crvena detelina (Trifolium pratense L.) je vazna krmna leguminoza umerenih
regiona, koja se gaji kao ¢ist usev ili u travno-leguminoznim smesama. Adaptirana je na
Sirok opseg razli¢itih tipova zemljista, razli¢itih pH vrednosti, i uslova sredine, bilo kao
prirodne populacije ili selekcionisane u vidu gajenih useva (Bowley i sar., 1984; Taylor
I Quesenberry, 1996). Gajenje crvene deteline ima pozitivan uticaj na zemljiste, ostavlja
zemljiSte cisto od korova, u rastresitom stanju, obogacuje ga azotom i ostalim
hranljivim elementima nakon razoravanja detelinista (Taylor i Quesenberry, 1996). U
asocijaciji sa Rhizobium bakterijama, crvena detelina ima sposobnost da fiksira od 125
do 220 kg/ha azota godisnje (LaRue i Paterson, 1981). Osobina fiksacije azota uz visok
prinos, dobar kvalitet i pogodnost za konzervaciju, ¢ine crvenu detelinu atraktivnim
usevom za krmnu proizvodnju (Frame, 1990). Razmatrajuc¢i proizvodnju i plasman
semena Sirom sveta, kao i broj sorti koji je na raspolaganju, medu krmnim
leguminozama, crvena detelina je na drugom mestu posle lucerke, koja drzi primat, ali
je i dalje viSe zastupljena nego bela detelina (Boller i sar., 2010).

Crvena detelina, je u odnosu na lucerku, biljna vrsta koja zahteva vlaznija
podrugja, te se nastavlja na gajenje lucerke u humidnijem regionu na manje povoljnim
zemljistima (Vuckovi¢, 1999). U odnosu na lucerku crvena detelina ima kraci
vegetativni ciklus, ali predstavlja dobru zamenu za nju, naroc¢ito u uslovima, gde je
prisutna veca vlaznost i kiselost zemljista. Za sto¢nu hranu, crvena detelina se moze
koristiti kao zelena krma, putem ispase (sama ili u sme$i sa travama), zatim
konzervisana kao seno, silaza i dehidrirano brasno. Crvena detelina se karakteriSe
visokim prinosima krme (10-12 t/ha) odli¢nog kvaliteta (Vuckovi¢, 1999). Znacajno
svojstvo crvene deteline je oko 90% nizi nivo degradacije proteina u silazi u odnosu na
lucerku (Papadopoulos i McKersie, 1983), usled prisustva enzima polifenol oksidaze,
koji inhibira proteaznu aktivnost u silazi (Jones i sar., 1995), i ova vazna osobina bi
trebalo da se koristi za razvoj sorti crvene deteline sa povecanim nivoima polifenol
oksidazne aktivnosti (Fothergill i Rees, 2005; Eickler i sar., 2008). Prema statistickim
podacima (Statisticki godiSnjak Srbije, 2015), crvena detelina je u 2014. godini u Srbiji
gajena na 116.059 ha sa ostvarenim prose¢nim prinosom suve materije od 3,3 t/ha.

Dosadasnji pravci u oplemenjivanju krmnih leguminoza na bolji kvalitet su

prevashodno bili usmereni na povecanje sadrzaja proteina. Drugi vaZzan parametar
1



kvaliteta krmnih leguminoza, narocito sa aspekta ishrane prezivara je in vitro svarljivost
suve materije. Posebno mesto u ovom domenu kvaliteta krme, sa aspekta ishrane
prezivara zauzima odnos strukturnih i nestrukturnih ugljenih hidrata. U strukturne
spadaju vlakna nerastvorljiva u neutralnom deterdzentu (NDF-neutral detergent fiber) i
vlakna nerastvorljiva u kiselom deterdzentu (ADF-acid detergent fiber), dok
nestrukturne pretezno ¢ini skrob (Vasiljevi¢ i sar., 2009).

Crvena detelina je stranooplodna wvrsta sa gametofitskim sistemom
inkompatibilnosti (Taylor i Quesenberry, 1996). Prema tome populacije crvene deteline
su heterogene i sastoje se od heterozigotnih genotipova. Usled toga su visoki nivoi
genetickih variranja unutar i izmedu populacija (Tucak i sar., 2009).

Morfoloska karakterizacija je deskripcija uzoraka na osnovu morfoloSkih
markera ili deskriptora, koji mogu biti praceni u razli¢itim fazama Zivotnog ciklusa
biljaka. Deskriptori koji se koriste u karakterizaciji uzoraka germplazme podrazumevaju
morfoloske/botani¢ke osobine, koje su ¢esto monogene ili oligogene, koje imaju visoku
heritabilnost, a ¢ija ekspresija ne zavisi od faktora spoljasnje sredine. Agronomski
deskriptori su uglavnom Kkvantitativne osobine, determinisane poligenima Cije je
dejstvo podlozno modifikacijama pod uticajem ekoloskih ¢inilaca. Evaluacija ovih
osobina je cesto zbog njihove kontinuirane varijabilnosti kompleksnija i teza u odnosu
na morfoloske deskriptore koji mogu omogudéiti brzu klasifikaciju i diskriminaciju
uzoraka. Deskriptor lista odredene vrste predstavlja kolekciju svih osobina, deskriptora
koji su medunarodno priznati i standardizovani, i koji se koriste u karakterizaciji i
evaluaciji odredene vrste.

Molekularna karakterizacija predstavlja deskripciju uzoraka na osnovu
molekularnih markera. Molekularni markeri su odredeni segmenti DNK koji se mogu
detektovati pomocu proba ili specifiénih prajmera, na osnovu kojih se mogu ustanoviti
polimorfizmi nukleotidnih sekvenci razli¢itih individua. Molekularni markeri mogu, ali
ne moraju biti u korelaciji sa fenotipskom ekspresijom neke osobine. Odlikuje ih
stabilnost, a osim toga ne zavise od faktora spoljasnje sredine, i ne ispoljavaju
plejotropne 1 epistaticne efekate. Postoje razliciti tipovi molekularnih markera, a
mikrosateliti ili SSR markeri (SSR-Simple Sequence Repeats) su vrlo korisc¢eni
geneticki markeri u oplemenjivanju biljaka, sa velikom zastupljenos¢u u eukariotskim

genomima. Zasnovani su na PCR tehnici (Polymerase Chain Reaction), odlikuje ih



kodominantno nasledivanje, visoka varijabilnost i alelna divergentnost, jednostavnost

procene veli¢ine fragmenata, i dobra ponovljivost rezultata.



3. CILJ ISTRAZIVANJA

Osnovni ciljevi istrazivanja su:

e fenotipska ocena sorti i populacija crvene deteline koris¢enjem UPOV
deskriptora, karakterizacija morfolo§kih osobina (i jedne fenoloske) i evaluacija

agronomskih osobina;

e procena parametara kvaliteta genotipova crvene deteline, sadrzaja sirovih
proteina, sadrzaja vlakana nerastvorljivin u kiselom deterdzentu (ADF), i

sadrzaja vlakana nerastvorljivih u neutralnom deterdzentu (NDF);

e molekularno-geneticka analiza sorti i populacija crvene deteline primenom

mikrosatelitskih markera;

e procena geneticke slicnosti i odnosa genotipova crvene deteline na osnovu alelne

divergentnosti;
¢ identifikacija potencijalnih heteroti¢nih grupa sorti i populacija crvene deteline;

o Kklasifikacija genotipova prema rezultatima fenotipske ocene, ocene kvaliteta i

molekularno-geneticke analize.



2. PREGLED LITERATURE

Crvena detelina (Trifolium pratense L.) pripada familiji leptirnja¢a (fam.
Fabaceeae), rodu Trifolium. Ovaj rod obuhvata 250-300 vrsta (Ellison i sar., 2006), a
oko 10% vrsta ovog roda (20-30) se koriste kao krmne biljke u komercijalnoj
poljoprivredi (Williams 1 sar., 2010). Upravo najveci privredni znacaj i najvece
rasprostranjenje medu vrstama roda Trifolim ima crvena detelina (T. pratense L.).

Smatra se da je crvena detelina poreklom iz jugoistocne Evrope i Male Azije, i
to iz oblasti Mediterana (Mukhina i sar., 1993). Predstavlja autohtonu vrstu u Evropi, na
Bliskom istoku, u severnoj Africi i centralnoj Aziji, dok je u ostalim delovima sveta
introdukovana. Crvena detelina je uz lucerku krmna biljaka sa najduzom istorijom
kultivacije (Boller, 2010). Neizvesno je kada je zapoceto aktivno kultivisanje crvene
deteline, dokazi o postojanju crvene deteline na pasnjacima Evrope datiraju iz
bronzanog doba, a prvi pisani tragovi o njenoj poljoprivrednoj upotrebi i znacaju
gajenja poticu iz 12. veka (Riday, 2010). Prihvaceno je da je rani centar domestifikacije
crvene deteline u Flandriji i Brabantu (severna Belgija) (Taylor i Quesenberry, 1996), a
da je seme za kultivisanje crvene deteline u Evropu dospelo putanjom od Bliskog istoka
do Spanije (kojom su tada upravljali Mavri), a odatle morskim putevima do Holandije i
Belgije, odakle se prenosilo u ostale delove Evrope (Zeven i deVet, 1982). Do pocetka
19 veka, crvena detelina je znaCajna sastavna komponenta plodosmene u ratarskoj
proizvodnji, koristila se radi unapredenja plodnosti zemljista, 1 kao izvor krmne hrane u
svim umerenim regionima $irom sveta. Tokom 20. veka, dolazi do znacajnog pada
proizvodnje crvene deteline i smanjenja njenih poljoprivrednih povrsina, a usled velike
upotrebe vestackih dubriva (Riday, 2010).

Osnovni broj hromozoma u rodu Trifolium je medu najraznovrsnijim u odnosu
na druge srodne rodove, u rasponu od n =5 (3%) n = 6 (2%), do n =7 (15%), n = 8
(80% wvrsta u rodu) (Zohary i Heller, 1984). Vizintin i sar. (2006) su proucavajuéi
veli¢inu i sadrzaj jedarne DNK, kao i rDNA regiona kod 31 vrste roda Trifolium,
ustanovili postojanje i vrsta sa dodatnim hromozomima, i haploidnom garniturom od n
=11,n=12in=13.



Ishodno, crvena detelina je diploidna vrsta, sa osnovnim brojem hromozoma 7
(2n=14), ali od 1939. godine kada su proizvedene prve tetraploidne biljke crvene
deteline, sorte su podvrgnute autopoliploidiji u cilju povecanja prinosa krme (Sjodin i
Ellerstrom, 1986). Danas se komercijalno gaje i diploidne i tetraploidne sorte crvene
deteline (Zuk-Golaszewska i sar., 2010). Buyukkartal (2003, 2008) navodi postojanje
tetraploidnih populacija crvene deteline u Turskoj, i pored toga S§to se u prirodi
generalno javljaju samo diploidne forme crvene deteline, i §to su tetraploidi dobijeni
oplemenjivanjem ove vrste. Naj¢es¢i nacin dobijanja tetraploida crvene deteline jeste
dupliranjem broja hromozoma diploida, pomoc¢u kolchicina, ali postoje i druge metode
koje se mogu koristiti za stvaranje poliploida kod crvene deteline, kao Sto su N2O
tehnika (azot-suboksid tehnika) i metod spajanja neredukovanih gameta. Indukovani
tetraploidi mogu biti bolji u odnosu na svoje diploidne forme po mnogim osobinama:
vecéa otpornost na bolesti, bolja perzistentnost i otpornost na niske temperature, kao i
veéi prinos suve materije (Sattler i sar., 2016).

Tetraploidne sorte crvene deteline se u odnosu na diploidne odlikuju viSim i
stabilnijim prinosima krme, ali je njihovo Sire gajenje ograni¢eno niskim prinosom i
visokom cenom semena. Prema navodima autora Hejduk i Knot (2010), tetraplodne
sorte nisu prihva¢ene u proizvodnoj praksi u Americi, ali se u velikoj meri koriste u
Evropi. Amdahl 1 sar. (2015) navode da prosecan prinos semena tetraploida iznosi 60%
prinosa diploida u Norveskoj, a 75% prinosa diploida u Svedskoj. OECD (Organization
for Economic Co-opration and Development) sortna lista (spisak sorti koje ispunjavaju
uslove za sertifikaciju semena) (OECD, 2015), kao 1 znacajne nacionalne liste priznatih
ili preporucenih sorti, razlikuju diploidne (2n =2x=14) i tetraploidne sorte (2n=4x=28)
crvene deteline, kao §to i VCU (Value for Cultivation and Use) testovi ispitivanja sorti
radi utvrdivanja njihove poljoprivredne vrednosti, Uobi¢ajeno razlikuju ta dva nivoa
ploidnosti.

Prema navodima autora Morris i Greene (2001), primarni geneticki pul crvene
deteline (T. pratense L.) moze se podeliti u pet sub-pulova, u opsegu od modernih sorti
do nedomestifikovanih divljih formi. Aktuelne sorte zastupljene u proizvodnji kao i
zastarele sorte, stvorene oplemenjivanjem u cilju intenzivnog upravljanja pasnjacima i
radi proizvodnje sena, mogu se smatrati prvom komponentom primarnog genetickog

pula. Selekcijom formirane populacije kao §to su regionalni tipovi i oplemenjene



populacije predstavljaju drugu komponentu primarnog genetickog pula. Lokalne
populacije koje su poreklom od divljih populacija sa prirodnih pasnjaka, a koje su
koristili 1 selekcijom uoblicili farmeri, ¢ine tre¢u komponentu primarnog genetickog
pula crvene deteline. Cetvrta i peta komponenta se sastoje od germplazme koju &ine ili
ranije Kultivisane populacije koje su dospevanjem u prirodu naturalizovane ili
endemicne divlje populacije. S obzirom na to da su kultivisane forme u najvec¢em delu
umerene zone verovatno kontaminirale divlje forme, tesko je stvarno razdvojiti Cetvrtu 1
petu komponentu primarnog genetickog pula crvene deteline.

U sekundarni geneticki pul vrste T. pratense spadaju vrste T. diffusum i T.
pallidum, a tercijarni geneticki pul Cine vrste T. alpestre, T. heldreichianum, T. medium,
T. noricum i T. rubens. (Morris i sar., 2009). Interspecijska hibridizacija kod crvene
deteline je otezana, pre svega zbog razlika u broju hromozoma T. pratense L. (2n=14) u
odnosu na njoj najsrodnije Trifolim vrste koje imaju 2n=16 hromozoma u svom
genotipu. NajviSe su proucavani interspecijski hibridi crvene deteline i T. medium
(Abberton, 2007).

Kada su u pitanju nize sistematske kategorije od vrste, Trifolium pratense L. je
izuzetno polimorfna vrsta u okviru koje je je opisano viSe od 40 botanickih taksona
(Mousset-Declas, 1992). S tim u vezi, postoje i razlicite klasifikacije koje su dali razni
autori: Stebler i Volkart (1913); Julen (1959); Hess i sar. (1970); Zohary i Heller (1984).
Eri¢ i sar. (1996) navode sledece varijetete crvene deteline:

1. divlja crvena detelina — Trifolium pratense var. spontaneum

2. obi¢na orani¢na crvena detelina — Trifolium pratense var. sativum u okviru koje
postoje dva tipa:

-rani- subvar. praecox

-kasni- subvar. serotinum

3. centralnoalpska visegodiSnja crvena detelina — Trifolium pratense var. perenne

4. americka orani¢na crvena detelina — Trifolium pratense var. expansum

Miladinovi¢ (2001) navodi nesto drugaciju klasifikaciju, po kojoj je evropska
crvena detelina (Trifolium pratense var. subnudum Witte) izjednaCena sa obi¢nom
oraniénom crvenom detelinom (Trifolium pratense var. sativum), koja obuhvata

ranostasni 1 kasnostasni podvarijetet, izmedu kojih postoje odredene bioloske 1



fenotipske razlike. Crvena detelina na podrucju Balkana, a samim tim i Republike Srbije
pripada evropskom ranostasnom podvarijetetu (Miladinovi¢, 2001).

Ranostasni podvarijetet se najviSe gaji u zapadnoj, srednjoj i juznoj Evropi, kao 1
u juznoj Rusiji 1 dobro uspeva u toplom i umereno hladnom podneblju. Ranostasna
crvena detelina cveta ve¢ u godini setve i donosi zrelo seme. DuZzina zivota ranostasne
crvene deteline je tri godine i obi¢no daje 2-3 otkosa godi$nje. Kasnostasni podvarijetet
je uglavnom rasprostranjen u baltickim i severno-evropskim zemljama, kao i na severu
Rusije. U prvoj godini formira lisnu rozetu, a tek u drugoj godini cveta i donosi zrelo
seme, i to samo u prvom otkosu. Kasnostasni tip zivi duze od ranostasnog tipa (3-4
godine). Cesto se u stranoj literaturi ranostasna crvena detelina ozna¢ava kao
dvootkosna (tzv. medium tip), dok se kasnostasna crvena detelina pominje kao
jednootkosna (tzv. mammoth tip) (Vasiljevi¢ i sar., 2011).

Geneticki resursi su osnova razvoja modernih visokoprinosnih sorti Sirom sveta.
Njihova prakti¢na upotreba u programima oplemenjivanja je moguca tek nakon
prethodne karakterizacije i evaluacije uzoraka koji se nalaze u kolekcijama germplazme.
Karakterizacija i1 evaluacija uzorackih osobina podrazumevaju obiman, i vremenski
zahtevan rad, pa se ocene i merenja osobina Cesto vrSe na srznoj kolekciji (“core
collection’) umesto na ¢itavoj kolekciji germplazme (Guarino i sar., 2002). Uvodenjem
koncepta srznih kolekcija (“core collection”) (Frankel i Brown, 1984), proucavanje
genetickog diverziteta 1 varijabilnosti postaje naroCito znacajno, ali ¢ak ni koriSéenje
srznih kolekcija nije pomoglo da se u potpunosti okarakteriSe geneticki diverzitet i
proceni njegova najefikasnija upotreba u oplemenjivanju biljaka (Smykal i sar., 2015).
Karakterizacija i evaluacija uzoraka u kolekcijama germplazme odnosi se na
deskriptore, u koje spadaju kvalitativne i kvantitativne osobine. Kvalitativni deskriptori
podrazumevaju morfoloske, fizioloske, i molekularne (biohemijske i DNK) osobine,
dok su kvantitativni deskriptori podlozni delovanju faktora spoljasnje sredine, kao npr.
prinos i komponente prinosa, tolerancija na stresne uslove sredine itd. (Ortiz Rios,
2015).

Medunarodne liste deskriptora ¢ine osnovu za standardizovani dokumentacioni
sistem koji obezbeduje internacionalno prihvacen format i1 univerzalno razumljiv jezik
podataka o biljnim genetickim resursima, ¢ime je omogucena brza, pouzdana 1 efikasna

razmena informacija, u cilju o€uvanja i iskoriS¢avanja germplazme (Gotor i sar., 2008).



Koncept deskriptor listi je evoluirao tokom godina kao odgovor na promene u
korisnickim potrebama. Inicijalno, deskriptor liste su obezbedivale minimalan set
karakteristika da bi se opisao odredeni usev, ¢ime su mnoge poznate karakteristike
ostale bez internacionalno priznatih standarda deskripcije. ldeja minimum liste je
revidirana 1990. godine i razvijen je novi pristup, da bi se stvorile obimnije deskriptor
liste, koje su ukljucivale sve deskriptore koji se odnose na karakterizaciju i evaluaciju
uzoraka. Format deskriptor listi je dalje revidiran 1994. godine, da bi se korisnicima
obezbedile jo$ obimnije liste koje sadrze set visoko diskriminiSuc¢ih deskriptora. Od
1995. godine, priklju¢ene su nove standardizovane sekcije In vitro Konzervacije,
krioprezervacije, podataka o zemljiStu i spolj$njoj sredini, a od 1999. godine i etno-
botanicki podaci.

Deskriptor liste i smernice razvijene od strane UPOV (International Union for
the Protection of New Varieties of Plants) se znacajno razlikuju. Dok deskriptor liste
imaju za cilj da ubrzaju dokumentovanje i koriséenje biljnih genetickih resursa, UPOV
tehnicki vodic je razvijen u cilju sprovodenja DUS (Distinctness, Uniformity, Stability)
testova, koji imaju dvojnu ulogu. i koriste se u procesu priznavanja sorti, i u procesu
zastite prava oplemenjivaca novih biljnih sorti. Procedura za DUS testiranje
podrazumeva oglede u polju i laboratoriji, uskladenim sa tehni¢ckim procedurama i
preporu¢enim markerima postoje¢cih UPOV vodica. Za zemlje sa obaveznom
regulativom za priznavanje sorti, osim DUS ispitivanja, postoji i ispitivanje radi
utvrdivanja poljoprivredne vrednosti (Value for Cultivation and Use — VCU) (Milosevi¢
i sar., 2011).

Efikasna selekcija uzoraka sa poZeljnim karakteristikama, a koji bi se mogli
koristiti u programima oplemenjivanja, zahteva da podaci o genetickim resursima, budu
sveobuhvatni 1 lako dostupni istraZivac¢ima. Pasoski podaci, ekoloski, fenotipski,
pedigre i geneticki podaci, kao i podaci o evaluacijama uzoraka, moraju biti dostupni i
odrzavaju se u papirnoj 1/ili elektronskoj formi, a sve veci broj podataka je digitalizovan
u on line bazama podataka koje se mogu pretrazivati (Thormann i sar., 2012).

Pocev od 1996. godine broj uzoraka u svetskim kolekcijama germplazme je
uvecan za 20%, 1 prema FAO podacima (FAO, 2010) u njima je ukupno sadrZzano oko
7,4 miliona uzoraka biljnih genetickih resursa za hranu i poljoprivredu. Procenjuje se da

je oko 25-30% tih uzoraka razli¢ito i unikatno, a najve¢i deo Cc¢ine duplikati.



Najznacajnije svetske kolekcije biljnih genetickih resursa, ¢iji fondovi se odnose na
krmne leguminoze i trave, a koje poseduju preko 1 000 uzoraka su: Australian
Medicago Genetic Resource (45640 uzoraka), Genetic Resource Centre for Temperate
Pasture Legume (9184 uzorka), ICARDA-International Center for Agricultural
Research in the Dry Areas (20031 uzorak), ECPGR-European Cooperative Programme
for Plant Genetic Resources (56444 uzorka) i USDA-National Plant Germplasm System
(33142 uzorka).

Kada je u pitanju crvena detelina od posebnog su znacaja dve ex Situ baze
podataka. Prva od njih je ECPGR (European Cooperative Programme for Plant Genetic
Resources) T. pratense baza (www.ecpgr.cgiar.org/ databases/Crops/trif_pra.htm) za
¢ije odrzavanje je zaduzen Institut za agrobotaniku (Tépidszele, Madarska), sa 2294
uzoraka, a koje se jo$ odrzavaju u 19 gen-banki, u drugim institucijama petnaest
evropskih zemalja. Od ukupnog broja uzoraka 43% su komercijalne sorte ili linije
oplemenjivaca, 21% su lokalne populacije, 25% su divlji ili poludivlji ekotipovi i 6% je
materijal nepoznatog porekla. Druga znaCajna baza podataka ove vrste je USDA
(United States Department of Agriculture) National Plant Germplasm System baza
podataka (www.ars-grin.gov/npgs/), koja ima 1038 uzoraka, od ¢ega su 35% sorte i
drugi selekcioni materijal, 16% su lokalne populacije i 22% su divlji ekotipovi.

Kao rezultat naucnih ekspedicija u prikupljanju genetickih resursa krmnih
leguminoza i trava, pofev od 2000. godine, u Litvaniji i susednim zemljama,
prikupljeno je 136 uzoraka crvene deteline sa razli€itih prirodnih stanista (Rancane i
sar., 2006). Od prikupljenih 136 uzoraka, 108 uzoraka je analizirano na osnhovu
morfoloskih i agronomskih osobina, u ogledima postavljenim od 2003-2005. godine,
radi odabira najznacajnijih uzoraka za dugoro¢no ¢uvanje u Litvanskoj gen-banci. lako
je vecina uzoraka bila slabije perzistentna i osetljiva na Sclerotinia trifoliorum u odnosu
na kontrolu, neki uzorci su pokazivali otpornost prema ovom patogenu. Izvestan broj
uzoraka je bio ranijeg vremena cvetanja u odnosu na ranostasnu sortu Skriveru agrais, a
neki uzorci bi se na osnovu boje cveta mogli koristiti i u dekorativne svrhe.

