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ExcrieprMeHTasIHU 10 JIOKTOpPCKe Jucepranyje ypaheH je y OKBHUPY
IIPOjeKTa OCHOBHUX HCTPpaKMBakba MHUHUCTAPCTBA IIPOCBETE U  HAyKe
Penybsiuke Cpbuje (173024), y HHerutyTy 3a OHOJIONIKA HCTpa’kKUBamba

»~Cunuma Crankosuh®, YHuBepaurera y beorpany.

3axBasbyjeM ce MeHTOpUMa, nmocebHo Ap lanujeu Mumuh Ha uznejama,
MyJPUM U KOPUCHUM CyTeCTHjaMa M CBEYKYyITHOM aHTaKOBarby TOKOM HU3paJie
oBe JIOKTOpcke nucepranuje. ITocebHy 3axBasHOCT ayryjeM mpodecopy Ap
JlparospyOy I'pyOumuhy, Ha ykazaHOj IIaHCH W TIOBEpemy, U 0e3 uuje ujieje,
HEIPOIEHUBOT 3Halha M UCKYCTBA OBA JlUcepTaliija He Ou HU Hactasia. Takolje,
BEJIMKY 3aXBaJIHOCT AyryjeM u Mp Mapujanu Ckopuh koja je oj1 jeHor 61osiora
MoKymasia (M HaJlaM ce ycIiesia) Ha HalpaBU COJIUHOT MOJIEKYJIapIia, Kao U AP
Ann CumoHoBHMh Ha moMohW OKO pa3BHjalba MOJIEKYJIADHUX TEXHUKA,
WHOBAaTUBHOCTH W HeCeOWYHO] IO/ CBOT 3Hamwa. CBOJUM cyrectHjama u
3aBUJHUM II03HaBameM Ouosoruje momysanuja, Ap CreBaH ABpaMoB je

JIOIIPUHEO KBAJIUTETY OBOT pajia.

3axBaJIHOCT TaKOhe /yryjeM CBOjUM KOJIETMHUIIaMa U KoJierama: TujaHu
Bamanan, Jacmuau Hecroposuh JKuskoBuh, Jemenu IlBerxkouh, Habway
lFanaBemxujy u Mwiany /lparnheBuhy Ha MO3UTHUBHO] €HEPTHjH M CBECPIHO]
nmomMohu y TpeHyIMMa Kajila caM MUCJIHO 7la je OBaKO OOMMHY aHayJHn3y OMJIo
Hemoryhe 3aBpmutu. CB0joj Kymu, Asekcanipu [lareHkoBuh 3axBasbyjeM Ha
cyrecTHjaMa TOKOM IIHICarba TeKCTa, a Ap Banentunu Hophesuh u ap Jparunu
PaymojkoBuh w3 HMHCTHUTyTa 3a MOJIEKYJIADHY T€HETHKY W TE€HETHYKO
WHKEEPCTBO 3a yCTymame co(UCTUIMpaHe arnaparype U KOJIETHjaJTHOCT.
Takolje ce 3axBasbyjeM CBHMa KOjU Cy Ha OWJIO KOjU HAYWH, EKCIIEPUMEHTATHO,
TOKOM ITHCaba WJIH, jeJHOCTABHO, KOJIETHjATHOLINY IIOMOIJIM Y H3PaJH OBE

JlcepTanmje.

U, HapaBHO, moceOHy 3aXBaJIHOCT /IyTyjeM CBOJUM POJIUTE/FMA U CECTPH,
a HapounTo cuHy [laBuay u cynpysu MapuHU Ha ONTUMU3MY, MOTUBALMJU U
pasymeBamy IITO ,TaTa WJie y APYyry coOy Ja paau ¥ HeMoj na cmetarnn!®

ITorpyauhy ce 1a BaM cBe HaZIOKHA/IIM...



duToxeMujcKka U MOJIEKyJIapHO-TeHETHYKA KapaKTepusalija
nomysianuja kuuniie (Centaurium erythraea Rafn)
ca baikaHCKOT MmoJyocTpBa

Pezume

Kuuuna (Centaurium erythraea Rafn) je ¢dpapMakoJIONIKK aTpakTHBHA
OmJbHA BpCTA KOja MOKa3yje YUTaB cHeKTap OHMOJIOMIKUX aKTUBHOCTHU, a YHjU je
Omo/UBEP3UTET HENOBO/BHO HCTpakeH. OCHOBHH IIWb IIPE/ICTABIbEHOT
HCTPAXKMBakha jecTe aHajlu3a TEeHETUYKOr U (PUTOXEMUjCKOT TUBEP3UTETA
KUYHUIlE HA TEPUTOPHjU basikaHckor mosryocTpBa. Y TOM cMUcCy, GopMUpaHa je
KOJIEKI[Mja CeMeHa KHWYHUIlE TIOPEKJIOM U3 MPUPOAHHUX IIOMyJamuja, Koja
OCJIMKAaBa JIMBEP3UTET BPCTE HA OBOM MOZAPYY]jy. MlcTpaXkuBama Cy yKIbydniia 43
IIOIIyJIallje OBe BPCTe, O] KOjUX je 41 mopekyioM ca basikaHckor nosyoctpsa. 3a
MPOIIEHY TeHETUYKOT JUBEepP3UTETa ONITUMHU30BaHe ¢y TexHuke RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) u TRAP (Target Region Amplification
Polymorphism) monekynapaux mapkep cucrema. JJTHK ymorpebspbeHa y oBuM
aHaJIM3aMa je M30JI0BaHA U3 OWbaka rajeHux y yCJIOBHMA in vitro, Kako 6u ce
ob6e36eamma ayreHtuyHoct JIHK kuuwile W eJIuMUHHCATa MOTyhHOCT
koHTamMuHaHanuje crpaHoM JIHK. 3a morpebe mobujama mro Beher Gpoja
WHDOPMATHUBHUX jeJUHUIA, YIOTPeb/heHO je 16 JleceTOMepHUX mpajMepa y
ciayuajy RAPD mapkepa, IIpu 4emy je 100HjeHo YKYIHO 408 paziauuutux PCR
nmpoAykaTta, JIoOK cy 3a TRAP wMapkepe ynorpeb/beHe KOMOHWHAIMje TpHU
cuenuduyHa U TpU apbUTpapHa mpajMepa u 106ujeHo je 767 dparmenara JJTHK.
Cunenuduynu npajmepu kopuiihenu y TRAP ananu3ama, KOHCTPYHCAHU Cy Ha
ocHOBY cekBeHITu PHK kuumiie ca Bucokum crerneHom xomosioruje ca JJHK
CeKBeHIlaMa 3a ciiefiehe eH3uMe: TepaHHUOJT 10-XUIPOKCUIIa3a, IUTOXpoM P450
peayKTasza W CEKOJIOTAHWH CHHTa3a, 00jaBJbeHUX y eJIEKTPOHCKUM 0azama
nojaraka. IlppMeHOM MoOJIEKYJIapHUX MapKepa J00HjeH je BHCOK IIpOIleHaT
nosmmMopdusMa, a ”HOOPMATHBHOCT O/labpaHuX MpajMepa WX KOMOWHAIHja
nmpajMepa je moTBpheHa momMohy BHUIlle IapaMeTapa. YCTaHOBJ/bEHA je BPJIO
HHCKA YHYTapIIOyJIalliOHa TeHEeTUYKA BapUjabMIHOCT KUYUIIE, IIITO MOXKE /1A

ce o0jacHM BEJIUKUM YAEJIOM CaMOOIUIO/Ehe U TEeUTOHOTaMHUje y HACTaHKY



ceMeHa KO/ IPUPOJIHUX IOITyJIallija, Kao U CHAXKHUM TeHEeTHYKUM apudTom. C
003UpOM /1a Ce KUYHIIA jaB/ba Y MUIUM H (PparMeHTHCAHUM IIOITyJIal[ijama,
n3Mel)y KOjUX BEepOBaTHO He IIOCTOjU IIPOTOK T'eHa, OYeKHBaHA je W BHCOKA
TeHeTHYKa Au(epeHIUPAHOCT AaHATTU3UPAHUX TIOITYJIAIHja, IITO je IIOTBPH)EHO U
MeTo/laMa MOJIEKyJapHUX Mapkepa. OcHMM TOra, MOJIEKYJapHUM MapKepuMa
BpJIO YCHENIHO Cy pas/iBOjeHe AUIUIONJHE O TEeTPAIUIOWAHUX IOIMyJalnuja
kuuniie. TerparuionjHe IOIyJallFje ce IMPWINYHO jacHO audepeHnupajy y
mocebHe TpyIle Koje Cy IIOBe3aHe ca IbUXOBUM reorpadCKUM IOPEKIIOM,
HApOYUTO KaJla cy mpuMmeweHu RAPD wmapkepu. 3HayajHa KopeJarnuja
MOKa3aHa je wu3Mel)y TeHEeTHYKHX CJIWYHOCTH IIOMyJalhja KHYHUIEe ca
BaskaHckor nostyoctpBa, 1001jeHrx ToMohy /iBa THUIIA MOJIEKYJIapHUX MapKepa
U reorpadCKUX HCTAHIM JIOKAIUTETA €A KOJUX OBe TIOIyJaluje IOTHYY.
OnpehuBame u KBaHTH(UKANHMja OCHOBHUX JeIMIb€Hha  CEKYH/IAPHOT
MeTabou3Ma KUYUIE, CEKOMPHUJIOUAHUX TIJIMKO3WIa, 0 je 3HadajaH
JIOTIPUHOC TIPOIIEHW BapHjabMIIHOCTH aHAJM3UPAHUX IOMyJalija KUJHIIE.
Cazprkaj cBeprujaMapuHa, JOMHUHAHTHOT CEKOUPHUIOWIHOT TJIMKO3UZA Y
Ha/I3eMHUM JIeJIOBHMa OWsbaka rajeHHuX y yCJIOBUMA CTakjape, OKa3ao ce Kao
Haj3HaYajHUju (dakTop MelymomysaloHe BapHjaOWUIHOCTU KHUYHIE. Y3 TO,
IOKa3aHa je B3HauajHa Kopesjanwja wusMmel)y cazprkaja CEeKOUPHIOUTHUX
[VIMKO3W/Ia U TeHEeTHYKe CJIMYHOCTH IIOMyJaluja, KopulthemweM oba Tuma
MOJIEKYJIADHUX MapKepa, ¢ TUM IITO je CHaXKHHja Kopeyianuja npuMmehena y
ciay4dajy TRAP mapkepa. Ilpe/icraBibeHa MporieHa TeHETUIKOT U (PUTOXEMUjCKOT
MUBEp3UTeTa KUYHWIlE [1aJy OCHOBY 3a €BEeHTyaJHy 3allTUTy YKyITHOT
OmonMBep3UTETa OBE BpPCTE HAa bBasKaHCKOM IOJIYOCTPBY, Kao U 3a 0onabup

T€HOTHIIOBA 3a 3aCHHUBALE 1 yHanpebe}be bEHE IVIaHTaXXKHE IIPOU3BOAILE.
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Phytochemical and molecular characterization of centaury
(Centaurium erythraea Rafn) populations
from the Balkan Peninsula

Summary

Centaury (Centaurium erythraea Rafn) is a medicinal and
pharmacologically attractive plant species which has a wide range of biological
activity. The main objective of presented study was to estimate genetic and
phytochemical diversity of centaury within the Balkan Peninsula. With that
purpose, seed collection of natural centaury populations was established. The
study included 43 populations of C. erythraea, among which 41 originated from
the Balkan Peninsula. Molecular marker techniques, such as RAPD (Random
Amplification Polymorphic DNA) and TRAP (Target Region Amplification
Polymorphism) were optimized to investigate the genetic diversity among these
populations. DNA used in these analyses originated from in vitro grown plants
to ensure the authenticity of centaury DNA by eliminating the possibility of its
contamination by extraneous DNA. To acquire sufficient informational
characters, 16 decameric primers were applied in RAPD assays, which produced
408 different PCR products, while TRAP assays included the combinations of 3
specific and 3 arbitrary primers, resulting in 767 fragments of DNA. Specific
primers used for TRAP analyses were constructed according to the RNA
sequences, showing high homology with DNA sequences published in electronic
data bases for following enzymes: geraniol 10-hydroxylase, cytochrome P450
reductase and secologanin synthase. Molecular markers provided a high
percentage of polymorphism. The informativeness of single primers (RAPD) of
primer combinations (TRAP) was confirmed by various parameters. Low
within-population genetic variability of natural populations of centaury could be
explained by the high levels of selfing or geitonogamy in the process of
fertilization and by strong genetic drift. Due to the fact that centaury grows in
small, fragmented populations and that gene flow between them probably does
not exist, a high genetic differentiation of analyzed populations was expected

and this was confirmed by molecular markers. Moreover, molecular markers



efficiently differentiated diploid populations from tetraploids. Tetraploid
populations were clearly clustered into groups related to their geographic origin,
especially when RAPD markers were analyzed. Genetic similarity data between
the Balkan Peninsula populations, obtained with either RAPD or TRAP markers,
significantly correlated with the geographic distances between localities of their
origin. Identification and quantification of secondary metabolite compounds,
secoiridoid glycosides, highly contributed to the estimation of diversity of
centaury populations in the analyzed region. A dominant secoiridoid glycoside
in aerial parts of plants grown under greenhouse conditions was swertiamarin,
which pointed to the interpopulation variability of centaury. Furthermore, a
significant correlation between the secoiridoid glycosides content and genetic
similarity of populations has been obtained, though a higher correlation was
recorded for TRAP markers. The genetic and phytochemical diversity estimation
of centaury from the Balkan Peninsula provides a basis for future biodiversity
conservation efforts and also for high-productive genotype selection and field

production improvement.

