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MOLEKULARNA | ASOCIJATIVNA ANALIZA
SVOJSTAVA KLASA PSENICE (Triticum aestivum L.)

Rezime

Uvod: Hlebna psenica (Triticum aestivum L.) je jedna od najvaznijih Zitarica
Siroko zastupljena u proizvodnji u svetu, odnosno po ukupnoj proizvodnji zrna nalazi se
na treCem mestu iza kukuruza 1 pirinca. Zahvaljujuci znacaju ove biljne vrste posebno u
ljudskoj ishrani, priporitet u selekciji je usmeren na poboljsanje postojecih i stvaranje
novih sorti sa povecanim genetickim potencijalom za prinos, kako bi se zadovoljile 1
obezbedile kvantitativne potrebe za ovom Zitaricom. Razvoj savremenih metoda i
primena najnovijih tehnologija iz oblasti biotehnologije, sa posebnim akcentom na
koris¢enje molekularnih markera, otvorila je moguénost implementacije molekularnog
oplemenjivanja u klasi¢ne oplemenjivacke programe. Na ovaj nain se putem marker-
asistirane selekcije ostvaruje efikasnije, preciznije i ekonomic¢nije stvaranje prinosnijih
sorti. Najvaznije agronomske osobine nalaze se pod kontrolom veceg broja gena i
lokusa za kvantitativna svojstva (QTL), te su i osobine klasa koje predstavljaju
najvaznije komponente prinosa, svojstva koja se nalaze pod veé¢im uticajem faktora
spoljasnje sredine. Danas se za otkrivanje i1 precizno definisanje hromozomskih regiona
odgovornih za ekspresiju ovih vaznih osobina primenjuje jedan od najperspektivnijih
pristupa tzv. asocijativno mapiranje koje visokom rezolucijom mapiranja olakSava
primenu marker-asistirane selekcije.

Cilj istraZzivanja je bio da se utvrde osnovni parametri geneticke varijabilnosti
primenom mikrosatelita, da se proceni geneticka struktura u ispitivanoj populaciji na
osnovu molekularnih podataka, da se analiziraju svojstva klasa kao najznacajnijih
komponenti prinosa pSenice kao i adaptivnih svojstava tokom pet vegetacionih sezona.
Takode, postavljen je i cilj da se ispita neravnoteZa vezanosti izmedu hromozoma, i da
se analiziraju veze izmedu markera i svojstava U svim ispitivanim godinama primenom
najsavremenijeg pristupa - asocijativnog mapiranja. Krajnji cilj bio je da se identifikuju

znacajni 1 stabilni lokusi odgovorni za ekspresiju pojedinacnih karakteristika klasa i



svojstava adaptabilnosti i da se utvrde pozeljni aleli u okviru lokusa koji su imali
najveci uticaj na fenotipsku varijabilnost ispitivanih osobina. Na ovaj na¢in bi bilo
moguce odabrati genotipove koji su nosioci pozeljnih alela za pojedine karakteristike
klasa, koji bi mogli da posluze kao roditelji u narednim ukrStanjima, a u cilju
poboljsanja postoje¢ih genotipova ili stvaranja novih sorti pSenice sa Zzeljenim
osobinama klasa.

Materijal i metode: Molekularnom analizom je obuhvaceno 283 genotipa
pSenice odabranih na osnovu viSegodi$nje fenotipske ocene velikog broja agronomski
vaznih svojstava koja su ukazala na prisustvo znacajnog stepena varijabilnosti. Ovaj
materijal je reprezentativni deo geneticke kolekcije pSenice koji pripada Odeljenju za
strna zita Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu. Genotipovi su nastali u
razli¢itim oplemenjivackim centrima 1 poreklom su iz 24 zemlje sa svih pet kontinenata.
Od 41 mikrosatelitskog markera, 30 je pokazalo efikasnost i znacajan stepen
polimorfnosti ¢ime su iskori§¢eni za analizu svih genotipova primenom fragmentne
analize na genetiCkom sekvenatoru Genetic Analyzer 3130. Fenotipskom ocenom je
obuhvaceno ukupno 10 osobina (8 svojstava klasa 1 2 adaptivne osobine) koje su
merene 1 belezene tokom pet vegetacionih sezona (1994/95., 1995/96., 1996/97.,
1997/98., 1998/99.). Obrada statistickih podataka je vrSena u slede¢im programima:
PowerMarker, Excel Mikrosatellite Kit, GenAIEX, Structure, Tassel i Statistica.

Rezultati: Fenotipskom evaluacijom ispitivanih osobina utvrdena je znaCajna
varijabilnost u ispitivanom materijalu. U 30 mikrosatelitskih lokusa svih genotipova
zabelezeno je ukupno 349 alelnih varijanti sa prosecnim brojem od 11,5 alela po lokusu
1 prosenom PIC vrednos¢u od 0,68. Procenjena struktura populacije u programu
STRUCTURE je pokazala distribuciju genotipova unutar $est subpopulacija na osnovu
vrednosti verovatnoce, dok je AK metod grupisao genotipove unutar tri postojeca
klastera. Sli¢na distribucija genotipova dobijena je 1 primenom analize glavnih
koordinata (PCoA). Asocijativna analiza je pokazala da je 8 osobina (izuzev mase klasa
1 mase zrna po klasu) pokazalo stabilne veze sa dvanaest markera u tri i viSe ispitivanih
godina. Detektovano je prisustvo trideset i tri stabilna QTL za svojstva klasa i adaptivna
svojstva, sa proseénim uticajem na fenotipsku varijabilnost koja se kretala od 4,7% do
40,7% u zavisnosti od datog svojstva. Ovi znacajni QTL locirani su na slede¢im

hromozomima: 1B, 2A, 2B, 2D, 5B, 6A, s tim da su dominirali markeri sa druge



hromozomske grupe. Izdvojeni su i pozeljni aleli u stabilnim QTL, gde se izdvajaju
QTL za broj klasi¢a po klasu i broj zrna po klasu, kao najvaznije komponente klasa.
Tako su genotipovi koji su nosioci pozeljnih alela za pojedina svojstva izabrani putem
marker-asistirane selekcije, kao roditelji za naredna ukrStanja u toku oplemenjivackog
procesa.

Zakljucak: 1. Polimorfni mikrosatelitski markeri su se pokazali informativni i
znacajni u utvrdivanju geneticke varijabilnosti u oplemenjivackom materijalu pSenice.
2. Procenjen je i odgovarajuci stepen prisustva geneticke strukture u populaciji kao
preduslov asocijativne analize.3. Potvrdena je 1 znaCajna fenotipska varijabilnost
ispitivanih  osobina klasa 1 adaptivnih osobina. 4. Utvrdeno prisustvo
interhromozomskog LD je posledica rekombinacija i/ili epistatickih interakcija nastalih
tokom selekcije. 5. Primenom 1 komparacijom razli¢itih modela asocijativne analize
(GLM i MLM) pri utvrdivanju znacajnih i stabilnih veza marker-svojstvo smanjena je
mogucnost detekcije lazno-pozitivnih veza. 6. Veéina otkrivenih QTL je detektovana u
prethodnim istrazivanjima na razli¢itim mapiraju¢im populacijama, a sada je njihov
znacaj potvrden i na relevatnom oplemenjivackom materijalu i u nasim agro-ekoloskim
uslovima. Pored ranije poznatih, detektovano je i nekoliko novih QTL. 7. Izdvojeno je
nekoliko genotipova koji su za pojedine osobine imali po nekoliko pozeljnih alela u
okviru dva i vise lokusa.

Ova disertacija predstavlja doprinos na polju molekularnog oplemenjivanja koje
bi zajedno sa klasi¢nim metodama oplemenjivanja omogucilo stvaranje genotipova sa
poboljsanim karakteristikama klasa ¢ime bi se indirektnim putem postiglo povecanje

genetickog potencijala za prinos.

Kljuéne redi: mikrosatelitski markeri, hlebna pSenica, geneticki diverzitet, lokusi za
kvantitatitvna svojstva - QTL, komponente prinosa, karakteristike klasa, adaptabilne
osobine, GLM i MLM pristupi.
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MOLECULAR AND ASSOCIATION ANALYSIS OF
SPIKE - RELATED TRAITS IN WHEAT

(Triticum aestivum L..)

Summary

Introduction: Bread wheat (Triticum aestivum L.) is one of the most important
cereals worldwide and in terms of total grain production wheat is positioned on third
place after maize and rice. Due to a great importance for human diet, the priority in
wheat breeding is focused on improving of existing and creating new varieties with
increased genetic yield potential, in order to meet quantitative demands for this grain.
The development of modern methods and the use of new technologies in the field of
biotechnology, with particular emphasis on the use of molecular markers, opened the
possibility of implementing molecular breeding in classical breeding programs. In this
way, the creation of high yielding varieties is more efficient, accurate and cost-effective.
The most important agronomic traits are controlled by a large number of genes and
quantitative trait loci (QTL). As the most important yield components, spike-related
traits are under strong influence of numerous environmental factors. In the last few
years, association mapping has been considered as one of the most promising methods
for the exploration of precise detection chromosome regions responsible for the
expression of these important traits. This high resolution perspective approach
facilitates the application of marker-assisted selection into breeding process.

The aim of this study was to determine the basic parameters of genetic
variability by using microsatellites, to assess the genetic structure in the population
based on molecular data, to analyze the spike characteristics as the most important yield
components and the adaptability traits during five growing seasons. Moreover, linkage
disequilibrium, and the associations between SSR markers and traits investigated were
examined by use of association mapping. Furthermost, the aim was to identify
significant and stable loci responsible for expression of spike-related and adaptability

characteristics, to identify desirable alleles within loci that have had the greatest impact



on the phenotypic variability. Genotypes which are carriers of favorable alleles for each
spike characteristics could serve as parents in future crosses, in order to improve the
existing genotypes in terms of specific spike characteristics.

Materials and Methods: Molecular analysis included 283 wheat genotypes
were selected upon results of multi-year phenotypic assessment of a large number of
agronomical important traits which indicated the presence of a significant degree of
variability. This material is a representative part of the genetic collection of wheat
which belongs to the Small Grains Department of Institute of Field and Vegetable Crops
in Novi Sad. Genotypes were created in different breeding centers, originating from 24
countries spread on all five continents. Of the 41 microsatellite markers, 30 showed
efficiency and a significant degree of polymorphism so they were used for analysis of
all genotypes by using fragment analysis on Genetic Analyzer 3130. A total of 10
properties (8 spike characteristics and 2 adaptability traits) were evaluated, measured
and recorded during five growing seasons (1994/95, 1995/96, 1996/97, 1997/98,
1998/99.). Statistical data processing was performed by the following programs:
PowerMarker, Excel Mikrosatellite Kit, Genalex, Structure, Tassel and Statistica.

Results: The phenotypic evaluation of the studied traits showed significant
variability in the breeding material. A set of 30 microsatellite markers positioned near
important agronomic loci were used to evaluate genetic diversity, resulting in a total of
349 allelic variants in all genotypes with an average number of 11.5 alleles per locus
and an average PIC value of 0.68. The population structure estimated by model-based
clustering distributed the genotypes into six subpopulations according to log probability
of data, whereas Evanno’'s AK method grouped genotypes within three existing clusters.
Moreover, internal genetic structure using principal coordinates (PCoA) analyze
separated genotypes in a similar distribution as obtained by program Structure.
Association analysis showed that 8 traits investigated (except spike weight and grain
weight per spike) had a stable associations with 12 markers in three or more years. A
total number of 33 stable QTLs were detected for all traits investigated, with an average
effect on the phenotypic variation ranged from 4.7% to 40.7% depending on certain
traits. A significant QTLs were located on following chromosomes: 1B, 2A, 2B, 2D,
5B, 6A with a major concentration of the markers on chromosome group 2. Likewise,

desirable alleles were determined in stable QTLs, with emphasis on QTLs for number of



spikelets per spike and number of grains per spike, as the most important yield
components. Thus genotypes that possess favorable alleles responsible for certain traits
could be selected through marker-assisted selection, as parents for the next crossing
during the breeding process.

Conclusion: 1. The polymorphic microsatellites proved to be informative and
relevant markers in determination of the genetic diversity in wheat breeding materials.
2. The evaluated collection of wheat genotypes shows genetic diversity, and population
structure is an important tool and prerequisite for association analysis. 3. In addition to
molecular and phenotypic evaluation of the traits investigated have shown and
confirmed significant level of variability in breeding material. 4. The presence of inter-
chromosomal LD is a consequence of recombination and/or epistatic interactions
occurred during the selection. 5. The different statistical models (GLM and MLM)
evaluated increase the accuracy and power of the associations. 6. The new chromosome
regions identified as responsible for spike-related traits are useful for wheat breeding
programs in our agro-ecological conditions. 7. The genotypes which are carriers of
favorable alleles for particular traits are highlighted and could be useful for further
breeding program.

This thesis is a contribution to the field of molecular breeding, and implemented
with the conventional breeding methods could create genotypes with improved spike

characteristics and consequently increase of wheat yield potential.

Key words: microsatellite markers, bread wheat, genetic diversity, quantitative trait loci
- QTL, vyield components, spike characteristics, adaptability traits, GLM and MLM

approaches.
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Skracenice

AFLP (engl. Amplified Fragment Lenght Polymorphism)

AMOVA (engl. Analysis of Molecular Variance) - analiza molekularne varijanse
AM (engl. Association Mapping) - asocijativno mapiranje

BARC - Beltsville Agricultural Research Center

bp (engl. base pair) - bazni par

CTAB - Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide

DArT (engl. Diversity Arrays Technology)

dNTP (engl. deoxyribonucleotide triohosphates) deoksiribonukleozidtrifosfat

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

EMMA (engl. Efficient Massive Mapping Algorithm)

EST - SSR (engl. Expressed Sequence Tag - Simple Sequence Repeat)

Eps (engl. Earliness per se) geni - geni odgovorni za ranostasnost

GLM (engl. General Linear Model) - opsti linearni model

GWAS (engl. Genome Wide Association Study) studija asocijacije na ¢itavom genomu
GWM - IPK - Gatersleben Wheat Microsatellite - Institut fuer PflanzenKultur
H3K27me3 — trimetilacija lizina na poziciji 27 histona H3

H3 - histon 3

Hi-Di formamide - (engl. high deionized formamide) - visoko dejonizovani formamid
HMW - GS (engl. High Molecular Weight Glutenin Subunits) - gluteninske jedinice
velike molekulske mase

ISBP markera (engl. Insertion Site Based Polymorphism)

kb (engl. kilo base) - kilo baza

LD (engl. Linkage Disequilibrium) - neravnoteza vezanosti

LMW - GS (engl. Low Molecular Weight Glutenin Subunits) - gluteninske jedinice
male molekulske mase

MAS (engl. Marker-Asissted Selection) - marker asistirana selekcija

Mb (engl. mega base) - mega baza

MCMC (engl. Markov Chain Monte Carlo)

MLM (engl. Mixed Linear Model) - mesoviti linearni model



NJ (engl. Neighbor Joining) metod - zasnovan na distancama sa neukorenjenim stablom
QTL (engl. Quantitative Trait Loci) - lokusi za kvantitativna svojstva
RNK - ribonukleinska kiselina
PCoA (engl. Principal Coordinates Analysis) - analiza osnovnih koordinata
PCR (engl. Polymerase Chain Reaction) - lan¢ana reakcija polimeraze
POP-4 (engl. Performance Optimized Polymer-4) - polimer za fragmentnu analizu
PIC (engl. Polymorphism Information Content)
Ppd (engl. Photoperiod or day lenght) geni - geni odgovorni za fotoperiod
Prefiksi mikrosatelita:
BARC - R. Ward
CFD i CFA - INRA Clermont-Ferrand
GWM i GDM - IPK Gatersleben
PSP - the John Innes Centre
WMC - the Wheat Microsatellite Consortium
SNP (engl. Single Nucleotide Polymorphism) - polimorfizam pojedina¢nih nukleotida
ili taCkasta polimorfnost
SPL (engl. Squamosa promoter binding Protein-Like)
SSR (engl. Simple Sequence Repeat) - mikrosateliti
TASSEL - Trait Analysis by aSSociation, Evolution and Linkage
TE (engl. Transposabile Elements) - transpozabilni elementi
TE pufer - 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 MM EDTA
UTR (engl. UnTranslated Region) - netranslatirajuci region
UV - ultraljubicasta svetlost
UPGMA (engl. Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean)
Vrn (engl. Vernalization genes) geni - geni odgovorni za vernalizaciju
WMC - Wheat Microsatellite Consortium
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1. UVOD



1.1. Proizvodnja pSenice u svetu i kod nas

Psenica je jedna od najvaznijih Zitarica koju u svakodnevnoj ishrani upotrebljava
oko dve milijarde ljudi, a sto predstavlja oko 40% svetske populacije. Na globalnom
nivou, 95% proizvodnje ¢ini hlebna pSenica (Triticum aestivum L.), dok je proizvodnja
durum pSenice (Triticum durum) zastupljena sa svega 5% (Shewry, 2009). Prema
podacima Faostat, pSenica se u svetu gaji na preko 219 miliona ha, zauzimajuéi oko
17% (1/6) obradivih povrSina ¢ime se postize ukupna proizvodnja od oko 684 miliona
tona (prosek 2009-2013). Razmatraju¢i proizvodnju zitarica na svetskom nivou, ova
kultura zauzima tre¢e mesto, odmah posle kukuruza i pirin¢a. Prosean prinos psSenice
iznosi 3,12 t ha™ (prosek 2009-2013). Prvo mesto u svetu po ukupnoj proizvodnji
pSenice zauzima Kina, koju slede Indija, Rusija 1 SAD, dok se u najvece evropske
proizvodace ubrajaju Francuska i Nemacka (http://faostat.fao.org/).

Velika potraznja za ovom zitaricom uslovljena je pre svega potrebama u ljudskoj
ishrani, kojom se obezbeduje oko 20% neophodnih kalorija. Zrno pSenice je bogato
esencijalnim hranljivim materijama pre svega ugljenim hidratima (60-80% uglavnom u
obliku skroba), proteinima (8-15%), esencijalnim amino kiselinama (sa nedostatkom
lizina, triptofana i metionina), mastima (1,5-2%), mineralima (1,5-2%) vitaminima
(vitamini B kompleksa i vitamin E) i vlaknima (2,2%) (Hussain i Qamar, 2007). Pored
toga Sto se koristi u osnovnoj ljudskoj ishrani za pravljenje hleba, peciva, kolaca,
testenina, kuskusa, u proizvodnji alkoholnih pica, pSenica ima S$iroku primenu u
proizvodnji biorazgradive plastike, drveta, biogasa i obnovljivih izvora energije. Ovo je
uslovilo sve vecu potrebu za povecanjem proizvodnje ove biljne kulture.

Sredinom proslog veka znacajno povecanje prinosa postignuto je tokom “Zelene
revolucije”, predvodene nobelovcem Normanom Borlagom, tokom koje su
introdukovani Rht geni (reducing height) tj. geni reduktori visine. Tako su stvorene
visokoprinosne sorte patuljastog rasta otporne na prevalentne bolesti, $to je uslovilo
znatno povecanje proizvodnje u pojedinim delovima sveta (Pakistan i Indija), u kojima
su postojali veliki problemi u proizvodnji hrane. Medutim, zbog velikog porasta broja
stanovnika, (koji bi prema Godfray i sar. (2010), mogao da dostigne 9 milijardi u
narednih 40 godina), ¢ak i pored povecanja prinosa po jedinici povrSine (i relativno

konstantnih povrsina na kojoj se pSenica gaji) neophodno je da se proizvodnja zrna



dodatno poveca za 2% do 3% na godiSnjem nivou kako bi se obezbedile dovoljne
koli¢ine zrna za rastucu ljudsku populaciju (Gupta i sar., 2008, Hawkesford i sar.,
2013). Osim toga, prinos je u visokoj zavisnosti i od brojnih abioti¢kih i bioti¢kih
faktora koji mogu smanjiti prinos i do 40% (Oepxke, 2006). Zbog izuzetnog ekonomskog
znacaja pSenice, pokrenuta su brojna i intenzivna citogeneti¢ka i geneticka istrazivanja
Ciji je zajednicki cilj da se stvaraju sorte sa povecanim genetickim potencijalom za
prinos, tolerantnije na razlicite stresove kao i sorte poboljsanog kvaliteta (Carver, 2009).

U Srbiji se pSenica gaji na povrsini od preko 500 hiljada ha, sa prose¢nim
prinosom od 3,99 t ha™ i ukupnom proizvodnjom od oko 2,1 miliona tona. Kako se u
Vojvodini nalazi najveci procenat obradivih povrSina, u njoj se pSenica gaji na preko
263 hiljade ha, gde proseéni prinos iznosi 4,5 t ha™, a ukupna proizvodnja iznosi oko
1,2 miliona tona (RZS; prosek 2009-2013). Rad na oplemenjivanju pSenice u Institutu
za ratarstvo 1 povrtarstvo je poceo davne 1938. godine, gde je najvazniji pravac
oplemenjivanja, kao i u svetu, usmeren na stvaranje sorti vefeg potencijala za prinos.
Tokom ovoga perioda, oplemenjivanje je prolazilo kroz nekoliko faza, sa najve¢im
uspehom postignutim 70-tih godina prosloga veka, kada je prinos na nacionalnom nivou
povecan za skoro 1 t/ha. Do danas, stvorene su brojne sorte sa visokim genetiCkim
potencijalom za prinos, koji doseze 1 preko 10 t/ha. Prema raspolozivim podacima,
maksimalan prinos ostvaren je na Novom Zelandu tokom 2010. godine i iznosio je
15,62 tha™,

Dosadasnji rezultati u Institutu postignuti su primenom klasi¢nih metoda i
nacina oplemenjivanja uz dopunske metode iz oblasti biotehnologije, pre svega kulture
tkiva (Kondié-Spika i sar., 2008). Kobiljski i sar. (2007) isticu da je uvodenje
molekularnog oplemenjivanja u postojee programe oplemenjivanja neophodno radi
selekcije genotipova na bazi markera tzv. marker asistirane selekcije (MAS). Na ovaj
nacin bi se uspesnije i efikasnije stvarali genotipovi sa pozeljnim svojstvima, sa
akcentom na genotipove povecanog genetiCkog potencijala za prinos. Zahvaljujuci
velikom napretku u razvoju novih i savremenih metoda u molekularnoj biologiji,
genetici, 1 bioinformatici, omoguéeno je precizno definisanje hromozomskih regiona i
gena odgovornih za ekspresiju vaznih agronomskih svojstava pSenice (Somers, 2005;
Denci¢, 2006; Landjeva i sar., 2007; Varshney i sar., 2014).



1.2. Evolucija i poreklo heksaploidnog genoma pSenice

Triticum aestivum L. poznatija kao hlebna pSenica pripada tribusu Triticeae,
subfamiliji Pooideae, koja se svrstava u familiju trava, Poaceae. Pretpostavlja se da je
evolucija subfamilije Pooideae, kojoj pored pSenice, pripadaju i jeCam i ovas, otpocela
u periodu pre 50 do 80 miliona godina. Nesto kasnije, pre 35 miliona godina doslo je do
razdvajanja tribusa Triticeae i Poeae (Lolium rigidum). Rod Hordeum (je¢movi)
divergirao je od roda Triticum/Aegilops pre negde oko 11 miliona godina, dok se rod
Secale (ovas) odvojio pre 7 miliona godina. Zahvaljuju¢i naprednim civilizacijama u
jugozapadnoj Aziji, Kini i Juznoj Americi, nekoliko vrsta iz porodice trava (Poacea)
kao $to su pSenica (rod Triticum), pirina¢ (rod Oryza) i kukuruz (rod Zea) su kultivisani
u periodu pre 8.000 do 12.000 godina (Pozzi i sar., 2004)

Danasnji izgled pSenica duguje procesima koji su se odvijali pre 300.000 godina,
a doveli su do povecanja nivoa ploidnosti sa haploidnog ka tetraploidnom. Potom je
Covek izveo ukrStanja koja su uslovila pojavu heksaploidnosti (Akhunov i sar., 2003).
Najraniji dokaz da je Covek sakupljao 1 koristio ove zitarice, potiu iz perioda
epipaleolita (19.000 pre n.e.) sa lokaliteta Ohalo 11 koji se nalazio na jugozapadnoj obali
Galilejskog jezera. Odavde potiCu prvi dokazi o obradi i peCenju brasna. Prostor
danasnjeg Bliskog istoka, poznatog i kao plodni polumesec je podrucje u kome je
otpocelo gajenje hlebne pSenice. Medu prvim gajenim vrstama spominje se diploidna
vrsta Triticum monoccocum (genomska formula se oznacava kao A™A™). Medutim,
pravi donor genoma A medu danas poznatim vrstama pSenice je vrsta Triticum urartu
(genomske formule A"A"), koja se u prirodi spontano ukritala sa vrstama iz roda
Aegilops, sekcije Sitopsis. Najadekvatniji predstavnik ove sekcije je danasnja vrsta
Aegilops speltoides (Kilian i sar., 2006). lako, Huang i sar. (2002) ovu vrstu navode kao
najverovatnijeg donora B genoma hlebne pSenice, nedavna ispitivanja (Gupta 1 sar.,
2008) su pokazala da je ova vrsta ipak donor G genoma kod vrste Triticum timophevii.
Precizno poreklo B genoma jo$ uvek nije dokazano. Jedan od razloga je nepostojanje
podudarnosti izmedu dana$njih genoma diploidnih vrsta sa B genomom kod hlebne

pSenice, jer je predak nestao u procesu evolucije.



Predstavnik tetraploidne vrste pSenice, Triticum turgidum spp. dicoccoides (sa
A"A'BB genomom) stvorena je u prirodi spontanim ukrstanjem. Ona je posluzila za
formiranje danasnjih kultivisanih tetraploidnih podvrsta Triticum turgidum spp. durum i
Triticum turgidum spp. dicoccum. Pretpostavlja se da se spontana hibridizacija
kultivisanih tetraploidnih psenica i nesrodne divlje diploidne vrste Aegilops tauschii
(2n=14) odigrala nekoliko puta, pri ¢emu su stvorene hekasploidne pSenice sa
AABBDD genomom. Zbog svojih superiornih karakteristika ¢ovek je odabirao ove
heklsaploidne forme cime je i otpocela evolucija modernih danasnjih vrsta pSenice
(Shewry, 2009). Podvrsta Ae. tauschii ssp. strangulata danas se smatra preciznijim
donorom D genoma hlebne pSenice u odnosu na podvrsti Ae. tauschii ssp. tauschii
(Dvorak i sar., 1998). U odnosu na druge vrste pSenice, obi¢na ili hlebna pSenica
predstavlja relativno mlad aloheksaploid (Pozzi i Salamini, 2007), ali dokazi o
postojanju divljih srodnika heksaploidne pSenice do danas nisu pronadeni.

Usled izuzetno sloZzenog procesa nastajanja, hlebna pSenica (Triticum aestivum
L.) se odlikuje kompleksnim genomom u ¢ijem sastavu se nalaze tri genoma. Ovi
genomi su oznaceni kao A, B, D i razli¢itog su porekla. Tako je pSenica svrstana u
vazan model organizam za proucavanje evolucionih teorija alopoliploidne specijacije,
adaptacije i domestikacije kod biljaka (Gustafson i sar., 2009). Sa citogenetiCkog
aspekta, hlebna pSenica u okviru tri genomu poseduje 7 homeolognih grupa, sa ukupno
42 hromozoma (2n = 6x = 42). Svaka homeologna grupa ima tri srodna hromozoma, po
jedan hromozom sa srodnog podgenoma. Ovakva organizacija genoma pSenice posebno
je znacajna tokom mejoze kada se ova vrsta ponaSa kao diploidni organizam i moze da
toleriSe aneuploidiju zbog prisustva utrostru¢nog broja gena (Gupta i sar., 2008).

Specijacija koja je vodila ka alopoliploidizaciji je pracena brzim, neslu¢ajnim
uklanjanjem specifi¢nih, jedinstvenih, nekodiraju¢ih DNK sekvenci u ranim fazama
alopoliploidizacije. Ovo je rezultiralo u daljoj divergenciji homeolognih hromozoma.
Ovi hromozomi razli¢itih genoma dele isti raspored genskih lokusa. Feldman i sar.
(1997) su utvrdili da je mejoza slicna diploidnoj omogucena kroz dva molekularna
procesa i to nesluajane eliminacije DNK sekvenci i homeolognog sparivanja
zahvaljuju¢i Phl genu (gen odgovoran za sparivanje hromozoma). Prvi fenomen
povecava razliku izmedu homeolognih hromozoma, ¢ime su sprec¢ene medugenomske

rekombinacije.



1.2.1. O sekvencama A genoma

A genom predstavlja osnovni genom hlebne pSenice kao i drugih poliploidnih
pSenica: Triticum turgidum (AABB), Triticum timopheevii (AAGG) 1 Triticum
zhukovskyi (AAAGGA™A™) i imao je vaznu ulogu u evoluciji, domestikaciji i
poboljsanju pojedinih svojstava pSenice. A" genom poreklom iz Triticum urartu
pokazuje vecu sli¢nost (za oko 20%) sa A genomom tetraploidnih i heksaploidnih
pSenica u odnosu sa A" genomom iz Triticum monococcum. Oko 66,8% sekvenci
genoma Triticum urartu su repetitivni elementi, koji su predstavljeni dugim terminalnim
ponovcima retrotranspozona (49,07%), DNK transpozona (9,77%) i drugih
neklasifikovanih elemenata (8,04%). Proporcija repetitivne DNK je manja od 80% u
odnosu na prethodna istrazivanja (Choulet i sar., 2010). Predikcioni model je pokazao
prisustvo ¢ak 34879 protein kodiraju¢ih gena. Prose¢na veli¢ina gena iznosi oko 3.207
bp sa 4,7 egzona po genu, $to je slicno podacima kod Brachypodium distachyon (5,2), a
nesto je veca u odnosu na podatke o egzonima kod pirinca (3,8), kukuruza (4,1) i sirka
(4,3). T. urartu je sadrzao 6800 viSe gena nego $to je to procenjeno na A genomu
heklsaploidne pSenice. Anotiranje sekvenci T. urartu je vazno za dalji razvoj genetickih
markera koji ¢e posluziti za molekularno oplemenjivanje i selekciju. ldentifikovano je
Cak 739534 |ISBP markera (Insertion Site Based Polymorphism) i 166309
mikrosatelitskih markera. Validacija primenom PCR tehnike pokazala je da 94,5% SSR
markera daju oc¢ekivane produkte i da je 33,6% SSR specifi¢no za A genom. Sem toga,

28,7% SSR lokusa su polimorfni kod hlebne pSenice (Ling i sar., 2013).

1.2.2. O sekvencama D genoma

Analizom genoma Aegilops tauschii je otkrivena ekspanzija relevantnih genskih
familija od agronomske vaZnosti koje su odgovorne za otpornost na bolesti, tolerantnost
na abioticki stres i kvalitet zrna. Hlebna pSenica se pre svega zahvaljuju¢i D genomu

adaptirala na Sirok areal rasprostranjenja i na razliCite uslove spoljasnje sredine (Jia i

sar., 2013).



Vise od 65,9% sekvenci kod Aegilops tauschii ¢ine razlicite familije
transpozabilnih elemenata (TE). Veliki broj gena iz familije citohroma P450 su vazni u
odgovoru na abioti¢ki stres tokom biosintetiCkih procesa i detoksikacije. Genom Ae.
tauschii je izvor za mnoge gene koji odreduju kvalitet heksaploidne pSenice, a odnose se
na bolju elasti¢nost testa, odgovorni su za ekspresiju gluteninskih subjedinica velike i
male molekulske mase (HMW-GS, LMW-GS), strukturnih proteina kao i aktivatora
odgovornih za skladistenje (Dubcovsky i Dvorak, 2007). Na hromozomu 2D locirana su
do danas ¢ak 33 QTL. Sekvence genoma su pokazale prisustvo vise od 860126 SSR, od
Cega je 37,7% sa tripletima i 27,5% sa tetramernim ponovcima. Sekvenciranje ovoga
genoma bi trebalo da pomogne u identifikaciji novih elitnih alela za osobine
adaptabilnosti vazne u poljoprivredi (Jia i sar., 2013).

S obzirom da tatno poreklo B genoma jo§S uvek nije poznato detaljnije

informacije o B genomu nisu predstavljene.