Tucak 1 sar. (2009) su proucavali kolekciju od 30 sorti i populacija crvene
deteline razlicitog geografskog porekla, na osnovu slede¢ih morfo-agronomskih
osobina: prinos zelene mase i suve materije, prinos semena (g/biljci), visina stabljike

(cm), % suve materije, perzistentnost (%), vreme cvetanja (%), u toku dve godine.
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Razlike izmedu sorti/populacija su bile znacajne za sve ispitivane osobine, a klaster
analiza na osnovu 7 morfo-agronomskih osobina je pokazala grupisanje ispitivanih
uzoraka u 6 grupa, na osnovu ¢ega je i odabran najznacajniji materijal za dalje programe
oplemenjivanja.

Zhang 1 sar. (2012) su ustanovili znacajnu unutar i medu-populacionu
varijabilnost fenotipskih karakteristika kod 25 divljih populacija crvene deteline iz
provinicije Hubei. Unutar populacija broj izdanaka i broj cvasti po biljci su imali
relativno visok nivo variranja, dok su statisticki znacajne razlike izmedu populacija
ustanovljene za visinu biljke, duzinu lista, Sirinu lista, masu hiljadu semena, duzinu
peteljke i broj cvasti po biljci. Ispitivani uzorci su na osnovu dobijenih rezultata
grupisani u tri klastera.

Asci (2011) je proucavao biodiverzitet 47 prirodnih populacija crvene deteline
prikupljenih sa 20 razli¢itih lokaliteta crnomorskog regiona, na osnovu morfo-
agronomskih karakteristika u drugoj godini vegetativnhog ciklusa, prema protokolu
UPOQV. Na osnovu ispitivanih osobina: vreme cvetanja, visina stabljike, broj stabljika
po biljci, broj internodija glavne stabljike, dijametar stabljike, oblik srednje liske i
maljavost stabljike, ustanovljena je znacajna medu-populaciona varijabilnost, a klaster
analizom su ispitivani genotipovi grupisani u 0sam grupa.

Jednu od najvecih kolekcija germplazme crvene deteline ima National Plant
Germplasm Systems (NPGS) u Americi sa 85 uzoraka koji ¢ine srznu kolekciju
(Kouameé i Quesenberry, 1993). Klaster analizom ove srzne kolekcije, na osnovu
standardizovanih vrednosti 15 morfoloskih 1 fizioloskih deskriptora, grupisano je viSe
od 800 analiziranih uzoraka iz 41 zemlje, u tri razliCite grupe, koje odgovaraju
ranostasnim, srednjestasnim i kasnostasnim tipovima. Uspostavljanje srzne kolekcije je
znacajno Sa apekta olak$anog upravljanja genetickim resursima i identifikacije
agronomski znacajnih genotipova, koji bi se mogli koristiti u daljim programima
oplemenjivanja.

Rosso i Pagano (2005) su analizirali fenotipski diverzitet 39 uzoraka kolekcije
crvene deteline poreklom iz Gen banke Pergamino u Argentini. IstraZivanjem je
obuhvaceno 16 populacija koje su sakupljene sa razlicitih lokaliteta u Argentini, 9 sorti i
14 populacija poreklom iz razli€itih zemalja sveta. Prouavanjem 14 morfoloskih i

agronomskih osobina (vegetativna forma rasta, reproduktivna forma rasta, vigor, duzina
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liske, Sirina liske, broj dana do cvetanja, visina biljke u fazi cvetanja, prinos zimske i
letnje zelene mase, proizvodnja cvasti po biljci, broj grana do cvetanja, perzistentnost u
dve godine, i prinos semena po biljci) utvrdena je znacajna fenotipska varijabilnost i
izvrSeno je grupisanje uzoraka u dva klastera.

Muntean i Tamas (2005) su proucavali varijabilnost morfoloskih i fizioloskih
osobina 45 diploidnih sorti crvene deteline, kao i njihov uticaj na produktivnost i
kvalitet krme. U njihovim oplemenjivackim programima unapredenja morfoloskih
osobina znacajnih za prinos zelene materije, preporucuju se sorte iz centralne 1 zapadne
Evrope (subvar. intermedium), zbog ranijeg vremena cvetanja i dobre sposobnosti
regeneracije nakon otkosa. Kasnostasne severno-evropske sorte (var. serotinum) su
znaCajne radi povecanja lisne povrSine i perzistentnosti, dok juzno-evropske sorte
(subvar. praecox) odlikuje dobra otpornost na pepelnicu.

Muntean (2006) je objavio rezultate istrazivanja varijabilnosti morfo-fizioloskih
osobina kod 22 tetraploidne sorte crvene deteline u ogledu postavljenom u Cluj-Napoca.
Radi unapredenja morfoloskih osobina znacajnih za prinos zelene materije, preporucuju
se medu sortama iz centralne i zapadne Evrope (subvar. intermedium) posebno
Svajcarska sorta Temara, zbog ranijeg vremena cvetanja i dobre sposobnosti
regeneracije nakon otkosa. Kasnostasne severno-evropske sorte (var. serotinum) su
znacajne radi povecanja lisne povrsine 1 perzistentnosti.

Boller i sar. (2003) su morfoloski i agronomski okarakterisali 20 prvobitnih
lokalnih populacija Mattenklee, koje predstavljaju perzistentnu formu crvene deteline iz
Svajcarske. U odnosu na standardnu Mattenklee sortu Milvus, populacije su bile ranijeg
cvetanja, krac¢ih stabljika 1 manjih 1 viSe zaobljenih listova, a uz nekoliko izuzetaka 1
nizih prinosa, slabije perzistentnosti i narocito slabije otpornosti na bolesti. Postojanje
znacajnih razlika izmedu lokalnih populacija, kao i postojanje najboljih populacija u
pogledu prinosa i perzistentnosti, su osnova za iskoriS¢avanje ovih vaznih geneti¢kih
resursa.

Tucak 1 sar. (2013) izvrsili evaluciju trinaest morfo-agronomskih osobina i
osobina kvaliteta kod osam stvorenih oplemenjivackih populacija i osam stranih sorti u
cilju procene prinosa, kvaliteta, morfoloskih osobina, i utvrdivanja odnosa proucavanih
osobina. Autori su identifikovali tri populacije koje su imale ve¢i prinos zelene mase i

suve materije u odnosu na ostale proucavane genotipove, kao i pozZeljne morfoloSke
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osobine 1 osobine kvaliteta, te ih preporuuju kao pozeljnu germplazmu u daljoj
selekciji i programima oplemenjivanja i/ili registrovanju sorti.

Semerikov i sar. (2002) su na osnovu izozimske analize utvrdili jasno odvajanje
sedam 7 populacija sa Urala u odnosu na sedam 7 ruskih i dve sorte iz SAD. Uralske
populacije su autohtonog, a ne introdukovanog porekla, a da su sve sorte bile istog
porekla, verovatno iz zapadne Evrope. Boller i sar. (2010) isti¢u da je Sirenje prirodnih
populacija crvene deteline bilo nezavisno od pretpostavljenih puteva introdukovanja
kultivisanih formi, kao i da su razvoj i Sirenje kultivisanih formi bili pod slabim
uticajem protoka gena iz prirodnih populacija.

Molekularni markeri se mogu grupisati u tri osnovne kategorije (Gupta i sar.,
2002): (1) markeri zasnovani na hibridizacijama: RFLP-Polimorfizam duzine
restrikcionih fragmenata (engl. Restriction Fragment Length Polymorphism) (2) PCR
markeri: RAPD-Nasumi¢no umnozena polimorfna DNK (engl. Randomly Amplified
Polymorphic DNA), AFLP-Polimorfizam duzine umnozenih fragmenata (engl.
Amplified Fragment Length Polymorphism), Mikrosateliti ili SSR (engl. Simple
Sequence Repeat), i (3) markeri zasnovani na &ip tehnologiji: SNP-Polimorfizam
pojedina¢nih nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism), SFP-Polimorfizmi
pojedina¢nih osobina (engl. Single Feature Polymorphism), DArTs-Tehnologija
diverziteta nizova (engl. Diversity Array Technology).

Molekularni markeri iz prve dve kategorije su u skorije vreme razvijeni kod
vec¢ine biljnih vrsta, i odnose se na genomsku DNK, a samim tim mogu pripadati ili
transkripcionim ili netranskripcionim delovima genoma bez dostupnih informacija o
njihovim funkcijama. Ipak, tokom poslednjih nekoliko godina, bilo je moguce razviti
markere transkripcionih regiona genoma tj. gena, a oznaceni su kao funkcionalni
markeri (Anderson i Lubberstedt, 2003; Gupta i Rustgi, 2004), genski molekularni
markeri (GMMs) (Varshney i sar., 2007) i genski ekspresivni markeri (GEMs) (West i
sar., 2006). Razvoj genskih markera je trenutno ogranic¢en na samo odredeni broj vrsta,
sekvencirajuce tehnologije sledece generacije, koje su tek od skorijeg vremena dostupne
omogucavaju razvoj genskih markera Cak i kod vrsta kod kojih jo§ nisu uradene
genomske analize (Varshney i sar., 2009).

DNK markeri su znacajno poboljsali efikasnost modernog oplemenjivanja usled

Siroke rasprostanjenosti u genomu, pouzdanosti, Stabilnosti, nezavisnosti u odnosu na
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faktore spoljasnje sredine, i jednostavnosti laboratorijskih tehnika za njihovu primenu.
U poredenju sa fenotipskim markerima, DNK markeri mogu biti od velike koristi za
brze stvaranje sorti, jer omogucavaju vecu pouzdanost, efikasnost i smanjenje troSkova
(Serensen i sar., 2007).

Primena DNK markera u oplemenjivanju ima razlicite ciljeve: geneticku analizu
distanci, identifikaciju sorti i kontrolu ¢istoce semena, kao i marker asistiranu selekciju
(MAS), a =zasniva se na iskoris¢avanju genomskog polimorfizma. Genomski
polimorfizam se detektuje izmedu dva definisana genotipa uz pomo¢ molekularnih
markera, a bez poznavanja povezanosti markera sa osobinama ili genima. Koriste¢i ovu
definiciju, genomski polimorfizam ima samo relativnu vrednost u odnosu na rezultate
primene markera kod drugih individua. Uprkos tome, takvi markeri, su primenljivi za
odredeni broj ciljeva usmerenih na kontrolu genomskog sastava genotipova u
oplemenjivanju biljaka (Sgrensen i sar., 2007).

Molekularni markeri se mogu koristiti da se bolje dokumentuje organizacija
geneti¢kog diverziteta mogucih roditeljskih materijala novih programa oplemenjivanja,
da se ubrza razvoj individua koje kombinuju pozeljne alele, a markeri mogu da
doprinesu predvidanju hibridnih performansi, i da omoguc¢e utvrdivanje razli¢itosti
novih sorti pre registrovanja (Charcosset i Gallais, 2002). Neke od ovih primena, kao
Sto su karakterizacija elitnog materijala i marker asistirano povratno ukrstanje
Mendelovih osobina ili pozeljnih QTL alela sa glavnim efektima, rutinski se koriste u
programima oplemenjivanja. Primena marker asistirane selekcije slozenih osobina je
dobro dokumentovana u teorijskim studijama, a osim toga, ilustrovana je i u
objavljenim eksperimentalnim istrazivanjima. Vec¢ina oplemenjivaca se suocava sa
situacijom u kojoj mora da odlu¢i da li da investira ili ne u genomiku, ili kako da koristi
rezultate genomike, dok je jos uvek skepticna oko koris¢enja neutralnih markera u
selekciji slozenih osobina (Charcosset i Moreau, 2004). Dalji korak u razumevanju
geneticke arhitekture variranja osobina proizilazi iz programa genomike, zahvaljujuci
identifikaciji gena i njihovih polimorfizama (Morgante i Salamini, 2003).

Marker asisitirana selekcija (MAS) predstavlja pomak od tradicionalne selekcije
zasnovane na fenotipu, ka genotipskoj selekciji, i Kkoristi se u programima
oplemenjivanja uglavnom radi selekcije alela koji imaju velike efekte na ispoljavanje

osobina i relativno jednostavno nasledivanje (Mohan Jain i Brar, 2010). Ovaj tip
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primene molekularnih  markera (MAS), o0bi¢no podrazumeva ograni¢en broj
molekularnih markera koji se koriste za skrining velikog broja uzoraka.

Fingerprinting, omogucéava karakterizaciju genotipova i1 procenu genetickog
srodstva izmedu genotipova. Podaci dobijeni na osnovu fingerprinting su od Kljuénog
znacaja za adekvatan odabir roditeljskih genotipova za ukrStanja, narocito pri
proizvodnji hibrida, ali takode i1 za efikasno iskoriS¢avanje germplazme kroz praéenje
diverziteta genskih pulova (Kolodinska-Brantestam i sar., 2006). Fingerprinting obi¢no
podrazumeva ograniCen broj uzoraka koji se proucavaju na osnhovu velikog broja
markera.

Analiza genetickih distanci je dosta zastupljena i vrlo korisna u programima
oplemenjivanja, jer obezbeduje informacije koje se odnose na koriS¢enje raspolozivih
genetickih resursa (Vieira 1 sar., 2007). Mere genetickih distanci mogu biti zasnovane
na fenotipskim osobinama kao i na molekularnim markerima, a glavna statistiCka
analiza koja se koristi u procenama genetickih distanci je multivarijaciona analiza, koja
omogucava pracenje velikog broja varijabli u okviru jedne analize. Upotreba DNK
markera u proceni geneti¢kih distanci unutar i izmedu biljnih vrsta ubrzano se razvijala
u dvadeset prvom veku, usled mogucénosti skeniranja geneticke informacije sadrzane u
biljnim genomima. Istrazivanja genetickih distanci, kod bilo koje biljne vrste, sastoje se
od Sest koraka: i) odabir genotipova koji ¢e se analizirati, ii) dobijanje i sredivanje
podataka, iii) odabir distance ili mere koja ¢e se koristiti za procene, iv) selekcija
procedure grupisanja koja Ce se koristiti, v) analiza stepena distorzije (odstupanja) usled
koris¢enja odredenog tipa grupisanja, Vi) interpretacija podataka. Rezultati analize ¢e
biti efikasni , ako su svi koraci strogo ispostovani (Bertan i sar., 2007).

SSR (Simple Sequence Repeats)- jednostavni kratki ponovci, ili mikrosateliti
¢ine kratke tandemski ponovljene sekvence od 1-6 bp (mono-, di-, tri-, tetra-, penta-, i
heksa-nukleotidni motivi), koje mogu biti umnozene i do nekoliko stotina puta (Xu i
sar., 2013). Zbog svoje ponovljive strukture, mikrosateliti su bili mnogo nestabilniji u
odnosu na druge sekvence tokom evolucije, i imaju tendenciju mutiranja, narocito U
pogledu njihove duzine. Mikrosateliti su veoma dobri geneticki markeri, jer pokazuju
polimorfizam izmedu srodnih, a i izmedu ne tako srodnih genotipova. Polimorfizam je
zasnovan na broju ponovaka, odnosno ukupnoj duzini ponovljene sekvence (Deletic,

2009). Smatra se da se varijabilnost, tj. polimorfizam SSR sekvenci javlja usled

15



proklizavanja polimeraze tokom DNK replikacije ili usled nejednakog krosingovera
(Elmeer i sar., 2011).

SSR markeri su zasnovani na PCR-lan¢anoj reakciji polimeraze, brojni su,
kodominantni i visoko ponovljivi (He i sar., 2009). Broj ponovaka je visoko varijabilan,
ali su bocni regioni oko SSR visoko ocuvani, i primena SSR markera zahteva
poznavanje sekvence koja ograni¢ava mikrosatelit. Na osnovu navedenih konzerviranih
sekvenci se dizajniraju prajmeri za PCR, kojima se dati mikrosatelit amplifikuje, da bi
se kod razlicitih jedinki dobili amplikoni razli¢itih duzina (Simonovi¢, 2011).
Mikrosatelitske analize zahtevaju malu koli¢inu DNK, mogu se lako automatizovati za
potrebe skrininga, a osim toga ovi markeri se mogu razmenjivati izmedu laboratorija, i
mogu se Koristiti za razli¢ite populacija. SSR markeri su ¢esto pozicionirani unutar ili u
blizini gena kod biljaka. Uporeduju¢i kodirajuce i ne-kodirajuée regione razli¢itih
biljnih vrsta, uoceno je da su tri- i tetra-nukleotidni mikrosatelitski motivi ¢e$¢i unutar
introna, dok se unutar egzona nalaze druge vrste motiva (Gongalves-Vidigal i Rubiano,
2011).

Analiza unutar-grupne i medu-grupne geneticke varijabilnosti je od
fundamentalnog znaCaja za oplemenjivanje biljaka i1 konzervaciju germplazme.
Navedena primena je naro¢ito vazno kod stranooplodnih vrsta kao S$to je crvena
detelina, kod kojih se moZe ispoljiti inbriding depresija. Usled jako izraZzenog sistema
gametofitske inkompatibilnosti, danasnje sorte crvene deteline su uglavnom razvijene
primenom masovne selekcije, rekurentne selekcije i prirodne selekcije (Taylor i Smith,
1979; Taylor, 2008). Upotrebljavaju se metode oplemenjivanja kojima se poboljsavaju
specificne osobine, pri ¢emu se zadrzava bogat unutar-populacioni geneticki diverzitet
(Kongkiatngam i sar., 1995; Campos-de-Quiroz i Ortega-Klose, 2001). Oplemenjivacki
razvoj novih sorti crvene deteline i drugih krmnih leguminoza kao S§to je lucerka, je
veoma spor i dugotrajan proces (Tucak i sar., 2009). Prisutna je nedovoljno istrazena
geneticka varijabilnost prirodnih i lokalnih populacija krmnih vrsta, kao $to je crvena
detelina, kod koje je prilicno raSireno koris¢enje lokalnih populacija (Kouame’ i
Quesenberry, 1993; Dias i sar., 2008).

Neutralni DNK markeri su se pokazali korisnim u detektovanju diverziteta
genetickih resursa, jer omogucavaju precizniju identifikaciju individua nezavisno od

delovanja faktora spoljasnje sredine. Neutralnost molekularnih markera koris¢enih u
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genetici biljaka od kasnih 1980. godina, oznafava da njihov polimorfizam nije
doprinosio direktno varijabilnosti, tj. variranju osobina od interesa (Morgante i
Salamini, 2003). Danas se koristi znacajan broj tehnika zasnovanih na varijabilnosti
DNK sekvenci, ¢ime se dopunjuju istrazivanja alozimskih metoda (Pagnotta i sar.,
2009). Mnogi molekularni markeri su varijabilniji nego proteinski markeri, ¢ime
omogucavaju procenu genetickih razlika izmedu individua i populacija.

RAPD (Williams i sar., 1990, 1993) i AFLP (Vos i sar., 1995) markeri su dosta
koriS¢eni u istrazivanjima geneti¢kog diverziteta, jer ne zahtevaju prethodno poznavanje
DNK sekvence, i zato su pogodni kod vrsta kod kojih su nedovoljno poznati
molekularni podaci. Istrazivanja crvene deteline su uglavnom do sada bila zasnivana na
RAPD markerima (Kongkiatngam i sar., 1995, 1996; Campos-de Quiroz i Ortega-
Klose, 2001; Ulloa i sar., 2003; Greene i sar., 2004), uprkos slaboj ponovljivosti
rezultata primene ovih markera u odnosu na AFLP markere (Kolliker i sar., 2003;
Herrmann i sar., 2005). Kongkiatngam i sar. (1995) su koristili RAPD markere u
kombinaciji sa izozimima, dok su Mosjidis i Klingler (2006) koristili 10 izozima u
analizi geneticke varijabilnosti 81 genotipa crvene deteline. Takode je stvoren i1 koriS¢en
odredeni broj SSR markera u istrazivanjima geneticke varijabilnosti crvene deteline
(Kolliker i sar. 2001, 2006; Dias i sar, 2008).

Dosadasnji znacaj molekularnih markera, kada je u pitanju vrsta Trifolim
pratense L., ogleda se i u QTL analizama 1 dobijanju genetickih mapa, a slede¢i korak
bi bila marker asistirana selekcija (MAS), koja bi se zasnivala na dosadasnjim
genetickim mapama. Prva geneticka mapa crvene deteline koju su konstruisali Isobe i
sar. (2003) sadrzavala je 158 RFLP lokusa. Potom je dobijena mapa velike gustine sa
1399 markera, koja je uglavnom bila zasnovana na SSR i RFLP markerima. Takode je
objavljeno preko 26000 EST sekvenci, koje su grupisane u 9339 gena, ¢ime je
omogucena dobra osnova za dalja geneticka istrazivanja crvene deteline. Herrmann i
sar. (2006) su opisali gensku mapu zasnovanu na AFLP i SSR markerima. Zainol
(2008) je konstruisao mapu sa 72 SSR i 67 AFLP markera, a koja je koriS¢ena za
identifikovanje 17 QTL lokusa koji se mogu dovesti u vezu sa vremenom cvetanja, i
morfoloskim i agronomskim osobinama. Geneti¢ka mapa koju su objavili Herrmann i
sar. (2006) je koris¢ena za proucavanje komponenti prinosa semena, i identifikovano je
38 QTL lokusa. Geneticke mape koje su dobili Isobe i sar. (2003), Sato i sar. (2005) i
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Herrmann i sar. (2006) su kombinovane sa jos tri razli¢ite mape i stvorena je integrisana
mapa ukupne duzine 836 cM, koja se sastoji od 1804 markera duz sedam hromozoma.

Grljusi¢ i sar. (2008) su evaluirali efikasnost morfoloskih i RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) markera u proceni promena na sortama crvene deteline,
koje nastaju usled dejstva prirodne selekcije. Analiza morfoloskih osobina je radena
prema protokolu UPOV i US (United States) protokolu o zastiti i deskripciji sorti, a
ispitivane su tri sorte kao i tri grupe vijabilanih klonova tih sorti nakon tri godine
prirodne selekcije u brdskom regionu. Razlike izmedu sorti i sortnog materijala, nakon
delovanja prirodne selekcije, su uo¢ene na osnovu oba tipa markera (i morfoloskih i
RAPD), uz zakljucak da svaki pristup ima svoje prednosti i ograni¢enja, i da su oba
znacajna u procenama geneticke varijabilnosti.

Greene i sar. (2004) su izvrsili evaluaciju 15 morfoloskih osobina, kao i
analizu RAPD varijabilnosti, kod 33 populacije crvene deteline sakupljene sa
Kavkaskih planina Rusije, u cilju preporuka o efikasnom sakupljanju, konzervaciji u
upotrebi genetickih resursa. Ovi autori su ustanovili postojanje zna¢ajnih razlika za 14
od ukupno 15 morfoloskih osobina, kao i grupisanje populacija u tri klastera, §to je
bilo u saglasnosti sa tri klimatska rezima 33 lokaliteta kolekcionisanja crvene deteline.

Pagnotta i sar. (2011) su proucavali geneticku strukturu i diverzitet 16 prirodnih
populacija, ¢etirilokalne populacije i dve sorte crvene deteline, na osnovu osam morfo-
fizioloskih osobina (forma rasta, vreme cvetanja, osustvo pege na listu, duZina stabljike,
broj stabljika po biljci, duzina x Sirina centralne liske, ucestalost belih i svetlo roze
cvetova, broj cvetova po cvasti), kao i na osnovu dve AFLP prajmer kombinacije.
Rezultati dobijeni na osnovu morfo-fizioloskih markera bili su u saglasnosti sa tipom
germplazme (lokalne ili prirodne populacije) i njihovim geografskimporeklom, za
razliku od rezultata dobijenih na osnovu molekularnih markera.