Key words: Centaurium erythraea, Balkan Peninsula, habitat fragmentation,
populations, molecular markers, RAPD, TRAP, genetic variability, secoiridoid

glycosides
Scientific field: Biology
Specific scientific field: Plant physiology
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1. YBog

1.1. BuoauBep3uTEeT OM/PHUX IOy JIAIHja

BuoauBep3uTeT mpecTaB/ba PA3HOBPCHOCT EKOCUCTEMA, BPCTA, FBUXOBHUX
IoIyJialiija, reHa U TeHOTUIIOBA U BeoMa ce Op30 pezyKyje Mof JUPEeKTHUM U
VH/IUPEKTHUM VTHI[ajeM 4YOBeKa, HeroBOM /JeyiaTHomNhy u OpojHornhy.
[Tocrojame OMOAMBEpP3UTETA je, Y OCHOBU, PE3yJTAT IOCTOjakha T€HETUYKOT
nvBep3uTeTa. 'eHETHYKY JUBEP3UTET IIPE/ICTaB/ha YKyIaH OpOj BapujaOMIHUX
TeHEeTHYKUX KapaKTepUCTHKAa y TeHOMY BpcTe M Moryhe ra je mocMaTparyu Ha
pPa3JIMYUTUM HUBOMMA: M3Mel)y IMOjeJMHAYHUX T'€HOTHUIIOBA, MOIyJIalfja W
BpcTa. Y HOBUje BpeMe, y TOTJIE/y 3aIlTUTE CBETCKOT OMOIUBEP3UTETA, MAKEbA
je moMepeHa ca HUBOA BpCTa Ha 3aIUITUTY YKYIHOT T'€HETUUYKOT JNBEP3UTETA,
KOjU yKJbyuyje W JioKasHe mnomysaiuje (Harastova-Sobotkova u cap., 2005).
FeneTmuka BapujabWIIHOCT TOIyJIAlja IIPE/ICTAaB/hba HHUXOB €BOJIYIUOHU
MOTEHIWjaJI. YTBph)UBaWke HHBOA TeHETUYKe BapHjaOWIHOCTH OWJbHHX
momyJjanuja Jaje ofjIydyjyhu OIPHHOC pellaBakby MHOTHX IpobieMa
€BOJIyITUOHE OWOJIOTHje, KOH3EpBAIlUOHE W €KOJIONIKE TEeHEeTHKe, Kao W
omieMemuBama 6mbaka (Coates u Byrne, 2005). OBaj IpUCTYIl UMa BPeIHOCT
He caMo 300r o/ipehuBama 3aCTYIJbeHOCTH U PacIo/iesie, Hero U 300T aHaIN3e
ImpoIreca KOjU ydecTBY]y Yy (opmupamwy TreHeTUYKe BapujabUIHOCTH Y

ToIyJiamujama.

leneTnuku 1uBEp3UTET ce pedIeKTyje MIPEKO PA3INKa U3Mel)y jeTUHKH Y
MHOTOOPOJHHM  KapakTepuMa, TIa  aHajJu3a  CTPYKType  TIeHEeTHYKe
BapujabMIHOCTU OWJPHUX TMOIIyJalifja MOXKeE Jla ce BPIIM Ha pa3He HAYWHE U
YecTo YKJbyuyje CJIO’KeHe MHTepakiuje n3Mel)y OM/bHUX KapakTepa (JKMBOTHA
dopma, rpaha 1Bera, HaAUYMH PENPOJYKIMje, WHKOMIIATUOWJIHOCT IIOJIEHA,
HAUYMHU OIPAIINBama, U CJI.) U CPEUHCKUX yCJI0Ba KOjU MOTY Jia yTU4Yy Ha
BEJIMUMHY TIOIyJalja U HUXOBY H30JI0BAHOCT. EBOJIyIIIOHA HCTOpHja BPCTE
MOJKe y BEJINKOj MePH Jla IOIPUHECE CJI0KEHOCTH OBHUX OHOCA, jep Cy:KaBambe
apeasia U QUIyKTyanuje y BeJIMUUHU IOITyJIalija TOKOM BpeMeHa MOT'y 3Ha4ajHO

Jla yTU4y Ha aKTyeJHy TeHETHUYKY BapujabmiaHocT 6mbHUX nomynanuja (Schaal



u cap., 1998). McrpakuBambe MOPEKa, OJ[P’KUBOCTH U PaCIojiesie TeHETHIKOT
IUBep3UTeTa OWsbaka 3HATHO YIIOTIYHbYje pas3yMeBare HAYMHA CIelHjandje,

ajlanrayje u momysanuone aunamuke (Bussell, 1999).

[TpoyuaBaibe TeHeTUUKOT JUBEP3UTETA IOMyJIalifja YTPOKEHNX OHUJBHHX
BpCTa CE€ BPJI0O HHTEH3WBHO CIIPOBOAM y IIOCJIEIbUX HEKOJHMKO JeleHnja
(Possingham wu cap., 1993; Martin u cap., 1999; Nybom u Bartish, 2000;
Dittbrenner u cap., 2005; Chen u cap., 2006; Hofhanzlova u Fér, 2009).
V1paBo je jemaH of IJIaBHUX I[MJb€Ba IMPOTpaMa 3allTUTE PETKUX U YTPOKEHHX
BpCTa yTBpPHUBame MU OJp’KaBaibe II0CTOjehuX HHMBOA IHPHUXOBE TEHETHUKE

BapujabutHoctu (Frankel u Soulé, 1981; Simberloff, 1988).

1.2. HI/ICjYHKTHOCT OMJbHUX l'IOl'Iy.TIaI_lI/Ija N IbUX0BA rCHETHUYKA

nudepeHujanuja

Opranusanuja OW/BPHOT CBeTa je BPJIO KOMIJIEKCHA YCJIE/ CBEOIIIITE
reorpadcke CTPYKTyPUPAHOCTU BPCTa U MPOCTOPHE AUCTPUOYIHje OpraHu3ama.
Behuna Bpcra je y paziauuutom crereHy ¢parMeHTHCAaHAa U, OCUM Y PETKUM
c/IydajeBUMa, TUCTPUOYIMja BPCTA y TPUPOJU je TUCKOHTUHYHPAHA U 3aBUCH
o exosomkux (dparmeHtranuja apeasna), OuosomKUX (AUcHep3Hja,
KOMIIETUTHBHO HCKJbyuere) U UCTOpujckux ¢dakropa (MwuiaHkoB, 2007).
dparmeHTalija CTaHUIIITA je TPOIEC IoJiesie jeHe 00J1acTH HA BUIIE MAabUX,
M30JI0BaHUX JlesioBa. [lozena  Hacraje  w3rpagmoM  caobpahajHuila,
IpeTBapameM CTaHUINTA Yy O0OpajiuBe TIOBPIIHHE, IIHUPEHEM T'PAZCKUX
IOBPIIMHA Ka0 U APYI'UM JbyACKUM AaKTHUBHOCTHUMA. HpquaBaH)a T€HETUYKOTI
ZIUBEP3UTETA Cy HEOIIXO/THA 32 Pa3yMeBame U MPOIeHy yTUIlaja pparmeHTaIyje
CTAaHUINTA HA JUHAMUKY U TEHETHYKy CTPYKTypy Bpcra (Thompson, 1999;
Young u cap., 1999). IlocpeqHuM WX HENOCPEAHUM YTHIIQjeM YOBEKa, a
MMPBEHCTBEHO IMMPEKOMEPHOM €KCILIOATAIlHjOM Cy HeKaJjalllkbe OpojHe BpPCTe caja
cBeZieHEe Ha HM3y3eTHO Mayii Opoj jeauHku dparmeHTHCaHUX y MelycoOHO
M30JI0BaHe, MaJie noiyJsianyje. J[ucjyHKTHOCT TOoIyJIaiyja u ’ruxoBa Meljycobna
M30JI0BAHOCT 3ay3BpaT JOBOJIE /10 UCIPIUbHUBaha T€HETHUYKE BapUjaOUITHOCTH.
He camo ma oBakBe moryJaldje UMajy PeayKOBaH Te€HETHUYKH JIUBEP3UTET,

CMambEH €BOJIYIIHMOHHA HOTeHI_[I/Ija.TI U BE€JIMKU PDU3UK O] HIIYE3aBaiba, Beh ce u



€BOJIYIIOHU TPOIECH Y MaJIMM MomyJanujama ¢GyH/aMeHTaTHO Pa3JINKYjy Off
OHUX y BeqMKuUM mnomynanujama (MuwiankoB, 2007). OAroBopu moOmyJamuja
MOTY /Ia ce Pa3JIUKYjy Y 3aBUCHOCTHU Of YCJIOBA Y CAMOM CTAHUIITY, TeorpadcCcke
y/IaJbeHOCTH HM3Mel)y TOIlyJsanuja, HhUXOBe BeJMUYMHE, Ka0 W O/ MHTEPaKIHja
n3sMel)y 6mwbaka u omnpammBada (Coates u Byrne, 2005). Y caBpeMeHUM
CTAaHUIITHMa, ype)eHUM TNpeMa YOBEKOBUM IMOTpebaMa, M30Jalldja Hacraia
IbUXOBOM (parMeHTalljoM, HeJIOCTaTaK OIpallliBadya M JIOIEe BPEMEHCKH
OpraHM30Bamke€ KOIleHhe M WCIalla, 3ajelH0O HMajy CHaKaH YTHIQ] Ha
PEIPOAYKIIA]Y €KOJOIIKHA WIN AUCTPUOYIIMOHO MapTUHAJTHUX IOIyJIalyja.
FeHeTHuKe CTy/AMje OBUX IOMyJalldja He caMO Jila MOTY Jla YKaXKy Ha HUBO H
HAuYMH pa3/iBajarba U3Mely BbuX, HETO U Jia pyKe OUTHE /I0Ka3e 0 3HAYajHOCTH
OBHX IIpolleca Ha eBOJIYIUjy TOjeJMHAYHUX BpPCTa WJIM Tpyla BpCTa HEKe
obnactu (Luijten u cap., 1999). MeaurepaHcka ¢iopa je moceOHO Oorata
BpcTamMa ca JHUCjyHKTHUM mnomyinarujama (Thompson, 1999). IlojaBa
QUCjyHKTHUX TIOIMyJalyja MeauTepaHcKe ¢Jiope J0BOAM ce Y Be3y ca
pacejaBambeM, TEOJIOIIKOM CJIOJKEHOIINy MeJUTepaHCKor OaceHa WU
MMOKpeTalkhnMa W H30JIallMjOM TEKTOHCKMX MHUKpPOIUIo4a TOKOM Tepiiujapa

(Thompson, 1999).
1.3. EBoJyruBHU MeXaHHU3MH y U30/I0BAHHM IIOIyJIalfjaMma

JIok TpOTOK TeHa W MyTranuje Hajuemmhe moBehaBajy TeHETHYKH
IUBep3UTeT (IIPEeCTaB/beH MEPOM XETEPO3UTOTHOCTH), XETEPO3UTOTHOCT Ce
cMamyje yCMepeHOM ceJieKIujoM u reHetTndykuM apudrom (Gilpin u Soulé,
1986). Kox nzosioBaHUX MOIyJIallfja, TeHEeTHYKUA JPUPT MOKe Ja J0Befie 10
penykiyje reHeTHYKe BapujabuaHocTH U Op3e dukcamuje anena (Lacy, 1987;
Frankham, 1996; MuiaHKoB, 2007), HapOYUTO 300T TOra IMITO je edeKTHUBHA
BeJIMUMHA IIOIyJIalldje Hajuelthe MHOTO Mama o0/ Opoja pernpoAyKTHBHHUX
jenunku y nonyaanuuju (Frankham, 1995). OcuMm Tora, IpeTIocTaB/ba ce a Cy
CBU YJIAHOBU MAaJINX MOIMYJIAIja CPOJTHUIIU jep MTOTUYY OJT MaJIoT Opoja jeINHKU
nHUnujasiHe nomynanuje (MwunankoB, 2007). IToBehan HuBO ykpmrama y
cpojicTBy (MHOpPUAMHIA) y IOIyJalyjamMa y KOjUMa je CMameHa TeHeTHUYKa
BapujabMJTHOCT MOXKE /1a Ppe3yJiTyje PeAyKOBAHOM aJalTUBHOM BpeIHOIINY

ycaen, WHODUAWHT Jlellpecwje, Kao H Yy CMameHOM MOTEeHIHWjaIy 3a



npuiarol)aBarwe Ha mpoMeHe cpequHckux ¢akropa (Ellstrand n Elam, 1993).
[To3uTHBHA TOBpATHA clipera u3Mel)y TeHeTUYKHUX U JieMorpadckux dakropa
MOKE TIOCTENEHO Jla YMamhU T€HETHUKY BapujabWIHOCT, GUTHEC U BEJIUUUHY
ToIyJIalja U TaKo JOBeJe /10 u3ymMupama (,Bpior usymupama“, Gilpin u
Soulé, 1986). Takohe, y mayimm momysianjaMma Moske Jia Jiolje 0 HapyllaBamba
OMOTMYKUX UHTEPAKI[Mja, OJ] KOJjUX je CBAKAKO HajBa)KHHUje OIPAIIUBAIbE

(Olesen u Jain, 1994).

OrpaHHYeHH MIPOTOK I'eHa MOXKE J1a IOBeZE 10 TEHETHYKOT Pa3HIaKemha
MIOITyJIaIHja IEjJCTBOM TeHEeTUUKOT JipudTa win audepeHIujaaHe cejeKIuje y
JIOKQJTHUM cpefiiHaMa. BUCOK HHBO MPOTOKa reHa I0jayaBa XOMOTEHU3AIH]jy
TeHCKUX ITyJIoBa U yBehaBa epeKTUBHY BeJUUHMHY IOIyJIaldje, ald HEeJOCTATK
IPOTOKA reHa wu3Mel)y momysanuja MOXKe Ja JOBeAe U JI0 YCIIOCTaB/barbha
HENOBOJHPHUX ajlejla aKO Cy IOMyJIalfje Pa3JIMYUTO aJ[aliTUPAHEe Ha YCJIOBE
nokainHe cpenune (Coates m Byrne, 2005). Y 0BOM CJIydajy, cMaTpa ce Ja
MIPOTOK T'eHa MOJKe Ja u3a30Be ayTOpuauHr fAemnpecujy (eHr.: outbereeding
depression) (Templeton, 1986; Waser, 1993; Fenster u Dudash, 1994), kaga
MIOTOMIIM HACTAJIM O POJUTesha reorpadCKu ya/beHUX IOIMyJalyja HUMajy
Mamku (QUTHeC Of] MOTOMAaKa HACTAJINX YKPIITAKEM Yy CyceAcTBy. Jlpyra
HCTPaKMBama, IIaK, TBPJAE Jla MHUTpaluje reHa wusmel)y IomyJjanuja WiId
cyOmomyamnuja MOTy Jia pesyiaTyjy y THoBehamy aJaiTUBHE BPEIHOCTH KO/

ITIOTOMCTBA WJIU TI0jaBu xeTepose (Hp. Ledig, 1986).

