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Uvod

1. UVOD

Kukuruz je u ekonomskom smislu vibagan wusj ev u svijetu. Os |
povrgine, i ma vVvisok biologki potencij al [
znal enja kukuruza velika se pozornost posyv

stvaranje pobolpgpai h popul dai jza, rlazne nam
razlilitim agroekologkim uvjeti ma. Dobar [
pagljiva procjena oplemenjivala vrlo su vac¢g
oplemenjivanje kukuruzaol| i nj e se razvijati pol etkom 2
zahtjeva trgigta razvile su se razlilite
uspjegnost selekcije kvantitativnih svojste
manjim brojem genakoji ni su pod =znal aj, wiose lakd Mage aj e m
pobol jgati. Melutim, velina svojstava koja
su prinos i kvaliteta, te tolerantnost na abiotski i biotski stres, ekonomskivsr | o , znal| aj

kontroliranav el i ki m brojem gena s malim efektom t e

Prvi korak u stvaranju novoga hibrida je razvoj linija te pronalazak kombinacija linija koje
kri ganjem daju superiorni hi brid u ddnosu
hibr i d, koj i se koristi u oplemenjivanju, [

oplemenjivanju bilja, dogodile su se mnoge promjene u metodama oplemenjivanja, tehnici,

dostupnim al ati ma i i nformacijama, te korig
Dobivanje linija kukm uza Kkl asi |l nim metodama opl emenji
proces. Za dobivanje inbred Ilinija kukuru

zahijf eva Vvige generacija samwtogpd odnjigemel wdapt

Razvoj homozigotnih ii j a kukuruza znatno se moge ub

hapl oi da. Ova tehnologija omogulava dobi var
dvije generacije nakon | ega slijedi testir.
kromosoma, zarhzi ku od di pl oi da koji jedan set nas
prema tome i pol ovi| an broj kromosoma | edn
pot punost. homozi gotni na sva Svojstva. Ka

oplemenjivanju Bja. Primjena haploida u oplemenjivanju kukuruza jedna je od novijih
metoda koja se u svijetu intenzivno koristi tek posljednjih petnaestak godina iako su sami
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hapl oi di poznat.i puno duge. Prva je hapl oic

godine kod vrsteDatura stramonium(Blakeslee i1 sur., 1922.), a kod kukuruza 1929.

(Lasher mes i Beckert, 1988. , prema Randol p
opl emenjivanju kukuruza primijenjeni t ek s
upot reba haploida dugo je bila ogranil|lena zk

javljanja spontanih haploida i sterilnost haploidnih biljaka te nizak postotak spontanog
udvostrulenja kromosoma. MeLuti m, Stekkbon gt c

s postotkom indukcije-3 %, opl emenji vanje pomolu haploid

Danas postoje indukcijske linije i populacije s visokim postotkom indukcije, a razvijene su

[ vil o uspjegne metode udvost r uénestejilostik r o mo ¢

haploida gto je otvorilo put pri mjeni hap
oplemenjivanju kukuruzal o n o s i ni z pr ednedefdiasnoktselekcijiet o s u
(R°ber [ sSerger 202609 . , Gei geranje trajgngar di | | ¢
opl emenj i valCkangi Coe, ROOAG&ai ger i Gordill o,

jednostavnije odrgavanje gotovih linija (F

primjene molekularnih markera.

lako su prepreke za primjenu dihaploiddihija u oplemenjivanju kukuruza savladane,

potrebno je daljnje poboljgavanje kao i ra.
poboljganje agroekologkih svojstava indukt
postotkom indukci jsamva kojase hdgunkoristiti &kgo emarkes zao j

razli kovanje haploida od diploida. Osim tc
met oda udvostrul enj a kr omosoma s ciljem p
tretmana kao i velegmpsematka pdupnataskanjphb
opasne zamjene za kol hicin. Osinatodep obaodn @ ajne
[ ut vrdi ti dol azi [ do smanjenja genet sk

populacije upotrebom ove metode u oplejivamju. Poznato je da kod kukuruza
(Bentolila i sur., 1992., Murigneux i sur., 1993., Pereira i Lee, 1995., Lu i sur., 2002.), kao

i kod drugih biljnih vrsta (Faris i sur., 19980 o | a z i do odstupanja
razdvajanja po Mendelu, odnosnodopoeil aj a u razdvajanju. Ovon
kukuruza bavilo se vige autora (Gardiner
Vanl|l etovi i, 2008 .) [ kao wuzroci poremel aj a
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vanj ski | i mbeni ciana o atecajuasamog precesa imdukcig gna v

poremeiaje u razdvajanju kod kukuruza.

U komercijalnoj proizvodnji hibrida kukuruza u Republici Hrvatskoj do sada nisu

korigtene di haploidne 1linije. Budul i da wus
| i nmbiek a, od kojih izbor poletnog materijala
2008 . , Bernardo i sur ., 2009., Wilde i sur

germplazme za primjenu ove metode.
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1.1 Pregled literature

1.1.1. Spontani hapladi

Pojava spontanih haploida zabiljegena je k
citol ogki j e (Dattiray strdnemuenBlékestbe isur.s 1922.). Ubrzo su
pronaleni hapl oi di [ kod drugih biljnih wvr:

su Nicotiana tabacun{Wedzony i sur., 2009., prema Clausen i Mann, 192rjticum
compactum(Wedzony i sur., 2009., premaiGa s | Aase, 1926. ). Prou
kukuruza zaptoilrel godienal, 9280 tu su pojavu pr
(Lashermes i Beckert, 1988., prema Randolph, 1932.).

Zani manje za haploide kukuruza rizaeptpeu sr edi
uspj egnu samoopl odnj u hapl oida kukuruza (|
dihaploidne linije za dobivanje komercijalnih hibrida (Chase 1947., 1949.). Njegov prvi

znal ajan hibrid dobiven kri ganj estukidibridap| oi

nastao kriganjem tri dihaploidne |inije i |

Spontani se haploidi kukuruza pojavljuju u vrlo niskim frekvencijama i uglavhom nisu

znal aj ni u istragivanji ma vVveanChase(lddd.) genet
spontano se pojavijuje jedima pl oi dno zrno na svakih 145 do
veleg broja autora utvrdila su da se parter
0O, 1% slulajeva (Chase 1947R%ber9,5120Q00X.h,al Mkl
2005., Zhang i sur2008, Chang Coe, 2009.), dok su spontan
rjpeli [ ] ajedhojna svakih 108080 zim& (®andolph i Fisher, 1939., Chase,

1949.), a frekvencije ovise 0 genetskepovi.
1.1.2. Metode dobivanja haploida
1.1.2.1.In vitro metode dobivanja haploida

Metodeinvitoobuhval aju ginogenezu i androgenezu.
iz oplolLene plodnice kulturom tkiva dok se
nezel og polena kulturom pragnika 1i1l1 mi kr os

izoliraju iz pragni ka dobileltzogesaine aglikuna emnabyipme di j u
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zatim se te strukture mogu ili neposredno regenerirati u haploidne biljke ili posredno

formiranjem kalusa (Prasannai sur., 2012.).

lako se protokoli za dobivanje haploida androgenezom rutinski koriste kod nekih kultura,
kod kukur uza s &oviimasPokazalo $eaajadnidrogenéza kod kukuruza
jako ovisna o genotipu te da velina genot

haploida kulturom mikrospora (Brettell i sur., 1981., Genovesi i Collins, 1982., Miao i sur.,

1981. , Spitk. Lakuir. ko@20@génotipova koji do
vi ge autora navodi da j e proces pod velikirt
izostaju (Wan i sur ., 1991. , Chu i sur .,

2006.). Zbogdga sen vitro metode razvoja haploida rijetko koriste kod kukuruza.
1.1.2.2.n vivoindukcija haploida

Kod kukuruza sievivoiadwekydiej sk olrapsltdi da za koju
genotipi induktor. Obzirom na podrijetlo genoma haploida postoje dva modela indukcije

haploidain vivo ( R° b er [ sur ., 2005. ) . Tako indukc
roditel jem opra@i halpémiidi d&lnijjvajnwse genom
j e model u kojemu opragival sl ugi kao don

induktor te se dobivaju olinski hapl oi di

I ndukcija olinskih haploi da tiglniiedegrminats e n a

gametophytek o j i moge povelati frekvenciju haplo
Homozigotniigl mut ant i pokazuju nekoli ko nepravilrtr
jajnih stanica bez jezgre. Nak on haplitao d nj e
embrik o i sadr ¢i maj |l insku citopl azmu, al i S
1971. , Lin, 1981) . Kermicle (1994.) je kod
stope 122 % pri mjenom ove metode. Bu d idh induktba se Kk
kori st kao maj | i nska komponent a, ol i nski

kromosome donora. Zbog niskih frekvencija indukcije haploida i promjena u konstituciji
citoplazme u odnosu na genotip donora, ovaj se model nije pokazadlgxiimrau razvoju

di haploidnih |Iinija za oplemenjivanje, ali
citoplazmatski sterilnu osnovu (Prasanna i sur., 2012.). Dihaploidi dobiveni ovom

metodom su i zogeni S ocem, 0 sl.iPnmmjegamoovog 0 s e n
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pristupa stvorene su indukcijske linije koj

citoplazmatski sterilnu osnovu (Pollacsek, 1992., Schneerman i sur., 2000.).

Kod kukuruza se uglavnom Kkoristain wet oda
kri ganjem odabrani h genotipova sa specifil:
U usporedbi $n vitro indukcijom haploidain vivo indukcija je jednostavnija i pouzdanija

te je u posljednih 30 godina Zmanmdh umalprikit]
porastom postotka indukcije od3% r ani h gezdeseti h godina
1959.), 35% osamdesetih (Lashermes i Berkert, 1988.), 6% devedesetih (Shatskaya i sur.,
1994)do vige od 10% hapl oi da gur., 280a0n, Shptskaya, v r i |
2010. ). Za odvajanje haploidnih zr®Rannajl ec
(R1-navajo) za obojanost endosperma i embrija antoaijam (Zhang i sur., 2008.).
Ekspresija ovog gena pod jakim je utjecajem genotipa majkejt e odabir hapl oi
ovog svojstva ponekad onemogul en, posebno
inhibitorne(Cl-)gene gto je | est sl ul aj kod tvrduna
slulaju kada ne post o) ernaitjekbom lerbeé vsoka,iodalgire n i |,

haploida je ponethrencbisum20i0n.o ot egan (R

1.1.3. Induktori haploida

Il nduktori hapl oida specifilni SuUu genoti po\
biljkama kukuruza u potomstvu daju klipove
zrna u odrelenom postotku. Zrna s hapl oi dn
endosperm te klijavost slilnu zrnima s dipl.
1131l nduktori maj | inskih hapl oi da

Razvoj induktora haploida zapolinje 1950. C
u sjemenu meksil|l kog kukuwurudgabs| bsj el omopaed

ti pu bragnastog t vr duamoaplodhjen Sgoek 6iu pogomsivu o St ¢
dobi o prosjelno 2,52% haploida (Coe, 1959.)

gt o Cld u R1nj, koje je kasnije Sarkar primieni o kako bi ol akgac
haploidnih zrna (Coe i Sarkar, 1964., Sarkar i Coe, 1966., 1971.). Razvoj induktora Stock 6

otvorio je vrata giroj upotrebi hapl oi da Kk
razvijene i druge indukcijske line popul acije s velim postotkoca
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Proul avanje pojave haploida kod kukuruza wu
2010.). Za stvaranje novog induktora haploida koristili su RENrple Embrio Marker,)

Stock 6(Coe, 1959.) linijje ZM 4, ZM 17 i ZM 97 (Tyrnov i Zavalishina, 1984.). Iz
kriganja izmelu ovih materijala i selekciijo
pod imenom ZMK(Zarodyshevyi Marker Krasnodarskig prosjekom indukcije -63%

haploida koji nose marker ged, C1, Rnj (Shatskaya, 2010.). Induktor haploida ZMK

1, koji se u literaturi pojavljuje i pod nazivom KEM®&Trasnodar Embryo Marker

Synthetic) s prosj el no-m%i ndakeijem pd Sel ekcijon
PEM 48Il s linijjom ZM 97. Selekcijom unutéé populacija induktora ZMK 1 kroz tri
selekcijska ciklusa dobiven je induktor ZMK 1U s prosjekom indukc{E5®. Linija

ZMK 3 dobivena je samooplodnjom potomstva hibrida PEM 481l x ZM 97, a odlikuje se
prosjelnom fr ekvenc i-l4% Ghatskayd 20k0c).iMnagi relgistrpanio i d a

hi bri di u Rusiji dobiveni su kriganjem diha

Tyrnov (1997.) je preveo AT , l'iniju razvijenu 1982. godi
kojaseu9a 00% sl ul aj eva pojfamili pila vro logetljiva nehapl o
Ustilago maydis u otporni oblik u kojem je postotak indukcije haploida bi3%2.

Smolkina i Tyrnov (2003.) utvrdili su da rana oplodnja haploida linijalATAT-3 s

normalnim polenom rezultira pojavom 3,6% i 2,7% haplpal&asna oplodnja sa 78% i

75% haploida.

Indukcijske linijje ZMS (Zarodyshevyi Marker Saratovsky)KMS (Korichnevy Marker

Saratovskyf azvi jene su na o0snovVvi Stock 6. Linijoa
od 3%, nosi marker gen&l, Cli R-njkojiomogul uj u identifikaciijt
pomoi u oboj enj a enond 0 ggstankam@bojemjan @ &lici i (Tyraav i
Zavalishina, 1984.). Linija KMS nosi genal, B1iPI1k o i omoguluju ide
haploida u fazi 3 do 5 dana starih klijanacazmstanku obojenja antocijarom u korijenu

(Chal yk, 1999.). Chal yk (1999.) j e kri gar
transgresivne genotipove | iji je postotak

roditeljske linije te smatra da se rodjg&e linije KMS i ZMS razlikuju u dva gena za
indukcijsku sposobnost, a transgresivni genotipovi nose oba gena te imaju sposobnost
indukcije #9% haploida.

Chalyk i suradnici (1994.) razvili su indukcijsku linijju MKMoldovian Haploid Inducer)
izpotomst a kri ganja KMS i ZMS s prosjelnim post

7
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Eder i Chalyk (2002.) su korigtenjem indulk
haploida. Autori navode da linija M741H (Stock 6) nosi gadeA2, B1, C1, C2, PilR1-
nNjkoji 0 mo giuHaploida na mshavbobojenja antocijaom u zrnu i obojenja

koleoptile i korijena kod biljaka u ranim fazama rasta.

Lasher mes i Beckert (1988.) razvili su | inj

postotak indukcije 5%, ovisno o genotipu.

Barret i sur. (2008.) razvili su linijju PK6 iz linijja Stock 6, WS14, FIGH1 i MS1334 s
vi sokom sposobno gihvivo(u prasjekk 6%).; e hapl oi da

I ndukcijska linija RWS (R°ber i sur ., 2005
kri ganj em r aKBMS (Krasnodar [Ekbryo Marker Synthetic)francuske

i ndukci jske linije WS14. l z reciprabsaog Kkri
slilnim postotkom indukcij e, oko 9% (Geige

linija ima postotak indukfe 9-10%, a glavna prednost u odnosu na linijje RWS i RY&K
je bolji vigor biljaka i vela produkcija po

Indukcijska linija UH400(University of Hohenheim 4009 inbred linija izravno dobivena

iz ruskog induktora KEMS. Prgg i sur. 01 2. ) navode da je pro
hapl oida kod indukcije ovom | inijom 8%, a
R1-nj.

Mirdita i sur. (2014.) razvili su indukcijsku liniju UH60@niversity of Hohenheim 60@)

vi soki m sadr ¢ a jpresigku d0,§% Pastotak indukcije (kad ove linije je
10, 2%, a omoguluje odabir hal poi BlmjiBlomol u
Razvijena je i linija UH60XUniversity of Hohenheim @0 s pastotkom indukcije 6,6% i

jog velim gla®@)gajem ulj a

Liu i Song (2000 razvili su induktor CAU(China Agricultural University)selekcijom
potomstva iz kr i (Bajmg High ©it RPopulkatior§kojiiima BostOtak

indukcije 56 %. |l z potomstva kriganja St (Chika 6 X
Agricultural University High Oil Inducer) i ndukt or haploida s vis
zrnu (78 g/kg) i postotkom indukeijod oko 2% (Li i sur., 2009.).
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Rotarenco i sur. (2010.) razvili su induktor PgfProcera Haploid Inducer) Kao pol et r
materijal & kri ganj e odabral. su MHI , kao i zvor
frekvencije indukcije haploida, i Stock 6, kao izvor marker ggha PI1 k o | i omogul uj
odabir haploida po izostanku obojenja antodijam kod klijanaca. Od 9ZFs linije

odabranog 9 novih induktora koji su po fenotipu i drugim karaktétegna podijeljeni u 4
skupine,PHI-1, PHF2, PHE3 i PHI4, s prosjekom indukcije 12,1%, 13%, 14,5% i 12,8%

redom.

Zhang i sur . (2008.) su za i ndukndukgijsku hapl o
l'iniju HZI 1. Frekvencija haploida je bila v
Velina danagnjih induktora haploida namije
poj asa | ni su prilagoleni uzgoju u tropsk

optimizacije dihaploidna@ehnologije za uvjete tropske i subtropske klime u CIMMYT
(International Maizeand Wheat Improvement Centexd 2007. radi na razvoju induktora
prilagolLenih wuwzgoju wu tom podrulju (Prasan
' i nije primaa§lO% eduvek ctirfjoep hapl oi da koj e bi to
ulinkovitost dobivanja dihaploidnih |inija

i proizvodnje sjemena (Prigge i sur., 2011.).

Kao metodu dodatnog powelt@nji akenmijska gredsivia.n d u k c
Dankov i sur. (1997.) upotrijebili su herbicid Basagfaktivna tvar: bentazon)z abi | j e gi |
povelanje indukcijske stope od 4 do 5% na
induktora koje su prethodno bile uronjemd®,1% otopinu herbicida u trajanju od 24 sata.