Herrmann 1 sar. (2005), kao 1 Semerikov 1 sar. (2002) bavili su se proucavanjem
porekla i odnosa izmedu razli¢itih kultivisanih formi u odnosu na divlje forme crvene
deteline. Na osnovu AFLP molekularnih markera, Herrmann i sar. (2005) su ustanovili
jasno razdvajanje izmedu lokalnih populacija 1 prirodnih, divljih populacija crvene
deteline, poreklom iz Svajcarske. Razdvajanje istih lokalnih populacija u odnosu na
tradicionalne 1 unapredene sorte evropskog porekla je bilo tesko uocljivo. Ovim radom

autori su pokazali da se poreklo Svajcarskih Mattenklee lokalnih populacija pre moze
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dovesti u vezu sa introdukovanim sortama, nego sa prirodnim, divljim populacijama.
Naucna ocekivanja su da ¢e markeri sve viSe biti znacajni i u procesu registracije sorti i
zaStiti prava oplemenjivaca (Roldan-Ruiz i sar., 2001). Agronomske osobine, mada pod
uticajem ekoloskih faktora i sa manje ili viSe izrazenom interakcijom genotip x sredina,
veoma su korisne za procenu genetickog diverziteta, zato §to se u odnosu na
molekularne markere mnogo bolje mogu dovesti u vezu sa adaptivnim osobinama,
procesima adaptacija 1 kombinacijama osobina koje definiSu ideotip biljke.
(Annicchiarico 1 sar., 2009). Osim toga, karakterizacija i evaluacija germplazme jo$
uvek je zasnovana na morfolosko-bioloskim i agronomskim osobinama (Andersen and
Davies, 1984). Podaci dobijeni primenom molekularnih i morfoloskih markera se
medusobno nadopunjuju, i zajedno daju jasniju sliku biodiverziteta, koji je na
raspolaganju u oplemenjivanju biljaka (Pagnotta i sar., 2005; Crino i sar., 2008; Dias i
sar., 2008).

Oplemenjivanje crvene deteline osim S$to je usmereno na poboljSanje
produktivnih osobina kao $to su prinos krme i perzistentnost, otpornosti na bioticke i
abiotiCke faktore, takode je orijentisano i na parametre kvaliteta, kao $to su sadrzaj i
stabilnost proteina, sadrzaj razgradljivih ugljenih hidrata i svarljivost ¢elijskog zida.
Sadrzaj proteina u brzo osusenom senu crvene deteline je visok (18-24%). Posebno
mesto u domenu kvaliteta krme, s aspekta ishrane prezivara, zauzima odnos strukturnih
1 nestrukturnih ugljenih hidrata, i proporcija vlakana je najvaznija odrednica dostupnosti
energije sto¢ne hrane.

Prezivari imaju sposobnost da konvertuju fibrozni biljni materijal u hranljive
materije. Krmne vrste ucestvuju velikim delom u ukupnoj suvoj materiji koja se koristi
za ishranu u proizvodnim sistemima prezivara, i njihova hranljiva vrednost je
varijabilnija nego kod koncentrovane hrane. Varijacije u ponudi hranljivin materija
prezivara su uglavnom vezane za karakteristike krmnih vrsta i potencijal dobrovoljnog
unosa (Krizsan i sar., 2012). U aktuelnim problemima ishrane prezivara naglasava se
koris¢enje analiza hranljive vrednosti krme, a neophodna su i nova znanja iz oblasti
fiziologije varenja i iskoriS¢avanja hrane, proizvodnje i pripremanja hrane i tehnika
ishrane, uz znatno bolje poznavanje specificnih osobina i1 hranljive vrednosti svakog
hraniva ponaosob, kao i interakcija koje nastaju medu hranivima u obroku (Cilev 1

sar.,2016). Krmne leguminoze imaju neke jedinstvene prednosti kada je u pitanju
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produkcija prezivara. U poredenju sa travama ili Zitaricama njihove osnovne prednosti
su: i) manja upotreba azotnih dubriva ii) visok dobrovoljni unos i produkcija Zivotinja u
uslovima kada snadbevanje hranom nije ograniceno, 1 iii) visok sadrzaj proteina (Phelan
i sar., 2015).

Svarljivost je jedna od najznacajnijih osobina koja determinise kvalitet krmnih
vrsta. Predstavlja parameter koji oznacava deo krme Koji ¢e biti svaren, odnosno u kojoj
meri ¢e se apsorbovati u digestivnom traktu zivotinja, i obi¢no se izrazava i meri kao
svarljivost suve materije (Thulin i sar., 2014). Brojni faktori mogu uticati na
kompoziciju i hranljivu vrednost krme, a najvazniji ¢inilac jeste faza rasta, tj. stadijum
razvi¢a u momentu kosSenja za ishranu ili konzervisanje. Sa poveéanjem starosti biljaka
sadrzaj proteina i rastvorljivih ugljenih hidrata opada, dok sadrzaj vlakana i lignina
raste. Lignin ne samo §to je nerastvorljiv sam po sebi, ve¢ i redukuje svarljivost drugih
svarljivih komponenti biljnih ¢elija. Prisustvo lignina znacajno ogranicava biljnu
svarljivost (Tich, 2005).

Opadanje hranljive vrednosti trava i leguminoza sa zrelo$¢u nastupa usled
smanjenja udela lista, kao svarljivijeg dela biljke (sa ve¢im udelom proteina), i
povecanja udela stabljike kao manje svarljivog dela (sa ve¢im udelom vlakana, posebno
lignina). Usled toga se smanjuje energetska vrednost hraniva. Sa zrenjem biljke raste
ukupan prinos suve materije po jedinici povrSine, ali njena hranljiva vrednost veoma
brzo opada. Najveca hranljiva vrednost suve materije (SM) je u vegetativnoj fazi
razvoja biljaka, ali je u toj fazi mali prinos suve materije (Makevi¢ i sar., 2004).
Nastupanjem reproduktivne faze i pocCetka cvetanja, ukupan prinos SM raste, ali njena
svarljivost i iskoristljivost opada. Usled toga se maksimalni prinos svarljive suve
materije postize ranije nego maksimalni prinos ukupne SM. Kod leguminoza se
maksimalni prinos svarljive SM ostvaruje u fazi butonizacije (stvaranja pupoljaka).

Ugljeni hidrati su neophodni u ishrani Zivotinja, jer predstavljaju glavni izvor
energije i obi¢no ¢ine 70-80% obroka za prezivare (Mertens, 1997). Glavne frakcije
ugljenih hidrata su smestene u ¢elijskim zidovima biljaka i imaju strukturnu i zastitnu
funkciju. Zivotinje ne proizvode enzime za varenje éelijskih zidova, ali su razvile
uzajamno korisne odnose sa mikroorganizmima koji su u stanju da to obave. Prezivari
imaju jedinstven sistem organa za varenje koji im omogucava da maksimalno iskoriste

¢elijske zidove biljaka (Markovi¢, 2014). Frakcija ugljenih hidrati u ishrani je
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definisana na osnovu hemijskih i enzimskih metoda kori§¢enih u njihovoj analizi, i
dostupnosti za prezivare. U Sirem smislu, ugljeni hidrati su klasifikovani kao
nestrukturni, koji se nalaze u unutraS$njosti biljnih ¢elija, ili strukturni koji se nalaze u
¢elijskim zidovima biljaka, ali ove frakcije nisu hemijski uniformne (Niwinska, 2012).
Nestrukturni ugljeni hidrati se sastoje od Secera i skroba, i nalaze se u
protoplastu c¢elija (Van Soest, 1968). Glavni deo strukturnih ugljenih hidrata koji se
nalaze u ¢elijskim zidovima biljaka, definisan je pomoc¢u koncepta vlakana (Tamminga,
1993). Fibrozna frakcija, tj. frakcija Celijskih zidova biljaka se sastoji od celuloze,
hemiceluloze, lignina i kutina i 98% njenog sadrzaja je nesvarljivo (Van Soest, 1985).
Vlakna nerastvorljiva u neutralnom deterdzentu (NDF) su materije zidova biljnih ¢elija
koje ¢ine celuloza, hemiceluloza, lignin, lignifikovani azot, i nerastvorljivi pepeo. Ova
frakcija vlakana je samo delimi¢no dostupna Zivotinjama, 1 ukoliko je njeno prisustvo u
nekom hranivu manje, utoliko ¢e Zivotinje isto moc¢i da konzumiraju u vecoj koli€ini.
Vlakna nerastvorljiva u kiselom deterdzentu (ADF) su visoko nesvarljive biljne materije
koje ¢ine celuloza, lignin i nerastvorljivi pepeo. Ukoliko ih u nekom hranivu ima vise,
njegova svarljivost ¢e biti niza. Poznavanjem vrednosti za NDF u nekom hranivu
postiZe se bolja ocena konzumiranja suve materije, dok se sa vrednostima ADF-a dobija

realnija ocena in vivo svarljivosti (Pordevic i sar., 2003).
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4. RADNA HIPOTEZA

Materijal koji je odabran za analizu u ovoj doktorskoj disertaciji, ¢ini 46 sorti i
populacija crvene deteline iz regiona i sveta, i ocekuje se da ¢e informacije dobijene
fenotipskom evaluacijom, pomoc¢u morfoloskih deskriptora (i jednog fenoloskog), i
analizom agronomski znacajnih osobina, posluziti za sagledavanje divergentnosti
genotipova na fenotipskom nivou.

U radu se takode polazi od pretpostavke da je odabrani materijal crvene deteline
dovoljno divergentan u pogledu broja alela na ve¢em broju lokusa. Pretpostavlja se da
su morfoloski i mikrosatelitski markeri dovoljno polimorfni za diskriminaciju
odabranog biljnog materijala po izabranim osobinama. Ocekuje se visoki nivo
polimorfnosti u analiziranim lokusima, kao i da ¢e grupisanje genotipova crvene
deteline biti u saglasnosti sa njihovim poreklom.

Pretpostavka je da ¢e rezultati istrazivanja ukazati na efikasnost primene
morfoloskih i mikrosatelitskih markera u deskripciji i diferencijaciji proucavanih
genotipova crvene deteline, proceni diverziteta, i u izboru najperspektivnijih genotipova
radi daljeg oplemenjivanja.
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5.1. Biljni materijal

5. MATERIJAL | METODE RADA

Biljni materijal koji je koris¢en za istrazivanje u ovoj doktorskoj disertaciji je

¢inilo 46 sorti i populacija crvene deteline (Trifolium pratense L.) (tabela 1). Celokupni

biljni materijal je deo kolekcije Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu.

Analizirani genotipovi crvene deteline izabrani su tako da budu geneti¢ki divergenti, a

¢ine ih diploidni i tetraploidni genotipovi koji poti¢u iz 17 razli¢itih zemalja sveta, kao i

domace sorte i populacije.

Tabela 1. Nazivi (oznake), poreklo, tip i nivo ploidnosti ispitivanih genotipova crvene

deteline (Trifolium pratense L)

Oznaka Genotip Poreklo Tip Nivo ploidnosti
M2 NCPGRU?2 Ukrajina populacija 2n
M3 NCPGRU3 Ukrajina populacija 2n
M4 NCPGRU4 Ukrajina populacija 2n
M5 NCPGRUS5 Ukrajina populacija 2n
M23 Violeta Bolivija sorta 2n
M24 Nessonas Grcka sorta 2n
M44 Mercury Belgija sorta 2n
M45 Lemmon Belgija sorta 2n
M46 SAl Australija populacija 2n
M48 SA3 Australija populacija 2n
M49 SA4 Australija populacija 2n
M52 BGR1 Rumunija populacija 2n
M54 BGR2 Rumunija populacija 2n
M54 BGR3 Rumunija populacija 2n
M58 Diana Hrvatska+Madarska sorta 2n
M97 Dicar Francuska sorta 4n
M101 Nemaro Nemacka sorta 4n
N32 Una Srbija sorta 2n
N33 Avala Srbija sorta 2n
N23 Marina Srbija sorta 2n
N25 Amos Danska ili Nemacka sorta 4n
N34 NS-Mlava Srbija sorta 2n
N47 Italia centrale Italija populacija 2n
N49 Bolognino Italija populacija 2n
Ul Marino Nemacka sorta 2n
u2 Renova Svajcarska sorta 2n
U3 Titus Nemacka sorta 4n
us Rotra Belgija sorta 4n
u7 Kora Svedska sorta 2n
u9 Vivi Svedska sorta 4n
u10 Lucrum Nemacka sorta 2n
U1l Noe Francuska sorta 2n
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U13 Violetta Belgija sorta 2n

u15 Britta Svedska sorta 2n
Ui16 Krano Danska sorta 2n
uis Triton Nemacka sorta 4n
u19 Lutea Nemacka sorta 2n
u20 Bjorn Svedska sorta 2n
El Bradlo Slovacka populacija 2n
E5 Cortanovci Srhija populacija 2n
E16 89 E-0 Bugarska populacija 2n
E17 91 E-44 Bugarska populacija 2n
E18 91 E-63 Bugarska populacija 2n
E25 Sofia52 Bugarska populacija 2n
E39 Fertody Madarska sorta 2n
E40 Quinekel Cile sorta 2n

5.2. Plan ogleda

Fenotipska karakterizacija odabranog materijala je izvrSena na osnovu ogleda
koji je postavljen pocetkom aprila 2011. godine po potpuno slu¢ajnom blok sistemu u tri
ponavljanja (10 biljaka po ponavljanju). Setva odabrane kolekcije crvene deteline je
obavljena u kucice na meduredno rastojanje 80 x 80 cm, i na dubinu od 2,5 cm. Nakon
setve, u fazi bokorenja biljaka izvrSeno je proredivanje kucice na jednu biljku, nakon
Cega je tokom jula i avgusta izvrSena detaljna evaluacija i karakterizacija 13 ispitivanih
osobina (broj internodija, broj grana, duZina stabljike, debljina stabljike, duzina
centralne liske, Sirina centralne liske, prinos zelene mase, prinos suve materije, vreme
cvetanja, forma rasta, maljavost stabljike, boja lista i intenzitet obojenosti pege na listu).
U toku 2012. godine, na prezivelim biljkama mati¢njaka iz 2011. godine, nastavljeno je
pracenje i merenje 4 agronomske osobine (broj internodija, duzina stabljike, prinos

zelene mase i prinos suve materije) i priprema uzoraka za hemijske analize.

Slika 1. Mati¢njak genotipova crvene deteline zasnovan u toku 2011. godine na

lokalitetu Rimski Sancevi
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Slika 2. Pojedina¢na biljka crvene deteline (levo), rad na grupisanju biljaka prema

genotipu (sredina), susenje i priprema uzoraka za hemijske analize (desno)
5.3. Agroekoloski uslovi na ispitivanim lokalitetima

Prema podacima Republickog HidrometeoroloSkog zavoda Srbije, na lokalitetu
Rimski Sanéevi (45° 20’ N, 19° 51’ E, 84 m), u toku vegetacionog perioda od aprila do
oktobra 2011. i 2012. godine, zabeleZene su prose¢ne mesecne temperature koje su bile
vise od visegodisnjeg proseka (osim u oktobru 2011. godine). Maksimalne i minimalne
temperature vazduha bile su viSe od viSegodisnjeg proseka, tokom obe godine (osim u
oktobru 2011. godine). Ukupna suma koli¢ine padavina u vegetacionom periodu 2011.
godine bila je manja u odnosu na viSegodiSnji prosek, a isto vazi i za vegetacioni period
2012. godine u odnosu visegodisnji prosek (osim aprilu 2012. godine). Izrazeni deficit
padavina bio je u periodu od juna do septebra u obe istrazivacke godine, pri ¢emu u
augustu obe istrazivacke godine su padavine su bile blizu 0 mm. Relativna vlaznost
vazduha bila je generalno niza u odnosu na visegodis$nji prosek tokom obe godine, $to
vazi i za osuncanost (0sim u aprilu 2012. godine) (grafikon 1). Uocava se da izmedu
istrazivackih godina nije postojala znacajnija razlika po meteoroloskim uslovima, Sto
ima odredene prednosti za komparaciju materijala, ali i nedostatke za ocenu interakcije

ispitivanog materijala na razli¢ite uslove i uo¢avanje njegove pune varijabilnosti.
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Grafikon 1. Prosecne, maksimalne, minimalne vrednosti mese¢nih temperatura, koli¢ina

padavina, relativna vlaznost vazduha i osuncanost, u vegetacionim periodima 2011. i

2012. godine u odnosu na viSegodiSnji prosek (1981-2010) na lokalitetu Rimski

Sandevi
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Zemljiste na lokalitetu Rimski Sancevi je po tipu ¢ernozem sa izuzetno
povoljnim pedoloskim karakteristikama, koje obezbeduju optimalne zemljisne uslove za
izvodenje ogleda. U tabeli 2 je dat prikaz hemijskih osobina zemljista na lokalitetu
Rimski Sancevi, na osnovu podataka Laboratorije za zemljiste i agroekologiju Instituta
za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu. Uzorci zemljista su bili blago alkalne reakcije,
sa srednjim sadrzajem CaCO3, slabo humozni, bogati u ukupnom azotu, sa visokim

sadrzajem lakopristupacnog fosfora i1 kalijuma.

Tabela 2. Hemijske osobine zemljista na lokalitetu Rimski Sancevi

Dubina  pH pH N P20s K20 CaCOs Humus
cm) (H0) (KCh (%) (mg100"g") (mgl00igh) (%) (%)
30 825 7,28 0,19 32,4 30,6 2,52 2,58

5.4. Ispitivane morfoloske i agronomske osobine genotipova crvene deteline

Morfoloska karakterizacija po protokolu UPOV-a (2001) je izvrsena za sledece
morfoloske osobine:
e formarasta (FR),
e maljavost stabljike (MS),
e Dboja lista (BL),
e intenzitet obojenosti pege na listu (I0P),
ukljucujuci 1 jednu fenolosku:

e vreme cvetanja (VC),

Forma rasta je odredivana na osnovu vizuelne procene ugla koji formiraju
spoljasnji izdanci (grane) i horizontalna podloga, a prema UPOV deskriptoru (2001), pri
¢emu su moguci slede¢i oblici ove osobine:
Formarasta: - uspravna (erectum)

- polu-uspravna (semi-erectum)
- srednje uspravna (intermediate)

- delimi¢no polegla (semi-prostratum)

© N o1 W

- polegla (prostratum)

28



Maljavost stabla je posmatrana na tre¢oj internodiji u odnosu na potpuno
razvijeni cvet, na istoj grani na kojoj je merena i duzina stabljike. Ocena maljavosti

stabla prema UPOV deskriptoru (2001) vrsena je pomocu sledece skale:

Maljavost stabla: - veoma slaba 1
- slaba 3
- srednja 5
- velika 7
- veoma velika 9

Ocena osobine boje lista prema UPOV deskriptoru (2001) vrsena je pomocu

sledece skale:

Boja lista: - svetlo zelena 3
- srednje zelena 5
- tamno zelena 7

Osobina intenzitet obojenosti pege na listu ocenjivana je prema UPOV

deskriptoru (2001) na gornjoj tre¢ini biljke i to pomocu sledece skale:

Intenzitet obojenosti pege na listu: - odsutne ili vrlo slabe 1
- slabe 3
- srednje 5
- jake 7
- veoma jake 9

Osobina vreme cvetanja odredivana je prema UPOV deskriptoru (2001) na

slede¢i nacin:

Vreme cvetanja: -veomarano 1
- rano 3
- srednje 5
- kasno 7

-veoma kasno 9
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Osim toga merene su i slede¢e agronomski znacajne osobine osobine:

e Dbroj internodija (BI)
e Dbroj grana (BG)
e duzina stabljike (DUS) (cm)
e debljina stabljike (DES) (cm)
e duzina centralne liske (DCL) (cm)
e girina centralne liske (SCL) (cm)
e prinos zelene mase (PZM) (Q)
e prinos suve materije (PSM) (g)
Kada su u pitanju agronomske osobine, one su odredivane merenjem po 30

pojedinac¢nih biljaka (10 biljaka po ponavljanju).

5.5. Molekularna analiza genotipova crvene deteline
Ekstrakcija DNK

Procedura ekstrakcije biljne DNK generalno mora obuhvatati korake u kojima se
vrsi: (i) digestija Celijskog zida, i oslobadanje ¢elijskog sastava mlevenjem tkiva na
ledu; (i) raskidanje ¢elijske membrane da bi se DNK oslobodila u ekstrakcioni pufer,
pomoc¢u SDS (Sodium dodecyl sulfate) ili (CTAB (cetyltrimethylammonium bromide)
deterdzenta; (iii) zastita DNK od dejstva endogenih nukleaza pomoéu EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid), koji vezuje Mg2+ jone koji su neophodni kofaktori za
ve¢inu nukleaza; 1 (iv) denaturacija i separacija proteina od DNK Sto se vrsi
emulgovanjem meSavine tkiva i pufera hloroformom.

Prilikom izolovanja DNK visih biljaka, ¢esto su u ”precis¢enoj” DNK prisutni
enzim-inhibirajuci polisaharidi. Veéina ekstrakcionih metoda koristi skupe i vremenski
zahtevne tehnike zasnovane na gradijentu gustine cezijum-hlorida, da bi se eliminisali
polisaharidi. Metod za ekstrakciju DNK Kkoji je koris¢en u ovom protokolu (Rogers i
Bendrich,1988) je zasnovan na CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide) ekstrakcionoj
proceduri, a koja omoguc¢ava da se izoluje precis¢ena DNK visoke molekulske mase
(>50 kb), bez koris¢enja skupe opreme i/ili dugotrajnih procedura. Osnova separacije
polisaharida od nukleinskih kiselina je njihova diferencijalna rastvorljivost u prisustvu

CTAB.
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Ukupna genomska DNK je izolovana iz listova prema protokolu Rogers i
Bendrich (1988).

Rastvori:
2 x CTAB pufer:

2% CTAB (w/v)
100 mM Tris (pH 8.0)
20 mM EDTA (pH 8.0)
1.4 M NaCl
1% PVP (polyvinylpyrrolidone) M; 40 000
10% CTAB rastvor:
10% CTAB
10% CTAB
0.7 M NaCl
CTAB talozni pufer:
1% CTAB
50 mM TRIS (pH 8.0)
10 mM EDTA (pH 8.0)
TE pufer:
10 mM TRIS (pH 8.0)
1 mM EDTA (pH 8.0)
1 M NaCl
0.1x TE pufer:

1.0 mM Tris (pH 8.0)
0.1mM EDTA (pH 8.0)
RNA-aza osnovni rastvor:
1mg/ml RNAze A
100 U/ml RNAze T1 (Rastvor RNA-aza je zagrevan u vodenom Kkupatilu,

najmanje 10 min i da bi se eliminisalo prisustvo DNA-za. Cuvan je u zamrznutom

stanju do upotrebe).
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Postupak izolovanja DNK:

1. Usitnjen je suvi led u avanu sa tuckom.

2. Usitnjeno je tkivo sa suvim ledom.

3. Tkivo i suvi led su preneti u epruvetu za centifugu.

4. Dodat je topao (65°C) 2x CTAB pufer u trenutku kada je suvi led sublimirao, tj.
presao iz ¢vrstog u gasovito stanje,.

5. Dodato je 10-25 pg RNK (tj. tRNK kvasca) koja je imala ulogu nosaca u kasnijim
koracima talozenja.

6. Dodata je jedna zapremina chloroform/isoamyl alkohol-a (24:1). Sadrzaj je potpuno
izmesan da bi se dobila emulzija.

7. Centrifugiranje se vrsilo u mikrotubi 30 s (na 11000 rpm).

8. Rastvor supernatanta sa vrSne (vodene) faze je prebacen u novu mikrotubu, a
odbacena je donja (hloroformska) faza.

9. Dodata je 1/10 zapremine 10% CTAB rastvora uz mesanje.

10. Uradjena je ekstrakcija pomocu chloroform/isoamyl alkohol-a (kao u koracima 6-8).
11. Dodata je ista zapremina CTAB taloznog pufera uz pazljivo mesanje.

12. Centrifugiranje je trajalo 10-60 s na 11000 rpm. Odbacen je rastvor supernatanta.

13. Talog je rehidriran u TE puferu.

14. Dodate su dve zapremine hladnog 95% etanola u rastvor uz pazljivo mesanje.

15. Centrifugiranje je vrseno 5-15 min na 11000 rpm. Odbacen je rastvor supernatanta.
16. Dodat je (do prvobitne zapremine) hladni 80% etanol uz centrifugiranje tokom 5
min. Odbacen je rastvor supernatanta.

17. Susenje je radeno u desikatoru 20-30 min.

18. Korak rehidratacije vrsen je u 0.1xTE.

19. Tretiranje uzorka je vrseno RNA-zom.
Mikrosatelitski markeri

Za molekularnu karakterizaciju 46 genotipova crvene deteline izabran je set od
15 mikrosatelitskih markera, pri ¢emu se vodilo racuna da se odabru markeri prisutni na
razliitim hromozomima radi pokrivenosti ¢itavog genoma. Spisak ispitivanih
mikrosatelitskih lokusa, njihove pozicije na hromozomima, prajmer sekvence, kao i

ponavljaju¢i motivi, navedeni su u tabeli 3. Svi odabrani SSR markeri koris¢eni u
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molekulrnoj karakterizaciji 46 genotipova crvene deteline u ovoj disertaciji, kreirani su

od strane jedne grupe istrazivaca (Sato i sar., 2005).