1.3. Genom hlebne pSenice

Sa jedne strane razmatrajuci genome trava pokazano je da se odlikuju izuzetnom
konzerviranoS¢u u rasporedu gena, ali sa druge strane pokazuju znaCajan stepen
dinami¢nosti. Ona je posledica prisustva velikog broja ponovaka koji svojom
aktivnoS¢u dovode do znacajnih varijacija u veli¢ini genoma, u rasporedu lokalnih gena
i formiranju pseudogena (Moore i sar., 1995). Upotreba najnovije tehnologije
pirosekvenciranja je omoguéila preciznije odredivanje veli¢ine genoma hlebne pSenice
koja je procenjena na oko 17 Gb. U pojedinacnim genomima otkriveno je prisustvo
28000 (A), 38000 (B) i 36000 gena (D). U heksalopidnom genomu nalazi se izmedu
94000 i 96000 gena. Anotiranjem sekvenci broj gena je daleko ve¢i i kre¢e se izmedu
164000 i 334000 gena, zbog analize kako funkcionalnih gena tako i pseudogena. Kada
se uporedi sadrzaj gena kod heksaploidne pSenice sa tri diploidna pretka uocava se
gubitak od 10000 do 16000 gena. Ovo se dogodilo tokom procesa poliploidizacije, koja
je dovela do odredenog stepena geneticke erozije kod savremenih sorti pSenice. (Haudry
i sar., 2007). Vecina funkcionalnih klasa je proporcionalno nestala kod sva tri genoma,

ali familije transkripcionih faktora pokazuju tendenciju da se odrze kao funkcionalni



geni u sva tri genoma. Oni formiraju transkripcionu mrezu u svakom genomu i
doprinose neaditivnoj ekspresiji gena i plasti¢nosti genoma (Pumphrey i sar., 2009).
Uprkos gubitku pojedinih ¢lanova genskih familija, nekoliko klasa gena Koji igraju
vaznu ulogu u odbrani, poveéanju sadrzaja hranljivih materija, metabolizmu i klju¢nim
procesima rasta i razviéa su se vremenom povecali kao rezultat selekcije tokom
domestikacije $to je dovelo do celokupnog povecanja produktivnosti pSenice (Brenchley
i sar., 2012).

Posmatraju¢i masu DNK u haploidnom jedru ona iznosi samo 18,5 pg sa
prose¢nom duZinom hromozoma od 10 um. U poredenju sa genomom pirinca, koji
predstavlja model organizam monokotiledonih biljaka, genom pSenice je jedan od
najkompleksnijih i najveéih genoma kod Zitarica. Prose¢an hromozom psenice je oko 25
puta vec¢i po sadrzaju DNK u odnosu na hromozom pirin¢a (Moore i sar., 1995). U
pogledu veli¢ine, proseCan hromozom pSenice (809 Mb) je dvostruko veci u odnosu na
hromozom pirinca (390 Mb). Hromozom 3B je najve¢i hromozom pSenice i1 prvi je
koris¢en za fizicko mapiranje, dok se u najmanje hromozome svrstavaju 1D, 4D i 6D.
Razli¢ita istrazivanja pokazuju da ponovljene DNK sekvence ¢ine od 70% do 80 %
genoma. Ostatak od 20% c¢ine slabo ponovljive i jedinstvene sekvence, a manje od 1%
su pravi kodiraju¢i geni. Vise od 85% ukupnog broja gena pSenice se nalazi u
kontinuiranim klasterima koji su bogati genima, a razdvajaju ih regioni siromasni
genima, u kojima preovladavaju retrotranspozoni, pre svega repetitivne sekvence i
pseudogeni. Svaki hromozomski krak se sastoji od Sest do osam regiona bogatih genima
zauzimajuéi manje od 10% celog hromozoma. Svaki ovaj region dodatno se mozZe
podeliti u manje segmente bogate genima i prostore siromasne genima (Gupta i sar.,
2008).

Gustina 1 organizacija gena nije u korelaciji sa veli¢inom genoma. Regioni koji
su bogati genima pokazuju odredeni nivo sli¢nosti u fizi€koj poziciji, strukturnoj
organizaciji 1 gustini gena duZ sva tri genoma hlebne pSenice, ali postoje i odredena
odstupanja u broju, gustini gena i frekvenciji rekombinacija. Raspodela rekombinacija
kod hromozoma Triticeae je izuzetno nejednaka i pretezno je ograni¢ena na distalne
delove hromozoma. Poredenjem fizi¢kih i genetic¢kih linkidz mapa, Gill i sar. (1996) su
ustanovili da se rekombinacije deSavaju samo u regionima bogatim genima kod pSenice,

Sto su potvrdili i Sandhu i sar. (2001), sa detektovanih ¢ak 82% rekombinacija u



genskom regionu 1S0.8 na hromozomskoj grupi 1. Medutim, nivo rekombinacija varira
I unutar istog regiona bogatog genima. Relativno mali nivo rekombinacija (20-30%) je
identifikovan u proksimalnom delu hromozoma psenice §to je uzrokovano prisustvom
centromere, iako su geni prisutni i u ovom regionu. Odnos bp/cM moze da varira od 118
Kb u regionima koji su bogati genima do 22 Mb u regionima sa manje gena, kao

rezultat neslucajne raspodele rekombinacija duz hromozoma (Hussain i Qamar, 2007).

1.4. Mikrosateliti

Mikrosateliti su poznati i kao kratki tandemski ponovci (STR - Short Tandem
Repeats), jednostavne ponovljive sekvence (SSR - Simple Sequence Repeats) ili
jednostavne sekvence sa polimorfnom duzinom (SSLP - Simple Sequence Lenght
Polymorphism) koji su zastupljeni u svim prokariotskim i eukariotskim genomima (Litt
i Luty, 1998). Tandemski ponovljivi motiv je sa¢injen od jednog do Sest baznih parova.
Mikrosatelitski markeri su definisani parom prajmera koji ograni¢avaju mikrosatelitsko
mesto u genomu 1 koriste se za umnozavanje tokom lancane reakcije polimeraze. U
poredenju sa drugim molekularnim markerima, mikrosateliti se odlikuju specificnim
karakteristikama koje im pruzaju prednost tokom primene u razliitim istrazivanjima.
SSR markeri su multialelne prirode Sto ih ¢ini superiornijim u odnosu na bialelne
markere. Takode, automatska i1 istovremena analiza velikog broja lokusa olakSava
njihovu upotrebu. Kodominatna priroda SSR markera omogucava detekciju
heterozigota. S obzirom na visoku zastupljenost i ravnomeran raspored u celom
genomu, SSR markeri pokazuju visok stepen polimorfnosti (Roeder i sar., 1995).

Mikrosateliti su prisutni u nuklearnom, mitohondrijalnom i hloroplastnom
genomu, u okviru kodiraju¢ih i nekodiraju¢ih regiona. Imaju relativno mali broj
ponavljanja po lokusu (5-100) sa prose¢nim rasporedom od 10* do 10° po genomu
(Tautz, 1993). Visok stepen polimorfizma se ogleda u duZini ponovaka. Njihova
klasifikacija je odredena na osnovu veliCine, vrste ponovaka i polozaja u genomu. U
zavisnosti od broja nukleotida koji se nalaze u ponavljajucoj sekvenci, SSR su podeljeni
na mono, di, tri, tetra, penta i heksanukleotide. Raspored nukleotida u ponavljaju¢em

motivu odreduje podelu na proste i sloZene sa savrSenim i nesavrSenim ponovljanjima.



Najucestaliji su dinukleotidni ponovci, ali je njihova zastupljenost mala u kodiraju¢im
regionima. Kod vecine vrsta, egzone najceS¢e Cine motivi sa tripletom kako bi se
sprecile promene u okvirima Citanja (Kalia i sar., 2011).

Polozaj mikrosatelita u genomu odreduje i njegovu ulogu. Oni ucestvuju u
organizaciji hromatina, regulaciji aktivacije gena, u procesima rekombinacija,
replikaciji DNK, u deobi ¢elije itd. Kada su prisutni u kodiraju¢em regionu mikrosateliti
mogu da uticu na aktivaciju gena 1 njihovu ekspresiju. Na osnovu dosada$njih
istrazivanja, UTR regioni (5, 3’ 1 introni) sadrZze znatno viSe mikrosatelita nego
kodiraju¢i regioni. Prisustni SSR markeri u 5° UTR regionima (regioni u kojima su
prisutni kao regulatorni elementi) su odgovorni za ekspresiju pojedinih gena, a varijacije
u SSR mogu uticati na njihovu transkripciju i translaciju. Ekspanzija SSR u 3> UTR
dovodi do transkripcionog proklizavanja ¢ime se stvaraju produzene RNK molekule.
Ovo moze da utiCe na proces splajsinga RNA (modifikacije nascentnog RNA
transkripta isecanjem introna i pridruzivanjem egzona do funkcionalnog molekula) i niz
drugih ¢elijskih funkcija. Mikrosateliti u intronima takode regulisu gensku transkrpciju i
translaciju. SSR ekspanzija u intronima i 3’UTR mogu voditi ka genskom utiSavanju ili
gubitku funkcije gena (Li i sar., 2004). Svi ovi efekti koji nastaju usled ekspanzije SSR
ili smanjenja unutar gena vode ka promenama u fenotipu, Sto je pokazano kod mnogih
neurodegenerativnih i neuromuskularnih bolesti u ljudskoj populaciji. Funkcije gena
koje sadrze SSR 1 uloga razli¢itih motiva kod gena biljaka nije jo§ dovoljno proucena
(Varshney i sar., 2005). S obzirom na to da EST sekvence pretezno imaju ulogu enzima,
strukturnih proteina, skladi$nih proteina, kao i transkripcionih faktora, ovo ukazuje na
vaznu ulogu SSR u metabolizmu biljaka i ulozi u evolutivnim procesima. EST-SSR
imaju prednost u odnosu na genomske SSR jer se na ovaj nacin detektuju varijacije u
eksprimiranim delovima genoma. SSR lokusi se javljaju na svake 2 do 30 kb (Gupta i
sar., 2003).

Usled visoke zastupljenosti u genomu i specificnog nacina ponavljanja,
mikrosatelitski lokusi su izloZeni visokom stepenu mutacija zbog ¢ega predstavljaju tzv.
mutacione ,.hotspotove®. To su DNK sekvence sa izrazenom sklonos¢u ka mutacijama
usled neke nasledne nestabilnosti, teznji ka nejednakom krosigoveru ili hemijskoj
predispoziciji prema pojedinim supstitucijama nukleotida. Varijabilost u sekvenci

mikrosatelita najcesSce se deSava zbog nejednakog krosingovera tj. razmene genetickog
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materijala izmedu homeolognih hromozoma a ¢iji su rezultat rekombinantni
hromozomi. Jedan od nacina jeste i proklizavanja polimeraze duz DNK matrice
(Hancock, 1999). Postoji veliki broj faktora koji uticu na mutacioni koeficijent. U tome
glavnu ulogu ima duzina mikrosatelita, zatim veli¢ina ponavljajuéeg motiva, i sadrzaj
nukleotida, pozicija u genomu (kodirajue i nekodiraju¢e sekvence), prisustvo
mikrosatelita na vode¢em ili zaostaju¢em lancu i udaljenost od mesta na DNK lancu od
koga pocinje sama replikacija (engl. replication origin). Tacnost replikacije i mehanizmi
popravke kao i epigeneti¢ki faktori mogu uticati na stabilnost mikrosatelita. Uprkos

visokoj stopi mutacija, njihovi grani¢ni regioni pokazuju znacajnu stabilnost.

1.4.1. Primena mikrosatelita

Od pocetka 80-tih godina prosloga veka pa sve do danas, mikrosateliti Su
zahvaljuju¢i svojim karakteristikama nasli Siroku primenu u razli¢itim genetiCkim,
molekularnim, taksonomskim, evolucionim i populacionim istrazivanjima.

Visok stepen varijabilnosti mikrosatelitima je omogucio da postanu idealni
markeri za procenu genetiCkog diverziteta. Stoga, brojna istrazivanja Kkoriste
mikrosatelite za karakterizaciju germplazme razli¢itog geografskog porekla (Roeder i
sar., 2002; Kobiljski i sar., 2002; Hao i sar., 2011; Nielsen i sar., 2014). Takode,
moguce je okarakterisati i linije iz razliitih kolekcija germplazme, kako bi se pratile
promene genetickog diverziteta tokom vremena (Donini 1 sar., 2000; Manifesto i sar.,
2001; Christiansen 1 sar., 2002; Laido i sar., 2013). Procena diverziteta na razli¢itoj
germlazmi moze ukazati 1 na medusobne geneticke odnose izmedu populacija /ili
oplemenjivackog materijala (Plaschke 1 sar., 1995, Stachel i sar., 2000).

Takode, mikrosateliti su znacajni za identifikaciju genetickih profila putem
fingerprintinga kojim se identifikuju jedinstvene kombinacije DNK sekvence ¢ak i kod
blisko srodnih sorti, $to moze da posluzi u zastititi autorskih prava oplemenjivaca
(Roeder i sar., 2002).

U oplemenjivanju pSenice, mikrosateliti se sve viSe koriste za lokalizaciju
pojedinac¢nih gena kao S$to su geni otpornosti na razliCite bolesti i drugi geni od
agronomske vaznosti. Pored individualnih gena, mikrosatelitski markeri koriste se i za

detekciju velikog broja lokusa za kvantitativna svojstva (QTL) koji su odgovorni za
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ekspresiju brojnih morfoloskih i drugih vaznih osobina u poljoprivredi. Takode,
mikrosatelitski markeri pSenice sve viSe ¢e se koristiti kao okosnica za poboljSanje
fizicke mape pSenicnog genoma na osnovu genetiCke mape, ¢ime ¢e se olakSati
procedura kloniranja pojedinacnih gena iz genoma. Poseban akcenat jeste na primeni
mikrosatelita u marker asistiranoj selekciji (MAS) radi unosSenje vaznih osobina

povratnim ukrstanjima u elitni materijal i time stvaranje novih pobolj$anih sorti (Ganal i

Roeder, 2007; Kalia i sar., 2011).

1.4.2. Mikrosateliti psenice i mape

Prvi radovi na mikrosatelitima pSenice pojavili su se krajem prosloga veka
(Devos i sar., 1995; Roeder i sar., 1995). Oko 50% mikrosatelitskin markera hlebne
pSenice predstavljaju genom specifiéne markere jer se nalaze samo na jednom od tri
postoje¢a genoma. Cak i u sluéaju da se amplifikuju sa vise lokusa, lako se razlikuju
primenom sistema sa visokom rezolucijom. Unutar jednog lokusa pSenice moguce je
detektovati preko 30 razli¢itih alelnih varijanti §to ih ¢ini izuzetno informativnim u
poredenju sa drugim bialelnim markerima (Plaschke i sar., 1995; Roeder i sar., 2002).
Takode, istovremena analiza veceg broja lokusa na velikom broju biljaka daje ovim
markerima prednost za primenu u marker asistiranoj selekciji, mapiranju i
oplemenjivanju pSenice.

Najpolimorfniji mikrosateliti su dinukleotidni GT ponovci. Kod biljaka je AAG
najprisutniji ponovak, dok je kod Zitarica najzastupljeniji (oko 32%) ponovak CCG.
Ovaj ponovak je specificna karakteristika monokotila gde povecan sadrzaja GC
sekvenci moze da dovede do povecanja prisusutva odredene aminokiseline (Morgante i
sar., 2002).

Do danas je razvijen veliki broj mikrosatelitskih markera pSenice u razli¢itim
istrazivackim centrima (Jillich Research Centre, IPK - Gatersleben, Wheat
Microsatellite Consortium, Beltsville Agricultural Research Center, INRA), koji su
dizajnirani koriS¢enjem razli¢itih geneti¢kih izvora kao §to su: jedinstvene sekvence
genomskih klonova, EST sekvence, biblioteke sekvenci itd. (Roeder i sar., 1998; Song i
sar., 2005; Gao i sar., 2004; Yu i sar., 2004). Mikrosateliti koji su stvoreni iz motiva

EST sekvenci su visoko konzervirani 1 mogu se koristiti u Sirem opsegu germplazme
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(Zhang i1 sar., 2006), ali se sa druge strane odlikuju manjim stepenom polimorfnosti u
odnosu na SSR koji poti¢u iz genomskih sekvenci (Varshney i sar., 2005).

Prva sveobuhvatna dostupna mikrosatelitska mapa pSenice je objavljena jo$
1998. godine od strane Roeder i sar. (1998). lako je prvo mapiranje molekularnih
markera otpocelo jo$ u proslom veku, i danas se koriste i dopunjuju postoje¢e mape svih
homeolognih grupa psSenice. Formiranje kompozitne mape uklju¢uje kombinaciju
razli¢itih tipova molekularnih markera, pre svega SSR, AFLP, SNP 1 DArT markera.
Jedna od najvise koris¢enih mikrosatelitskin mapa je konstruisana od strane Somers i
sar. (2004) kombinovanjem 4 nezavisne geneticke mape hlebne psenice i obuhvata oko
2569 cM. Gustina genetickih mapa pSenice se kontinuirano povecava razvojem novih
molekularnih markera.

Sa druge strane, jedna od najdostupnijih fizickih mapa je mapa Sourdille i sar.
(2004) nastala sa 725 geneticki mapiranih mikrosatelita primenom razlicitih delecionih
linija. Saintenac i sar. (2009) su analizirali stepen rekombinacija, distribuciju i gustinu
gena kombinujuéi geneti¢ke i fizicke mape primenom 102 markera sa 3B hromozoma
pSenice. Utvrdili su da frekvencija rekombinacija raste od proksimalnog ka distalnom
delu hromozoma. Najnoviju integralnu fizicku mapu pSenice su razvili Kumar i sar.
(2013) sa 2031 mikrosatelitom koji su rasporedeni na svim hromozomima pSenice.
Srednja rezolucija izmedu dva SSR lokusa je iznosila 7,8 Mb. Medutim, za kloniranje
odredenih gena neophodne su znatno gusce fizicke mape sa vecim brojem markera.
Dostupnost molekularnih markera asociranih sa pojedinaCnim osobinama ¢e povecati
primenu selekcije bazirane na markerima tokom procesa oplemenjivanja biljaka (Gupta
i sar., 2008).

1.5. Linkidz, disekvilibrijum (LD) i asocijativn0 mapiranje

Prva uspeSna primena asocijativnog mapiranja je ostvarena u oblasti humane
genetike na otkrivanju geneti¢ke osnove neurodegenerativnih bolesti, a potom je isti
pristup koriS¢en i na biljnom materijalu. Medu prvim studijama kod biljaka koje su se
bazirale na LD mapiranju su uradene na kukuruzu (Zea mays) (Bar-Hen i sar., 1995),

zatim pirinc¢u (Oryza sativa) (Virk i sar., 1996) i ovsu (Avena sativa) (Beer i sar., 1997)
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primenom RAPD markera i izozima. Medu prvima je detektovan kandidat gen kod
kukuruza u okviru D8 lokusa povezan sa vremenom cvetanja primenom molekularnih
markera (Pritchard, 2001). Brojna LD i AM istrazivanja su u poslednjoj deceniji
publikovana na najvaznijim ratarskim kulturama, pa samim tim i na pSenici, sa
akcentom na detekciju lokusa odgovornih za adaptaciju, otpornost na prevalentne
bolesti, parametre kvaliteta i niz drugih vaznih agronomskih svojstava.

Neravnoteza vezanosti (LD) predstavlja neslu¢ajnu vezu izmedu dva markera ili
dva gena/QTL u populaciji, dok asocijativno mapiranje (AM) podrazumeva detekciju
statisticki znacajnih veza izmedu markera i1 fenotipske osobine. Na ovaj na¢in, AM
predstavlja primenu LD, s tim da dva markera koja se nalaze u LD, ne moraju nuzno biti
u korelaciji sa odredenim fenotipom (Flint-Garcia i sar., 2003).

Razliciti pristupi koji se koriste za detekciju QTL kao Sto su: QTL analiza 1
asocijativno mapiranje, zasnivaju se na LD izmedu molekularnih markera, odnosno
funkcionalnih lokusa. Osnovna razlika koja postoji kod QTL mapiranja je da LD nastaje
iskljucivo kao posledica rekombinacija nastalih usled specificnog sistema oplodnje, dok
kod AM, LD na raznovrsnoj kolekciji germplazme moZe da nastane kao rezultat
selekcije, mutacija, strukture populacija itd. (Stich i Melchinger, 2010). Odredene
sekvence mogu da imaju veliki direktan ili indirektan uticaj na LD, medu kojima je 1
sadrzaj GC nukleotida i gustina gena (Dawson i sar., 2002). Naime, pove¢an nivo GC
parova je asociran sa ve¢om stopom rekombinacija i/ili mutacija $to utice na smanjenje
nivoa LD. Sa druge strane, kod nekih protein kodiraju¢ih sekvenci, promene koje su
nastale usled rekombinacija ili mutacija mogu uticati na bolju adaptaciju, ¢ime se stvara
odredeni nivo LD kao posledica prirodne selekcije (Smith i sar., 2005). Nivo LD varira i
unutar i izmedu hromozoma, gde centromerni regioni pokazuju znatno ve¢i nivo LD.
Ispitivanjem LD unutar genoma i hromozoma moZe se precizno proceniti gustina
markera na svakom hromozomu, na osnovu ¢ega je moguce odrediti i znacaj samog AM
pristupa. Za AM mogu biti znacajne kako populacije sa sporim tako i populacije sa
brzim opadanjem LD. Populacije sa uskim geneti¢kim diverzitetom i §irim opsegom LD
su korisne za mapiranje sa manjim brojem markera, dok se za fino mapiranje Kkoristi
viSe razli¢itih populacija sa pretpostavkom da su geneticki faktori sli¢ni u razli¢itim

grupama germplazme (Soto-Cerda i sar., 2012).
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Pored rekombinacija, mutacija, genetickog drifta, protoka gena, i selekcija ima
uticaj na genom i na LD u specificnim lokusima. Pored toga i struktura populacije utice
na LD u celom genomu. Celokupan LD u genomu moze da ukaZze na
istorijske/evolucione promene koje su se dogodile u populacijama. Medutim, mo¢
samog asocijativnog mapiranja moze biti smanjena usled specificne strukture
populacije. Struktura populacije nastaje zbog nejednake preraspodele alela izmedu
subpopulacija koji poti¢u od razliitih predaka. Kada se odaberu linije za AM analizu,
prisutne su razliite frekvencije alela koje su odgovorne za razli€ite nivoe LD. Znacajan
LD koji se javlja izmedu nevezanih lokusa moze da uzrokuje lazno pozitivne asocijacije

izmedu markera i osobine (Slatkin, 2008).

1.5.1. Prednosti i nedostaci asocijativnog mapiranja

Jedna od najvaznijih prednosti asocijativnog mapiranja u odnosu na linkidz
mapiranje jeste postizanje bolje rezolucije pri lokalizaciji QTL/gena. S obzirom da se
asocijativno mapiranje vrsi direktno na oplemenjivatkom materijalu, nije potrebno
ulagati vreme za stvaranje specijalnih populacija, kao $to su F, populacije, populacije
dvostrukih haploida, rekombinantne inbred linije, supstitucione linije itd., koje su
neophodne kod QTL mapiranja (Yu i Buckler, 2006). Pomo¢éu AM moguce je
identifikovati znatno veci broj alela, pa samim tim 1 superiornijih alela sa poZeljnim
efektom nego pri analizi biparentalnih populacija. Takode, moguce je identifikovati
sloZene interakcije (npr. epistaza) koje nastaju izmedu alela u ve¢em broju lokusa, kao i
gena sa malim efektom. Ovako asocirani markeri mogu posluziti oplemenjivacima za
direktno unoSenje u nove sorte. Pored ovoga i sa aspekta ekonomske isplativosti, AM
ima prednost u odnosu na QTL mapiranje. Ne samo da se mogu identifikovati i mapirati
QTL, moguce je identifikovati polimorfnost unutar gena koji su odgovorni za razlike
izmedu dva fenotipa (Palaisa i sar., 2003).

Jedno od ogranicenja primene AM je kod osobina koje su se adaptirale na
lokalne uslove sredine ili tokom uravnotezene selekcije, ¢ime je ostvarena ¢vrsta veza
sa strukturom populacije (Stich i Melchinger, 2010). Takode primenom AM otkriva se i
veliki broj kako pozitivnih tako i negativnih asocijacija, i otezano je otkrivanje retkih

alela.
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1.5.2. Asocijativno mapiranje na psenici

Prva asocijativna istrazivanja na pSenici izvedena su od strane Breseghello i
Sorrells (2006), koji su detektovali znacajne hromozomske lokuse odgovorne za masu,
duzinu, veli¢inu i oblik zrna pSenice. U poslednjih nekoliko godina pojavio se ¢itav niz
istrazivanja koja se baziraju na asocijativnom pristupu tzv. GWAS koja obuhvataju
analize ¢itavog genoma.

Tako su Rehman Arif i sar. (2012a) vrsili genetika istraZivanja dugovecnosti
semena kod heklsaploidne pSenice primenom asocijativnog pristupa. Na ovaj nacin
otkriveno je ukupno 38 znacajnih asocijacija. Detektovani markeri su bili rasporedeni na
14 hromozoma. GenetiCkim ras¢lanjivanjem ove kompleksne osobine identifikovani su
pozeljni aleli koji obezbeduju predikciju za dugovecnost semena. Ova osobina je vazna
za oCuvanje semena u bankama gena. Neki od otkrivenih regiona sadrze i gene koji
determinisu arhitekturu klasa.

Predzetveno proklijavanje 1 mirovanje semena su kao vazne osobine kod
heksaploidne pSenice bile u centru ispitivanja iste grupe autora (Rehman Arif i sar.,
2012b). Primenom asocijativne metode na 96 genotipova ozime psSenice detektovano je
70 asocijacija za dormantnost i 34 veze marker-svojstvo za predzetveno proklijavanje.
Najve¢i broj markera odgovornih za dormatnost nalazio se na hromozomima
homeologne grupe 1, dok je grupa 7 imala najviSe markera koji su bili u vezi sa
predzetvenim proklijavanjem. Otkrivanjem efikasnih regulatora mirovanja i spreCavanje
predzetvenog proklijavanja omoguéi¢e oplemenjivac¢ima stvaranje sorti sa
uravnotezenim mirovanjem i otpornosc¢u na proklijavanje.

Neumann i sar. (2011) su asocijativnim mapiranjem psenice obuhvatili ¢ak 20
morfoloSkih 1 agronomskih svojstava koja su belezena tokom osam vegetacionih
sezona. Molekularna analiza je vrSena primenom velikog broja (874) DArT markera.
Rezolucija asocijativnog mapiranja u radu je poboljSana primenom dve metode: GLM i
MLM. Pored toga Sto je detektovano prisustvo 385 znacajnih veza izmedu markera i
svojstva u oba modela, otkriveni su i novi hromozomski regioni odgovorni za ekspresiju

pojedinih svojstava.
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Komponente prinosa su merene u 15 ogleda u mediteranskom podneblju u
razli¢itim uslovima vodnog rezima. Testirane su znacajne asocijacije sa 180
mikrosatelitskin markera na kolekciji od 189 kultivisanih sorti durum pSenice
(Maccaferri i sar., 2011). Ovo istrazivanje je potvrdilo postojanje major lokusa ranije
opisanih kod biparentalnih mapirajucih populacija. Takode, otkriveni su i novi lokusi
koji su bitni u uslovima stresa izazvanog susom.

Zhang i sar. (2013) su identifikovali 37 lokusa odgovornih za ekspresiju mase
hiljadu zrna kao vazne komponente prinosa. Ispitivanje je pokazalo znafajne veze U
vecem broju ispitivanih sredina sa razli¢itim tretmanima vode i dubrenja.

Veli¢ina 1 oblik zrna utiCu na masu zrna $to doprinosi i sveukupnom povecanju
prinosa kod pSenice. Asocijativna istrazivanja na morfologiji zrna su sprovedena od
strane Rasheed i sar. (2014) u cilju razumevanja molekularne genetike mase zrna. Na
231 sintetickoj heksaploidnoj pSenici otkriveno je prisustvo ¢ak 60 hromozomskih
regiona primenom GLM pristupa, odnosno 31 pomo¢u MLM koji su identifikovani na
2, 3, 6 1 7 hromozomskim homeolognim grupama. Na D genomu je detektovano 28 veza
marker-osobina na 2, 3 i 6 hromozomima a otkriveni su i novi aleli koji su imali uticaj
na povecanje mase zrna. Povoljni aleli za masu hiljadu zrna, duzinu, visinu 1 Sirinu zrna
su imali aditivan geneticki efekat.

Asocijativno mapiranje su primenili Liu i sar. (2010) na 103 genotipa poreklom
iz Kine primenom 76 SSR markera i 40 EST-SSR markera smeStenih na 4A
hromozomu. Fenotipska evaluacija obuhvatala je Sest agronomskih svojstava na tri
lokaliteta tokom tri ispitivane godine. Asocijativna studija je identifikovala 10 SSR
markera povezanih sa ovim osobinama, dok je 6 markera bilo asocirano istovremeno sa

viSe osobina.

1.6. Prinos i osobine klasa pSenice

Prinos predstavlja najvazniji proizvod koji nastaje tokom procesa rasta i razvica
biljaka u slozenom sistemu interakcije sa abiotickim i biotickim faktorima. Ova
kompleksna osobina nalazi se pod kontrolom velikog broja gena koji su direktno ili

indirektno ukljuceni u razvoj pSenice (Slafer, 2007). Na prvom mestu, prinos odreduju
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tri komponente i to: broj klasova po jedinici povrSine, broj zrna po klasu i masa klasa.
Broj klasova po jedinici povrSine i broj zrna po klasu izrazavaju treCu komponentu,
odnosno ukupan broj zrna po jedinici povrSine. Teoretski, povecanje samo jedne
komponente usloviée povecanje celokupnog prinosa psSenice. Medutim, sve ove
komponente su konstantno u medusobnoj interakciji i kompeticiji za ograni¢ene resurse
(Grafius, 1959). Otkrivanje QTL za prinos je izuzetno kompleksno iako postoji veliki
broj radova koji se bave ovom tematikom. Prakti¢na primena ovih QTL u razli¢itom
genetickom materijalu 1 razli¢itim uslovima sredine 1 dalje dovode do prose¢nih
vrednosti prinosa. Uzrok je pre svega Sto QTL za prinos imaju slabu rezoluciju sa
malim individualnim efektom 1 veoma su zavisni od interakcije genotipa 1 spoljasnje
sredine. Zbog toga je prinos pogodno rasClaniti na jednostavnije komponente koje ga
odreduju, a to su pre svega komponente klasa. Osobine klasa su takode pod kontrolom
poligena tj. velikog broja gena/lokusa. Medutim, uticaj faktora spoljaSnje sredine na
pojedina¢ne komponente prinosa je znatno manji, a i heritabilnost je ve¢a u poredenju
sa prinosom per se (Ma i sar., 2007). Denci¢ (1989) ukazuju da je dalje povecéanje
potencijala za prinos moguce ostvariti promenama na klasu, pre svega povecanjem broja
klasi¢a po klasu, broja zrna po klasu, mase zrna itd. jer je postignut optimalan odnos
stabla i listova i da dalje promene na izvoru asimilata (list i stablo) ne bi dovele do
znacCajnijih pozitivnih promena.

S obzirom na to da morfologija i arhitektura klasa imaju veliki uticaj na konac¢an
prinos, veliki znac¢aj se ogleda u razumevanju kontrolnih mehanizama koji uslovljavaju
karakteristike klasa pSenice. Glavnu ulogu u odredivanju morfologije klasa pSenice
imaju tri gena Q, C i S1 koji se nalaze na slede¢im hromozomima: 5A, 2D i 3D.
Johnson i sar. (2007) su pored 2D hromozoma detektovali i homeologni region na 2A
hromozomu koji je odgovoran za kompaktnost klasa. Na osnovu studija Boerner i sar.
(2002) su pokazali prisustvo QTL skoro na svakom od 21 hromozoma pSenice koji
uslovljavaju pojedine osobine klasa.

Prvobitna istraZivanja na determinaciji genetickih faktora koji uslovljavaju
karakteristike klasa bazirala su se na pojedinaénim hromozomskim supstitucionim
linijjama ili rekombinantnim inbred hromozomskim linijama. Ovaj pristup posluzio je u
detektovanju lokusa za komponente prinosa na pojedinacnim hromozomima 3A (Shah i

sar., 1999), zatim 4A (Araki i sar. 1999), 5A (Snape i sar., 1985; Kato i sar., 2000) itd.
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Tako su Li i sar. (2007) QTL analizom na RIL populaciji detektovali 4 QTL regiona na
hromozomima 1D, 2A, 6B i 7D koji su pokazali fenotipsku varijabilnost pojedinih
komponenti prinosa. U fokusu istrazivanja Ma i sar. (2007) je bilo mapiranje QTL za
osobine klasa na 136 rekombinantnih inbred linija i F, populaciji, koje su ispitivane na
tri lokaliteta. Glavni QTL je mapiran u intervalu Xcfd46-Xwmc702 na hromozomu 7D
koji utie na povecanje duzine klasova. Cui i sar. (2011) su ispitivali sedam
karakteristika klasa na dve populacije sa rekombinantnim inbred linijama. Otkriveno je
190 potencijalnih QTL sa aditivnim efektom koji su se nalazili na svakom od 21
hromozoma. Trkulja i sar. (2012) su na populaciji dvostrukih haploida identifikovali
region na 2D hromozomu koji je pokazao vezu sa cak 6 ispitivanih osobina klasa
pSenice.