SIl'ilne rezultate dobil. su i Wan i sur . (1

dugih herbicida.
1132l nduktori olinskih haploida

Androgeneza kod vigih biljaka aznmoal o] i mazkwe
kromosome gt o o nmjermp ditepjasne (Chasea ¥981n, Cha$e63.).
Induktori androgenetskih haploida nose mutantniigérfindeterminate gametophytkoji

mo g e povel ati frekvenciju andr ogem&t ski h
Kermicle, 1971., Lin 1981.). Djelovanjagl g e n a na razvoj] Sj emen:
poremelaju diobe jezgre i stanica genskog ¢
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funkciju j aj ne stani ce neodrelen. Ker mi cl
genotipova koji nosegl g e n kao gto su poliembrija (6
povelana razina ploidnost. endosper ma (45 %)
izvor genaigl koristi se inbred linija W23Wisconsin23) a pr akt i |lenjaa pr i mj
koji nosi igl/igl gene | e u prevolLenju i nbr ed i nij

(Pollacsek, 1992.).
114. 1 zbor poletnog materijala za indukciju h

Odabir izvorne germplazme, odnosno donora genoma, za indukciju haploida ovisi o
cilevimaop!l emenji val ki h programa (Prasanna i
inducirajuukgener aci j i nakon kriganja dvije inbr.
(2007.) navode da kod dihaploidnih linija dobivenih iz géneracije dolazi do manjeg

broja rekombinacija u usporedbi s inbred linijjama dobivenim iz uzastopnih generacija
samoopl odnj e, gt o smanjuje odgovor na sel
segmenti kromosoma prenose s roditelja na potomstvo i mali broj individua odabire za

k ri g(Riggs aSnape, 1977., Jannink i Abadie, 1999., Bernardo, 2009.). Zbog toga

Bernardo (2009.) kao pol etni m a generdciju.a | Z a
MelLut i m, ogranilena rekombinaci jigenekacjd di ha
moge oluvat.i superiorne epistatilne kombirr
genoti pski bligeg jednom od roditelja, negoec

vige uzastopnih generacija samoipttiodppgel jg
(Bernardo i Kahler, 2001.).

Gallais (1990.) procjenjuje da dihaploidne populacije razvijene nakon indukcije u F
generaciji moguadr gavat i got ov in rekothi¥imanata g ednoguonae | j n
populacije razvijene iz F~generacg. Razlika uf r e k v e n c ih jrekomlpnangta | j n

i zmelLu popul aci2i &gsgeneratipjce r mal & 1 zné&ma znal a
iz me 1i B2. ZBog toga neki autori smatraju da indukcija dihaploida geheraciji ima
prednost kada se pnGalaig199@, Berrmzl@ 20092.me L u gena

Smi th i sur . (2008.) SsuUu u svojim istragiyv
dobivena indukcijomizFgener aci je prosjelno ima 1,1 ne
roditelja, gt o | e k odFs geeekacijendobiveaim wzastogmimi n b r

10
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generacijama samooplodnje metodom potomstva jednog sjemena 0,4 kromosoma, a za

biljke F generacije 0,0.

Wil de i sur . (2010.) predlagu indukciju ha
ukl anj anj e ¢aletat Autorhsmatraju da bittako dobivene dihaploidne linije
mogle biti vrijedan genet ski i zvor u povrat
il kod kriganja za razvoj pol etnog mater.
inbred linjama, d hapl oi dne | inije dobi v-&Meiebergorp st ari
ravngt egibmogul akartiraojelokusa kvaatitajivaih svojstava{L-ova)

s visokom preciznogiu i rezolucijom.

1.1.5. Mehanizam razvoja haploida metodom indukcijein vivo

Mehani zam Kkoj i dovodi do razvoja majlinskiltl
Postoji vige hipoteza o mehanizmu razvoj a
mogul i uzroci pojave haploida navode se raz
Budul i da do indukcije haploida dol azi k ad
Chase (1969.) pretpostavlja da dol azi do |
nakon opragivanja polenom induktor a, odnos

centralnom jezgrom dok se druga ne spaja s
svojom di obom potil| e n e odabkerdzd@eauwhapto@mdmbrij dnu |
Jednostruka opl odnj a mo g e biti readuil tat r

postojanja samo jedne normalne spama stanice u polenovom zrncu.

Pogna and Marzetti (1977.) su usporedbom naklijanih polenovih zrnaca indukcijskih i
neindukcijskih linijain vitro zapazili da se iz polenovih zrnaca indukcijskih linija u

visokim fre k venci j ama razvijaju dvij e pol enove

abnor mal nost u rastu polenove cjevlice moc¢
haploida.

Chang (1992.) opaga dvije nepravilnosti.i u
kaomoguli e mehanizme razvoja haploida. Prva

oplolLena dok jajna stanica jesathajad jué¢ apliolsd

di obi oploLlLene sredignje jezgre. Katenadr ugu

11
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tijekom prodora polenove cjevliice te jedna

druga se razvija u haploidni emri

Neki su autori pretpostavili da se kod indukcijskih linija dvije generativne jezgre razvijaju
razl i |l itom brigur,d26n EdeEirChdlyle 20023, prema Bylich i Chalyk,

1996.). Jedna se jezgra razvija do stadija spremnog za oplodnju, dok druga zaostaje u
razvoju te zbog toga ne dolazi do dvostruke oplodnje i razvijaju se zrna s haploidnim
embrij em. Medwa i im, SMakhar (2000.) nisu prona

generativne jezgre.

Wedzony i sur . (2002.) razvao,j hapl oi da ob]
spermalne stanice iz polena induktora defektna, ali ipak sposobna spojiti sens jajno
stanicom. Za Vvrijeme stanil|lne diobe kromos

eliminiraju iz stanica primordija.

U i st imagiuv akngj i ma s u, Cpalyloiwslir.a(208a3l) zapagilo du ela se
aneuploidi kod indukcijskih linja MHIiM724 H poj avl juju u znatno v
14,7%) nego kod normalnih inbred linija A619 i MC3. S obzirom na to, pretpostavili su da

i ndukcijske i nije stvaraju odrelen di o g
Aneuploidne staniceodajugayvaj unod\eo sdtorvueksut i o
stanice u haploidni emlprbez oplodnje. Na temelju dobivenih rezultata, smatraju da je
mogul e postaviti hi potezu da indukcijske |
uzrokuju nenormalnu diobu kromosoma tpekformiranja mikrospora. Taj faktor dovodi

do razvoja aneuploidne gamete koja moge pr

jajne stanice bez oplodnje, odnosno aktivirati haploidnu embriogenezu.

Fischer (2004.) je upotrebom mikrosatelita kod hapwi i nduci rani h pomol
RWS kod 1,4% genotipova opazio da sadrge
kromosoma induktora koji zamjenjuju homol o
ukazuje da bi indukcija haploida mogla biti rezultat eliminagjemosoma induktora

nakon oplodnje.

Zang i sur . (2008.) dokazal: su da se seghn
hapl oi da i di haploida te takolLer smatraju d
kromosoma.

12
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Do sl il nih r eizsaul @®W93.)aMolekulgrhaianakraikrosatelitima- SSR

(Simple Sequence Repeatparkerima pokazala je da 43,18% haploida induciranih iz

hi brida ZD958 pomoiu induktora CAUHOI nosi
je prosjelno 1, 8aAeknguehapoimea CAUHOI u

Qi u i sur . (2014.) su kod haploida inducir
kromosoma induktora u 7,37% haploidnih embrija.

Ravi i Chan (2010.) &kao mogulu teoriju ne
komponente nejednakd j el uj u s di obenim vretenom u n

gubitak kromosoma.

Odvojena istragivanja vige autora (Lasherm
QTLanal i ze (R°ber, 1 B Yivo.infdukcpaohkptoirlaa Hod kuksiruza d a |

kvantitativno svojstvo pod kontrolom velikog broja nepoznatih lokusa.

Prigge i sur . (2012.) pronagl: su jedan gl
objagnjava do 66% genetske varijance za sp
populacieu k | j ul uj ul i i nei ndukcijskog roditel]

sposobnosti indukcije haploidia vivo kontrolirano s jednim ili nekoliko glavnih lokusa, te

nekoliko modificirap [ i h i / i | i |l okusa mal og efekta.

Qiu i sur. (2014.) napravili su moitfoo g k u , citologku i mol ek ul
i nduciranih pomol u i nduktor a HZI 1. Rezul 1
mi ksopl oi dije i abnor malnih kromosoma u od

kromosoma induktora tijekom mitoze i mejoze, odhno da potpuna il

eliminacija kromosoma induktora HZI1 kontroliravivo indukciju haploida.

Smatra se da je i heterofertilizacij a, obi
mehanizmom indukcije haploida i stopama indukcije. Visoka frekvencija heterofertilizacije

zabiljegena je kod Stock 6 (Sar k gotkriisuCo e, i

vi ge od tri puta velu ulestal ost heterofer:
kao opragival a u usporedbi S Anor mal nom
heterofertilizacija povezana s mehbhcajma z mom
postotak induciranih majlinskih haploida.

13
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Unat ol svim postavljenim hipotezama Prasal
i ndukci je haploida jog wuvijek nije potpuno
reproduktivne abnormalnosti. Autoninat r aj u da j e mogule da se

dogalaju razlilite reproduktivne abnor maln
haploida.
116.0dabir haploida i obiljegja haploidnih b

Il ndukci ja majihvivo trkeljilse nl argdtnasdtamamantnog markera za
obojenost antocijaninom, nazvan&j-navajo (Rinj), kod induktora haploida (Nanda i

Chase, 1966., Greenblatt i Bock, 1967.). Dominantni R&mj u kombinaciji s drugim
dominantnim genimaAl, A2, Bz1, Bz2, C1 i ¢2koji sudjelup u sintezi antocijana,

uzrokuje pigmentaciju aleurona i skuteluma klice (Coe, 1994.). Za razliku od induktora,
kod donorskih popul aci | ainabknddspeonu iskkci. Zbeg poj a
toga se ovaj mar ker n a kovaejgHamoidkilbod nekaploidnik a 0 p «
zrna. Kod hibrida, odnosno diploida, obojenost se pojavljuje u aleuronskom sloju
endosperma i skutelumu klice. Endosperm je triploidan, a klica diploidna. Haploidi imaju
obojan aleuronski sloj, ali neobojan skutelum, ahm imaju normalan triploidan
endosperm i haploidnu klicu. Jalova zrna su zrna s obojanim skutelumom i neobojanim
endosper mom. Do pojave ovakvih zrna dol azi
centralna jezgra, te imaju normalnu diploidnu klicu i abmalan diploidan endosperm

(Coe, 1994.). Normalno razvijena zrna bez obojenja u endospermu i klici nastaju kao

rezultat stranooplodnje ili slulajne samoop

MelLutim, vVvige aut or a iR%rmjpod \elikiohatjegajem geretske r e s i |

osno/e genotipa donora, genetske osnove samog induktora kao i pod utjecajem okoline

(Chase, 1952., R°ber i sur., 2005., Kebede
sustav bi o ul i ntdjonera imati neohojethai zma ikduktor rocd biti
homozigotan n&1-njg e n . l ako stopa pogregne klasifik

iznositi do 80% (Nanda i Chase, 1966.), ipak je njegova upotreba bitno ubrzala
identifikaciju majlinskih haploida. Kao gl
prisutnost domi nant ni h iGlh CHhldf t lelfDau genontuo c i | a |
donora Coe, 1994.). Kako bi se pojednostavilad ent i f i kaci ja hapl oi da
u klasifikaciji, koriste se i drugi genski markeri, Rli-nj se zasad pokan kao najkorisniji

te je dobra metoda za identifikaciju haploida u ga#iogzrna (Chang i Coe, 2009.).

14



Uvod

Rotarenco i sur. (2010.) navode da se upotreba induktora haploida s gdnjBwosterl)

i PI1 (Purplel)odgovornima za pojavu | jubi|l astog ot
korijena, pokazala korisnom u slul ajevi ma
obojenja suhog zrna. U ovom sl ul aju, oboj

razvoja ukazuju naiploide, dok se bilike bez obojenja smatraju haploidima (Geiger i
Gordillo, 2009., Rotarenco i sur., 2010.).

Kako bi s e i zbj egl e mogul e pogregke k od
antocijaninskog markera u suhom zrnu, Rotarenco i sur. (2007.) predlada se z ¢
identifikaciju hapl oi da kori st sadr gaj u
automati ziratd.i korigtenjem metoda na bazi n
I sur. (2014.) ispitali su ovaj model za odvajanje haploidnih i diploidmia nakon

i ndukcije pomolu UH600, induktora s vVvisoki:
odabir haploida na osnovi sadrgaja ulja bic¢

pomoi u Ra nakom ndukcije induktorom UH400.

Li i sur. (209.) su iz Stock 6 razvili CAUHOI, induktor s postotkom indukcije oko 2% i
visokim sadrgajem ulj a, koj i omoguRlajva i der

prema niskom sadrgaju ulja u zrnu.

Jones i sur. (2012.) ispitali su upotrebu NiRRarinfrared) spektroskopije za razlikovanje
haploidnih od hibridnih zrna kod tri razl il
haploida. Uporaba dvofaktorijalne kemometrijske analize u kojoj su zrna prvo klasificirana
prema genotipu, a zatim kao haploidnahili br i d n a, pokazala se kao
Ovom metodom iz smjese zrna svih genotipov

analiziranih haploidnih i svih 25 hibridnih zrna.

Geiger i sur. (1994.) ispitalinasebicideckaoui no st
gt o ] e (&tv@aTtear: glufomatamonij). Ta s e ot pornost n
monogenetsko dominantno svojstvo, a otporni i osjetljivi genotipovi mogu se razlikovati
primjenom herbicida BASTA u koncentraciji od 1% na terminalnu polovice t a u ml a L i
razvojnim stadiji ma. Zbog svoje neovisnost
smatraju da bi otpornost na herbicid BASTA kao marker svojstvo za odabir haploida u

budul nost i mogl a 1 nRd-bjgen.pr ednost u odnosu na
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Haploidne bille kukur uza morf ol ogki se jasno razl
opi suje majlinske haipvvoinddkeije kbo liljkevuski ¢éistovap r o c e ¢
|l esto s bijelim prugama, Koj i su negto kra

Otporrost haploida na stres je znatno manja u odnosu na diploide te su uglavnom sterilni, a
ponekad se pojavlijuju fertilmni segment. i na
haploidi mogu pokazivati visoku stopu fertilnosti kako kod metlice, tako ilipa kkato,

2002.).

Hapl oidne biljke nakon udvostrulenja kromos:s
klipove s nalim brojem zrna (Chalyk, 1994Gei ger , 2009. ). Chal yk (
prosjelno 27 zrna po kIl iqdoosnddibaploida,dokgest r ul e
maksi mal an br o] zrna iznosio 107. Geiger i

po Klipu i iznosio je 80.

l zraz dihaploid prvi j e upotrijebio Bender
kopija genoma (diploid) i njhovpodr i jetl o (haploid). Danas
haploidizacije tetraploidnih kultura (Nogler, 1984., Pehu, 1996.), dok se u oplemenjivanju

kukuruza za |l inije dobivene metodom udvost
udvostrul eni dnvoonsotprluoliednii ihlapl wi di , koj i j e
standardni i zraz za homozigotne primke nast
(Sprague i sur ., 1960. ), dok je u hrvatskc
dihaploidiuistomzal enj u (Kozumpli k i Pejil, 2012.).

1.17.Udvostrul enje kromosoma kod haploida
1.1.71Spontano udvostrul enje kromosoma

| ako su hapl oi di uglavnom sterilni, u 0 d
udvostrulenja kromosoma u pepedianm sdgmeht
dogodi u metlici ili klipu, dolazi do pojave fertilnosti kod haploidnih biljaka. Spontano
udvostrulenje kromosoma hapl oi da, kao i ni
ovisni Su o genotipu tebesmui kdugior ebi U p o torgerbae
oplemenjivanju kukwza (Zabirova i Chumak, 2009.).

Spontana poj av atinasti igttveemeno sg auvijaskk@edo 0% haploida
(Chase, 1969., Beckert, 1994., Deimling i sur., 1997., Kato, 2002.). Kato (2002.) je u
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svojim istragivanjima opazio da je 11% harg
zahval jujuldi spontanom udvostrul enju kromos
visoku frekvenciju spontanog udvostrul en

udvostkudomosga@ama tijekom androgeneze kukuruz
se izmelLu 4,5 i 22% s prosjekom od 10% ( Mol
AntoineMi c har d i Beckert (1997.) navode da f
kromosoma kodn vitrok ul t ur e antera moge kod nekih gen

Spontano udvostrulenje kromosoma kod mugke
46 %, izrageno kao postotak metlica koje st
genotipu (Liui Song, 2000., Wei i Chen, 2006., Han i sur., 2006.). Postotak spontanog
udvostrulenja kromosoma kod ¢genske cvati,
zrnom, veli je i kreie se od 25 do 94% (Che
2006).

Spontano udvostrulenje kromosoma moge biti
njih navode se fuzija somatskih stanica i endoreduplikacija, odnosno endomitoza (Jensen,
1974., Testillano i sur., 2004.).

Fuzija somatskih stanica ili fuzija prot@gta odvija se u nekoliko faza. Prva je razgradnja

stanilnih stijenki pomoiu enzima celulaze.
nastaje jedna. Nakon gto je ovaj proces za\
stanil| ne mewlmmaanestarock @/anous, 2011.).