Tabela 3. SSR markeri crvene deteline, hromozomi na kojima se nalaze, sekvence

njihovih prajmera i ponovci markera

Sekvenca levog i desnog prajmera

Marker Hromozom (5'-3' smer) Motiv
oo 1 CATCUNCTATCTITATONSS 0,
o 2 [SCOMSSTOSTIITT g,
oo 2 ATICCESMTTIONTCTS
O3 iaccacACCAGAACCTOAA (MAO)®
RCSIST 3 NrCATCACCAGCTTCAGEAC (A9
RS9 4 {coacTocoAAATCOATAGE (A0
OB 4 CaGAGGACCAGGAGETGARG (AT
SIS 5 crcceTonaceaceAmcas  (ATO)
st s “cccrroatcarecertrer . (ATO
e 8 Pacanceoacerecreer  ATO
RO & acTCOTTCOAGAGABTG (MG
M8 Tercatcanceeacoreete  (ATO)
T agcacTTicoamcacaGoas (8T
RCS0793 7 CGCAATCTTTCTTCTCATTTCA (AAG)20

TTCAACATGCAGGCTAAGAAAA
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PCR reakcija i detekcija alela

PCR je izvedena u zapreminama od 10 pl, koje su sadrzavale priblizno 25-50 ng
DNK uzorka, 1x PCR pufer (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8.3), 1.5 mM MgCl.,
0.15 mM svakog prajmera, 0.25 mM dNTPs i 0.3U Taq pollimeraze (Applied
Biosystems). PCR program je zapocet denaturacijom od 3 minuta na 94°C, nakon cega
je sledilo 45 ciklusa od po 1 minut na 94°C, 1 minut na 55°C, 2 minuta na 72°C i finalni
korak ekstenzije je bio na 72°C tokom 7 minuta. Analiza fragmenata je izvrSena kao
multi-test, analiziraju¢i po dva markera, koji su bili obelezeni razli¢itim ABI-bojama
istovremeno. Uzorci koji su sadrzavali 0.5-1 pl PCR produkata svakog markera, 1 pl
standarda i 9 pl Hi-Di formamida su razdvojeni kapilarnom elektroforezom. Aleli su

detektovani pomoc¢u GeneScan/Genotyper® softverskog paketa (Applied Biosystems).

AB'-!— Piots - kafja_TPMI1001_beod|_RCS1720.gta 1:50:18 PM Don, 29, M 2012
PRISM Licensed 1 TrafCnetes, GmaH GenohperB 37
e —r e e e e e
235 240 245 20 55 260 265 270 275 280
01-M1NCPGRUT_O1_ADT_03_ RCS1TI5HEX
—200
\ [
Lo
L " bLea
[2a8] [z65]
[247 44 26509
T

Slika 3. Signali kapilarne elektroforeze na osnovu RSC1729 markera za genotip
NCPGR1

5.6. Hemijske analize

Uradene su slede¢e hemijske analize:
e sadrzaj sirovih proteina (SP);
e vlakna nerastvorljiva u kiselom deterdzentu (ADF-Acid Detergent Fibres) tj.
kisela sirova celuloza;
e vlakna nerastvorljiva u neutralnom deterdzentu (NDF - Neutral Detergent

Fibres) tj. neutralna sirova celuloza.
Odredivanje ukupnog azota

Odredivanje ukupnog azota, na osnovu kojeg se odreduje koncentracija proteina,

vrseno je semimicro-Kjeldahl metodom (Bremner, 1996). Metoda je zasnovana na
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razlaganju organske materije sa konc. H2SO4 uz Kkatalizator (Se) i destilaciju po
Kjeldahl-u sa titracijom nastalog amonijaka sa rastvorom H2SO4 (Pantovic i sar. 1989).
Hemikalije koje su Kkoris¢ene u postupku analize su: konc. H2SOa, selen u prahu ili
tableta za razaranje, 40% NaOH, 5% H3BO3 sa mesanim indikatorom i 0,005M H2SO4
poznatog faktora. Postupak analize je obuhvatao prelivanje 0,5 g uzorka u epruveti za
razaranje sa 6 ml koncentrovane H>SOs i dodavanje 1 tablete za razaranje (katalizator)
ili selena. U prethodno zagrejan blok digestora (temp. preko 350°C) ubadena je epruveta
sa uzorkom uz dalju inkubaciju od 4h.

Nakon hladenja, rastvor je preliven u normalni sud, uz temeljno ispiranje
kivete sa destilovanom vodom i nakon hladenja dopunjen je do crte sa destilovanom
vodom. Od ovog rastvora odpipetirano je 10 ml u balon za destilaciju, prikljuéena je
aparatura, uliveno je 40 ml 40% NaOH i zapoceta je destilacija. Pre pustanja vodene
pare, ispod kondenzatora postavljen je erlenmajer sa 5 ml rastvora borne kiseline i
mesanog indikatora u koji se hvatao destilat. Nakon predestilovanja oko 50 ml te¢nosti,
prekinuta je destilacija. Rastvor nastalog amonijum-borata je titriran sa 0.005M H2SO4
poznatog faktora, do promene boje iz zelene u ruziastu. Zabelezena je zapremina
utro$ene kiseline (V). Svaki uzorak je uraden u dva ponavljanja.

V x F x0,1401 x 6,25
IzraCunavanje: % sirovih proteina = e e
odvaga (g)

Odredivanje sadrzaja vlakna nerastvorljivih u kiselom deterdZentu (ADF)

Odredivanje sadrzaja vlakana nerastvorljivin u kiselom deterdZzentu (ADF) je
uradeno prema Van Soest P. J. (1963). Hemikalije koje su korisé¢ene u postupku analize
su: rastvor kiselog detergenta — ADS (u 1 litar (1N) H.SO4 dodato je 20 g cetil-trimetil
amonijum bromida), aceton ili etanol i sumporna kiselina, 72%, spec. tezine 1,634.

Izmereno je u dva ponavljanja po 2 g vazdusno suvog uzorka samlevenog na
promeru sita od 1 mm u balon sa okruglim dnom od 500 ml. Dodato je 100 ml ADS
(sobne temperature). Sastavljena je aparatura za refluktovanje i stavljena su oba balona
na istu plocu. Zagrevano je 5-10 minuta do kljuc¢anja. Smanjena je temperatura grejanja
odmah nakon pocetka klju¢anja da bi se izbeglo penusanje. Podeseno je da kljucanje
bude vrlo blago da ne bi doSlo do penuSanja. Refluktovanje je vrSeno 60 minuta od

pocetka klju¢anja. NamesStena je aparatura za cedenje pod vakuumom. Uklonjen je
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balon sa grejnog tela, promuckan je i napunjen je nu¢ koji je prethodno tariran.
Podesavanje je vrSeno tako da vakuum u pocetku bude nizak, a zatim je po potrebi
povecan. lIspiranje uzorka je vrSeno u lonéi¢u sa minimumom vrele vode (80-90°C).
Nakon isklju¢enja vakuuma, razbijena je pogaca uzorka i lonc¢i¢ je napunjen vrelom
vodom. Nakon cedenja, ponovljen je prethodno navedeni postupak. Ispiranje je radeno
dvaput acetonom, a potom cedjenje do suvog stanja. Isto je ponovljeno i sa drugim
ponavljanjem. Nakon susenja lon¢ic¢a na 100°C, vrseno je hladenje i merenje.

Sadrzaj vlakana nerastvorljivih u kiselom deterdzentu se izracunava po sledecoj
formuli:

ADF (%) =(A-B)x100/S

gde je

A — tezina lonci¢a sa talogom

B — tezina praznog loncic¢a

S —odvaga (2 g)

Odredjivanje sadrzaja vlakna nerastvorljivih u neutralnom deterdZentu (NDF)

Odredjivanje sadrzaja vlakana nerastvorljivih u neutralnom deterdzentu (NDF) u
biljnom materijalu uradeno je prema Van Soest P.J. i Wine R.H. (1967).

Metoda odredjivanja sadrzaja vlakana nerastvorljivih u neutralnom deterdZentu
(NDF), predstavlja brzu metodu za odredivanje konstituenata ¢elijskog zida u biljnom
materijalu. Sastoji se u odredivanju vlakana nerastvornih u neutralnom deterdzentu i
primenljiva je za sva hraniva. Standardizacija metode je bazirana na nutritivnom
konceptu, koji definiSe celulozu kao nerastvorni deo biljke, nesvarljivog pod uticajem
proteoliti¢ih enzima i neiskoristivog, osim pomocu mikrobioloske fermentacije u
digestivnom traktu Zivotinja.

Hemikalije koje su koris¢ene u postupku analize su: (NDS) rastvor neutralnog
detergenta (u 1 | destilovane vode dodato je 30 g Na-lauril sulfata (SDS), 18,61 g
dinatrijum dihidrogen etilendiaminotetraacetat dihidrata, p.a., 6,81 g natrijum borat
dekahidrata, p.a, 4,56 g dinatrijum hidrogen fosfata, anhidrovanog, p.a., 10 ml etilen
glikola, p.a. uz meSanje do rastvaranja, a potom je utvrdeno da se pH nalazi u opsegu

6,9-7,1), aceton ili etanol, p.a. i anhidrovan natrijum sulfit.

36



Izmereno je u dva ponavljanja po 0,5 g vazdusno suvog uzorka samlevenog na
promeru sita od 1 mm u balon sa okruglim dnom od 500 ml. Dodato je po redu: 100 ml
NDS (sobne temperature) i 0,5 g natrijum-sulfita. Sastavljena je aparatura za
refluktovanje i oba balona su stavljena na istu plo¢u. Zagrevanje je vrSeno 5 do 10
minuta do kljucanja. Nakon klju¢anja smanjeno je zagrevanje da bi se izbeglo
penusanje. Podeseno je da kljucanje bude vrlo blago da ne bi doslo do penusanja. Od
pocetka kljucanja vrieno je refluktovanje 60 minuta. Namestena je aparatura za cedjenje
pod vakuumom. Skinut je balon sa grejnog tela, promuckan i napunjen je nu¢-om Kkoji je
prethodno tariran. Vakuum je podeSen da u pocetku bude nizak, a zatim je po potrebi
povecan. Ispiranje uzorka u lon¢i¢u radeno je sa minimumom vrele vode (80-90°C).
Nakon isklju¢enja vakuuma, razbijena je pogaca uzorka i lon¢i¢ je napunjen vrelom
vodom. Nakon cedenja, ponovljen je prethodno navedeni postupak. Ispiranje je radeno
dvaput acetonom, a potom cedjenje do suvog stanja. Isto je ponovljeno i sa drugim
ponavljanjem. Nakon suSenja loné¢i¢a na 100°C, vr$eno je hladenje i merenje.

Sadrzaj vlakana nerastvorljivih u neutralnom deterdZzentu je odreden primenom

formule:
NDF (%) = 200 x (A — B)
gde je

A = tezina loncica sa talogom

B = teZina praznog loncica
5.7. StatistiCka analiza podataka
Analiza morfoloskih osobina

Shannonov indeks diverziteta (Shannon i Weaver, 1949) je odreden na osnovu
vizuelne procene morfoloskih osobina (i jedne fenoloske) i to na osnovu sledece
formule:

H'=-3,~Rlog, R
gde je n - broj nominalnih kategorija osobine i, Pi - proporcija genotipova u i-toj
nominalnoj kategoriji osobine, pri ¢emu se Pi proporcija odreduje na osnovu izraza
F; = n;/N.. Normalizacijom H’ vrednosti, deljenjem sa maksimalnom vrednoséu (X),
dobijene su vrednosti indeksa ekvitabilnosti u intervalu od 0-1 (Perry i Mclntosh, 1991),

pri cemu veca vrednost indeksa 0znacava i vecu raznolikost.
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Da bi se utvrdili geneticki odnosi izmedu genotipova crvene dateline,
morfoloske osobine (i jedna fenoloska) Su obradene pomocu analize homogenosti
(Homogeneity analysis-HOMALS), koja je takode poznata i kao viSestruka
korespodentna analiza (Multiple correspondence analysis-MCA). Putem ove analize
odreden je polozaj genotipova crvene deteline u dvodimenzionalnom prostoru, u cilju
vizuelizacije razliCitosti i1 diskriminacije genotipova na osnovu njihovih merenih
morfoloskih osobina (i jedne fenoloske).

Utvrdivanje udaljenosti genotipova na osnovu morfoloskih osobina (i jedne
fenoloske) je izvrSeno na osnovu matrice distanci parova genotipova, koja je
konstruisana na osnovu simple matching koeficijenta sli¢nosti (Sokal i Michener, 1958).
Dalje je na osnovu matrice morfoloSke udaljenosti primenom UPGMA (Unweighted

Pair-Group Mean Arithmetic method) metode konstruisan dendrogram.
Analiza agronomskih osobina

U radu su izracunati deskriptivni statisti€ki parametri za sve merene agronomske
osobine: prose¢na vrednost (X), standardna devijacija (¢), minimalna vrednost (Min),
maksimalna vrednost (Max), koeficijent fenotipske varijacije CVs (%). Uz pomoé
navedenih parametara sagledana je fenotipska varijabilnost germplazme crvene deteline
za proucavane 0sobine.

Primenjena je jednofaktorijalna analiza varijanse (ANOVA) po potpuno
slu¢ajnom blok sistemu, ponaosob za svaku ispitvanu godinu. Model je prikazan kao:
i=12,..,k

Xi=u+a,+p +¢.; .
y =Mt h Yi=12...,n

gde je i x j broj osnovnih skupova, svaki sa normalnom raspodelom Xij: N(Lij,62); i
=1,2,....k; j =1,2,...,n. Sa u je oznacena opsta sredina, sa ;- sredina i-tog tretmana i, sa
W, efekat j-tog bloka, i efekat i-tog tretmana je o, = ui.—u, a efekat j-tog bloka je
Bi = p.j—u. Pretpostavka je da je> ;=0 idaje D fj=0. Kod ovog modela se

pretpostvlja da su uticaji genotipova na posmatrano obelezje nezavisni od uticaja
blokova, tj. ne postoji interakcija genotipova i blokova. Ovako definisan model je

aditivan.
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Testiranje razlika za proseke osobina ispitivanih genotipova izvrSeno je Tukey-
evim testom. Deskriptivni statisticki parametri i Tukey test su uradeni u Excel programu
(Microsoft Office 2007 paket).

Dobijene vrednosti agronomskih osobina genotipova posluzile su za izracunavanje
Spearman-ovog koeficijenta korelacije rangova (Spearman's rank correlation
coefficient). Ovaj tip korelacije predstavlja neparametrijsku meru statisticke jacine
povezanosti dve varijable i nezavisan je od tipa raspodele promenljivih.

Na osnovu prosecnih vrednosti ispitivanih agronomskih osobina crvene deteline
uradena je klaster analiza. U cilju konstrukcije dendrograma, koris¢en je UPGMA
metod grupisanja zasnovan na Euklidskoj matrici udaljenosti.

Grupisanje genotipova crvene deteline, na osnhovu ispitivanih agronomskih
osobina je uradeno pomocu analize glavnih komponenata (PCA - Principal Component
Analysis). PCA metodom je izvrSena redukcija veceg broja promenjivih, na manji broj
novih promenljivih (glavne komponente), ¢ime je olakSano razumevanje informacija
sadrzanih u izmerenim podacima agronomskih osobina. Grafi¢ki prikaz rezultata PCA

je izvrSen pomoc¢u dvodimenzionalnog biplot prikaza (R Core Team, 2015).
Analiza rezultata primene SSR markera

Analiza mikrosatelitskih SSR podataka posluzila je za izracunavanje Dice
matrice genetickih distanci, koja je dalje posluzila kao osnova za analizu glavnih
koordinata (PCoA- Principal Coordinate Analysis; sinonim je MDS- Multidimensional
Scaling), i grupisanje analiziranih genotipova crvene deteline, na osnovu seta odabranih
SSR markera.

Analiza molekularne varijanse (AMOVA)

Primenom analize molekularne varijanse (AMOVA) procenjen je
unutapopulacioni 1 medupopulacioni diverzitet genotipova crvene deteline koji su
grupisani na viSe razli¢itih nacina. Testirani su klasteri koji su dobijeni na osnovu
analize morfoloskih osobina (i jedne fenoloSke), potom grupe koje su dobijene na
osnovu analize agronomskih osobina, klasteri koji su dobijeni na osnovu agronomskih i
hemijskih osobina i klasteri formirani na osnovu statusa (sorta ili populacija) i

ploidnosti (2n ili 4n) genotipova crvene deteline.
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Saglasnost matrica udaljenosti dobijenih na osnovu morfoloskih,

agronomskih i molekularnih podataka

Saglasnost matrica udaljenosti dobijenih na osnovu morfoloskih (i jednog
fenoloSkog), agronomskih i SSR molekularnih markera testirana je pomo¢u Mantel testa
(Mantel, 1967). Mantel-ovim testom analizirane su korelacije izmedu tri tipa matrica
udaljenosti 1 to konkretno izmedu matrica udaljenosti na osnovu SSR markera i
morfoloskih deskriptora (i jednog fenoloskog), potom izmedu matrica udaljenosti na
osnovu SSR markera i agronomskih osobina, kao i izmedu matrica udaljenosti na

osnovu morfoloskih deskriptora (i jednog fenoloskog) i agronomskih osobina.

Statisticki programi koriSc¢eni za analizu agronomskih osobina, morfoloskih

i mikrosatelitskih markera

Statisti¢ka analiza morfoloskih osobina (i jedne fenoloske) (odredivanje Shannon-ovog
indeksa diverziteta, grupisanje genotipova crvene deteline na osnovu HOMALS analize
morfoloskih osobina, konstruisanje matrice distanci parova genotipova na osnovu
simple matching koeficijenta sli¢nosti, UPGMA (Unweighted Pair-Group Mean
Arithmetic method) hijerarhijski metod klaster analize i konstruisanje dendrograma) i
agronomskih osobina (odredivanje Spearman-ovog koeficijenta korelacije rangova,
konstruisanje matrice distanci parova genotipova na osnovu Euklidskih udaljenosti,
UPGMA (Unweighted Pair-Group Mean Arithmetic method) hijerarhijski metod klaster
analize i konstruisanje dendrograma, analiza glavnih komponenata (PCA - Principal
Component Analysis)) 46 genotipova crvene deteline je izvrSena primenom programa R
(R Core Team, 2015). Za statisticku analizu SSR molekularnih markera 46 genotipa
crvene deteline upotrebljeni su statisticki programi za populaciono-geneticke analize:
NTSYS (Rohlf, 2009), MEGA (Tamura i sar., 2007), i ARLEQUIN (Excoffier i
Lischer, 2010).
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REZULTATI I DISKUSIJA
6.1. Morfoloski markeri genotipova crvene deteline
6.1.1. Distribucija i diverzitet morfoloskih markera

Indeksi diverziteta su matematicke funkcije koje kombinuju bogatstvo
("richness™) 1 ujednacenost (“evenness") uzorackih podataka. lako postoje razliciti
indeksi diverziteta, jedan od najcesée koris¢enih je Shannon-ov indeks (H’), takode
oznacen kao Shannon-Wiener indeks (Colwell, 2009). S obzirom na to da su ovim
indeksom objedinjeni bogatstvo, tj. raznovrsnost u broju kategorija ispitivanog uzorka i
ujednacenost, tj. relativna ucestalost jedinki po kategorijama, vrednosti indeksa ¢e se
povecavati sa povecanjem svake od ove dve komponente. Na visoke vrednosti ovog
indeksa, dakle, uticace i broj prisutnih kategorija i ujednacena distribucija uzoraka po
kategorijama. Nizak H’ indeks ukazuje na neuravnoteZene ucestalosti kategorija neke
osobine i odsustvo genetickog diverziteta po toj osobini. Vizuelna karakterizacija 46
genotipova crvene deteline na osnovu cetiri morfoloske i jedne fenoloske osobine data
je u prilogu 1, a broj, tj. udeo genotipova (%) po kategorijama morfoloskih markera (i
jednog fenoloskog) i vrednosti Shannon-ov indeksa diverziteta (H’) za svaki od markera
u tabeli 4.

Tabela 4. Deskriptori, kategorije deskriptora i distribucija genotipova po kategorijama

deskriptora

Oznaka Broj Udeo
Deskriptor . Kategorije . J genotipova H’
deskriptora genotipova
(%)
1-veoma rano 12 26
3-rano 24 52
Vreme cvetanja VvC 5-srednje 8 17 0,721
7-kasno 1 2
9-veoma kasno 1 2
FR 1-uspravna 1 5 0.752
(erectum)
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Forma rasta

3-polu-uspravna

. 1 22
(semi-erectum) 0
5-srednje uspravna
. . 2 4
(intermediate) > >
7-delimicno polegla
. 7 15
(semi-prostratum)
9-polegla 3 ;
(prostratum)
1-veoma slaba 12 26
3-slaba 30 65
Maljavost stabljike MS 5-srednja 3 7 0,642
7-velika 1 2
9-veoma velika 0 0
3-svetlo zelena 1 2
Boja lista BL 5-srednje zelena 23 50 0,712
7- tamno zelena 22 48
1-odsutno_st ili vrlo 15 33
slaba obojenost
) 3-slaba obojenost 23 50
Intenzitet
obojenosti pege na IOP 5-srednja obojenost 7 15 0,728
listu ) )
7-jaka obojenost 0 0
9-vepma jaka 1 )
obojenost
Prosek 0,711

Medu ispitivanim genotipovima crvene deteline, najveci broj genotipova je imao

rano cvetanje (52%). Veoma rano cvetanje je bilo prisutno kod 26% genotipova, a

srednje rano kod 17%. Najmanja je zastupljenost genotipova sa kasnim (2%) i veoma

kasnim cvetanjem (2%). VVrednost Shannon-ovog indeksa diverziteta iznosila je 0,721.
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Prema osobini forma rasta, genotipovi su se razdvojili u 5 kategorija pri ¢emu je
dominirala srednje uspravna forma rasta (54%), dok su genotipovi bili neravnomerno
rasporedeni po preostalim klasama ovog deskriptora pa je vrednost Shannon-ovog
indeksa diverziteta iznosila 0,752.

U pogledu osobine maljavosti stabljike, dominirali su genotipovi sa slabo
izrazenom (65%) i veoma slabo izazenom osobinom (26%). Srednja i velika maljavost
stabljike su bile zastupljene sa po 7% i 2%, dok osobina veoma velike maljavosti nije
bila prisutna kod ispitivanih genotipova, $to se odrazilo i na vrednost indeksa diverziteta
od 0,642.

U ispitivanom setu genotipova crvene deteline samo 2% genotipova je imalo
svetlo zelenu boju lista, dok su ostali genotipovi imali srednje zelenu (50%) i tamno
zelenu boju lista (48%). Vrednost Shannon-ovog indeksa diverziteta iznosila je 0,712.

Prema intenzitetu obojenosti pege na listu, genotipovi su se svrstali u ¢etiri od
ukupno pet mogucih kategorija ovog deskriptora, a jaka obojenost pege na listu nije bila
medu zastupljenim klasama. Najveca je bila proporcija genotipova sa slabo obojenom
pegom na listu 50%, dok je manji broj genotipova imao vrlo slabu obojenost pege
(33%), srednju obojenost (15%) i veoma jaku obojenost pege (2%). Vrednost Shannon-
ovog indeksa diverziteta iznosila je 0,728.

Indeksi diverziteta za posmatrane deskriptore imali su visoke vrednosti,
uglavnom zbog postojanja veceg broja kategorija svake osobine i pored neravnomerne
distribucije genotipova kroz te kategorije. Prose¢an Shannon-ov indeks diverziteta za
Cetiri posmatrane morfoloske osobine i jednu fenolosku iznosio je 0,711 i ukazao je na
visok nivo varijabilnosti ovih osobina kod ispitivanih genotipova crvene deteline. Osim
toga, visok indeks diverziteta navodi na zaklju¢ak da su posmatrani deskriptori (vreme
cvetanja, forma rasta, maljavost stabljike, boja lista, intenzitet obojenosti pege na listu)
korisni markeri, na osnovu kojih se moze izvrsiti uspesna identifikacija, diferencijacija i
razvrstavanje genotipova crvene deteline.