Danas sve veci broj istrazivanja ukljuuje asocijativno mapiranje radi §to
preciznijeg definisanja hromozomskih regiona, koji bi u specificnim uslovima
spoljasnje sredine bili odgovorni za pojedine osobine klasa a samim tim i prinos (Yao i
sar., 2009; Neumann i sar., 2011; Heidari i sar., 2012; Zhang i sar., 2013; Rasheed i sar.,
2014)

1.7. Adaptabilne osobine

Od mesta nastanka u oblasti plodnog polumeseca na Bliskom istoku, pSenica se
danas gaji na svim kontinentima, u Sirokom rasponu nadmorskih visina i geografskih
Sirina 1 duzina. Ovakvu sposobnost adaptacije pSenici je omogucio kompleksan
heksaploidni genom, a pre svega je zasluzna varijabilnost u genima odgovornim za
vreme Klasanja. Regulacija vremena klasanja se nalazi pod kontrolom gena za
fotoperiodizam (Ppd gena), gena za vernalizaciju (Vrn gena), dok su za fino
podesavanje odgovorni geni ranostasnosti (Eps geni). Eps geni su uklju¢eni u fino
podesavanje vremena cvetanja kod pSenice, dok sam mehanizam njihovog delovanja na
fiziologiju i druga agronomska svojstva do danas nije poznat. Pretpostavlja se da su ovi
geni ukljuceni ne samo u tranziciju od vegetativnog ka reproduktivnom stadijumu veé
ucestvuju u svim fazama razvoja klasa, izduzivanju stabljike i odredivanju vremena
klasanja (Griffiths i sar., 2010; Lewis i sar., 2008).
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U nasem regionu koji pripada podruc¢ju sa umerenom klimom odnosno
izrazenom smenom godiSnjih doba, gaje se sorte pretezno ozimog tipa koje imaju
regulisan prelazak iz vegetativne u reproduktivnu fazu. Prelazak iz jedne faze u drugu
kontrolisan je posebnim genetickim parametrima, koji su integrisani endogenim
faktorima i faktorima spoljasnje sredine. Geneticka analiza arabidopsisa i drugih vrsta,
otkriva veliki broj gena koji indukuju cvetanje, ¢iji posrednici su hormoni, temperatura
(t). proces vernalizacije), zatim kvalitet svetlosti (fotoperiod), 1 drugi spoljasnji faktori.
Ovi geni se kodiraju u nekoliko paralelnih puteva kako bi regulisali aktivnost razli¢itih
integrator gena. Ekspresija ovih integratora iznad grani¢ne vrednosti, dovodi do
cvetanja.

Najveci efekat u tranziciji iz vegetativne u reproduktivnu fazu imaju geni
vernalizacije, Vrn-Al, Vrn-B1 i Vrn-D1, koji su pozicionirani na 5A, 5B i 5D
hromozomima (Worland i Snape, 2001). Ozime pSenice moraju proéi proces
vernalizacije kako bi mogle da predu u reproduktivnu fazu dok jarim sortama to nije
neophodno. Geneti¢ke varijacije izmedu ozimih i jarih sorti uglavnom su uslovljene
aleInim varijacijama u VRN-1 lokusu. Jare sorte poseduju mutaciju u promotorskom
regionu ili deleciju unutar prvog introna u Vrn-1 genu (Yan i sar., 2003), §to im
omogucava da preskoce proces vernalizacije. Najvazniju ulogu u procesu prelaska iz
vegetativne u reproduktivnu fazu imaju dva gena VRN-1 i VRN-2 geni, koji dele isti

regulatorni put na $ta ukazuju jake epistati¢ke interakcije.

Long days

/\

VRN3 before ver. VRNZ

after
ver.

VRN |=»Flowering

1

Vernalization

Slika 1 Odnos VRN1, VRN2 i VRN3 gena u uslovima vernalizacije i fotoperioda
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VRN-2 gen psenice je transkripcioni faktor sa CCT domenom (poznatiji kao
cinkovi prsti koji formiraju koordinatne veze sa jednim ili viSe jona cinka) Cija se
ekspresija smanjuje (engl. downregulation) tokom vernalizacije. Kod ozimih sorti,
tokom procesa vernalizacije dolazi do poveéane ekspresije (engl. up-regulation) gena
VRN-1 (slicnog AP1 arabidopsisa) koja potom dodatno smanjuje ekspresiju VRN-2
(Slika 1). Biohemijski dokazi ukazuju da se VRN2 protein ne vezuje direktno za
regulatorne regione VRN1 gena, ali se drugi represor cvetanja TaVRT2, gen MADS
boksa, direktno vezuje za CarG motiv u VRN1 promotoru, $to ukazuje da TaVRT2
smanjuje transkripciju VRN-1 zajedno sa VRN-2 (Slika 2).

Ova dva gena pokazuju jake epistaticke interakcije Sto ukazuje da oni dele isti
regulatorni put. Pored toga, i Vrn-3 (na hromozomu 7B) ima vaznu ulogu u aktivaciji
cvetanja. Kod jarih linija koje su homozigotne za nefunkcionalne VRN-2 alele, varijacije
u VRN-1 nemaju uticaj na vreme cvetanja. Kao i obrnuto, mutacije u promotoru ili
prvom intronu VRN1 gena u potpunosti eliminiSu ili smanjaju efekat VRN-2 i time ne

zahtevaju vernalizaciju jarih sorti.

VRT2 @ vim1 promater vrn intron 1
VRN2 W S8 @ Q aTG
FOL2 @ G VRN CArG | l l""
VRNZ @ -box -box -box
VRNTalleles [ VT winter [2]=« <3« Ml ereee I_'_'_*.__|_H+H|_
vrnib, winter[31]*+ >3+ - -l ve e I—a.n.a.a.n.n—'—HH.H-
Triticum
Vrnig, s ELIREEEs ST - PPPR i—-v-'-v-v~—H+H-|-|-
monococcum 9. spring(24)
Vrnif, spring[24) =++<0+ « vl oo v e s iL{_HHH_

VI Th, sping 24y e amee oo | SE——— LUt

Vrnia, spring[a{)]..z..-. ..... i.w'._.'._'_H_H,I'l_
Triticum
aestivum | Vrnib, SD“"G[%]""M"'-')('"FM-“—HM"-
{# genome) Vrnie, SOANG [27]+ s de s sBllsssses |_. | """

Putative VANT regulatory regions and protein interactors

mm CArG-box (CCTCGTTTTGG), binding site for VAT2 (maybe associated with VRNZ) [34]
= Putative VRN-box (TTAAAAACCCGTCCCC), binding site for unknown repressor [31]
B2 G-box (ACGT), binding site for FDL2 + VANS (=FT) flowering promaoter [15]

wwenew  Intron 1 repressed state (eliminated by vemnalization, or indels)

| EXONS; tassus promoter; ~.” repetitive element, X mutations or deletions.
Current Gpinion in Plant Biclogy

Slika 2. Potencijalni VRN1 regulatorni regioni i njihove varijacije kod razli¢itih jarih
alela (Vrnl) kod diploidnih i heksaploidnih vrsta pSenice. Mutirani ili deletirani domeni
kod razli¢itih alela (crveni krsti¢), insercije repetitivnin elemenata (obrnuti trougao
razli¢itih boja) (Distelfeld i sar., 2009)
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Tako je klju¢ni faktor kod zitarica koji promovise tranziciju iz vegetativne u
reproduktivnu fazu gen VRN1. Indukcija VRNI je pra¢ena smanjenom ekspresijom
drugih gena, pre svega VRN2 koji kada je aktivan sprecava transkripcionu aktivnost FT
(engl. flowering time) gena i produkciju mobilnog signala za cvetanje (Dennis i sar.,
2009). Kod psenice, insercija transpozabilnog elementa u promotor VRN3 je povezana
sa povecanjem nivoa VRN3 transkripta. Transformacija ozimih biljaka sa ovakvim
alelima povlaci za sobom povecanje 1 VRN transkripta, Sto dovodi do ranijeg cvetanja.
Slicno ovome, introgresija VRN3 alela u ozimi je¢am povecava VRNI i na taj nacin
eliminiSe zahteve za vernalizacijom, pri ¢emu se potvrduje uloga da VRN3 dovodi do
povecane ekspresije VRNI.

Pored vernalizacije, tranzicija ka cvetanju je uslovljena i dugim danom, koja je
determinisana genima Ppd-Al, Ppd-B1 i Ppd-D1, koji se nalaze na homolognoj grupi 2.
Kada su u ovim genima prisutni dominantni aleli pSenica je neosetljiva na fotoperiod,
Sto dovodi do ranijeg klasanja u slu¢aju kratkog dana. Kod nosioca recesivnih alela
cvetanje je kasnije osim ako se ne izloze dugom danu (Worland i sar., 1998)

Pored gena vernalizacije i fotoperioda 1 razliCite epigeneticke modifikacije mogu
da sprece ekspresiju gena odgovornih za cvetanje. Jedan od epigenetickih znakova jeste
metilacija lizina (K27me3) na histonu H3, koja dovodi do utiSavanja. Najvaznija odlika
vernalizacijom indukovanog cvetanja je sistem pamcenja kroz ¢elijske generacije koji se
odvija tokom mitoze. Histonska modifikacija se nasleduje mitotickom deobom prema
definisanoj proceduri, tako da svaka sledeCa generacija mora biti izloZena niskim
temperaturama kako bi presle u slede¢u reproduktivnu fazu. Detaljan mehanizam
resetovanja kod zitarica nije poznat ali su identifikovane promene u histonskoj
aktivnosti (Dennis i sar., 2009).

Geneticke mreZe koje vode ka prelasku u reproduktivnu fazu su povezane i sa
dve visoko konzervirane mikro RNK molekule: miR156 i miR172. MiR156 se vezuje
za transkripte SPL (squamosa promoter binding protein-like) transkripcionih faktora.
Prvobitno su identifikovani u proteinskom jedarnom ekstraktu cvasti preko njihovog
konzerviranog DNK vezuju¢eg SBP domena i dokazano je da uti€u na tranziciju iz
juvenilnog u adultno stanje i dovode do pocetka cvetanja. MiR172 se vezuju za iRNK
koje kodiraju proteine sa 2 APETALA2 (AP2) DNK vezuju¢im domenima. Ovi proteini

reguliSu 1 tranziciju u cvetanje i sam razvoj cveta.
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Pored vaznosti reproduktivnog procesa, prelazak iz vegetativne u reproduktivnu
fazu je od velikog znacaja kod ekonomski i agronomski vaznih kultura. Prerano
cvetanje moze da dovede do smanjenja biomase i koli¢ine semena, dok produzeni
vegetativni stadijum moze da uzrokuje povecanje biomase, ali istovremeno da dovede

do smanjenja broja zrna kao i skrac¢enje perioda nalivanja zrna (Huijser i sar., 2011).
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2. CILJ ISTRAZIVANIA
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Kako bi se unapredilo stvaranje novih sorti psenice i/ili poboljsali postojeci
genotipovi, pre svega u pogledu genetickog potencijala za prinos, ukazala se potreba za
uvodenjem molekularnog oplemenjivanja i njegovom integracijom sa klasi¢nim
nac¢inima oplemenjivanja psenice. Primena molekularnih markera putem marker-
asistirane selekcije bi omogucila efikasniji 1 jednostavniji odabir genotipova, koji bi

posluzili kao roditelji u daljim ukrstanjima i procesu oplemenjivanja.

Na osnovu svega navedenog, postavljeni su slede¢i ciljevi u ovoj tezi:

e Utvrdivanje osnovnih parametara geneticke varijabilnosti primenom
mikrosatelitskih markera na oplemenjivackom materijalu psenice.

e Procena prisustva geneticke strukture u populaciji bazirane na molekularnim
podacima.

e Analiza fenotipskih podataka svojstava klasa kao i vaznih osobina odgovornih
za adaptabilnost u toku pet vegetacionih sezona.

e Ispitivanje neravnoteze vezanosti (linkage disequilibrium) izmedu hromozoma.

e Odredivanje veza izmedu mikrosatelitskih lokusa i odabranih osobina u svim
ispitivanim godinama primenom asocijativnog mapiranja.

e Identifikovanje znacajnih lokusa u ve¢em broju ispitivanih godina tzv. stabilnih
lokusa koji su odgovorni za ekspresiju ispitivanih svojstava, kao i utvrdivanje
pozeljnih alela u okviru ovih lokusa, koji imaju najveci i Zzeljeni uticaj na
fenotipsku varijabilnost pojedina¢nih osobina.

e (Odabir genotipova koji su nosioci pozeljnih alela za pojedine karakteristike

klasa.
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3. MATERIJAL | METODI
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3.1. Materijal i fenotipska ocena

Dugogodisnjim sakupljanje i stvaranjem linija i sorti pSenice u Odeljenju za
strna zita formirana je genetiCka kolekcija, koja danas broji preko hiljadu genotipova.
Ona predstavlja najve¢u geneticku kolekciju pSenice u Republici Srbiji u kojoj su
genotipovi klasifikovani na osnovu specifi¢nih morfoloskih, biohemijskih 1 genetickih
karakteristika sa akcentom na sledeca svojstva: kvalitet, otpornost na prevalentne
bolesti, otpornost na niske temperature, arhitekturu klasa, ranostasnost, otpornost na
poleganje i mnoge druge.

Iz celokupne geneticke kolekcije, u sprovedenom radu je izdvojeno i koriS¢eno u
analizama 283 genotipa pSenice (Triticum aestivum L.) koji predstavaljaju njen
reprezentativni deo. Na osnovu viSedecenijske fenotipske ocene u poljskim uslovima,
ovi genotipovi su pokazali znafajnu varijabilnost u pogledu niza ispitivanih
agronomskih svojstava. Pored toga $to su genotipovi pokazali izuzetnu varijabilnost u
morfologiji klasa, genotipovi su izabrani i na osnovu geografskog porekla. Tako su
genotipovi koris¢eni u radu bili poreklom sa svih pet kontinenata, obuhvatajuci cak 24
zemlje (Prilog 1). Najveci procenat sorti/linija, preciznije vise od polovine 59,7% su
poreklom sa evropskog kontinenta, dok je 20,8% pripadalo ameri¢kim sortama. Znatno
manji procenat su ¢inile azijske sorte sa 9,5%, dok je najmanje 1% zastupljeno africkih i
australijskih genotipova pSenice. Pored toga, u materijalu se nalazilo i 8,8% sorti
nepoznatog porekla. Najve¢i deo materijala (34,6 % genotipova) predstavljaju elitne
linijje 1 sorte stvorene u Institutu, dok su preostali genotipovi pripadali razliitim
zemljama 1 oplemenjivackim centrima Sirom sveta. Samo jedna izabrana sorta nije
pripadala hlebnoj pSenici, nego spelta pSenici Triticum spelta var. duhamelianum, koja
se prema nekim klasifikacijama i ubraja u podvrstu hlebne pSenice (Triticum aestivum
subsp. spelta).

Poljski ogledi su izvedeni na lokalitetu oglednih polja Rimski Sancevi (45° 20°
severne geografske Sirine 1 19° 51° istocne geografske duzine) Instituta za ratarstvo i
povrtarstvo u toku vegetacionih sezona: 1994/95., 1995/96., 1996/97., 1997/98.,
1998/99. Ogled je postavljan po sluc¢ajnom blok sistemu na parcelama veli¢ine od 1,2

m?. Svaka parcela je sejana u 6 redova sa razmakom od 20 cm izmedu redova. Tokom
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rasta i razviéa biljaka belezeni su brojni parametri od kojih je izdvojeno osam svojstava
klasa i to: broj klasi¢a po klasu, broj sterilnih klasi¢a po klasu, broj zrna po klasu,
duZina klasa, duZina vr$ne internodije, masa klasa, masa zrna po klasu, indeks klasa
kao i dva vazna adaptivna svojstva vreme klasanja i vreme cvetanja. Svaka osobina je
belezena u svim ispitivanim godinama, osim duzine vr$ne internodije koja je merena u 3

navedene godine 1997, 1998 1 1999. Osobine su beleZzene na sledeci nacin:

® Broj klasi¢a po klasu i broj sterilnih klasi¢a po klasu su odredivani na uzorku
od 20 nasumi¢no odabranih klasova sa primarnih stabala.

® DuZina klasa je izrazena u cm i merena je, od osnove do vrha klasa bez osja
tokom faze sazrevanja.

® DuZina vrSne internodije je izraZzena u cm i merena je od poslednjeg kolenca do
osnove klasa tokom faze sazrevanja.

e Masa klasa, masa zrna po klasu i broj zrna po klasu su merene na 5 nasumi¢no
odabranih klasova.

e Indeks klasa predstavlja odnos izmedu mase zrna po klasu i mase pojedina¢nog
Klasa.

e Vreme klasanja je predstavljeno brojem dana od 1. januara do momenta kada je
vidljivo 2/3 klasa izvan lista zastavicara na oko 50% biljaka na parceli.

e Vreme cvetanja je predstavljeno kroz broj dana od 1. januara do trenutka kada

se uoc¢avaju antere na 50% klasova na parceli.

3.2. Molekularna analiza

Isti materijal sastavljen od 283 genotipa koji je koriséen u fenotipskoj evaluaciji,
posluzio je i za molekularnu analizu primenom mikrosatelitskih markera. Prema
dostupnim literaturnim podacima, mikrosateliti su odabrani na osnovu pozicije u blizini
gena ili lokusa za kvantitativna svojstva, a koja su pokazala vezu sa komponentama
prinosa /ili nekim drugim vaznim agronomskim svojstvima pSenice (Roy i sar., 2006;
Pozniak i sar., 2007; Sofalian i sar., 2008; Yao i sar., 2009; Golabadi i sar., 2011,

Maccaferi i sar., 2011). Pored navedenog, prioritet su imali mikrosateliti rasporedeni
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ravnomerno duz sva tri genoma, kao i locirani na pojedina¢nim hromozomima. Osnovni
podaci o mikrosatelitskim markerima preuzeti su iz postojeCe baze podataka
GrainGenes http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shtml (Tabela 1).

Navedeni su prefiksi u nazivu mikrosatelita koji su koris¢eni u radu, a
predstavljaju institucije u kojima su dizajnirani: 1. PSP - the John Innes Centre (Bryan i
sar., 1997); 2. GWM - IPK Gatersleben (Rdoder i sar., 1998; Pestsova i sar., 2000); 3.
WMC - the Wheat Microsatellite Consortium (Gupta i sar., 2002); 4. BARC - Beltsville
Agricultural Research Center, R. Ward (Song et al., 2005), USA; 5. CFD i CFA - INRA
Clermont-Ferrand (Guyomarc’h i sar., 2002; Sourdille i sar., 2003, 2005).
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Tabela 1. Mikrosatelitski marker i hromozom, sekvence prajmera i ponavljajuc¢i motiv

Redni broj Mikrosateliti Sekvence levog prajmera Sekvence desnog prajmera Motiv ponovka
1 CFA2086 (2A) 5'TCT ACT TTC AGG GCACCT CG 3' 5'TCTCTC CAAACC TCCCTG TAA3' (CA21
2 WMC170 (2A) 5" ACATCCACG TTTATG TIGTTGC 3 5 TTGGTTGCTCAACGTTTACTTC3® (CA)19
3 GWM11 (1B) 5"GGATAG TCAGAC AATTCTTGTG 3" 5°GTG AAT TGT GTC TTG TAT GCT TCC 3° (TA)BCATA(CA)19(TA)6
4 WMC44 (1B) 5" GGTCTTCTG GGC TTT GATCCTG 3 5 TGT TGC TAG GGACCC GTAGTG G 3" (GT)35
5 GWM368 (4B) 5'CCATTTCACCTAATGCCTGC 3 5'AAT AAA ACC ATG AGC TCACTTGC 3" (AT)25
6 BARC124 (2A,2B) 5'TGC ACC CCT TCC AAATCT 3' 5'TGC GAG TCG TGTGGT TGT 3" (CT)19
7 CFD38 (6D) 5'TGG CCA TTC GAT ATT CAA AA3' 5'GTG AGT TGAGGC GCA TGATA3' (GA)32
8 WMC657 (4B) 5'CGG GCT GCG GGG GTAT3' 5'CGG TTG GGT CAT TTG TCTCA3' -
9 WMC664 (3A) 5'GGG CCA ACA AAT CCAAT 3 5'TCT ACT TCC TTC ATC CAC TCC 3' -
10 WMC625 (3A,3B) 5'CAC AGACCT CAACCTCTTCTT 3 5'AGT ACT GTT CAC AGC AGA CGA 3' -
11 CFA2114 (6A) 5'ATTGGA AGG CCACGATAC AC3' 5'CCCGTC GGG TTT TATCTAGC 3" (CA)32
12 BARCL01 (2B) 5'GCT CCT CTC ACG ATC ACG CAA AG 3' 5'GCG AGT CGA TCA CAC TAT GAG CCAATG 3' (TAA)
13 WMC216 (1D) 5" ACG TAT CCA GAC ACT GTG GTA A3 5" TAATGG TGG ATC CAT GAT AGC C 3" (GM22
14 GWM29%4 (2A) 5'GGATTG GAG TTA AGA GAG AAC CG3' 5'GCAGAG TGATCAATG CCAGA3' (GAITA(GA)15
15 WMC166 (7B) 5 ATAAAGCTG TCTCTTTAG TTC G 3' 5 GTT TTAACACAT ATGCATACC T3 (GA)B(GT)8(GT)8
16 WMC18 (2D) 5 CTG GGG CTT GGATCACGTCAT T3 5' AGC CAT GGA CATGGTGTCCTTC3' (CA)(CT)
17 GWM160 (4A) 5'TTC AAT TCAGTC TTG GCT TGG 3' 5'CTG CAG GAA AAA AAG TACACCC 3 (GA21
18 WMC154 (2B) 5' ATG CTC GTC AGT GTC ATG TTTG 3° 5'AAA CGG AAC CTACCT CACTCT T3 (GT)34
19 WMC413 (4B) 5'CAC TGG AAA CAT CTC TTC AAC T3 5' ACA GGA AAG GAT GATGTTCTC T 3' (M9
20 GWM257 (2B) 5'AGA GTG CAT GGT GGG ACG 3' 5'CCAAGA CGA TGC TGA AGT CA3' (G730
21 CFA2257 (7A) 5' GAT ACA ATA GGT GCC TCC GC 3' 5'CCATTATGT AAA TGC TTC TGT TTG A3’ (T6)28
22 WMC83 (7A) 5 TGG AGG AAA CAC AAT GGA TGC C3' 5" GAG TAT CGC CGA CGA AAG GGA A3 (GT28
23 GWM148 (2B) 5'GTG AGG CAG CAAGAG AGA AA3' 5'CAA AGC TTG ACT CAG ACC AAA3' (cA)22
24 PSP3200 (6D) 5 GTTCTG AAG ACA TTACGG ATG 3 5 GAG AAT AGC TGG TTT TGT GG 3° (AAG)16
25 GWM181 (3B) 5'TCA TTG GTA ATG AGG AGA GA3' 5'GAACCATTC ATG TGC ATG TC 3 (GA)28
26 CFD71 (4A) 5' CAA TAA GTA GGC CGG GAC AA3' 5'TGT GCC AGT TGAGTT TGC TC 3 (CA)10(GA)30
27 WMC144 (2D) 5' GGA CAC CAA TCC AAC ATG AAC A3' 5'AAG GAT AGT TGG GTG GTG CTG A3’ (CA)L4
28 GWM219 (6B) 5' GAT GAG CGACAC CTAGCC TC 3' 5'GGG GTC CGAGTC CAC AAC3' (GA)35imp
29 WMCT65 (5D) 5 GGG ATC AGA CTG GGA CTG GAG 3' 5'GGG TTG GCT TGG CAG AGAA3' -
30 CFD26 (5D) 5'TCA AGA TCG TGC CAA ATC AA3' 5'ACT CCA AGC TGA GCA CGT TT3' -
31 WMC28 (5B) 5' ATC ACG CAT GTC TGC TATGTAT3' 5' ATT AGA CCATGA AGACGTGTA TS’ (CA) (T) (CA) (GT) 29
32 CFDE5 (1A) 5' AGA CGA TGAGAA GGA AGC CA3' 5'CCTCCC TTG TTT TTG GGATT3' (cT)32
33 GWM292 (5D) 5'TCACCG TGG TCACCG AC3' 5'CCACCG AGC CGA TAATGT AC3' (cT)38
34 WMC167 (2D) 5' AGT GGT AAT GAG GTG AAAGAAG 3' 5'TCG GTC GTA TATGCA TGT AAAG 3’ (CA)22(CA)B(CA)8
35 GWM271 (5B) 5' CAA GAT CGT GGA GCC AGC 3' 5'AGC TGC TAG CTT TTG GGACA3' (CT)4imp(GA)10
36 GWM157 (2D) 5'GTC GTC GCG GTA AGC TTG 3' 5'GAG TGA ACACAC GAG GCT TG 3' (€14
37 WMC407 (2A) 5 GGT AAT TCT AGG CTG ACATATGCTC3' 5'CAT ATT TCC AAA TCC CCAACT C3' (GA)16
38 WMC333 (1A6A) 5 TCA AGC ATA GGT GGC TTC GG 3' 5' ACA GCA GCC TTC AAG CGT TC 3' (6715
39 WMC245 (2D,28B) 5'GCT CAG ATC ATC CAC CAACTTC3' 5'AGATGC TCT GGG AGAGTC CTT A3’ -
40 GWM494 (4A) 5' ATT GAA CAG GAA GAC ATC AGGG 3' 5'TTC CTG GAG CTG TCT GGC 3' (cA)13
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3.2.1. Ekstrakcija genomske DNK

Genomska DNK je izolovana prema modifikovanoj CTAB metodi (Doyle i
Doyle, 1990). Od svakog genotipa je na naklijavanje stavljeno po deset semena. Posle
nedelju dana, uzeto je oko 2 g tkiva mladih listova klijanaca. Nakon maceracije tkiva u
prisustvu tecnog azota, uzorcima je dodato 500 pl CTAB pufera za ekstrakciju i
stavljeni su na inkubaciju 30 min na 65°C. Zatim je smeSi dodato 500 pl
hloroform/izoamilalkohola u proporciji 24:1 i centrifugirana je 10 minuta na 11000
obrtaja u minuti. Supernatant koji je nastao tokom centrifugiranja prebacen je u nove
kivete uz dodatak 350 pl ledenog izopropanola. Uzorci su meSani lagano inverzijom do
pojave beli¢astih struktura DNK, nakon ¢ega su centrifugirani 5 minuta na 10000
obrtaja. Nastali supernatant je uklonjen i dodato je 200 pl pufera za ispiranje. Posle
centrifugiranja u trajanju od 3 min na 10.000 obrtaja, supernatant je pazljivo odstranjen,
a DNK na dnu kivete je suSena u termobloku oko 30 minuta. Izolovana DNK je
rastvorena u 50 pl TE pufera. Koris¢ena metoda za ekstrakciju DNK se pokazala
izuzetno pogodna na S$ta je ukazao dobar prinos i ¢istoca izolata potvrdena tokom dalje
kvantifikacije. Za dugotrajnije Cuvanje uzoraka, genomska DNK je odlozena na

temperaturu od - 20°C.

3.2.2. Kvantifikacija DNK izolata

Za dalju DNK analizu, izolat je iskoriS¢en za kontrolu kvaliteta i kvantiteta
DNK rastvora pre formiranja radne koncentracije. Merena je koncentracija i odredivana
Cistoca izolovane DNK na spektrofotometru (MBA 2000 Perkin-Elmer). Odredivanje

koncentracije vrSeno je na osnovu sledece formule:

X(Ug/ul) = (Azeo *DF*50 pg/ul)/ 1000

*DF —faktor razblazenja

Vrednost apsorbancije na talasnoj duzini UV svetlosti od 260 nm predstavlja

maksimalne vrednosti absorbancije za dvolan¢anu DNK molekulu, dok je maksimalna
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vrednost apsorpcije za proteine na talasnoj duzini od 280 nm. Odnos vrednosti
apsorbancije na 260 nm i 280 nm jeste pokazatelj ¢isto¢e DNK izolata i optimalan je
kada se vrednosti kre¢u u opsegu od 1,7 do 2,0. Vrednosti manje od 1,7 ukazuju na
povecanu koncentraciju primesa kao $to su fenoli, ulja, proteini itd., dok vrednosti iznad

2 ukazuju na poveéanu koncentraciju RNK molekula.

3.2.3. Umnozavanje mikrosatelitskih lokusa

Pored navedenih genotipova koji su koris¢eni za genotipizaciju, kao pozitivna
kontrola u molekularnoj analizi koris¢ena je kineska sorta Chinese Spring. Ova
reprezentativna sorta predstavlja jednu od najceS¢e koriS¢enih sorti u brojnim
molekularnim 1 genetiCkim istraZzivanjima. Prvobitno je izvrSena optimizacija za 41
odabran mikrosatelitski marker na 16 nasumi¢no odabranih genotipova razliCitog
porekla, u cilju utvrdivanja funkcionalnosti samih markera. Mikrosateliti koji su
pokazali zadovoljavajuci stepen efikasnosti 1 polimorfnosti tokom lancane reakcije
polimeraze (PCR) kori$¢eni su za dalju genotipizaciju Citavog seta genotipova. Lan¢ane
reakcije polimeraze postavljane su na mikrotitarskim plo¢ama u zapremini od 10 pl.
Svaka reakciona smeSa je sadrzala od 20 do 30 ng genomske DNK matrice, 1x
razblazeni pufer, 1,5 mM MgCl,, 2 mM dNTPs, 10 pmol fluorescentno obeleZenog
levog i neobeleZzenog desnog prajmera i jednu jedinicu Tag DNK polimeraze. Lana¢ne
reakcije polimeraze izvodene su na aparatu ABI GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, USA) prema uputstvima Roeder i sar. (1998). Detaljan opis PCR programa

za svaki ispitivani marker predstavljen je u Tabeli 2.
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Tabela 2. Mikrosatelitski markeri, programi sa temperaturama vezivanja pojedinacnih

mikrosatelitskih prajmera

Markeri Boja Programi Opis programa lan¢ane reakcije polimeraze (PCR)

WMC167 ann52 Predenaturacija 5 minuta na 94°C
GWM181  PET ann52  Denaturacija 30 sna 94°C
GWM11 6-EAM ann52 Vezivanje prajmera 45s na52°C }45 ciklusa

WMC44 6-EAM anns2  Ekstenzija 45sna 72°C

WMC28 ann52
WMC83 PET ann62
GWM148 PET ann62

Zavr$na ekstenzija 10 min na 72°C

PSP3200 PET ann62
CFA2086 6-FAM ann62
WMC170 6-FAM ann62
CFA2114 NED ann62
GWM294 NED ann62

WMC18 NED ann62  predenaturacija 5 minuta na 94°C

CFD71 PET ann62
GWM157 ann62 B
Denaturacija 30s na 94°C
WMC144  PET ann62 o )
Vezivanje prajmera 45sna 62°C 45 ciklusa
WMC407 ann62 .
Ekstenzija 45sna 72°C

WMC333 VIC ann62
GWM160  NED ann62
WMC154 NED ann62 Zavr$na ekstenzijal0 min na 72°C

GWM368 6-FAM ann62

CFD65 ann62
GWM292 ann62
GWM271 ann62
Predenaturacija 5 minuta na 94°C
BARC101 NED Touchdown Denaturacija 30s na94°C
57-52 Vezivanje prajmera  30s na 57°C* } 10 ciklusa
Ekstenzija 30sna72°C
Touchdown . . .
WMC216 NED 57.50 * u svakom ciklusu temperatura je smanjena za pola stepena
Denaturacija 30s na 94°C
Vezivanje prajmera 30s na52°C } 37 ciklusa
Touchdown .
WMC166 NED 57.50 Ekstenzija 30sna72°C

Zavr$na ekstenzija 10 min na 72°C

Predenaturacija 5 minuta na 94°C

Touchdown

63.59  Vezivanjeprajmera  30s na63°C

Denaturacija 30s na 94°C
CFA2257 PET } 10 ciklusa

Ekstenzija 30s na 72°C
* u svakom ciklusu temperatura je smanjena za pola stepena
Denaturacija 30s na 94°C
Touchdown \sezjvanje prajmera 45s na 59°C }34 ciklusa
63-59 Ekstenzija 45s na 72°C

GWM219 PET

Zavr$na ekstenzija 10 min na 72°C
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3.2.4. Analiza fragmenata

Produkti lancane reakcije polimeraze su analizirani na genetickom sekvenatoru
Genetic Analyzer - ABI Prism 3130 (Applied Biosystems, Forster City, CA, USA). Za
kapilarnu elektroforezu koris¢en je polimer POP-4 koji se koristi za analizu fragmenata.
Zapremina reakcije je iznosila 10 ul, u kojoj se nalazilo 2 ul smese sa razli¢ito obojenim
PCR produktima, 0,2 pl standarda za duzinu - GeneScan 500 LIZ i 7,8 ul Hi-Di
formamida. Pre pocCetka kapilarne elektroforeze, produkti su stavljeni na denaturaciju 5
min na temperaturu od 94°C kako bi se obezbedilo kretanje jednolanCanih segmenata
kroz kapilarni sistem. Podaci dobijeni analizom fragmenata prikupljeni su u programu
DataCollection verzija 3.0., a potom je za obradu podataka koris¢en softver

GeneMapper verzija 4.0. (Applied Biosystems, Forster City, CA, USA).