Do endoreduplikacije, poznate i kao endomitoza, dolazi kada se uspori proces mitoze

(Scanlon i Takaes, 2009.), odnosno 10 do 14 dana nakon oplodnje (Kowles i Phillips,

1985. ) . Endoreduplikacd¢iljnamj ei lolbidijreagemapln
replikacije DNA kada ne dolazi do razdvajanja kromatida, diobe jezgre i citokineze

(Scanl on i T a k a-eitemetrijsk® &ha8liza)pokazéla j® dacsé ajed genom

udvostruluje tijekom bkadjeo(Kowlesji sug., 1890.kte ses a e n
vieruje da endoreduplikacija ima vagnu ul og
l172Udvostrulenje kromosoma izazvano razlil:@
Budul i da frekvencija spontanog ualivovistrul| er
O genotipu, potrebno ju je povelati, pogo
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udvostrulenje ispod 20% (Chang i Coe, 20009
razli|ite met ode S razlilitom r azulneonm eusp
kromosoma u zadnje je vrijeme povelana i u

pouzdano sredstvo za postizanje fertilnosti kod haploida (Geiger, 2009.).

Za udvostrulenje kromosoma najlegie se kori
sredsvo kolhicin. Do 199@ih kolhicin se smatrao nepouzdanim sredstvom za
udvostrulenje kromosoma |jer su rezultati n
Osim toga, kolhicin ima mali afinitet za mikrotubule biljaka (Eigsti i Dustin, 1955.), te su
bleppt rebne vele koncentracije koje su gtetn:
Velina oplemenjivalkih kuia razvila je i pr
za biljno tkivo i opasne za ljude koji ih primjenjuju (Geiger i Gordil609.).

Gayen i sur . (1994.) opi sal.i su metodu wud
koj o] su ispitaldi tri razlilite koncentraci
DMSO (dimetil sulfoksid) Haploidne klijance, kojima je prethodno uklamjevrh

kol eoptil e, stavili su na podloge natoplje
trajanju od 6, 12 i 24 sata na 18 AC. Re
udvostrulenja kromosoma (18, 05%) b ior k od

kolhicina u trajanju od 12 sati.

Deimlingi s ur . (19 9rMetojluposGayemisup. (1O9i)Y) aploist i gl i vel i
udvostrulenju kromosoma. Kl ijanci Ssu ostav
naj manj e 1 c¢m du\wgkoledptda uklonjenai klijami patapljeni u )06%

otopinu kolhicina s 0,5% DMSO u trajanju od 12 sati ha sobnoj temperaturi i u mraku. Ovu

su met odu testiraldi Eder [ Chal yk (2002.
udvostrul enj e kr @amuspeadboaestimk su ud @&/Gol. drugl metodu
udvostru|lenja pomoiu kolhicina (Zabirova i

faze 34 razvijena lista te je otopina kolhicina koncentracije 0,125% s 0,5% DMSO

injektirana u biljke tri do pet milimear a i znad tol ke rasta stabl
Eder i Chalyk (2002.) dobili su prosjelnu s
Zabirova i Shatskaya (1999.) oOpi sSuju met oc¢
0,125% otopine kolhicina u fazi-3 razvienih st ov a | navode wuspjeh

kromosoma u prosjeku 286%, a kod nekih genotipova i do 60%.
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Chalyk (2000.) je usporedio tri met ode ud
(Gayen i sur., 1994., Deimling i sur., 1997., Zabirova i Shatskaya, 199%jrebdpm

metode koju su opisali Deimling i sur. (1997dobili su 28,8% i 31,8% haploida s
fertilnim polenom kada je temperatura nak
Injektiranje otopine kolhicina (Zabirova i Shatskaya, 1999.) rezultiralo je pojavoby®2

haploidnih biljaka s fertilnim polenom.

Tretman kolhicinom nije uvijek u potpunosti djelotvoran, a osim toga kolhicin je visoko
karcinogen te zahtijeva pagljivo rukovanje
2012.). Postoje i druga sredstkaja djeluju kao inhibitori mitoze impu posl ugi t i
alternativno y e genj e. Vel ina ovih sredstava aktiyv
pronamid APM (amiprofosmetil) trifloralinioriz al i n ( H&@nt zschel I Web

sredstva jeftinija i maje otrovna u odnosu na kolhicin te su rukovanje njima i sigurno

odl aganje | akgi

Wan i sur . (1991.) su na haploidima kukur
djelovanje antnikrotubulnih herbicida amiprofosmetila (APM), pronamida, orizalina i
triflor al i na na wudvostrul|l enjlkaklroimbrsiohmak aINaka ns
APM i IM plrOonecami da u trajanju od 3 dana broj
vige od 50% kal usa, b e z okim mbstothkomcreéggneracie.a s t a
Orizalin se pokazao vrlo djelotvornim wu ud:
slul ajevi ma I nahii regeneraanje biljkes Trifl@knade inge pokazao
ulinkovitim u manjim koncentracijama, a u
kalusa.

Ha@nt zschel [ Weber (2010.) takolLer su i s
udvostrul enje kromosoma. Rezul t abtcidi ARM, i hov o

orizalin i pronamid u smanjenim koncentracijama mogu Koristiti kao efektvmaanje

toksilna, zamjena za kol hicin.
Drugaliji pristup dao je Kato (2002.) koj i
oksi dom. Koristio je razlilito trajanje tr

razvio standardnu metodu. Najysp gni j i m se pokazalo tretirar
cvjetnog primordija u trajanju od dva dane

kromosoma primjenom ove metode iznosila je
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donora na stjotpseonadretalasod L7udb @0%. Osim toga, ovakav pristup

zahtjeva puno rada i posebnu opremu kako bi se prilagodio tlak zraka.

Zarazliku odnvivomet oda kod koji h wudvostrulenje kro

invtromet oda kao g¢goi bka, kkbktuuwmapewmbrija i k u
za udvostrulenje kromosoma uklIl jul eni su i zr
sur ., 1999. ). l ako su stope udimvitsotvelikel] enj a
ove metode imaju druge nesld at k e . Vel i su tehnil ki zaht
zahtijevaju vige vremena, a rezultati jako

1.1.8. Prednosti i nedostati upotrebe haploida

Napredak u razvoju tehnika indukcije haploidavivote samih indukta kod kukuruza je
omoguliio proizvodnju velikog broja dihaploi
mo g u biti Korisni u razlilitim koraci ma

materijala, pedigre selekciju i rekurentnu selekciju.

Kao osnovnu prdnost haploida, odnosno dihaplgida oplemenjivanju Zabirova i
Shatskaya (1999.) istilu moguinost dobivanj

generacije |ime se znatno skraluje proces d

Chalyk i Rotarenco (1999)anvode da je frekvencija pogel

znatno vela kod haploida u odnosu na dipl

povelanju uspjegnosti rekurentne selekcije
geni te j e m@otspwrea diosnk njacliegm gto ol akgava
epistatilnim djelovanjem.

Bouchez i Gallais (2000.) napravili su teorijsku usporedbu rekurentne selekcije na
kombinatornu sposobnost u koj o] su kori g
rekue nt nom sel ekcijom u Kkog Rili Sz8nya. Koo jednagdg e n i t

intenziteta selekcije, bez korigtenja zi ms
selekcije S di hapl oidnim | inijama npsbkazao
rekurentne selekcije rasla je gto je bila

(h?<0,15) iznosila 45 0 % vi ge u odnoslui miaj a.esZb kg itgage ¢

da di hapl oi di u rekurentnoj sel ekciji I maj
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di hapl oidi zacija povelava var i paaminuimeiz mel u

heritabilnost.

Eder i Chal ydka (h2a0pOl20.i)d ii sdtjielluuj u kao prirodn
iz oplemenjival kog materijala iz kojega su

gene ugibajuli su nerazvijene i sterilne.

Bernardo (2002.) kao | edvneul uodg epnreetdsnkous tvia rdiijt

dobivenih linija.

Rotarenco [ Mi hail ov (2002.) navode da h
heritabil nosti u ugem smislu jer kod njih

dolaze samo efekti aditivnog i e@st i |djelavanja gena.

R ber i sur . (2005.) navode da haploi di 0

svojstva kod linija te brzo i jednostavno piranje gena unutar populacija.

Bordes i sur . (2007.) navode dnae tdsikhea prlaozildil
gt o povelava uspjegnost selekcije povel anj
smanjenjem preostale wvarijance. TakolLer IS
predvidjeti vrijednost dihaploidnih linija, koje se mogu dobiti &ke heterozigotne biljke,

u test Kkriganj ut enas aonsen obviil jvkre jue dtneosstt ik r i gan

Osim toga, hapl oi di ol akgavaju idermiai fi kac

(Rotarenco i sur., 2007.).

Windzony i sur . (2009.i)stkhaoa prégdnastprcicham
posebno u pogledu kvantitativnih svojstkva 0 gt o su pri nos i kval.
Jumbo i sur . (2011.) navode da dihapl oidn
ugtede zbog smanjenih troghkonwa |logjiist skuer &.
izvolLenje samoopl odnj e, obrada materijala i
i stilu da metoda di haploida omoguliuje brgu

(recikliranje) najboljih linija.
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Buduli diaj aettnbaplgoi da omoguluje brge dobi\
znalajno moge ugt pargheezia priovemenj er gseoesel

i/ili molekularnih analiza u oplemenjivanju (Prasanna i sur., 2012.).

Uz niz istaknutih prednostl i hapl oi da u opl emenjivanju, p
Ni zak postotak spontanog javljanja hapl oi de

kromosoma velikim su dijelom savladani razvojem modernih induktora i pronalaskom

ulinkovitivoméetrada@anze kdomosoma (Shatskaya,
oplenito osjetljiviiji na vanjske utjecaje c
jako dobra priprema tIl a, navodnjavanje ti]

korova (Praanna i sur., 2012.).

Osim toga, preostaje i1spitati utjele | pr
varijabil nosti. Zbog razlilite mogulnosti |
gena, |ije djelovanje dolazimodge dpnfagadjapwo
razdvajanju (Faris i sur ., 1998. ) . Odstup
zabiljegena su kod kukuruza (Bentolila i s
sur ., 1993. , Pereira irlLee199995%,)  ripel mac

1996.), kao i kod mnogih drugih biljnih vrsta (Faris i sur., 1998.).

Jumbo i sur . (2011.) kao ogranilavajuli !
vjegtine i opremu za udvostrullajee kmomabk:
negativni utjecaj smanjenog broja rekombinacija i selekcije tijekom razvoja dihaploidnih

linija.

1.1.9. Komparativna analiza dihaploidnih i samooplodnih linija

Usporedba dihaploidnih i samdognih linija napravljena jza razl i | i ta kva
svojstva kod nekoli ko ratarskih kultura. I s
pokazala da nema znalajnih razlika kod di'l
kukuruza (Lasher mes i sur ., 1988. ) ,icekel j a

(Chen i Beversdorf, 1990.) u odnosu na samooplodne linijje. Mjegre m mor f ol og
svojstava, upotkeom i zozi ma, pr ot ei a eestrikcijskin uppomdka mo r f i
(RFLP)segregaci jska distorzija pronaleingeje Kk
(Gui derdoni i sur ., 1989. ), dok He i sur .
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mol ekul arni h mapa i agronomskih svojstava i

l inija rige dobivenih iz istog kriganja.

Thomson (1953.) je kod kukuruza zapazio gotovo jednaku varijabilnost u prinosu zrna
i zmelLu spontani h dihaploidnih Iinija i K 0 me

kombinacijama.

Lashermes i sur. (1988k ao r ez ul t ,adtobiidtir asgui vihaaj pe vr i j
mor fologkih svojstava di hap!l oiidwvp,spitdnihni j a,

perses| i | na vrijednost. konvencional nih inbre

Bentolila i sur. (1992.) usporedili su razdvajanja i rekombinacijeREB4LP (restriction
fragment length polymorphisnmarkera u E populaciji i populaciji dihaploidnih linija
dobivenih iz kulture pragnika. Redoslijed

pokrivenosti genetske mape kod dihaploida odgovaralo mamgulacije.

Murigneux i sur. (1993.) napravili su usporednu analizu kvantitativnih svojstava i analizu
RFLP markerima dihaploidnih linija i linija iz potomstva jednog zrna. Molekularna analiza
napravljena je na vige od 10 OpredkhjLdgrikazmar k er
frekvencije alela i rekombinantnih ulomaka, no na osnovi dobivenih podataka autori nisu
mogl i donijeti zakl julak jesu 1i razli ke u
u omjeru razdvajanja i/ili frekvenciji rekombinacija. Agn@ r f ol ogka procj ena

vrlo male razlike u dva tipa linija.

Marhic i sur. (1998.) ispitali su odstupanja u genetskoj varijabilnosti dviju dihaploidnih
populacija kukuruza dobivenih metodonm vitro upotrebom set a mo r f
molekularnih markera Rez ul t at i su poka z anlvitro imdakcijp o v e | a |
nije bilo povezano sa smanjenjem ukupne genetske varijabilnosti. Mjerenja fenotipskih i

mor fol ogki h svoj st vavipaodkwa ddplaida sije utiecao nar o c e s

agonomsku vrigdnost populacije.

Seitz (2005.) je wusporedio vrijednost: tes
razvijenim | inijama I zakljulio da je vari|j
Bor des [ sur . (2007.) napravil i gjstava u S p O I ¢
di hapl oi dni h [ samoopl odni h l'inija dobive
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popul acije u test kriganji ma. Srednje vrij
prinosa zrna, vl age zrna, Vi si nevajandaj k e,

di haploidnih Iinija bila | e goipapuaziedlakost r ul
je genetska wvarijanca izmelLu I|linija dobive

puta vela od g @ap@dacie. Heritabileostjejzasear ej St va bi |l a v

samooplodnih i dihaploidnih linija u odnosu ngp8pulaciju.

Jumbo i sur . (2011.) usporedizimelLsiu kpogddn
dihaploida,za dobivanje superiornih Iinija i hib
Enhancement o f Mai ze) progr amu. Pokusi s to¢
kombinacije kriganja i metode opl emenjivanj
razli ke i zmelLu oplemenjival ki h metoda.

Strigens i sur . ( RapldidBe linije dobivene szpstarineviarijeteta | | d

europskih tvrdunaca s elitnim inbred linijjama europskog tvrdunca. Prinos dihaploidnih
l'inija bio je wusporediv s psmanenpje fenotipskd i t ni |
raznolikosti kod dihaploidnih ling.

1.1.10. Segregacijska distorzija

Segregacijska distorzija odnosi se na odstupanja promatranih frekvencija gena od njihovih

ol ekivanih vrijednost: (Lu i sur ., 2002. ) .
genetska pozadina roditelja ( Wata@ttaviansiur . , 2
sur., 1982.), razlilita sposobnost polena z
genskih gameta il:i zigot a, nehomol ogna r ek
| i mbeni ci (Liu i s surjepryi pula0 Zla.b)i | jKgd | k u Mamuz:
(1926.), a zatim i drugi autori (Burhman, 1936., Rhoades, 1942., Longley, 1945., Wendel i
sur ., 1987. , Gardiner [ sur ., 1993. , Lu i
kul tura kao gto s®9pel| ami Devaswx .i, 20111, )1
Zhang i sur ., 2010. , Yamagi shi [ sur ., 201 (
[ sur., 1988.), kava (Ky i sur., 2000.), pog

djetelina (Echi sur., 1994.).
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Wendel i sur . (1987.) proul aval: su razdva
vige od 19@é&neriddiajkea. FUO | i | i su statistil] ki
kod 11 od 1% a z d vilagloaimskhilokusa.

Lashermes is u r . (1988.) pomolu izozimskih marke
dihaploida i napravili usporedbu razdvajanja fenotipskih svojstava kod dihaploidnih linija i
samooplodnih linijja. Rezultati su pokazali da populacija haploidnih biljaka predstavlja
sl jahsaet genotipova. l zravna eliminacija poj

stanice, nisu zabiljegeni uslijed indukciije

Bentolila i sur. (1992.) usporedili su dihaploidne linije2i deneraciju dobivene iz istog
kri ganj a k e dapakilisdgnegacijsi distotziju na72% RFLP markera kod
dihaploidnih linija u odnosu nafinije kod kojih nije bilo distorziranih markera

Gardiner [ sur . (1993.) su k od Kkukuruza |

segregacijskom distorzijom nadmosomima 1, 2, 31 5.

Rotarenco (2000.) nije zabil | efkoohasleddgr egac

dobivenih iz i generacije heterozigotne na promatrani gen.

Lu i sur. (2002.) usporedili su segregacijsku distorziju ldidaploidne populacije
LH200/LH216 RSyn3 sa segregacijskom distorzijom u tri javno dostupne genetske mape.
Od 1820 kodominantnih markera u | etiri ma |

segregacijsku distorzijip€0,05).

Yan i sur . (2003.) pr oomgVaanuna9 kiokhossma gk j a s
popul aci ji kukuruza dobivenoj iz elitnog hi
cijelom genomu, 49 markera (28,1%) pokazalo je distorpf0,05). Od svih distorziranih

markera, 11 markera (22,5%) imalo je otklo pr ema mugkom roditel]
(24,5%) prema genskom roditelju, dok je 25

jedan marker imao je otklon prema oba roditelja.

Yamagi shi i sur . (2010.) proul avaldassu seg
distorzirane regije razlikuju u2Fpopulaciji u odnosu na dihaploidnu populaciju iz istog
kriganj a. U di hapl oidnoj ptkdop u tazdwajarjjui doklj® % ma |

u F> populaciji otklon imalo/% markera
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Zhang i sur. da28t0skegsegacijbka distorzija
rekombinantnih inbred linija u odnosu nagepulacije.

Wang i sur . (2012.) su pronagl:] veli ka pod
1, 2,3, 56, 7il0ufpopul aci j iB73ixZ. maysssg @amviglumisi na
kromosomima 45 i 810 u populacijipvr at nog Kkr i g#8nxg.anayssgp. kr i g a

diploperennis.

Xu i sur . (2013.) promatral.] Su segregaci|j
haploidain vivo kod kukuruzaRe zul t at i su pokazal:. da su s
zigotna selekcija doprinj el e sedln(adgragatiom j di

distortion 1) tijekom indukcije haploida.