1.4. Pel'IpO,ZIYKTI/IBHI/I CHUCTEM BpCTa ca (l)paI‘MeHTI/IcaHI/IM

CTaHHIIITHMA

YV onpehenum ciyuajeBuMa, yHyTap IOIyJiallfdja WJIM BpPCTa MOXKE Ja
nohje 0 mMpoMeHa y peNnpoOAyKTUBHOM CHUCTEMY Kao OJIFOBOP Ha IPOMEHE Yy
CPEeMHCKUM yCJIOBUMa TOKOM BpeMmeHa (Eckert u Barett, 1993; Richards, 1997,
Stocklin, 1999). 3Hauaj HaAYWHA OIUIO/EHE, KA0 IVIaBHOT (haKTOpa KOjU yTUUYe Ha
TeHEeTUUKY CTPYKTYpPy U HUBOE Te€HEeTHYKe BapHjabWIHOCTH YHyTap OMJbHUX
MomyJalija, HarJalmasaH je y OpojHuM ucrpaxkuBawuma (Hamrick u Godt,
1989; Schoen u Brown, 1991; Charlesworth u Charlesworth, 1995; Nybom u

Bartish, 2000). Ha HaunH omwioame Oubaka yTudy OpOjHU KapaKTepH, Kao IITO



je deHoJOTHja 1BETamka, Ipe- U MOCT3UTOTCKA MHKOMATHOWIHOCT, rpaha nBera,
Kao M IIHMPOK CIIEKTap eKOJOMKUx ¢dakrtopa. Ha mpumep, paHO CyKIeCHBHE
OwbHE BpPCTEe MMajy KpaTak >KUBOTHU BEK U MPETEKHO Cy CAMOOIUIOIHE, Ta Cy
HUXOBE MOIYyJIAIlHje YeCTO crenuUIHE 110 HUCKO] TeHETHYKO] BapHjaOUITHOCTH
yYHyTap MOIyJanyja ¥ BUCOKOj T€HETUYKO] Au(epeHIINPaHOCTH U3Mely HuxX
(Loveless u Hamrick, 1984; Nybom u Bartish, 2000; Duminil u cap., 2007).
Jlaksie, caMOOILIOTHE BPCTE UMajy Makby YHYTAPIIOMYJIAIIOHY XeTePO3UTOTHOCT
U BehU cTelleH WHETPIOIyJIalliOHe TeHeTHUYKe AudepeHIyjamije y oHOCY Ha
ayTOpUIUHT BpcTe. Y YyIOpeHUM aHain3ama OpojHux 6mpHuX Bpera (Hamrick
u Godt, 1989; Nybom u Bartish, 2000) 1Toka3aHO je /1a je pacroiejia reHeTHIKe
BapujabwiHocTH u3Mel)y momysanuja OOMYHO IO, jayuM YTHUIIAjeM HadyuHA
OIUIOZIEhe, Hero Owo Kor apyror ¢akropa. Ilomanu mo0ujeHH aHAIN30M
ajl03uMa yKasyjy Ha TO Jia je KOJ CaMOOIUIOJTHUX BpcTa 51% HHUXOBE YKYITHE
reHeTHYke BapujabumiHOocTH pacropeheHo u3mel)y momysianuja, JoK je Taj
MpOIIEHAT KOl CTPAHOOIUIOJHUX BPCTa M BPCTA Ca MENIOBUTHM HAYUHOM
OILUTO/IE-€ PElyKOBaH Ha 10-22% (Hamrick u Godt, 1989). Ocum Tora, rybuTaK
CTAaHUINTA WJIN IberoBa ¢GparMeHTalfja WMajy HeraTHBHE IOCIIEIUIle 3a
caMOOIUIOZIHE OW/bHE BpCTE, jep je HHUXOB TEHETUUKU JIUBEP3UTET

AUCTpUOyHpaH u3Mel)y morrysamnyja, He yHyTap mbux.

[IIupoko je mpuxBaheHO MHUIIbEHE /1a YOBEKOBO pemeheme ycioBa y
CTAaHMINTAMA MOXeE Jla MMa CHa)KaH YTHUIA] HA IPHCYCTBO M Pa3HOBPCHOCT
OTIpalBava, IITO 3ay3BPaT, MOKeE /ia pe3y/Tyje Y U3MeheHUM HHTepaKI[hjaMa
OwbKe W oOlpaliuBaya W OTPaHMYaBalky KOJUUYWHE II0JIeHA, CMAambeHUM
WHTEH3UTETOM pa3HoIllekha I0JIeHa WM FHEeroBUM yMame€HUM KBaJHUTETOM
(Ashman wu cap., 2004; Knight u cap., 2005; Eckert u cap., 2010). Ocum Tora, ¢
063upoM J1a GPOjHOCT omparnIrBada IIUpoM cBera onaza (Ricketts u cap., 2008;
Potts u cap., 2010), IpeTIIOCTaBJba ce 1a he oBU edekTH y 6;11ckoj OyayhHOCTH
cBe Buie pactu. QueKkyje ce Ja CaMOOIUIOJHE BPCTE IMOCEYjy HUIKU CTEleH
TeHeTHYKe BapujabWIHOCTH yHyTap IMOIyJanuje, a Behy TIeHeTUUKy

nudepeHIujanujy uamel)y momysamnyja, Hero CTPaHOOILIO/THE BPCTE.



1.5. Hauwunmu oapelhuBama reHeTHUKE BAPHjaOMTHOCTH OU/BHUX

nomyJianyuja

leHernuka BapujabWIHOCT OMJBPHUX IOMyJIamyja opeljyje ce MIMPOKUM
CIIEKTPOM  pAa3JIUYUTHX MPHUCTyIIa KOjU TOApAa3yMeBajy: a) yrnorpedy
KBAaHTUTATUBHUX (KOHTUHYMpPaHHX) OCOOMHA, Kao INTO cy: Opoj ceMeHa IO
IWwiony, Op3WHA pacTema, BpeMe IBeTama, UTHA.; 0) youaBame HACIIETHHUX
nostuMopdu3ama, Kao IITO je HIp. 60ja IBeTa WK PElleCUBHU JIETAJHU aJIesIu;
B) youaBame XPOMO3OMCKHX peapaH)XMaHa, Kao IITO Cy TPaHCJIOKAIUje |
UHBep3Uje; T) JIeTeKIHjy BapujabWIHOCTU Yy TPOTEMHHMA U [) AETEKIUjy
BapujabuiHoctu jemapue THK wnu JTHK opranena (Coates u Byrne, 2005).
N360p oxroBapajyhe reHeTwuyke aHajiu3e IMpEACTaB/ba CYIITUHY VCIIEIIHE
IIpUMEeHe MOJIEKyJIapHe TeHEeTHKe Yy IOMyJIaluoHoj Ouosoruju (Sunnucks,
2000). [Toyaru 06MYHO YK/BYUY]y pa3/IMYUTe THUIIOBE BapujabJiu Ipe/icTaB/beHe
Hymepuuku (Franco u cap., 2001). Jla 6m ce mnpoleHWIa TeHeTHYKa
BapujabMJITHOCT TMOMyJialija, OOWYHO Ce€ aHAIU3UPAjJy Pa3JIUIUTA THUIIOBU

rmojiaTaKa:

a) KOHTUHyHpaHe (EeHOTUIICKe Bapujabsie: BHCHHA, Maca, (PeHOJIOIIKe

ocoOUHe, UT/I.;

6) nuckperHe ¢deHOTHIICKE Bapujabse, Kao MITO cy: 00ja W TeKCTypa

IU1044, OTIIOPHOCT Ha 00JIeCTH 1 UHCEKTE U CJI. UJIN

B) JIUCKPETHH MOJIEKYJIADHO-TEHETHIKN MapKepH, KOju uMajy OMHapHe

BpEeJTHOCTH (IIpUCyTaH/0/ICyTaH).

FeHeTnukn Mapkep IIpeJ/icTaB/ha OWIO  KOjy  KapaKTEPHUCTUKY
(denoTnmncka ocobuHa, MPOTEWH, TeH WX mpeno3HaT/buB feo JJHK) umje ce
HacsiehuBame MOKe JIaKO TMPATUTH U Koja Tpy:ka MHGOPMAIUjy O T€HOTHITY

jenunke (CumoHOBHN, 2011).

[IpunukoM TpuCTynamwa oapeljuBamy JuBep3uTeTa U IMPUMeEHE
MyJITUBAPUjaHTHUX MeTO/Ia Y aHaJIn3aMa TeHeTUYKOT JUBEP3UTETa, HEOIIXO/THO
je maxkypuBO pasmorputu cienehe (Franco u cap., 1998): 1. pa3yMHy H

edpexkTuBHY ynorpeOy pasJIMYUTHX TUIOBAa Bapujabiu, Kao IITO CY:



KOHTUHYHUPaHe, TUCKPETHE, Op/INHAIHE, ONHOMUjaJTHE, UT/., 2. IPUMEHY BUIIIE
ceToBa mozaTaka (MOpPQOJIOMIKNX, OHOXEMHJCKUX U MOJIEKYJIapHHUX), 3.
mpaBWIaH wu300p Mepe TeHETUYKe JIUCTAHIlE W KJIacTep MeToJla U 4.
onpehuBame onTuMasiHOT 6poja KiIactepa. [IpucTym pelniaBamwy OBUX IIpobyemMa
3aBUCH O/ TEHETHUYKOT MaTepHjajia KOjHU Ce aHaJIM3upa, Kao W Of IHba

eKCIIepUMEHTA.
1.6. MouiekyJIapHY MapKepH y MOIy/IAIIMOHOj TEHETUIN OU/baKa

HajBehn nmomak y reHetuiiun 6M/pHUX MOIMYyJIAllAja, TOKOM IIOCJIE/IEE TPU
JlelieHdje, OO je B3HauYajaH HaIpeZaK y TeXHOJIOTHjaMa Koje 00e36ehyjy
MPEKTHY MOJIEKYJIapHY KapaKTepu3alujy reHa U FeHCKUX IpojyKaTa. Pa3Boj u
ynorpeba pas3JIMYUTHX MOJIEKYJIADHUX TEXHUKA je OCABPEMEHMJIA MOITyJIalHOHY
TeHETUKY W MIPOIINPHJIA HheHy MPUMEH/bUBOCT Ha MHOTa I0Jba Y OHOJIOTHjU
(Coates u Byrne, 2005). YBoheme MOJIEKYIapPHO-OMOJIONIKIX TEXHUKA, KAO IIITO
je ynorpeba JIHK mapkepa, omoryhusio je AuUpeKTHO yropejuBarbe pa3IudUuToOr
TeHEeTHYKOT MaTepHjajia, He3aBUCHO OJ cpeauHckux yruiaja (Weising u cap.,
1995), jep ce apyru mapkepu (MOpdOJIONIKM, PUTOXEMU)jCKH, U303UMCKH) Y
Kpajib0j JUHUju 0as3upajy Ha €KCIPecHju TeHa, JOK MOJIEKYJIapHU MapKepH
Hajuenrhe MOKpUBajy 4YWUTaB reHoM, ykbpydyjyhu u genoBe JJTHK koju ce He
eKCIpUMupajy (HIp. pENeTUTHBHE CEKBEeHIle, WHTPOHH), IIa je HHUXOB

nmostuMopdu3aM U IyCTHHA Y TeHOMY HeyrnopeauBo Beha.

MoyJiekyslapHe U CTAaTHCTHYKE TEXHUKE Cy ce YOp3aHO pasBHjajie
MTOCJIEIEbUX TOJIMHA M TAKO YHaIpeljiBaie reHeTHYKa HCTPakKuBamba, ma ofabup
HAjIIOrO/IHMje TEXHUKe U OJAroBapajyher MoJieKyJapHOT MapKepa 3aBHUCH O/
pa3auuuTUX (haKTopa Crenu@UIHOT [[M/ba HCTPAKUBaha U IberOBe MPAKTUYHE
npumeHe (Sunnucks, 2000; Nybom, 2004; Bonin u cap., 2007). OcuM 3Ha4ajHe
MpUMeHe y U30JIalliju reHa U HhUXOBOM Malupamy Ha XPOMO30MHUMa, Kao U y
MO3UIIMOHOM KJIOHMpamky TeHa Off MHTepeca, jeJlHa O] HajpacloCTPaHEHUjUX
yrnotpeba MoJIeKyJapHUX MapKepa je y CIpOBOlemy IMpolleHa TeHEeTUYKOT

AUBEP3UTETA PA3JIMUYUTUX TAKCOHOMCKHX I'DyIIa.

DeHOTHUIICKA U CeJIEKTHBHA HEYTPAJIHOCT MOJIEKYJIADHUX MapKepa z(aje

OCHOBY 3a IbUXOBY IIPUMEHY Yy €BOJIYIHTUOHHUM UCTPAXKHNBAaIbUMa, IIpOy4YaBabrMa



MIOITyJIAI[OHE TEeHETHKe OW/baka M KOH3EepBaI[MOHE reHeTHKe. [Ipumep cy
HCTPa’KMBarba HAYMHA IMPOTOKA TeHa, CHCTeMa pa3MHOXKaBama, TeHETHUYKe
CTPYKType Tomysamnuja, xubpuausanuje u epeKTUBHE BeJIMYHUHE IOIyJIalmja.
Kao mocstesiuia oBor HampeTKa, paMaTAYHO je moBehaH 6poj MHTErparuoOHUX
HCTPa)KMBama KoOje IpoydyaBajy BapujabMIIHOCT YHyTap BpCTe, YeCTO
KOMOWHYjyhu TomysanuoHy TeHeTHKy, (QUIoOreHeTUKy u Ouoreorpadujy

(Schaal u Olsen, 2000; Avise, 2001).