3.3. Statisticka obrada

3.3.1. Geneticki diverzitet

U cilju odredivanja osnovnih parametara geneticke raznovrsnosti upotrebljena su
dva programa: PowerMarker verzija 3.25 (Liu i Muse, 2005) i Excel
MicrosatelliteToolKit verzija 3.1 (Park, 2001) koja su posluzila za odredivanje ukupnog
broja alela u ispitivanim lokusima, prose¢nog broja alela po lokusu, frekvencije
pojedinacnih alela, PIC vrednosti u pojedinacnim lokusima, ocekivane i dobijene
heterozigotnosti, Senonovog informacionog indeksa, retkih alela i efektivnog broja

alela. Prikazane su formule za najznacajnije parametre diverziteta:

Polymorphism Information Content (PIC) predstavlja najrelevatniju meru diverziteta
(Botstein i sar., 1980), koja se izrac¢unava prema datoj formuli:
PIC= 1-Ypi

gde p; predstavlja frekvenciju i-tog alela u populaciji.
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Heterozigotnost (Nei, 1978) predstavlja proporciju heterozigotnih individua u
populaciji. Heterozigotnost u pojedinacnom lokusu se izracunava prema sledecoj
formuli:
H=1->p

Geneticki diverzitet (Nei, 1973) ili ocekivana heterozigotnost se definiSe kao
verovatnoc¢a da se dva nasumic¢no odabrana alela u populaciji razlikuju.
Broj jedinstvenih alela predstavlja broj specificnih alela koji se nalaze u pojedinim
grupama (subpopulacijama) a nisu prisutni u drugim.
Broj retkih alela predstavlja broj alela ¢ija frekvencija je manja od 5% u pojedina¢nim
lokusima.
Broj efektivnih alela (Ne) je procenjen za svaki ispitivani lokus i ratuna se na osnovu
zajednickih alela (Kimura i Crow, 1964). To je mera varijabilnosti lokusa koja uzima u
obzir i broj alela i njegovu frekvenciju (pi je frekvencija i-tog alala u populaciji)

Ne = 1/(X pi)
Senononov informacioni indeks (I) se izratunava prema sledeé¢oj formuli (Shannon i

Weaver, 1949)
I'=-1%% (pi * Ln (pi))

3.3.2. Fenotipski podaci

Osnovni parametri fenotipske analize dobijeni su putem deskriptivne statistike,
kao i fenotipske korelacije, a analizirani su u programu Statistika v.12. (Statsoft, Tulsa,
OK, USA).

3.3.3. Struktura populacije

Za analizu strukture populacije koris¢en je program STRUCTURE verzija 2.3.4.
(Pritchard i sar., 2000) sa implementiranim Bajesovim algoritmom, koji je baziran na
modelu. Analiza je vrSena putem nekoliko simulacija sa razliitim parametrima radi
utvrdivanja optimalnog broja subpopulacija. Prema uputstvu programa odabran je

meSoviti (engl. admixture) model zbog genotipova razli¢itog porekla i nezavisnom
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frekvencijom alela, koji se primenjuje za mikrosatelitsku analizu. Parametar lambda koji
predstavlja rasprostranjenje frekvencije alela je iznosio jedan. Duzina trajanja analiza i
broj ponavljanja MCMC (Markov Chain Monte Carlo) su postavljeni na 100000.
Struktura je procenjena na osnovu hipotetickog broja klastera (K) koji se kretao od 1 do
20. U analizi su kori$¢ena tri ponavljanja. Broj subpopulacija je odreden na osnovu
poredenja logaritamskih vrednosti verovatno¢a Pr [X|K]. Dodatna korekcija dobijenih
vrednosti je uradena prema metodu Evanno i sar. (2005) u cilju dobijanja relevantnijeg
broja subpopulacija. Na osnovu jednog od gore pomenutih kriterijuma (verovatnoée ili
AK) genotipovi su rasporedeni u odgovarajue podgrupe na osnovu vrednosti
koeficijenta, koji je bio jednak ili ve¢i od 0,5. Dobijene srednje vrednosti verovatnoce
za definisan broj subpopulacija koris¢ene su za formiranje Q matrice, koja je
upotrebljena za dalju analizu veze marker-svojstvo u programu TASSEL verzija 2.1.
(Bradbury i sar., 2007).

Za dodatno odredivanje unutrasnje strukture populacije upotrebljena je i analiza
glavnih koordinata PCoA analiza (engl. Principal Coordinates Analysis) u programu
GenAlEx verzija 6.5. (Peakall i Smouse, 2012) primenom matrica udaljenosti sa
standardizovanim podacima.

Na osnovu rezultata dobijenih u programu STRUCTURE konstruisani su
dendrogrami za svaku pojedina¢nu subpopulaciju pomoc¢u NJ algoritma (Neighbour-
Joining) u programu Tassel verzija 2.1. Formiranje stabala primenom NJ algoritma
dobijena su neukorenjena stabla (engl. unrooted) prema jednostavnom substitucionom
modelu, a koja su znatno preciznija od UPGMA modela.

Geneticke distance dobijene na osnovu polimorfnih markera u programu
PowerMarker iskoriS§¢ene su za konstruisanje UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic mean) dendrograma u programu Dendroscope koji je
specijalizovan za prikazivanje filogenetskog stabla (Huson i sar., 2007).

Razlike unutar i izmedu definisanih populacija su procenjene i putem analize
molekularne varijanse (AMOVA - engl. Analysis of Molecular Variance) na osnovu
matrica udaljenosti u programu GenAlEX verzija 6.5. Geneticka udaljenost izmedu

dobijenih potpopulacija je uvtrdena na osnovu matrica geneticke udaljenosti.
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Podaci 0 dostupnim pedigreima su preuzeti iz baze
http://genbank.vurv.cz/wheat/pedigree podataka (Prilog 1) i koris¢eni su za dodatno

objasnjenje prisustva genotipova razli¢itog porekla u okviru pojedinih klastera.

3.3.4. Analize u programu TASSEL v.2.1.

Trait Analysis by aSSociation, Evolution, and Linkage - TASSEL verzija 2.1.
(Bradbury i sar., 2007) je softverski program koji poseduje visenamenske funkcije, a
koriS¢en je za analizu veze marker-svojstvo primenom dva razli¢ita modela - GLM i
MLM (Yu i sar. 2006), za analizu neravnoteze vezanosti tj. LD (linkidz
disekvilibrijuma), za klaster NJ analizu (gore navedeno), i za vizualizaciju analiza

frekvencije alela koji su dostupni u Prilogu 2.

3.3.4.1. LD - linkage disequilibrium

Neravnoteza vezanosti (LD) izmedu SSR markera je procenjena u programu
Tassel verzija 2.1 pri ¢emu su markeri sa frekvencijom manjom od 1% iskljuéeni iz
dalje analize. Nivo znacajnosti parova LD je izracunata na osnovu hiljadu permutacija.
LD je analiziran samo izmedu interhromozomskih parova zbog malog broja markera
smestenih na istom hromozomu. LD analiza je uradena odvojeno za populaciju u celini i
za potpopulacije koje su dobijene analizom u programu Structure. LD analizom su
dobijeni slede¢i parametri D", r? i p (vrednosti p<0,01 su prikazane kao statisticki
znacajne vrednosti). Parametar D' je standradizovani koeficijent disekvilibrijuma
(neravnoteze) koji odreduje rekombinacije izmedu alelnih parova, dok r? predstavlja
vrednost korelacije alelne frekvencije izmedu alela u dva lokusa i koristan je parametar
za evaluaciju rezolucije asocijativnog pristupa. Vecina mapirajucih istrazivanja na
biljkama koriste r* za kvantifikaciju LD jer je vazan parametar korelacije izmedu
markera i QTL. Vrednosti r* od 0,1 ili 0,2 su donja granica znagajnih asocijacija izmedu

lokusa 1 opisuju maksimum geneticke 1 fizi€¢ke udaljnosti pri kojoj je LD znacajan.
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3.3.4.2. Veze marker -svojstvo primenom GLM

U programu TASSEL omoguceno je koriS¢enje linearnog modela za testiranje
asocijacija izmedu odvojenih lokusa i fenotipa. GLM analiza koristi strukturu
populacije (Q matricu) kao kovarijanse koje prikazuju stepen srodstva u 0snovnoj
populaciji. Glavni efekti samog modela su automatski i koriste sve varijable ulaznih
podataka. Faktori, kovarijanse, ponavljanja ili lokacije su ukljuc¢eni u svaki model kao
glavni efekti. Osnovni parametar asocijativne analize jeste vrednost R? koja predstavlja

efekat QTL, odnosno procenat fenotipske varijabilnosti odredenog svojstva.

3.3.4.3. Veze marker - svojstvo primenom MLM

Pored GLM modela u programu je omoguceno koris¢enje meSovitog linearnog
modela, koji je unapreden koris¢enjem EMMA algoritma (Kang i sar., 2008) da bi se
povecala brzina izraCunavanja i statisticka mo¢ asocijativne analize. U okviru programa
postoji i dodatna metoda P3D (Zhang i sar., 2010) koja optimizuje komponente varijansi
1 obezbeduje skeniranje velikog broja markera. MeSoviti model ukljucuje i1 fiksne 1
nasumicne efekte. Uklju¢ivanjem nasumicnih efekata MLM pruza moguénost da uvrsti
u analizu 1 informacije o srodstvu izmedu indivudua udruzivanjem Q i1 K matrice. K
matrica, odnosno matrica srodnosti formirana je takode u programu Tassel na osnovu
molekularnih podataka, a posluzila je u daljoj analizi veze marker-svojstvo primenom
ovog modela. Na ovaj naCin se povecava statisticka mo¢ rezolucije u odnosu na primenu
samo Q matrice u GLM modelu.

Za oba modela predstavljeni su nivou znacajnosti za vrednosti od p<0,05 i
p<0,01.

3.3.4.4. Identifikacija favorizovanih alela

U okviru MLM modela procenjen je fenotipski efekat pojedinacnih alela
poredenjem prosecne fenotipske vrednosti svih individu sa specificnim alelom i svih

ispitivanih genotipova, na osnovu slede¢e formule:
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ai= Y xii/ni- Y, Ni/nk

gde je a; fenotipski efekat i-tog alela, xjj je fenotipska vrednost odredenog genotipa sa i-
tim alelom; n; je broj genotipova sa i-tim alelom; Ny je fenotipska vrednost u svim
individuama, nk je broj genotipova. Ako je vrednost a; >0, alel ima pozitivan efekat, a
kada je a; <0, fenotipska vrednost je negativna (Mei i sar., 2013). Najpovoljniji aleli su
identifikovani prema ciljevima oplemenjivanja za svaku pojedinac¢nu osobinu koja je

pokazala stabilnost u vise od tri ispitivane godine.
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4. REZULTATI
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4.1. Geneticki diverzitet

Nakon optimizacije lanCane reakcije polimeraze, 30 mikrosatelitskih markera je
pokazalo zadovoljavaju¢i nivo polimorfnosti 1 koris¢eni su za molekularnu
genotipizaciju 284 genotipa pSenice. Zbog prisustva nespecificnih produkata 11
mikrosatelita je izuzeto iz naknadnih analiza. Analizom 30 mikrosatelitskih lokusa
utvrdeno je prisustvo ukupno 349 alelnih varijanti (Tabela 3). Najmanji broj alela (3) je
detektovan u lokusu Xwmc333 koji se nalazi na hromozomu 1A, dok je najveéi broj
alela (24) otkriven u lokusu Xcfa2086 koji se nalazi na 2A hromozomu. Prosecan broj
alela po lokusu iznosio je 11,5. Frekvencija najucestalijeg alela se kretala od 0,17
identifikovana u lokusu Xgwm219 do 0,83 u lokusu Xgwm157.

Vrednost polimorfnosti za pojedina¢ne lokuse tj. PIC vrednost se kretala od 0,30
u lokusu Xgwm157 do maksimalne vrednosti od 0,90 utvrdene u lokusu Xcfa2086.
Prose¢na PIC vrednost u svim ispitivanim lokusima je iznosila 0,68. U istim lokusima
su detektovane maksimalne i minimalne vrednosti o¢ekivane heterozigotnosti i iznosile
su 0,90 i 0,31. Prosecna vrednost genetiCkog diverziteta iznosila je 0,72. Od ukupnog
broja analiziranih lokusa, u 11 mikrosatelitskih lokusa nije detektovan heterozigotni
alel. Najveca heterozigotnost uocena je u lokusu Xwmcl70 sa 21,8% heterozigota.
Ukupan broj retkih alela sa frekvencijom manjom od 5% u svim ispitivanim lokusima je
bio ¢ak 57,3%. NajviSe detektovanih retkih alela (16) bilo je u lokusu u kome je
otkriven i najveéi broj alela, dok u lokusu Xwmc166 nije uoc¢eno prisustvo retkih alela.
Prisustvo nultog alela utvrdeno je u 21 ispitivanom lokusu. Senononov informacioni
indeks se kretao u opsegu od 0,47 (Xgwm157) do 2,07 (Xcfa2086), dok je prose¢na
vrednost iznosila 1,38. Vrednosti efektivnog broja alela varirale su od 1,34 (Xgwm157)
do 6,44 (Xcfa2086). Prosecan broj efektivnih alela u svim lokusima iznosio je 3,69.

Najveci broj ispitivanih markera pripadao je linkidz (hromozomskoj) grupi 2 sa
ukupno 11 SSR markera, dok je tre¢oj hromozomskoj grupi pripadao samo jedan
ispitivani marker. Posmatraju¢i homeologne grupe hromozoma, najveci broj prose¢no
detektovanih alela po lokusu, 14,3 je detektovan u cetvrtoj grupi, a samo 6,3
identifikovano je u 7 homeolognoj grupi.

Frekvencija pojedinac¢nih alela u svim mikrosatelitskim lokusima prikazana je na

grafikonima (Prilog 2).
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Tabela 3. Osnovni pokazatelji genetiCkog diverziteta dobijeni molekularnom analizom

283 genotipa pSenice u PowerMarker v.3.25 i Excel Mikrosatellite Kit v.3.1 programu

SR Broj Frekvencija gf]‘;er;étg; Heteroz = Broj _ éenono_v . Efektivni
markeri Hromozom alela najucestalijeg PIC (otekivan igotnost Veli¢ina alela retkih qurmamonl broj alela
alela a heteroz.) (%) alela indeks

CFD65 1A 10 0,27 0,73 0,78 0,4 180-202, nulti 5 1,43 3,67
WMC333 1A 3 0,51 0,40 0,52 0 157-161 1 072 1,94
CFA2086 2A 24 0,19 0,90 0,91 0,4 207-275, nulti 16 2,07 6,44
WMC170 2A 10 0,37 0,70 0,74 21,8 182-226, nulti 5 1,37 3,20
GWM294 2A 19 0,23 0,86 0,87 0,4 65-111 12 199 6,04
WMC407 2A 1 0,38 0,74 0,77 04 121-153 7 1,57 4,00
CFD71 4A 16 0,18 0,88 0,89 0,7 169-207, nulti 9 1,90 5,86
GWM160 4A 8 0,25 0,79 0,81 0,4 166-186, nulti 2 137 3,49
CFA2114 6A 12 0,24 0,84 0,86 0 199-221, nulti 5 1,67 445
WMC333 6A 6 0,47 0,55 0,63 0 161-183 3 1,08 2,60
CFA2257 7A 6 0,57 0,43 0,53 21 123-141 4 0,81 2,00
WMC83 A 9 0,29 0,80 0,82 0 151-165, nulti 3 1,70 4,69
GWM11 1B 11 0,30 0,80 0,83 0 184-206, nulti 5 153 3,87
wMC44 1B 21 0,38 0,80 0,82 14 204-266, nulti 15 1,76 439
GWM148 2B 1 0,27 0,79 0,81 11 140-168, nulti 5 1,60 425
BARC101 2B 10 0,54 0,62 0,66 11 102-130, nulti 6 1,00 2,24
WMC154 2B 15 0,22 0,82 0,84 04 117-161 9 1,76 5,11
GWM181 3B 19 0,23 0,83 0,85 17,6 117-157, nulti 14 183 521
GWM368 4B 19 0,39 0,77 0,79 0 202-258, nulti 12 175 4,98
WMC28 5B 10 0,36 0,71 0,75 0 177-203, nulti 6 146 3,65
GWM271 5B 7 0,53 0,63 0,66 04 142-166, nulti 2 0,78 2,04
GWM219 6B 15 0,17 0,88 0,89 0 163-195, nulti 7 185 538
WMC166 7B 4 0,63 0,51 0,55 0 306-310, nulti 0 0,77 1,84
WMC216 1D 12 0,79 0,35 0,36 04 106-132, nulti 11 0,76 1,66
WMC167 2D 13 0,65 0,52 0,55 28 141-191 10 0,99 211
WMC18 2D 14 0,28 0,83 0,85 04 218-248, nulti 6 170 4,73
GWM157 2D 7 0,83 0,30 0,31 14 77-107 4 047 134
WMC144 2D 6 0,58 0,43 0,52 0 137-157 4 0,80 1,99
GWM292 5D 14 0,34 0,78 0,80 0 196-222, nulti 9 1,66 4,49
PSP3200 6D 7 0,39 0,70 0,74 2 159-177, nulti 3 128 316

Ukupno 349 200

Prosek 115 0,39 0,69 0,72 2 138 3,69

4.2. Parametri genetickog diverziteta po genomima

Najvec¢i broj ispitivanih markera pripadao je genomu A sa ispitivanih 12

mikrosatelita, 11 markera je pripadalo B genomu, a samo 7 markera je bilo poreklom sa

D genoma (Tabela 4).
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Tabela 4. Parametri diverziteta u pojedina¢nim genomima

Geneticki diverzitet A genom B genom D genom Prosek/ Ukupno
Broj lokusa 12 11 7 30
Broj alela 134 142 73 349
Broj alela/lokusu 11,2 12,9 10,4 11,5
Broj retkih alela 72 81 47 200
Senonov indeks 1,47 1,46 1,09 1,38
Efektivan broj alela 4,03 3,90 2,78 3,69
Geneticki diverzitet 0,76 0,77 0,59 0,72

Najveci broj alela je detektovan u okviru B genoma i iznosio je 142, dok je
najmanji broj alela (73) detektovan analizom lokusa na D genomu. Najve¢i prosecan
broj alela po lokusu (12,9) je otkriven na B genomu dok je u okviru D genoma utvrden
najmanji broj sa 10,4 alela po lokusu. Najvec¢i efektivan broj alela je pronaden u A
genomu (4,03) dok je najmanji iznosio 2,78 i utvrden je u okviru D genoma. Prose¢ne
vrednosti polimorfnosti (PIC) u okviru pojedina¢nih genoma su se kretale od 0,74 u B

genomu, zatim 0,72 u A genomu i 0,56 u D genomu (Slika 3).
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Slika 3. Histogram prose¢nih PIC vrednosti u pojedinaénim genomima
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4.3. Struktura populacije

Analizom geneticke strukture populacije u programu STRUCTURE utvrdeno je

prisustvo Sest subpopulacija na osnovu vrednosti verovatnoce (Slika 4).
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Slika 4. Prikaz logaritamske verovatnoc¢e L(K) u funkciji hipotetickog broja

subpopulacija (K) dobijen u programu Structure v.2.3.4.

U svaku pojedina¢nu potpopulaciju genotipovi su rasporedeni na osnovu

verovatnocée Cija vrednost je bila jednaka ili ve¢a od 0,5 (Slika 5). Kod 22 genotipa

.....

rasporedeni u jednu od 6 postoje¢ih potpopulacija.
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Slika 5. Grupisanje genotipova u Sest subpopulacija dobijenih u programu Structure
koris¢enjem Bajesovog algoritma na osnovu vrednosti verovatnoce. Prikazane su grupe
obelezene slede¢im bojama sa pripadaju¢im brojem genotipova u svakoj subpopulaciji:
Q1-tamno plava (37), Q2-roza (45), Q3-zelena (18), Q4- Zzuta (30), Q5-svetlo plava
(114), Q6-crvena boja (40).

U Klasteru Q1 rasporedeno je 37 genotipova koji su bili najraznovrsniji po
poreklu obuhvatajuéi sorte sa svih kontinenata. Od ukupnog broja, 12 sorti je bilo
poreklom iz Srbije, 4 su bile japanske, po tri genotipa je pripadalo oplemenjivackim
centrima iz Australije, Moldavije i Meksika, dve sorte su poreklom iz Amerike i Kine, i
po jedna sorta je bila iz Argentine, Francuske, Madarske, Italije, Zimbabvea, Rumunije,

Rusije i Ukrajine.
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Subpopulacija Q2 se sastojala od 45 sorti pretezno poreklom iz Engleske (16) i
Francuske (7), uz prisustvo manjeg broja italijanskih (5), srpskih (4), meksickih (3),
americkih (3), kineskih (1), austrijskih (1), madarskih (1) i 4 sorte su imale nepoznato
poreklo.

Najmanji klaster Q3 je sa¢injen od samo 18 genotipova od kojih je 15 pripadalo
americkim sortama. Preostala tri su bila iz oplemenjivackih centara iz Bugarske, Srbije i
Hrvatske.

Klaster Q4 je posedovao 30 genotipova od kojih je veéina pripadala hrvatskim
sortama (16). Znatno manji broj je bilo americkih (5), srpskih (3), zatim 2 italijjanske 1
po jedna sorta iz Austrije, Madarske, Rusije 1 jedna sorta nepoznate zemlje porekla.

Najveca subpopulacija (Q5) je imala ukupno 114 genotipova. Priblizno 80% ove
subpopulacije su Cinili genotipovi stvoreni u Srbiji, dok su preostale sorte vodile
poreklo iz Rusije (8), Italije (4), Amerike (4), Makedonije (3), po dve iz Bugarske,
Kine, Ukrajine, Hrvatske i Moldavije kao i po jedna sorta poreklom iz Rumunije, Ceske
i Francuske.

Subpopulaciju Q6 je ¢inilo 40 genotipova od kojih je 50% bilo ameri¢kih sorti
sa predstavnicima iz Srbije (9), dve sorte iz Madarske 1 po jedna sorta iz Francuske,
Cilea, Kolumbije, Juznoafricke Republike i Meksika.

Evanno 1 sar. (2005) predlazu korekciju broja podgrupa dobijenih na osnovu
verovatno¢e. Matematickom korekcijom dobijen je parametar AK koji je pokazao
najve¢u vrednost (maksimalan pik) i grupisanje ispitivanih genotipova u tri

subpopulacije (Slika 6).
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Slika 6. Procena broja subpopulacija prema uputstvu Evanno i sar. (2005)
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4.3.1. Parametri genetickog diverziteta u potpopulacijama

Na osnovu rezultata dobijenih u programu Structure predstavljeni su osnovni

parametri genetickog diverziteta prikazani kroz pojedina¢ne potpopulacije (Slika 7).

Alelna $ema Kroz potpopulacije

10,0 4 r 1,0

Srednjavrednost

Populacije

Heterozigotnost

mmm broj razli¢itih alela

B broj razli¢itih alela sa f>5%

mmmm broj efektivnih alela

mmm broj privatnih alela

broj alela sa f<50%

ocekivana heterozigotnost

Slika 7. Parametri geneti¢kog diverziteta u pojedina¢nim potpopulacijama

Najveci prosecan broj alela i najvise detektovanih jedinstvenih alela uo¢eno je u

Q5 potpopulaciji (Tabela 5). Vrednosti efektivnog broja alela i Senonovog indeksa su

bile ujednacene u pojedina¢nim potpopulacijama. Srednja vrednost fiksacionog indeksa

je iznosila 0,97.

Tabela 5. Parametri genetickog diverziteta u pojedinaénim potpopulacijama

Potpopulacije/parametri diverziteta Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6
Prosecan broj alela 6,27 6,47 5,67 5,40 8,53 6,00
Broj jedinstvenih alela 13/0,43 9/0,30 7/0,23 5/0,17 35/1,17 7/0,23
Efektivni broj alela 3,63 3,97 3,97 3,44 3,94 321
Senonov informacioni indeks 1,35 1,42 1,43 1,31 1,47 1,30
Dobijena heterozigotnost 0,65 0,67 0,69 0,65 0,66 0,63
Fiksacioni indeks 0,97 0,98 0,96 0,97 0,97 0,96
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4.3.2. Geneticka udaljenost izmedu potpopulacija

Najveca vrednost geneticke distance je utvrdena izmedu subpopulacije Q1 1 Q4 i

iznosila je 0,37, a najmanja udaljenost 0,06 je postojala izmedu Q5 i Q6 subpopulacija

(Tabela 6).

Tabela 6. Geneti¢ka udaljenost izmedu potpopulacija

Potpopulacije Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6
Q1 0,00

Q2 0,13 0,00

Q3 0,20 0,18 0,00

Q4 0,37 0,31 0,19 0,00

Q5 0,31 0,21 0,23 0,17 0,00

Q6 0,32 0,26 0,25 0,22 0,06 0,00

Unutra$nja geneticka struktura je uradena i primenom analize glavnih koordinata

tj]. PCoA analizom koja je pokazala slicno grupisanje sa dobijenim rezultatima u

programu Structure (Slika 8). Najudaljenije grupe u koordinatnom sistemu su bile

subpopulacije Q5, Q2 1 Q3. Takode, genotipovi poreklom iz Hrvatske iz klastera Q4 su

se grupisali nezavisno u odnosu na ostale podgrupe. Genotipovi iz Q1 i Q6 Klastera

pokazali su neravnomeran raspored u dvodimezionalnom sistemu.
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Slika 8. Raspored 284 genotipa u okviru 6 subpopulacija u dvodimenzionalnom sistemu

uraden u GenAlex programu.

Pojedinac¢ni klasteri dobijeni analizom u STRUCTURE softveru su posluzili za
dobijanje kladograma primenom NJ algoritma u programu Tassel (Slika 9). U okviru

svih Sest subpopulacija uocava se grupisanje u dodatne potklastere.

49



Slika 9. Levo - distribucija genotipova u Sest subpopulacija analizom u programu
STRUCTURE. Desno - dodatno grupisanje pojedinac¢nih klastera primenom NJ

algoritma u programu Tassel

Na osnovu rezultata dobijenih u PowerMarkeru na osnovu geneticke distance u
programu Dendroscope je dobijeno grupisanje u pet potklastera (Slika 10) U najmanjem

potklasteru je bilo samo tri genotipa od kojih je jedan genotip Triticum spelta var.
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duhamelianum, koja se izdvaja u posebnu podvrstu hlebne pSenice. U klasteru
oznacenom svetlo plavom bojom se nalaze svi genotipovi poreklom iz Hrvatske (uz
nekoliko sorti iz Austrije i SAD-a), koji odgovaraju Q4 Klasteru iz programa Structure.
Potklaster oznacen crvenom bojom u velikoj meri odgovara klasteru Q2 sa
genotipovima poreklom iz Velike Britanije i Francuske, uz prisustvo manjeg broja
genotipova iz Italije, Srbije, Japana i Madarske. U tamnoplavom klasteru nalaze se
genotipovi poreklom iz SAD, a podudaraju se sa grupom Q3. Veliki udeo u najve¢em

potklasteru ¢ine genotipovi poreklom iz Srbije.

Slika 10. Klaster analiza 284 genotipa zasnovana na geneti¢koj distanci 30 polimorfnih

SSR markera.

51



4.4. Molekularna analiza varijanse (AMOVA)

U cilju utvrdivanja udela genetickog variranja unutar i izmedu dobijenih

subpopulacija uradena je analiza molekularne varijanse (Tabela 7).

Tabela 7. Rezultati analize molekularne varijanse (AMOVA)

. Sredina :
L Stepeni Suma - Procenjena
Izvor variranja zbira - %
slobode kvadrata varijansa
kvadrata
Izmedu populacija 5 400,58 80,12 0,69 6%
1zmedu individu unutar 278 5682,71 20,44 10,08 91%
populacija
Unutar individua 284 78,00 0,28 0,28 3%
Ukupno 567 6161,29 11,05 100%

Rezultati su pokazali da najveéi udeo variranja 91% potice od variranja izmedu
individua unutar populacije, dok je najmanje variranje od 3% utvrdeno u okviru
individua. Variranje od 6% poti¢e od variranja izmedu postojecih subpopulacija (Slika
11).

Procenti molekularne varijanse
Unutar Izmedu
individua populacija
3% 6%

Izmedu
individua u
populaciji

91%

Slika 11. Analiza molekularne varijanse duZ ispitivanih lokusa
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4.5. Fenotipska evaluacija

U Tabeli 8 su predstavljeni osnovni fenotipski parametri za deset ispitivanih
osobina u svim analiziranim genotipovima, a koja su merena i belezena tokom pet
ispitivanih godina. Najveéa vrednost standardne devijacije je utvrdena za broj zrna po
klasu 10,1. Minimalne i maksimalne vrednosti za veliki broj osobina su ukazivale na
znacajnu fenotipsku varijabilnost prisutnu u odabranom materijalu. Najveci koeficijent

varijacije iznosio je 80,9% za broj sterilnih klasic¢a po klasu.

Tabela 8. Deskriptivna statistika za 10 ispitivanih osobina tokom 5 godina

. Interval Interval Koeficijent

Osobine/ VS rr : c?r? cj)sat poverenja - poverenja Medijana Min. Max. Varijansa Séig?gg?ga varijacije
95% +95%6 Jact) (%)
Broj Kklasi¢a po klasu 21,82 21,44 22,20 20,5 13,5 86,5 52,7 7,26 333
Broj st. klasi¢a po 2,36 226 246 2,0 0 22,5 36 191 80,9

klasu

Broj zrna po klasu 44,86 44,34 45,39 43,6 21,5 111 102,1 10,11 22,5
DuZina klasa 10,17 10,08 10,27 10,0 52 19,7 31 1,77 17,4
Indeks klasa 0,76 0,76 0,76 08 05 1 0,0 0,05 6,6
Masa klasa 2,13 2,11 2,16 21 038 43 0,2 0,45 20,9
Masa zrna po klasu 1,63 161 1,65 16 05 34 01 0,36 22,0
Klasanje 133 133,02 133,67 134,0 115 150 37,7 6,14 4,6
Cvetanje 138 138,09 138,65 139,0 123 154 28,7 5,36 39
Vrina internodija 34,32 33,83 34,81 33,7 75 62,7 52,5 7,25 21,1

U Tabeli 9 su predstavljene parcijalne fenotipske korelacije izmedu ispitivanih
osobina uzimajuéi godinu kao faktor. Najvece vrednosti Pearsonovih koeficijenata su
uocene izmedu vremena klasanja i cvetanja (0,975) kao i izmedu mase klasa i mase zrna
po klasu (0,953). Visoke vrednosti zapazene su i izmedu broja klasi¢a i sterilnih klasi¢a
po klasu (0,796) 1 broja klasi¢a 1 broja zrna po klasu (0,667). Srednje vrednosti
korelacija utvrdene su izmedu broja zrna/klasu i mase klasa (0742) i broja zrna/klasu i
mase zrna/klasu (0,629). Najslabije korelacije utvrdene su izmedu duZine vrSne
internodije 1 ostalih osobina. Najveci broj negativnih korelacija je utvrden sa indeksom

klasa.
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Tabela 9. Znacajne parcijalne fenotipske korelacije izmedu ispitivanih osobina

Broj Broj st. Broj Dugi Indeks Masa Masa DuZina
Fenotipske osobine klasica/ klasica/ zrna/ kl?::;a Klasa Klasa zrna/ Klasanje Cvetanje vrine

klasu klasu klasu klasu internodije

Broj klasi¢a/klasu 1

Broj sterilnih "

Klasi¢a/klasu 0,796 !

Broj zrna/klasu 0,667** 0,396** 1

DuZina klasa 0,444** 0,410** 0,432** 1

Indeks klasa -0,330** -0,340**  -0,159**  -0,319** 1

Masa klasa 0,409** 0,181** 0,742** 0,399** 0,115** 1

Masa zrna/klasu 0,256** 0,629** 0,269** 0,389** 0,953** 1

Klasanje 0,305** 0,340** 0,133** 0,431** -0,515** 0,214** 1

Cvetanje 0,329** 0,363** 0,155** 0,456** -0,543** 0,213**  0,975** 1

DuZina vrsne 0,155%*  0,203** 0278**  0084*  0076*  0,076* 0,08* 1

internodije

Nivo znacajnosti *p<0,05; **p<0,001

4.6. NeravnoteZa vezanosti - LD (linkage disequilibrium)

Svih 30 SSR lokusa je koriS¢eno za procenu prisustva neravnoteze vezanosti

(LD) uz eliminaciju alela sa frekvencijom manjom od 1%. Od ukupnog broja ispitivanih

interhromozomskih parova (435) u celoj populaciji ¢ak 55,6% je pokazalo znacajan

nivo LD na nivou znacajnosti od p<0,01 (Slika 12).
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Slika 12. LD u svim ispitivanim mikrosatelitskim lokusima

Posmatranjem LD u pojedina¢nim subpopulacijama uoCen je znatno manji
procenat lokusa u u odnosu na celokupnu populaciju (Tabela 10). Grupa Q1 je imala
najmanji broj parova u LD, dok je najvise detektovano u Q5 subpopulaciji.

Prose¢na vrednost r? u svim ispitivanim parovima u celokupnoj populaciji je
iznosila 0,009, dok je kod statisticki znacajnih parova vrednost povecana na 0,012.
Srednja vrednost interhromozomskog LD kod svih parova je bila manja u celoj
populaciji, u odnosu na pojedinac¢ne potpopulacije. U potpopulaciji Q5 je utvrdena
najmanja srednja vrednost od 0,014, dok je najveca srednja vrednost (r?) kod statisticki
znacajnih parova bila u grupi Q3.