Adamski [ sur . (2014.) su k oimvitrd metodomlkadi d ni h
5 od ispitanih 6 kombinacija pronagl:| seqgr
i nija i di hapl oidnih Iinija dobivenih opr
samo u jednom sl ul aju. S e gidnib didja razvigekia di st
Kkulturom tkiva bila je uzrokovana razvojem
kalusa.
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1.2.Ci Il j istragivanj a

121.Cil jevi istragivanja

Ciljevi ovoga istragivanja su sljedeli

LUt vrditi postojw deneztnsak oajj net rruakztl urkie i z me
bilaka Rgener aci je dobivenih samooplodnjom iz
dogalaju 1|1 se neke nepravilnosti, odst up:

procesu dobivanja dihaploidnih i@ koje bi utjecale na smanjenje frekvencije

pojedinih gena i genetske vatiilnosti u takvoj populaciji.

2. Ocijeniti pogodnost dihdpi dne metode dobivanja I|inija

oplemenjivanju.

3. Ispitati dolazi li do prijenosa nekog segnent g e n o ma i nduktor a I

komponente u genom maijJivoindekéije Haploda. p| oi da t i j
1.2.2. Hipoteza

Rezultati fenotipske i genotipske analize pokadatez nal| aj ne razli ke u
varijabilnosti unutar populacija dihaploidnimija u odnosu na genetsku varijabilnost
unutar populacija billaka Fgener aci j e dobiveni h samoopl o

materijalat e e kod di haploidnih linija doli do
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2. MATERIJAL | METODE RADA

2.1. Biljni materijal

Kao pol etni materij al za indukciju haploide
Odabrani su hibridikojp buhval aj u elitnu ger mpDsijekmau Pol j

prema dugini vegetacije pripadaju razlilit.i
Tablical.Pedi gre i dugina vegetacije hibrida ku
Broj Genotip Pedigre FAO skupina

1 OS 298P 2748 CO/Os 28 280

2 0OS 378 Os 23408/0s 27488 360

3 DRAVA 404 0s942/0s 8428 A 420

4 0OS 430 Os 946/0s 848 A 430

5 OSSK 444 0s13588/0s 348 420

6 OSSK 515 Os 8428 A/Os 990 520

7 0OS 499 Os 8724/0s 523 520

8 OSSK 552 Os 8444/0s 144 550

9 OSSK 5717 Os 8428 A/Os 2695 CO 550

10 OSSK 596 Os 43895/0s 144 600

11 OSSK 617 Os 43895/0s 62 610

Indukcija hgl oi da napravl jemaopeveomgl vi gestukthkin
ruskog induktora ZMK (Shatskaya, 2010.). Induktor je homozigotan na dominantRi gen
nj (R-navajo koji kontrolira obojanosendosperma i klice antociimm m t e omogul u
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razli kovanje haploidnih od diploidnih zrna
postotkom indukcije @ %, metlicama s velikim brojem |
periodom cvatnje metlice-B dana. Po djni vegetacije i vremenu cvatnje induktor

pripada u FAO skupinu 200.
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22. Met ode istragivanj a

2.2.1. Indukcija i odabir haploida

U prvoj godi ni i stragi van jnaivorHipdr cgabrdarji mna | e
i ndukci ju r ul ngodire na splekgjskgmapolju u &dredrie parcele duljine

5 metara na razmak od 20 cm unutar reda, odnosno ukupno je posijano 50 zrna svakog
hibrida na 11 dvorednih parcela. Induktor je posijan u dva roka sjetve na dvije parcele od

kojih je svaka imala p& redi. Prvi rok sjetve induktora podudarao se s datumom sjetve

hi brida, a drugi rok je posijan dva tjedna
nugan kako bi se uskladilo vrijeme cvatnje
skupinattomgu il i | o nji hovo kriganje.

Indukcija haploidain vivonapr avl jena je kriganjem odabr
Kkomponent i s induktorom haploida. Na svim
metlice te je gornji klip zagtilen plasti/]
izrasla u duljini 2 do 3m, napravljena je oplodnja smjesom polena prikupljenog na

induktoru. Oplodnja je ponovllena2 dana nakon prve oplodnje k

broj zrna po klipu (Tablica 2.).

Nakon berbe klipovi su osugeni mnanarpé@mol e
markeraR-nj. Na svakom se klipu pojavl jilapue vi ge
hi bridna zrna koja imaju obojanu iillagudei cu i
hapl oidna zrna s obojanim endosper mulam I nec

su se i jalova zrna s oboja endospermom, ali bez klice, a kao rezultat samooplodnje ili
nekontrolirane stranooplodnje na pojedinim su se klipovima razvila zrnaligenja
antocijagnnom u endosper mu i klici. Takimpostdka zr na

pojavehaploida.

30



Materijal i metode rada

Tablica2.Dat u mi oplodnje majlinskih hibrida s p
Broj Genotip Datum 1. oplodnje Datum 2. oplodnje
1 OS 298P 07.07. 10.07.

2 0OS 378 09.07. 12.07.

3 DRAVA 404 10.07. 13.07.

4 0S 430 11.07. 13.07.

5 OSSK 444 11.07. 13.07.

6 OSSK 515 12.07. 14.07.

7 OS 499 12.07. 15.07.

8 OSSK 552 13.07. 15.07.

9 OSSK 5717 13.07. 16.07.

10 OSSK 596 14.07. 16.07.

11 OSSK 617 14.07. 17.07.

Za ralunanjehpopsbodkkappepawve an&njmarkerem,a zr n .
odnosno haploidna, hibridna i jalova zrna, po svakom klipu pojedinog genotipa. Postotak
haploida po pojedi nom kutliohaploidnihzzrna U edmoautna j e k

sva zrna RBnmarrkaggreomm,m koja ukljuluju hibrid

zatim i prosjelan postotak haploida po sva
hapl oida jer se izr gilmarkeraRghknej] @i usaembi masle k|
nije dovoljno izragena za preciznu klasifik
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2.2.2. Do generacija haploida

2.2.2.1. Formiranje B gener aci j e hapl oi da, udwgestrul e
samooplodnje

U drugoj godini hapglraigdiwanianadiabramah 11
induktorom posijana su na selekcijskom polju Poljoprivrednog instituta u Osijeku na
odvojene parcelice. Zbog velikog ukupnog broja haploida, sjetva je obavljena u dva roka
kako bi s e 0 mo g udtiranje &olhjtinoanswhvhapidnehrbijakat Prvi je

rok posijan 28. travnja, a drugi rok 10. s\
melLur edni razmak od 70 cm i razmak wunutar
Tako |j e f orrmeidrnainho plalr cveil gae d u gdgenerache. Faedlear a s
su bile razlilite povrgine ovi s macirammm br oj u
hibridu (Tablica 3.).

Nakon nicanja postavljen je sustav navodnjavanja kap po kap kako bi se osigurao
optimd n i vodno zralni odnos u tlu za rast o0s]
kromosoma korigtena je metoda injektiranja
1999.). Kolhicin je alkaloid formule £H250s izoliran iz bilike mrazoac (Colchicum

autumnal@ Koj i sprjelava stvaranje diobenog v
mitozu, odnosno kromosomi se ne mogu kretati do ekvatorijalne ravnine, nego se
rasporede po cijeloj stanici. Nakon diobe centromera, kromatide ne odlaze na suprotne
polovest ani ce, vel ostaju u jednoj stanici . T .

mi tozom daj e s tsdvostrukie brijémekromosdama.k o ' e r

Prije tretiranja haploidnih biljaka kolhicinom iz polja su na osnovi fenotipske ocjene
uklonjeni hibridi ko j i su kod odabira haploidnih zrne
haploidi. Od pravih haploida hibridi se razlikuju po boji, razvijenosti, kutu koje listovi
zatvaraju u odnosu na stabljiku te obliku vrha prvog lista. Hibridi su tamnije zelene boje i
razvijeniji od haploida. Kod pravih haploida listovi zatvaraju manji kut sa stabljikom, nego

kod hibrida, a vrh prvog lista je nepravilnog oblika.

Haploidne biljke tretirane su otopinom kolhicina koncentracije 0,125% s 3% dimetil
sulfoksida i 0,7% metitelulozeu fazi 35 razvijenih listova, odnosno 118 dana nakon

nicanja. Otopina kolhicina injektiranajes3 mm i znad vrgnog meri ster
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u danu, u ranim jutarnjim i kasnim poslijepodnevnim satima zbog osjetljivosti kolhicina na

svjetlost i visoki temperaturu. Tjedan dana nakon tretmana kolhicinom, prebrojane su

haploidne biljke koje su pregivjele tretman
Tablica 3. Datum sjetve i tretiranja kol ho cinom
generacije
Broj Populacija Pedigre Povr g Datum Tretiranje
parcele (n?) sjetve kolhicinom
1 Os2701 2748 CO/Os A48 115,5 28.04.2011. 20-26.05.2011.
2 0s2702 Os 23408/0s 27488 1155 28.04.2011. 20-26.05.2011.
3 0s2703 Os 942/0s 8428 A 210,0 28.04.2011. 21-26.05.2011.
4 0s2704  0Os 946/0s 8428 A 108,5 28.04.2011. 22-26.05.2011.
5 0Os2705 0s13588/0s 348 84,0 28.04.2011. 22-26.05.2011.
6 Os2706  Os 8428 A/Os 990 112,0 10.05.2011. 25-30.05.2011.
7 0Os2707 Os 8%24/0s 523 73,5 10.05.2011. 25-30.05.2011.
8 0Os2708 Os 8444/0s 144 56,0 10.05.2011. 25-30.05.2011.
9 0s2709 Os 8428 A/Os 2695 98,0 10.05.2011. 26-30.05.2011.
coO
10 0s2710 Os 43895/0s 144 59,5 10.05.2011. 26-30.05.2011.
11 Os2711 Os 43895/0s 62 77,0 10.05.2011. 27-30.05.2011.
Na svakoj bilicibgener aci je gornji je klip zagtiler
svil e, kako bi se sprijelila stranoopl odnj s

samooplodnja. Fertilnim se smatraju samo one biljke kod kojih su zadovoljeni uvjeti za

izvoL e nj e

[ naj manj e

samoopl odnj e,

j edan

razvijeni

a to

znal i da

pragni Kk
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fertilnih biljaka bilo je potrebno pripremiti svilu za oplodnju zbog velikog intervala me L u

cvatnje metlice i svilanj a. Priprema je na
klipa do pojave svil e, a zatim su |istovi |
da se osl obode niti svil e. 2-@putageqgje proadukgijee s v a

polena kod takvih biljaka uglavhom mala.

Berba je obavljena rulno. Svaki je klip o

oznal ena brojem parcel e | rednim brojem kIl
2.2.2.2. Svojstva pgeneracije

U Do generaciji haploidadr e L e n i su nikRnmmaekerpr,ecpzea@isyl
tretmana kol hicinom, uspjegnost metode udvo
samoopl odnj e. Nicanje je odrelLeno kao post
ukupan broj posijanitzrna po svakoj parceli. Preciznost markBaji zr al unat a | e
omjer boja haploidnih biljaka nakon @@mnjivanja i uklanjanja hibrida i ukupnog broja

ni knuli h biljaka po svakoj parcel i . Pregiyv
odnos brojapgi vj el i h haploidnih biljaka i ukupnec
Uspjegnost met ode wudvostrulenja kromosoma

hapl oida u odnosu na wukupan broj biljaka

us pj e g n ojadamoomounge ka® emjer broja haploida koji su formirali barem jedno

zrno na Klipu i broja fertilnih haploida.
2.2.3. FormiranjeDigener aci j e i umnaganje di hapl oidni

U treloj godi ni i stragivanj a l'ini jB dobi \
generacije posijane su svaka u zaseban red. Ovisno o broju zrna dobivenih po klipu

posijanoje12 0 zrna svake dihaploidne | inije. Ti]j
lini j e i pojava atipilnih Dbiljaka iipkapbi ko |

svakoj dihaploidnoj liniji.

Na svim linijjama napravljena je samooplodnja. Na osnovi ocjene fenotipa i osjetljivosti na
bolestj te broja linija po populaciji izdvojenedtipopul aci je za :0sal j nj a
2702, Os 2703 i Os 2708inije iz tri odabrane populacije posijane su u zimskoj vegetaciji

u Lileu 2012./2013. godi ne radi umnaganja r

i stragivanj a.
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2.2.4. Poljski pokusi i pedoklimatski uvjeti

Di haploidne |l inije iz tru Jlodtabrrtamje @gwdgiudiaci
pokuse postavljene na pokusnom polju Poljoprivrednog instituta Osijek. Linije iz svake
odabrane populacije su posijane u zasebnom pokusu postavljenord-dizajnu,
modificiranom planu s nepotpunim blokovirfRatterson i Williams, 1976u jednorednim
parcelama dugine 6 metara i tri ponavl janj

unutar reda 25 cm. Kaostandamd svakom su pokusu koetnbggt ene

hibrida na kojem je napravljena indukcifav e u k upno, tr i pokusa | e
pokusnih |l anova, od kojih su 33, 71 i 50
roditel ji u promjenjivom vVvi (8jdvaavatmipakusdbr oj u

je obavljena 28. travnja 2013., a berba 24. listopada 2013. kada su sve linije dosegle
tehnologku zrelost.

Tip tla je humofluvisol |l ernozemni , srednj
glinasto ilovast, a kemijski sastav je kiol j edel i : pH 6,24/ 1M KCI ,
0,13%, 16,39 mg#®s/100 g tla, 32,41 mg#0/ 100 mg tla (Romi |l i sul

Na podrulju Osijeka prema K°%°ppenovoj kl asi
ki gna klima (Penzar mper&wanmajoplijeg nfeSedalu. godini Sr e d
najlegile je vigaA€d s1@ oA€a omlemjanmla brglempP 8 t k
lleta. Kl i mat s ki podac.i O srednjim mjeselnim te
travnja do listopada 2013. dobivenism& t eor ol ogke postaje Pinov
bl izini pol jskog pokusa. Za prikaz vigegodi
1971:2000 . godi ne. Prema preporuci Svjetske r
izraluju seidassestagddrdnpatrazdobl $1290.gt o b
godi ne (Zaninovi i i sur ., 2008. ), no obzi
par ametara I uol eno zatopljenje u posljedn
podatci za klimatsko ealoblje 19712000. godine.

Uu 2013. godi ni tijekom vegetacije kukuruzs:e
odstupale od vigegodignjeg prosjeka osim u
mjeselne temperature zr aklak ubpinlae kvoilgiel i maa 2|
travnja do |istopada 2013. godine bila je n

fazi nicanja i ranog porasta kukuruza, i rujnu, u fazi dozrijevanja zrna, palo je dvostruko
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vige oborina u odnef,sakjemanjewborna pgao d lipgjuijsrpnjup r o s |
kada je kukuruz u fazi brzog vegetativnog porasta i cvatnje.

Tablica4.Srednje mjeselne temperature zraka (AC

Osijeku za 2013. godi n2000i)) vigegodi gnj i pr os

Srednja mjesel. Kolilina obor
zraka (AC)

2013. 1971-2000. 2013. 1971-2000.
Travanj 13,5 11,2 74,3 51,0
Svibanj 17,2 16,7 125,4 59,2
Lipanj 20,4 19,7 27,0 82,0
Srpanj 23,8 21,3 43,1 65,4
Kolovoz 23,5 20,8 62,8 61,9
Rujan 16,1 16,5 129,3 51,0
Listopad 13,6 11,0 42,4 56,6

2.2.4.1. Agr o mopolskonlpokgsknra svoj st va

Ocjenjivanje linijja u svakom je pokusu napravljeno u sva tri ponavljanja. rif@me

vegetacije ocijenjeni su polinacijasvilanje. Cvatnja metliceis vi | anj e odr el en
suma efektivnih toplinski jedinica GDD, growing degree daysod sjetve do pojave
pragenjavpblema ivige od 50% biljaka unutar
maksi malne dnevne temperature potrebne za
Met eo meteorologke postaje postavljene u bl
i zr al u@GRDwastayljenaje na 18 C . Na osnovi GDD potrebni
genske cvati, odrelen | e AS$lramthesissillang intereajne L u ¢

izragen kao razli ka eGDD owmigckveat nj i i zmelu ge
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Od mor f ol o g k ijerenagevwsipasstaldjikeado bhazerklipa i visina cijele biljke
do vrha metlice. Visina je mjerena nakon ze¢
na uzorku od 10 slulajno odabrani h biljaka
po svakojdihaploidnoj linijii linjjama kontrole (roditeljske komponente hibrida iz kojih su

razvijene dihaploidne linije).

Na svake liniji u sva tri ponavljanja napravljeno je po 5 samooplodajo bi se izbjegle
ksenije a ostale Dbilj keoplednji poraei gwsyitklpoviesa svihob o d n
biljaka na pokusnoj parceli. Izmjeren je prinos po svakoj pokusnoj parceli, vlaga zrna i

postotak oklaska.

Nakon berbe odvojeni su klipovi iz samooplodnje za daljnju analizu. Izmjerena je masa
klipa s oklaskom, dulfia klipg promjer u sredini klipa broj redi zrna. Mjerenja su

napravl jena na uzorku od 5 kbpongvlpnjpna po svako
2.2.5. Formiraneksamoopl odne generacije i agromorfo

U zi mskoj veget acigpdne posijaniisl jednostiild hilitidi kap 6ul 3 .
korigteni k ao pol etni materij al z a i nduk

dihaploidnih linija. Na njima je napravljena samooplodnja kako bi sealebgeneraci.

Letvrte godi ne ijes por 80 zrnaaFggnaracijp @d trij odatrane
populacije. Ocijenjeinsu cvatnja metlice i svilanje na cijeloj populaciji Biljaka kako je
prethodno opisano za dihaploidne || inmnije.
izdvojeno je 200 biljaka. Na odabrim biljkama napravljena je samooplodnja. Nakon
cvatnje izmjerena je visina stabljike do baze klipa i visina cijele biljke do vrhacmeth

svim odabranim biljkama.