Pagnotta i sar. (2011) su takode utvrdili znacajno (P < 0,05) geneticko variranje
morfoloskih osobina-forme rasta, vremena cvetanja, kao i ucestalost biljaka bez pege na
listu kod 22 uzorka crvene deteline (16 italijanskih prirodnih populacija, cetiri
komercijalna ekotipa i dve sorte). Osim toga ustanovili su da je uspravna forma rasta

bila prisutna kod ekotipova, sorti i nekoliko prirodnih populacija tipicnih za srednje i
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nize nadmorske visina severne Italije, dok je polegla (prostratum) forma rasta i odsustvo
pege na listu bilo prisutno kod nekoliko populacija poreklom iz Sardinije. Sve prirodne
populacije sakupljene sa pasnjaka su se odlikovale kasnim cvetanjem.

Za razliku od rezultata Pagnotta i sar. (2011), u ovom istrazivanju je
ustanovljeno da je medu sortama dominantno bilo zastupljeno rano vreme cvetanja
(68%), a medu populacijama veoma rano vreme cvetanja (50%), dok je kasno i veoma
kasno vreme cvetanja bilo najmanje zastupljeno, sa po 4% kod sorti, a odsutno kod
populacija. Srednje uspravna forma rasta je bila najceSa forma rasta i kod sorti i kod
populacija (61% kod sorti i 44% kod populacija), s tom razlikom §to se kod sorti uocava
trend veée brojnosti genotipova ka uspravnoj formi rasta (29% polu-uspravna i 4%
uspravna forma rasta, a svega 7% delimi¢no polegla forma rasta uz odsustvo polegle
forme), a kod populacija trend vece brojnosti genotipova ka polegloj formi rasta (28%
delimi¢no polegla i 17% polegla forma rasta, a svega 11% polu-uspravna forma, uz
odsustvo uspravne forme rasta). Veoma slaba i slaba maljavost stabla je dominirala i
kod sorti i kod populacija (kod sorti 86%, a kod populacija 100%), a svetlo zelena boja
lista je bila slabo zastupljena i kod sorti i kod populacija (odsustvo kod sorti, a 6% kod
populacija). Odsustvo pege lista i slaba obojenost pege lista su bile najces¢e prisutne
kategorije osobina i kod sorti (78%) i kod populacija (89%), dok jaka obojenost pege
lista nije zabelezena ni kod sorti ni kod populacija. Tetraploidi u ovim istraZzivanjima su
se odlikovali odsustvom srednjeg i veoma kasnog vremena cvetanja, odsustvom
uspravne i polegle forme rasta, prisustvom slabe i srednje maljavosti stabla, odsustvom

svetlo zelene boje lista i odsustvom jako i veoma jako obojene pege lista.
6.1.2. Diskriminaciona mo¢ morfoloskih markera

Ukupna vernost prikaza varijabilnosti kategori¢kih podataka u obe dimenzije
iznosila je 71,2%. Prva dimenzija objasnila je 38,4%, a druga 32,8% ukupne
varijabilnosti (grafikon 2). Morfoloska osobina maljavost stabljike (MS) i fenoloska
osobina vreme cvetanja (VC) su osobine sa vecom projekcijom vektora na prvu, a
manjom projekcijom vektora na drugu osu. Morfoloske osobine intenzitet obojenosti
pege na listu (IOP) i boja lista (BL), imale su vecu projekciju svog vektora na drugu, u
odnosu na prvu osu. Prema navodima Malik i sar. (2014) osobine koje najbolje

44



diferenciraju genotipove i koje su od najveéeg znacaja za diverzifikaciju su osobine sa
najve¢im pozitivnim i negativnim u¢e§¢em na osama (Malik i sar., 2014).

Dalje, na osnovu grafikona 2 HOMALS analize, moze se uoditi da je vektor
morfoloSke osobine (deskriptora) boja lista (BL), lociran u blizini koordinatnog pocetka,
kratak vektor koji ukazuje na manje variranje ove osobine kod ispitivanih genotipova,
pa je to vektor slabe diskriminacione moc¢i. Veca duzina vektora znaci i vece variranje
odredenog deskriptora (morfoloske osobine) kod ispitivanih genotipova, a ujedno i
njegovu vecu diskriminacionu mo¢. Za osobine maljavost stabljike (MS), vreme
cvetanja (VC) i intenzitet obojenosti pege na listu (IOP), koje imaju duze vektore i
znacajno pozitivno i negativnho uceS¢e na osama, mozemo re¢i da otkrivaju veliku
varijabilnost i imaju diskriminacionu mo¢, koje ih stoga ¢ine dobrim morfoloskim

(fenoloskim) markerima.

IOP

BL

Dimenzija 2 (32,8%)

MS

VC

FR

| | | |
na -

Dimenzija 1 (38,4%)
Grafikon 2. Diskriminaciona mo¢ morfoloskih osobina (IOP-intenzitet obojenosti pege

na listu; FR-forma rasta; MS-maljavost stabljike; BL-boja lista) i jedne fenoloske (VC-

vreme cvetanja)
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6.1.3. Grupisanje genotipova crvene deteline na osnovu HOMALS analize
morfoloskih markera

Analiza homogenosti ("Homogeneity analysis-HOMALS"), poznata i kao
visestruka korespodentna analiza ("Multiple correspondence analysis-MCA"),
omogucava proucavanje povezanosti veceg broja kvalitativnih varijabli, tj. kategorickih,
nominalnih podataka. Sli¢na je analizi glavnih komponenti PCA ("Principal Component
Analysis™) koja se koristi za proucavanje kvantitativnih, numeric¢kih varijabli (Pollet,
2005). U odnosu na korespodentnu analizu ("Correspondence Analysis-CA"), koja se
odnosi na dve kategoricke varijable, viSestruka korespodentna analiza (MCA) se moze
posmatrati kao ekstenzija korespodentne analize (CA), koja se primenjuje kada se radi
sa veé¢im brojem kategorickih varijabli (Sourial i sar., 2010). Osnovni ciljevi visestruke
korespodentne analize jesu utvrdivanje povezanosti izmedu kategorija varijabli i
grupisanje genotipova sa sli¢nim profilima.

Kada je u pitanju graficki prikaz analize homogenosti, prema Michailidis i De
Leeuw (1998), svojstva grafickog prikaza HOMALS analize su sledeca: kategorije
osobina i vrednosti genotipova se mogu prikazati u zajednickom prostoru; koordinatna
tacka neke kategorije je centroid genotipova koji pripadaju toj kategoriji; genotipovi
identi¢nih profila ¢e imati identi¢ne vrednosti, a distanca izmedu dva genotipa bice
odraz sli¢nosti njihovih profila; diskriminaciona mo¢ neke osobine bi¢e veca kada je i
veca medusobna udaljenost taCaka kategorija te varijable; ako je neka kategorija
osobine jedinstvena i javlja se kod samo jednog genotipa, onda ¢e se tatka genotipa i
tacka te kategorije osobine podudarati; genotipovi sa jedinstvenim profilima bice
udaljeni u odnosu na centar zajednickog prostora, dok ¢e genotipovi sa profilima koji su
sli¢ni proseku biti locirani u blizini centra.

Na osnovu HOMALS analize cetiri morfoloske o0sobine (i jedne fenoloske),
prisutne kod 46 genotipova crvene deteline konstruisan je HOMALS grafikon, pri ¢emu
je prvom osom objasnjeno 38,4%, a drugom osom 32,8% ukupne varijabilnosti
podataka morfoloskih deskriptora (i jednog fenoloskog). Distanca izmedu dva genotipa
na grafikonu je odraz sli¢nosti njihovih profila (Hsieh, 2007). Analizirani genotipovi
crvene deteline su na osnovu sli¢nosti njihovih morfolosko-fenoloskih profila grupisani

u 7 homogenih grupa.
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| grupa-genotipovi veoma ranog vremena cvetanja/sa odsutnom do vrlo slabo obojenom
pegom lista/ sa slabo maljavim stabljikama i srednje zelenom bojom lista: 91 E-63, 91
E-44, Bradlo, Cortanovci. U pogledu forme rasta genotipovi 91 E-63 i 91 E-44 su bili sa
delimi¢no poleglom formom rasta, a genotipovi Bradlo i Cortanovci sa poleglom
formom rasta.

Il grupa-genotipovi veoma ranog vremena cvetanja/sa slabo obojenom pegom lista
(Amos, Fertody, Quinekel, BGR1, SA3, Italia centrale, Sofia52) ili vrlo slabo obojenom
pegom lista (Bolognino). Prema boji lista u grupi Il su bili zastupljeni genotipovi
srednje zelene boje lista (SA3, BGR1 i Quinekel), kao i genotipovi tamno zelene boje
lista (Amos, Italia centrale, Sofia52 i Fertody). Medu genotipovima druge grupe su na
osnovu forme rasta dominirali genotipovi srednje uspravne forme rasta (BGR1,
Quinekel, Italia centrale 1 Fertody), dok su SA3 i Sofia52 bili sa delimi¢no poleglom
formom rasta, a Amos sa polu-uspravnom formom rasta.

I11 grupa-genotipovi ranog vremena cvetanja/sa odsutnom do vrlo slabo obojenom
pegom lista (Renova, Nemaro, Noe, SAL, Dicar) ili slabo obojenom pegom lista (89 E-
0). Medu genotipovima tre¢e grupe bila je prisutna ili srednje zelena boja lista (SAT,
Nemaro, Renova, Noe i Quinekel) ili tamno zelena boja lista (Dicar, Sofia52 i Fertody).
Kod najveéeg broja genotipova dominirala je srednje uspravna forma rasta (SAI,
Nemaro, Noe, Quinekel, Dicar, Fertody), dok je genotip Renova bio sa polu-uspravnom,
a genotip Sofia52 sa delimi¢no poleglom formom rasta.

IV grupa-genotipovi srednje ranog vremena cvetanja/sa slabo obojenom pegom lista:
NCPGRUS3, Rotra, Violetta, Marino, Avala, NS-Mlava, Triton, Lucrum, Una, Violeta.
U pogledu forme rasta genotipovi IV grupe su imali srednje uspravnu formu rasta
(Violeta, Una, Avala, NS-Mlava, Lucrumi Triton) ili polu-uspravnu formu rasta
(NCPGRU3, Marino, Rotra i Violetta). Srednje zelena boja lista bila je prisutna kod
genotipova Violetta, Avala, NS-Mlava, Violeta i Triton, dok su tamno zelenu boju lista
imali genotipovi NCPGRU3, Marino, Rotra, Una i Lucrum.

V grupa-genotipovi ranog vremena cvetanja/sa srednje obojenom pegom lista/sa srednje
maljavim stabljikama i tamno zelenom bojom lista (Diana, Titus, Marina, Nessonas,
Mercury, BGR3, Britta). Medu genotipovima V grupe dominirala je srednje uspravna
forma rasta (Nessonas, Mercury, BGR3, Marina i Britta), dok su genotipovi Diana i

Titus bili sa polu-uspravnom formom rasta.
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VI grupa-genotipovi veoma kasnog vremena cvetanja/sa srednje obojenom pegom lista/
sa veoma slabo maljavim stabljikama i srednje zelenom bojom lista (SA4, NCPGRUS5,
Bjorn). Genotipovi NCPGRUS i Bjorn su imali delimi¢no poleglu, a SA4 srednje
uspravnu formu rasta.

VII grupa-genotipovi srednje ranog vremena cvetanja/ sa slabo obojenom pegom lista
(NCPGRU4, Lemmon, Lutea). NCPGRU4 i Lutea su bili srednje uspravne forme rasta
za raliku od genotipa Lemmon koji je imao polu-uspravnu formu rasta. U pogledu boje
lista Lemmon i Lutea su se odlikovali tamno zelenom bojom lista, za razliku od
genotipa NCPGRU4 koji je imao srednje zelenu boju lista.

Genotipovi sa “jedinstvenim” profilima su oni ¢ije su tacke na grafiku udaljene
u odnosu na koordinatni pocetak (Michailidis i De Leeuw, 1998), a to su genotipovi kod
kojih je prisutna odredena kategorija morfoloske osobine, koja se odnosi isklju¢ivo na
dati genotip (grafikon 3 i prilog 1). Genotipovi sa “jedinstvenim” profilima su:
NCPGRU2 (veoma jako obojena pega lista), Kora (uspravna forma rasta-erectum tip),
BGR2 (svetlo zelena boja lista), Vivi (kasno vreme cvetanja), Krano (veoma kasno
vreme cvetanja). Genotip Violeta iako je jedini sa osobinom velike maljavosti stabljike
(prilog 1), nije se vizuelno odvojio od ostalih genotipova, ve¢ je svrstan sa
genotipovima IV grupe.

Genotipovi sa profilima slicnim”prose¢nom” profilu bi¢e locirani blizu
koordinatnog pocetka (Hsieh, 2007), a to su genotipovi koji imaju veci broj kategorija
osobina najucestalijih kategorija. Na grafikonu 3 se u tom smislu uocavaju genotipovi
Triton i NS-Mlava, a njihove karakteristike su: rano vreme cvetanja, srednje uspravna
(intermediate) forma rasta, slaba maljavost stabljike, srednje zelena boja lista i slaba
obojenost pege lista.

Genotipovi identi¢nih profila ¢e imati identi¢ne genotipske ocene (Michailidis i
De Leeuw, 1998). Genotipovi sa medusobno identi¢nim profilima za svih 5 osobina (4
morfoloske i jedna fenologka) su: 91 E-44 i 91 E-63, Bradlo i Cortanovci, Una i
Lucrum, Triton i NS Mlava, Diana i Titus, NCPGRUS5 i Bjorn, potom grupa genotipova

Nessonas, Mercury, BGR3, Marina i Britta, i grupa genotipova SA1, Nemaro i Noe

(prilog 1).
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Grafikon 3. Grupisanje genotipova crvene deteline na osnovu HOMALS analize

morfoloskih osobina (i jedne fenoloske)
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6.1.4. Grupisanje genotipova crvene deteline na osnovu klaster analize
morfoloskih markera
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Grafikon 4. Dendrogram genotipova crvene deteline dobijen Klaster analizom cetiri
morfoloske i jedne fenoloske osobine primenom UPGMA (oznake genotipova prema
geografskom poreklu: crvena-Australija i Juzna Amerika; zelena-Isto¢na Evropa; svetlo
plava-Juzna Evropa; ljubicasta-Srednja Evropa; zuta-Severna Evropa; tamno plava-

Zapadna Evropa)
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Metod multivarijacione analize koji se koristi za grupisanje genotipova u grupe,
naziva se analiza grupisanja ili klaster analiza (Kovaci¢, 1998).

U prilogu 2 su date matrice distanci izmedu parova genotipova, izraCunate na
osnovu "simple matching"” koeficijenta slicnosti (Sokal i Michener, 1958) za merene
cetiri morfoloske osobine i jednu fenolosku. Najmanja geneticka distanca je iznosila 0 i
bila je prisutna kod veéeg broja parova genotipova, dok je najveca utvrdena vrednost
distance iznosila 1,000 i takode je bila prisutna kod veceg broja parova genotipova.
Prose¢na geneticka udaljenost svih parova genotipova iznosila je 0,587.

Na osnovu klaster analize, primenom UPGMA ("Unweighted Pair-Group Mean
Arithmetic Method") metode grupisanja, svi genotipovi crvene deteline svrstani su u
Cetiri grupe (grafikon 4), prevashodno na osnovu kombinacija kategorija dve osobine
(vreme cvetanja i boja lista).

U I klasteru bili su zastupljeni genotipovi tamno zelene boje lista i srednje ranog
vremena cvetanja (NCPGRU2, Dicar, NCPGRU3, Rotra, Marino, Nessonas, Mercury,
BGR3, Marina, Britta, Diana, Titus, Una, Lucrum). Ovom klasteru pripadaju jo$ tri
genotipa koji iako su imali tamno zelenu boju lista, su bili srednje ranog vremena
cvetanja (Lemmon i Lutea) i veoma ranog vremena cvetanja (Amos). Genotipovi |
klastera su se jo§ razdvojili na osnovu forme rasta na dva jasno uocljiva sub-klastera: Ib
sa polu-uspravnom formom rasta (NCPGRU3, Rotra, Lemmon, Amos, Marino), i Ic sa
srednje uspravnom forma rasta (Nessonas, Mercury, BGR3, Marina, Britta, Una,
Lucrum, Lutea sa izuzetkom Diana i Titus koji su imali polu-uspravnu formu rasta), dok
se tre¢i sub-klaster la, sa samo dva genotipa (NCPGRU2, Dicar), izdvojio na osnovu
osobine obojenosti pege lista.

U Il klasteru su se grupisali genotipovi srednje zelene boje lista, a koji su po
vremenu cvetanja bili podeljeni na sub-klastere: Ila ranog vremena cvetanja (Violeta,
Avala, NS-Mlava, Triton, Violetta, SA1, Nemaro, Noe, Renova, 89 E-0, sa izuzetkom
Krano koji je imao veoma kasno vreme cvetanja) i Ilb veoma ranog vremena cvetanja
(SA3, BGR1, Bradlo, Cortanovci, 91 E-44, 91 E-63, Bolognino, sa izuzetkom genotipa
Vivi koji je imao kasno vreme cvetanja).

I11 klasteru pripadaju genotipovi tamno zelene boje lista i veoma ranog vremena

cvetanja (Italia centrale, Sofia52, Fertody, sa izuzetkom Quinekel, koji iako je imao
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veoma rano cvetanje, imao je srednje zelenu boju lista). Svi genotipovi ovog klastera su
bili sa slabo obojenom pegom lista.

U IV klasteru su se grupisali genotipovi srednje zelene boje lista i srednje ranog
vremena cvetanja (NCPGRU4, SA4, NCPGRUS, Bjorn, sa izuzetkom BGR2 i Kora,
koji iako su imali srednje rano vreme cvetanja, odstupali su po boji lista i to BGR2-
svetlo zelena boja lista i Kora- tamno zelena boja lista) Svi genotipovi ovog klastera bili
su sa veoma slabo maljavom stabljikom.

Na osnovu klaster analize morfoloskih osobina (i jedne fenoloske) 46
genotipova crvene deteline, moze se uociti da grupisanje genotipova crvene deteline nije
bilo u saglasnosti sa njihovim geografskim poreklom. Veéina genotipova se nije jasno
grupisala u sub-klastere prema regionu porekla. Analizom homogenosti se takode
grupisanje genotipova na osnovu morfoloske varijabilnosti nije moglo dovesti u vezu sa
njihovim geografskim poreklom.

Uocava se da je grupisanje genotipova pomo¢u HOMALS analize bilo razli¢ito
u odnosu na grupisanje genotipova crvene deteline primenom hijerarhijske UPGMA
Klaster analize. Dobijena neusagla$enost grupisanja je posledica razliCitosti samih
metoda, koje su primenjene pri analizi istih podataka o vrednostima morfoloskih
osobina (i jedne fenotipske) proucavanih genotipova crvene deteline.

Analizom homogenosti izvrS§eno je grupisanje genotipova na sedam umereno
homogenih grupa i to na osnovu osobina vremena cvetanja, intenziteta obojenosti pege
lista i donekle na osnovu osobine maljavosti stabljike. UPGMA Kklaster analizom je
izvrS§eno grupisanje genotipova na osnovu vremena cvetanja i boje lista (uz izvestan
doprinos i ostalih osobina), na Cetiri klastera, pri ¢emu su prvi i drugi klaster imali po
dva sub-klastera. Ono §to je zajednicko je da je kod oba primenjena metoda vreme
cvetanja bilo osnovna diskriminaciona osobina. Kod analize homogenosti jasno je
istaknut znacaj diskriminacionih osobina koje u najvecoj meri doprinose razlikovanju
genotipova, dok kod UPGMA Kklaster analize, to nije slu¢aj. Na UPGMA dendrogramu
postoje izuzeci, tj. genotipovi koji su se svrstavali u odredene klastere, iako su se kod
njih javila odstupanja u odnosu na osnovne diskriminacione osobine (vreme cvetanja i
boja lista), jer je u njihovom grupisanju bio znacajan doprinos drugih osobina. Dalje,
HOMALS analiza je omogucila da se jasno izdvoje oni genotipovi koji su bili sa

jedinstvenim profilima u odnosu na homogene grupe, dok su se takvi genotipovi
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svrstavali u klastere sa drugim genotipovima i nisu bili jasno uocljivi pri primeni
UPGMA Klaster metode. Zbog svega navedenog moglo bi se tvrditi da je HOMALS
metoda informativnija i da je jasnije prikazala morfoloS8ku varijabilnost ispitivanog
materijala.

Proucavaju¢i vreme cvetanja, visinu biljke, broj internodija glavnog stabla,
debljinu stabljike, oblik centralne liske i maljavost stabla prema UPOV deskriptoru
(2001), Asci (2011) je na osnovu toga izvrSio grupisanje genotipova u osam klastera.
Greene i sar. (2004) su proucavali 33 divlje populacije crvene deteline na osnovu 15
morfoloskih osobina i ustanovili su da su se populacije grupisale u tri klastera na osnovu
osobina vremena cvetanja i perzistentnosti. Rosso i Paggano (2005) su proucavali sorte i
odomacene populacije crvene deteline na osnovu 14 morfoloskih osobina i ukazali su na
to da su prinos, vreme cvetanja i prinos semena od najveéeg znacaja u objasSnjenju
genetickog variranja proucavanih populacija. Dias 1 sar. (2008) su analizirali 58
genotipova na osnovu 21 morfoloske i agronomske osobine, pri ¢emu su ustanovili
povezanost velikog broja cvasti (intenzivnog cvetanja) i slabe perzistentnosti. Svi
genotipovi su se razdvojili u pet klastera, uglavnhom na osnovu vremena cvetanja,

perzistentnosti, prinosa suve materije i forme rasta.