Yrnorpeba HeyTpaTHHUX MOJIEKYJIADHUX MapKepa, TOKOM IOCJIEEbUX
HEKOJINKO JIelleHWja, JOMHHUpA Yy U3ydyaBalbUMa Te€HETUUYKE CTPYKTYpe
MomyJialiija M NPUJINKOM KOHCTpyHCama reorpadckux obpasama TreHEeTHUKe
BapujabmwiHocTH Ousbaka. [loBehameM pa3HOBpCHOCTH Mapkepa, yBehasa ce u
MOTYRHOCT J]a McTpakuBavyu ofjabupajy jeJlaH WM BHIIE THUIIOBA MapKepa Ipu
M3y4yaBarby IMPOMEHA MPOCTOPHUX U BPEMEHCKUX KapaKTEePHUCTUKA IOIyIaliuja.
MosnekynapHu MapKepHu KOjH /1ajy MOJAaTKe Ha BUIIE JIOKyca Cy Y TOM IOTJIEAY
CBaKaKoO y IPETHOCTHU Y OJTHOCY Ha MapKepe ca jeJTHIM JIoKycoM (Sarwat u cap.,
2008). IlomynapHe MeToZle M3ydaBarba TeHETHKE NOIyJalija y KojuMa ce
KOpHCTe MOJIEKYJIADHU MapKepu YKJbydyjy AyTU HU3 TEXHHUKA 3aCHOBAHUX Ha
JTHK mnomumopdusmy, o Kojux ce Hajuemhe ymorpebspaBajy: RFLP
(monmumopduszam y>KUHE PpeCcTPUKIMOHUX (Qparmenara, eHr.. Restriction
Fragment Lenght Polymorphism), RAPD (HacyMUYHO YMHOKeHa IoJTuMopgHa
JOHK, enr.: Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (nonmumopdusam
aykuHe aMIUTupUKOBaHUX (parmeHata, eHr.. Amplified Fragment Lenght
Polymorphism), SSR (jemHOCTaBHH KpaTKW ITOHOBIH, WJIH MHKPOCATEJIUTH,
eHr.: Simple Sequence Repeats) u ISSR (MmehyMukpocaTe IUTCKH TOHOBI[H, €HT.:
Inter-Simple Sequence Repeats). Heku ox oBuX Mapkepa, kao mrto cy RFLP u
MHKPOCATEJIUTH Cy KOJIOMUHAHTHU U MOTY Jia Oy/ly aHATM3UPAHU Ka0 MapKepu
MojeINHAYHUX JIOKyca, JIOK Cy Apyru, kKao mrTo cy RAPD, ISSR u AFLP
JIOMUHAHTHU MYJITWIOKYCHU Mapkepu. RFLP wmapkepu Cy ce IIOKasajau
M3pa3uTo MH(POPMATUBHUM y aHAJIM3aMa MoOJlejla TeHETHYKe BapUjaOUITHOCTH
YHyTap U U3Mehy norysamnuja, MehyTum, yImpKoc BbUX0BOj 3HAYajHOj Pa3/IBOJHO]
mohu (eHr.: resolving power), y TocCJie[ililbe BPpEME Ce PETKO Kopucre 360T

CKYIIHX U IyTOTPAJHUX aHAJIN3a, yIIOTpebe pagno-o0eekeHnX mpoba 1 3aXTeBa



3a 3HaTHOM KosmuuHoM JIHK. Melyy pasinuutum caBpeMeHUM MeToj/ilaMa, Koje
cy 3acHOBaHe Ha ymnorpebu HykiaeapHe J[HK kao maTpulle, MoJIeKyJIapHU
Mapkepu nobujenrn PCR TexHUKOM (JIJaHUaHA peaklyja IOJIIMepase, €HT.:
Polymerase Chain Reaction) u mpruMeHOM HecIlleU(PpUIHUX IIpajMepa, BeoMa cy
MOIyJIapDHU 32 TPOLIEHUBakhe TNeHeTUYKe BapujabWIHOCTH yHyTap Bpcra. C
0031pOM J1a 32 BHLUXOBY NIPUMEHY HUje MoTpeOHa HIuKakBa nHdopmanuja o JJTHK
CEeKBEHIIaMa IIMJbHE BPCTE, OBE METOJI€ CY HAPOYUTO IIOTOJHE y CUTyaIHjama
Kajla MPETXO/THO HUCY, WIH Cy BPJIO MaJIO BPIIEHA MOJIEKYJIapHO-TE€HETHUUKA
ucrpakuBamba u cekBeHnupawe JIHK (Nybom wu Bartish, 2000).
Muxkpocarenutr, wid SSR, cy Mapkepu KOjU Ce TPEHYTHO HAjIINpe
ynotpebsbaBajy y IIpoy4yaBalby TIeHETHYKe BapujaOWIHOCTU  OWBHUX
momysanuja. OHU TOKa3dyjy IIUPOKY BapujabWIHOCT usMmel)y jeUHKH HCTe
TIOIyJIalije U MMajy pasHOBpCcHY ynotpeOy (Hmp. Jarne u Lagoda, 1996). Ha
»KaJI0CT, 3HAYajHA MPEJHOCT KOjy OBa TEXHWKA MMa y ofHocy Ha octane JIHK
MapKepe 3axBabyjyhu XumepBapujabUTHOCTH U KOJOMUHAHTHOCTH, YMatb€eHa je
BPEMEHOM U TPY/IOM Koje je MoTpeOHO YJIOKHUTHU 3a heHO pa3Bujame (Squirrell

U cap., 2003).
1.6.1. RAPD moJiexkyJIapHU MapKepu

RAPD (Williams n cap., 1990; Welsh u McClelland, 1990) cy npBu o
MHOTOOPOJHUX MYJITHJIOKYCHHUX MapKepa KOjU Cy NMPHUMEIHUBAHU Ha BEJIUKOM
6pojy 6mbHuX Bpera (Nybom u Bartish, 2000). OBa TeXHHKa, KOja KOPHUCTU
caMO jelaH mpajMep IMPOU3BOJbHE CEKBEHIlE KakKo OM ce aMILTH(UKOBAIU
AHOHMMHH PEruoHU T€HOMa, 3aCHHBA Ce Ha HAEHTU(DUKAIUJU U COPTHUPAY
MHOTOOpOjHUX ToUMOpdHUX JoKyca. C 003UpOM Ja IMO3HABAHhE CEKBEHIH
JTHK Huje motpebHO, OBa TEXHHKA je HAPOUHUTO IMPUMEHJ/bHBA Yy CJIydajeBHMa
KaJla He TOCTOjU JOBOJAHO MOJIEKYJIAPHO-TEHETHUYKUX HHGOpMaIuja O JaToj
Bperu. OcuM Tora, MeTo/a je BeoMa jeZJHOCTaBHa U Op3a U OTKpuBa Behu Opoj
JIOKyca, yecto camo jeqHoM PRC peakinujom. Hamme, mpajMep mase Jy:KUHE,
cacTaB/beH 07 Hajuenrhe 10 bp ce Besyje Ha jBa mecra Ha JIHK martpunwm, y
0OpHYTO] OpHjeHTaIuju, ma (QYHKIUOHUIIE U KA0 JUPEKTAaH U Kao PEeBEP3HU
npajmep. Y mnodetky, RAPD mapkepu Cy OIICEKHO KOpUIINEeHH y CTyAujamMma

oIJIeMemhHBambha OMbaka, HAPOUUTO Y MaNUpawky reHoMa Ipu UleHTupUKanuju



JIOKyca KBAaHTUTAaTUBHUX ocoOuHa (eHr.: Quantitative Trait Loci, QTL). Nako cy
paHa WuCTpakuBama 3acHOBaHa Ha ymnotpebu RAPD wmapkepa 4YecTo
KPUTHKOBaHA 300T FUXOBE JIOIIE PENpOAYIUOMITHOCTH, KacHHUje CTyAHje Cy
rmokasasie jia ¢y npodmim tpaka mobujenn RAPD mMeTooM BepPOJIOCTOJHU U
MIOHOBJPUBU y HCTKHBAakbUMa T€HETHYKOT JIUBEP3UTETa YHyTap BpCTE, Y3
NMaKJbUBY NpUMeHY Jiaboparopujckux BemtuHa (Skroch u Nienhuis, 1995; Le
Corre u cap., 1997; Boehm u cap., 1999). KacHuje mocrajy cBe Bullle OMyJIapHU
y CTyaujamMa TeHeTUYKe BapHjaOMIHOCTU IPUPOJIHUX IIOMyJIalHja, YecTo
npahenu ananuzama uzosuma (Peakall u cap., 1995). Mehytum, u opeJt HUCKe
1eHe U Op3uHe u3Bohema, RAPD TexHWKa MMa U HeKa OTpaHUYEba U MaHe
(Arnold u Imms, 1998; Harris, 1999). PenpoaynubuiHocT (IIOHOB/BUBOCT) je
Hajuenrhe HaBoleHa Kao 3HauajaH IPoOJIEM, jep HEIOBOJbHA CIEIMMPUUHOCT,
y3pOKOBaHa yImoTpeboM IpajMepa KpaTKHUX CEKBEHIIM, MOKE Jla JIOBEZIEe 10
moBehaHe oceT/bUBOCTH ycsioBa PCR peakiiyje, IITO pe3yJITyje V HOTPEIIHOM
crnapuBamy U amivindukanuju. OBaj mpobieM MOXKe Jla ce CBefle Ha HajMarby
Mepy MpPENu3HOM KOHTPOJIOM H CTaHJIap[U3alHjoM PEAKIIMOHUX YCJIOBa.
XomoJioruja Takole mIpejcTaB/ba BaskaH IIpo0JieM, jep ce IoJpasyMeBa Jia
KOMHTpaIlfja mpojlyKaTa 3HAUW U EUXOBY jeJTHAKOCT, IIITO HE MOpa YBEK J1a
Oyne mpaBmio (Rieseberg, 1996). Meljytum, oBaj mpobJieM ce IojaBbyje Kaia ce
yrnopel)yjy TakCOHH Ha BHUIIIMM HUBOWMAa T€HETUUYKOT O/ICTyTIaha, ajld Hajuemnrhe
HeMa yTHIaja y CTyAujaMa IOoIyJanuoHe reHerwke. Ilopexn Tora, 360r cBoje
JIOMUHAHTHOCTH, RAPD JIOKycH ce TeHepaJlHO IIOcMaTpajy Kao [aBa ajiesa:
MIPUCYCTBO WJIM OJICYCTBO Tpake. MH(poOpMaTHBHOCT JIOKyca je 300T Tora Mama
OJT TUITMYHUX MYJITHAJIEJTHUX JIOKyca JOOHjeHUX HIIP. MUKPOCATeTUTUMA, Ma/ia
IbUXO0Ba MPWINYHO C/IydajHa AMCTpUOyIMja Ay»K TeHOMa HajioMelnhyje oBaj
HesoctaTak (Bonin u cap., 2007). Takohe, rpemke y camoj PCR peaknuju Mory
Jla HacTaHy yCJe[: pPeIUIMKaTHBHOT ,IIPOK/IM3aBama“ TepMOCTaOWIHE
moJiMMepase TOKOM Iiporieca esoHramuje y PCR peaknuju, HeIrabJIOHCKOT
J0/laBarba HYKJIEOTHZA O] CTpaHe ToJiuMepase, mpucycrBa ¢pparmenara JJHK
Koju notuuy oz opranesna, PHK win Behe konmumne nonucaxapuia, hbeHosna u
npyrux Heuwcroha y JIHK ysopky (Wolfe u Liston, 1998). Ako ce CBHU OBU

npobsieMu IIpeBujie, yrnotpebsbuBocT RAPD Mapkepa ce 3HA4ajHO yMambyje
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(Hadrys u cap., 1992; Lynch u Milligan, 1994; Smith u cap., 1994; Rieseberg,
1996).

[Tpema Wolfe u Liston (1998), HajouTHUje ipeaHOCTH RAPD TeXHUKE Cy:
a) motpeba 3a mamwoM KouunHOM JTHK y mopeljermby ca apyrum MosiekyiapHUM
MeTomama, 0) wusberaBa ce yrorpeba paauou3oTolla, B) Moryha je
ammndukamnuja JJHK cexkBeHIU U3 KOH3EPBHPAHOT TKHBA, I') TEXHHUKA je
NpUMEHJ/bUBA Y MambUM Jiabopatopujama (y CMHUCITy OIpeMe, CpeiCTaBa U IeHe),
) mperxojHO mo3HaBame JIHK cekBeHIIM HHje HEOIXOJHO, 1)) moOujambe
BEJINKOT Opoja TeHETUYKUX MapKepa y KpPaTKOM BPEMEHCKOM IepUOAy, U €)

MOTYRHOCT UCTOBpPEMEHE aHAJIN3€e BEJIUKOT Opoja JIOKyca.

[ITa6J1oH, 110 KOjeM AoJia3u Ao amiutudukanuje onpehenux RAPD Tpaka,
0CTaje UCTH HE3aBHCHO O] cTelleHa pa3Buha 6uwbke (Swenson u cap., 1995). OBa
ocobuna RAPD JjioKyca, ajld U APYTUX MapKep-CHUCTEMa, YYMHWIA UX je BeoMa
KOPUCHUMaA Y UIEHTU(UKAIUU U 3aIITUTH PETKUX U €HJIEMHUYHUX TOIyJIalnja,
y CcJlydajeBUMa KaJia JIpyre MeTOJle HHCYy Yy MOIYhHOCTH Ja OTKpHjy
BapHujabMJIHOCT U paspeliie reneTnuke ogHoce (Esselman u cap., 2000). RAPD
MapKepu Cy cajia MIUPOKO mpuxBaheHW y OWBHOj CHUCTEMATHUIM, KaO0 U Y
MIOITYJIAIIMOHO] U €BOJIYIIMOHO] OMOJIOTHjU W UMajy YJIOTy y UAEHTH(PUKAIUJU
BpcTa, HUXOBO] KilacudUKAIMjU, KA0O U Yy HUXOBOM XHjepapXujcKOM
nosunuonupamwy (Hadrys u cap., 1992; Wolfe u Liston, 1998; Sarwat u cap.,
2008; Ray u Roy, 2009; Schlag u McIntosh, 2012). [Ipumena RAPD mapkepa
Takohe yk/bydyje U ucTpakuBama MeljyBpcHe xubpuauzanuje (Hup. Crawford
U cap., 1993) u uHTporpecuje (Hnp. Dean u Arnold, 1996), unentuduKanyje
kiaoHoBa (HIp. Hsiao u Rieseberg, 1994), pasBoja MapKepa Be3aHHX 3a
ekcripecujy nosna (Hrp. Hormaza u cap., 1994) u npucycrsa b xpomozoma (HIIp.
Gourmet u Rayburn, 1996), mpoy4yaBama cucrema orviohjewa (Hmp. Fritsch u
Rieseberg, 1992), Mepema HHUBOA U AUCTPUOYIIHje T€HETHUYKOT JHUBEP3UTETA
(amp. Gustafsson u Gustafsson, 1994) ¥ ONKCHBaKA IIIeEMa YHYTAPIIOMYJIallIOHEe
(amp. Roelofs u Bachmann, 1995) u MehyBpcHe naudepeHnujanuje (HIp.
Neuffer, 1996). RAPD wmapkepu cy eduKacHO KOpUIINEHH y IpOydaBamby
TeHETHYKOT JUBEP3UTETa PAa3IUUUTHX JIEKOBUTHX BpPCTa OM/baKa, Kao IITO Cy:

Digitalis obscura (Nebauer u cap., 1999), Cunila galioides (Fracaro u cap.,
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2005), Ocimum basilicum (De Masi u cap., 2006), Gentiana pannonica
(Hofhanzlova n Fér, 2008), Scutellaria baicalensis (Su u cap., 2008), Bpcre
pomoBa Cymbopogon (Sangwan u cap., 2001) u Echinacea (Kapteyn u cap.,
2002), Kao u cabo uckopuitheHnx OMbHUX KyJypa: counsa (Ferguson u cap.,
1998), cycama (Bhat u cap., 1999) u jaHa (Fu, 2005). RAPD Mapkepu cy 4ak
HAIIUTA TIPUMEHY U Y Pa30TKPUBahy KPUMUHAIHUX TPYIIA, I7Ie C€é OBU MapKepH

puMenyjy y upeHTudukanuju ysopaka Cannabis sativa (Gillan u cap., 1995).