Ubrani su svi klipovi sa svih biljaka na svakoj parceli. Izmjeren je prinos po svakoj
pokusnoj parcel i, vliaga zrna i postotak ok
analizu svojstava. Na uzorku od 200 klipova popBpulaciji izmjeren su masa Kklipa,

duljinaklipa, promjer u sredini klipabroj redi zrna
2.2.6. Molekularna analza dihaploidnih linija

Na induktoru, dihaploidnim linijjama iz tri odabrane populacijeroditeljskim inbred

linjama dihaploidnih linjanapr avl jena |je mol ekul arna ana
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(single nucleotide polymorphigriGanal i sur., 2009.). Molekularna analiza bazirana je na

Il T umina I nfinium MaizeSNP50K | ipu (Ganal
markera izvedenih iz referencijalne sekvence inbred linije kukuruza B73, razvilenom u
suradnji tvrtki TraitGenete i Syngente, te Francuskoga nacionalnog instituta za
poljoprivredna istragivanja (I NRA). Ekstr a
cetiltrimeti|l amoni j bromid (CTAB) protokol
linije B73 i Mol7. Ova analizanapravljena je u TraitGenetics GmbH, Gatersleben,

Nj emal ka.

Podatci o genotipu pojedinog alela dobiveni gw mo [ u GenomeStudi o (
Module v1.0 (lllumina) programskog paketa potpuno automatiziranom obradom sirovih
podat aka pomad grupiemje padatakaKaxa dodatna provjera kvalitete
dobiveni h podataka napravljena je anali za
tehnil kim kopijama (i spa DNAzamlkd i B7T3 anlklo ¥
odabraneOS linije). Mjesta SNP markea wuzdug fi zi kalne mape
njihovim kromosomskim koordinatama kod referentnog genoma linije B¥8.SNP

markeri kod kojih je bilo nepoznato mjesta fizikalnoj mapi uklonjeni su iz seta podataka

kao i svi polimorfni markeri kod kojih snavi ge od 10% | okusa nedo
genotipu.

227.St ati sti | kladakeobr ada po

Statistil|lka analiza dobiveni h r egenetatijipat a ob

agromor f ol ogki hh npecedjeant saodjstava d pdijski pokusma i na F
generaciji te molekularnih podataka.

2.2.7.1. Statistilka obr adgenemmmeal at aka o i ndu

Podaci 0 i ndukci ji hapl oida obuhvalal.i s u
prosjelnu frekvenciju dobiyehioRgenee@raagiejniot o puwkh
su frekvenciju nicanja, preciznost markeRan;, pregivljavanje tretri

uspjegnost wudvostrulenja kromosoma i uspj eg

l zralunat je koeficijent odabhhaploaz kag relathmia s v o
pokazatel] varijabilnosti. Za utvrLlLivanj e

i spitani h s v otest{narazni pkOOb igdPL)en j e ¢
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Za statistil ku o b-it @mayramski paket zptMiEmsoExeel (VArsian! y s e
3.91).
2.2.7.2. Stat i s tagrbnomaskilopodatakha mor f ol ogko

2.2.7.2.1. Statistil|lka obrada podataka iz p

Statisti]| ka oadgraadmno nmdri fho | ppdgdjeosredijen vrijedkoktij u | i v i
pojed nal ni h mjsetremljjai kve sdonekl|l i pa, Vvisine do v
promjera Klipa, broaredz r na na kIl i pu, vV r | paecaenza svojstva c i | el
cvatnje metlice i svilanjgevr i j ednost cijele obralunske pa

na pios po hektaru

Za svako j e Ssvojstvo i zralunat koeficiije
varijabilnosti ispitivanih svojstava. Napravljena je analiza varijance (ANOVA) za sva
ispitana svojstvaGe not i povi Su za svVvakomESDtepteatmao usp
razini p<0,05 i p<0,01 Napravl jena je procjena heritahb
izralunat. koeficijentdi korelacije i zmelLu ¢
Statistil ka anali za naprragramskegmpaketg PAABSTATI gt en
(Utz, 1995.).

Na osnovi srednje vrijednosti pojedine populacije, heritabilnosti i genotipske varijance
izralunat j e k r(U) tpaedinej popularife rpeerind $chnell®@3)t po
formuli:

Y ' 00

gdje jee srednja vrijednost ispitanog svojshamG ( J) edvi L eni odgovor
koji je produkt intenziteta selekcij@un), standardne devijacije & i drugog korijena iz
heritabilnosti(h) (Falconer i Mackay, 1996.):

PG () Hign Ok h
Selekcijski intemitet u maloj populacij(iv ; )yorocijenjen je preko selekcijskog intenziteta

(i) u velikim populacijama prema Burrows (1972.):

" " p |
Q0 P I
h a5 o

gdiejeNvel i | i na [(gpostotak calabianihegenotipova.
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2.2.7.2.2. Spodateka e Egerlerkcgi obr ada

Podatci o Fgeneraci ji obuhvalali su srednje vri
stablji ke do klipa, visine do vrha metlice
zrna na kIl i pu, vr ipareett naswjstvavatnje metlicesi svibabja, a | u n s |k

vrijednost <cijele obral uns krimospohektamil e za pri

Nulta hipoteza o jednakosti srednjih vrijednosti ispitanih svojstava (Hs 2)eu B
generaciji i pripadajuloj populestapojoimulidi hapl
(Snedecor i Cochran, 1989.):

5 W ® p
PP
€ €

gdje je:

E p 2z, E pz,

” 8 é c

tei nterval prihvalanja nulte hipoteze:

0 0 0,
gdje su®i @ srednje vrijednosti ispitivanih svojstava; hn vel i | i ne? uzor k
varijanca; 0 standardna devijacija.
2.2.7.3. Statistilka obrada mol ekul arni h po
U svakoj populacijdihaploidnih linijaizdvojenisumaik e r i pol i morfni i zme

linija, a zatim suoznakeparova bazana svakomlokusu zamijenjeneo z nakom AAR[  z
nukl eotid podrijetlom od |inije majke, odnc
Svi heterozigotuani s nfAiBklekosip oa» m g tesutkiko & se

utvrdili lokus S odstupanjem od uobi [Mandedun &nger o mj er
di storzijanwgerejlem fireekvencija gefzikdnepova

mape.
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Razlilitost genotipova izralunata je kao u
dva genotipa, pri |l emu je svaki mogulii gen
jednako razlilitim od bilo kojeg dGMAgJog. K
(unweighted pair group method with arithmetic meamsp t odu pr i |l emu | e
genet ske razlilitost:. korigtena ol ekivana
razlilitosti [ kl aster analiza napravljene

(Bradbury i sur., 2007.).

Kako bi se utvrdilo sadrge | di hapl oi dne
segmerg kromosoma indukira, izdvojeni swsvi markeri na kojima se induktor razhkao

od obje roditeljske linijau svakoj od tri ispitane palacije dihaploidnih linijaSve baze
podrijetlom od bilo kojeg roditelja oznal e
Zatim su prebrojani sveegments oznakom Alfd pa edijhea pil zori adlnuw

velilina segmenat a.

Simulacija raspodjelgerotipovaza dva tipa potomstva {lgeneraciju i dihaploidnknije)
napravljena je pomoliu programa MapDisto (Lo
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Rezultati istrag

3. REZULTATI I STRAGI VANJA

3.1. Frekvencija navodnih haploida

I ndukcijskim kriganjedamb)dobplvelheniehrhklziipadyva
ovisno o broju klipova i frekvenciiji hapl o
zrna. Postotak navodnih haploida dobivemhvivo indukcijom kretao se od 6,89% kod

genotipa OSSK 552 do 15,80% kod genotipa OS 298P (Tablica 5.).

Frekvencija navodnih haploida po Kklipu najmanje je varirala kod genotipa OS 289P
(20, 91 %) , a najvige kod genotipa OSSK 596
frekvencije pojavlijivanja navodni h hapl oi de
pojedinih klipova kod genotipova OS 378, DRAVA 404, OS 430, OSSK 444, OS 499,
OSSK 552 i OSSK 5717, dok kod genotipova OS 298P, OSISK BGSSK 596 i OSSK

617 nijebiloz nal ajni h razlika.
Tablica5.Br oj , prosjel ni postotak N bapleichtkar dna
koefi cij ent 2tesaza frekvansiju hamodnshthaploida p@ genotipu

Navodni haploidi
Genotip klligprcc)){/ a Broj Prosjek Raspon lf/%?;}iggﬁgt G|

% % %

OS 298P 26 765 15, 80 9,75- 22,65 20,91 n.s.
0OS 378 37 700 11, 74 3,33 - 20,27 33,51 *x
DRAVA 404 43 1253 14, 56 5,98 - 22,70 25,24 *
0S 430 45 710 11, 62 0,00- 21,60 40,41 *x
OSSK 444 32 557 10, 74 245- 19,31 33,96 *x
OSSK 515 45 730 12, 94 5,88 - 22,58 28,32 n.s.
0OS 499 89 492 8, 301 2,29 - 18,52 42,72 *x
OSSK 552 36 382 6, 891 0,00 - 14,46 44,53 *
OSSK 5717 42 655 10, 22 0,00 - 20,37 37,57 *x
OSSK 596 30 407 7,981 0,00 - 14,01 45,18 n.s.
OSSK 617 32 526 9, 021 4,42 - 15,70 28,32 n.s.
»*=gtatistilKki ZhOd;*sfabisbaift&dri gaP@Pdj;no. sa=mazienist@ti
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3.2. Analiza svojstava [ generacije

Rezul tatpoklazthestkee ghataphul radl 0K ({ 2ane Lk

genotipova za svojstva nicanj a, pregivljav:
biljaka, odnosno uspjegnost udvostrul enj a
razlike za svojstva preciznosti markeRan] i us pj e geamja samoopladrgevkod.

fertilnih biljaka (Tablica 6.).

Relativna frekvencija nicanja kretala se od 26,44% u populaciji Os 2708 do 65,62% u
popul aciji Os 2706. Hibridi su se u najvel
2711 gt o u kaajuzprgcienosnmaarken@anj pnilikom odabira haploidnih zrna

(80,24%), dok je preciznost markelRanj u odabiru haploida bila potpuna (100,00%) u
populaciji Os 2708. Najbolji oporavak nakon tretmana kolhicinom imale su haploidne

biljke u populaciji Os 279 (97,14%), dok je kod populacije Os 2708 tretiranje kolhicinom
pregivjelo 50,50 % biljaka. Udvostrulenje Kk
2709 gto je rezultiralo najvelom relativnec
najmanjafrekveci ja fertilnih biljaka, odnosno dih
2707 (8, 07%) . l zvolLenje samoepéodnijee dnaijy
uspjeh imalo u populaciji Os 2703 u kojoj je ostvareno 69,23% oplodnji u odnosu na broj
fertilnih biljaka.

Od svojstava ispitanih uddgener aci j i naj vige je wvariralze
(39,93%), a namanje preciznost markignaj (5,50%) (Tablica 6.).
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Tablica 6. Relativna frekvencija svojstavaDeneracije

Preciznost Pr e gi v I Uspjeg
Populacija Pedigre Nicanje  markera tretmana Fertilnost izvole
R-nj kolhicinom samooplodnje
% % % % %
Os 2701 OS 298P 46,14 98,87 96,56 26,11 40,91
Os 2702 OS 378 47,57 98,50 93,60 21,82 61,19
Os 2703 DRAVA 404 57,62 98,61 89,19 20,47 69,23
Os 2704 OS 430 37,75 96,64 94,59 13,06 62,50
Os 2705 OSSK 444 44,34 99,19 97,14 21,01 62,00
Os 2706 OSSK 515 65,62 98,33 94,48 9,89 43,18
Os 2707 0OS 499 56,71 98,57 81,09 8,07 50,00
Os 2708 OSSK 552 26,44 100,00 50,50 11,76 50,00
Os 2709 OSSK 5717 52,98 97,98 94,71 31,06 56,00
Os 2710 OSSK 596 40,29 95,12 87,18 12,50 64,71
Os 2711 OSSK 617 48,10 80,24 63,55 26,36 67,65
Prosjek 47,60 96,55 85,69 18,37 57,03
SD 10,22 5,31 14,50 7,34 9,26
(64Y) 21,46 5,50 16,93 39,93 16,24
SS 10 10 10 10 10
G| 145,39 8,31 48,78 85,93 10,55
*x n.s. ** *x n.s.
¥»=gtatistilKki ZhOd;*sfabisbaifdri gaPPdj;no. sa=mazienist@at i
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33. Anali za agromorf ol ogki h dhaploanphst av a
linija
Anali zom varijance procijenjeni su ulinci

variranja za sva ispitana svojstva u sve tri populacije dihaploidnih linija.
331. Analiza agromorfologkih svojstava u popu

Analizomv ari jance utvrlLene s (p<O9Y)iaz mesltu | &i hamlad ]
l'inija u populaciji Os 2702 za svojstva po
svilanja (ASl,anthesis silking intervalkao i za procjenu prinosa zrna po hekt@rablica

7.).

Tablica 7. Vrijednosti Ftesta iz analizearijance za svojstva polinacije, svilanja, intervala
i zmelLu polinacij e i pokususldihaplpidgnim(imjenb populacijg r i n o

Os 2702 i njihovim roditeljima

lzvor Stupnjevi F-test

variranja slobode Polinacija Svilanje ASI Prinos

Ponavljanje 2 0,65 n.s. 1,22 ns. 0,71 ns. 0,32 n.s.

Genotip 35 32,28 ** 31,80 ** 6,75 ** 9,48 **

Blok 15 0,73 n.s. 0,69 ns. 0,90 ns. 0,61 n.s.
**=statistil] kip<Oz mdl;aj*mre tmad irsd pH0k,ii0 5;n anl.asj.n=on injae rsatzaitni

Srednje vrijednosti sume toplinskih jedinica u populaciji Os 2702 varirale su od d®9,3
8727 GDD za polinaciju, odnosno od 716db 8867 GDD za svilanje.

vrijednost intervala izmelLu pb667iGDBR dokfee i S \
prinos kretao od 0,6 do 9,3 t/ha (Tablica 8.). Vrijednost LSD tgst8,05 i p<0,01lxa

znal ajnost razli ka 1 zmelLu srednjpolihacije,r i j edr
svilanj a, intervala izmelLu polinaciZae I S \
svojstvo polinacije 16 dihaploidnih Iinija

za polinaciju, a 14 za svilanje u odnosuraditeljsku linju0s23408s vi gom sr edn
vrijednosti svojstva d o k , gdresnogtrélisijé, imalo manju vrijednost u odnosu na

ranijeg roditelja Os 27488 za ista svojstdae dna di hapl oi dna | inij a
znal ajno manju vr i | edneoisvlanja unddmosuwna foditeljske me L u
liniju s manjom srednjomnjednosti intervala, te sudvigi hapl oi dne | inij e

prinos od prinosnije roditeljske linije Os 2380
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Tablica 8. Srednje vrijednostin aj manj e z n @$D) zars@jstvgmlmacijek e

svilanj a, I nt er v alvdanjai AShWeil prinosp ama wpekasu js e i
dihaploidnim linijama populacije Os 2702 i njihovim roditeljima
Broj Genotip Polinacija Svilanje ASI Prinos
GDD GDD GDD t/ha
1 Os 270201 796,3 813,0 16,7 1,8
2 Os 270202 845,3 863,3 18,0 2,8
3 Os 270203 709,3 716,0 6,7 8,0
4 Os 270204 872,7 886,7 14,0 1,6
5 Os 270205 767,0 771,0 4,0 7,1
6 Os 270206 809,3 821,0 11,7 3,9
7 Os 270207 726,7 771,0 44,3 2,5
8 Os 270208 716,3 730,3 14,0 3,2
9 0s 270209 805,0 825,3 20,3 2,5
10 Os 270210 821,7 821,7 0,0 9,3
11 Os 270211 800,7 829,0 28,3 1,5
12 Os 270212 792,0 800,7 8,7 3,1
13 Os 270213 737,7 763,0 25,3 1,9
14 Os 270214 796,3 804,3 8,0 1,9
15 Os 270215 796,3 817,3 21,0 3,8
16 Os 270216 833,7 886,7 53,0 0,8
17 Os 270217 771,0 787,7 16,7 2,9
18 Os 270218 763,0 779,3 16,3 2,9
19 Os 270219 845,3 886,7 41,3 1,5
20 Os 270220 737,3 748,7 11,3 3,8
21 Os 270221 748,3 805,0 56,7 0,9
22 Os 270222 775,3 800,7 25,3 2,0
23 Os 270223 792,0 813,0 21,0 4,1
24 Os 270224 817,3 846,0 28,7 3,1
25 Os 270225 730,3 755,0 24,7 5,8
26 Os 270226 730,3 734,0 3,7 3,5
27 Os 270227 809,3 833,3 24,0 0,6
28 Os 270228 817,3 859,0 41,7 2,1
29 Os 270229 737,3 759,0 21,7 4,0
30 Os 270230 817,3 821,0 3,7 2,9
31 Os 270231 837,0 854,3 17,3 2,8
32 Os 270232 723,0 751,7 28,7 5,2
33 Os 270233 763,0 771,0 8,0 54
34 Os 23408-1 767,0 787,7 20,7 6,3
35 Os 27488 751,7 767,0 15,3 3,0
36 Os 23408-2 775,3 800,7 25,3 55
Prosjek 781,5 802,3 20,7 3,4
LSDo,05 18,4 19,9 13,5 1,7
LSDo,01 24,6 26,4 18,0 2,3
statistilki znalajno vela vrijednost sv
statistilki znalajno vela vri | e dazioipt0,05% v
statistilki znalajno manja vrijednost s
statistilki znalajn manja vrijednost s
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Anali zom varijsamad sutivikliememadwaj ne razlike
svojstva visine stabljike do baze klipa i visine do vrha metficablica 9.), kao i za

duljinu, promjer i masu Klipa, te broj redrna na klipu(Tablica 10.) Ul i nak ponavl
kao izvora varirgjabiojes t at i st i talsvojstva nisine dojklgpai metlice (Tablica

9.) te broj red zrna na klipu (Talta 10), dok j e wul i nak ®samezka bi o
svojstvo visine do baze klipa (Tablica 9.).