6.2. Agronomske osobine genotipova crvene deteline
6.2.1. Analiza varijanse

Jednofaktorskom analizom varijanse ustanovljeno je da uticaj blokova nije bio
znacajan, a da je uticaj genotipova na varijabilnost posmatranih agronomskih osobina

bio statisticki visoko znacajan, za obe ispitivane godine.
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Tabela 5. Jednofaktorska analiza varijanse agronomskih osobina crvene deteline u 2011.

godini
. Blok Genotip
Osobina F P F P

Bl 0,73 0,4856 7,04 <0,0001
BG 0,40 0,6695 5,61 <0,0001
DUS 1,26 0,2873 6,91 <0,0001
DES 0,72 0,4916 4,38 <0,0001
DCL 1,30 0,2768 5,94 <0,0001
SCL 0,20 0,8185 4,82 <0,0001
PZM 0,77 0,4657 3,92 <0,0001
PSM 0,95 0,3893 2,90 < 0,0001

(Bl-broj internodija: BG-broj grana; DUS-duzina stabljike; DES-debljina stabljike;
DCL-duzina centralne liske; SCL-§irina centralne liske; PZM-prinos zelene mase; PSM-

prinos suve materije)

Tabela 6. Jednofaktorska analiza varijanse agronomskih osobina crvene deteline u 2012.

godini
. Blok Genotip
Osobina F P F P
Bl 0,38 0,6875 6,83 < 0,0001
DUS 0,01 0,9924 5,81 < 0,0001
PZM 0,93 0,3998 5,56 < 0,0001
PSM 1,16 0,3182 4,40 < 0,0001

(BI-broj internodija: DUS-duzina stabljike; PZM-prinos zelene mase; PSM-prinos suve

materije)
6.2.2. Vrednosti agronomskih osobina i deskriptivni statisti¢ki parametri

U tabeli 7 predstavljene su prosecne vrednosti agronomskih osobina (opsti prosek, min i
max vrednosti, standardna devijacija (o) i koeficijent varijacije (CV) za 46 genotipova

crvene deteline za 2011. godinu.
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Tabela 7. Prosecne vrednosti agronomskih osobina 46 genotipova crvene deteline,

deskriptivni statisticki parametri, i znacajnost razlika srednjih vrednosti na osnovu

Tukey testa u 2011. godini

Genotip BI BG DUS DES DCL SCL PZM PSM
NCPGRU2 5,459 413% 61,102 3,91 befeh 40,102 19,63 ° 319,00 ® 60,43 ®
NCPGRU3 5,86 becfeh 46708 41 Jyeikons 5 ggmma 55 67 P4 10,83 i 141,67 dehim 36 83 bdfgim
NCPGRU4 5,13 fikino 4,07 38,60 hir 247 e 22,67 M 10,77 191,00 b 51,47
NCPGRUS5 5,88 beefh 423k 5650 3,51 W gjogefln 1593 el 53 g3 be 49,33 acdh
Violeta 4,87 iikimno 3 g() ghikk 36 0Q mp 4,01cdefeh 33 9pcdefi 147098 86,00 kmor 32,17 ¢ehn
Nessonas 4,67 'mop 3,674 36,70 1 342 him  og g3 hikmo (3 g7 gRE7 fmp 99 Golmn
Mercury 4,89 gikimno 3 g ehik 36 1) Imp 3,85¢hl  2723imp 1 408hi 138,00 dehmn 36 47 defeim
Lemmon 4,95 hikimno 3 g7 dgik 38 30 hip 3,95%¢fh 9760k 1440% 101,00 27,43 i
SAl 4,87 ijkimno 3’70 jkl 43,27 efhikl 3’30 hn 28,70 hikno 15,03 dei 1 18,67 ilmop 36,43 defgjm
SA3 3,87° 283! 37,63 & 348 hikm 38 334 23,402 106,00 'mop 35 g( defemo
SA4 4,83 jimop 4,07k  39g87hp 3,45him 34 g7 bedel g g3 be 142,67 dehim 43 4() adfei
BGR1 8,00? 6,602 59,00 4,11 26,60 '™ 16,20 4t 112,00 mop 34,10 den
BGR2 8,102 4,73bc¢ 59 03 3,68 Mkl 3113 ¢k 16,309 69,67 InoP 24,17 kmn
BGR3 8,532 TAT? 65,272 4,79 27,231 14,639 120,67 % 40,23 bdfekl
Diana 5,24 b 4723%k g1 pgctikme  gggehl  ggoypz ke jaETRE  1gle7 e 26,90 km
Dicar 4,93 hiikimno 3 g() ghilk 39 40 hip 4,942 30,43 &kl 16,70 b 120,33 me 30,53 &
Nemaro 4,69 'mop 3,63 33,40 ™ .73 Al 26,20 " 12,20 i 74,67 hop D0, 77
Una 5,91 tefi 4,90 bede 49 13 cde 3,550kl 3p gpcdefk 13278 155,33 cdem 43 4w
Avala 4. 777 mep 3 808k 4] gyehikie 3 Qs bl 32,73 cdefi 14 47 deg 117,00 ilmop 32 3() cgn
Marina 5’10 fiklno 4’07 eik 45’27 efghi 4’03cdcfgh 32,90 cdefi 15,27 cdefh 143,67 dehjm 37’20 bdfgm
Amos 5,81 befl 4,80 bedeh 44 40 ethik 4.74.4¢ 31,804k 16,27 ¢def 208,33 bd 50,87 %4
NS-Mlava 5,51 befim 4,50 45 63 i 3,79 ¢l 33 53bcdeh 14 47dee 168 33 cdesl 46 13 2dfe
Italia

centrale 5 53l 4309 40,23 D 3829  op77mm 130388 17533 W 46,70 28
Bolognino 5,37 ¢ 433 bk 39,40 " 3,93 cfBh 2503 4 12,3088 151,00 %dhm 39 g7 bdfekl
Marino 5,31 o 430 389237 FE1AM 5530 11,90 & 80,33 =¥ 23 pp e
Renova 4377 3371 33,67 P 3,43 hilm 25 (7 4 10,83 ik 47,67 °° 16,77"
Titus 5390 4.30°% 4033t 4308 31,00 ¢kl 13,97 ¢ 0D.67 EIR  9s ki
Rotra 5,24, bikln 4,10 ¢k 37,90 g 4,54 30,80 ¢k 14,309 97,00 mop 26,23 kmn
Kora 6,00 b¢f 5,00 % 48,00 9f 4,00 cdefzh 3623 2d 14,63 %2 200,00 " 55,47
Vivi 5,97 bedt 4,90 bede 44 g7 efehi 4,78 = 32,43 cdefk 14 47dee 118,33 1mop 4] g( adfek
Lucrum 5,5y et 45308 41 gtk 472 8 31,97 defik 13,50 f8i 101,33 'mp 30,63 &
Noe 4,90 ciikimno 3 g() ghijk 38 g() hip 3,86 <M 30,00 fro 12,47 i 102,00 mp 31,87 &hn
Violetta 5,13 fikid 4. 154 49 55 ehikn 3,879 9o g0k 13 30 &l 102,33 mop 33 574
Britta 4,50 lop 3,50 ! 46,40 9 4,31 4fi 35,60 17,00 b 112:67 "% 33,10
Krano 5,00 dhikimno 4 () dgiik 37 g7 P 4,60 % 33,50 bedeth 16,77 be 97,33 'mp 3037
Triton 5,96 bt 4,97%¢ 46,03 9 4952 30,10 f&n 14,57 9% 260,00 2 52,10
Lutea 448" 3,47 ¢! 34,60 ™P 348 hiklm g4 43 bedef. 15 |7 dai 99,33 Imop 2777
Bjorn 5,87 besfeh 5,035 36,43k 1,93 ° 21,974 10,60 91,33 &mop 30,17
Bradlo 6,17 5.10% 40,00 Mip 4,03 cdefeh 37 53 knop 19 9() &l 77,67 ™P 30,67 &
Cortanovei 4,62 ™op 3,63 40,03 Mip 3,03 27,57 kmop 13,07 i 40,33 P 17,384
89 E-0 5,50t 4,50 43 50 cfhikl 3,05 22.104 13,60 & 60,00 mop 19,10 ™"
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91 E-44 430k 3,47 37,60 & 3,50 ikl 29 23 hikno 15 13 dei 61,33 "op 19,57 ™
91 E-63 425" gy il 33,73 P 3,20 26,37'™a 1343 5600 18,27 im0
Sofia52 5.48 0 4,50 4543 cfehi 4,60 * 36,97 1703 ¥ 168,00 cdefel 51 20
Fertody 5,10 fiklno 4’10 efik 44’77 efghij 4’32 afk 35’07 bedeg 16,13 cdef ]38,33 dehmn 46,30 adfg
Quinekel  6,25°¢ 5097 5357 4,60 33,57 bedeth 16 13 cdef 162,00 cdefekl 57 g3 abe
Opéti

prosek 5,39 43 428 3,85 30,2 14,5 124,9 35,2
Min 3,87 2,83 32,67 1,93 21,97 10,60 40,33 16,77
Max 8,53 7,47 65,27 4,95 40,10 23,40 319,00 60,43

c 0,93 0,8 7,61 0,64 4,32 2,36 56 11,3

CV (%) 17,4 18,7 17,8 16,6 14,3 16,3 44,8 322

Proseci u redovima svake kolone oznaeni istim slovima nisu statisticki znacajno
razli¢iti na 0,05 nivou znacajnosti (Bl-broj internodija: BG-broj grana; DUS-duzina
stabljike; DES-debljina stabljike; DCL-duzina centralne liske; SCL-§irina centralne
liske; PZM-prinos zelene mase; PSM-prinos suve materije; o-standardna devijacija;
CV-koeficijent varijacije)

Broj internodija varirao je od 3,87 kod genotipa SA3, do 8,53 kod genotipa
BGR3. Najmanji boj grana zabelezen je kod genotipa SA3 (2,83), a najve¢i kod
genotipa BGR3 (7,47). Genotip Krano imao je najmanju (32,67 cm), a genotip BGR3
najvecu duzinu stabljike po biljci (65,27 cm). Debljina stabljike se kretala od 1,93 cm
(Bjorn) do 4,95 cm (Triton). Duzina centralne liske imala je vrednosti od 21,97 cm
(Bjorn) do 40,10 cm (NCPGRU2). Najmanju sirinu centralne liske ostvario je genotip
Bjorn (10,60 cm), a najve¢u SA3 (23,40 cm). Prinos zelene mase kretao se od 40,33 g
kod genotipa Cortanovci, do 319 g kod genotipa NCPGRU2. Najmanji prinos suve
materije izmeren je kod genotipa Renova (16,77 g), a najveéi kod genotipa NCPGRU2
(60,43 9).

Genotip BGR3 imao je statisti¢ki zna¢ajno veci broj internodija u odnosu na sve
genotipove iz grupe, osim genotipova BGR1 i BGR2, od kojih se nije razlikovao. Broj
grana je kod genotipa BGR3 bio statisticki znacajno veéi u odnosu na sve ostale
genotipove osim u odnosu na BGR1. Genotip BGR3 imao je statisticki znacajno vecéu
duzinu stabljike od ostalih genotipova, osim od genotipova BGR1, BGR2 i NCPGRU2
od kojih se nije razlikovao. Genotipovi Bjorn, NCPGRU4 i NCPGRU3 imali su
statisticki znacajno manju debljinu stabljike u poredenju sa ostalim genotipovima.
Statisti¢ki znacajno vecu duzina centralne liske ostvarili su genotipovi NCPGRU2, SA3,

Sofia52, Kora i Britta u odnosu na sve ostale genotipove. Genotip sa najvecom
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debljinom centralne liske (SA3) statisticki se znacajno razlikovao od svih ostalih.
Genotip NCPGRU2 imao je statisticki znacajno veci prinos zelene mase u odnosu na
sve ostale genotipove, osim od genotipa Triton. Slede¢ih 14 genotipova imalo je
statisti¢ki znacajno veci prinos suve materije u odnosu na sve ostale genotipove: Vivi,
SA4, Una, NS-Mlava, Fertody, Italia centrale, NCPGRU5, Amos, Sofia52, NCPGRU4,
Quinekel, Triton, Kora i NCPGRU?2.

Prose¢ne vrednosti agronomskih osobina kod 46 genotipova crvene deteline,
opsti prosek, Min i Max vrednosti, standardna devijacija (o) i koeficijent varijacije (CV)

za 2012. godinu prikazani su u tabeli 8.

Tabela 8. Prose¢ne vrednosti agronomskih osobina kod 46 genotipova crvene deteline,
deskriptivni statistiCki parametri, i znacajnost razlika prosec¢nih vrednosti procenjenih

na osnovu Tukey testa u 2012. godini

Genotip Bl DUS PZM PSM
NCPGRU2 5,87 €Ml 43 47 ¢l 178 339K 49 93 M
NCPGRU3 6,00 €™ 41,67 cdfik 165,00 Mikm 43 0p KIm
NCPGRU4 5,93 ¢ 43 13¢dfk 253 33beg  gg 40 doi
NCPGRU5 5,50 9Kl 4517309 210,671 44,27 Km
Violeta 5,53 9K 42 37 cdfik 208 67 ¢ 68,10 Y9
Nessonas 6,30 978 42 40 cdfiik 188 67 fok G2 53 efghik
Mercury 5,93 °¢M  3993fkm 195337 g7 17 dok
Lemmon 5,539 38 77 9nkm 196 g7 Tl 54 97 9Nl
SA1 460'™m 4147 cdfik 205 67 © 67,83 doi
SA3 3,33 " 28,137 7533 " 23,27 ™
SA4 3,73™  2943P1  107,00'™  23.83™
BGR1 4,90 K 39,70 ¢fkm 225 op defh g1 10 efnl
BGR2 493K 45473 22500 dfh g0, 77 efon!
BGR3 4,73km 40,53 dikm  22000°¢" 57,20 fonl
Diana 6,479 49333  301,00%¢ 88,67 bde
Dicar 573%™ 44373 2086734 84,70 cdf
Nemaro 5,13 36,23im0 17600 fikk 54,80 9"
Una 6,4 <9 47802 347,002 130,807
Avala 6,23 %M 44 433 306,00 = 114,17®
Marina 6,10 €™M 43,73 bcdfi - 274 00 %€ 101,43%¢
Amos 6,23%f 46502 279,00 % 93,37 M
NS-Mlava 6,27 %fa 50232 348,00 2 68,97 di
Italia centrale 5,73 34,53 mop 188 33 fak g2 g efghik
Bolognino 6,03¢M 37,730 174,33 fikk 60,83 efonl
Marino 6,03¢M 40,90 9km 197007 61,93 efohik
Renova 5,57 9 38 43 hkm 143 67" 48,60 9™
Titus 6,10 €™ 40,10 9km 163 67 Mikm 51 40 ghin
Rotra 5,87 ¢Mi 40,63 kM 14100 49,27 9™
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Kora 8,732 47,40% 180,00 fokl 57 g0 fonl
Vivi 6,03¢M 36,73k 132,00 49,00 9™
Lucrum 6,27 %fo 37 57In 158,00 Nikm 56 0 9N
Noe 5,87 ¢Mi 39,00 fikm 169,67 Mikm 54 37 9N
Violetta 5,90 ¢™Mi 40,13 9Tkm 203,67 © 72,50 9
Britta 7,33bc  45702%€ 230,67 Pefh 77,53 cdh
Krano 7,70° 37,801n 189,00 fok 66,93 dok
Triton 6,73 28.87P1 230,00 c%h 5980 foh!
Lutea 5,90 ¢l 39 50 ¢fikm 167 67 Mikm 55 57 dnl
Bjorn 6,00¢™  37,07Kn 9833 ™ 4270 m
Bradlo 7,37 44703 162,00 *km 7,93 99
Cortanovci 46 'm 38,33 i 111,33 'mn 39 g7 Kim
89 E-0 5,439k 37 93Kn 247 g7 bef 77,50 cdh
91 E-44 4,804 30,47% 114,00k 3523 Im
91 E-63 460'™ 26,7749 106,00 '™ 33,87 m
Sofia52 4,831 31,93 164,33 Mikm 5413 onl
Fertody 5,73 4143k 210001 63,00 efonik
Quinekel 6,875 45803  13200™ 43,60 M
Opsti prosek 5,81 40,06 195,53 61,57
Min 3,33 26,77 75,33 23,27
Max 8,73 50,23 348,00 130,80

o 0,96 5,56 63,34 20,87
CV (%) 16,59 13,88 32,39 33,89

Proseci u redovima svake kolone oznaceni istim slovima nisu statistiCki znacajno
razli¢iti na 0,05 nivou znacajnosti (Bl-broj internodija: DUS-duzina stabljike; PZM-
prinos zelene mase; PSM-prinos suve materije; ¢ = standardna devijacija; CV =

koeficijent varijacije)

Najveca vrednost broja internodija izmerena je za genotip Kora (8,73) dok je
genotip SA3 imao najmanju vrednost osobine (3,33). Analiziraju¢i 48 genotipova
crvene deteline sakupljenih sa 20 razlicitih lokacija Crnomorskog regiona, Asci (2011)
je ustanovio da se broj internodija kretao u opsegu od 5,75 do 16,25.

Duzina stabljike kretala se od 26,77 cm kod genotipa 91 E-63 do 50,23 cm kod
genotipa NS-Mlava. Tucak i sar. (2009) su utvrdili prose¢nu visinu biljaka kod
analiziranih sorti i populacija crvene deteline od 53,98 cm, i variranje je bilo u opsegu
od 32,65-66,69 cm. Asci (2011) navodi veci opseg variranja (46,20-92,20 cm) visine
biljaka nego $to je ustanovljen u ovom radu. Kada je u pitanju debljina stabljike, Asci

(2011) je utvrdio da se ona kretala u opsegu od 2,18 mm do 4,19 mm, $to je saglasno sa

rezultatima dobijenim u ovom doktoratu. Isti autor navodi da je duzina centralne liske
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bila u opsegu od 13,3 mm do 44,3 mm, a prosecna Sirina centralne liske je iznosila 15,7
mm, slicno kao u ovom istrazivanju.

Najmanji prinos zelene mase formirao je genotip SA3 (75,33 g), a najveéi
genotip NS-Mlava (348 g). Interval variranja prinosa suve materije je bio 23,27 g
(SA3)-130,80 g (Una). Tucak i sar. (2009) su analizirali 30 sorti i populacija poreklom
iz 11 zemalja ukljucujuéi i dve populacije iz Hrvatske, i ustanovili su znacajno variranje
prinosa zelene mase. NajveCe prosecne vrednosti zelene mase i suve materije su
zabelezene kod Hrvatske populacije Pop 11 (1008,6 1 262,73 g/biljci) 1 bile su za 52%
viSe u odnosu na proseke ostalih. Prema literaturnim podacima koje navodi Asci (2011),
ustanovljena je velika razlika izmedu minimalnih i maksimalnih vrednosti u prinosu
suve materije kod 48 proucavanih genotipova, Sto ukazuje na veliku uocenu
varijabilnost ove osobine.

Genotip Kora je imao statisticki znacajno veci broj internodija u odnosu na
ostale, a genotip SA3 je imao statisti¢ki znacajno nizi broj internodija u odnosu na
ostale, osim u odnosu na genotip SA4. Prema duzini stabljike genotip 91 E-63 se
statisticki znaéajno razlikovao od svih ostalih genotipova, osim od genotipova SA3,
Triton, SA4, 91 E-44 i Sofia52. Genotipovi NS-Mlava i Una ostvarili su statisticki
znacajno visi prinos zelene materije u odnosu na veéinu ostalih genotipova, 0Sim u
odnosu na genotipove Avala, Diana, Dicar, Amos i Marina. Prinos suve materije, kod
genotipa Una je bio statisticki znac¢ajno veci u poredenju sa svim ostalim genotipovima,

osim u odnosu na genotip Avala.
6.3. Hemijske osobine genotipova crvene deteline

Tabela 9. Hemijske osobine genotipova crvene deteline u 2012. godini

Genotip SP % ADF % NDF %
NCPGRU?2 15,10 37,23 53,45
NCPGRU3 16,14 37,86 45,28
NCPGRU4 16,29 30,23 45,17
NCPGRU5 16,22 35,59 47,57
Violeta 16,54 35,93 45,17
Nessonas 17,01 32,15 46,34
Mercury 13,73 38,93 52,51
Lemmon 15,97 32,35 45,79
SAl 17,30 35,07 48,36
SA3 16,82 42,03 51,08
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SA4 16,86 37,65 47,34

BGR1 15,44 38,88 48,06
BGR2 14,56 39,76 53,59
BGR3 17,87 36,63 45,65
Diana 17,50 41,00 48,14
Dicar 14,91 41,31 50,85
Nemaro 16,37 33,71 47,77
Una 15,72 35,64 45,63
Avala 15,16 35,03 48,10
Marina 17,08 28,51 46,02
Amos 15,36 32,36 46,98
NS-Mlava 15,68 41,48 46,68
Italia centrale 17,81 33,88 48,01
Bolognino 17,17 28,90 43,08
Marino 15,04 34,91 49,23
Renova 16,42 35,28 49,88
Titus 17,35 41,24 50,18
Rotra 17,67 33,40 47,61
Kora 14,45 37,52 45,87
Vivi 13,74 30,89 48,19
Lucrum 16,38 29,44 46,76
Noe 15,73 33,75 53,69
Violetta 15,20 34,99 43,64
Britta 16,38 36,93 44,08
Krano 14,41 34,19 47,42
Triton 19,23 31,23 44,71
Lutea 17,15 34,21 43,42
Bjorn 15,48 39,38 48,96
Bradlo 14,74 27,78 45,62
Cortanovci 16,45 34,91 48,25
89 E-0 18,12 42,60 55,54
91 E-44 16,75 38,34 45,84
91 E-63 16,19 34,65 45,24
Sofia 52 16,57 42,56 47,76
Fertody 16,78 30,57 45,57
Quinekelly 17,30 36,44 44,05
Opsti prosek 16,22 35,59 47,57
Min 13,73 27,78 43,08
Max 19,23 42,60 55,54
c 1,18 3,92 2,89
CV (%) 7,3 11,01 6,08

(SP-sadrzaj sirovih proteina; ADF-sadrzaj vlakana nerastvorljivih u kiselom
deterdzentu; NDF-sadrzaj vlakana nerastvorljivin u neutralnom deterdZentu; o-

standardna devijacija; CV-koeficijent varijacije)
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Prosecna vrednost sadrzaja sirovih proteina kod analiziranih genotipova crvene
deteline iznosila je 16,22%. Najniza vrednost sadrzaja sirovih proteina izmerena je kod
genotipa Mercury (13,73%), a najvisa kod genotipa Triton (19,23).

Prosecna vrednost sadrzaja vlakana nerastvorljivih u kiselom deterdzentu (ADF)
iznosila je 35,59%. Najmanji sadrzaj vlakana nerastvorljivih u kiselom deterdzentu bio
je kod genotipa Bradlo (27,78%), a najveci kod genotipa 89 E-0 (42,60%).

Prose¢na vrednost sadrzaja vlakana nerastvorljivin u neutralnom deterdzentu
(NDF) iznosila je 47,57. Najmanja vrednost sadrzaja sadrzaja vlakana nerastvorljivih u
neutralnom deterdZentu izmerena je za genotip Bolognino (43,08%), a najveca vrednost

za genotip 89 E-0 (55,54%).

6.4. Korelacije izmedu agronomskih osobina, i izmedu agronomskih i

hemijskih osobina crvene dateline

Vrednosti Spearman-ovog koeficijenta korelacije ranga agronomskih osobina
crvene deteline iz 2011. godine prikazane su na grafikonu 5.

Najveci koeficijent korelacije utvrden je izmedu broja internodija (BI) i broja
grana (BQG) 1 bio je pozitivan i statisticki visoko znacajan (r = 0,97, P < 0,001). Takode,
pozitivna, veoma jaka 1 statisticki visoko znac¢ajna korelacija je utvrdena izmedu prinosa
zelene mase (PZM) i prinosa suve materije (PSM) (r = 0,95, P < 0,001). Duzina
centralne liske (DCL) i $irina centralne liske (SCL) su osobine koje su bile u jakoj,
pozitivnoj i statisticki visoko znacajnoj korelaciji (r = 0,77, P < 0,001). Korelacija
izmedu broja internodija (BI) i duzine stabljike (DUS) (r = 0,68, P < 0,001), broja grana
(BG) i duzine stabljike (DUS) (r = 0,64, P < 0,001), duzine stabljike (DUS) i prinosa
suve materije (PSM) (r = 0,60, P < 0,001) je bila jaka, pozitivna i statisticki visoko
znacajna.

Umereno jake, pozitivne 1 statisticki visoko znacajne korelacije su utvrdene
izmedu sledec¢ih parova agronomskih osobina: duzina stabljike (DUS) 1 prinos zelene
mase (PZM) (r = 0,57, P < 0,001), broj internodija (BI) i prinos zelene mase (PZM) (r =
0,41, P <0,01), broj internodija (BI) i prinos suve materije (PSM) (r = 0,48, P < 0,01),
broj grana (BG) 1 prinos suve materije (PSM) (r = 0,47, P <0,01), duzina centralne liske
(DCL) i prinos suve materije (PSM) (r = 0,43, P < 0,01), debljina stabljike (DES) i
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duzina centralne liske (DCL) (r = 0,41, P < 0,01), debljina stabljike (DES) i Sirina
centralne liske (SCL) (r = 0,44, P < 0,01), duZina stabljike (DUS) i §irina centralne liske
(SCL) (r=0,42, P <0,01), u2011. godini.
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Grafikon 5. Spearman-ov koeficijent korelacije ranga agronomskih osobina crvene
deteline za 2011. godinu (BI-broj internodija: BG-broj grana; DUS-duzina stabljike;
DES-debljina stabljike; DCL-duzina centralne liske; SCL-8irina centralne liske; PZM-

prinos zelene mase; PSM-prinos suve materije)

Slaba, pozitivna 1 statisticki visoko znacajna korelacija utvrdena je izmedu
slede¢ih agronomskih osobina: broj grana (BG) i prinos zelene mase (PZM) (r = 0,39, P
< 0,01), broj grana (BG) i debljina stabljike (DES) (r = 0,38, P < 0,01), u 2011. godini.

62



Slabe, pozitivne i statisticki znacajne korelacije su dobijene za sledeée parove
agronomskih osobina: debljina stabljike (DES) i prinos zelene mase (PZM) (r = 0,32, P
< 0,05), duzina centralne liske (DCL) i prinos zelene mase (PZM) (r = 0,37, P < 0,05),
Sirina centralne liske (SCL) i prinos zelene mase (PZM) (r = 0,31, P < 0,05), debljina
stabljike (DES) i prinos suve materije (PSM) (r = 0,35, P < 0,05), Sirina centralne liske
(SCL) i prinos suve materije (PSM) (r = 0,34, P < 0,05), duzina stabljike (DUS) i
debljina stabljike (DES) (r = 0,36, P < 0,05), duZzina stabljike (DUS) i duzina centralne
liske (DCL) (r = 0,35, P < 0,05), broj internodija (Bl) i debljina stabljike (DES) (r =
0,37, P <0,05), u 2011. godini.