ObuMHa aHayIM3a MyOJIMKOBAHUX PaJIoBa y KojuMa cy kopuirhenu RAPD,
ISSR, AFLP wmapkepu W MHUKPOCATEJUTH, IIOKa3aja je Ja cy IpolieHe
TeHEeTUUYKOT /UBEp3UTeTa YyHyTap BpcTa ciauvyHe 0e3 o03upa Ha TUI

npuMemeHoT Mapkepa (Nybom, 2004).
1.6.2. TRAP moJiekyJJapHU MapKepu

TRAP (Target Region Amplification Polymorphism) wmapkepu
npejicTaB/bajy HoBHjy Metoxy (Hu u Vick, 2003), koja ce 3acHHMBa Ha
amrundurarnuju peruona JJHK usmelly nBa mpajmepa, on kojux je jeman
apObuTpapHH, a IpyTu crenuduyuad, kKoMiuieMeHTapaH mo3naroj JJHK cexBeHnmu
(EST cexBenmu (enr.: Expressed Sequence Tag) wiuW ey HEKOT TeHA).
[Mponykt TRAP-PCR peaknuje cy ammuiukonu JIHK, Opojuuju u dYecto
nHDOPMATHUBHUJU Off TMpOAyKaTa APYruxX Mapkep-cucrema. TRAP wmapkepu
uMajy Be OUTHe MPeTHOCTH Y ojiHocy Ha apyre TexHuke JJHK mapkupama: 1)
KOMOUHYjy moBosbHe ocobuHe RAPD (nakoha usBohewa) u AFLP mapkepa
(Bucoka mHpopmaTuBHOCT) U 2) TRAP mMapkepu Kopucre 6MomHGpOpPMaTHUKe
ajjlaTe 'y KOHCTPYKLIHMjU TpajMepa IIpeMa II03HATUM CeKBeHIlaMa
MPETIOCTaB/heHNX TeHa, 0K ce RAPD w AFLP wmapkepu B3acHHBajy Ha
AHOHUMHUM CeKBeHI[aMa. TeIKo je eKCHEPUMEHTAIHO IOKa3aTH KOJIUKU
mporeHaT (¢parmeHarta je IOBe3aH ca CEKBEHIIOM CcIleU(UYHOT IpajMepa.
[IpermioctaBba ce na je BehwmHa ¢parmMeHata IOPeKJIOM 07 IIOTPENIHe
xubpuusanyje TmpajMepa U [WbHE CEeKBeHIle 3axBasbyjyhu  HHCKOj

TeMIlepaTypy aHWJIMHTA Y IPBUX HEKOJINKO nukiayca PCR peakiyje.

[Toctoju penatTuBHO Manu Opoj pasoBa y kojuma cy TRAP mapkepu

KOpI/II_HheHI/I Yy LBy IIpOoydaBalba T€HETHUYKOI JAWUBEP3UTETA PA3JIMNYUTHUX
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takcoHa (Hu u cap., 2005; Alwala u cap., 2006; Deng u cap., 2007; Hu u cap.,
2007; Palumbo u cap., 2007; Yue u cap., 2009; Xiao u cap., 2010), mehytum, y
OBUM HCTpakuBambuMa TRAP MapKepu cy ce IOKazaJli Kao MohaH ajyaT y

JIETEKIIVjU TEHETUUKHUX Be3a u3Mel)y mpoyJyaBaHUX T€HOTHUIIOBA.

1.7. AHa/JIu3a CEeKyHJapHUX METAa00/IUTA U lheHA IPUMEHA y
MOITYJIAIINOHOj TEHEeTUIN OH/baka

1.7.1. KBanTuratTuBHU PUTOXEMU)JCKU MapKEPH

leHeTnyKy BapHjaOMJIHOCT TIIOIyJIalldja MoOryhe je WPOIEHUTH U
QHAIM30M KBAHTUTATUBHUX OcoOMHA. MHOroOpOjHU TEeHCKH JIOKYyCH, Kao U
CPEeIVHCKU YTUIIAJU HA Te JIOKYCE, YUeCTBY]Y Y KBAHTUTATUBHO] BapMjaOITHOCTU
ocoOmHA Koje ce ucTpaxkyjy. Ha ’kajoct, JoKa3u O IOCTOjamy CarjlaCHOCTH
u3Mel)y Ba HauwHA ojpehuBama TeHETUYKE BapHUjaOMIIHOCTH: IOMOhy
KBAaHTUTATUBHUX OCOOMHA M MOJIEKYJIADHUX MapKepa Cy 4ecTo BeoMma ciabu
(Reed u Frankham, 2001; McKay u Latta, 2002). 360r Tora ce Hamehe K/byuHO
MUTame: KOJIMKO CHAXKHO CYy KOPEJIVCAHU TOJAIU J00HjeHU MOJIEKYJIapHUM
MapKepuMa YW KBAaHTUTATHBHUM ocoOmHama? Jluckycwja o Tome Jga Jk Cy
pasJivKe y MOJIeKyJIlapHUM MapKepruMa KOpeJIrcaHe ca aZlallTUBHOM BpeTHOIIhy
HoITyJ1alja, MpeJicTaB/beHa je y Behem Opojy pamosa (Lynch um cap., 1999;
Merila u Crnokrak, 2001; Reed u Frankham, 2001; McKay wu Latta, 2002), y
KOjUMa Cy HarJIallleHW pPeJIaTUBHU YTHIAjU TeHEeTUYKOr JpudTa U IPUPOJIHE
cesIeKIHje Ha AUBepreHIyjy nomyaanyja 1ooujeHy MoJeKyJIapHIM MapKepuma

y OZHOCY Ha crieluuYHe KBAHTUTATHBHE OCOOMHE.

JlokasiHe momyJanje BpcTa u3rpaljeHe cy of pasyjuuuTor Opoja
WHAUBU/IyaJTHUX T€HOTHIIOBA, O KOjUX HEKe MOTYy OMTH XeMHjCKe BapHjaHTe
(XeMOTHUIIOBH), y BaBHCHOCTH O PeJIaTUBHE 3aCTYIJb€HOCTH XEMU]CKHUX
jenumema y BUxoBoM TKUBY (MapuH, 2003). KBaHTHTAaTUBAH Ca/ip:Kaj U OHOC
XEMUJCKUX JeIuiberha KOJ[ PasjIMuUuTUX OWBHUX TaKCOHA MOXKe ga Oyge
HU3y3€THO KOPUCTAH y aHAJM3U U pasyMeBamy KOMIUIEKCHOT oOpacra
BapujabmiHocTu. [(udepeHnujanuja moceOHUX XEMOTHIIOBA WJIM €KOTHIIOBA

npaheHa je IPOCTOPHOM W30JIAIIMjOM U E€KOJIOIIKOM aallTalujoM, WA
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xubpUU3anujoM Koja je OOWYHO H3a3BaHA /AyIUIUPDAkeM TeHOMaA, Tj.

asmonosuuiourjom (MapuH, 2003).

XeMmjcka eBoJIylija OmM/baka He Mopa Jla IMpaTu U MOPQOJIOIIKY, jep
HHUCY TIO7] jeHAKUM CeJIEKTUBHUM MPUTHUCKOM. [Ipoaykiuja U akymyJanmja
HEKUX jeUheha BeoMa Bapupa IO YTUIAjeM EKOJIOMKHX (akTopa, JOK je
CUHTE3a [PYTUX jeAUemha y BEJIUKO) MepH TeHETUUYKH JIeTEPMUHHCAHA.
JpyruM pedrma, IMOCTOjU YUTAB HU3 3aMKH KOje MOTY Jla HaBeZly UCTPaKuBada
Ha TMOTpPEeIHe 3aK/byyke O JobujeHMM pesynratuma. CTora ce TeHETHYKH
MUBEP3UTET IOMyJIalja Haj0oJbe Mpolemyje Kpo3 MYyJITHAUCIUILINHADHU
MpUCTYyl y3 IpUMeHy MOPQOJIOMIKNX, OUOXEMHUJCKUX U MOJEKyJIapHUX

ucrpaxkuama (Lattoo u cap., 2008).
1.7.2. CekyHapHHU MeTa00IUTH

Kop cBux Bummx 6msbaka Hal)eHa cy paszinunTa OpraHcka jeinimbema Koja
He y4YecTBYjy y IpHUMapHUM IponiecuMma ¢usuosoruje u pasuha. TakxBa
jeumema ce YecTo Ha3WBajy CeKyHJapHUM MeTrabosuTuMa. JemaHa of
HajynevyaT/buBUjuX 0COOMHA CEeKYH/IaPHUX MeTaboJIuTa je OTPOMAaH JIUBEP3UTET
BUXOBUX CTPYKTypa. MehyyTum, jesHo o1 ,,uy/zia eBosynuje” je na, 6e3 o63upa Ha
IPUXOBY BEJIMKY PAa3HOBPCHOCT, aKO Ce VIJb€HHUKOB CKeJIeT CeKYHIAapHUX
MeTaboIuTa MpaTH YHA3a/l y OMOCUHTETCKOM IIyTY, BUAM Ce JIa OHU HACTajy O]f
caMO TpHU OCHOBHA TpaJiuBHA OJIOKa: alerara, MeBaJIOHATa WU IIUKUMAaTa

(Waterman, 2005).

[TpucycTBO CeKyHAapHUX MeTaboJsinTa OW/bITA TPYKa HU3 IMPETHOCTH Y
WHTepaKI[hjamMa ca YMHUOI[MMa CIIoJballlibe cpeinHe. Hajuenrhe ce Ta mpegHOCT
orsieJla y ofOpaHU O/ Hamajzia Pa3jWuUTUX IIpeflaTopa WKW IAaTOreHa; HeKU
CEKYHZI[apHU MeTabOJIUTU UMajy YJIOTY IpHUBJIadyerha OIpallnBava IyTeM 0oje
WIN MUPHCA, JOK HEKU CJIyKe J1a TOJCTaKHy XepOMBOpe /a ce HIIp. XpaHe

3peJInuM IIOZAOBHMA, aJIk 1A H36eraBajy CEMEHKE.

Bapujaruje y cazpskajy cekyHZApHHX MeTabosuta MOry jnaa Oymay

KBaHTUTaTHUBHe W KBasuTaTuBHe (MapwuH, 2003). OBe Bapujanuje cy 00po
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[I03HaTe y CJIydajy ceKyHAapHUX Merabosuta (¢saBoHOMzA, aIKAIOUAA,

TepIIeHOH/IA...) U OHEe MOTY /a Oy/y IoCJIe/ThIa:

e pasiukey dasu pa3puha,

e pasyimke u3Mel)y opraHa u opraHu3ama Koju ce aHUTU3Upajy,
e pa3JIMKe y €KOJIOIIKUM yCJIOBIMA CTAaHHIIITA,

e TeHEeTHYKe pa3jInKe u3Mel)y je IMHKU U MOIyJIalyja,

e HEIOCJIEAHOCTH Y HAUMHY IPUKYI/bakha MaTepHjasa,

e He/IOCJeHOCTH y TeXHUKaMa eKCTpaKIlije U aHaIuse.

Kako Ou ce m3bersie eBeHTyaJiHe TpeIIKe KOje MOTY Jia JIOBEIy 0
HeaJIeKBaTHUX 3aK/bydyaKa, MOpa /la Cce BOJIM padyyHa O TOMe Jla aHaJIU3UpaHe
Owbke Oyny y ucTtoj da3um OHTOTEHETCKOT pa3BHuha, W Ja Cy, 10 MOTryhCTBY,
rajeHe IoJi UCTUM €KOJIOIIKUM ycioBuMa. IlozpasymeBa ce /1a ce eKCTpaKIuje u

aHa/IM3e CBUX y30paKa Bplile IOTIIYHO UCTOM METOZOM.