Tablica 9. Vrijednosti Ftesta iz analize vgance za svojstvdisine stabljike do baze klipa
i visine stabljike do vrha metlice pokusu s dihaploidnim linijama populacije Os 2702 i

njihovim roditeljima

o o F-test
Izvor variranja Stupnjevi slobode — : — :
Visina klipa Visina metlice
Ponavljanje 2 6,75** 30,27**
Genotip 35 25,7C** 25,33**
Blok 15 2,62** 1,24n.s.
=g tatistilKki Zhd;*safabiBaif&ri gRaPdj,no. sa=mazienist@t.

Tablica 10. Vrijednosti Ftesta iz analize varijancea svojstva klipa upokusu s

dihaploidnim linijama populacije Os 2702 i njihovim roditeljima

lzvor Stupnjevi F-test Stupnjevi F-test

variranja  slobode Duljina Promijer Masa Slobode gy redizma

Ponavljanje 2 0,93n.s. 1,42ns. 1,22n.s.2 7,84**

Genotip 35 9,32** 5,79** 9,29** 35 3,02**

Blok 15 1,15n.s. 1,28n.s. 0,72n.s.- -
¥=statistil| ki =z@®alddjnd=saatazsitnil kp znalajno na razin

Prosjelna vrijednost mj e r eopplaciji Osi2302 nadrales t a b | |
je i zmehiuoe®2edm5 dok se prosjelna visina do v
249,8 cm (Tablical). Vrijednosti LSD test§p<0,05 i p<0,01}a svojstva visine stabljike
prikazare su u Tablici 11. Tri dihaploidnerii j e i mal o j e ni gu stabl
odnosu na roditeljsku |iniju Os 27488 s ma
jednal i ni j a vi gu lskudigijm ©ss23468n kkod dvi dilhapladne linije
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visina stabljike do vrha metlice bila je st
te koddviel i ni j e statistilki vela.
Duljina klipa u populaciji @, adromje klipaar i r al

izmelLu 3,98 cm. P di areg rea |klgpun kretao sej od 13¢/ do 18,8, a
prosjelnaimasai k& 57®ai 1889m €Tahlica 1.). U usporedbi s

roditeljskim |Iinijama 15 dihaploidnih |ini
klipa u odnosu na oba roditeljadaijedih ap !l oi dne | i hiajeosvaiusdil
klipa. Za svojstvo promjera klipa pronale]

znal aj nol evtliiroiimj ¢ sa znalajno manjom vrijed
Letiri dinh 4 @l 6 imdinrees jlséul nwue imiaspu kl i pa u odno:
dviiel i ni je veli b r(Tablicarl®)d i zrna po klipu
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Tablica 11 Sr ednj e vrijednost:i [ n z ) swoptna) visinez nal a
stabljikei svojstva klipau pokusu sdihaploidnim linijama populacije Os 2702 i njihovim

roditeljima
. : Visinado Visina do Duljina Promjer  Broj redi Masa
Bl Sl klipa metlice klipa klipa zrna klipa
cm cm cm cm g
1 Os 270201 59,0 174,7 11,2 3,9 15,6 65,2
2 Os 270202 90,2 207,7 14,5 41 14,8 91,8
3 Os 270203 99,7 222,5 16,2 4,6 17,6 163,9
4 Os 270204 83,8 196,8 9,9 4,3 16,8 61,1
5 Os 270205 90,2 217,3 17,3 4,3 16,2 148,2
6 Os 270206 80,2 186,2 15,4 4,0 15,0 107,8
7 Os 270207 60,7 162,3 13,3 4,3 151 88,8
8 Os 270208 57,5 165,5 12,2 4,6 17,8 98,6
9 Os 270209 90,5 216,5 13,5 4,3 13,7 102,9
10 Os 270210 106,2 249,8 17,9 4,6 16,4 188,7
11 Os 270211 68,0 199,5 14,4 4,2 17,4 94,2
12 Os 270212 71,3 196,8 13,3 4.4 16,3 100,3
13 Os 270213 75,3 176,2 12,3 4,0 15,6 74,8
14 Os 270214 78,7 175,8 11,9 4,3 17,4 78,9
15 Os 270215 99,5 242,3 12,1 4,5 17,7 104,6
16 Os 270216 65,6 198,9 12,7 4.4 16,7 73,3
17 Os 270217 78,2 181,3 11,9 4,5 17,2 95,0
18 Os 270218 79,5 180,5 13,4 4.4 17,7 109,1
19 Os 270219 86,0 198,7 12,1 4,5 17,6 90,1
20 Os 270220 74,7 175,7 14,5 43 16,9 105,8
21 Os 270221 54,5 149,0 9,0 4,3 16,3 57,0
22 Os 270222 59,3 154,7 11,7 3,9 15,9 74,3
23 Os 270223 78,8 187,2 12,5 4,5 18,8 105,1
24 Os 270224 88,3 219,5 16,5 4,5 15,0 124,6
25 Os 270225 83,0 2212 14,5 4.4 18,2 124,3
26 Os 270226 68,3 166,2 12,0 41 17,4 91,7
27 Os 270227 64,2 179,3 9,9 4.8 15,7 58,2
28 Os 270228 72,7 171,5 12,0 43 16,3 74,7
29 Os 270229 89,0 223,8 15,4 4.6 16,7 145,3
30 Os 270230 72,3 178,2 14,0 4,3 17,7 103,9
31 Os 270231 88,8 206,0 12,9 4.4 16,8 100,7
32 Os 270232 82,7 187,3 13,6 45 17,3 119,3
33 Os 270233 88,8 203,2 14,2 4,5 17,0 122,4
34 Os 23408-1 93,5 213,3 14,6 4.4 15,7 1144
35 Os 27488 66,3 170,2 15,0 4,2 16,4 115,3
36 Os 23408-2 90,3 207,7 14,8 4,5 16,0 119,9
Prosjek 78,8 193,4 13,4 4.4 16,6 102,6
LSDo,0s 7,1 11,3 1,9 0,2 1,8 25,0
LSDo,01 9,5 15,0 2,5 0,3 2,4 33,3
statistilki znalajno vela vrijednost sv
statistilki znalajno vela vrijednost sv
statistilki znalajno manja vrijednost s
statistil ki znal aj nonamanje yripdnest roditedjadna @zant p<Gs(
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3311Koeficijent.i korelacije i zmelLu svojstaveze

Vrl o jaka pozitivna korelacija u populaciji
(r = 0,95), mase Klipa i prinosa zrna p&iaeu (r = 0,90), mase i duljine klipa (r = 9)&e

visine stabljike do baze klipa i visine do vrha metlice (r = 0,87). Koeficijenti korelacije

Il zmelu prinosa i vVvisine stabljike do baze Kk
duljine klipa,kao i visine do baze klipa i visine do vrha metlice s duljinom i masom Kklipa
ukazuju na srednje jaku pozitivnu korelacij
zrna | intervala izmelLu polinacije i, svila
kao i l zmelu prinosa i svilanj a, te mase |

svilanja (Tablica 2.).

Tablical2zKoef i ci j enti korelacije izmelLu ispitiyv
Polinacija  Svilanje ASI VKL VMET DKL  PRKL BRRED Masa klipa
Prinos -0,34 -047  -0,51 0,67 0,61 0,75 0,31 0,16 0,90
Polinacija 0,95 0,07 0,20 024  -014  -0,07  -022 -0,27
Svilanje 0,36 0,07 015  -025  -007  -0.25 -0,40
ASl -037 -026  -041 -001  -0,15 -0,48
VKL 0.87 0,58 0,36 0,01 0,68
VMET 0,61 0,41 0,00 0,68
DKL 0,16  -0,11 0,89
PRKL 0,36 0,40
BRRED 0,15
statisticki zna¢ajno na razini p<0,01 statisti¢ki zna¢ajno na razini p<0,05
ASI -interval izmedu polinacije i svilanja (anthesis- silking interval) ~ DKL -duljina klipa
VKL -visina stabljike do baze klipa PRKL -promier klipa
VMET -visina stabljike do vrha metlice BRRED -broj redi zrna na klipu
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3.3.2. Analiza svojstava u populaciji Os 2703

Analizom varijance wutvrlLene su statistilKki
popul aciji Os 2703 za svojstva polinacije,
prinos zrna po hektaru. Uzh B h azk svqstva @inokaj a nj a
(na razini p<0,01) i svilanja (x05), doksub |l ok ov i bil i statisti/|

variranja za svojstvo svilanja (905) (Tablica 3.).

Tablica 13. Vrijednosti Ftesta iz analize varijancea svojstva polinacije, svilanja,

intervd a 1 zmelLu polinaci | eupokuss v dihaphomnina linigmasS | ) i
populacijeOs 2703 njihovim roditeljima

lzvor Stupnjevi F-test

variranja  slobode Polinacija Svilanje ASI Prinos

Ponavljanje 2 2,19n.s. 3,93* 1,62n.s. 6,43**

Genotip 74 20,91** 24,5C** 9,45** 8,19**

Blok 12 1,57n.s. 1,97* 1,47n.s. 0,51n.s.
**=statistilki znalajno na razini p<0,01; *=statist]

Srednje vrijednosti prinosa zrna u populaciji Os 2R0OB et al e s uWt/lwmae9,d z me L u
t/ha. Suma toplinskih jedinica potrebnih za polinaciju bila je najmanja kod linije Os 2703

58 te je iznosila 734,GGDD, an aj v(87R7 GDD) kod linije Os 270%2. Suma

toplinskih jedinica potrebnih za svilanje varirglae i z m,0il881,3 GBI a interval

i zmelu polinacij e [ 457 GDDnij58,3 BDDe Koddpe sg e iz
di haploidnih linijaezahill jiezgreen uj es vn édaatjiav a
toga je kod jedne dihaploidne linije ASI bicast i st i | ki znal ajno manj
roditelja. Pet dihaploidnih |inija 1imalo | €
za polinaciju, ag e dintija za svilanje u odnosu na obje roditeljske inbred linije.
Dihaploidna linijja Os 27038 imalag¢ st azmnalteajj o prinos u uUsSpoO
roditelja(Tablica 4.).
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Tablical4.Srednj e vrijednost. [ naj manje znal aj
svilanj a, I nterval a i zmelu polinacije i ¢

dihaploidnim linijjama populacije Os 230njihovim roditeljima

Broj Genotip Polinacija Svilanje ASI Prinos

GDD GDD GDD t/ha
1 Os 270301 796,3 809,3 13,0 3,1
2 Os 270302 764,0 792,3 28,3 3,9
3 Os 270303 771,0 787,7 16,7 4,6
4 Os 270304 755,7 759,0 3.3 52
5 Os 270305 783,3 817,3 34,0 5,2
6 Os 270306 823,5 845,3 24,0 2,8
7 Os 270307 818,0 849,7 31,7 1,7
8 Os 270308 817,3 845,3 28,0 3,1
9 Os 270309 737,7 755,7 18,0 5,2
10 Os 270310 779,3 821,3 42,0 4,1
11 Os 270311 841,3 863,3 22,0 4,2
12 Os 270312 779,3 813,0 33,7 4,9
13 Os 270313 800,7 800,7 0,0 59
14 Os 270314 737,7 751,7 14,0 4,7
15 Os 270315 863,3 877,3 14,0 1,0
16 Os 270316 751,7 767,0 15,3 4,7
17 Os 270317 829,3 845,3 16,0 4,8
18 Os 270318 804,3 821,3 17,0 4,1
19 Os 270319 783,7 788,0 4,3 47
20 Os 270320 837,0 858,7 21,7 53
21 Os 270321 829,0 845,3 16,3 3,8
22 Os 270322 821,7 817,3 -4,3 6,0
23 Os 270323 833,0 829,3 -3,7 53
24 Os 270324 809,3 821,0 11,7 53
25 Os 270325 841,3 833,3 -8,0 6,7
26 Os 270326 775,0 783,7 8,7 4,2
27 Os 270327 783,3 775,3 -8,0 5,6
28 Os 270328 796,3 829,0 32,7 2,9
29 Os 270329 748,0 763,0 15,0 3,7
30 Os 270330 796,3 829,0 32,7 3,4
31 Os 270331 809,3 841,0 31,7 2,3
32 Os 270332 771,0 779,3 8,3 47
33 0s270333 800,7 805,0 4,3 57
34 Os 270334 755,7 763,0 7,3 6,8
35 Os 270335 787,7 837,7 50,0 4,5
36 Os 270336 783,7 796,3 12,7 4.4
37 Os 270337 792,0 813,0 21,0 51
38 Os 270338 787,7 809,3 21,7 9,6
39 Os 270339 767,0 7713 4,3 4,6
40 Os 270340 792,0 800,7 8,7 4,8
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Broj Genotip Polinacija Svilanje ASI Prinos
GDD GDD GDD t/ha
41 Os 270341 829,0 855,0 26,0 3,6
42 Os 270342 813,0 841,3 28,3 2,7
43 Os 270343 763,0 821,3 58,3 4.8
44 Os 270344 741,3 763,0 21,7 5,0
45 Os 270345 759,0 800,7 41,7 2,7
46 Os 270346 813,0 8257 12,7 5,0
47 Os 270347 787,7 805,0 17,3 3,2
48 Os 270348 771,3 792,0 20,7 5,2
49 Os 270349 833,0 817,3 -15,7 3,5
50 Os 270350 854,3 863,3 9,0 2,6
51 Os 270351 813,0 829,0 16,0 5,4
52 Os 270352 872,7 891,3 18,7 3,7
53 Os 270353 821,7 837,0 15,3 4.4
54 Os 270354 800,7 813,7 13,0 3,6
55 Os 270355 767,0 783,3 16,3 7,4
56 Os 270356 759,0 751,7 -7,3 51
57 Os 270357 813,0 845,3 32,3 4.4
58 Os 270358 734,0 748,7 14,7 4.4
59 Os 270359 809,3 837,0 27,7 34
60 Os 270360 829,0 849,7 20,7 3,0
61 Os 270361 825,0 845,3 20,3 4,5
62 Os 270362 813,0 825,0 12,0 5,0
63 Os 270363 841,3 858,7 17,3 2,4
64 Os 270364 787,7 809,3 21,7 4.4
65 Os 270365 779,0 809,3 30,3 4,2
66 Os 270366 800,7 833,0 32,3 4,5
67 Os 270367 837,0 858,7 21,7 2,7
68 Os 270368 829,3 849,7 20,3 2,7
69 Os 270369 858,7 886,7 28,0 0,5
70 Os 270370 804,3 808,7 4,3 2,8
71 Os 270371 868,0 886,7 18,7 1,8
72 Os 9421 7447 748,0 3,3 6,7
73 Os 8428-A-1 825,3 841,0 15,7 4,0
74 Os 9422 755,0 759,0 4,0 5,7
75 Os 8428-A-1 808,7 829,3 20,7 4,5
Prosjek 798,9 816,4 17,6 4,3
LSDo,05 19,9 20,0 11,7 1,4
LSDo,01 26,3 25,4 15,5 1,8
statistilki znalajno vela vri | e dazioip<t0,01s v
statistilki znalajno vela vrijednost sv
statistilki znalajno manja vrijednost s
statistil ki zn asvestvaal najmeamg vajedrostiirgdiel naorazihi p<0
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Rezultati istrag

Analizom varijance wutvrlLene su statistilKki
populaciji Os 2703 za svojstva visine stabljike do baze klipa i visine stablifikerha
metlice (Tablical5.) teza duljinu i promjer klipa, broj redzrna na klipu i masu klipa
(Tablical6)Ponavl janja su se takolLer pokazaal a ka
svojstvavising dok nije blilbkbaznamalaoi b.). Btkaotvias t (i T ah
znal aj nat vralkzié nikzamelLu ponavljanja za sva svo

za svojstva promjera klipa i broja iettna na klipu (Tablica 1§

Tablica 15. Vrijednosti Ftesta iz analize varijance za svojstva visine stabljike alze b
klipa i visine stabljike do vrha metlice u pokusu s dihaploidnim linijama popul@sje
2703i njihovim roditeljima

o o F-test
Izvor variranja Stupnjevi slobode — : — :
Visina klipa Visina metlice
Ponavljanje 2 26,8C** 9,73**
Genotip 74 16,44** 31,94**
Blok 12 1,11n.s. 1,50n.s.
**=statistilki znalajno na razini p<0,01; *=statist]

Tablica 16. Vrijednosti Ftesta iz analize varijance za svojstva klipa u pokusu s
dihaploidnim linijamgpopulacijeOs 2703 njihovim roditeljima

. F-test L F-test
lzvor Stupnjevi . . __Stupnjevi
variranja  slobode Duljina Promjer Br. redi  slobode Masa

Klipa klipa zrna klipa

Ponavljanje 2 7,08** 8,28** 7,81** 2 9,23**
Genotip 74 11,28** 9,66** 16,3C** 74 7,48**
Blok 12 1,09n.s. 2,58** 3,31* - -
**=statistil|l ki znalajno na razini p<0,01; *=statistdi

Srednje vrijednosti visine stabljike do baze klipau popul&s 2703 varirale
43,7cmil1l1l,Zm,avisinestabillk e do vr ha me&e¢nik69,6cmledmae Lu 1
di hapl oidna | inija imatai je bitlaitjetst &ti zni

stabljiku do baze klipa u odnosu na objéeliteljske linije Kod jedne dihaploidne linije
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visina stablji ke do vr ha meednbsuma®balboditelia aj e st
kodosam i ni |j a zsntad tagngat@iadlida i7.).