Nijedan ispitivani par nije bio u potpunom LD, &ija vrednost iznosi r’=1.
Posmatrajué¢i LD u celoj populaciji, samo dva marker para su imali vrednosti r’ izmedu
0,1 i 0,2. Najveéa r® vrednost (0,151) je uoGena izmedu markera BARC101 (2B) i
GWM271 (5B), dok je vrednost r* od 0,061 utvrdena kod istoimenog markera WMC333

¢iji lokusi su smesteni na hromozomima 1A i 6A.
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Tabela 10. Pregled interhromozomskog LD u celokupnoj populaciji i pojedina¢nim

potpopulacijama

Broj Ukupan broj Broj znagajnih Procenat zna¢ajnih Srednja vrednost r2 u Srednja V.rEanSt Broj u
subpopulacija arova arova arova svim parovima r* parovima sa kompletnom
populacij p p p p p<0,01 LD
Celokupna 435 242 55,6 0,009 0,012 0
populacija
Q1 435 10 23 0,031 0,062 0
Q2 435 32 74 0,030 0,068 0
Q3 406 24 59 0,078 0,167 0
Q4 378 26 6,9 0,044 0,096 0
Q5 435 47 10,8 0,014 0,032 0
Q6 435 27 6,2 0,034 0,065 0

4.7. Poredenje GLM i MLM modela

U asocijativnoj analizi primenjena su dva modela, koja su otkrila razli¢iti broj
veza izmedu osobina i svojstava, kako u ispitivanim godinama, tako i sa razli¢itim
stepenom znacajnosti. U Tabeli 11 je prikazan ukupan broj veza za svaku pojedina¢nu
osobinu. Primenom GLM modela je otkriven znatno veci broj asocijacija u poredenju sa
MLM modelom. Ukupan broj detektovanih veza koris¢enjem GLM je iznosio 415
(p<0,05), a analizom pomo¢u MLM modela je broj asocijacija smanjen na 208 za isti
nivo znacajnosti. U slucaju vredosti p<0,01 broj asocijacija je smanjen sa 260 (GLM) na
103 asocijacije (MLM)

Najveci broj veza (GLM, p<0,05) je detektovan za broj klasi¢a po klasu (58), a
najmanje (23) je otkriveno za masu zrna po klasu. Kada je posmatran nivo znacajnosti
p<0,01 sa GLM pristupom, maksimalan broj asocijacija je utvrden za broj sterilnih
klasi¢a po klasu (46), a najmanji za masu klasa i masu zrna po klasu (12).

Kod MLM metode (p<0,05), najveci broj asocijacija je detektovan za broj zrna
po klasu (32), a najmanje za masu zrna po klasu (11), dok je za vrednosti p<0,01 najvise
veza uoceno za broj klasic¢a po klasu (22) a najmanje za indeks klasa (3).

Broj identi¢nih asocijacija dobijenih sa oba modela se kretao od 11 asocijacija za
masu zrna po klasu do 31 zajednicke veze za broj zrna po klasu. Ukupan broj

zajedniCkih asocijacija izmedu markera i svojstava u oba modela (p<0,05) je iznosio
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206. Najveca razlika izmedu nivoa znacajnosti za zajednicke veze marker-svojstvo
uocena je kod asocijacija za duzinu klasa, a najmanje za broj klasi¢a po klasu.
Maksimalan broj asocijacija koje su otkrivene samo sa GLM (34) je bio znatno
veéi u poredenju sa dobijenim vezama sa MLM pristupom (2). Polovina detektovanih
GLM asocijacija je bila jedinstvena, dok je jedinstvenih MLM asocijacija bilo samo
7,8%.
Asocijacije detektovane primenom GLM 1 MLM modela za svaku pojedinac¢nu

godinu na razli¢itim nivoima znacajnosti su predstavljene u Tabeli 12.

Tabela 11. Broj detektovanih veza u pojedinaénim godinama na nivou znac¢ajnosti od

p<0,05 i p<0,01 sa GLM i MLM metodama dobijeni u programu Tassel

MTA Zajednicki

i i 0 0
) MTAGLM  GLM MTA MTA Zajednicki  MTAsamo . o9l o Brop oo % %
Osobine 22 p<0.05 7a MLM za MLM za MTA na nivou jedinstvenih jedinstvenih jedinstvenih jedinstvenih
p<0.01 p<0.05 p<0.01 p<0.01 GLM MLM GLM MLM
Broj klasic¢a/klasu 58 42 24 22 24 22 34 0 58,6 0
Broj sterilnih
54 46 24 18 24 1

klasi¢a/klasu 8 8 0 %8 0
Broj zrna/ klasu 46 30 32 16 31 15 15 1 32,6 31
Vreme cvetanja 50 35 29 15 29 14 21 0 42,0 0
Duzina klasa 54 29 26 7 26 7 28 0 51,9 0
Vreme klasanja 50 36 27 12 27 12 23 0 46,0 0
Masa klasa 31 12 14 4 14 4 17 0 54,8 0
Masa zrna/klasu 23 12 11 4 11 4 12 0 52,2 0
Indeks klasa 37 12 13 3 13 3 24 0 64,9 0
DuZina vr$ne 12 6 8 2 7 2 5 1 4,7 125
internodije
Ukupno/prosek 415 260 208 103 206 102 209 2 50 78
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Tabela 12. Broj detektovanih veza u pojedina¢nim godinama na nivou znacajnosti od p<0,05 i p<0,01 sa GLM i MLM metodama dobijeni

u programu Tassel

58

Broj Broj
Osobine MTA GLM za p<0,05 Ukupno MTA GLM za p<0,01 Ukupno MTA MLM za p<0,05 Ukupno MTA MLM za p<0,01 Ukupno | jedinstvenih jedinstvenih
GLM MLM
Godine 1995 1996 1997 1998 1999 1995 1996 1997 1998 1999 1995 1996 1997 1998 1999 1995 1996 1997 1998 1999 Ukupno Ukupno
Broj klasi¢a/klasu 10 13 11 11 13 58 7 9 9 8 9 42 6 5 4 5 4 24 5 5 4 5 3 22 34 0
Broj sterilnin 8 13 1 10 12 54 7 10 8 9 12 46 5 5 5 3 6 24 5 4 5 2 2 18 30 0
klasi¢a/klasu
Broj zrna/ klasu 9 7 11 9 10 46 4 5 8 7 6 30 8 4 8 8 4 32 4 2 2 5 3 16 15 1
Vreme cvetanja 11 9 10 11 9 50 8 6 8 7 6 35 6 7 5 7 4 29 2 4 5 2 2 15 21 0
DuZina Kklasa 8 9 13 13 11 54 5 5 4 8 7 29 4 5 6 5 6 26 0 1 0 2 4 7 28 0
Vreme klasanja 11 9 10 11 9 50 8 6 7 7 8 36 6 4 6 6 5 27 3 1 3 3 2 12 23 0
Masa klasa 5 7 7 6 6 31 1 1 2 3 5 12 2 3 2 3 4 14 0 0 1 1 2 4 17 0
Masa zrna/klasu 3 6 6 3 5 23 3 2 3 1 3 12 3 0 3 1 4 11 1 0 1 1 1 4 12 0
Indeks klasa 9 2 1 7 8 37 1 1 6 1 3 12 1 1 3 5 3 13 0 0 2 0 1 3 24 0
DuZina vrne - - 2 10 6 18 - - 1 3 5 9 - - 1 5 6 12 - - 0 1 1 2 7 1
internodije
Ukupno 74 75 90 81 83 421 44 45 56 54 64 263 41 34 43 48 46 212 20 17 23 22 21 103 211 2




4.8. Znacajne asocijacije izmedu svojstava i markera

Prikazane su samo znacajne veze (p<0,05 i p<0,01) markera sa pojedina¢nim
svojstvima klasa i adaptabilnim svojstvima, dobijeni u svim ispitivanim godinama,

primenom GLM i MLM pristupa.

4.8.1. Broj klasic¢a po klasu

Najve¢i broj znacajnih asocijacija (58) u svim ispitivanim godinama je
detektovan za broj klasi¢a po klasu primenom GLM modela, dok je primenom MLM
broj detektovanih asocijacija bio manji i iznosio je 24 (Tabela 12). Ukupno 14 markera
sa 7 hromozoma je imalo uticaj na fenotipsku varijabilnost prikazanog svojstva i kretala
se od 3,6% (GWM148 u 1999. godini) do 42,4% (WMC144 u 1996. godini). Markeri
koji su pokazali vezu sa brojem klasica po klasu su bili smeSteni na slede¢im
hromozomima: 1B, 1D, 2A, 2B, 2D, 4A 1 6A. Samo markeri rasporedeni na hromozomu
2D (GWM157, WMC144, WMC167 i WMCI18) su pokazali stabilnost u tri i vise
ispitivanih godina. Najve¢i uticaj na fenotipsku varijabilnost broja klasi¢a po klasu je
imao marker WMC144 u tri (1995, 1996 i 1998 godini) od pet ispitivanih godina sa
proseénom vredno$éu od 40,1%. Tri markera (WMC18, WMC167 i GWM157) su

pokazali vezu u svih pet ispitivanih godina (Tabela 13).
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Tabela 13. Veze izmedu markera i broja klasi¢a po klasu u toku pet ispitivanih godina

na nivou znacajnosti od p<0,05 i p<0,01

Markeri 2002 1005 1996 1997 1998 1999
Metoda P R*(%) P R*(%) P R(%) P R%(%) P R*(%)
GLM 0,021* 0,009%* 0,017* 0,0053**
WMC44-1B 6,2 83 6,1 7,0
MLM
GLM 5,26E-05** 0,002%* 3,55E-04** 0,002%*
GWM11-1B 6,9 45 63 44
MLM 0,008**
GLM 0,005** 2,37E-05** 0,006** 2,53E-06** 1,58E-06**
WMC216-1D 51 65 52 6,9 74
MLM
GLM 0,019* 0,037* 0,026*
CFA2086-2A 76 6.1 6,3
MLM 0,043*
GLM 0,015* 0,003** 0,044*
GWM294-2A 56 79 48
MLM
WMCLTO GLM 0,002+* 65 0,033* 63 0,033* 45 0,032* 61
-2A A y ) s
MLM
GLM 0,022* 0,049*
GWM148-2B 41 36
MLM
GLM 0,002%* 2,35E-06** 0,03* 6,48E-07** 2,48E-05**
BARC101-2B 54 73 43 74 6,1
MLM 0,003** 0,004**
GLM 3,61E-17%* 1,65E-14** 8,74E-07** 6,36E-18** 2,26E-14**
GWM157-2D 15,8 12,3 81 13,4 11,4
MLM 9,28E-15%* 851E-11** 0,002%* 2,32E-12%* 1,01E-04**
GLM 1,63E-29%* 3,97E-35** 3,30E-35** 0,020*
WMC144-2D 373 2.4 023 40
MLM 1,47E-28** 4,56E-33** 2,22E-34**
GLM 1,90E-38** 1,89E-40** 5,626-22** 7,69E-48** 1,77E-51%*
WMC167-2D 29,4 25,9 21,8 27,0 29,1
MLM 1,30E-27** 1,92E-23** 8,90E-10** 5,03E-25%* 5,48E-20%*
GLM 3,00E-09** 7,99E-16** 1,78E-10%* 1,17E-14** 7,73E-19%*
WMC18-2D 11,8 14,4 13,4 13,1 16,0
MLM 8,00E-04** 3,48E-04** 3,71E-04** 8,53E-04** 0,0025**
GLM 0,011* 1,67E-04** 0,0018** 4,80E-04** 0,003**
CFD71-4A 6,2 73 76 6,5 6,0
MLM
GLM 0,018* 2,40E-08** 0,002%* 1,96E-04**
CFA2114-6A 4,4 10,8 45 56
MLM 2,71E-06** 0,025*

4.8.2. Broj sterilnih klasic¢a po klasu

Ukupno 15 mikrosatelitskih markera je imalo uticaj na fenotipsku varijabilnost
broja sterilnih klasi¢a po klasu tokom 5 ispitivanih godina (Tabela 14). Od ukupnog
broja mikrosatelita samo 5 je bilo u asocijaciji u vise od tri ispitivane godine. Ista 4
markera sa hromozoma 2D koji su pokazali vezu sa brojem klasi¢a po klasu imali su
uticaj 1 na fenotipsku varijabilnost u pojavi sterilnih klasi¢a po klasu. Marker GWM11
smesten na hromozomu 1B je pokazao uticaj tokom 1995., 1997. i 1999. godine
koris¢enjem i MLM modela. Markeri CFD65, CFA2086 i WMCA407 su imali vezu samo
u jednoj ispitivanoj godini. Marker WMC407 je imao najmanji uticaj na fenotipsku

varijabilnost broja sterilnih klasi¢a po klasu u 1996. godini sa samo 3,9%, dok je najveci
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efekat od 26,8 % imao marker WMC167 u toku 1999. godine. Veze markera WMC18 i

WMCI167 sa brojem sterilnih klasi¢a bile su postojane u svim ispitivanim godinama, s

tim da je veéi uticaj (prosetna vrednost u ispitivanim godinama R*= 22,2%) imao

marker WMC167. CFD71 je pokazao stabilnu vezu tokom svih ispitivanih godina, ali

nije utvrdena njena znaCajnost sa MLM metodom. Marker WMC144 smesten na

hromozomu 2D je bio asociran samo sa brojem klasica i sterilnih klasi¢a po klasu, dok

njegova veza sa drugim osobinama nije utvrdena.

Tabela 14. Veze izmedu markera i broja sterilnih klasica po klasu u toku pet

ispitivanih godina na nivou znacajnosti od p<0,05 1 p<0,01

Markeri  Godina 1995 1996 1997 1998 1999
Metoda P R*(%) P R*(%) P R%(%) P R%(%) P R%(%)
GLM 0,036*
CFD65-1A 4,9
MLM
GLM 0,0086** 0,006**
WMC44-1B 8,0 8,6
MLM
GLM 3,87E-06** 2,60E-04** 7,47E-08** 0,009%* 2,19E-08**
GWM11-1B 88 6,2 4.4 10,5
MLM 0,002%* 0,002%* 0,029*
GLM 0,004%* 0,01* 0,023* 4,21E-04** 0,003** 56
WMC216-1D 5,7 47 56 6,1 \
MLM
GLM 0,028* 4,16E-04**
GWM294-2A 6,2 11,5
MLM
GLM 0,005%*
CFA2086-2A 8,9
MLM 0,022*
GLM 0,045*
WMC407-2A 39
MLM
GLM 1,25E-06** 0,003** 0,008** 3,45E-06**
BARC101-2B 88 71 4,7 84
MLM
GLM 9,76E-05** 0,023* 6,12E-04** 0,0013** o7
GWM148-2B 76 64 6,5 ,
MLM
GLM 2,54E-12%* 1,15E-05** 1,02E-04** 9,25E-05** 4,35E-10%*
GWM157-2D 13,6 7,0 77 58 10,8
MLM 7,04E-10%* 0,005** 0,005** 2,47E-06**
GLM 2,21E-06** 3,05E-05** 7,68E-05** 0,007**
WMC144-2D 11,3 97 88 46
MLM 5,55E-06** 3,64E-04** 2,81E-04** 0,021*
GLM 2,30E-25** 4,09E-19** 2,61E-15%* 1,95E-18** 2,39E-30%*
WMC167-2D 25,1 19,2 22,0 18,2 26,8
MLM 1,07E-15** 7,07E-08** 1,55E-05** 4,95E-08** 2,26E-13**
GLM 3,39E-09** 2,88E-13** 5,47E-10%* 3,97E-12%* 3,91E-12%*
WMC18-2D 12,9 15,1 16,6 13,8 14,9
MLM 0,002%* 3,91E-04** 8,19E-04** 0,012% 0,017*
GLM 0,014* 1,03E-04** 0,0038** 0,011* 0,007**
CFD71-4A 67 88 9,2 6,1 6,9
MLM 0,049%
GLM 9,53E-04** 1,89E-04** 2,58E-08** 0,004** 0,001**
CFA2114-6A 65 67 13,8 5,0 6,1
MLM 2,15E-07**
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4.8.3. Broj zrna po klasu

Znacajne asocijacije sa brojem zrna po klasu su identifikovane sa 16 markera
(Tabela 15). Markeri su locirani na razli¢itim hromozomima ali su stabilnost u veéem
broju godina pokazali samo markeri sa linkidz grupe 2. Markeri WMC83, WMC28,
GWM292, WMC170, WMC144 su bili znacajni samo u jednoj ispitivanoj godini.
Marker WMCS83 je jedinstvenu asocijaciju pokazao samo sa ovom osobinom. Broj zrna
po klasu je bio asociran sa 4 SSR markera u pet ispitivanih godina, od ¢ega su 3
markera sa hromozoma 2D pokazala uticaj i na ekspresiju broja klasica i broja sterilnih
klasi¢a po klasu. Marker BARC101 smesSten na istoj hromozomskoj grupi je jedini
stabilan marker sa B genoma. Mikrosatelitski marker GWM294 je pokazao vezu i sa
duzinom klasa i oba adaptabilna svojstva. Vrednosti fenotipske varijabilnosti za broj
zrna po klasu kretale su se od najnize vrednosti od 4,2% (CFA2114 u 1999. godini) do
12,9% (WMC170 u 1995. godini). Prose¢ne vrednosti fenotipske varijabilnosti broja
zrna po Klasu za markere koji su bili stabilni u vise vegetacionih sezona su iznosile od
7,1% (BARC101) do 11,1% (WMC167).
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Tabela 15. Veze izmedu markera i broja zrna po klasu u toku pet ispitivanih godina na

nivou znac¢ajnosti od p<0,05 1 p<0,01

Markeri  20dina 1995 1996 1997 1998 1999
Metoda P R(%) P R*(%) P R(%) P R%(%) P R*(%)
GLM 0,038* 0,011* 0,002%* 0,012* 6,58E-04**
WMC44-1B 11,6 10,5 12,0 10,8 10,2
MLM
GLM 0,015* 0,034*
WMC407-2A 75 43
MLM 0,034*
GLM 0,038* 0,030* 9,17E-04** 0,008** 0,001**
GWM294-2A 10,0 8,2 10,9 98 838
MLM 0,041* 0,015* 0,017* 0,037*
GLM 0,002**
WMC170-2A 12,9
MLM 0,003**
GLM 0,025*
WMC154-2B 54
MLM
GLM 0,018* 0,002%* 7,04E-05** 0,003**
BARC101-2B 73 74 10,0 54
MLM 0,022% 0,008** 3,80E+00**
GLM 0,009%* 1,44E-05** 0,009%* 5,37E-06** 1,86E-07**
GWM157-2D 6,1 89 48 97 86
MLM 0,008** 2,16E+00** 0,023* 1,05E+00%* 4,07E-01**
GLM 0,005%* 0,004** 0,006** 0,001** 1,30E-05**
WMC18-2D 95 78 74 89 9.1
MLM 0,006** 0,011* 0,013* 0,011* 0,005%*
GLM 0,004%* 6,02E-05** 6,73E-04** 2,02E-04** 4,37E-13**
WMC167-2D 9,7 10,5 89 10,2 16,0
MLM 0,005%* 6,25E-01** 0,005** 0,002%* 2,26E-03**
GLM 0,017* 0,006**
WMC144-2D 45 55
MLM 0,032* 0,016* 0,003**
GLM 0,027* 0,009%* 0,010* 0,012*
CFD71-4A 9,6 8,6 89 6,7
MLM 0,038* 0,025*
GLM 0,005%* 8,81E-05**
GWM160-4A 56 84
MLM 0,038* 0,008**
GLM 0,041*
WMC28-5B 45
MLM
GLM 0,015*
GWM292-5D 6,7
MLM
GLM 0,005%* 0,038*
CFA2114-6A 6,8 42
MLM 0,020*
GLM 0,009%*
WMC83-7A 52
MLM

4.8.4. Duzina klasa

Ukupno 54 veze sa duzinom klasa je identifikovano primenom GLM modela, ali
je relativno mali broj asocijacija bio postojan/stabilan tokom godina (Tabela 16). Od
ukupno 19 markera, ¢etiri su identifikovana u vezi sa duzinom klasa u vise ispitivanih
godina. Dva hromozomska regiona duz 2A (CFA2086 i GWM294) hromozoma i po
jedan na 2D (GWM157) i 6A (WMC333) hromozomu su odgovorna za ekspresiju
duzine klasa u ispitivanim uslovima spoljasnje sredine. Jedinstvena veza marker-

svojstvo je detektovana na 6A hromozomu. Marker na hromozomu 2A (CFA2086) je
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bio znacajan u svim ispitivanim godinama i pokazao je najveci uticaj na varijabilnost

duzine klasa sa prosetnom vrednoséu od 14,6%. Marker PSP3200 je pokazao

jedinstvenu vezu sa duzinom klasa u toku jedne godine.

Tabela 16. Veze izmedu markera i duZine klasa u toku pet ispitivanih godina na nivou

znacajnosti od p<0,05 1 p<0,01

Markeri  Godina 1996 1997 1998 1999
Metoda P R*(%) P R*(%) P R%(%) P R%(%) P R*(%)
CFD65-1A GLM 0,049 54 0,043 50 0,008 70
= M LM i h ’
GLM 0,042%
GWM11-1B 55
MLM
GLM 0,002%* 0,02* 0,031* 0,001**
WMC44-1B 13,6 10,3 11,0 13,8
MLM 0,011* 0,007**
GLM 0,008** 0,02* 4,08E-04**
GWM294-2A 10,7 89 13,4
MLM 0,016* 0,014* 0,001**
GLM 0,004** 7,40E-07** 0,001** 8,43E-04** 0,007**
CFA2086-2A 133 19,7 12,8 14,9 12,6
MLM 0,022% 0,002%* 0,016* 0,029* 0,045*
GLM 0,005%* 0,02* 0,004**
WMC407-2A 76 59 8,0
MLM 0,017*
GLM 0,041* 0,002%* 0,046*
WMC170-2A 8,9 12,2 88
MLM 0,010*
WMC154-2B GLM 0.041% 71 o0t 75 0038 71
i M LM il ’ )
GLM 0,040% 0,013*
GWM148-2B 6.8 7,0
MLM 0,025*
GLM 0,002%* 0,001%* 0,001** 2,55E-05**
GWM157-2D 71 72 6,6 98
MLM 0,027* 0,034* 0,011* 0,003**
GLM 0,011* 0,006**
WMC144-2D 5,0 57
MLM 0,018* 0,005**
GLM 0,014* 0,01* 0,008** 2,41E-04**
WMC167-2D 77 71 84 10,9
MLM 0,016* 0,001**
GLM 0,025*
WMC18-2D 73
MLM
GLM 0,028*
CFD71-4A 88
MLM
GLM 0,002%* 1,76E-04** 6,57E-04** 8,94E-04** 1,12E-04**
GWM219-6B 9,7 11,5 96 10,6 11,9
MLM
GLM 0,01* 0,012% 0,001**
WMC333-6A 40 4.4 58
MLM 0,012* 0,030* 0,004**
GLM 0,006** 0,008** 0,048*
CFA2114-6A 6,9 75 58
MLM 0,034*
GLM 0,000%*
PSP3200-6D 6,4
MLM 0,021*
GLM 0,024* 0,02* 0,015*
WMC166-7B 28 27 31
MLM

64



4.8.5. Duzina vrsne internodije

Duzina vr$ne internodije je osobina koja je belezena tokom tri vegetacione

sezone, stoga su asocijacije u toku dve sezone razmatrane kao stabilne asocijacije

(Tabela 17). Dva QTL za duzinu vrs$ne internodije su detektovana na hromozomu 2A.

Prema Somersovoj mapi (2004) marker CFA2086 je smesten na oko 133,4 cM dugog

kraka hromozoma 2A, dok je marker GWM294 smesten na poloZaju 52,9 ¢cM na istom

hromozomu. Oba markera su asocirana u dve godine, s tim da je marker GWM294

pokazao veci uticaj na varijabilnost duZine vrs$ne internodije sa vrednos¢u od 12,9%.

Tabela 17. Veze izmedu markera i duZine vrSne internodije u toku pet ispitivanih

godina na nivou znacajnosti od p<0,05 1 p<0,01

Godina

Markeri

1997

1998

1999

Metoda

P

R'(%)

P

R'(%)

)

R*(%)

GLM

CFA2086-2A MLM

0,006**
0,008**

11,8

0,022**
0,03*

10,4

GLM

GWM294-2A MLM

0,001**
0,017*

3,48E-05**
0,003**

11,8

GLM

WMC170-2A MLM

0,041*

GLM

WMC154-2B MLM

0,017*

72

GLM

GWM181-3B MLM

0,029*

GLM

GWM160-4A MLM

0,041*

43

GLM

GWM271-5B MLM

0,004**
0,019*

50

GLM

GWM292-5D MLM

0,006**
0,017*

7,6

GLM

CFA2114-6A MLM

0,049*

GLM

GWM219-6B MLM

GLM

WMC166-7B MLM

0,04*
0,047*

4.8.6. Masa klasa i masa zrna po klasu

Masa klasa i masa zrna po klasu su osobine koje su pokazale vezu sa ispitivanim

mikrosatelitskim markerima u jednoj ili u dve godine primenom oba modela. Veza
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markera GWM294 i mase klasa je bila znacajna u 4 godine primenom GLM metode ali

su asocijacije primenom MLM modela potvrdene samo za dve godine (Tabela 18).

Markeri WMC28 i WMC167 su pokazali identi¢ne odnose GLM i MLM asocijacija.

Tabela 18. Veze izmedu markera i mase klasa u toku pet ispitivanih godina na nivou

znacajnosti od p<0,05 1 p<0,01

Markeri  Godina 1995 1996 1997 1998 1999
Metoda P R*(%) P R*(%) P R%(%) P R%(%) P R*(%)
GLM 0,006%*
GWM11-1B 59
MLM 0,032*
GLM 0,044* 0,012*
WMC44-1B 91 11,6
MLM
WMC170-2A GLM o014 10,6 0.020% 86
MM o0a ' '
GLM 0,020% 0,010% 2,21E-04** 4,20E-05**
GWM294-2A 10,3 96 12,0 14,6
MLM 0,005%* 3 4TE-04**
GLM 0,012% 0,004%*
BARC101-2B 62 78
MLM 0,038* 0,011*
GLM 0,022* 1,18E-04**
WMC154-2B 71 98
MLM 0,04* 7,10E-04**
GWM157-2D GLm 0,003 59 0,013 52
MLM 0,04* ' 0,041* '
GLM 0,021* 0,011* 0,004%* 0,004%*
WMC167-2D 78 74 86 73
MLM 0,048* 0,04*
GLM 0,030*
GWM181-3B 12,0
MLM
GLM 0,039*
CFD71-4A 77
MLM
GLM 0,045*
GWM368-4B 79
MLM
WMC28.55 GLM 0,006** . 0,003** 64 0,043* 50 0,003** 59
] MLM ' ' " o002 '
GLM 0,033*
CFA2114-6A 57
MLM
GLM 0,032*
GWM219-6B 65
MLM
GLM 0,004%*
CFA2257-7A 54
MLM 0,005%*
GLM 0,037* 0,011*
WMC166-7B 26 27
MLM

Od 14 mikrosatelita za koje je utvdena veza sa masom zrna po klasu, sedam
markera je bilo identifikovano samo u jednoj godini istrazivanja (Tabela 19). Tri
markera (GWM294, WMC170 i WMC28) su imala znaajne veze u tri vegetacione
sezone koris¢enjem GLM metode. Znacajne veze nisu potvrdene u vise od 3 godine

MLM pristupom.
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Tabela 19. Veze izmedu markera i mase zrna po klasu u toku pet ispitivanih godina na

nivou znac¢ajnosti od p<0,05 1 p<0,01

Markeri  20dina__ 1995 1996 1997 1998 1999
Metoda P R(%) P R(%) P R(%) P R(%) P R(%)
GLM 0,031*
wmeas1e 11,0
GLM 0,029% 0,029%
WMCdoT2A 0030 57 005 56
GLM 0,011* 2,91E-04** 2,45E-05**
GWM294-2A 97 12,3 15,7
MLM 0,005%* 2,38E-04**
GLM 0,006** 0,050* 0,033*
wmMcizo2A 0071 12,2 8.2 85
GLM 0,047*
BARCIOL-2B 6,0
GLM 0,034* 8,11E-04**
wMC1s428 6.8 0002+ 93
GLM 0,008**
GWMIST-2D 53
GWM181-3B GLM 0009 13,7
MLM
GLM 0,010%*
GWM3EE-4B 94
GLM 0,007** 0,004** 0,005%*
WMC2858 0017 73 64 6,1
GLM 0,041*
CFA2114-6A MLM 56
GLM 1,13E-04** 0,016*
GWM219-68 0001+ 133 0012 73
CFA2257-7A GLM oom 51
MLM 0,013*
GLM 0,009%*
WMC16678 ) 0032 30

4.8.7. Indeks klasa

Ukupno 21 mikrosatelitski marker je bio u asocijaciji sa indeksom klasa (Tabela
20). Veze nisu bile postojane u ve¢em broju ispitivanih godina. Samo marker GWM294
je imao vezu u svih pet godina primenom GLM modela ali je znacajnost primenom
MLM pristupa utvrdena samo u jednoj godini. Mikrosateliti GWM11l, WMC44,
WMC216, GWM148, WMC144, GWM181, GWM368, GWM292, WMC333, GWM219,
CFA2257, WMC166 su asocirani sa indeksom klasa u jednoj ispitivanoj godini. Oba
modela su pokazala znacCajnost i stabilnost u tri godine samo izmedu markera CFA2086

i indeksa klasa.
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Tabela 20. Veze izmedu markera i indeksa klasa u toku pet ispitivanih godina na nivou

znacajnosti od p<0,05 1 p<0,01

Markeri  Godina 1995 1997 1998 1999
Metoda P R*(%) P R(%) P R%(%) P RY(%)
GLM 0,041* 0,006**
CFD65-1A 6.1 63
MLM 0,016*
GLM 0,021*
GWM11-1B 67
MLM
GLM 0,041*
WMC44-1B 11,4
MLM
GLM 0,014*
WMC216-1D 74
MLM 0,023*
GLM 0,026* 8,09E-09** 0,004%*
WMC407-2A 70 17,9 69
MLM 1,77E-06%* 0,010%*
CFA2086-2A GLM 0,003 SAZE 08 16,4
MLM 0,029* 0,004%* '
GLM 0,039* 1,43E-04** 0,002%* 0,004**
GWM294-2A X 15,3 12,7 98
MLM 0,046*
GLM 0,039*
GWM148-2B 73
MLM
GLM 0,008** 0,016*
WMC154-2B 94 70
MLM
GLM 0,021*
WMC144-2D 47
MLM 0,020*
GWM157-2D GLm o7 54 0038 35
’ MLM 0,027 ' '
WMC18-2D GLm 0.024% 79 0,01 85 003t 6.1
) MLM "~ 0022* ' '
GLM 0,004%*
GWM181-3B 17,2
MLM
GLM 0,035* 0,026* 0,025*
CFD71-4A 9.2 95 76
MLM
GLM 0,018*
GWM368-4B 10,3
MLM
GLM 0,046* 0,017*
GWM271-58 41 49
MLM 0,050*
GWM292-5D GLM LIEM s
A MLM '
GLM 0,010%
WMC333-6A 48
MLM 0,035*
GLM 0,015*
GWM219-6B 7,0
MLM
GLM 0,049%
CFA2257-7A 50
MLM
C166 GLm 0.036% 2
WMC166-7B 7
MLM
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4.8.8. Vreme klasanja i cvetanja