TpaguinoHaIHe XeMOTAaKCOHOMCKE U XEMOCHUCTEMATCKE CTY/IHj€e Ce YECTO
ynotpeb/baBajy y  yrBphuBamy Be3a  u3Melly OWBHUX  TaKCOHa,
KBaHTU(PUKOBAKEM HEKOJIUKO YHampes ojabpaHux jenumema (Ge u cap.,
2008). CekyHaapHH MeTabOJIUTH CY, KA0 MapKEPH, y MIUPOKOj IPUMEHH HIIP. Y

KOHTPOJIM KBUIUTETA U CTAaHAapAU3aIju OUJbHUX JiekoBa (Joshi u cap., 2004).
1.8. TIloauIIoHaAHja KO GH/baKa

[Mosmumionarja ce cMaTpa OCHOBHUM  €BOJIYIIMOHHM  TPEHIOM
BackyyapHux Owpaka (Thompson wm Lumaret, 1992; Soltis u Soltis, 1993;
Bretagnolle u Thompson, 1995; Ramsey u Schemske, 1998, 2002; Soltis u cap.,
2004). 3Ha4yajHO MPUCYCTBO MOJUIUION/Uje KOJ Omsbaka ImojpasyMeBa /ia OHA
moceiyje HEKy aJalTUBHY BpeAHOCT. [lOJMIUIONM YecTO IOKasyjy
HeyoOuuajeHe (GEHOTUIIOBE, KOJU HHCY MPHUCYTHU KOJ, AUIUIOMAHUX IIpeJaKa
(Ramsey u Schemske, 2002). Heke o/ 0BUX KapaKTepHUCTHKA ITOJUILION/IA, KA0
mTo cy: moBehana BesmymHa henmja w opraHa, yBehana Omomaca, mopact
OTIIOPHOCTH HA CYIITy, allOMHUKCHC (aceKcyasiHa IPOJIyKIIHja ceMeHa), OTIIOPHOCT
Ha 0oJIeCTH W IITETOYHHE, WM IIOMEPEHO BpeMe I[BeTarba, MOIy Jla omoryhe

MOJIUIVIONIUMA OCBajarhe HOBUX eKOJIOMIKuX Huma (Soltis u Soltis 1993, 2000;
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Wendel, 2000; Ramsey u Schemske, 2002). Ilonmumiounuja yxybydyje O6pse
MIPOMEHE Y CTPYKTYPH T€HOMa, Ka0 U MHTePaKIlhje u3Mely AyIiniupaHnux reHa
(Song u cap., 1995; Cronn u cap., 1999; Soltis u Soltis 2000; Liu u Wendel
2003; Adams u Wendel, 2004). lyminupanu TeHU ce Tako ociaobahajy
OTpaHUYeha IUXOBUX QYHKIIUja U JUBEPTHPAjy, CTBapajyhu HOBe (PeHOTHUIIOBE
kox monumionsa (HeodyHKIuoHanu3anuja). Ilpumeheno je ma ce Behumua
MTOJTUTLTTIOUTHUX KOMILIEKCA Ooupaka pasBmwia 3a BpeMe
[Tneucronena/IlnoneHa U Jja IBUXOBa IIMUPOKA PaCIPOCTPAEHOCT BEPOBATHO
Mpou3Waa3u W3 IoBehaHe CIIOCOOHOCTH /la KOJIOHHMB3Y]y CTaHHUINTA Hacraia
mocJie crabmau3anyje KINMarckux yciaoBa y Ilieucroneny (Stebbins, 1985).
[Momunnonanja umMa OOraty HMCTOPHjYy HCTPAKMBAaKkAa W PA3JIMYUTH HAYIHU
MPUCTYNHU Cy KOpUITheH KaKko 01 ce oHa mpaBmwIHO oOjacHmia (Osborn u cap.,
2003). Heku wucrpakuBaum cy ce (OKycHpasid Ha IOPEKJIO TMOJIUIIOU/IA,
neduHumyhn ux Kao 1) ayTOMOJIMIUION/IE, aKO OHH IMIOTUYY U3 MYJITHUILIUKAIIH]je
MOjeIMHAYHOT TE€HOMa, WJIM Ppa3JIMYUTUX TEeHOMa WCTe BpCTE, WIH 2)
AJIOTIOJINIUION/IE, aKO Cy Ce INPHU EHHUXOBOM HACTAaHKY KOMOWHOBAJIM T€HOMH
Bullle BpcTa. be3 0063upa Ha paszinuke u3Mel)y IMOJUIUIONZA, 3ajeTHIYKA
ocoOMHA WM je BHCOK HHBO XeTepO3UToTHOCcTH 30or moBehane moryhHocTH
[ojaBe MYJITUIUTHX aJIeJICKUX JIOKyca. HemaBHa ymorpeba MoJIeKyJIapHUX
TeXHWKa yBehasa je Hallle 3Halbe O TOJHUIUIOAMJU Ca aclieKTa €BOJIyTUBHOT
3HaYaja, MEXaHU3MHMa YCIIOCTaB/baha U crabwausanuje monuionna (Levin,
1983; Felber, 1991; Bretagnolle u Thompson, 1995; Ramsey u Schemske, 1998),
Kao U IHUXOBOj TeHOMCKOj eBosynuju (Soltis u Soltis, 2000; Wendel, 2000;

Adams u Wendel, 2004).

1.9. OmnmTu Hozamy o0 NPoy4YaBaHOj BPCTH

1.9.1. Onuc u pacupocrpamemne

Kuunna (Centaurium erythraea Rafn, 1800) je po3eracra, IBOTOIAIIIEHA
BpCTa, YUjU ce MPUPOAHU AUCTPUOYIMOHU oricer Kpehe ox 3anagHe EBporme 710
kaBKackor peruoHa (Flora Europea online database, 2011), pacupoctupyhu ce
Ha WCTOK JI0 ABraHHCTaHa U jy»KHO JI0 ceBepHUX AenoBa Adpuke (GRIN online
database, 2011). ¥ CeBepHOj AmMepunu U AycTpajuju je HaTypaIn30BaHA

MMPBEHCTBEHO 300T CBOjUX JIEKOBUTUX ocobmHa (Mansion u Struwe, 2004).
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Kuuuna pacre Ha OTBOPEHUM, UeCTO IMPeIa3HUM, IPUBPEMEHUM CTAHUIITHMA
ca OroJbeHUM IOBPIINHAMa, Kao IITO Cy CyBU Malllkhalll, PaHO CyKIleCUBHe ¢ase

3aCHMBama IIIyMCKe Bereranuje (HIp. TOCJAe Kpuewma), HBHIE IIyMa,

Cmuka 1: a), 6), B), r) u 1) usrnes 6umpaka C. erythraea y uyseTy Ha pasinduTUM
crannmtumMa; h)) ompammBauy - myBa nebgwiuua (Episyrphus balteatus) Ha
[[BeTOBMMa Kuywile (npeysero us: Brys u cap., 2o1); e) usrnex usera C. erythraea
(mpeysero u3: Brys u Jacquemyn, 2012).

IyTEBU U CTa3e, MPOIUIAHIM MJIM OTBOPEHE IIIyMe, 0001 KaHasla, MeCTa IMOpes,

HoBousrpaljenux myrea, uta. (Radusiené, 1995; Van Rossum, 2009a).
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Cranumra ca JAerpafiupaHuM OWbHUM IIOKPpHBAaYeM Cy THUIIMYHA 34
knuniy (Crirka 10 ¥ B) M BUTAJIHU KallallUTET MOIMyJIallije je BUIIIN Ha MeCTHMa
rze je meh)yBpcHa kKoMIeTHIja cMambeHa. PereHepanyja momysamnyja y TycToM
OM/bHOM IOKpHBaUy je cjaba W TOmyJamuja Texku usymupamy (Radusiene,
1995). Kmuuna nHajuenrhe pacre Ha WIOBaCTMM 3€MJbUINTHMA WA 0Jaro

KI/IceJ'IOj HJI0Ba4YH Ca A0JaTKOM I'JIMHE.

Ceme KHMUMIle KJIMja y jeCeH WIM y mpoJiehe, a OM/bKe MPE3UMIBY]Y Y
o6sinky maste posere (Van Rossum, 2009a). Camo mau 6poj (2%) jyBeHUITHUX
Owpaka JJOCTUTHE TeHepaTuBHY dazy. MHOTe MyIainIe YTHUHY, 0K JIPYTe OCTaHy
y daszu pozere (Radusiené, 1995). Cnenehe romumue, y jyay, Win aBrycry
T0jaBJbyjy ce je/lHa 70 HeKOJMHUKO (6) ryctnx muMo3Hux npactu (Van Rossum,
2009a), Koje YuHU 50-70 mBeroBa (Brys u Jacquemin, 2011) (Ciuka 1a-hj).
IIBeToBH ce OTBapajy yjyTpo, U TO KajJa Cy BPEMEHCKH YCJIOBU IOBOJBHH H
3aTBapajy ce yBeue. Ca3peBarbe I[BETOBA je CYKIIECUBHO, ad OOUYHO je Behu
Opoj IBeTOBA OTBOPEH y HCTO BpeMe, a aHTe3a Tpaje 4-5 zaHa (Brys u
Jacquemin, 2011). /[Ba skura Tyuka Hajuelihe ca3peBajy 1-2 JiaHa Ipe Hero IITO
aHTepe MOYHY J1a ocobahajy mosienoBa 3pHa (mpororunuja, Civka 1e). CemeHa
cy cuTHa u OpojHa (10 270 MmO Yaypu), ajld HeMajy crenuduyaH HaAUYHH
pacejaBama, Beh, 10 OTBapajiky 4Yaype, I1aJ1ajy HA 3eMJBHUINTE y HEMOCPEJTHO]
Oommsunu Owwke (Ubsdell, 1979). Ilo poHollewy ceMeHa OWbKa YTUHE

(MoHOKapIIHa BpCTA).
1.9.2, CucremaTuka u pUIOT€HETCKU aCIIEKTU

Kuuuna (Centaurium erythraea) npunaaa poay Centaurium Hill, 1756 u
nopoauru Gentianaceae. Pany wiacuduxanujy damunuje Gentianaeceae cy
ycnocrapunu: Endlicher (1838), Grisebach (1839), Bentham u Hooker (1876) u
Gilg (1895). YIpKoc Ba’KHOM HAIIPETKy CHCTEMATHKE KOjHU je MOCTHTHYT KaKO
TpafuIuOHATHUM nojanuma (Zeltner, 1970; Mészaros, 1994; Struwe u cap.,
1994; Mészaros u cap., 1996), Tako U MoJieKyJapHuM mnpucrynuma (Yuan u
Kiipfer, 1995; Chassot u cap., 2001; Yuan wu cap., 2003), camMo je
knacudukamnuja no Gilg (1895), 3acHOBaHa Ha KapaKTepHCTHKaMa IIOJIeHA U

ommroj Mopdosoruju, kopumrhena TokoM XX Beka. Ca pasBHjameM
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MOJIEKYJIADHUX METOJIa Ipe/JIoKeHa je HoBa KaacudUKaIja, Koja je HacTaaa
KOMOWHOBameM (UJIOTEHETCKOT IMPUCTYyNa U TPAAUIMOHAIHUX ITOAAaTaKa
(Struwe u cap., 2002). IIpema oBom mpukaszy, ¢pamunuja Gentianaceae je
nozieJbeHa Ha 6 mMoHodwieTckux Tpubyca (Chironieae, Exaceae, Gentianeae,
Helieae, Potalieae n Saccifolieae). Tpubyc Chironieae je BakHa rpyma on 26
pomoBa u 160 BpcTa (Struwe u cap., 2002; Mansion u cap., 2005). OBaj Tpuodyc
je naje wu3AebeH Ha TpU MOHODUIETCKa IOATpHOyca HAa OCHOBY THIIA

IIOJIEHOBUX 3PHA, Ay’KUHE KPYHHUYHE TyOe U CIIupaIn3alije anTepa.

YV oxBupy mnoarpubyca Chironiinae, pon Centaurium cajipku 3eJbacTe
BpCTe ca, Hajuemhe, KPaTKUM JKUBOTHHUM BeKOM (jeZ[HOTOMMIIEbE WJIU
ZIBOTO/TUIIIELE, PETKO BUIIETO/IUIIELE BPCTE), KOje Ce KapaKTEepHUIIy yBHjameM
aHtepa mo ocyobahamy mosieHa. Y MeAUTEPAHCKOM OaceHy pacre OKO 25
JUIUIOUJIHUX ¥  IOJHIUIOWJIHUX Bpcra oBor popa (Zeltner, 1970).
Herepmunanuja Bpcra poza Centaurium je Ttemka. MopdoJiomke
KapaKTePHCTUKeE ce c1ab0 pasyiuKyjy udaMely Bpcra, jep Ha FbUX U3PA3UTO YTUUY
cpenuncku dakropu (Melderis, 1931; Zeltner, 1970). OcuM TOra, pas3JIHYUTE
BpcTe U noaspcre poga Centaurium, pafio CTyIajy y MehyBpcHy XUOpHUAA3aI]y
(Ubsdell 1976a, 1976b, 1979, Guggisberg u cap., 2006) W oBa I0OjaBa
IIpe/ICTaB/ba je/laH O/ Haj3HAUAJHUjUX y3pOKa MOPQOJIOIIKEe BapHjaOMIHOCTH,
IIITO je YeCTO N3a3UBAJIO MOTPEIIHY UAEHTU(PUKAIIU]Y TAKCOHA U PA3UJIaKema y
TaKCOHOMCKMM mpuctynuma (Zeltner, 1970; Melderis, 1972; Pringle, 1987,
2010). [IpucycrBo MopdoJionkor noauMopdusMa Kojer moKasyjy pasIuduTh
TaKCOHH JIOBeJIa je 710 JieuHICcabha IMPEBEJTUKOT Opoja Bpcra poga Centaurium
U Pa3JIUYNTUX HOMEHKJIATypHUX cTaBoBa u3Mel)y ayropa (ump. Grisebach,

1839; Gilg, 1895; Melderis, 1931; Robyns, 1954; Hegi, 1966; Zeltner, 1970).

[TpBy mocrojanujy knacudukanujy poxa Centaurium nao je Melderis
(1931, 1972). O HaBomu Tpu moaBpcre kuuune: Centaurium erythraea ssp.
erythraea Rafn, C. erythraea ssp. rumelicum (Velen.) Melderis u C. erythraea
ssp. turcicum (Velen.) Melderis. Ha xapuoJIOIIKUM CTyAHjamMa pojia
Centaurium, Zeltner (1970) je yTBp/IHO TPH HHBOA IUIOWJTHOCTH: JUIJIOWTHU,
TETPAIUIOWHU U XeKCcaIlUIoWAHHW. IIpeMa HajHOBHjUM HWCTpa’kKUBarbUMa

(Mansion wu cap., 2005), ocHoBHa Bpcta C. erythraea canpxu jiBe noaspcre: C.
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erythraea ssp. erythraea Rafn (terparuious — 4x), C. erythraea ssp. rumelicum
(Velen.) Melderis (mututous, — 2x) u jeman Bapujerer C. erythraea var.
subcapitatum (Corb.) R.A.E. Ubsdell (takohe Tterparmious). 300r cBera
HaBeZieHoT, pox Centaurium TpefcTaB/ba HUAEAIHY TPYIy 3a HCTPaXKUBaHbe
HarJie crelnujanuje XUOpUAU3anujoM U nosuiiouausanujom (Guggisberg u

cap., 2000).

Pon Centaurium ce WHTEH3WBHO Ipoy4yaBa Beh 35 rojiuHa, y3 ynorpeby
nuToreHerckux Meroma (Zeltner, 1970; Ubsdell 1976b) u mnpeMMUHApHUX

MoJIeKy/1apHux aHanusa (Mansion u Struwe, 2004; Guggisberg u cap., 2006).