Prosj el na upodulpcii ®a2703 lkretplaase od 8,3 cm do R a promjer

Klipaod 4,d<cmdo51cmPr osj el anr baoparlkdi pu varirao | ¢

dok je prosjelna masa klipa kod |l inije s n
540 g, abkd l'inije s naj vel om prgoljuspéreddi m mas o
roditeljskim linjama . di hapl oi dni h | inija 1 malo je st.
klipa, a 16 linijjamaniji promjer klipau odnosu na oba roditeljdpk sus t at i st i | ki zn

v e | djednesti ovih svojstava u odnosu na roditelie imale jedna, odnas@on
dihaploidnih linjaredomZnal aj no vel i br o] redi zrna po
i malo je 17 dihaploidnih | inija, dokiniti |

broj redi zrna u usporedbi s roditeljskim linijama (Tablica 17.).
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Rezul tati

Tablica 17.Sr ednj e

vrijednost.

naj manj e

stabljike i svojstva klipa u pokusu s dihaploidnim linijjama populacije O8 2Afihovim

roditeljima
Broj Genotip Visinq do Visina.do Dqui_na Prom_jer Broj redi Masa Klipa
klipa metlice klipa klipa zrna

cm cm cm cm g
1 Os 270301 53,8 154,7 12,4 4,4 13,7 99,8
2 Os 270302 58,2 182,3 16,0 5,0 18,5 140,3
3 Os 270303 64,5 178,5 13,4 4,5 14,0 120,7
4 Os 270304 76,5 182,5 13,6 4,5 14,8 113,3
5 Os 270305 79,3 188,3 12,2 4,7 14,8 114,3
6 Os 270306 60,2 151,7 12,4 4,6 17,4 109,9
7 Os 270307 56,3 169,5 12,0 4,2 15,2 69,7
8 Os 270308 88,3 197,8 13,1 4,7 15,1 110,5
9 Os 270309 52,0 142,5 14,8 4,4 13,0 120,1
10 Os 270310 70,3 191,8 15,3 4,2 13,7 100,9
11 Os 270311 105,2 219,8 12,4 4,3 14,6 112,6
12 Os 270312 47,3 142,8 12,5 4,5 18,1 108,6
13 Os 270313 92,3 204,3 13,2 4,4 13,7 100,0
14 Os 270314 59,0 196,5 14,5 4,3 14,5 104,4
15 0s 270315 108,3 234,8 13,0 4,4 15,6 90,3
16 Os 270316 82,2 198,2 13,4 4,7 15,4 115,6
17 Os 270317 99,3 229,7 11,8 4,6 16,3 101,1
18 Os 270318 105,8 269,0 14,6 4,7 14,4 116,7
19 Os 270319 82,3 196,3 12,6 4,2 14,1 90,2
20 Os 270320 103,3 219,2 15,1 4,1 14,3 85,0
21 Os 270321 79,7 179,7 14,9 4,2 13,2 98,1
22 Os 270322 78,3 193,0 14,4 4,7 15,3 135,0
23 Os 270323 70,0 170,3 13,6 4,3 14,4 112,9
24 Os 270324 90,7 211,7 16,5 4,8 14,8 139,2
25 Os 270325 98,5 2145 13,2 4,4 14,4 101,1
26 0s 270326 63,5 183,3 13,7 4,6 16,7 121,3
27 Os 270327 93,0 233,2 15,8 51 16,0 157,1
28 Os 270328 83,0 205,7 13,6 4,9 14,8 113,8
29 Os 270329 73,7 198,3 14,2 4,3 13,9 96,3
30 Os 270330 69,7 190,3 12,8 4,5 16,8 94,6
31 Os 270331 69,5 186,0 15,1 4,6 16,5 99,6
32 Os 270332 91,5 217,3 13,0 51 14,1 127,6
33 Os 270333 73,2 178,0 15,3 4,9 19,1 145,0
34 Os 270334 97,0 221,8 15,4 4,5 16,4 145,7
35 Os 270335 67,5 182,5 13,5 4,5 16,2 116,4
36 Os 270336 75,3 175,8 14,1 4,5 13,1 99,8
37 Os 270337 79,7 188,5 11,7 4,8 18,7 115,9
38 Os 270338 100,2 231,2 17,2 4,8 15,2 195,3
39 Os 270339 57,5 157,3 14,2 4,3 12,7 109,5
40 Os 270340 84,8 216,2 14,1 4,9 17,6 140,7
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. . Visina do Visina do Duljina  Promjer  Broj redi .
i GEEp klipa metlice klipa klipa zrna HEEE e
cm cm cm cm g
41 Os 270341 107,3 2142 14,5 4,6 15,0 108,0
42 Os 270342 49,2 1447 115 4,1 14,4 80,4
43 Os 270343 61,7 166,3 15,8 4.4 16,7 116,7
44 Os 270344 66,7 197,7 13,4 4,6 14,7 115,9
45 Os 270345 65,3 181,2 13,0 4,7 14,6 116,8
46 Os 270346 89,5 194,7 12,8 4,4 12,9 97,4
47 Os 270347 43,7 135,7 11,0 4,1 13,7 81,4
48 Os 270348 54,8 154,3 17,3 4.5 15,8 130,4
49 Os 270349 87,0 223,7 11,5 4,2 14,6 82,1
50 Os 270350 83,2 196,7 11,2 4,3 13,7 834
51 Os 270351 76,7 194,0 15,2 4,4 15,7 120,7
52 Os 270352 94,8 220,3 16,2 4,0 13,9 95,1
53 Os 270353 87,0 189,3 14,7 4,5 17,2 109,8
54 Os 270354 85,3 216,2 12,9 4.8 16,9 113,8
55 Os 270355 68,0 180,2 14,9 5,0 18,3 143,4
56 Os 270356 61,2 165,0 13,3 4,7 15,2 122,2
57 Os 270357 85,7 200,7 12,2 4,7 14,9 105,4
58 Os 270358 53,5 149,5 14,1 4,6 15,8 117,1
59 Os 270359 77,5 212.8 15,8 4,6 15,0 116,1
60 Os 270360 86,0 204,8 13,6 4,7 14,3 93,8
61 Os 270361 84,0 207,2 154 4,7 17,9 124,8
62 Os 270362 79,7 184,2 13,5 4,5 19,2 1151
63 Os 270363 89,2 210,7 11,9 4,7 15,3 96,0
64 Os 270364 69,3 182,0 13,9 5,0 17,0 123,9
65 Os 270365 54,5 145,0 13,2 4,6 15,8 98,8
66 Os 270366 111,2 240,7 15,2 4,6 16,5 126,0
67 Os 270367 65,3 175,2 12,1 4,5 15,2 86,3
68 Os 270368 90,5 198,8 13,8 4,6 15,4 105,2
69 Os 270369 73,2 179,5 8,3 4,3 10,7 54,0
70 Os 270370 60,0 150,7 11,7 4,8 18,5 104,4
71 Os 270371 84,0 191,5 12,4 4,5 16,7 94,8
72 Os 9421 66,8 173,7 14,3 4,7 15,5 133,2
73 Os 8428-A-1 97,5 223,5 15,9 4,5 14,0 112,0
74 Os 9422 62,7 168,2 13,4 4.6 15,2 118,6
75 Os 8428-A-1 97,3 228,3 15,9 4,6 14,0 119,9
Prosjek 77,5 191,8 13,7 4,6 15,4 1114
LSDo,05 10,9 14,3 1,3 0,2 1,1 21,1
LSDo,01 14,5 18,9 1,7 0,3 15 27,9
statistilkvrzpattapab sebpstva od najvig
statistilKki znalajno vela vrijednost sv
statistilKki znal ajno manja vrij edmanspk0,04
statistilKki znal ajno manja vrijednost s
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Rezultati istrag

3.321Koeficijent.i korel acije i3zmelLu svojstave

Vrl o jaka pozitivna Kkpolinacljeasvilanjagr=p,93terviainee n a | €
stabljike do baze Klipa i visine stabljike do vrha metlice (r = 0,91). Masa klipa i prinos zrna
bili su u jakoj pozitivnoj korelaciji, dok su polinacija i svilanje bili u srednje jakoj

negativnoj korelaciji s pnosom i masonklipa (Tablica 18).

Tablical8Koef i cijenti korelacije izmelLu ispitiyv
Polinacija  Svilanje ASI VKL. VMET DKL PRKL BRRED Masa klipa
Prinos -0,45 -0,54  -032 0,11 0,11 0,50 0,28 0,16 0,73
Polinacija 093  -002 0,51 035  -025  -024  -0,09 -0,43
Svilanje 0.35 0,42 028 -022 -025  -005 -0,46
ASI -0,17  -0,14 0,04  -007 0,08 -0,13
VKL 0.91 0,19 0,12 -0,09 0,13
VMET 0,26 0,19 -0,06 0,20
DKL 0,23 0,16 0,66
PRKL 0,54 0,58
BRRED 0,41
statisticki zna¢ajno na razini p<0,01 statisti¢ki znagajno na razini p<0,05
ASI -interval izmedu polinacije i svilanja (anthesis- silking interval) ~ DKL -duljina klipa
VKL -visina stabljike do baze klipa PRKL -promjer klipa
VMET -visina stabljike do vrha metlice BRRED -broj redi zma na klipu
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Rezultati istrag

3.3.3. Analiza svojstava u populaciji Os 2709

Analizom varijance za svojstva polinacij e,
(AShiprinos zrna u populaciiji Os 2709 wutvrlLe
di hapl oidnih [ inija. Statistil] ki znal aj ne
prinos (p<0, 01) i ASI (p<0, 05), isvanjai z me L u

(p<0,01) (Tablica 19.
Tablica 19. Vrijednosti Ftesta iz analize varijance za svojstva polinacije, svilanja,
intervala izmelLu polinacije i svilanja (AS

populacije Os 27i njihovim roditeljima

lzvor Stupnjevi F-test

variranja slobode Polinacija Svilanje ASI Prinos

Ponavljanje 2 1,39n.s. 0,36n.s. 3,93* 8,18**

Genotip 52 18,22** 16,48** 6,27** 10,54**

Blok 15 2,26** 2,88** 1,38n.s. 1,43n.s.
**=statistil ki zn*adsatjantoi sntai |rkaiz iznnialpa<jOn,00 Ima r azi ni p<

Prosjelna suma toplinskihppediaccai z®&spelro
678,7 GDD i 886/ GD D, a za svilanje iQx@GDMLJIednat 96, 3
dihaploidna linijac mal a j e znalajno manju, a 14 znal aj
polinaciju u odnosu na oba roditelja. Za
vrijednst od rodit edijap Imail &n e ul il WBiednj yirijednosy e | u 1
int erval a i zmeWiul amglai nvaari ijI®8 IGBD §58/ GDR, me L u
statistil ki z n al| a pofinacijeki svdahja imalorjet osamihaplbidnih z me L u

I i nij a, negltivnu esrgdaju \rijedsd intervala imalog e dittaploidnih inija.

Najmaniji prinosmala je linija Os 27093 (0.6t / ha) , a n a(%2&(64tha).i ni j a
Dihaploidna linija Os 27091 nije bila klijava u uvjgma poljskog pokusa (Tablica 20
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Rezultati istrag

Tablica20.Srednj e vrijednost i (LSD)rzagvastvaagolmacie,n al a |
svilanj a, I nterval a i zmelu polinacije i ¢

dihaploidnim linijjama populacije Os 290njihovim roditeljima

Broj Genotip Polinacija Svilanje ASI Prinos

GDD GDD GDD t/ha
1 Os 270901 821,0 854,3 33,3 4,0
2 Os 270902 821,3 868,0 46,7 2,1
3 Os 270903 886,7 906,0 19,3 0,6
4 Os 270904 808,3 846,0 37,7 3,7
5 Os 270905 833,0 886,7 53,7 2,2
6 Os 270906 792,0 825,3 33,3 2,6
7 Os 270907 775,0 805,0 30,0 4,0
8 Os 270908 837,0 882,0 45,0 2,6
9 Os 270909 854,0 891,3 37,3 1,1
10 Os 270910 800,7 825,7 25,0 3,4
11 Os 270911 - - - -
12 Os 270912 805,0 863,7 58,7 2,8
13 Os 270913 767,3 792,0 24,7 3,9
14 Os 270914 837,0 850,0 13,0 57
15 Os 270915 829,3 813,0 -16,3 6,2
16 0s270916 741,3 763,0 21,7 3,0
17 Os 270917 796,3 813,0 16,7 4.4
18 Os 270918 837,7 837,3 -0,3 3,3
19 Os 270919 809,3 800,7 -8,7 3,2
20 Os 270920 808,3 825,7 17,3 1,8
21 Os 270921 841,3 863,3 22,0 34
22 Os 270922 833,3 849,7 16,3 1,3
23 0s270923 748,3 775,0 26,7 4,3
24 Os 270924 792,0 817,0 25,0 2,0
25 Os 270925 821,0 837,0 16,0 4,9
26 Os 270926 825,0 850,3 25,3 6,4
27 Os 270927 812,3 861,0 48,7 1,9
28 Os 270928 787,7 808,7 21,0 4,0
29 Os 270929 771,0 783,7 12,7 4,2
30 0s270930 813,7 817,3 3,7 34
31 Os 270931 877,3 872,7 -4,7 3,7
32 Os 270932 767,0 787,7 20,7 2,7
33 Os 270933 779,3 813,7 34,3 3,4
34 Os 270934 842,0 850,3 8,3 1,3
35 Os 270935 817,3 846,0 28,7 2,6
36 Os 270936 825,7 821,3 -4,3 3,8
37 0s 270937 837,7 855,0 17,3 2,9
38 Os 270938 800,7 825,0 24,3 2,1
39 Os 270939 788,0 809,3 21,3 3,3
40 Os 270940 818,0 829,3 11,3 31
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Rezultati istrag

Broj Genotip Polinacija Svilanje ASI Prinos
GDD GDD GDD t/ha
41 Os 270941 813,0 825,7 12,7 3,7
42 Os 270942 833,0 854,3 21,3 3,9
43 Os 270943 800,7 825,7 25,0 3,6
44 Os 270944 763,0 775,0 12,0 3,7
45 Os 270945 809,3 805,0 -4,3 3,3
46 Os 270946 792,0 816,7 24,7 3,0
47 Os 270947 813,0 817,3 4,3 5,5
48 Os 270948 868,0 875,0 14,0 3,1
49 Os 270949 678,7 696,3 17,7 2,5
50 Os 270950 787,7 813,7 26,0 3,0
51 Os 8428A-1 775,3 800,7 25,3 54
52 Os 2695 CO1 800,7 821,7 21,0 4,0
53 Os 8428-A-2 783,7 821,3 37,7 5,8
54 Os 2695 CG2 805,0 825,7 20,7 4,3
Prosjek 807,2 828,2 21,1 3,3
LSDo,05 22,6 24,2 15,9 1,1
LSDo,01 30,0 32,0 21,0 1,5
statistilKki znalajno vela vrijednost sv
statisti|]ki znalajno vela vrijednost sv
statizewnlbhkho manja vrijednost svojstva
statisti|] ki znalajno manja vrijednost s

Anali zom varijance ut vr L e wnsnusabliksdobazaekBpai | ki
i visinu stabljike do vrha metlicéTablica 21.) te ispitana svojstva klipa (Tablica 22.)

i zmelLu di haploidnih linija u populaciij.i Os
il zmelu ponavl janj a rlzaametice(daplisat 21.9, kavii s i n me Lduo
ponavljanja i blokova za svojstvo promjera klipbablica 22.)dok za ostala svojstva

ponavljanja i blokovi nisu bilistagit i | ki znal aj an i zvor variran
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Rezultati istrag

Tablica 21 Vrijednosti Ftesta iz analize varijance zyojstva visine stabljike do baze
Klipa i visine stabljike do vrha metlice u pokusu s dihaploidnim linijjama populacije Os

27 i njihovim roditeljima

o o F-test
Izvor variranja Stupnjevi slobode
Visina klipa Visina metlice
Ponavljanje 2 3,07n.s. 7,57**
Genotip 52 25,42** 21,5E**
Blok 15 1,12n.s. 1,35n.s.
**=—statistilki znalajno na razini p<0,01; *=statist]

Tablica 22 Vrijednosti Ftesta iz analize varijance za svojstva klipa u pokusu s

dihaploidnim linijjama populacije Os 290 njihovim roditeljima
F-test

Izvor Stupnjevi

variranja  slobode  pyjjiina klipa Promjer klipa Br. Redova zma Masa klipa

Ponavljanje 2 1,24n.s. 6,66** 0,18n.s. 0,39n.s.

Genotip 52 7,63** 8,12** 18,81** 5,42**

Blok 15 1,15n.s. 2,42** 1,45n.s. 1,17n.s.
**=statistil ki znalajno na razini p<0,01; *=statist]

Srednja vrijednost visine stabljike do baze klipa u populaciji Os 2709 variralazjene L u

43,8 cm i 108,0 cm, dok se srednja vrijednost visine stabljike do vrha metlice kretala od
1288 cmdo 2370cnSt at i sti |l ki znalajno veluparednij
I mal e dlibapldided linije & visine do vrha metlice jedna fina , dok je zne
manje vrijednosti za ista svojstva imget odnosno 11 linijgTablica 23).