Vrednosti Spearman-ovog koeficijenta korelacije ranga cetiri agronomske i tri

hemijske osobine crvene deteline iz 2012. godine prikazane su na grafikonu 6.
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Grafikon 6. Spearman-ov koeficijent korelacije ranga agronomskih i hemijskih osobina
crvene deteline za 2012 godinu (BI-broj internodija: DUS-duzina stabljike; PZM-prinos
zelene mase; PSM-prinos suve materije; SP-sadrzaj sirovih proteina; ADF-sadrzaj
vlakana nerastvorljivih u kiselom deterdzentu; NDF-sadrzaj vlakana nerastvorljivih u

neutralnom deterdzentu)

63



Najveci koeficijent korelacije za analizirane osobine genotipova crvene deteline
u 2012. godini utvrden je izmedu prinosa zelene mase i prinosa suve materije (r = 0,86,
P < 0,001). Ove osobine su bile veoma jako i statisticki veoma znac¢ajno korelisane u
2012. godini.

Pozitivna, jaka i statisticki visoko znacajna korelacija je utvrdena izmedu duzine
stabljike i prinosa zelene materije (r = 0,62, P < 0,001) u 2012. godini.

Umereno jake, pozitivne i statisticki visoko znacajne korelacije bile su dobijene
za sledece parove agronomskih osobina: duzina stabljike (DUS) i prinos suve materije
(PSM) (r = 0,56), P < 0,001), broj internodija (BI) i duzina stabljike (DUS) (r = 0,49, P
< 0,01), broj internodija (BI) i prinos suve materije (PSM) (r = 0,44, P < 0,01) u 2012.
godini. Izmedu sadrzaja vlakana nerastvorljivin u neutralnom deterdzentu (NDF) i
sadrzaja vlakana nerastvorljivih u kiselom deterdZzentu (ADF) je u 2012. godini
detektovana srednja statisticki znacajna korelacija (r = 0,43, P < 0,01).

Slaba negativna i statisticki znacajna korelacija je utvrdena za broj internodija

(BI) i sadrzaj vlakana nerastvorljivih u kiselom deterdzentu (ADF) (r =—0,3 P < 0,05).

Brojni istrazivac¢i (Wioncek i sar., 1976; Kuehbauch i Voigtlaender, 1981;
Vasiljevi¢ i sar., 2006) su ustanovili znac¢ajne korelacije izmedu prinosa zelene mase i
duzine stabla crvene deteline, Sto ukazuje da bi selekcija na duze stablo mogla dovesti
do povecanja prinosa suve materije. U istraZivanjima koje navodi Asci (2011) utvrdeno
je postojanje pozitivnih korelacija izmedu duzine stabla i prinosa suve materije (0,870,
P < 0,05), kao i izmedu duZine stabla i broja internodija (0,296, P < 0,05), $to je u
saglasnosti sa istrazivanjem u ovom doktoratu. Tucak i sar. (2013) su ustanovili
postojanje pozitivnih korelacija izmedu prinosa zelene mase i prinosa suve materije (r =
0,93, P <0,01), prinosa zelene mase i prinosa suve materije sa visinom biljke (r = 0,85,
P <0,01: r = 0,81, P < 0,01), prinosa zelene mase i prinosa suve materije sa brojem
internodija (r = 0,74, P < 0,01; r=0,65, P < 0,01) prinosa zelene mase i prinosa suve
materije sa Sirinom i duzinom centralne liske (r = 0,72, P <0,01; r = 0,54, P <0,05; r =
0,79, P < 0,01; r = 0,62, P < 0,01), visine biljke sa brojem internodija (r = 0,79, P <
0,01), visine biljke sa sirinom i duzinom centralne liske (r = 0,60, P <0,01; r = 0,84, P <
0,01) kao i duzine i Sirine centralne liske (r = 0,72, P < 0,01). Tucak i sar. (2013)
navode takode pozitivnu korelaciju broja internodija sa Sirinom i duzinom centralne

liske (r = 0,52, P < 0,05; r = 0,77, P < 0,01) dok je u istrzivanju u ovom doktoratu

64



utvrdena statisticki neznacajna korelacija ovih osobina. Za razliku od istrazivanja u
ovom doktoratu kojim su utvrdene statisticki neznacajne vrednosti korelacija izmedu
sadrzaja proteina i sadrzaja vlakana nerastvorljivih u kiselom deterdzentu (ADF), kao i
sadrzaja proteina i sadrzaja vlakana nerastvorljivih u neutralnom deterdzentu (NDF),
Tucak i sar. (2013) navode postojanje znacajnih negativnih korelacija ovih osobina
crvene deteline (r= - 0,64,P<0,01;r=-0,73,P <0,01)

6.5. Analiza glavnih komponenti (PCA) agronomskih i hemijskih osobina crvene
deteline

Biplotovi dobijeni PCA analizom prikazuju distance izmedu jedinica
posmatranja, kao i odstupanja i korelacije varijabli velikih skupova podataka. Mogu se
koristiti za odredivanje klastera, utvrdivanje multi-kolinearnosti, uocavanje podataka
koji se izdvajaju iz grupe (Kohler i Luniak, 2005).

Na biplotu, duzina linije vektora predstavlja varijansu osobine od interesa, i §to
je ona veca, i varijansa posmatrane osobine je veca.

Ugao izmedu vektora predstavlja asocijaciju izmedu osobina. Ugao od 0 ili 180
stepeni oznacava potpunu korelaciju sa vrednostima +1, tj. -1. Kada je ugao dve osobine
blizi vrednosti od 90 stepeni, manja je i korelacija, a ako je to ugao od 90 stepeni, znaci
da izmedu osobina nema korelacije tj. da su osobine nezavisne u svom ispoljavanju.

Tacka preseka koju formira linija koja se povlaci pod pravim uglom od markera
genotipa do linije osobine oslikava vrednost tog genotipa po toj osobini. Ako se tacka
preseka poklapa sa koordinatnim pocetkom, onda taj genotip ima prose¢nu vrednost
osobine. Tacke preseka koje su udaljene u pravcu osobine ukazuju na visoke vrednosti,
dok tacke preseka koje su udaljene duz linije osobine koja se produzi kroz koordinatni
pocetak predstavljaju niske vrednosti genotipova po toj osobini.

Konac¢no, distanca izmedu dve tatke na biplotu prikazuje Euklidske distance
izmedu dve genotipa-u multivarijacionom prostoru.

Na grafiku 7 prikazan je PC biplot 46 genotipova crvene deteline na osnovu
osm agronomskih osobina za 2011. godinu. PC biplotom je objasnjeno 74% varijanse

standardizovanih podataka.
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Grafikon 7. PCA biplot 46 genotipova crvene deteline na osnovu osam agronomskih

osobina za 2011. godinu (DCL-duZina centralne liske; SCL-8irina centralne liske, DES-
debljina stabljike; PZM-prinos zelene mase; PSM-prinos suve materije; DUS-duzina

stabljike; BI-broj internodija; BG-broj grana)

Prinos zelene mase i prinos suve materije bili su u medusobno jakoj pozitivnoj
povezanosti asocijaciji, $to vazi i za njihovu povezanost sa duzinom stabljike i
debljinom stabljike. Osim toga, prinos zelene mase i prinos suve materije su ostvarili u
srednje jaku, takode pozitivnu povezanost sa duzinom i Sirinom centralne liske.
Umereno jaka pozitivna povezanost postojala je i izmedu prinosa zelene mase i prinosa
suve materije i broja internodija, dok je povezanost prinosa zelene mase i prinosa suve
materije i broja grana bila takode pozitivna, ali slabije izrazena. Odsustvo povezanosti je
utvrdeno za duzinu stabljike i duzinu i $irinu centralne liske, kao i za debljinu stabljike i
broj internodija. Negativno povezane su bile osobine duzine i Sirine centralne liske sa

brojem internodija i brojem grana.
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Na PC biplotu se izdvojilo 7 grupa genotipova.

Prvu grupu ¢ine genotipovi koji su ostvarili visoke vrednosti prinosa zelene
mase 1 prinosa suve materije, a koji su imali i iznad-prose¢ne vrednosti debljine
stabljike, duzine stabljike, broja internodija, broja grana, duzine centralne liske i Sirine
centralne liske. Genotipovi pripadnici ove grupe su: NS-Mlava, Amos, Kora, Vivi,
NCPGRUS5, Quinekel i Triton.

Drugu grupu ¢ine genotipovi koji su ostvarili visoke vrednosti prinosa zelene
mase 1 prinosa suve materije, a koji su imali i iznad-prose¢ne vrednosti debljine
stabljike, duzine centralne liske i Sirine centralne liske. Genotipovi u ovoj grupi su:
Marina, Fertody, Sofia52 i NCPGRU?2.

U treéoj grupi su genotipovi Una, BGR2, BGR1 i BGR3, koji su ostvarili visoke
vrednosti prinosa zelene mase i prinosa suve materije, a koji su imali i iznad-prose¢ne
vrednosti za broj internodija, broj grana i duzinu stabljike.

Cetvrtu grupu &ine genotipovi sa proseénim prinosom zelene mase i prinosom
suve materije, a koji su ostvarili iznad-proseéne vrednosti duzine centralne liske i Sirine
centralne liske, a ispod-prose¢ne vrednosti broja internodija i broja grana. Ovoj grupi
pripadaju: Avala, Violeta, Dicar, SA4, Krano, Britta, Lutea i SA3.

Petu grupu ¢ine genotipovi sa ispod-prose¢nim prinosom zelene mase i
prinosom suve materije, i ispod-prosecnim vrednostima za debljinu stabljike i duzinu
stabljike. Genotipovi u ovoj grupi su: Renova, Cortanovci, Nemaro, Nessonas, 91 E-63 i
91 E-44.

Sestu grupu &ine genotipovi sa ispod-prose¢nim prinosima, ispod-proseénim
osobinama duzine stabljike, duzine centralne liske i Sirine centralne liske, 1 iznad-
prose¢nim vrednostima broja internodija i broja grana. Genotipoviu Sestoj grupi su:
Bolognino, Marino, Bradlo, 89 E-0, NCPGRU4, NCPGRU3 i Bjorn.

Sedmu grupu ¢ine genotipovi koji su bili ispod-prose¢ni do prosecni za najveci
broj posmatranith osobina i1 grupisali su se u blizini koordinatnog pocetka biplota.
Sedmoj grupi pripadaju slede¢i genotipovi: Rotra, SA1, Lemmon, Titus, Violetta, Noe,
Mercury, Lucrum, Diana i Italia centrale.

Na grafiku 8 prikazan je PC biplot 46 genotipova crvene deteline na osnovu
sedam agronomskih osobina za 2012. godinu. PC biplotom je objaSnjeno 63,7%

varijanse standardizovanih podataka.
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Grafikon 8. PC biplot 46 genotipova crvene deteline na osnovu sedam agronomskih i
hemijskih osobina za 2012. godinu (ADF-sadrzaj vlakana nerastvorljivin u kiselom
deterdzentu; NDF-sadrzaj vlakana nerastvorljivin u neutralnom deterdZentu; PZM-
prinos zelene mase; DUS-duzina stabljike; PSM-prinos suve materije; Bl-broj

internodija; SP- sirovi proteini)

Prinos zelene mase i prinos suve materije bili su u medusobno jakoj pozitivnoj
povezanosti, §to vazi i za njihovu povezanost u odnosu na duzinu stabljike. Osim toga,
ove tri osobine su bile u umereno jakoj pozitivnoj povezanosti sa brojem internodija.
Dosta slaba pozitivna povezanost uocava se izmedu prinosa suve materije i duzine
stabljike u odnosu na sadrzaj vlakana nerastvorljivin u kiselom i neutralnom
deterdzentu. Odsustvo povezanosti je utvrdeno izmedu prinosa suve materije i sadrzaja
vlakana nerastvorljivih u kiselom i neutralnom deterdzentu. Umereno jake negativne
povezanosti zabelezene su za osobine sadrzaja vlakana nerastvorljivih u kiselom i

neutralnom deterdzentu u odnosu na sadrzaj sirovih proteina, kao i u odnosu na broj
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internodija. Takode, negativne i srednje jake povezanosti utvrdene su izmedu dva tipa
prinosa i duzine stabljike u odnosu na sadrzaj sirovih proteina.

Na PC biplotu se izdvojilo 6 grupa genotipova.

Prvu grupu ¢ine genotipovi koji su ostvarili visoke vrednosti prinosa zelene
mase i prinosa suve materije, iznad-prose¢ne vrednosti sadrzaja vlakana nerastvorljivih
u neutralnom deterdzentu i sadrzaja vlakana nerastvorljivin u kiselom deterdzentu i
ispod-prose¢ne vrednosti sadrzaja sirovih proteina. Genotipovi u ovoj grupi su: Avala,
Diana, NS-Mlava i Dicar.

Drugu grupu ¢ine genotipovi koji su ostvarili prose¢ne vrednosti prinosa zelene
mase, prinosa suve materije i duzine stabljike, a iznad-proseéne vrednosti sadrzaja
vlakana nerastvorljivih u neutralnom deterdzentu i sadrzaja vlakana nerastvorljivih u
kiselom deterdzentu. Istovremeno, to su genotipovi sa ispod-prose¢nim vrednostima
sadrzaja sirovih proteina i broja internodija. Pripadaju¢i genotipovi su: NCPGRUS,
SA4, Marino, Titus, Noe, BGR1, NCPGRU2, Mercury, 89 E-0 i BGR2.

U trecoj grupi su genotipovi Renova, Bjorn, Sofia 52 i SA3, koji su ostvarili
ispod-prose¢ne vrednosti prinosa zelene materije, prinosa suve mase, duzine stabljike i
broja internodija, a iznad-prosecne vrednosti sadrzaja vlakana nerastvorljivih u
neutralnom deterdZentu i vlakana nerastvorljivih u kiselom deterdzentu. U pogledu
sadrzaja proteina bili su sa prose¢nim vrednostima.

U getvrtoj grupi su genotipovi Cortanovci, SA4, 91 E-44 i 91 E-63, koje su
karakterisale ispod-prose¢ne vrednosti prinosa zelene mase, prinosa suve materije,
duzine stabljike, broja internodija, a iznad-prosecne vrednosti u pogledu sadrzaja sirovih
proteina.

Petu najmnogobrojniju grupu ¢ine genotipovi sa iznad-proseénim osobinama
sadrzaja sirovih proteina i broja internodija, sa priblizno prose¢nim prinosom zelene
mase i prinosom suve materije i ispod-proseénim vrednostima sadrzaja Vvlakana
nerastvorljivih u neutralnom deterdzentu i sadrzaja vlakana nerastvorljivih u kiselom
deterdZentu. Petu grupu sacinjavaju slede¢i genotipovi: NCPGRU3, Nemaro, BGR3,
Vivi, Violeta, Italia centrale, Violetta, Rotra, Lemmon, Nessonas, Quinekel, Fertody,
NCPGRU4, Lucrum, Lutea, Marina, Bradlo, Triton i Bolognino.

Sestu grupu &ine genotipovi koji su ostvarili iznad-prose¢ne visoke vrednosti

prinosa zelene mase, prinosa suve materije, duZine stabljike i broja internodija. U
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pogledu sadrzaja sirovih proteina, sadrzaja vlakana nerastvorljivih u neutralnom
deterdzentu i sadrzaja vlakana nerastvorljivih u kiselom deterdzentu bili su ispod-
prosecni. Genotipovi koji pripadaju ovoj grupi su: Una, Amos, Kora, Krano i Britta.

U istrazivanjima Pagnotta i sar. (2011), PC analizom sedam statisticki znacajnih
morfo-fizioloskih osobina crvene deteline objasnjeno je 79% ukupne varijabilnosti
originalnog seta podataka. Vektori osobina su ukazivali da je PC1 osa uglavnom bila
pozitivan indikator uspravnog rasta i osobina koje doprinose srednje-ro¢nom prinosu
zelene mase i visokom prinosu semena (visoke i brojne grane, krupni listovi, veliki broj
cvetova po cvasti), ukazujuci na znacajne korelacije izmedu ovih osobina. PC2 osa je
bila uglavnom pozitivan indikator kasnog cvetanja i visoke ucestalosti biljaka sa pegom
na listu. Ordinacija i klasifikacija 22 uzorka crvene deteline (Pagnotta i sar., 2011), na
osnovu morfo-fizioloskih osobina bila je u skladu sa tipom i geografskim poreklom
proucavane germplazme.

Petrovic¢ i sar. (2014) su kod 17 divljih populacija crvene deteline sakupljenih sa
teritorije Srbije, analizirali morfoloSke osobine (prinos zelene mase i prinos suve
materije, visina biljke, broj grana, broj lateralnih grana, broj internodija, duzina
centralne liske i Sirina centralne liske). Na osnovu PC analize ovih osobina ustanovili su
grupisanje genotipova na osnovu prinosa zelene mase, visine biljke, duzine centralne
liske i sirine centralne liske. U istom radu, ovi autori su PC analizom izdvojili sadrzaj
proteina, sadrzaj masti i sadrzaj vlakana, kao najindikativnije osobine kvaliteta, koje su

u najvecoj meri doprinosile razdvajanju genotipova crvene deteline.

6.6. Klaster analiza agronomskih i hemijskih osobina crvene deteline

Na UPGMA dendrogramu Klaster analize 46 genotipova crvene deteline na
osnovu osam agronomski znacajnih osobina izmerenih u 2011. godini, izdvojila su se
dva klastera (grafikon 9).

I klaster ukljuCuje genotipove grupisane u dva sub-klastera: la (Renova,
Cortanovci, 91 E-44, 91 E-63, 89 E-0) i Ib (Violeta, Krano, Lutea, Lemmon, Diana,
Titus, Rotra, Lucrum, Nessonas, Nemaro, Marino, Bradlo). II klaster sadrzi genotipove
grupisane u Cetiri sub-klastera: lla (BGR1, BGR2, BGR3), IlIb (Mercury, Bolognino,
SA4, Marina, Fertody, Una, NS-Mlava, Italia centrale, SA1l, Avala, Noe, Violetta,
Dicar, Britta, Vivi, SA3), llc (NCPGRU3, NCPGRU4, Bjorn) i Ild (NCPGRU2,
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NCPGRU5, Amos, Triton, Kora, Sofia52, Quinekel).
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Grafikon 9. Dendrogram UPGMA klaster analize genotipova crvene deteline na osnovu
osam agronomskih osobina za 2011. godinu (oznake genotipova prema geografskom
poreklu: crvena-Australija i Juzna Amerika; zelena-Isto¢na Evropa; svetlo plava-Juzna

Evropa; ljubicasta-Srednja Evropa; Zuta-Severna Evropa; tamno plava-Zapadna Evropa)

Za sagledavanje geneticke udaljenosti 46 genotipova crvene deteline na osnovu
osam agronomski znaajnih osobina, za parove genotipova izracunate su Euklidske
distance (prilog 3). Najmanja vrednost Euklidske distance utvrdena je za par genotipova
Rotra i Titus i iznosila je 0,048. Najveca utvrdena distanca se odnosila na par
genotipova NCPGRU2 i Cortanovci (1,099). Proseéna vrednost Euklidske udaljenosti
parova genotipova je iznosila 0,380.

Na UPGMA dendrogramu klaster analize 46 genotipova crvene deteline na
osnovu sedam agronomski znacajnih osobina izmerenih 2012. godine, izdvojila su se

Cetiri klastera (grafikon 10). | klaster ukljucuje Cetiri genotipa (SA3, SA4, 91 E-44, 91
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E-63). Il klaster obuhvata sedam genotipova (Diana, Dicar, NS-Mlava, Una, Avala,
Marina, Amos), Il Klaster sadrzi ¢etiri genotipa (Vivi, Quinekel, Bjorn, Cortanovci). U
IV-om Klasteru su genotipovi grupisani u dva sub-klastera: IVa (NCPGRU4, Violeta,
Violetta, Nessonas, Fertody, Britta, Mercury, Marino, SAl, BGR1, BGR3, BGR2, 89 E-
0) i IVb (NCPGRU2, Noe, NCPGRUS3, Titus, Renova, Rotra, Sofia52, NCPGRUS5,
Lemmon, Nemaro, Italia centrale, Bolognino, Lucrum, Lutea, Triton, Kora, Krano,
Bradlo).
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Grafikon 10. Dendrogram UPGMA Klaster analize genotipova crvene deteline na
osnovu sedam agronomskih osobina za 2012. godinu (oznake genotipova prema
geografskom poreklu: crvena-Australija i Juzna Amerika; zelena-Isto¢na Evropa; svetlo
plava-Juzna Evropa; ljubicasta-Srednja Evropa; zuta-Severna Evropa; tamno plava-
Zapadna Evropa)

Na osnovu izuc¢avanja 10 morfo-agronomskih osobina (vreme cvetanja, visina

biljke, broj grana po biljci, broj internodija, debljina stabljike, oblik centralne liske,
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maljavost stabljike, Sirina centralne liske, duzina centralne liske i prinos suve materije
po biljci), genotipovi crvene deteline koje je prouc¢avao Asci (2011) su bili grupisani u
osam osnovnih grupa, pri ¢emu su genotipovi kolekcionisani iz bliskih regiona nalazili
u istim grupama. Izu€avajuéi 30 sorti i populacija crvene deteline na osnovu sedam
morfo-agronomskih osobina (prinos zelene mase, visina biljke, prinos suve materije,
sadrzaj suve materije, perzistentnost, vreme cvetanja i prinos semena po biljci), Tucak i
sar. (2009) su utvrdili postojanje ukupno Sest klastera. Rosso i Pagano (2005) su naveli
da su prinos zelene mase i prinos semena crvene deteline osobine koje su bile od
najveceg znacaja za objasnjenje varijabilnosti kod 39 introdukovanih i odomacenih
populacija. Petrovi¢ i sar. (2014) su na osnovu izucavanja Sest morfoloskih osobina i
prinosa suve materije, kod 17 divljih populacija crvene deteline, utvrdili grupisanje
genotipova u tri klastera. U prvom Klasteru su grupisani genotipovi crvene deteline
visokih vrednosti visine biljke i prinosa zelene materije, broja internodija i lateralnih
grana. U drugom klasteru su populacije crvene deteline sa visim vrednostima visine
stabla, Sirine centralne liske i duzine centralne liske, dok se u okviru treCeg klastera
izdvojio sub-klaster sa populacijama crvene deteline sa najnizim vrednosti ispitivanih
osobina, kao i -sub-klaster sa populacijama crvene deteline, takode niskih vrednosti

ispitivanih osobina, ali i velikog prose¢nog broja grana.

6.7. Geneti¢ka varijabilnost mikrosatelitskih (SSR) molekularnih markera

za 46 genotipova crvene deteline

U cilju karakterizacije SSR genetickog diverziteta germplazme crvene deteline
odredeni su broj alela, frekvencija alela, opseg veli¢ine fragmenata i PIC vrednosti za
svaki SSR marker. Osnovni pokazatelji geneticke varijabilnosti mikrosatelitskih

markera crvene deteline predstavljeni su u tabeli 10.
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Tabela 10. Parametri geneti¢kog diverziteta 14 mikrosatelitskih lokusa crvene deteline

L S
RCS0031 46 22 0,092 139-188 0,169
RCS0035 46 7 0,317 184-196 0,434
RCS0078 46 35 0,062 161-229 0,116
RCS0252 46 5 0,249 171-182 0,371
RCS0453 46 14 0,144 190-220 0,243
RCS0685 46 4 0,383 196-208 0,466
RCS0793 46 16 0,172 198-268 0,284
RCS0894 46 14 0,121 128-185 0,216
RCS1225 46 18 0,144 221-275 0,246
RCS1667 46 6 0,391 255-270 0,482
RCS1729 46 13 0,219 236-276 0,339
RCS2728 46 11 0,258 218-247 0,382
RCS2860 46 15 0,100 105-158 0,180
RCS3681 46 7 0,228 152-170 0,352

Prosek 13,36 0,206 0,306

Cetrnaest parova prajmera amplifikovalo je ukupno 187 alela, proseéno 13,36
alela po lokusu. Najveéi broj alela (35) imao je marker RCS0078, dok je najmanji broj
alela (4) utvrden za marker RCS0685. Tre¢ina ukupnog broja lokusa imala je osam i
vise alela. Frekvencije alela 14 SSR lokusa bile su u opsegu od 0,062 (RCS0078) do
0,391 (RCS1667). Kod analiziranih genotipova crvene deteline najvise su bili prisutni
umereno cesti aleli (sa frekvencijama od 0,05-0,50), dok retki aleli sa frekvencijama
manjim od 0,05, kao i Cesti aleli sa frekvencijama veé¢im 0,50 nisu bili zastupljeni.
Amplifikovani fragmenti DNK nalazili su se razli¢itim opsezima za razli¢ite SSR
markere, pri ¢emu su najmanje vrednosti opsega bile za marker RCS0252 (11 bp), a

najve¢e za marker RCS0793 (70 bp). PIC vrednost (“Polymorphism Information
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Content") je pokazatelj mo¢i odredenog markera da detektuje polimorfizam u populaciji
(Botstein i sar., 1980). Najveca PIC vrednost (0,482) uocava se kod markera RCS1667,
a najniza (0,116) je karakteristicna za marker RCS0078. Markeri sa dinukleotidnim
motivima su prose¢no imali ve¢u polimorfnost (0,43) od markera sa trinukleotidnim
motivima (0,32), kao i u odnosu na RCS0031 marker sa tetranukleotidnim motivom
(0,17) (Tabela 3 i Tabela 10).