Cmuka 2: TTopeksio ysopaka kuuute (C. erythraea) y Konekuyujama Koje oGyxBarta

mpexka Global Biodiversity Information Facility (GBIF, 2012). BpojHocT y3opaka je
npejcTaB/beHa 00jOM — OJi JXyTe Ka LPBeHOj. YOU/bMBO je Ja Ce Y30pKOBambe
momy/anyja KU4Mlle ca TepuTopuje banakaHCKOr mO/IyoCTpBa, Ca U3y3eTKOM
I'puke, HUje J0 caja CIIPOBOAUIIO.
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Bume op 1000 momysnanuja ca  JUIUIOWJHUM, TETPAIUIOUIHUM U
XEKCAIJION/THUM TFapHUTYpaMa XpoM030Ma je CaKyIlJbeHO TOKOM TOT BpeMeHa O
ctpane Mansion u capaguuka (Mansion u cap., 2005). Mehyrum, Bankaucko
IIOJIyOCTPBO je CKOpPO MOTIIYHO HEUCTPaKeHO y TOM cMuciay. Takole, mpema
cepeucy Global Biodiversity Information Facility (GBIF, 2012), koju
Ipe/icTaB/ha TJIOOAHY MpeXy HWHCTUTYIMja, UYHja je jeaHa OJf OCHOBHHX
JleJIaATHOCTHU NIPUKYI/bakbe I0JlaTaka 0 OMOMBEP3UTETY BPCTA, O/ CKOPO 41.000
3abesie’keHUX yHOca 3a Bpery Centaurium erythraea, camo CTOTUHAK IIOTHUYE €A
teputopuje bankaHnckor mosyoctpa (Camka 2) W mopes Tora INTO C€ OBa
obJylacT cMartpa jeAHUM O] lleHTapa OMOAMBep3UTETa BeJUKOT Opoja OMI/BHHUX

BpCTa, a, BUZieheMo, U KHJHIIE.
1.9.3. CexkyHJapHU META0O0UTH KHYUIIE VI BbUXOB 3HAYAj

Kuuuma je mosHara JIEKOBHUTA BpCTa W IMPUMEYje ce Yy HapOJHOj
MeIMITUHYU jOII OJ aHTUUYKOT BpeMmeHa. Kao O6wsbHa npora ,,Centaurii herba®,
BeoMa je MoITyJIapaH cacTojak MHOTHUX Ipenapara (Hmp. Botion u cap., 2005) 3a
Jiederme CTOMAauyHUX Teroba, perysanujy nmopeMehaja Bapema (ryburak amnerura,
CTOMauHHUX Teroba, HaJ[uMarba, JIOIIET Bapema) U IPUMemYje ce Kao TOHUK 3a
npounirhaBame UTECTHBHOT crucTeMa. KOpUCTH ce B y TpeTMaHHMa Jieuerma:
acTMe, eKIleMa, KyTHIle, Hala/ia [[PEBHUX [Tapa3uTa, peyMaTU3Ma, y PeAyKIHju
XUIEPTeH3Wje, y Jiedelhy paHa MW MeXaHWYKHX I[IOBpefia, Clia3Ma
raCTPOMHTECTHHAJIHE TIJIaTKE MYCKyJIaType, e€leMa U Kao CTHMYJIaTop
aKTUBHOCTHU jeTpe U KyuHe Kece (Grieve, 1971; Capasso u cap., 1983; Bisset,
1994; Tyler, 1994; Beth, 1995; Schultz u cap., 2001; Kiiltiir, 2007; Tahraoui n
cap., 2010). Kuuuna rmoceqyje IypraTuBHa, CeJJaTUBHA, AHTHIIUPETHUYKA,
AHTHUXEJIMUHTUYKA, aHTUUH(IIAMATOPHA, aHAJITECTUYKA U IUYPETHIKA CBOjCTBA
(Grieve, 1971; Van Hellemont, 1986; Berkan u cap., 1991; Beth, 1995; Newall u
cap., 1996; Haloui u cap., 2000) U CHa’kaH je aHTHOKCHJIATUBHU areHc, Ia Ce
mpernopyuyje y jedewmy aujadbereca (Sefi u cap., 2011). 3Hauyaj KUIHUIlE MOXKe J1a
ce BUAY UM M3 IOJIaTKa J]a je WeHa ynorpeba y TPaJUIMOHAIHO] MEIUIIUHU
ommucaHa y dapmakoriejama 23 pasiauuure ap:xkase (Hatjimanoli u Debelmas,
1977), kKao U pedepeHTHUM WHTepHAIMOHATHUM dapMakonejama (British

Herbal Pharmacopoeia, 1983; PDR for Herbal Medicines, 2000; European
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Pharmacopoeia, 2010) u npo3BaHa je ,MeAUNNHCKOM OHJ/BKOM 2004. TOANHE"
(Springefeld, 2004). Kao mpuposaH apomar, KOPHCTH Ce€ IIHPOM CBeTa 3a
MIPOUBBO/IEY KOMEPIHjATHUX TOPKUX aJKOXOJHUX U Oe3aKoXoaHuX muha y3
MaKCHUMAaJIHY /103BOJbeHY 103y u3Mehy 0,0002 70 0,0008%, a mpema Casety
EBporie, kmuuma je cBpcraHa y Kareropujy N2 Kao IPUPOJIaH apoMar y
MIPOUBBO/IIbY XpaHe, KOjU je J03BOJbEHO JI0IaBaTH y HAMHUPHHUIE Yy MaJUM

kosmmuuHama (Newall u cap., 1996; European Medicines Agency, 2009).

Kao u mHore Bpcre u3 dpammwinje Gentianaceae, kuuuriia je 6orat u3Bop
(apMakoJIOIIKH aKTUBHUX CEKOUDHIOWJHUX IVIMKO3HJA, KCAaHTOHA U
(eHOTHMX KHCeIWHA U IbUXOBUX JiepuBara (Jensen u cap., 1975; van der Sluis,
1985; Kaouadji u cap., 1986; Schimmer u Mauthner, 1996; Valentdo u cap.,
2000, 2002). CeKOWPHUJIOWHH  TJIMKO3UAW UMajy aHTUQYHTATHO,
aHTuOakrepujcko (van der Sluis u Labadie, 1981; Rodriguez u cap., 1995;
Kumarasamy u cap., 2003a, 2003b; Siler u cap., 2010), XeIaTOIPOTEKTHBHO
(Kondo u cap., 1994), racrponporekTuBHo (Nitho u cap., 2006), ceJJaTUBHO
(Bhattacharya u cap., 1976; Rojas u cap., 2000) u aHTUTyMOpcko (Ishiguro u
cap., 1998) gejcrBo. ®apMakoJIOIMIKHA Haj3HAYAjHUjU CEKOHPHUJIOUIHU
[VIMKO3U/IU KUYUIIE Cy: CBePI[jaMapyH, TeHI[UOMMUKPUH 1 CBepO3u/l. 300T CBOje
BesiKe (apMaKoJIOIKe 3HAYajHOCTH, OBA jeINibeha MPe/CTaBbajy MIPUIUYHO
edukacHe xemMujcke MapKepe y JeTepMuHaNuju Bpcra kuuuie (van der Sluis,

1985; Jensen u Schripsema, 2002).

CexkoUpHIOUTHU TJIMKO3WAW CHAaZajy y CeKyH/[apHe UpUJIONJle U
KapaKTEPUCTUYHU Cy IO TOPKOM VKyCy, Ia je CHocoOHOoCT Oumsbaka Ja
CHUHTETHUIIy OBaKBa W CJIMYHA jeJWIbelha BEPOBATHO OMOTryhuia HHUXOB
OIICTaHAK U €KCIaH3Hjy, ycjie/l HeraTUBHOT edeKkTa Ha XepOUBOpe U mapas3uTe.
[IpucyTHU Cy WCK/bYYUBO Yy TPyNH [IUKOTWIEAOHUX OWbaka, IOK KOJ
MOHOKOTHJIa, Ka0 U KOJ TOJIOCEMEHWIA, MampaTd W HIWKUX OWbaka HUCY
nponaljenu (MapuH, 2003). Y GUJbHOM TKHUBY Cy ITMKO3UTHOM BE€30M Be3aHU
3a HEKM MOHOCaxapw/, Hajuelrhe IVIyKo3y W BeoMa Cy HECTaOWJIHU Kaja ce
oJicTpaHu 1iehep ca OCHOBHOT MOJIEKYJIA — arJTUKOHA. IIPeKypCcoOpCKO jeIuberhe
3a ¢opMupame HUPUJIOUJHOT cKesieTa 00e36el)yje eH3UM TrepaHHON 10-

xuzpokcwiasza (Cnuka 3), mpeBoljereM TepaHHoJIa Y 10-XUIPOKCUTEPAHUO
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(Collu u cap., 2001). Jla/pu TyT OMOCHHTETE3€ YKJ/byUyje HEKOJIUKO peaKIiuja
KaTaJIMCAHUX ITUTOXPOM P450 eH3UMUMA, KOjH Y peaKIfjaMa y4ecTBY]y 3ajeTHO
ca NADPH-nurtoxpom P450 penykrazama (CPR), Kao eJeKTPOH-
TpaHcnoprepuMma (Schwartz u cap., 2009). EH3UM CeKOJIOTAaHMH CHHTa3a
(Cnuka 3), jom jemHa on P450 MOHOOKCHUTE€HAa3a, KaTasIdIle OKCHIATUBHO
Ienambe IUKJIONEHTAHCKOT IIPCTeHA U TAKO IIPEBOIN UPUJIOU/IE Y CEKOUPHUIOHU/IE
(Inouye, 1970; Irmler u cap., 2000; Yamamoto u cap., 2000). KcantoHu
W30JI0BAHU M3 KHYHUIlEe Cy NpWiIndYHO pasHoiuku (Takagi m Yamaki, 1982;
Neshta u cap., 1982, 1983; Valentao u cap., 2000, 2002; Jensen u Schripsema,

2002).

VY mocsieilbuX HEKOJIUKO JIelleHHja, ONCeKHA HCTPakKMBama Cy BpIIeHa
Ha UIeHTUPUKAIIH, IETEPMUHAIUJHU U IIO00JbIIAGY MTPOAYKIHje CEKYHAAPHUX
MeTtabosuta. OBaj TpeH/I ce U JaHac HacTaBsba (Jankovi¢ u cap., 2002; Valentdo
u cap., 2002; Jovanovié¢ u cap., 2009; Aberham wu cap., 2011; Pigtczak u cap.,

2011).
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1.9.4. Mepe 3amrure

TpagunoHasiHa MeIUIIHA 3aCHOBAaHA Ha ymoTpeOu Omsbaka mocrania je
IIOHOBO BeOoMa IIOIyJIapHa, KaKO Y Pa3BUjeHUM 3eMJbaMa, TaKO U Y 3eMJbaMa y
pasBojy (Sarwat u cap., 2008). [Ipornewmyje ce ma he cBeTcko Tp:kuITe OUBHUX
MeKaMeHaTa, Koje YK/byuyje Ou/bHEe MPOAYKTE U CHPOBE MaTepujajie, UMaTH
TOJIMIIBHU TTopacT of 15% (Joshi u cap., 2004). YKyIHO IJI00a7THO TPIKHUIIITE
OM/bHUX JIEKOBa ce IpOoIlekyje Ha 62 MUIujapze jojapa U odekyje ce jaa he
oCTHhY BpETHOCT o7 5 OwnoHa gosiapa a0 2050. roaune (IRVIPR, 2000).
CrasiHo pacryha morpeba 3a OGW/PHUM JIEKOBHMAa IPOY3POKOBaJIa je TyOWUTaK
ZparolieHor OWOAMBEp3UTETAa BpPCTAa KOje Ce y Ty CBPXY CaKyIUbajy, IITO,
3ay3Bpar, M3a3WBa HECTAIUIly CHPOBOT Martepujayia (Sarwat u cap., 2008). Y3
TO, JIOKaJIHU (PAKTOPH, KA0 IITO Cy HIP. efadCKu ¥ MUKPOKJIUMATCKH yCJIOBH,
KOMIIETHUIIMja, aKTUBHOCT XepOuBopa (Ko/i KMYHIle Hajuelrhe 3e4eBU U ITy>KEBU
(Van Rossum, 2009b)), Mory 3Ha4ajHO Jia yTHYy Ha JieMorpadujy HoImysamnuja
(Husband wn Barrett, 1998; Petril, 2005). Ycieyn nperepaHe eKCILIOATAaIH]e,
ITOCTOjU 030W/bHA OMACHOCT OJT U3YMUParha MOjeJUHIX MPUPOHUX MOITyJIannja,
c 003upoM Ja IUIaHTa)KHA MPOU3BOJIIha KUUYHIlE HE 33JI0BOJ/baBa 3aXTEBE
TPIKUIITA. Y3 OpojHe moTelnikohe Koje MOTY /ia HAaCTyIle PUJINKOM IIPOU3BO/IEHE
KUYHUIlEe, HUje JIAKO OXpaOpUTH IOJHOIPUBPETHUKE J1a je y3rajajy. 3a yCIeIrHo
y3rajame KU4HIle, HajBehw ,KaMeH CIOTHUIaka“ je HEempeABUINBO KIIUjarbe
cemeHa (Radusiené, 1995). 11 mopeJi CBOT IIMPOKOT PacCIpOCTpambemha MIUPOM
nese EBpone, knuuIa je peJaTUBHO peTKa OMJ/bHA BpPCTa U, Y BEJIMKOM OpOjy
3eMa’ba, 3aKOHOM 3amtuhena (Hmp. Pigtczak w cap., 2011). Ceneknuja
TeHOTUIIOBA KUYUIIE ca MOO0JbIIIAaHUM arpo-Mop@OJIONIKUM KapaKTepHUCTHKaMa
u mnoBehaHum cazapikajeM  CceKyHZApHUX MeTaboOJUTa Off HHTepeca,
KOMOWHOBaHa ca IUIAHTAKHUM y3TajarbeM, IIpeicTaB/basia O HajOOJbe pelerhe
oBOr mpobsiema. YHamnpelhemwe (DUTOXEMHjCKUX KapaKTEPHCTHKA MOXKE Jla Ce
IIOCTUTHE CaMO aKO Ce IMPETXO/IHO ca3Ha IPHUPOJia U OOMM BapHjaOUIHOCTH
TeHOTUIIOBA HAaMeEHmeHUX 3a y3rajame. 3a eQdUKacHy KOH3epBalHjy W
yIpaB/balbe TeHETHYKUM pecypcrMa, HEOIXO/HO je aHATU3UPATH T'€HETUUKU
cacTaB BpcTa W3 pa3nuuuTux Quroreorpadpckux peruoHa (Sarwat wm cap.,

2008). OBa wmcTpaxkuBama 0Om, Tako, 00e30eamnia wHDOpMAIje O

25



JEIMHCTBEHOCTH U PA3JIMYUTOCTU M€HOTUIIOBA, IITO je O/ BUTAJTHOT 3HAYaja 3a

e eKTUBHO OUyBame reHeTHYKe BapujabuiHoctu Bpera (Franco u cap., 2001).
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2. IIwms paga

OcCHOBHU IMJbEBU UCTPAKUBAKA JJOKTOPCKE ANcCEPTALIH]e CY:

dopmupame Kojeknuje cemeHa Bpcre Centaurium erythraea Rafn ca
TepuTopHje bajikaHCKOT IOJIyOCTpBa, KOja penpe3eHTyje OHOAUBEP3UTET
BpPCTe Ha OBOM IIOZ[PYY]y.