Duljina klipa u populacii Os 2709 var icmal7acmj, &promjermiigpd u 8, 9

i zmeBu 3,9 cm. Priespal am Ikdojpur &d et ao se I
prosjelna masa Kkl ipd&2ood edh,a0 dg hap|l D6@na ¢ i
znal apha srednju vrijednost broja redi zZr

roditeljske inbred linijg§Tablica23.).
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Tablica 23. Sr ednj e

vrijednost. [

naj manj e

stabljike i svojstva klipa u pokusu s dihaploidnim linijjama populacije O9 2Afihovim

roditeljima
Broj Genotip Visink? do V'S'n\iﬁ: Dqui_na Prom_jer Broj redi Masa Klipa

ipa metlice klipa klipa zrna

cm cm cm cm g
1 Os 270901 103,8 223,3 12,7 4,4 15,3 98,9
2 Os 270902 72,2 182,0 12,6 4,1 15,9 83,9
3 Os 270903 74,8 173,5 11,8 4,4 17,2 80,3
4 Os 270904 91,5 2243 14,5 4,6 15,6 1254
5 Os 270905 88,0 227,8 15,0 4,5 15,6 103,4
6 Os 270906 75,7 197,0 13,3 4,2 17,8 107,3
7 Os 270907 73,2 180,3 16,2 4,2 14,9 116,4
8 Os 270908 84,5 220,7 14,1 4,4 15,4 111,0
9 Os 270909 70,2 169,5 8,9 3,9 12,9 53,0
10 Os 270910 62,8 163,3 12,0 4,1 16,9 85,1
11 Os 270911 - - - - - -
12 Os 270912 77,8 181,2 13,3 4,1 14,1 86,7
13 Os 270913 85,2 195,2 14,3 4,3 15,5 104,3
14 Os 270914 100,3 219,8 15,3 4,3 14,4 106,7
15 Os 270915 89,0 186,8 15,5 4,1 12,7 97,4
16 Os 270916 55,5 162,2 11,3 4.4 17,3 96,6
17 Os 270917 93,3 220,8 12,7 4,7 16,1 1213
18 Os 270918 81,5 2147 16,5 4,0 15,6 101,7
19 Os 270919 90,5 215,3 12,8 4,6 15,9 113,7
20 Os 270920 100,3 204,3 12,9 4,3 13,3 98,7
21 Os 270921 94,8 237,0 14,5 4,2 13,8 87,6
22 Os 270922 69,2 199,2 13,4 4,0 13,0 87,7
23 Os 270923 57,8 157,7 12,5 4,5 16,5 113,0
24 Os 270924 57,7 178,3 13,8 4,0 16,9 91,3
25 Os 270925 91,7 199,2 12,6 4,5 16,3 106,8
26 Os 270926 103,2 211,8 17,3 4,5 14,0 160,7
27 Os 270927 79,5 179,5 10,5 4,6 19,1 85,2
28 Os 270928 70,8 179,2 14,0 4,5 18,3 108,4
29 Os 270929 71,3 172,7 13,6 4,1 15,1 105,2
30 Os 270930 87,2 208,8 12,4 4,4 15,3 96,6
31 Os 270931 108,0 229,0 13,7 4,4 14,6 113,1
32 Os 270932 78,2 187,2 13,1 4,9 22,7 113,2
33 Os 270933 79,2 199,0 15,3 4,3 15,0 101,8
34 Os 270934 96,3 213,3 11,6 4,1 12,3 74,0
35 Os 270935 78,3 209,0 13,9 4,1 12,1 90,2
36 Os 270936 107,3 223,5 12,8 4,6 15,3 113,5
37 Os 270937 101,8 226,5 15,1 4,8 16,7 136,7
38 Os 270938 79,0 187,3 13,5 4,5 14,7 96,3
39 Os 270939 80,8 220,7 15,2 4,2 15,4 118,0
40 Os 270940 69,8 179,2 14,6 4,1 15,5 87,3
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Rezultati istrag

Broj Genotip VisinkT do Vlsm\?rﬁ‘: Duljina Promjer Broj redi Masa Kiipa
ipa T klipa klipa zrna
cm cm cm cm g
41 Os 270941 66,7 173,0 13,1 4,5 15,7 109,2
42 Os 270942 87,5 182,7 11,7 4,5 16,8 87,4
43 Os 270943 76,8 180,5 12,1 4.8 18,3 113,5
44 Os 270944 66,5 172,7 151 4,2 15,0 107,3
45 Os 270945 43,8 128,8 13,5 4,0 15,1 92,2
46 Os 270946 71,0 165,2 14,7 4.4 15,3 110,3
47 Os 270947 91,2 207,3 15,1 4,7 16,7 134,9
48 Os 270948 91,0 193,7 12,9 4,3 16,7 99,4
49 Os 270949 48,2 158,3 12,9 3,9 13,9 72,7
50 Os 270950 92,5 221.3 14,5 4,6 16,1 105,9
51 Os 8428-A-1 94,8 218,7 16,8 4,7 14,6 138,4
52 Os 2695 CO1 73,8 192,7 11,9 4,3 18,8 102,9
53 Os 8428-A-2 91,7 2225 17,2 4,5 14,5 135,4
54 Os 2695 CO2 77,5 192,0 12,2 4,3 18,7 107,9
Prosjek 81,2 195,7 13,6 4.4 15,7 103,7
LSDo,0s 7,7 13,6 1,7 0,2 1,2 21,5
LSDo,01 10,2 18,1 2,2 0,3 1,6 28,5
statistilkvrzpaetlapab sebpstva od najvig
statistilki znalajno vela vrijednost sv
statistil]lki znalajno manja vrij edmanspk0,04
statistil]l ki znalajno manja vrijednost s
333 1. Koeficijenti korel aci j9% izmelu svoj st

Vrl o jaka pozitivna korel aci | mlinaciepsvilangal aci j i
(r = 0,9) te visine stabljike do baze klipa isine do vrha metlice (r = 0,36. | zme L u
prinosa zrna i svilanja, te pra nuotsvar Lie nian tjee
negativna korelacija, a svojstva prinosa i duljine klipa te prinosa i mase klipa, kao i mase

klipa i duljine, odnosno promjera Klipa bila su u srednje jakajtp/noj korelaciji (Tablica

24.).
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Rezul tati

Tablica 24. Koeficijenti korelacije izm& u

i spitivanih

i strag

Ssvojstava u

Polinacija  Svilanje ASI VKL VYMET DKL PRKL. BRRED Masa klipa
Prinos -0,18 -0,29 -0,27 0,31 0,20 0,55 0,28 -0,01 0,68
Polinacija 0,91 -0,14 0,51 0,38 -0,12 -0,03 -0,16 -0,13
Svilanje 0,28 0,43 0,36 -0,15 -0,02 -0,11 -0,16
ASI -0,12 -0.01 -0,08 0,04 0,12 -0,09
VKL 0,86 0,27 0,45 -0,18 0,44
VMET 0,39 0,37 -0,19 0,43
DKL 0,10 -0,25 0,66
PRKL 0,50 0,65
BRRED 0,18

statistigki znagajno na razini p<0,01 statisti¢ki nagajno na razini p<0,05
ASI -interval izmedu polinacije i svilanja (anthesis- silking interval) -duljina klipa
VKL -visina stabljike do baze klipa PRKL -promijer klipa
VMET -visina stabljike do vrha metlice BRRED -broj redi zrna na klipu

3.3.4. Heritabilnost ispitanih svojstava i uporabljivost populacija dihaploidnih linija

3.3.4.1 Heritabilnost svojstava u populacijama dihaploidnih linija

Procijenjeni

svojstava u sve tri

Klipu u populaciji Os 2702, dok je isto svojstvo u populacijama Os 2182709 imalo

koeficijenti

her i

popul aci j e.

vi soku heritabil nost

popul acije u

odnosu

na

Svoj stva
i fTabdca 25a | i

tabi

| nosti b

zmelu
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Rezultati istrag

Tablica 25. Hentabilnost svojstava u tri populacije dihaploidnih linija

Os 2702 Os 2703 Os 2709
Prinos 0,79 0,71 0,75
Polinacija 0,93 0,87 0,84
Svilanje 0,93 0,88 0,82
ASI 0,70 0,74 0,64
Visina klipa 0,86 0,80 0,90
Visina metlice 0,90 0,86 0,87
Duljina klipa 0,76 0,77 0,71
Promjer klipa 0,63 0,71 0,66
Broj redi zrna 0,36 0,81 0,92
Masa klipa 0,77 0,66 0,78

3.3.4.2. Uporabljivost populacija dihaploidnih linija

Procjena uporabljivosti populacija dihaploidnih linija napren§ je za sva ispitana

svojstva u sve tri populacije dihaploidnih linija (Slika Naj v el i odgovor na
procijenjen je za svojstvo intervala i zmeluU
populaciji Os 2702 i 104,6% u populaciji Os 2708aj v e [ i odgovor na

svojstva polinacije i svilaja imala je populacija ©2702, dok su populacije Os 2703 i Os

2709 imale pribligno jednak odgRocienenana s e
uporabl jivost za svojstva duljine i pr omj
populacije. Odgovor na selekciju kretao seezthu 16, 6 % i 21, 9% za svo
i597, 4% za svojstvo promjera klipa. Najvelu

na klipuimala je populacija Os 2709kojoj je odgovor na selekciju bio 45,3%, dok je u
populaciji Os 2702 odgovor nalskciju bio znatno maniji i iznosio 5,5%Qdgovor na
selekciju i uporabljivost za svojstvo mase
dihaploidnih linjaaNaj vel u uporabljivost za svojstvo
2702, dok je popula@) Os 2709 imala vrlo nisku vrijednost odgovora na selekciju i
uporabljivosti.Za svojstvo prinosa zrna vrlo visok odgovor na selekciju imala je populacija

Os 2702 (85,1%).
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Rezultat

Polinacija (GDD)

Svilanje (GDD)

ASI (GDD)

Os 2702 0Os 2703 Os 2709

Os 2702 0Os 2703 Os 2709

900 900
700 700
500 500
300 300
100 100
i Os 2702 Os 2703 Os 2709 i Os 2702 Os 2703 Os 2709 ) 052702 Os 2703 Os 2709
Visina klipa (cm) Visina metlice (cm) Broj redi zrna
110 240 24
105 230 22
220
100 o 20
95
200 18
90
190 16
85 180
80 14
170
75 160 12
70 150 10
0Os 2702 Os 2703 Os 2709 Os 2702 0Os 2703 Qs 2709 0s 2702 Os 2703 Os 2709
Duljina klipa (cm) Promjer klipa (cm) Masa klipa (g)
17 5 150
16 49 140
4,8
15 4,7 130
14 4,6 120
4,5
13 44 110
12 4,3 100
11 o 90
4,1
10 4 80

0s 2702 0s 2703 0Os2709

Prinos (t/ha)

N s 1 N

Os 2702

Os 2703  Os 2709

W Odgovor na selekciju

M Srednja vrijednost svojstva

# Uporabljivost

Slika 1. Odgovor na selekciju i procjena uporabljivosti ispitanih svojstatrapopulacije

di hapl oidnih

i nij a

(0 =

1 0 %)
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Rezultati istrag

3.4. Komparativna analiza F> generacije i populacija dihaploidnih linija

3.4.1. Komparativna analiza svojstava cvatnje

Prosjelna suma toplinskih jedinica potrebni
populacije biljaka B generacije u odnosu na populacije dihaploidnih linijja. Raspon
intervala izmela Ipiodi hacihnpev @/0B andmpmipul aci
populaciji OSSK 5717 HTablica 26).

Tablica 26. Raspon srednjih vrijednostizav oj st va polinacij e, svi l
polinacije i svilanja (ASl zr ageni h u toplinskim GDD jedi
dihaploidnih linija i odnosnim Fgeneracijama

Populacija Polinacija Svilanje ASI

Os 2702 709,3 - 8727 716,0 - 8867 0,0 - 56,

OS 378 k 660,0 - 779,0 674,0 - 818,0 0,0 - 58,0

Os 2703 734,0 - 872,7 748,0 - 891,3 -15,7 - 58,3

Drava 404 F 660,0 - 779,0 674,0 - 818,0 0,0 - 50,0

Os 2709 678/ - 886,7 696,3 - 906,0 -16,3 - 587

OSSK 5717 & 674,0 - 792,0 688,0 - 818,0 0,0 - 45,0
Razli ke i zmelLu prosjelnih wvrijednost:i S U mé
metlice i svilanje bile su statistil ki znall

odgovarajulih pogpnerhcigec(Tapliza 2bii28.)j dok au rezlike u
prosjelnom intervalu i1 zmelu polinacije I S
populacije Os 2703 i Drava 404 {ablica29.).

Tablica 27. Srednje vrijednosti za svojstvo polinacijetite st za znal aj nost r

vrijednosti u popul acijama di hapbimkadni h | i n
Populacija Prosjek t-test Gr a n i -rie@nost
Os 2702 7815 N 6,5 too2s:234 = 1,970
5 9,636 **
OS 378k 7226 N 2,3 fo,005:23a = 2,597
Os 2703 7989 N 7,1 too2s:273 = 1,969
5 15,861 **
Drava 404 B 7272 N 2,4 to,005:273 = 2,594
0s 2709 807,2 N 8,1 too2s:252 = 1,969
5 13,249 **
OSSK 5717 B 7526 N 1,7 fo,005:252 = 2,596
**=—statistilki znalajno na razini p<0,01; *=statist]
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Rezultati istrag

Tablica 28. Srednje vrijednosti za svojstvo svilanjat te s t za znal ajnost r

vrijednosti u populacijama dihaploidnih linijmid gov ar aj ul i mbifpkapul aci j a
Populacija Prosjek t-test Gr an i -rire@nost
Os 2702 802,3 N 7,0 too2s234 = 1,970

. 9,677 **
0OS 378 B 7426 N 2,3 tooos234 = 2,597
Os 2703 816,4 N 7,2 too2s273 = 1,969

. 14,819 **
Drava 404 & 7480 N 2,4 tooos273 = 2,594
0Os 2709 8282 N 8,6 too2s252 = 1,969

. 12,714 **
OSSK 5717 B 773,8 N 1,8 tooos252 = 2,596
**=statistilki znalajno na razini p<0,01; *=statist]
Tablica 29 Srednj e vrijednost: za i nt e-test ad I Z me
znal ajnost razli ke srednjih vrijednost:i u |

populacijama Ebiljaka

Populacija Prosjek t-test Gr a n i -rie@nost
Os 2702 20,7 N 4,8 to,o2s:23¢ = 1,970
. 0,439 n.s.

OS 378 kE 199 N 0,7 to,005:234 = 2,597
Os 2703 176 N 4,2 tooos273 = 1,969

N -2,504 *

Drava 404 B 20,8 N 0,5 to,005273 = 2,594
Os 2709 21,1 N 5,6 toozsesz = 1,969
N -0,035 n.s.

OSSK 5717 B 21,2 N 05 to,005252 = 2,596

**=statistil ki znalajno na razini p<0,01; *=statist]

3.4.2. Komparativna analiza visine stabljike do baze klipa i visine do vrha metlice

Prosjelna visina dupophblaciama bijakafgenerdrijelu adngste v el
na populacije dihaploidnih linija. U populacijama tljaka kretala se u rasponu od 60,00

cm u populacijama Drava 404 FOS 378 E do 145,0 cm u populaciji Drava 404, ok

se kod dihaploidnih linijkretab i zmelLu 4 8&, O ipobpiula2iji Os 2°
visina do vrha metlice takbiéjakae bdja ye
izmjerena visina iznosila 270,0 cm u populaciji OS 378285,0 cm u populaciji OSSK

5717 K i 310,0 cm u populdji Drava 404 k. Maksimalna izmjerena visina do vrha

69



Rezultati istrag

metlice u populacijama dihaploidnih linija iznosila je 269,0 anpopulaciji Os 2703
(Tablica 3.).

Tablica 30. Raspon srednjih vrijednosti za svojstva visine stabljike do baze klipa i visine

stabljike do vrha metlice utrima populacijama dihaploidnih linija i odnosnimy F

generacijama

Populacija Visina klipa Visina metlice

Os 2702 545 - 106,2 1490 - 2498

OS 378 kB 60,0 - 120,0 1600 - 270,0

Os 2703 437 - 1112 1357 - 269,0

Drava 404 B 60,0 - 1450 1350 - 310,0

Os 2709 43,8 - 108,0 128,8 - 237,0

OSSK 5717k 70,0 - 120,0 170,0 - 2850

Razli ke izmelu srednjih vrijednost: za sV
stablji ke do vrha metlice bi lisgtans populsdijeat i st i
di hapl oidni h | i ni | a gdneradijj iUhpopulachamap dihapordha j u i i
l' inija prosjelna izmjerena Vvisina bila je

populaciju k (Tablica 3L. i 32.).

Tablica 31. Srednje vrigdnosti za visinu stabljike do baze klipa-ti & s t za znal a
razli ke srednjih vrijednosti u popul aci j

populacijama Ebiljaka

Populacija Visina do klipa (cm) t-test Gr a n i -Vrire@dnost

Os 2702 788 N 2,5 to,025:23¢ = 1,970
N -4,106 **

OS 378 E 875 N 0,8 to,005;234 = 2,597

Os 2703 775 N 3,9 to,025:273 = 1,969
- -9,422 **

Drava 404 B 98,0 N 1,1 to,005273 = 2,594

0s 2709 81,2 N 2,8 too2s:252 = 1,969
- -9,639 **

OSSK 5717 E 98,7 N 0,8 to,005;252 = 2,596

**=statistilki znalajno na razini p<0,01; *=statist]
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Tablica 32. Srednje vrijednosti za visinu stabljike do vrha metlicetié¢ s t

razli ke

populacijama Ebiljaka

srednjinh

vrijednosti u

Z a

popul aci j

znal a

Populacija Visina do vrha metlice (cm) t-test Gr a n i -{rire@dnost

0s2702 1934 N 4,0 toozs23¢ = 1,970
. -7,003 **

OS 378 B 2190 N 14 tooos:234 = 2,597

Os 2703 1918 N 5,1 too2s:273 = 1,969
. -14,510 **

Drava 404 B 243,7 N 1,9 tooos273 = 2,594

0s2709 195,7 N 4,9 toozs252 = 1,969
. -19,891 **

OSSK 5717 k 2515 N 1,2 to,005:252 = 2,596

**=statistilki znalajno na razini p<0, 01;

3.4.3. Komparativna analiza za svojstva klipa

Raspon srednjih vrijednosti za sva ispitana svojstva klipa biogel i. gemeraBijama u
di hapl oi c

kret al

odnosu na odgovarajule
di hapl oi dni h
kod populacije Os 2702, dok se u §ener aci j i

popul aci j ama

popul acij e
l i nij a

kretal a

*=Zstatist

populacijama OS 3782k Drava 404 E. Promjer klipajeufFgener aci j i

3,5 cm u populacijama OS 378 iMDrava 404 Ete 5,5 cm u populacijama Drava 404iF

OSSK 5717 F, za razliku od populagi a

promjer Kkl ipa
dihapb i dni h

12,0 do 26,0 cm. Masdipaseukgener aci j i
F>1298,0 g u populaciji Drava 404,Fa u populacijama dihaploidnimlii j a

i Zznos.i

i 160,7 g wopulacij Os 2709 (Tablica3).

di hapl oi dni h
3 i, zfha ma klipu se u populacijaenk i

kretal a

i nij a

I i ni j a7iR27edokajeu HAgeneareeifl varirab @ rasponu od
I zmeLu

i zme L u
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