Vreme klasanja je pokazalo vezu sa 15 ispitivanih markera dok je vreme
cvetanja bilo u asocijaciji sa 14 SSR markera (Tabela 21 i Tabela 22). Markeri
GWM271 i GWM292 su pokazali vezu samo sa vremenom klasanja u jednoj odnosno
dve godine istrazivanja, a marker WMC333 sa hromozoma 1A je bio u vezi sa
vremenom cvetanja takode u jednoj ispitivanoj godini. Najve¢i broj znacajnih
asocijacija u vise od tri godine uocen je za ove dve osobine. Od ukupnog broja, 6
zajednickih markera su bili vezani sa osobinama adaptabilnosti u viSe od tri ispitivane
godine. Markeri WMC44 (1B), WMC407 (2A) i WMC28 (5B) su pokazali vezu sa oba
svojstva i karakteristicni su samo za njih. Marker CFA2086 je asociran i sa indeksom
klasa 1 nalazi se na hromozomu 2A, a uticaj na fenotipsku varijabilnost vremena
klasanja ovaj marker je imao tokom svih godina osim 1996. godine, dok je za vreme
cvetanja izuzetak bila 1999. godina. Dve stabilne asocijacije su uo¢ene i sa markerima
GWM294 i WMCI167 sa linkidz grupe 2, na genomima A i D. Najmanja prose¢na
vrednost R? tokom 5 ispitivanih godina za vezu cvetanja i markera WMC167 iznosila je
7,3%, dok je za klasanje iznosila 7,1%. Najve¢a R? vrednost (14,7%) je uo&ena izmedu
WMC44 i cvetanja, a za vreme klasanja je ovaj marker imao uticaj na fenotipsku
varijabilnost od 16,2%.
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Tabela 21. Veze izmedu markera i vremena klasanja u toku pet ispitivanih godina na

nivou znacéajnosti od p<0,05 1 p<0,01

Markeri 20dina__ 1995 1996 1997 1998 1999
Metoda P R*(%) P R¥(%) P R¥(%) P R¥(%) P R¥(%)
GLM 0,014* 0,009%* 0,001**
GWM11-1B 54 54 6,9
MLM
GLM 1,81E-06** 1,38E-06** 2,16E-07** 5,00E-06** 5,02E-09**
WMC44-1B 15,8 15,0 17,3 14,4 18,8
MLM 0,008** 0,001%* 0,002%* 0,003** 2,96E-06**
GLM 2,91E-04** 6,44E-04%* 9,93E-05** 5,05E-05** 0,002**
GWM294-2A 13 10,1 12,2 11,7 10,0
MLM 0,004%* 0,016* 0,007%* 0,003** 0,037*
GLM 4,48E-06** 0,007** 1,45E-06** 8,43E-06** 1,45E-04%*
WMC407-2A 10,6 58 11,4 97 86
MLM 0,030* 0,006** 0,024*
GLM 0,001%* 0,045* 0,003** 8,62E-04** 2,79E-04**
CFA2086-2A 11,9 84 11,5 11,6 13,0
MLM 0,021* 0,030* 0,014* 0,012*
GLM 0,045* 0,017*
WMC144-2D 30 36
MLM
GLM 0,005** 0,008** 0,003** 0,021* 0,002%*
WMC167-2D 72 65 79 59 8
MLM 0,005%* 0,028* 0,016* 0,028* 0,001%*
GLM 0,004** 1,87E-05** 0,003** 0,004%* 0,002%*
WMC18-2D 7,4 10,0 78 7.0 77
MLM 0,022+
GLM 0,027*
GWM181-3B 11,8
MLM
GLM 0,025*
GWM271-5B 34
MLM
GLM 7,14E-05** 7,48E-04** 9,08E-05** 1,28E-05** 9,04E-05**
WMC28-5B , 65 83 87 81
MLM 0,035% 0,016* 0,005%* 0,038*
GLM 0,044 0,048*
GWM292-5D 53 56
MLM
GLM 0,009%* 0,02*
WMC333-6A 38 31
MLM
GLM 0,045*
GWM219-6B 59
MLM
GLM 0,041* 0,028* 0,031*
WMC166-78 |\ 1 2,0 21 21
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Tabela 22. Veze izmedu markera i vremena cvetanja u toku pet ispitivanih godina na

nivou znac¢ajnosti od p<0,05 1 p<0,01

Markeri  Godina 1995 1996 1997 1998 1999
Metoda P R*(%) P R*(%) P R(%) P R%(%) P R*(%)
GLM 0,046*
WMC333-1A 14
MLM
GLM 2,65E-05** 9,14E-07** 9,89E-07** 9,90E-06** 4,08E-07**
WMC44-1B 14,6 14,5 15,1 133 15,9
MLM 0,038* 0,008** 0,007** 0,015* 0,001**
GLM 0,016* 0,026* 0,010%* 0,005**
GWM11-1B 55 47 51 58
MLM
GLM 1,27E-06** 1,31E-05** 1,06E-06** 3,35E-07** 1,13E-04**
WMC407-2A 11,6 9,0 10,6 10,7 84
MLM 0,013* 0,006** 0,005%* 0,005**
GLM 4,39E-04** 0,018* 0,007** 0,004%* 1,10E-04**
GWM294-2A 11,3 74 85 85 11,4
MLM 0,007** 0,040% 0,033* 0,021*
GLM 0,002** 0,003** 9,13E-04** 5,98E-04** 0,022%
CFA2086-2A 11,9 10,2 11,4 11,3 9.2
MLM 0,027* 0,030% 0,010%* 0,024*
GLM 0,011* 0,004**
WMC144-2D 35 43
MLM 0,009%* 0,000%*
GLM 0,006** 7,01E-04** 1,67E-04** 0,01* 0,004**
WMC167-2D 73 76 838 6,0 71
MLM 0,005** 0,005%* 0,002%* 0,031* 0,002%*
GLM 0,001%* 4,56E-06** 5,86E-05** 2,09E-04** 0,011*
WMC18-2D 84 10,2 94 83 64
MLM 0,027* 0,041*
GLM 0,012* 0,046*
GWM181-3B 11,6 99
MLM
GLM 4,65E-05** 3,67E-04** 5,21E-04** 2,85E-05** 2,57E-04**
WMC28-5B 8,7 65 6,7 79 7.2
MLM 0,026* 0,007%* 0,040*
GLM 0,009%* 0,039*
WMC333-6A 39 28
MLM
GLM 0,030%
GWM219-6B 64
MLM
GLM 0,025* 0,017* 0,015*
WMC166-7B 2,4 2.2 23
MLM

4.9. Markeri i fenotipski efekti alela

Od 30 analiziranih mikrosatelitskih lokusa, 12 je pokazalo stabilnu vezu sa osam
od deset ispitivanih osobina (Tabela 23). Ovi markeri su pozicionirani ha 6 hromozoma:
1B, 2A, 2B 2D, 5B i 6A i detektovali su ukupno 33 QTL. Masa klasa i masa zrna po
klasu nisu pokazale stabilne veze sa odabranim markerima, odnosno nisu pokazale
stabilne asocijacije u ve¢em broju godina. Maksimalna prose¢na vrednost fenotipske
varijabilnosti (R?=40,7) je utvrdena izmedu broja klasi¢a po klasu i markera WMC144,
dok je najmanja iznosila R*=4,7 izmedu WMC333 i duzine klasa. Detektovan je samo

jedan QTL za indeks klasa, a 6 QTL je detektovano za obe adaptivne osobine.
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Fenotipski efekti favorizovanih alela svakog mikrosatelita koji je pokazao
stabilnu vezu sa ispitivanim osobinama u viSe od tri ispitivane godine prikazani su u
Tabeli 24. Za vreme cvetanja detektovano je 8 pozeljnih alela, a maksimalni efekat je
imao alel u lokusu Xgwm?294 koji je uticao na skra¢enje vremena cvetanja za 2,63 dana.
Najveci pozitivan efekat je uocen za broj klasic¢a po klasu koji je uticao na povecanje od
22,3 klasi¢a, izazvan prisustvom alela veli¢ine 157bp u lokusu Xwmcl44. Znacajno
visok efekat utvrden je i kod broja zrna po klasu gde je marker WMC167 imao efekat na
povecanje broja zrna od 16,32 usled prisustva alela veli¢ine 149 bp. Aleli u okviru
Xwmcl67 (185bp) lokusa koji su pokazivali znacajan efekat na smanjenje vremena

klasanja i cvetanja su zastupljeni u genotipovima sa izuzetno visokom frekvencijom.
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Tabela 23. Prikazane su znacajne veze markera i svojstava u vise od tri ispitivane godine detektovane sa oba modela sa nazna¢enim brojem

godina u kojima su detektovane i r? vrednosti koje oznadavaju prosecnu vrednost fenotipske varijabilnosti u zna¢ajnim godinama
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Svojstvo/marker GWM11 (1B) WMC44 (1B) GWM29%4 (2AL) CFA2086 (2A) WMC407 (2A) BARC101 (2BL) GWM157 (2DL) WMC144 (2DS) WMC18 (2D) WMC167 (2DL) WMC28 (5B) WMC333 (6A)
Broj Klasiéa po klasu 5(r*=12,2) 3(r*=40,7) 5(r’=13,7) 5 (r?=26,6)

Broj sterilnih klasica poklasu 3 (r’=10,7) 4(r*=9,7) 4(r’=8,6) 5 (r’=14,6) 5 (r’=22,5)

Broj zma po klasu 4(*=9.8) 3(r*=8,2) 5(r*=7.6) 5 (r*=8,5) 5 (r’=11)

Indeks klasa 3(r’=14,3)

DuZina vrine internodije 3(r’=12) 2 (r*=11,1)

Duzina klasa 3(r’=11) 5 (r’=14,6) 4(r*=17,6) 3(r’=4,7)
Klasanje 5(?=16,3)  5(r*=13,5) 4(r’=12) 3(r’=10,6) 5(r’=7,1) 4(r*=8,3)

Cvetanje 5(=147)  4(r*=9,6) 4(r’=11,2) 4(r’=10,5) 5(r’=7,4) 3(r’=7,9)




Tabela 24. Asocirani markeri sa favorizovanim alelima i njihovim fenotipskim efektima na pojedine osobine, broj genotipova sa pozeljnim

alelima i odabrana tri reprezentativna genotipa koja imaju pozeljni alel

<t
N~

Genotipovi sa

Osobina Lokus Hromozom P(();i\;i)ja Favoriz%\;an alel(i) R3(%) frel;\lleell;cija ':Zf:tp(zlj Godine u k;)i'ior:i?:;ijj(eietektovane favorizovanim Reprezentativni genotipovi
alelom
Xwmcl167 2DL 97,1 153 26,6 2,99 14,3 1995,1996,1997,1998,1999 8 ZG 1020 A, ZG 1008, ZG 8065
Xwmc18 2D 45,8* nulti 13,7 6,34 8,56 1995,1996,1997,1998,1999 18 SST 101/A, NS 10/94, NSA 89-5126
Broj Klasi¢a po klasu Xgwm157 2DL 73,1 107 12,2 6,74 1,97 1995,1996,1997,1998,1999 17 ZG K 146/82, ZG 8065, ZG 1020 A
Xwmc144 2DS 67,1 157 40,7 - - - - -
Xwmcl167 2DL 97,1 177 22,5 10,92 -9,4 1995,1996,1997,1998,1999 31 Norin 50, Huequen, NS 3/90
Xgwm1l 1B 57 194 10,7 8,10 -0,88 1995,1997,1999 23 NS 51-11, Resistente, Szegedi 765
Broj st. klasi¢a po klasu Xwmc18 2D 45,8* 240 14,6 6,34 -0,4 1995,1996,1997,1998,1999 18 Resistente, NS 10/94, No4
Xgwm157 2DL 731 101 9,7 532 -1,16 1995, 1996,1997,1999 15 Banks, Huequen, Condor
Xwmc144 2DS 67,1 137 8,6 2,96 -0,82 1995,1996,1998,1999 8 NS 3/90, Sap "S"-Mon"S", Chinofuz
Xwmcl67 2DL 97,1 149 11 1,06 16,32 1995,1996,1997,1998,1999 3 ZG K T 178/82,NS 7/94, ZG K T 171/1/82
Xbarc101 2BS 75,5 120 8.2 757 1,88 1995,1997,1998 21 ZG 1020 A, ZG 8065, ZG 990
Broj zrna po klasu Xgwm294 2AL 74 111 98 2,11 871 1995,1997,1998,1999 6 NS 62-20 (S.Cerros M), NS 62-21 (S.Cerros M), Sundown
Xwmc18 2D 45,8* nulti 85 6,34 431 1995,1996,1997,1998,1999 18 ZG 1020 A, ZG 8065, ZG 990
Xgwm157 2DL 731 7 7,6 1,06 181 1995,1996,1997,1998,1999 3 ZG K 172/82, ZG K T 171/1/82, NS 55-32
Indeks klasa Xcfa2086 2A 133,4* 211 14,3 141 0,02 1995,1996,1997 4 Hang Chou, Kratka, Bana¢anka
Xgwm294 2AL 74 75 12 1,06 -13 1997,1999 3 UC 66206, UC 64246, UC 66052
DuZina vrine internodije
Xcfa2086 2A 133,4* 211 11,1 141 -2.56 1998,1999 4 Hang Chou, Kratka, Bana¢anka
Xgwm294 2AL 74 95 11 6,51 141 1995,1997,1998 17 L-160/89, L-154/89, Sentry
Xcfa2086 2A 133,4* 249 14,6 2,46 1,46 1995,1996,1997,1998,1999 7 ZG K 176/82, ZG K 77/82, NS 7/94
DuZina klasa Xgwm157 2DL 731 107 76 6,74 04 1995,1996,1997,1998 17 ZG K 171/1/82, ZG K 77/82, L-160/89
Xwmc333 6A 181 47 2,83 153 1997,1998,1999 8 Tr. spelta var. duhamelianum,Partizanka, NS 625
Xwmc44 1B 92 266 16,3 4,23 -2,97 1995,1996,1997,1998,1999 12 INTRO 7, Noe, Lr22
Xgwm294 2AL 74 79 135 141 -3,34 1995,1996,1997,1998,1999 4 Hang Chou, Arg.80/5216, Condor
Xcfa2086 2A 133,4* 253 12 493 -2,86 1995,1997,1998,1999 14 Sap "'S"'- Mon"'S", Olesen Dwarf, S.174/72
Vreme klasanja
Xwmc407 2A 77 121 10,6 2,46 -2,81 1995,1997,1998 7 Fisherect 4A, NS 30/95, S 13
Xwmc167 2DL 97,1 185 71 65 -2 1995,1996,1997,1998,1999 180 Peking 1-38, Sap *'S*'-Mon"'S"", Hang Chou
Xwmc28 5B 1394 197 83 845 -1,71 1995,1997,1998,1999 24 Sap "'S"'- Mon"'S", Fisherect 4A, Noe
Xwmc44 1B 92 266 14,7 423 -2,47 1995,1996,1997,1998,1999 12 INTRO 7, Noe, Lr22
Xgwm294 2AL 74 79i101 9,6 141;2,11 -2,52; -2,63 1995,1996,1998,1999 4,6 Hang Chou, Arg.80/5216, Condor;NS 736, NS 603, NS 51-11
. Xcfa2086 2A 133,4* 253 11,2 4,93 -2,06 1995,1996,1997,1998 14 Sap "'S"'-Mon*'S", Olesen Dwarf, S.174/72
Vreme cvetanja
Xwmc407 2A 77 121 10,5 2,46 -2,34 1995,1996,1997,1998 7 Fisherect 4 A, NS 30/95, S 13
Xwmc167 2DL 97,1 185 74 65 -2,07 1995,1996,1997,1998,1999 180 Peking 1-38, Sap *'S*'-Mon*"'S"", Hang Chou
Xwmc28 5B 1394 1971201 79 8,45; 3,87 -1,68; -2,14  1995,1998,1999 24;11 Sap "'S"'-Mon*"'S", Fisherect 4 A, Lerma Rojo; Norin 61, NS 603, NS 51-11

Somers i sar. (2004) A high-density wheat microsatellite consensus map for bread wheat (Triticum aestivum L.). Theoretical and Applied Genetics. 109:1105-1114.

*https://www.shigen.nig.ac.jp/wheat/komugi/genes/markerDetail Action.do?markerld=1113



5. DISKUSIJA

75



5.1. Geneticki diverzitet

Jedan od vaznih uslova u pocetnim fazama oplemenjivanja pSenice je prisustvo
odredenog stepena varijabilnosti u oplemenjivackom materijalu. Geneticki diverzitet
roditeljskih komponenti je najznacajniji faktor kako bi se tokom oplemenjivackog
procesa stvorila zeljena i superiorna potomstva (Kobiljski i sar., 2002). Fenotipska
varijabilnost koja je utvrdena za pojedina ispitivana svojstva psenice ukazala je na dobar
preliminarni izbor pocetnog materijala. Da bi se potvrdilo prisustvo diverziteta i na
molekularnom nivou pristupilo se analizi mikrosatelitskih lokusa na odabranom setu
genotipova. Otkriven je ukupan broj od 349 alelnih varijanti u svih 30 ispitivanih
lokusa, kao i proseéan broj od 11,5 alela po lokusu, koji su predstavljali prve
pokazatelje znacajnih geneti¢kih varijacija akumuliranih u materijalu. Pored toga, u
dvadeset lokusa je detektovano prisustvo vise od 10 alelnih varijanti. Znatno manji broj
4,8 alela po lokusu utvrdili su Breseghello i Sorrels (2006) ispitujuc¢i americke elitne
sorte pSenice. Nesto vece vrednosti utvrdili su Plaschke i sar. (1995) sa detektovana 5,2
alela po lokusu analizom elitnih genotipova hlebne psenice, dok su Stachel i sar. (2000)
na slicnom materijalu detektovali 6,2 alela po lokusu primenom 42 SSR markera. Chen
1 sar. (2012) su takode zabelezili relativno mali broj 5,05 alela po lokusu. Moze se
pretpostaviti da su relativno male vrednosti rezultat ispitivanja znatno manjeg broja
genotipova ili analize elitnog oplemenjivatkog materijala, kao i koriS¢enja sistema za
detekciju koji ima slabiju mo¢ rezolucije. Sa druge strane, ispitujuci znatno vecéi broj
genotipova (502) Roeder i sar. (2002) su utvrdili 10,5 alela po lokusu, $to ukazuje na
znacajan diverzitet prisutan u evropskim sortama. U vecini istrazivanja, koja su bazirana
isklju¢ivo na materijalu poreklom iz odredene zemlje ili specificnog regiona, Uocava se
smanjenje genetickog diverziteta. Tako su ispitivanja na ameri¢kim tvrdim i mekim
sortama pSenice, utvrdila 7,2 alela po lokusu (Zhang i sar., 2010) iako je analizirano ¢ak
205 genotipova. Medutim, rezultati dobijeni od strane Roussel i sar. (2004), iako su
bazirani na genotipovima iz Francuske ukazuju na izuzetno znacajan prosecan broj alela
po lokusu (14,5) i znacajnu PIC vrednost od 0,66. Ovaj rezultat je nastao ispitivanjem
velikog broja (559) genotipova primenom 42 SSR markera. Sli¢ne rezultate sa izuzetno

znacajnim genetickim diverzitetom identifikovani su i od strane Huang i sar. (2002) na
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kolekciji od 998 sorti sa 18,1 alelom po lokusu i prose¢nim genetickim diverzitetom od
0,77 u 26 mikrosatelitskih lokusa. Takode, znacajan diverzitet detektovao je Balfourier
(2007) sa prosekom od 23,9 alela po lokusu primenom 38 SSR markera. lako je
koris¢en relativno mali broj markera u navedenim istrazivanjima, broj genotipova i
njihova raznovrsnost su doprineli utvrdivanju znacajne varijabilnosti na molekularnom
nivou. Sa druge strane, Landjeva i sar. (2014) su na svega 52 genotipa uocili 10,5 alela
po lokusu primenom samo 24 markera. U radu su koris¢eni genotipova koji su pripadali
lokalnim populacijama i divljim srodnicima pSenice, te je i ocekivan veéi stepen
diverziteta u odnosu na oplemenjivacki materijal. Takode su detektovane i visoke
vrednosti prose¢ne heterozigotnosti od 41% u radu Landjeve 1 sar. (2014), dok je u
ovom radu ona iznosila samo 2%. Ovi rezulati su o¢ekivani S obzirom na to da su u
nasem materijalu dominirale sorte i elitne linije, a samim tim i mali procenat prisutnih
heterozigota. Priblizno ovim vrednostima ustanovljena je prosec¢na heterozigotnost od
9,1% u radu Al Khanjari i sar. (2007).

U radovima koji su koristili materijal iz iste geneticke kolekcije koja je
koriS¢ena u ovoj studiji, utvrden je znatno manji broj 7,96 alela po lokusu (Kobiljski i
sar. 2002; Dodig i sar., 2012). Jedan od razloga jeste analiza samo 96 genotipova iz ove
kolekcije kao i razli¢iti set odabranih markera. Priblizno sli¢ne rezultate dobijene U 0vOj
studiji dobili su Guo i sar. (2011) sa 11,7 alela po lokusu primenom 69 mikrosatelita i
analizom 99 genotipova iz Kine.

Dobijena prosetna vrednost genetickog diverziteta u ovom radu imala je
vrednost od 0,722 i bila je veca ili slicna rezultatima u gore navedenim radovima
(kretala se od 0,54 do 0,77), $to je potvrdilo ¢injenicu o prisustvu znaéajne varijabilnosti
materijala.

Srednja PIC vrednost dobijena u ovom radu (0,68) bila je sli¢na kao u radu Hao i
sar. (2011), a iznosila je 0,65 koji su analizirali sli¢an broj genotipova (250) hlebne
pSenice. U vecini lokusa je detektovan veci broj alela (vise od 10) u sprovedenoj studiji.
Razlike koje postoje u broju alela kod razli¢itih lokusa mogu se objasniti razli¢itom
stopom mutacija zastupljenih u pojedina¢nim lokusima. S obzirom da je selekcija i
oplemenjivanje realizovano u razli¢itim agro-ekoloskim uslovima ovako visoka alelna

varijabilnost oslikava i raznovrsnost spoljasnje sredine (Landjeva i sar., 2014).
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Pojava nultih alela je Cesta kod pSenice $to je potvrdeno u radu prisustvom nultih
alela u 21 lokusu. Ona je posledica delecija u odredenim mikrosatelitskim lokusima ili
mutacijama (indel ili substitucijama) na mestu vezivanja prajmera (Gupta i Varshney,
2000).

5.1.1. Geneticki diverzitet U pojedinacnim genomima

Od 30 SSR markera, najveci broj (12) je pripadao genomu A, zatim genomu B
(11) 1 genomu D (7). Iako je najveci broj alela detektovan na A genomu, prose¢no
najveéi broj alela po lokusu je uoc¢en u okviru B genoma (12,9). U literaturi se mogu
naci razli¢iti podaci za detektovan prosecan broj alela po lokusu u pojedinim genomima,
s tim da je najces¢i odnos B>A>D koji se podudara sa utvrdenim u ovom radu. Tako su
i nedavno Nielsen i sar. (2014) utvrdili znatno veci proseCan broj alela u okviru B
genoma, u odnosu na A i D genome. Takode, veca polimorfnost B genoma u odnosu na
preostale genome utvrdena je i u ranijim istrazivanjima (Roeder i sar.,1998; Khlestkina i
sar., 2004). Medutim, potpuno drugacija slika je dobijena u rezultatima Peng i sar.
(2009) koji su utvrdili slede¢i odnos A>D>B po genomima sa neo¢ekivano malom
polimorfnos¢u B genoma.

Kada se razmatraju PIC vrednosti u sprovedenom istrazivanju, one su se kretale
od 0,57 u D genomu do 0,74 u B genomu. Sli¢ne prose¢ne PIC vrednosti od 0,75 i
odnos po genomima od 0,36 (D) do 0,88 (B) detektovali su Wang i sar. (2013). Takode,
su i rezultati Huang i sar. (2002) uporedivi sa rezultatima u sprovedenom radu Kkoji su
analizirali geneticki diverzitet na 998 genotipova psenice. Literaturni podaci nesumnjivo
govore 0 najvecoj polimorfnosti prisutnoj u B genomu, koja se pripusuje procesu
domestikacije. Ta¢nije, heksaploidna pSenica je najveCi deo genetiCkog diverziteta
preuzela od svojih tetraploidnih predaka za razliku od vrste Aegilops tauschii (donor D
genoma), sto je dovelo do veceg broja efektivnih rekombinacija unutar A i B genoma.
Ova ¢injenica je potvrdena u sprovedenom radu sa najmanjom PIC vrednosti genoma D
unutar heksaploidnog genoma. Nesto drugaciji odnos izmedu genoma dobili su Roussel
I sar. (2004) analizom francuskih sorti, gde je na osnovu PIC vrednosti i genetickog
diverziteta dobijen odnos B>D>A, §to se pripisuje Specificnom odabiru molekularnih

markera. Shodno tome D genom je imao manju polimorfnost u pogledu vecine
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parametara koji su pokazatelji diveriziteta. Ovo je u potpunoj saglasnosti sa o¢ekivanim
i dobijenim rezultatima.

Dobijene vrednosti ukazuju na izuzetno znacajnu genetiCku varijabilnost bez
obzira $to je primenjen relativno mali broj mikrosatelita. Time je potvrdena ne samo
reprezentativnost materijala odabranog na osnovu fenotipske varijabilnosti nego i

pozeljan izbor polimorfnih mikrosatelita za dalju analizu.

5.2. Struktura populacije

Pored utvrdivanja genetickog diverziteta i odredivanje strukture populacije je
vazan faktor tokom molekularnog oplemenjivackog procesa. Struktura populacije je
posledica niza faktora, pre svega nastala kroz dugogodi$nju aktivnost Samih
oplemenjivaca, kao i brojnih faktora spoljaSnje sredine. Ona ima snazan uticaj na
gametsku neravnotezu, a samim tim i na asocijativnu analizu. Odgovarajuca struktura
populacije sprecava ili smanjuje greske tipa I 1 tipa II i time je omoguéeno
identifikovanje pravih veza izmedu molekularnih markera i osobina. U sprovedenom
istraZivanju na osnovu algoritma modela, genotipovi su klasifikovani u 6 subpopulacija.
Medutim, Evanno i sar. (2005) predlazu korekciju ove klasifikacije primenom delta K
modela, kojom je dobijena preraspodela u okviru 3 subpopulacije. Ovaj metod u vecini
slucajeva favorizuje raspored genotipova u 2 ili 3 subpopulacije, bez obzira na broj
genotipova uklju¢enih u analizu (Vigouroux i sar., 2008). Takode na osnovu
verovatnoce, ostvarena je zadovoljavajuca diskriminacija genotipova prema kriterijjumu
vecem ili jednakom od 0,5 te je kriterijum verovatnoc¢e koris¢en u daljoj diskusiji.
Medutim, precizna preraspodela genotipova na osnovu geografskog porekla je otezana
usled konstantne razmene oplemenjivackog materijala i linija izmedu razlicitih
oplemenjivackih centara i oplemenjivackih programa. Laido 1 sar. (2013) upucuju na
relativno podjednaku distribuciju genotipova poreklom iz istih regiona, koja je rezultat
slicnog selektivnog pritiska tokom domestikacije 1 oplemenjivackog procesa.

Kako bi se dodatno objasnilo grupisanje genotipova u pojedine potpopulacije
koris¢ene su dostupne informacije o pedigreima za 188 genotipova (Prilog 1). U

sprovedenom istrazivanju geografsko poreklo genotipova je delimi¢no moglo da objasni
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grupisanje u okviru iste subpopulacije. Medutim, u prvoj subpopulaciji uocena je velika
divergentnost genotipova poreklom sa svih kontinenata. Presudnu ulogu u tome je imala
razmena genetiCkog materijala izmedu oplemenjivackih centara, $to je posebno izrazeno
u oplemenjivadkim centrima u Madarskoj, Rumuniji, Bugarskoj, Ceskoj koje su pri
stvaranju sorti koristile razli¢ite italijanske i jugoslovenske sorte (Borojevi¢, 2003). Sa
druge strane, mnoge sorte iz bivSeg Sovjetskog Saveza i Meksika su takode
introdukovane 1 koriS¢ene u brojnim oplemenjivackim programima Sirom sveta. U
proSlom veku, italijanske sorte su uspesno gajene u Juznoj Americi, posebno Argentini
zbog pozeljnih svojstava, pre svega niske stabljike, ranostasnosti 1 visokog potencijala
za prinos (Lorenzetti, 2000). Podgrupu dva su ¢inile pretezno engleske i francuske sorte,
kao i najproduktivnije italijanske sorte iz druge polovine prosloga veka: Mara, San
Pastore i Fortunato. Pedigrei za vecinu genotipova U trecoj subpopulaciji nisu bili
dostupni, ali u njoj dominiraju americ¢ke sorte koje su nosioci gena otpornosti na lisnu
rdu (Lr gena). U Cetvrtoj subpopulaciji nalaze se sorte sa prostora Hrvatske, u ¢ijim
pedigreima su prisutne sorte Granata i Ranka, koje predstavljaju potomke italijanskih
sorti Mare i Libelule, a koje su imale veliki uticaj na oplemenjivacke programe u biv§oj
Jugoslaviji (Borojevi¢ i Borojevi¢, 2005). Vec¢inu genotipova podgrupe 5 su ¢inile sorte
stvarene u Odeljenju za strna zita. lako su kao roditelji korisceni sli¢ni genotipovi, NJ
analiza je pokazala znacajnu divergentnost i unutar ove grupe. Pedigre analiza je
pokazala da je ozima sorta Bezostaja 1 zastupljena u velikom broju genotipova ove
grupe. Ova ruska sorta, visokog kvaliteta i polupatuljaste stabljike, je bila dominantna
sorta u brojnim oplemenjivackim programima u isto¢noj i centralnoj Evropi (Dencic,
2006). Ova sorta je glavni donor Rht-8 i Ppd-1 gena, koji poti¢u od japanske sorte
Akakomugi, koja je bila jedan od roditelja tokom slozenih ukr$tanja. Davne 1913.
godine Stampelli je indirektno koristio ovu sortu u ukrStanjima pri stvaranju sorte San
Pastore, koja je uticala na znacajno povecanje produktivnosti pSenice na nasim
prostorima. Sorta Akakomugi je bila donor ovih gena i u sortama Kavkaz i Aurora koje
su takode prisutne u pedigreima genotipova iz ove grupe (Borojevi¢ i Borojevi¢, 2005).
Medutim, geneticki odnosi izmedu genotipova koji se zasnivaju samo na
podacima o pedigreu ne mogu u potpunosti da objasne kompleksne odnose koji nastaju
usled selekcije, mutacija i genetickog drifta (Maccaferri i sar., 2005). Pored toga, podaci

o pedigerima su Cesto nedostupni i nekompletni za vecinu genotipova §to je bio slucaj i
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u nasem istrazivanju posebno kod genotipova Seste subpopulacije. Bez obzira na sve
Laido i sar. (2013) isticu znac¢aj pedigrea kao vaznog elementa za procenu strukture kod
modernih sorti. S druge strane, primena razli¢itih molekularnih markera pokazuje
znatno vecu efikasnost u proceni genetickog diverziteta i strukture populacije. Pored
toga, Maccaferri i sar. (2003) isti¢u efikasnost mikrosatelitskih markera u karakterizaciji
germplazme zbog jednostavne upotrebe, visoke polimorfnosti, lokusne specifi¢nosti i
kodominantne prirode ovih markera.

Analiza glavnih koordinata je potvrdila sli¢no grupisanje genotipova sa analizom
u programu Structure, s tim da je kod pojedinih subpopulacija doslo do medusobnih
preklapanja. S obzirom da je u analizu ukljuc¢en veliki broj genotipova, oteZano je
njihovo potpuno razdvajanje u koordinatnom sistemu. Hao 1 sar. (2011) su koriS¢enjem
analize glavnih koordinata 1 Bajesovog algoritma utvrdili slicnu preraspodelu
genotipova $to je bilo u skladu sa dobijenim rezultatima u ovom radu. Time je potvrden
znaCaj obe analize, s tim da Chen i sar. (2012) koji su koristili razli¢ite pristupe za
analizu strukture populacije naglaSavaju znacaj odredivanja strukture u programu
Structure. Odredivanje strukture populacije na osnovu modela u programu Structuru
pokazuje najkompletnije razvrstavanje genotipova i predstavljaju najadekvatnije
sredstvo za odredivanje genetiCke strukture za dalju asocijativhu analizu izmedu
markera i svojstava (Yu i sar., 2006), te su ovi podaci posluzili kao osnova za dalju

analizu.

5.2.1. Parametri genetickog diverziteta u dobijenim potpopulacijama

Prisustvo zajednickih, retkih, jedinstvenih, specifi¢nih i novih alela imaju vaznu
ulogu u geneti¢kim istrazivanjima ukazujuéi da je najpovoljni uravnotezen odnos broja
efektivnih alela i zajednickih alela u pojedinim potpopulacijama kako bi se izbegla
dominacija pojedinih alela (Dickson i sar., 2010; Landjeva i sar., 2014). Pored toga i
jedinstveni aleli sluze kao indikatori protoka gena. Senonov indeks diveziteta (I) je
vazan parametar za karakterizaciju diverziteta i sluzi za razumevanje strukture alela u
SSR lokusu. Prose¢na vrednost Senonovog indeksa u svim lokusima iznosila je 1,38, a

vrednosti su se kretale od 0,48 do 2,07. Svi parametri genetickog diverziteta dobijeni u
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ovom istrazivanju su pokazali znacajan nivo polimorfnosti na $ta je uticao veliki broj

genotipova razlic¢itog geografskog porekla ukljucenih u istrazivanje.

5.3. Analiza molekularne varijanse

Veliki broj istrazivanja, koja se bave procenom varijabilnosti unutar i izmedu
genotipova poreklom iz razli¢itih oplemenjivackih programa, geografskih regija,
razdoblja priznavanja, divljih i modernih sorti su dobila sliéne rezultate kao u
sprovedenom radu (Roussel i sar., 2004; Prasad i sar., 2009; Christiansen i sar., 2002).

Na osnovu AMOVA analize izvrSena je procena varijabilnosti izmedu individua
u okviru iste subpopulacije kao 1 variranja izmedu utvrdenih subpopulacija. Najveci
udeo variranja od 91% potice od variranja izmedu genotipova, pre svega zbog
varijabilnosti koja poti¢e od razlika izmedu sorti iz raznovrsnih oplemenjivackih
centara, s obzirom na to da su koristili geneticki razlicite i udaljene genotipove. Kod
genotipova u okviru iste populacije je utvrdeno najmanje variranje sto je i ocekivano s
obzirom na dobijena grupisanja, u kojima bi trebali biti genotipovi S$to sli¢nije
germplazme. Variranje od 6% poti¢e od variranja izmedu postojecih subpopulacija i nije
veliko, ali je ono bilo dovoljno da ih razdvoji u odvojene klastere. Uzgajanje sorti u
slicnim agroekoloskim uslovima je moglo da smanji eventualna variranja izmedu
dobijenih potpopulacija. Ovi rezultati ukazuju da u kolekciji Instituta za ratarstvo i
povrtarstvo postoji znacajna varijabilnost u genotipovima koje predstavljaju dobar izvor

genetickog diverziteta za stvaranje novih sorti u daljem oplemenjivackom radu.