Prose¢an broj SSR alela po lokusu u ovim istrazivanjima je bio 13 i predstavlja
pokazatelj znaCajnog diverziteta ispitivanih genotipova crvene deteline, i veéi je u
odnosu radove drugih autora. U radovima Sato i sar. (2005) i Dugar i Popov (2013)
navodi se da je prosecan broj SSR alela po lokusu kod crvene deteline iznosio devet.
Dias i sar. (2008) su objavili da je prosec¢an broj SSR alela kod crvene deteline bio devet
u tri populacije i 11 za 56 individua. Berzina i sar. (2008) su utvrdili da je prose¢an broj
SSR alela za sedam analiziranih sorti bio najmanji kod sorte Arija (11,3), a najveéi kod
sorte Priekugi (19,2). Vymyslicky i sar. (2012) su ustanovili da se broj SSR alela po
lokusu kod crvene deteline kretao u intervalu od 3 do 8, sa proseénom vrednos$¢u od 4.,4.
Gupta i sar. (2016) su utvrdili najnizu vrednost prose¢nog broja SSR alela po lokusu
kod crvene deteline od 3,18. PIC vrednosti SSR markera utvrdene u ovom radu su bile
nesto nize u odnosu na radove drugih autora. PIC vrednost SSR markera koje su
ustanovili Sato i sar. (2005) za iste SSR markere koji su kori$¢eni u ovim istrazivanjima
kretale su se u rasponu od 0,54 do 0,83. PIC vrednosti SSR markera koje su u
istrazivanjima koristili Dias i sar. (2008) su bile u rasponu od 0,64 do 0,85 za tri
populacije i 0,70-0,91 za 56 biljaka crvene deteline. Gupta i sar. (2016) su za PIC
vrednosti SSR markera kod crvene deteline dobili opsegod 0,301 do 0,719, a
Vymyslicky i sar. (2012) od 0,4 do 0,86.

6.7.1. Klaster analiza genotipova crvene deteline na osnovu SSR markera

Geneticka udaljenost 46 genotipova crvene deteline je procenjena na osnovu
polimorfizma SSR markera, i za parove posmatranih genotipova konstruisana je Dice
matrica distanci koja je data u prilogu 4. Najmanje vrednosti geneticke udaljenosti
utvrdene su izmedu genotipova NCPGRU2 i NCPGRUS5 (0,311). Najveca vrednost
geneticke distance utvrdena je za par Violeta i BGR2 (0,933). Prose¢na geneticka
distanca svih parova genotipova je iznosila 0,587.
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Klaster analiza SSR molekularnih podataka crvene deteline rezultovala je

grupisanjem genotipova crvene deteline u 2 grupe tj. klastera (grafikon 11):

| klaster-NCPGRU2, NCPGRU5, NCPGRUS3, Diana, Britta, Avala, Fertody,
SA4, BGR3, NS-Mlava, Mercury, Vivi, Titus, Triton, Lutea, Bradlo, Sofiab2, 89 E-0,
Amos, Krano, Italia centrale, SA3, BGR1, Bolognino, Kora, Bjorn, Lemmon, Noe,

Marina, Renova, Rotra, BGR2, Nemaro, Lucrum.

Il klaster-SA 1, Marino, Violetta, Quinekel, Cortanovci, 91 E-63, Nessonas, Una,

91 E-44, NCPGRU4, Violeta, Dicar.
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Grafikon 11. UPGMA (Unweighted Pair-Group Mean Arithmetic method) dendrogram
46 genotipova crvene deteline na osnovu Dice matrice distanci SSR markera
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6.7.2. Analiza glavnih koordinata genotipova crvene deteline na osnovu SSR

markera

Violeta
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Grafikon 12. Analiza glavnih koordinata (PCOA) 46 genotipova crvene deteline na
osnovu SSR markera

Na grafikonu 12, uocava se da je analizom glavnih koordinata 46 genotipova
crvene deteline na osnovu SSR markera, prvom i drugom osom objasnjeno ukupno
19,3% geneticke varijabilnosti originalnog seta podataka. U grupisanju genotipova na
osnovu SSR marker analize, uo€avaju se slede¢i genotipovi koji su geneticki odstupali
po svojim molekularnim podacima u odnosu na vec¢inu grupisanih oko koordinatnog
sredisnjeg dela PCOA grafika: Cortanovci, 91 E-63, NCPGRU4, Violeta, Nessonas,
Una, 91 E-44, Violetta, Marino. Rezultati PCOA analize su bili u saglasnosti sa
rezultatima dobijenim na osnovu Kklaster analize, jer prethodno navedeni genotipovi su
genotipovi koji su klaster analizom bili grupisani u okviru Il klastera. Analiza glavnih
koordinata izdvojla je jos cetiri genotipa (Noe, Lemmon, BGR2, Italia centrale-
genotipovi koji su odgovarali | klasteru), kao SSR molekularno razli¢ita u odnosu na

vecinu genotipova srediSnjeg dela grafika.
77



6.7.3. Analiza molekularne varijanse (AMOVA)

Analiza molekularne varijanse (AMOVA) je primenjena u cilju detaljnijeg
sagledavanja geneti¢ke varijabilnosti i diferencijacije 46 proucavanih genotipova crvene
deteline.

Tabela 11. Analiza molekularne varijanse zasnovane na SSR markerima genotipova
crvene deteline grupisanih na osnovu Cetiri morfoloske i jedne fenoloske osobine za
2011. godinu

Izvor varijacije  d.f Suma Komponenta % DsT# P
o kvadrata varijanse varijanse
lzmedu grupa 0,702 0,00454 1,44 001442 0,09580
unutargrupa 43 13346 031038 9856
Ukupno 45 14,048 0,31492

#-izraCunato na osnovu 1000 permutacija; P < 0,001-veoma visoko statisti¢ki znacajno,
P < 0,01- visoko statisticki znacajno, P < 0,05- statisticki znacajno, df-broj stepeni
slobode

AMOVA zasnovana na SSR markerima 46 genotipova crvene deteline
grupisanih na osnovu morfoloskih osobina (i jedne fenoloske) za 2011. godinu (tabela

11), nije utvrdila postojanje statisticki znac¢ajne medu-grupne diferencijacije (p < 0,05).

Tabela 12: Analiza molekularne varijanse zasnovane na SSR markerima genotipova

crvene deteline grupisanih na osnovu agronomskih osobina za 2011. godinu

| N Suma Komponenta %

zvor varijacije  d.f. L . DsT# P#
kvadrata varijanse varijanse

Izmedu grupa 2 0,582 -0,00268 0,86  -0,00864 0,73705

Unutar grupa 43 13.467 031318 100,86

Ukupno 45 14,048 0,31050

#-izracunato na osnovu 1000 permutacija; P < 0,001-veoma visoko statisticki znac¢ajno,
P < 0,01- visoko statisti¢ki znacajno, P < 0,05 - statisticki znacajno, df-broj stepeni
slobode

Na osnovu podataka analize molekularne varijanse (tabela 12) uocava se da nije
utvrdena statisti¢ki znaCajna diferencijacija izmedu grupa, koje su su formirane na
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osnovu vrednosti zasnovanim na SSR markerima i agronomskim osobinama za 2011.

godinu.

Tabela 13: Analiza molekularne varijanse zasnovane na SSR markerima genotipova

crvene deteline grupisanih na osnovu agronomskih i hemijskih osobina 2012. godine

Izvor varijacije  d.f Suma Komponenta % DsT# P
o kvadrata varijanse varijanse
Izmedu grupa 2 0,555 -0,00258 083  -0,00828 0,87390
Unutargrupa 5 13.493 0,31380 100,83
Ukupno 45 14,048 0,31122

#-izraCunato na osnovu 1000 permutacija; P < 0,001-veoma visoko statisticki znacajno,
P < 0,01- visoko statisti¢ki znacajno, P < 0,05 - statisticki znacajno, df-broj stepeni
slobode

Kada je u pitanju analiza molekularne varijanse (AMOVA) zasnovana na SSR
markerima 46 genotipova crvene deteline grupisanih na osnovu agronomskih i
hemijskih osobina za 2012. godinu (tabela 13), nije utvrdeno postojanje statisti¢ki

znacajne (medugrupne diferencijacije.

Tabela 14: Analiza molekularne varijanse zasnovane na SSR markerima genotipova

crvene deteline grupisanih na osnovu tipa i ploidnosti

Izvor varijacije  d.f Suma Komponenta % DsT# P#
Jacl) o kvadrata varijanse varijanse
lzmedu grupa 0,729 0,00388 124 001236  0,04692
Unutar grupa 43 13,319 0,30975 98,76
Ukupno 45 14,048 0,3236

#-izracunato na osnovu 1000 permutacija; P < 0,001-veoma visoko statisticki znac¢ajno,
P < 0,01- visoko statisti¢ki znacajno, P < 0,05 - statisticki znac¢ajno, df-broj stepeni
slobode

Primenom AMOVA analize zasnovane na SSR markerima 46 genotipova crvene
deteline grupisanih na osnovu tipa (sorta ili populacija) i ploidnosti (2n ili 4n) (tabela

14), utvrdeno je postojanje statisticki znacajne (P < 0,05) medu-grupne diferencijacije.
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Medutim, % varijanse izmedu grupa je bio mnogo manji u odnosu na % variranja unutar
analiziranih grupa, ukazujuéi na slabu medugrupnu diferencijaciju.

AMOVA je posluzila i za utvrdivanje indeksa geneticke diferencijacije (@sr),
koji predstavlja standardizovanu medu-grupnu, interpopulacionu geneti¢ku distancu
izmedu dve grupe, i pokazatelj je korelacije gena razlicitih individua u jednoj populaciji
(Chen i Nelson, 2005). Vrednosti @st indeksa prema Hartl i Clark (1997), su definisane
na slede¢i nacin: diferencijacija moze biti slaba (@st < 0,05), umerena (0,05 < @dst <
0,15), velika (0,15 < &st < 0,25) i veoma velika (@st > 0,25). Uocava se da je geneticka
distanca izrazena @st indeksom izmedu grupa odredenih na osnovu tipa i ploidnosti 46
genotipova crvene deteline bila slaba (0,01236) i ukazivala je na slabu geneticku
diferencijaciju ove dve grupe.

Geneticke distance 1 @st indeks za grupe odredene na osnovu morfoloskih
osobina (i jedne fenoloske) za 2011. godinu, @st indeks za grupe odredene na osnovu
agronomskih osobina za 2011. godinu, kao i @st indeks za grupe odredene na osnovu
agronomskih i hemijskih osobina 2012. godine, nisu nisu imali statisticki znacajne
vrednosti.

Visoka unutar-populaciona varijabilnost crvene deteline je ocekivana s obzirom
na to da je crvena detelina stranooplodna vrsta sa visokim nivoom gametofitske
inkompatibilnosti (Taylor i Quesenberry, 1996). S tim u vezi populacije ove vrste su
heterogene mesavine heterozigotnih individua (Rosso i Paggano, 2005).

Veée unutar-grupno variranje u odnosu na medu-grupno variranje su utvrdili i
drugi autori. Dias i sar. (2008) su testirali pet klastera dobijenih na osnovu morfoloskih
osobina 56 jedinki u odnosu na SSR podatke, i ustanovili da je unutar-grupna
varijabilnost iznosila 98,1%, dok je medu-grupna varijabilnost bila 1,9%. U istom radu
je primenom AMOVA kod tri populacije crvene deteline takode utvrdeno da je unutar-
grupna varijabilnost bila veca (83,6%), a medu-grupna dosta niza (16,4%). Dugar i
Popov (2013) su proucavajuci 15 ukrajinskih sorti crvene deteline utvrdili da je medu-
grupna geneticka varijabilnost SSR markera bila niska i da je ¢inila svega 6,9% ukupne
varijabilnosti. Gupta i sar. (2016) su analizirali srznu kolekciju crvene deteline koju su
uspostavili Kouame i Quesenberry (1993), a rastavljanje geneticke varijanse pomocu
AMOVA je pokazalo da je ve¢i deo genetickog diverziteta sadrzan unutar populacija

(91%), dok je 9% geneticke varijabilnosti predstavljala medu-grupna varijabilnost.
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Berzina i sar. (2008) su proucavajué¢i sedam diploidnih sorti crvene deteline na osnovu
Sest SSR markera utvrdili da medu-grupna varijabilnost predstavlja samo 2% ukupnog
genetickog polimorfizma, kao i da st vrednosti (0,006-0,043) ukazuju na nisku

geneticku diferencijaciju izmedu sorti u razlisitim grupama.

6.8. Saglasnost rezultata dobijenih na osnovu morfoloskih, agronomskih,

hemijskih i SSR molekularnih podataka

Varijabilnost genotipova crvene deteline moZze se tumaciti i poredenjem
vrednosti matrica distance koje su dobijene na osnovu proucavanih morfoloskih osobina
(i jedne fenoloske), agronomskih osobina, hemijskih osobina i SSR molekularnih
podataka. S tim u vezi, u ovim istrazivanjima je ustanovljeno da je najmanja prosecna
geneticka udaljenost utvrdena na osnovu agronomskih osobina (0,380), veéa je na
osnovu morfoloskih deskriptora (i jednog fenoloskog) (0,587), a najveca na osnovu
molekularnih markera (0,623).

Prosecno vece distance dobijene na osnovu molekularnih markera ukazuju na to
da su SSR molekularni markeri diferencirali genotipove crvene deteline na vecem
stepenu genetiCke udaljenosti u odnosu na fenotipske osobine (i agronomske i
morfoloske i jednu fenolosku), §to bi se moglo objasniti time da je fenotipska ekspresija
ovih osobina predstavljala samo manji deo ukupne ekspresije genoma. Osim toga broj
koris¢enih SSR markera (15) bio je ve¢i od broja analiziranih morfoloskih 1 fenoloskih
osobina (4 morfoloske i 1 fenoloska) i agronomskih osobina (8).

U cilju utvrdivanja korelacija izmedu genetickih 1 fenotipskih distanci Cesto se
koristi Mantel statisticki test (Mantel, 1967). Ovaj test je korisc¢en radi utvrdivanja
korelacija tri tipa matrica distanci koje su dobijene na osnovu dva tipa fenotipskih
osobina (morfoloske osobine-uz jednu fenolosku, i agronomske osobine) i direktnom
analizom na nivou genoma (SSR markeri), $to je prikazano u tabeli 15.

Kada je u pitanju saglasnost SSR matrice distanci u odnosu na ostale matrice
distanci, nije bilo statisticki znacajne korelacije izmedu njih. Medutim, statisticki
znacajna (P < 0,05) pozitivna korelacija (0,178) je utvrdena izmedu matrice distanci
morfoloskih osobina (i jedne fenoloske) u 2011. godini i matrice distanci agronomskih
osobina u 2011. godini. Takode, statisticki znacajna (P <0,05) pozitivna korelacija

(0,122) je prisutna izmedu matrice distanci morfoloskih osobina (i jedne fenoloske) u
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2011. godini i matrice distanci agronomskih i hemijskih osobina za 2012. godinu. Na
osnovu toga proizilazi da su genotipovi slicnih morfoloskih osobina (i jedne fenoloske)
istovremeno pokazali 1 odredenu sli¢nost na nivou agronomskih osobina 2011. godine,
kao i hemijskih 1 agronomskih osobina 2012. godine, odnosno da genotipovi slicnih
morfoloskih profila pokazuju, u izvesnoj meri, i1 slicne agronomske i hemijske

karakteristike.

Tabela 15: Korelacija matrica distanci osobina ispitivanih u 2011. i 2012. godini na

osnovu Mantel testa

Molekularne Agronomske Agronomske i Morfoloske osobine
Matrice distanci SSR 0s0bine osobine u hemijske osobine u (i jedna fenoloska) u
2011. godini 2012. godini 2011. godini
Molekularne
SSR osobine
Agronomske
osobine u -0,011
2011. godini
Agronomske i
hemijske osobine u -0,048 0,049
2012. godini
Morfoloske osobine 0035 0178+ 0.120%

(ijedna fenoloska) u
2011. godini

izracunato na osnovu 1000 permutacija; *-P < 0,05 - statisti¢ki znacajno

Saglasnost matrica distanci na osnovu morfoloskih i molekularnih SSR podataka
nije utvrdena ni u radu Dias i sar. (2008), sli¢no kao u ovom istrazivanju. Pagnotta i sar.
(2011) su takode, proucavajuci 22 uzorka crvene deteline, na osnovu Mantel testa
utvrdili odsustvo korelacije matrice distanci morfo-fizioloskih osobina i matrice distanci
na osnovu AFLP markera. Vymyslicky i sar. (2012) su na osnovu primene Mantel testa
zakljucili da morfoloski i molekularni SSR podaci 76 uzoraka crvene deteline nisu bili u
statisti¢ki znacajnoj korelaciji. Annicchiarico i sar. (2016) navode da je Mantel testom
utvrdeno odsustvo korelacije matrice morfo-fizioloSkih osobina i matrice SSR markera,
kod 11 proucavanih lokalnih populacija lucerke, kao i prisustvo slabe korelacije izmedu
matrice morfo-fizioloskih osobina i matrice distanci na osnovu SNP markera. Grljusi¢ i
sar. (2008) su proucavajuci genotipove crvene deteline, suprotno prethodnim autorima,
Mantel testom utvrdili postojanje statisticki znacajne korelacije izmedu morfoloskih 1

molekularnih (RAPD) matrica distanci.
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ZAKLJUCAK

Na osnovu prosecne vrednost Shannon-ovog indeksa diverziteta (0,711)
dobijenog na osnovu proucavanja Cetiri morfoloske i jedne fenoloske
osobine kod 46 genotipova crvene deteline, moze se zakljuciti da je u
okarakterisanom materijalu bio prisutan visok nivo morfoloskog

diverziteta.

Analizom homogenosti izvrSeno je grupisanje genotipova crvene deteline
na sedam umereno homogenih grupa i to na osnovu osobina: vreme
cvetanja, intenzitet obojenosti pege lista i delimi¢no na osnovu osobine
maljavosti stabljike. UPGMA klaster analizom je izvrS§eno grupisanje
genotipova crvene deteline na cetiri klastera i to na osnovu vremena

cvetanja i boje lista (uz manji doprinos i ostalih osobina).

HOMALS analiza je omogucila da se jasno izdvoje oni genotipovi
crvene deteline koji su bili sa jedinstvenim profilima u odnosu na
homogene grupe, i takvi genotipovi nisu bili jasno uoéljivi pri primeni
UPGMA klaster metode. HOMALS metoda se pokazala kao
informativnija, jer je jasnije prikazala morfolosku varijabilnost

ispitivanog materijala.

Analizom varijanse ustanovljeno je da je uticaj genotipova crvene
deteline na varijabilnost posmatranih agronomskih osobina bio statisticki

visoko znacajan, za obe ispitivane godine.

Izmedu svih ispitivanih agronomskih osobina crvene deteline u prvoj
godini istrazivanja su utvrdene pozitivne korelacije, a najveéi statisticki
visoko znacajan koeficijent korelacije je bio izmedu broja internodija i
broja grana (r = 0,97, P < 0,001), kao i izmedu prinosa zelene mase i
prinosa suve materije (r = 0,95, P < 0,001). Najve¢i statisticki veoma
znacajan koeficijent korelacije agronomskih osobina genotipova crvene
deteline u drugoj godini istrazivanja je utvrden izmedu prinosa zelene

mase i prinosa suve materije (r = 0,86, P < 0,001). Slaba negativna i
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statisticki znaCajna korelacija bila je prisutna izmedu osobina broja
internodija i sadrzaja vlakana nerastvorljivih u kiselom deterdzentu (r =
- 0,3, P <0,05).

Primenom PCA i klaster analize kod 46 genotipova crvene deteline na
osnovu agronomskih i hemijskih osobina, grupisanje genotipova se nije

moglo dovesti u vezu sa geografskim poreklom.

Utvrdena je znacajna polimorfnost koris¢enih SSR (Simple Sequence
Repeat) markera. Cetrnaest parova prajmera amplifikovalo je ukupno
187 alela, prosec¢no 13,36 alela po lokusu, a tre¢ina ukupnog broja lokusa
imala je osam i vise alela. Najvecu frekvenciju alela imao je RCS0078
marker (0,062), a najmanju RCS1667 (0,391), dok je prosecna
frekvencija alela iznosila 0,206. PIC vrednost (Polymorphism
Information Content) prou¢avanih SSR lokusa bila je u rasponu od 0,12
(RCS0078) do 0,48 (RCS1667), a proseéna PIC vrednost je iznosila je
0,306.

Na osnovu analize glavnih koordinata (PCOA) i klaster analize
mikrosatelitskih podataka 46 genotipova crvene deteline, grupisanje

genotipova bilo je saglasno na osnovu obe primenjene statisticke metode.

AMOVA zasnovana na SSR markerima 46 genotipova crvene deteline
grupisanih na osnovu morfoloskih osobina (i jedne fenoloske),
agronomskih osobina i hemijskih osobina, nije utvrdila postojanje
statisticki znacajne medugrupne diferencijacije. Grupisanje na osnovu
statusa i nivoa ploidnosti je bilo statisticki znac¢ajno (p < 0,05), ali

medupopulaciono razdvajanje je bilo slabo izrazeno (@st=0,01236).

Najmanja prose¢na geneti¢ka udaljenost geneotipova crvene deteline je
utvrdena na osnovu agronomskih osobina (0,380). Prose¢na geneticka
distanca na osnovu morfoloskih deskriptora (i jednog fenoloskog) je bila
veca (0,587), a najveCa geneticka distanca je dobijena na 0Snovu
molekularnih markera (0,623). Rezultati Mantel testa su pokazali da nije
bilo statisticki znacajne korelacije SSR matrice distanci U odnosu na

matrice distanci morfoloskih (i jedne fenoloske), agronomskih i
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hemijskih osobina crvene deteline. Statisticki znaCajna pozitivna
korelacija je utvrdena izmedu matrice distanci morfoloskih osobina (i
jedne fenoloske) u odnosu na matrice agronomskih i hemijskih osobina,
Sto ukazuje da genotipovi slicnih morfoloskih profila pokazaju u izvesnoj

meri i slicne agronomske 1 hemijske karakteristike.
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PRILOG

Prilog 1. Vizuelne ocene pet morfoloskih osobina 46 genotipova crvene dateline (VC-
vreme cvetanja; FR-forma rasta; MS-maljavost stabljike; BL-boja lista; IOP-intenzitet
obojenosti pege na listu).
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Prilog 2. Matrica genetic¢kih distanci izmedu 46 genotipova crvene deteline izra¢unatih
prema simple matching koeficijentu slicnosti na osnovu morfoloskih osobina
(Genotipovi crvene deteline su oznaceni brojevima od 1 do 46)
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Prilog 3. Matrica Euklidskih distanci izmedu 46 genotipova crvene deteline na osnovu
agronomskih osobina (Genotipovi crvene deteline su ozna¢eni brojevima od 1 do 46)
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Prilog 4. Matrica genetickih distanci izmedu 46 genotipova crvene deteline izra¢unatih
prema Dice koeficijentu sli¢nosti na osnovu SSR markera (Genotipovi crvene deteline
su oznaceni brojevima od 1 do 46)
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