5.4. LD analiza

Posmataraju¢i LD kod razli¢itih vrsta 1 populacija moguce je uociti razli¢it
stepen LD Kkoji nastaje usled specifi¢nog nac¢ina oplodnje, rekombinacija ili genetickog
drifta. Velika variranja u pogledu LD wuocavaju se prilikom analize razli¢itih
hromozoma u okviru iste vrste. Ovakvi rezultati su dobijeni u radu Crossa i sar. (2007)
gde je prisustvo LD utvrdeno na udaljenosti od ¢ak 87 c¢cM, dok sa druge strane LD kod

blisko vezanih markera nije utvrden. Ispituju¢i nivo LD u okviru istih hromozoma,
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Breseghello i Sorrels (2006) su takode utvrdili znacajne razlike. Tako su utvrdili
prisustvo LD na 2D hromozomu na udaljenosti manjoj od 1 cM, dok se na 5A
hromozomu LD javljao na oko 5 cM. S obzirom na to da su markeri u sprovedenom
radu rasporedeni u okviru ¢itavog genoma, njihova gustina na pojednim hromozomima
je bila zanemarljiva te je analiza LD izmedu interhromozomskih parova bila od veceg
znacaja. lako je prisustvo LD na nezavisnim hromozomima iznenadujuca, ova pojava se
objasnjava kroz rekombinacije i/ili epistaticke interakcije izmedu samih hromozoma, a
koje su nastale selekcionim pritiskom (Gupta i sar., 2005). Stepen LD zavisi kako od
nac¢ina opraSivanja kod razliCitih biljnih vrsta (razlike izmedu stanooplodnih 1
samooplodnih biljaka) tako i od same strukture populacije (Flint-Garcia i sar., 2003). U
dosada$njim istrazivanjima, ve¢i nivo LD je utvrden kod heksaploidne pSenice nego kod
drugih biljnih vrsta (npr. kukuruza) zbog inbridinga koji se javlja kod samooplodnih
biljaka.

Broj lokusa u LD, kao i nivo LD strogo zavise od strukture populacije §to je
potvrdeno u radu posmatrajuci procentualni broj lokusa u celokupnoj populaciji (55,6) i
pojedina¢nim subpopulacijama (Q1-2,3; Q2-7,4; Q3-5,9; Q4-6,9; Q5-10,8; Q6-6,2.) U
skladu sa naSim rezultatima su 1 istrazivanja Somers 1 sar. (2007) koji su na 189
kanadskih sorti pSenice uolili 47,9% parova u znaCajnom LD, dok je u okviru
pojedinaénih grupa, u LD bilo samo 0,9% (hlebna pSenica) i 3,2% (durum pSenica)
parova. Takode, veliki broj lokusnih parova (70%) u LD su utvrdili 1 Maccaferri 1 sar.
(2005) na 134 sorte pSenice. Potpuno suprotne rezultate, dobili su Neumman i sar.
(2011) sa samo 3,2% interhromozomska para u zna¢ajnom LD $§to je znatno manje u
poredenju sa naSim dobijenim rezultatima. Slican odnos utvrdili su i Guo 1 sar. (2011)
na elitnim kineskim linijama sa 1,95% marker parova u zna¢ajnom LD. Relativno veliki
procenat parova detektovan u ovom istrazivanju odlika je same populacije safinjene
pretezno od sorti koje su tokom selekcije fiksirale gene od agronomske vaznosti. Bez
obzira na veliki broj znacajnih parova, same detektovane LD vrednosti su bile izuzetno
male.

Sli¢ni rezultati dobijeni su u radu Neumann i sar. (2011) sa prose¢nom
vrednoséu od r?=0,019 u svim interhromozomskim parovima. Takode su sliéne
vrednosti od r>=0,022 utvrdene od strane Breseghello i Sorrells (2006), dok je srednja

vrednost iznosila r>=0,023 u svim interhromozomskim parovima u kolekciji durum
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pSenice (Laido i sar., 2013). Kako je analiziran relativno mali broj markera vezanih za
prethodno detektovane QTL, pa samim tim i male gustine markera i ocekivane su
relativno male vrednosti. Sorrells i Yu (2009) predlazu vrednosti r? u rasponu od 0,1 do
0,2 kao statisticki znac¢ajne pokazatelje LD. Na osnovu ovih Kkriterijuma, od ukupnog
broja ispitivanih parova samo dva para su imala ove vrednosti. Dok Somers i sar. (2007)
predlazu vrednost r? veéu od 0,2 kao umerenu vrednost LD, koja uglavnom postoji kod
markera na udaljenosti manjoj od 10 cM. Veci broj markera u nasem radu se nalazio
samo u okviru 2A i 2D hromozoma, ali nijedan od njih nije bio na manjoj udaljenosti i
nije pokazao znacajan uticaj na vrednost LD.

Razmatrajuéi parove u potpunom LD (r?=1) Neumann i sar. (2011) su
detektovali izuzetno veliki broj parova (24) kao posledica analize relativno male
populacije (96) pretezno sastavljene od oplemenjivackog materijala. U vecini radova je
detektovan mali broj parova u potpunom LD $to je u skladu sa rezultatima dobijenim u
nasem radu, S obzirom na to da su ispitivani interhromozomski parovi.

Nivo LD ima vaznu ulogu u asocijativnoj analizi determiniSu¢i rezoluciju
asocijativnog mapiranja. U slucaju kada vrednost LD naglo opada, rezolucija mapiranja
je visoka (Rafalski 1 sar., 2002). Znacajno je napomenuti da su vrednosti LD izuzetno

male i nisu mogle imati uticaj na samu asocijativnu analizu.

5.5. Asocijacija primenom MLM i GLM modela

Postoji mnogo izazova pri koriséenju asociranih markera u marker asistiranom
oplemenjivanju, a jedan od njih je da li je distanca izmedu markera i QTL dovoljno
mala? Sa druge strane asocirani QTL mogu imati epistaticki efekat ili mogu biti
povezani sa strukturom populacije ili spoljasnjom sredinom (Camus-Kulandaivelu i sar.,
2006). Medutim, upotrebom kolekcije visokog genetickog diverziteta i taénih
fenotipskih podataka u multilokacijskim 1 viSegodiSnjim ogledima moguce je izbec¢i
eventualne nedostatke asocijativne analize. Bez obzira na sve, obavezna je potvrda

rezultata jer SSR Kkoji su u vezi, ne moraju biti sustinski u vezi sa datim genom.
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Primenom markera koji su pokazali vezu sa QTL iz ranijih istrazivanja, moguce je
povecati mo¢ same asocijativne analize (Breseghello i Sorrels, 2006).

Primenom GLM modela moguce je detektovati znatno veéi broj asocijacija nego
koris¢enjem MLM modela. Brojna istrazivanja ukazuju da se primenom MLM metode
otkrivaju stvarne veze sa agronomskim svojstvima i na taj nacin izbegavaju lazno
pozitivne asocijacije koje se mogu detektovati kada se koristi samo GLM analiza
(zZhang i sar., 2013). U sprovedenom radu je detektovano ukupno 415 asocijacija
primenom GLM modela, u poredenju sa 208 veza detektovanih pomo¢u MLM modela,
Sto ukazuje na vecu diskriminaciju koja se postize MLM metodom. U radu Yu i sar.
(2009) ukazuju na znacaj koris¢enja oba modela, jer se upotrebom samo MLM modela
mogu izostaviti potencijalno znacajni lokusi. Ovakav pristup potvrduju i Neumann i sar.
(2011) da se primenom GLM modela mogu otkriti i novi znacajni lokusi kao i da je ovaj
model korisno upotrebiti za validaciju veze sa datim svojstvom. Dobijeni rezultati u
ovom istrazivanju razmatrani su kroz stabilnost QTL kako u godinama tako i kroz
znacajnost veza detektovanih primenom obe metode. Ovakvo sagledavanje rezultata je
posluzilo da se smanji verovatnoc¢a otkrivanja laznih asocijacija.

Sa stanoviSta oplemenjivaca jedan od najvaznijih aspekata molekularnog
oplemenjivanja jeste u moguénosti otkrivanja veza izmedu odredenih alela i prinosa
zrna, odnosno odredenih hromozomskih segmenata koji kontroliSu pojedine
komponente prinosa. To moze da nam ukaZe na pravac u kojem zelimo da idemo
(Kobiljski i sar., 2007) i glavni je razlog zbog koga je prinos kao kompleksno svojstvo

ras¢lanjeno na jednostavnije komponente.

5.5.1. QTL za broj sterilnih klasi¢a po klasu i QTL za broj klasi¢a po klasu

Pored niza abiotiCkih i biotickih stresova koji uti¢u na konacan prinos tokom
razli¢itih razvojnih stadijuma psenice, sterilni klasi¢i mogu u velikoj meri dovesti do
smanjenja prinosa. Visoka temperatura tokom pojedinih faza razvoja pSenice posebno
tokom cvetanja moze da dovede do pojave sterilnih klasic¢a (Liu i sar., 2006). Zbog toga
je detektovanje lokusa koji mogu da uti¢u na smanjenje broja sterilnih klasica u klasu
vazno kako bi se postigla maksimalna fertilnost klasi¢a. Posebno klasi¢i koji se nalaze u

bazi klasa kao i u vr$nim delovima pokazuju sklonost ka sterilnosti.
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Brojna istrazivanjima za pronalazenje lokusa odgovornih za ekspresiju klasi¢a
po klasu su pokazala njihovo prisustvo na razli¢itim hromozomima 1A, 2A, 3A, 5A
(Ma i sar., 2013; Sourdille i sar., 2000). U istrazivanjima Li 1 sar. (2007) su
identifikovali samo 1 QTL za broj klasi¢a po klasu na 5D hromozomu, dok je za
kontrolu broja sterilnih klasi¢a po klasu detektovan veéi broj QTL (8) na slede¢im
hromozomima: 1A, 4A, 6B, 7A i 7D. U istrazivanjima sprovedenim od strane Zhang i
sar. (2010) su pored hromozomske grupe 5, najveci broj QTL za broj klasi¢a po klasu
identifikovali u okviru grupe 2, koji bi se mogli podudarati sa detektovanim regionima u
ovom radu. Veliki broj QTL za broj klasi¢a po klasu je detektovan od strane Ma i sar.
(2007) i Wu i sar. (2012) koji ukazuju na njihovo prisustvo skoro na svim
hromozomima. U sprovedenom istrazivanju svi lokusi koji su odgovorni za ekspresiju
kako broja klasica po klasu tako 1 broja sterilnih klasica po klasu detektovani su
isklju¢ivo na 2D hromozomu u neposrednoj blizini 4 navedena markera: WMC144,
WMC18, GWM157, WMC167. Pored ovih kolokalizovanih QTL, detektovan je i QTL
za broj sterilnih klasica po klasu na 1B hromozomu (blisko vezan sa markerom
GWML11). Medutim, iako su svi stabilni QTL za broj klasi¢a po klasu detektovani samo
u okviru 2D hromozoma, potvrdeno je prisustvo i asocijacija na drugim hromozomima,
ali ne i njihova stabilnost u ve¢em broju godina.

Istrazivanja Johnson 1 sar. (2008) su pokazala da se u oblasti centromere na
hromozomu 2D izmedu markera WMC144 i WMC18 nalazi C lokus, koji je odgovoran
za morfologiju klasa, veli¢inu, oblik i broj zrna. Gul i Allan su jo§ 1972. godine ukazali
na direktne i indirektne uticaje ovog lokusa na brojna agronomska svojstva, dok su
kasnija istrazivanja dokazala da je kompaktnost klasa kompleksno svojstvo i da se
nalazi pod uticajem veceg broja gena. Rezultati u sprovedenom radu utvrdili su vezu
oba markera sa brojem klasi¢a 1 brojem sterilnih klasi¢a po klasu §to potvrduje znacaj
ovih regiona. S obzirom na to da broj klasi¢a po klasu utice na kompaktnost klasa,
prisustvo veza ovih markera sa spomenutim osobinama moZe da ukaze na njihovu
direktnu vezu sa ovim genom ili nekim bliskim QTL. Na istom hromozomu
Dobrovolskaya i sar. (2009) su locirali i Mrs1 (multirow spike) lokus koji je odgovoran
za pojavu viserednih klasova (razgranatog klasa). Razgranatost klasa se nalazi pod
kontrolom velikog broja gena. Samo u ovom regionu identifikovano je 18 major i 30

minor gena, a jedan od njih je i Mrsl lokus koji obuhvata 7Mbp i predstavlja visoko
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rekombinantni hromozomski segment. Morfologija klasa odnosno arhitektura klasa ima
veliku ulogu u determinisanju prinosa, te je ovaj region koji omogucava formiranje
vecéeg broja klasova znacajan za povecanje kapaciteta klasa. U naS§em materijalu su sorte
poreklom iz Hrvatske predstavljale genotipove koji poseduju razgranate klasove sa
znatno veé¢im brojem klasi¢a u odnosu na ostale genotipove. Oba markera koja su
pokazala vezu sa brojem klasi¢a po klasu su detektovana u regionu centromere (WMC18
i WMC144) i mogla bi ukazivati i na vezu sa Mrs genom.

Marker WMC144 je imao najveci uticaj od 40,7% na varijabilnost broja klasi¢a
po klasu tokom tri ispitivane godine, medutim svi aleli u ovom lokusu su dovodili do
smanjenja broja klasi¢a, te je znacaj ovog markera za MAS od malog znacaja.
Pretpostavlja se da su samo aleli sa frekvencijom manjom od 1% imali pozitivan efekat
na povecanje broja klasic¢a. U saglasnosti sa naSim rezultatima su 1 utvrdene identicne
veze ovog markera sa QTL za broj klasic¢a po klasu u radu Wu i sar. (2012). Isti marker
je pokazao vezu i sa duzinom klasa, koja je utvrdena i u nasem materijalu ali samo
tokom dve ispitivane godine. Isti autori su detektovali i QTL za prinos u blizini markera
GWM157. U sprovedenom radu ovaj marker je imao vezu sa brojem klasi¢a i brojem
sterilnih klasi¢a po klasu, kao i brojem zrna po klasu, koje predstavljaju glavne
komponente prinosa Sto indirektno ukazuje i na vezu sa prinosom per se.

Pored detektovanih QTL na 2D hromozomu, region hromozoma 1B blisko vezan
sa markerom GWM11 je jedini imao efekat na fenotipsku varijabilnost broja sterilnih
klasi¢a po klasu. U ranijim literaturnim podacima ovaj marker je pokazao prisustvo
QTL za veliki broj agronomski vaznih i adaptivnih osobina (Yang i sar., 2002; Wang i
sar., 2009), kao i vezu sa prinosom zrna (Kuchel i sar., 2007). U radu Neumann i sar.
(2011) su primenom DArT markera detektovali 5 markera na dugom kraku 1B
hromozoma koji su u vezi sa navedenim osobinama, ¢iji regioni bi mogli da se
podudaraju sa detektovanim QTL. Genotipovi sa specifiénim alelima ¢iji efekat dovodi
do smanjenja broja sterilnih klasica po klasu bi mogli da budu od znacaja kao
roditeljske komponente u daljim ukrstanjima.

Li i sar. (2007) isticu hromozom 7D kao potencijalnog nosioca QTL klastera za
niz ispitivanin komponenti prinosa. Medutim, u radu nijedan od ispitivanih markera nije

ukazivao na vezu markera i osobina klasa koji pripada ovom hromozomu.
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Interesantno je naglasiti da su markeri GWM157, WMC167 i WMC18
pozicionirani na 2D hromozomu asocirani i sa brojem klasi¢a po klasu, brojem sterilnih
klasi¢a po Kklasu, kao i sa brojem zrna po klasu. Ovo ukazuje na veliki znacaj ovih
regiona koji kontroliSu veci broj osobina tzv. kolokalizovanih QTL. U neposrednoj
blizini markera GWM157 detektovan je Acph-D2 gen koji kodira proteine iz klase
fosfataza (Kirby i sar., 2005).

5.5.2.QTL za broj zrna po klasu

Broj zrna po klasu je jedna od najvaznijih komponenti prinosa, koja ima vecu
heritabilnost i nalazi se pod manjim uticajem faktora spoljaSnje sredine u odnosu na
prinos per se (Ma i sar., 2007). Stabilni i znacajni QTL u istrazivanju su otkriveni na
slede¢im hromozomima: 2A i 2B (po jedan marker), 2D (tri markera) hromozomu.
Njihov uticaj na fenotipsku varijabilnost broja zrna po klasu se kretala od 7,6 do 11%.
Neumann i sar. (2011) su takode pronasli vezu markera i broja zrna po klasu na
hromozomu u okviru 2B i 2D hromozoma, dok su Li i sar. (2007) detektovali 3 QTL
locirana na 2A hromozomu. Medutim, ovi QTL su pripadali kratkom kraku ovog
hromozoma Sto nije bilo u saglasnosti sa detektovanim QTL koji je pripadao dugom
kraku (2AL), a koji je pozicioniran u blizini markera GWM294. Isti QTL za broj zrna po
klasu blisko vezan sa ovim markerom otkriven je u radu Yao i sar. (2009), koji su
pokazali i prisustvo QTL za duzinu klasa, a u vezi sa istim markerom.

Najznacajniji i najstabilniji QTL (u svim ispitivanim godinama) za broj zrna po
klasu je detektovan u blizini markera WMC167, koji je u radu Jia i sar. (2013) pokazao
vezu sa parametrom kvaliteta. U radu Cuthbert i sar. (2008) su utvrdili prisustvo QTL za
broj zrna po klasu na hromozomu 2D na samo 4,2 cM od markera WMC18. Stabilna
veza ovog markera i osobine je potvrdena u rezultatima dobijenim u ovom radu, Sto
nesumnjivo govori o postojanju i znacaju ovog regiona za ekspresiju ove osobine u
nasim uslovima spoljasnje sredine 1 u naS§em materijalu.

Pored gore navedenih markera (GWM157, WMC18, WMC167), koji su pokazali
vezu i sa drugim osobinama klasa kao $to su: broj klasica i sterilnih klasi¢a po klasu, ovi
regioni na 2D hromozomu potvrduju znacajnu ulogu i u ekspresiji ove osobine. Jos

davna ispitivanja na vrsti Aegilops tauschii od strane Kimber i Feldman (1987), ukazuju
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na vaznost 2D hromozoma kao izvora agronomski vaznih gena koji ucéestvuju u
morfologiji klasa.

Marker BARC101 (2BL) je imao jedinstvenu vezu sa brojem zrna po klasu sa
uticajem od 8,2% na varijabilnost ovog svojstva. Ovaj marker je u radu Ma i sar. (2013)
pokazao negativan efekat na masu hiljadu zrna redukuju¢i je za cak 13,2%. Prema
literaturnim navodima marker BARC101 se dovodi u vezu sa QTL za otpornost na
razlicite bolesti, pre svega fuzarijum i razliite tipove rde (Yuan i sar., 2010; Randhawa
i sar., 2012). U blizini ovog markera nalazi se gen Yr36 koji je odgovoran za razvoj zute
rde. U dosadasnjim istraZivanjima nije utvrdena veza sa brojem zrna po klasu, ali su
Golabadi i sar. (2011) identifikovali u ovom regionu, QTL za broj klasova po m?, masu
hiljadu zrna i prinos zrna, Sto ukazuje na vaznost ovog regiona za ekspresiju vaznih
komponenti prinosa. Ovaj marker bi mogao da predstavlja potencijalno novi QTL za
broj zrna po klasu.

Wang i sar. (2009) su na hromozomu 2A u blizini markera WMC407 detektovali
QTL za broj zrna po klasu koji je u naSem radu bio znafajan samo GLM analizom
tokom dve ispitivane godine. Zbog izostanka veze primenom MLM metode kao i
detektovane male vrednosti za varijabilnost ove osobine (5,6%) primenom GLM, ovaj

marker ne bi imao veci znacaj za primenu u MAS.

5.5.3. OTL za duzinu klasa

Duzi klasovi bi omoguéili povecanje broja zrna po klasu sto bi potencijalno
moglo usloviti i postizanje veéeg prinosa. Kao §to je ve¢ navedeno morfologija klasa se
nalazi pod kontrolom tri glavna gena Q, C i S1, koji se nalaze na 5A, 2D i 3D
hromozomima. Pored ovih gena u kona¢noj ekspresiji duzine klasa uéestvuje veliki broj
minor gena (Sourdille i sar. 2000). Snape i sar. (1985) ukazuju da Q lokus ima glavnu
ulogu u varijabilnosti duzine klasa. Medutim, dobijeni rezultati nisu utvrdili postojanje
QTL na hromozomima grupe 5, zbog relativnho malog broja kori§¢enih markera sa ove
grupe. Jedini region na 2D hromozomu u blizini GWM157 je imao asocijaciju sa
duzinom klasa, a koji bi mogao odgovarati regionu C lokusa. Ovakav zakljucak sledi iz
rezultata koji su pokazali da je isti region bio odgovoran i za broj klasi¢a po klasu, broj

sterilnih klasic¢a po klasu 1 broj zrna po klasu, §to je u saglasnosti sa ¢injenicom da ovaj
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region ima vaznu ulogu u morfologiji klasa koju odreduju gore navedne osobine. U
ispitivanom materijalu pored 2D regiona, na varijabilnost duzine klasa uticala su i dva
hromozomska regiona na 2A hromozomu (CFA2086 i GWM294). Asocijacija markera
GWM294 (2AL) i duzine klasa detektovana u sprovedenom radu je u skladu sa
rezultatima Yao i sar. (2009) koji su detektovali isti QTL. Pored znacajnih QTL na
dugom kraku 2A hromozoma je mapiran i Br gen (brittle rachis) koji je odgovoran za
krtost rahisa. Ova karakteristika je odlika divljih srodnika pSenice koja je doZivela
transformaciju tokom procesa domestikacije pSenice. U intervalu od 32,2 cM, izmedu
Br gena i mikrosatelitskog markera GWM294, Peng i sar. (2003) su utvrdili prisustvo
c¢ak 8 QTL u vezi sa osobinama koje su bile vazne tokom procesa domestikacije
pSenice. Ovo govori o znafaju ovog regiona, S obzirom na to da je veza ovog markera
utvrdena i za jo§ 2 osobine klasa (duzinu vrs$ne internodije i broj zrna po klasu) kao i
obe adaptivne osobine. Najstabilniji QTL je bio u blizini CFA2086 (2A) i imao je
najveéi uticaj (R’=14,6%) na varijabilnost duzine klasa. Ovaj marker je pokazao vezu sa
prinosom zrna (Maccaferri i sar., 2011). Na kratkom kraku istog hromozoma su Yao i
sar. (2009) otkrili jo$ jedan QTL za duzinu klasa u blizini markera WMC407, koji je u
sprovedenom radu bio znacajan u tri ispitivane godine primenom GLM modela, te bi
mogao da bude iskoris¢en kao potencijalni marker u daljoj validaciji.

Prethodna istrazivanja su utvrdila lokuse povezane sa duzinom klasa locirane na
2A, 5A i 6B (Ma i sar., 2013), kao i na 4D, 4B i 2D hromozomima (Heideri i sar.
(2012). Na hromozomu 6D u blizini markera PSP3200 u radu Dodig i sar. (2012) su
detektovali QTL za duzinu klasa koji je u naS§em materijalu bio zna¢ajan samo u jednoj
ispitivanoj godini, te je stoga iskljuen kao potencijalni marker za upotrebu u MAS.
Prema dosada$njim istrazivanjima na hromozomu 6A (Neumann i sar., 2011) nije
detektovan lokus povezan sa duzinom klasa. Ipak, nasi rezultati su prikazali jedinstvenu
vezu markera WMC333 (6A hromozom) i duzine klasa koji bi mogao da predstavlja
novi QTL sa minor efektom. lako je QTL efekat (4,7%) ovog markera izuzetno slab,
0vo pokazuje snagu asocijativnog mapiranja da se identifikuju ¢ak i minor QTL za
kompleksne osobine kakva je duzina klasa.

Znacajan QTL za duzinu klasa su identifikovali Boerner i sar. (2002) na
hromozomu 4A vrseéi ispitivanja na mapirajucoj ITMI populaciji. Medutim, ispitivani

regioni hromozomske grupe 4 nisu kontrolisali ekspresiju u naSoj oplemenjivackoj
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populaciji. Brojna istrazivanja koja su bazirana na kontroli ekspresije duzine klasa i
visine biljaka su u medusobnoj kompeticiji. Tako su i Ma i sar. (2013) utvrdili identi¢ne
QTL ili blisko vezane QTL, koji ucestvuju u ekspresiji ove dve osobine, dok su radovi

Cui i sar. (2011) ukazali da ne postoje zajednicke asocijacije za ove dve osobine.

9.5.4.0TL za duzinu vrine internodije

Visina stabljike je jedna od najvaznijih 0sobina, koja je transformisana tokom
"Zelene revolucije", a njeno skrac¢enje dovelo je do poveéanja prinosa u drugoj polovini
prosloga veka. Tacnije, unosenjem gena reduktora visine (poznatih i kao Rht gena) u
sorte je omogucena efikasnija preraspodela asimilata do zrna i smanjena je moguénost
poleganja biljaka. S obzirom na to da vr$na internodija ima najveéi uticaj na visinu
biljke i ona se nalazi pod uticajem gena koji kontrolisu ovu osobinu, a koji su do danas
dobro definisani (Rht-B1-4BS, Rht-D1-4DS, Rht8-2DS). QTL za ovu osobinu nisu
toliko razmatrani u prethodnim istrazivanjima koliko sama visina biljke. Tek od kada je
uoc¢ena njena uloga da se spreci razvoj bolesti na klasu, intenziviraju se analize QTL
odgovornih za ekspresiju ove osobine. Od mnogobrojih Rht gena, Rebetzke i sar. (2012)
su zaklju¢ili da Rht13 lociran na hromozomu 7BS u najve¢oj meri dovodi do redukcije
visine biljaka, pre svega zbog skrac¢enja duzine vr$ne internodije. U sprovedenom radu,
jedini marker koji je pripadao ovoj hromozomskoj grupi je marker WMC166 (7D), koji
je imao znacajnu vezu sa duzinom vrSne internodije samo u jednoj ispitivanoj godini.
Posto je duzina vrSne internodije bila merena samo tokom tri godine, ovaj region bi
mogao da se uzme u razmatranje za dalju validaciju.

Boerner i sar. (2002) su opisali i region na 6A hromozomu koji je pored kontrole
duzine vrS$ne internodije imao uticaj i na visinu stabljike, Sto nedvosmisleno govori o
plejotropnom efektu ovog regiona. Asocijacije markera sa ovih hromozoma nisu
potvrdene u nasem istrazivanju. Moguce je pretpostaviti da je jedan od razloga §to je
ispitivanje izvedeno samo tokom tri godine, te je zabeleZen 1 znatno manji broj
asocijacija u poredenju sa drugim ispitivanim osobinama.

Otkrivena su samo dva stabilna hromozomska regiona, oba u okviru 2A
hromozoma, koja su se podudarala sa detektovanim QTL za duzinu klasa. Na osnovu
vrednosti LD (r’=0,01) izmedu ova dva lokusa (Xcfa2086 i Xgwm294) koja je bila
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relativno mala moze se pretpostaviti da se radi o odvojenim QTL, na $ta ukazuje 1 sama
konsenzus mapa Somers (2004). QTL u blizini GWM294 je u ranijim istrazivanjima
(Maccaferri i sar., 2011) pokazao vezu sa duzinom vr$ne internodije i nizom drugih
osobina. Iznenadujuéi su rezultati efekta favorizovanog alela u okviru GWM294 koji je
skrac¢ivao vrS$nu internodiju za ¢ak 13 cm, a genotipovi sa ovim alelima su poreklom
americke sorte (UC66206, UC64246 1 UC66052). Sa druge strane, QTL u blizini
CFA2086 bi mogao da predstavlja novi QTL za duzinu vrSne internodije, a 0
znacajnosti ovog markera govori i veza markera sa indeksom klasa, duzinom klasa i

vremenom klasanja i cvetanja.

5.5.5. QTL za masu klasa i masu zrna po klasu

Masa klasa ima vecu heritabilnost u odnosu na broj zrna po klasu ali je manje
varijabilno svojstvo. Na taj nac¢in dobit od ovoga svojstva je relativno mala iako se radi
0 osobini koja ima visoku heritabilnost (Slafer, 2003).

Na osnovu dobijenih rezultata, postojani QTL (veza prisutna u vise od tri
ispitivane godine) za ove dve osobine nisu identifikovani iako su prethodna istrazivanja
pokazala brojne QTL locirane duz razli¢itih hromozoma (Kumar i sar., 2006; Roeder i
sar., 2008). U diskusiju su ukljuéene znac¢ajne veze detektovane u manjem broju godina.

Povecanje mase zrna moze dovesti do smanjenja broja zrna po klasu, te se ove
osobine nalaze u stalnoj kompeticiji. Na ovaj nacin bi rezultati dobijeni u radu olaksali
izbor markera i QTL koji dovode do poveéanja broja zrna po klasu. Varshney i sar.
(2000) su pored znacajnih regiona na 8 hromozoma istakli znac¢aj markera WMC333
(1A) u povecanju mase zrna kod hlebne pSenice. Prema dobijenim rezultatima u ovom
radu veza ovog markera i mase zrna je u potpunosti izostala.

Marker WMC28 je mapirao potencijalni region na 5B hromozomu koji je bio u
vezi sa masom klasa (4 godine primenom GLM) i masom zrna po klasu (3 godine
primenom GLM), koji bi eventualno bio ukljucen u dalju validaciju u veéem broju
godina. Ovaj segment bi mogao da se podudara sa jednim od regiona odgovornih za
masu hiljadu zrna i prinos koje su mapirali Groos i sar. (2003) na 5B hromozomu.

Roeder i sar. (2008) su u telomernom delu hromozoma 7D mapirali region koji

je kontrolisao ¢ak 84,7% varijabilnosti mase zrna. Ovako velika vrednost fenotipske
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varijabilnosti ovoga svojstva je ukazivala na prisustvo major gena oznacenog kao gwl.
Nijedan od ispitivanin markera nije pripadao ovoj hromozomskoj grupi. Mir i sar.
(2012) su identifikovali QTL za masu zrna u okviru 1B hromozoma u neposrednoj
blizini markera WMC44 (koji je objaSnjavao 8,54% varijabilnosti), a koji je u naSem
istrazivanju bio znacajan samo u jednoj godini za masu zrna po klasu, odnosno u dve
godine za masu klasa. Buduci da je otkriven relativno mali broj asocijacija neophodna je
njegova validacija pre upotrebe u MAS. Isti autori su uocili znac¢ajan QTL blisko vezan
sa GWM219 na hromozomu 6B, koji je potvrden u naSem materijalu, ali bez stabilnosti
tokom godina.

U radu Golabadi i sar. (2011) su otkrili 3 markera koja su uticala na varijabilnost
mase klasa sa relativno malim uticajem od 3,9 do 7,4%. Najstabilniji je bio marker
CFA2114 na 6A hromozomu. Najveci uticaj na fenotipsku varijabilnost je imao
WMC166 sa 7A i jos jedan QTL sa malim efektom je detektovan na hromozomu 1B
povazan sa markerom GWM1 1. Isti markeri su kori§¢eni u ovom radu i potvrdili Su vezu
sa masom klasa ali samo u jednoj ili dve ispitivane godine sa veoma malim uticaj na
fenotipsku varijabilnost od 2,6% (WMC166) do 14,6% (GWM294) sto ukazuje da je
masa klasa kompleksna osobina kontrolisana od strane velikog broja QTL sa malim

efektom.

5.5.6. QTL za indeks klasa

Kao §to je ve¢ ranije spomenuto dalje povecanje genetickog potencijala za
prinos moze se posti¢i povecanjem kapaciteta samog klasa (Denci¢ i1 Borojevié, 1992),
te su od posebnog interesa regioni odgovorni za indeks klasa. Jedina stabilna asocijacija
sa ovom osobinom utvrdena je sa markerom na 2A hromozomu. Ovaj region u blizini
markera CFA2086, je kolokalizovan sa QTL za duzinu vr$ne internodije, duzinu klasa i
vreme Kklasanja i cvetanja ukazuje na plejotropni efekat ovog regiona. Ranija
istraZivanja nisu pokazala vezu sa ovim svojstvom, te bi rezultati dobijeni u naSem radu
mogli da ukazu na prisustvo novog QTL za indeks klasa. Prema radu Neumann i sar.
(2011) jedina veza sa ovim svojstvom uocena je u centromernom regionu hromozoma
6B. Nasi rezultati su pokazali znacajnost QTL na 6B hromozomu samo u jednoj

ispitivanoj godini §to ga ne ¢ini stabilnim QTL. U prethodnim istrazivanjima (Golabadi
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i sar., 2011; Kumar i sar., 2006), QTL za indeks klasa detektovani su na razliitim
hromozomima (2B, 3B, 5B, 6A, 7B), medutim ovi markeri u sprovednom radu
(GWM148, GWM181, WMC166,) su pokazali znac¢ajnost samo u pojednim ispitivanim
godinama, dok nijedna asocijacija markera WMC28-5B i indeksa klasa nije zabelezena
tokom ispitivanih godina.

5.5.7. QTL za adaptivne osobine

Vreme klasanja i vreme cvetanja predstavljaju najvaznije osobine za adaptaciju
pSenice na razli¢ite uslove spoljaSnje sredine. Poznavanje geneticke kontrole ovih
osobina moZe u zna¢ajnoj meri da obezbedi postizanje optimalnih prinosa u specifiénim
agroekoloskim uslovima (Pankova i sar., 2008). lako su skoro svi homeologni
hromozomi nosioci gena za kontrolu vremena cvetanja (Snape 1 sar., 2001) najvazniju
ulogu u tome imaju geni koji su uklju¢eni u procese vernalizacije i fotoperiodizma.
Odgovor na vernalizaciju je pretezno kontrolisan od strane gena koji su detektovani na
dugim kracima svih hromozoma grupe 5 (Sarma i sar., 1998; Shah i sar., 1999;
Sourdille i sar., 2000; Leonova i sar, 2003; Snape i sar., 2001). Pored serije VRN-1 gena
na hromozomima 5A, 5B i 5D, detektovan je i gen Vrn-A2 na distalnom kraju
hromozoma 5AL (Yan i sar., 2004), zatim Vrn-B3 na kraku 7BS hromozoma (Yan i
sar., 2006), i gen Vrn-D4 u centromernom regionu hromozoma 5D (Yoshida i sar.,
2010). Dobijeni rezultati na naS§em materijalu pokazali su prisustvo QTL na distalnom
delu hromozoma 5B odgovornog za klasanje i cvetanje u blizini markera WMC28 koji
bi mogao da ukazuje na vezu sa Vrn-B1 genom (Mclntosh i sar., 2008). Ovaj region je
homeologan genu za fotoperiodizam (Hd6 gen) prisutan kod pirin¢a, a znafaj ovog
regiona utvrdili su 1 Zanke 1 sar. (2014) detektujuci asocijaciju sa vremenom klasanja. U
nasem radu, ovaj region bio je odgovoran samo za varijabilnost u vremenu klasanja i
cvetanja, dok su Golabadi i sar. (2011) utvrdili znacaj istog regiona za ekspresiju broja
klasova po m?, Zetvenog indeksa i indeksa klasa. Interesantno je da marker GWM292
(5D) nije pokazao stabilnost u sprovedenom istraZivanju iako je pozicioniran u blizini
Vrn-D1 gena. Moguce je pretpostaviti da je asocijacija izostala zbog ispitivanja sorti

koje su pretezno pripadale ozimom ili fakultativno ozimom tipu pSenice.
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Pored Vrn gena, i fotoperiodizam se nalazi pod genetickom kontrolom veceg
broja Ppd gena ¢iji homeologni lokusi su smesteni na kratkim kracima 2A, 2B i 2D
hromozoma (Welsh i sar., 1973; Law i sar., 1978). S obzirom na to da je ve¢ina QTL u
sprovedenom radu detektovana na hromozomima grupe 2 (GWM294-2A, CFA2086-2A,
WMC407-2A, WMC167-2D) potvrduje se znacaj ovih hromozomskih regiona i u nasem
materijalu. Ovo potvrduje marker WMC407, koji je prema Somersovoj mapi lociran na
kratkom kraku 2A u blizini samog Ppd-Al gena. QTL u blizini GWM294 prepoznat je i
od strane Maccaferi i sar. (2011) koji su pored znacaja za vreme klasanja utvrdili vezu i
za niz drugih agronomski vaznih svojstava. S obzirom na to da se marker CFA2086
nalazi na dugom kraku suprotno od Ppd-Al gena i na oko 70 cM udaljenosti od
GWM294, ovaj hromozomski segment bi mogao da bude novi izvor pozeljnih alela
(253bp) sa uticajem na fenotipsku varijabilnost klasanja preko 10%. Sto se ti¢e 2D
hromozoma, u ranijim istrazivanjima posebno se istice znacaj dobro okarakterisanog
markera GWM261 (duzine 192bp) koji se nalazi u blizini Rht8 i Ppd-D1 gena na
kratkom kraku, koji je odgovoran za ranije cvetanje. Sorte, koje su nosioci Ppd-D1
gena, u zemljama juzne Evrope ulaze ranije u fazu cvetanja ¢ime se izbegavaju visoke
temperature 1 susni periodi tokom leta i1 na taj nacin postizu prinosi veci za oko 30%
(Worland i sar., 1998; Kobiljski i sar., 2007). Ovako veliko poveéanje prinosa postize se
produzenjem perioda nalivanja zrna kao i izbegavanjem susnog perioda u kasnim
fazama nalivanja. Pored ovog regiona na 2D hromozomu, koji je u ranijim
istrazivanjima (ToSovi¢-Mari¢ 1 sar., 2008) potvrdio visoku zastupljenost u naSim
sotama, otkriven je joS jedan QTL u blizini markera WMC167 smeSten na suprotnom
kraku (2DL) hromozoma, a pokazao je asocijaciju sa obe adaptivne osobine. Na osnovu
rezultata fenotipskog efekta na oba svojstva utvrdeno je da je favorizovani alel (sa
frekvencijom od 65%), takode visoko zastupljen u ispitivanom materijalu. U
istrazivanjima Roy 1 sar. (2006) su uocili istu vezu markera WMC167 sa vremenom
klasanja ispitujuéi 55 elitnih ozimih sorti pSenice, kao 1 asocijacije sa Zetvenim
indeksom i brojem zrna po klasu. Pored asocijacija sa vremenom klasanja i cvetanja i
nasi rezultati su potvrdili vezu i sa drugim karakteristikama klasa. Marker BARC101-
2B, koji je u radu Hanocq i sar. (2007) pokazao znacajnu vezu sa vremenom klasanja, u

nasim uslovima sredine nije pokazao znac¢ajnost.

95



U poslednje vreme istiCe se znaCaj gena ranostanosti (Eps geni), koji su
odgovorni za fina podeSavanje vremena klasanja/cvetanja u specificnim uslovima
sredine. Ovi Eps geni se nalaze na skoro svim hromozomima pSenice (Snape i sar.,
2001; Bennet i sar., 2012), ali njihovo precizno otkrivanje je otezano zbog maskiranja
od strane Ppd i Vrn gena. Otkrivanje novih QTL/gena manjeg fenotipskog efekta su od
presudnog znacaja za finu regulaciju kontrole vremena klasanja u odredenim uslovima
spoljasnje sredine. Medutim, u sprovedenom radu, samo je potvrdeno prisutsvo ranije
detektovanih QTL, bez otkrivanja novih QTL za vreme klasanja i cvetanja. Griffiths i
sar. (2010) su u meta QTL analizi na elitnim evropskim ozimim pSenicama detektovali
cak 19 QTL koji su ukljuceni u kontrolu vremena cvetanja. Najnovija istraZivanja na
mapirajucoj populaciji su pokazala da bi region 1DL hromozoma mogao ukazivati na
novi kandidat gen za ranostasnost (Zikhali i sar., 2014). Markeri sa ovog hromozoma u
nasem materijalu nisu pokazali znacajnu vezu, ali je na homeolognom hromozomu (1B)
detektovan znac¢ajan QTL u blizini markera WMC44. Ovaj QTL je imao najveéi uticaj
sa oko 14,7% na fenotipsku varijabilnost vremena cvetanja i 16,2% uticaja na vreme
klasanja u toku svih pet ispitivanih godina, $to ukazuje na veliki znaCajan ovog QTL.
Dobijen rezultat je u saglasnosti sa istrazivanjima Griffiths i sar. (2010) koji su zapazili
znacaj istog QTL u blizini markera WMC44 u biparentalnoj populaciji Avalon x
Cadenza. Validacija na relevantnom oplemenjivackom materijalu dodatno ukazuje na
znacaj ovog QTL koji bi mogao da se iskoristi u MAS. Isti autori su utvrdili prisustvo i
QTL za vreme Kklasanja na istom hromozomu u regionu markera GWM18 Koji je u
naSem materijalu bio znacajan samo primenom GLM modela, Sto govori samo o
potencijalnom znacaju ovog regiona i potrebi za daljom procenom QTL efekta.
Istrazivanja sprovedena od strane Neumann i sar. (2011) su takode utvrdila asocijacije
sa Eps genima na hromozomu 1B u blizini centromere, Sto nedvosmisleno govori o
postojanju veéeg broja znacajnih regiona na 1B hromozomu. Marker WMC216 (1D)
koji je u istraZivanjima Roy i sar. (2006) ima veliki uticaj na vreme klasanja i cvetanja,
nije bio znacajan u naSem istrazivanju. Dodig 1 sar. (2012) su koriste¢i slican geneticki
materijal iz iste geneticke kolekcije detektovali potencijalno novi gen na 6D
hromozomu u blizini PSP3200 pod odredenim uslovima navodnjavanja. Medutim,
moguce je da ovaj region nije pokazao znacajnost ni sa adaptivnim osobinama ni sa

ostalim karakteristikama klasa usled standardnih uslova u spoljasnjoj sredini.
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U brojnim istrazivanjima otkriveno je prisustvo znacajnih Eps lokusa
detektovanih na 3A (Shah i sar., 1999; Boerner i sar., 2002) i 3B (Pankova i sar., 2008)
hromozomima kao i gena za fotoperiodizam Ppd-B2 i vernalizaciju Vrn-B3 na
hromozomima 7B (Sourdille i sar., 2000; Khlestkina i sar., 2009; Yan i sar., 2003) kao i
7A (Kuchel i sar., 2006) hromozomima. Medutim, rezultati u ovom istrazivanju nisu
pokazali znaCajnost veze ispitivanih osobina i1 markera rasporedenih na ovim
hromozomima.

Buduc¢i da razli¢iti klimatski modeli predvidaju stalan porast temperature usled
globalnog zagrevanja od presudnog je znacaja stvaranje sorti sa optimalnim vremenom
cvetanja kako bi se obezbedila stabilna proizvodnja (Semenov i sar., 2014).
Identifikacija novih regiona koji ¢e obezbediti raniji ulazak u reproduktivnu fazu t;j.
unoSenje gena/QTL u nove genotipove ima veliki zna€aj za oplemenjivanje pSenice na

nasSim prostorima.

5.6. Favorizovani aleli

S obzirom na to da je prinos u najve¢oj meri odreden brojem klasova po jedinici
povrsine, brojem zrna po klasu i masom zrna (Ma i sar., 2007) posebno su izdvojeni
pozeljni aleli koji su imali znacajan fenotipski efekat na sledece osobine: broj klasi¢a po
klasu i broj zrna po klasu. Osobina masa zrna nije imala stabilne asocijacije te nisu
analizirani pojedinacni efekti alela. Takode, kod adaptivnih osobina je uoceno prisustvo
alela u jednom od analiziranih lokusa na hromozomu 2D (WMC167-185bp), koji je
imao veliki uticaj na obe osobine. Ovaj alel je visoko zastupljen u genotipovima $to
ukazuje da je vremenom fiksiran u modernim sortama. Pored ovog lokusa utvrdeni su i
lokusi na 2A i 5B hromozomima koji bi mogli da se iskoriste za dalja fina podeSavanja
vremena cvetanja i1 klasanja kako bi se postiglo optimalno vreme cvetanja u nasim
agroekoloskim uslovima. Lokusi Xgwm157 (alel od 107bp i 77bp) i Xwmcl8 (nulti
alela) imaju pozitivan i znacajan efekat na broj klasica po klasu i broj zrna po klasu. Isti
alel (107 bp) u Xgwm157 lokusu ima pozitivan efekat i na svojtsvo duzinu klasa, koje
takode predstavlja znacajnu komponentu prinosa. Marker WMC144 iako je imao

izuzetno veliki fenotipski uticaj na broj klasica po klasu, svi aleli sa frekvencijom
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vecom od 1% nisu imali pozitivan fenotipski efekat na ovo svojstvo. Za broj zrna po
klasu istie se marker BARC101 sa pozeljnim alelom od 120 bp. Detektovani aleli sa
relativno malom frekvencijom bi mogli imati veliki potencijal u budu¢im procesima za
postizanje boljeg genetickog potencijala za prinos psenice.

U zavisnosti od potreba oplemenjivaca i zahteva trzista, glavni cilj ¢e svakako
biti usmeren na stvaranje sorti sa pove¢anim potencijalom za prinos. S obzirom na to da
su broj klasi¢a po klasu 1 broj zrna najvaznija svojstva klasa koja dovode do povecanja
celokupnog potencijala za prinos, mogle bi se iskoristiti kao najznacajnije osobine za
povecéanje genetickog potencijala za prinos. Tako ¢e putem marker asistirane selekcije
biti upotrebljeni genotipovi, koji su nosioci pozeljenog alela, kao roditelji u daljim

ukrStanjima radi stvaranja sorti sa poboljSanim karakteristikama klasa.
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6. ZAKLJUCCI
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Na osnovu rezultata dobijenih u ovom istrazivanju, a u skladu sa postavljenim

ciljevima izvedeni su slede¢i zakljucci:

1. Polimorfni mikrosatelitski markeri su se pokazali informativni i izuzetno
znacajni u utvrdivanju geneticke varijabilnosti oplemenjivackog materijala

pSenice.

v

uslov za asocijativnu analizu. Program Structure se pokazao kao najadekvatniji
za procenu prisustva geneticke struktuiranosti unutar populacije bazirane na
molekularnim podacima.

3. Pored molekularne utvrdena je i znacajna fenotipska varijabilnost svih
ispitivanih osobina, ¢ime je potvrden dobar izbor materijala za asocijativnu
analizu.

4. S obzirom na to da su odabrani mikrosateliti pretezno bili locirani na
razli¢itim hromozomima, ocekivan je izostanak intrahromozomskog LD, dok je
interhromozomski LD posledica rekombinacija i/ili epistatickih interakcija
nastalih tokom selekcije.

5. Primenom razli¢itih modela (GLM i MLM) utvrdene Su znacajne i stabilne
asocijacije izmedu markera i svojstava, dok je poredenjem razli¢itih pristupa
smanjena mogucnost za detekciju lazno-pozitivnin veza kao i zanemarivanje
znacajnih veza dobijenih primenom samo jednog pristupa.

6. Ukupno su detektovana 33 znacajna QTL, koji su bili rasporedeni na slede¢im
hromozomima: 1B(3), 2A(12), 2B(1), 2D(15), 5B(1) i 6A(1). Od ukupnog broja,
12 markera je pokazalo vezu sa jednom ili viSe ispitivanih svojstava. Vecina
otkriventh QTL je detektovana u prethodnim istraZzivanjima na razliitim
mapiraju¢im populacijama, a sada je njihov znacaj potvrden i na relevatnom
oplemenjivackom materijalu. Pored ranije poznatih detektovano je i nekoliko
novih QTL, kao $to su: QTL za duzinu klasa u blizini markera WMC333 (6A),
zatim QTL za broj zrna po klasu u blizini markera BARC101 (2B) i QTL za
duzinu vr$ne internodije i QTL indeks klasa smesten u blizini markera CFA2086
(2A).
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7. lzdvojeno je nekoliko genotipova koji su za pojedine osobine imali po
nekoliko poZzeljnih alela u okviru dva i vise lokusa:
e za broj klasic¢a po klasu i broj zrna po klasu izdvojena je sorta ZG8065
e za broj sterilnih klasi¢a po klasu sorta Resistente
e za indeks klasa i duzinu vr$ne internodije znacajne su sorte Bana¢anka i
Kratka
e za duzinu klasa sorta ZG K 77/82

e za adaptivne osobine sorta Hang Chou i Sap ,,S“- Mon ,,S*
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8. PRILOZI
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Prilog 1. Oplemenjivacki materijal sa podacima o pedigreu, raspored u subpopulacijama dobijen u

programu Structure i zemlja porekla

Sorte/linije Podaci o pedigreu Q  Poreklo

2 Stepnjacka 30 Odeskaja 16 x PPG-1126 1 RUS

4 Una NS845 x Bezostaja 1 5 SRB

6 Kolubara (NS646 x Bezostajal) x Aurora 5 SRB

((((((Fultz x Hungarian) x W38) x Wabash) x Fairfield) x (Minhardi x Wabash)) x
8 Tecumseh (Redcoat x Wisconsin245)) x (PD427-A-1-1-3 x (PD427-A-1-1-3 x (PD427-A-1-1-3x 1 USA
Kenya-Farmer)))

10  M.Huntsman 0 ((C1 12633 x Cap. Desp.) x Hyb.46) x Profeseur Marchal 2 GBR

12 Maris Huntsman 1 ((C1 12633 x Cap. Desp.) x Hyb.46) x Profeseur Marchal 2 GBR

14 Lerma Rojo (Lerma 50 x Yaqui 48) x (Maria Escobar x (Maria Escobar x Supremo 211)) 1 MEX

16  Condor (Waga-waga 80 x Waga-waga 15) x Waga-waga 15 1 AUS

18  Aobakomughi Norin7 x Ardito 1 JPN

20  Dwarf A (Maris Hobbit) 2 GBR

22 Maris Huntsman 2 ((C1 12633 x Cap. Desp.) x Hyb.46) x Profeseur Marchal 2 GBR

24 Bounty Maris Widgeon derivative x Durin 2 GBR

26 Wizard M.Freeman x Hobit 2 GBR

28  Mithras TJB268-175 x Hobit "Sib" 2 GBR

30  Sandown Sona227 x Hobbit 2 GBR

32  Era (((11-53-388 x 111-58-4) x 11-53-546) x (Pembina X |1 52-329)) x 11-55-10 3 USA

34 Olesen Dwarf (Pitic 62 x Mara) x LV 1 ZWE

36  Yecora ((Sonora64 x Klein Rendidor) x Ciano "S") x Siete Cerros 1 MEX

38  Maris Huntsman 3 ((C1 12633 x Cap. Desp.) x Hyb.46) x Profeseur Marchal 2 GBR
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40 Bersee7 Allies x Vilmorin23 2 FRA

42  Fortunato 2D Lauro Bassi x Damiano 2 ITA

44  Cap.dep./Mara Cappelle Desprez/ Mara 2 ITA

46 D 6899 (Tom Thumb x Sonora64) x Tacuari 1 USA

48  S13 Sterling B x Wase Nibay 1 ITA

50 NS603 S 13 x Aobakomughi 1 SRB

52  NS900 Forlani x Acciaio 2 SRB

54 NS 54-52 NS732 x Cajeme 1 SRB

56  Pitikul Krasnodarski karlik 1 x Odeska51 5 MDA

58  Szegedi 765 1 HUN

60 F55065-2 1 ROM

62 BCD 1286/83 5 MDA

64 BCD 1304/83 1 MDA

66 L 69/92 (SO1456 x Zitnica) x Zitnica 1 SRB

68  Norin 61 Fukuoka Komugi x Shinchuanaga 1 JPN

70 No4 2 CHN

72 Pai Yu Pao 5 CHN

74 Biserka Fortunato x (Fortunato x Red Coat) 1 SRB

76  NS736 S 13 x Aobakomughi 1 SRB

78  ltalija Talent x NSR-2 1 SRB

80  Arg.80/5216 1 ARG

82 NS4/93 GK Szalkas x Novosadska 6001 5 SRB
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84 NS 90/92 Francuska x FR 91-19 2 SRB

86  Riley Monon x PD-4126-A-9-16-1-1-3 5 USA

88  Combination N Bluestem x Early morn 3 USA

90  Purdue 5752A-5-7-2 6 USA

92 SIPV63 2

94 64209-77 2

96  Purdue 79406-1-26-2 6 USA

98 ND516 3 USA

100 Lr1 (lumillo x Marquis) x (Kanred x Marquis) 3 USA

102 Lr10 3 USA

104 Lr12 3 USA

106 Lri4 3 USA

108 Lr16 5 USA

110 Lr20 3 USA

112 Lr30 3 USA

114 NS 116/95 Draga x Duga 5 SRB

116  Purdue 5565 C-4-1-3-3 6 USA

((((((Riley67 x Riley2) x Riley2) x PD-6028-A-2-15-9-2)x Arthur4)x Arthur4) x

118  ABE Avrthurd)x Arthur

6 USA

((((Cofen x Sturdy)x Suwon-92) x Heines kolben-38) x Frontana)) x ((Kenza farmer x

120 OKT75R 3645 Newthatch) x Thather)

6 USA

122 Purdue 77249-RCI-133 6 USA

124  Pesma NS 51-37 x Balkan 5 SRB

126 NS 7/93 VM6959 x Novosadska 6002 5 SRB
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128 NS 22/93 Novosadska 6002 x Duga 5 SRB

(ABE x Caldwell) x (((((Knox62 x Dular) x Redcoat)x ABE)) x ((((Centenario x Rio

130  Adder Negro) x Knox) x Riley)))

132 Dina ((Dwarf A x Zitnica) x Zitnica 5 SRB

134 NS 135/90 ((GK GRA 8065 x Panonija) x Panonija 5 SRB

136 NS 39/93 (SO 1465 x Posavka 2) x BT 5 SRB

138  Odeska 51 Odeska 16 x Bezostaja 1 5 UKR

140  Dnjestrovskaja 25 (PPG-186 x Bezostaja 4) x Bezostaja 1 5 RUS

142  Atlas 66 (Noll28 x Redhart 3) x Frondoso 6 USA

144  Fruskogorka Bezostaja 1 x Libellula 5 SRB

146  Balkan (((Backa x Bezostaja 1) x Mironovska 808) x NS 433) x Skorospelka 35 5 SRB

148 NSP 16 (NE 7060 x NS 51-46) x Ma¢vanka 2 5 SRB

150  Zitnica NS973 x Sava 1 SRB

152 ZG 195/7 4 HRV

‘

154  ZG 990 4 HRV

‘

156 ZG 1020A S1 x Granata ¢etvororedna 4 HRV

|

158 ZG K2A/82 ((B95 x Acciaio) x (Ranaja x H303)) x (Granata x Ranaja) 4 HRV

‘

(CCCCCCC(((B 95 x Acciaio)x Acciaio) x Acciaio) x Acciaio) x Acciaio) x Acciaio) x
160 ZG K 146/82 Acciaio) x Acciaio) xAcciaio) xAcciaio)) x ((((((Floribunda x T.spelta) x ZG 1008)x 4 HRV
ZG 1008)x ZG 1008)x ZG 1008)x ZG 1008)

‘

162 ZG KT 171/1/82 Granata X Ranka

S

HRV

‘

~

164 ZG K 176/82 Granata X Ranka HRV

‘

~

166 ZG KT 178/82 ((H303 x Granata) x (Granata x Ranaja)) x ((H303 x ZG1008) x ZG1008) HRV

~

168 ZG KT 244/82 ((H303 x Granata) x (Cananea x R130)) x (Granata x Ranaja) HRV

|
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170 INTRO 604 4 USA

172 INTRO 613 4 USA

174 GSN 17 (((((N108 x Y50) x My54) x K-Linc) x (CD x Buho)) x Mon.) x Temu 179-74 4 USA

176  NSP40 NS 58-97 x GK GRA 992 4 SRB

178 L 64/89 NS 58-97 x GK GRA 992 5 SRB

180 L 154/89 (Oligoculum 112 x Panonija) x Panonija SRB

[$)]

182 L 159/89 (Oligoculum 112 x Panonija) x Panonija SRB

[$)]

184  30-SC.Smoc.88/89

[$)]

CZE

186 NS 3/90 Talent x NSR 2

o

SRB

MKD

[$)]

188  Skopljanka Argelato x Kavkaz

190 Radika Partizanka x (Partizanka x SK-7) MKD

[&)]

|

192  Lovrin24 (Fiorelo x Bezostaja 1) x Lovrin 10 ROM

[&)]

194  Napo 63 ((Frontana x Yaqui 48) x Frocor) x Narino 59 COL

o

196 SST 101/A

o
N
>
T

[$)]

198 PPG-186 Lutescens 329 x Ag.gl RUS

200 Nemcinovskaja 110 Harkovskaja 9029 x Uljanovka RUS

[$)]

202 WWMCB 339

[$)]

()]
5
>

204  Campo d Oro con. Freccia x Mara

206 CR-10

[$)]

208 2005

[$)]

210 3015

[$)]

212 3020

[$)]
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214  Produtore (Quaderna x Saitama 27) x Salto 4 ITA

216 5263 5

218 NS62-21 6 SRB

220 NS59-23 5 SRB

((((((((S 30 x Sava) x NS 736) x Sava) x Panonija)x Panonija) x Panonija) x Panonija)

222 Kosava x Panonija) x Panonija

‘

224 NS974/1 Bezostaja 1 x Backa 5 SRB

226 NS 12-77 (Dunav x Bezostaja 1) x Bezostaja 1 5 SRB

228 NS 55-30 NS 14-33 x Panonija 5 SRB

230 NS56-11 F 26-70 x Sava 5 SRB

232 L 44/83 NSR-1 x Panonija 5 SRB

234 NS 7007/3 (L 94 x Aurora) x M. Jubilejnaja 50 5 SRB

236 ZG 2396/73 (RA 295 x BO*TP114 x 1965A) x ZG 3184/67 5 HRV

‘

238 S.174/72 5

240  Fisherect 4A (Zaragoza 75 x Tobari 66) x Bluebird 6 MEX

242 UC 66052 6 USA

244 UC 67052 6 USA

246  Pudue 6413 6 USA

[$)]

248  Sadovo Super (Moisson x PPG186) x Yubileina I11) BGR

C
o
>

250  Stephens Nord Desprez x Pullman 101

252 ST 924 (Selekta) Slavia x Whenstephaner-378-57-132-B

S

RUS

‘

254 NS 112/92 Zitnica x Rostov&anka SRB

[$)]

256  Zvezda ((Bezostaja 1 x Sava) x (Mironovska 808 x NS 413)) x Kavkaz

[$)]

SRB
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258  Szegedi 60 6 HUN

260 A.dw.20/6/Ciano 3-5 4

262 NS 114/90 (Aurora x NS 55-25) x Una 5 SRB

264 NS 2/94 Cananea x Jugoslavija 5 SRB

266 NS7/94 Tbb ZG 172 x ZG 171-1 Granata 4 SRB

268 NS 18/93 Novosadska 6001 x Kosovka 5 SRB

270 NS57/92 ((WWMCB 339 x 12 th ISN 158) x Biserka) x Biserka 5 SRB

272 NS 97/95 ((WWMCB 339 x 12 th ISN 158) x Biserka) x Biserka 5 SRB

274 NS 124/95 Sremka 2 x Hlebna 5 SRB

276  Proteinka NS 2726 x Magvanka 1 5 SRB

278  NSA89-5126 5 FRA

280 L 351/94 D-002 x Jugoslavija 5 SRB

282  Mironovska 10 Bezostaja 1 x Erythrospermum2107 5 UKR
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Prilog 2. Frekvencije alela u svim ispitivanim mikrosatelitskim lokusima

Xwmc407 Xwmc333-2 Xwmc333-1

Xwmcl67

Xwmc166 Xwmc154 Xwmcl44

Xwmc83 Xwmc44 Xgwm1l
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Xwmc28 Xwmc18 Xpsp3200

Xgwm368 Xgwm292

Xgwm157 Xgwm148 Xcfa2086
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Xcfd71 Xcfd65 Xcfa2114

(ELEL)

Xbarc101 Xcfa2257
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Mpwunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBy

[NoTnucaHu-a JburbaHa C. Bpbaknuh
Bpoj nHaekca M3015/2009
UsjaBrbyjem

Aa je OoKTopcka gucepTauuja nog HacrnoBoMm

MonekynapHa u acounjaTuBHa aHanu3a cBojcTaBa Knaca niieHuue

(Triticum aestivum L.)

e pe3yntaT CONCTBEHOr NCTpaknBadKkor paga,

e [a npeanoxeHa AucepTauuja y UENUHU HW Yy [enoBuMa Huje 6una
npeanoxeHa 3a pfobujake 6Guno koje Aunnome npema CTyaAujcKUM
nporpammma [pyrnx BUCOKOLLKOJSICKUX YCTaHOBa,

e [1a Cy pe3yntaTtun KOpeKTHO HaBegeHU U

* [ia HUCaM KpLuMo/na ayTopcka npaea N KOPUCTUY UHTENEKTYanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc pokTopaHaa

Y beorpagy,

e

/j 0 P2
i/ éub/(o(l,/{cl C/} dauilien




Mpunor 2.

U3jaBa O UICTOBETHOCTMU WITaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOPCKOr paaa

Nme n npesnme ayTtopa Jburbana bpbaknuh

bpoj nHaekca M3015/2009

Crtyaumjckn nporpam MornekynapHa buonoruja

Hacnos paga MonekynapHa 1 acouujaTuBHa aHanusa ceojcTaBa kKiaca

nwenunue (Triticum aestivum L.)

MeHTOp ap CeetnaHa Pagosuh u ap Axkuua Konguh-Lnuka

[MoTnucaHw/a

M3jaBrbyjem fa je wWTamnaHa Bep3uWja MOr [OOKTOPCKOr paga WCTOBETHa
eNeKTPOHCKO] Bep3unju Kojy cam fipegao/na 3a objaBrbuBare Ha nopTany
AOurutanHor peno3utopujyma YHuBep3uterta y Beorpaay.

[osBorbaBam pfda ce objaBe MoOjM NMYHWM nojaun Be3aHu 3a p[obujarse
akafeMCKOr 3Barba [OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe U npesume, roguHa u
MecTo pohera n gatym oanbpaHe paga.

OBu NUYHM nogaun mory ce objaBUTU Ha MPEXHUM CTpaHuuama aurntanHe
BubnunoTeke, y enekTpoHCKOM KaTtanory u y nybnukaumjama YHuBepsuteTa y
Beorpagy.

MoTnuc aokTopaHpa

Y beorpagy,

; P, )
JoloaHe é/gcéz el




Mpwunor 3.

UsjaBa o0 kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuepauteTcky 6ubnuoteky ,CBeTo3ap MapkoBuh® pga vy
[AvrutanHu penosuTtopujym YHusepsuteTta y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY
ancepTayujy nof HacnoBoM:

MoneKynapHa n aCOLIVIjaTVIBHa daHalnusa CBOjCTaBa Kiaca nueHuue

(Triticum aestivum L.)

Koja je Moje ayTopCcKo Aeno.

AucepTaumnjy ca cBuM npuno3vma npegao/rna cam y enekTpoHCKOM dopmaTty
NOro4HOM 3a TpajHO apxuBupame.

Mojy [OKTOpCKy AucepTtauunjy noxpaweHy y [OurutanHun penosmTopujym
YHuBep3uteta y beorpagy mory ga kopucte CBWM Koju nowTyjy ogpenbe
cagpkaHe y opabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative
Commons) 3a Kojy cam ce ogny4yuo/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMepUuujanHo

3. AyTopcTBO — HekomepumjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjanHo — AennuTn nNoj UCTUM ycroBuma
5. AytopcTBo — 6e3 npepage .

6. AyTopCcTBO — AEenuUTK Noj UCTUM ycrioBuma

(Monumo fOa 3aokpyxuTe camo jeHy of LeCT noHyheHux nuueHum, kpaTtak
onuc NUuUeHUM AaT je Ha nonefuHu nucra).

MoTtnuc gokTopaHAaa

Y beorpagay,

% L’ U b/l Jaua /Cd/[\j
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1. AyTtopcTBo - [lo3BorbaBaTte yMHOXaBake, AUCTpMOYLM)Y U jaBHO caoniuTaBarbe
Aena, v npepage, ako ce HaBede MMe ayTtopa Ha HauuH oapeReH o cTpaHe aytopa
Ny naBaoua ruueHue, Yak u y komepuujanHe cspxe. OBo je HajcnobogHuja of cBUX
FMLEHUM.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [lossorbaBaTe yMHOXaBarwe, AUCTpudyuujy 1 jaBHo
caonwiTasarwe fena, v npepaje, ako ce HaBeae ume aytopa Ha HauvH ogpefeH of
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. Osa nuueHUa He [03BObaBa KoOMepLMjanHy
ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepuumjanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBawe,
ancTpubyumjy v jaBHO caonwTasare gena, 0e3 npomeHa, npeobnukoBaka wunu
ynotpebe gena y CBOM Aeny, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa NuUeHUa He J03BOrbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby gena. Y ofHOCY Ha CBe ocTane nuueHue, OBOM NULIEHLOM ce orpaHnyaBsa
Hajsehun o6um npasa kopuwherwa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuujanHO — AenuTW Mnof WUCTUM ycrosuma. [lossorbasaTe
yMHOXaBahe, AucTpmbyumnjy 1 jaBHO caonwiTaBare Aena, v npepage, ako ce Haseae
¥Me ayTopa Ha HauuH ofpefeH op cTpaHe ayTopa Unu AaBaoua NULUEHLE U ako ce
npepaga avcTpubympa nog WCTOM MMM CNUMYMHOM nvueHuoMm. OBa nuueHua He
[03BOrbaBa komepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3sorbaBate yMHOXaBawe, ANCTpUByLMjy U jaBHO
caonwTasame gena, 6e3 npomeHa, npeobnvkosarwa unu ynotpebe gena y csom geny,
aKo ce HaBefe vMMe aytopa Ha HauuH ofapeheH of cTpaHe ayTtopa wiv daBaoua
nuueHue. Osa nuueHua ao3sorbasa komepuujaniy ynotpeby gena.

6. AyTOopcTBO - AenuTu nop WCTuM  ycrnosuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBahe,
ancTtpubyuujy v jaBHO caonwiTaBawe ferna, v npepage, ako ce HaBeae ume aytopa Ha
HauvH ogpefeH of CTpaHe ayTtopa wnu faBaoua nuueHue n ako ce npepaga
anctpubympa nog WCTOM wnyv cnudHom  nudeHuom. Oa nuueHua [03BoSbasa
komepuujanHy ynotpeby pena u npepaga. CnuyHa je coTBepckum nuueHuama,
04HOCHO NnuLieHLaMa OTBOPEHOT Koga.