VrBphuBame HHBOA IUIOWHOCTA OFa0paHUX TOMyJallhja U3 OBe
KOJIeKIIFje Kako Ou ce 100MIa jacHUja cJINKa BapujaOMIIHOCTY KUYHUIIE HA
OBOj TEPUTOPH]HU.

PazBujame 1 onTUMH3alMja TeXHUKA MOJIEKyJIapHUX Mapkepa RAPD u
TRAP y nwby nobujarma nHpOpMAaIFja O CTeleHy YHYTapIOIyJIalliOHe U
Mehymomysanyone reHeTHuKe BapujaOMIHOCTH KHYHIle ca baskaHckor
MTOJTyOCTPBA.

OnpehuBarme BapujabMIJIHOCTH y cafipiKajy (PUTOXEMUjCKUX MapKepa —
CEKOUPHUIOUAHUX TIJIMKO3uAa (CBepIjaMapuHa, TeHIUONMHUKPHUHA U
cBepo3usia) y Om/pKkaMa TrajeHuX Yy KOHTPOJIMCAHUM YCJIOBUMA, a
MTOPEKJIOM M3 IIPUPOTHUX ToIysialuja baakaHckor moyyocrpsa.
VrBphuBame nocrojama Kopesaiuja: udmel)y koeuiirjeHaTa reHETHIKE
CJIMYHOCTH TIomyJamuja mobujeHux momohy RAPD, opnocHo, TRAP
MOJIEKYJIADHUM  MapKepuMa, wu3Melly oBuUX KoedHIdjeHATAa U
reorpadCKUX IUCTAHIY TOITyJIaI1ja, Kao U u3Mel)y oBux koedurgjeHata
U ca/ipyKaja aHAJTU3UPAHUX CEKYH/IAaPHUX MEeTa0O0IUTa TaTHUX IOy IaliHja
KUYUIIE.

CrBaparmbe ycjioBa 3a €BeHTyasIHy Oyayhy 3amTuty GHoAMBEP3UTETA OBE

dapmaxkosonku 3HauajHe U 3aITHheHe OUbHE BPCTE.
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Mamepujan u memode

3. Marepujaa u meroae

3.1. BbuwbHH MaTepujax

3.1.1. dopMUpame KOJEKIHUje TepMILIa3Me KHIHIIe

Kao mosasuu OWbHH Marepujaji 3a CTyAHWje TeHEeTUYKOTr U
¢duroxemujckor nuBesutera kuuuie (Centaurium erythraea Rafn) xopuirhena
Cy ceMeHa CaKyIUbeHa Ha 41 JIOKAJIUTETy BaJIkaHCKOT MOJIyOoCTpBa Y BPEMEHY O/

1999. 10 2010. roauHe (Ciuka 4.).

Cnuxka 4: Iluctpubynuja anHanusupanux nomnynauyja C. erythraea Ha bankanckom
MIOJTyOCTPBY.

Koneknuja obyxBaTa: 24 nomnynanuje u3 Cpbuje, cezjam morrysianuja U3

[Ipue T'ope, 4yetupum mnomynanuje w3 MakeoHHje, [ABe TOMyJallkje €3
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Penybsinke Cprcke (®enepamnuja buX), ne momysamuje u3 Byrapcke, jenHy
TOITyJIaIjy U3 XpBarcke U jeaHy nomynanujy u3 I'puke (Cnuka 4). bubke cy
ZeTepMUHICAaHe Ha TepeHy. CeMeHa Cy caKyIubaHa ca HajMarbe JIeCET jeINHKH
W3 CBaKe IOIyJIallfje, OCUM y caydajy nomyiaanuje Enemup, rie je Hal)ena camo
jenHa jemuHka. OBaj HaUMH CaKyIlJbalba OWMJBPHOT MaTepujaja oMoryhwo je na
oBa 3amTuheHa Ow/bHa Bpcra Oyzme mnomnTehena Opama. I3yszerak 4YuHH
nonynanuja IioBaus, uuje je ceme mobujeHo JbybasHomthy Kew Garden,
Richmond, Benuka Bpuranuja. 3a ananmse cy kopuiiheHe u O6wbKe n00ujeHe
M3 ceMeHa IoIyJIalfja MOPEKJIOM BaH TepUTOpHje BaskaHCKor mosyocTpBa u
KOje cy IpezcTaBibasie ofiroBapajyhe pedepenTHe rpyme (eHr.: out groups),
Kako 0u ce gobmna mwupa reorpadcka ciauka BapujabwiHoctu. To cy
nomnynanuje kuuuie u3 /leBona (mobujene takohe usz Kew Garden, Richmond,
Benuka Bbpuranuwja) m Hanta (mopewxsiom us Jardin Botanique de Nantes,
dpannycka). Takohe, kao pedepeHTHa rpyma ymnorpeb/beHa je Bpcra OJIHcKa
kuuuty, Centaurium littorale (Turner) Gilmour, uuja cy cemeHa qobujeHa U3
rucre OoraHmuke Oamre y ®Ppaniyckoj. Kosieknuja cemeHa je JenoHOBaHA y
CTakJeHe TIocyZe U moxpambeHa Ha -20°C. Coucak CBUX aHaJIM3WUPAHHUX
MOIyJIallija, ’bUXOBe O3HAaKe, TOAMHA KaJ/la Cy CAaKyIJbeHe WJIM MOPEKJIO, Kao U

reorpadcke KOOpZHATE U HAJIMOPCKA BUCHHA JIOKAJIUTETA JJaTH cy y Tabeinu 1.
3.1.2. YcmocraBsbamme in vitro KyJarype KH4uile

CemMeHa cy IOBPIIMHCKH CTEpUJIMCAHA y 20% pacTBOpPy HaTPHjyM-
XUIIOXJIOpHUTA, TOKOM IIET MHHYTA, 4 3aTUM Cy IIET IIyTa HCIIpaHa CTE€PU/IHOM
JlejoHn30BaHoM BozioM. CrepuiincaHa ceMeHa cy npebauena Ha MS (Murashige
u Skoog, 1962) 6a3aHy XpaHJ/BPUBY IIOJJIOTY, KOja je caaprkasa 20 g [ caxapo3se,
7 g I arapa (,Topnak®, Beorpan) u 0,1 g [* myo-uHo3oTosa. pH BpegHOCT
MOZIJIOTe je TojiellleHa Ha 5,8 HemocpeaHo mpe cTepuiusanuje Ha 114°C TOKOM
25 muHyta. CeMeHa cy UCKJIMjaBaHA y MoJukapboHatHuM IleTpu KyTHjama,

IIpeYyHuKa 9 cm, KOje Cy cazpKajie 110 25 ml XpaHJ/bUBeE IIoAJI0Te.
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3.1.3. YciioBuU rajema oGrsbaka

3a notpebe uzonanuje JJHK, kao u 3a ogpehuBame xonmumnue J[HK mo
henuju MpoTOYHOM UTOMETPHjOM, KJIUjaHIIU CTaPH JBE He/lesbe Cy HaCyMHUYHO
onabpaHu u npebadyeHU y CTaKJIeHe Terjie, 3ampeMuHe 760 ml, ca MpOBUAHUM
MMOJINKapOOHATHUM 3aTBapaunMa. BUJ/bKe Cy rajeHe Ha 0asaHOj XpaHJbHBO]
oz103u (100 ml) y yesioBuMma siyror AaHa (mukiiyc 16/8 catu: ¢cBeTsio/Mpak), Ha
TemrepaTypu o7 25°C + 2°C ¥ peJIlaTUBHO]j BJIAKHOCTH Bazayxa y Iocyzama o/
60-70%, TokoM Tpu Mecerna. 3a mnorpebe HPLC aHanu3a CeKyHIApHHUX
MeTaboJIUTa KHUYMIE, KIWjaHIU Cy aKJIUMaTU30BaHU Yy CTaKJIEHUKY, V3
MpOIeHAT MpeXXUBJbaBama >90%. BuibKe cy rajeHe y CTaHAAPAHO] MeEIIaBUHU
TyTUHCKOT TpeceTa (60%, v/v), KBapIHOT mecka (20%) u riucTemaka (20%)

TOKOM TPH Mecela, IIPU BJIAKHOCTU Basayxa of 50-85%.

3.2. AHaJIM3a IVIOUTHOCTH METOAOM IIPOTOUYHE IUTOMETPHjE

3.2.1. IIpunpema GU/bHOT MaTepHjaia

busbke rajeHe Tpu Mecerna y in vitro ycjoBHMa KOpHIIheHe Ccy 3a
yrBphuBame kosnmuune /IHK mo henuju meromom mporodyHe ruroMerpuje (eHT.:
flow cytometry). Y3opkoBame OUJHPHOT MaTepHjajia je U3BPIIEHO Y CTEPUTHUM
YCJIOBUMA, IIPHU YEeMY Cy, Ka0 MaTepHjasl 3a aHAJIN3Y, y3UMaHU AudepeHInpaHu
JINCTOBU, TPHUOJIMKHE TIOBPIIMHE OKO 1 cm2. AHaim3a je obOyxBaTwia 43
nonynaiuje C. erythraea. Hajmame JBe jennHKe, IOjeITMHAYHO, U3 CBaKe
momyJaluje cy KopuiiheHe 3a aHaJIU3y IUJIOWIHOCTH. Y aHAJIU3y je Takohe
VKJbydeHa U jeJIHa MOIyJIalyja Mo3HaTe IIOUAHOCTH (TeTparuiona). AHamu3a je

ypahena y Plant Cytometry Services, Schijndel, Xonanauja.
3.2.2. HN3zosanuja jezapa

Y3opnu saucroBa (20-50 mg) Cy YCUTEHEHU OIITPUM CEYUBOM y 0,7 ml
xiaguor JTIHK mydepa Ha 4° C. JHK nydep je npunpemsbeH 1o MPOIEAYPH KOjy
cy omucanu Arumuganathan u Earle (1991) u cacrojao ce u3 cienehux
KOMIIOHEHTH:

e 5 mM Hepes,
e 10 mM MgSO, x 7H-0,
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e 50 mM KCI,

e 0,2% Triton X-100,

e 0,1% DTT (AUTHOTPEUTO),

e 2 ug ml? DAPI (4',6-nuamMmuanHo-2-QeHwInHI0, (QyopeciieHTHa 00ja
KOja JIaKO TpoJia3u Kpo3 henujcky u jemapHy MeMOpaHy, CEJIEKTUBHO Ce
Besyje 3a ABosianuany JJHK u mputom duioypecnupa Ha 465 nm),

e pH BpexHoct mydepa je mosemieHa Ha 5,8.

Kao vHTEepHH cTaHJIap/], y CBAaKU y30pakK je J0/laT U MambKh KOMaJl JINCTa
3esieHe canate (Lactuca sativa L.). Ilocsie ycuTwmaBama, mydhepoM je moenieHa
3allpeMHHa y30paka /0 2 ml, a 3aTUM Cy y30pLH MPOIYIITEHU KPO3 HAjIOH
¢unrepe (mpeyHUK mopa 50 um), YUMe Cy OJCTpameHe Heducrohe Hacrasie
YCUTH-aBalbeM MaTepHjajia, Kao IITO Cy: XJIOPOIUIACTH, MUTOXOHPHjE, /1€JIOBU
MemOpaHa, uth. Ilocie 15-30 MUHYyTa HHKyOanuje Ha COOHO] TeMIepaTypH,
TOKOM Koje (pryopecrieHTHa 060ja IpoJIa3u KPO3 jeZ[pOBY OITHY U Be3yje ce 3a
JJHK, pactBopu ca o000jeHUM jeApuMa Cy aHAJIU3UPAHU ITPOTOYHOM

[IUTOMETPHUjOM.
3.2.3. IIporouHna muToMeTpHja

[TpoTouHa IUTOMETpHja je TEXHUKA Opojarba MHUKPOCKOIICKUX YECTHIA
(ka0 mTo cy hesnmje, WM XPOMO3OMH), PACTBOPEHHX Yy TEYHOCTH, KOja ce
mpoImyimTa y miady Kpo3 amapaT. ®uyopecnieHinja obojeHUX jemapa, Koja
IpoJiaze Kpo3 (POKyC CBETJIOCHOT 3paKa *KUBUHE CHjaJIUIE BUCOKOT IPUTHCKA,
Mepu ce HOTOTMOTHUM JIETEKTOPOM U KOHBEPTYje y cTpyjHe umirysice. Kaza ce
y30pIly TPOMYyIITajy y3 MPUMeHY OAroBapajyhux mojiennaBama (uiarepa 3a
eKCOHUTAIMjy W eMHucHjy, cuenujarHuM codTtBepoMm ce paobujajy JJHK
XHCTOTPaMH Ha KOjUMa MOJKe JIa Ce Pa3JINKYyje CHUTHAJI MMOPEKJIOM Off Y30pKa U

CHUTHAJI MHTEPHOT CTaH/ap/ia.

Y3opuu KUUHIE Cy aHAUIM3UPaHU MPOTOYHUM IuToMerpoM CyFlow ML
(Partec GmbH, Miinster, Hemauka), onpeM/b€HHM KHUBHHOM CHjAJTAIIOM
Bucokor nputucka OSRAM HBO 100 long life, ekciiutanimoHUM (QUITEPUMA:
UG-1 1 BG-38, emucuonum ¢unrepom GG 435, GuarepoM IPOTUB MperpeBama

KG-1 u nuxpoununum oreganuma: TK 420 u TK 560. Kopunrhen je codsep 3a
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nmereknujy u obpany curHana: Flomax, ver. 2.4d (Partec GmbH, Miinster,
Hemauka). Kosmumua JIHK mo henuju je muspauyHara u3 omHOCA Cpearbe
BpefHOCTH (hIIyOpECIEHIMje Y30pKa W CPellbe BPETHOCTH (IIoypecleHIrje
WHTEPHOT CTaHAAp/Ja OYHUTAHHWX Ca XHCTOTpaMa, a HUBO IUIOMIHOCTH CBaKe
jenuHKe m00UjeH je ynopehuBameM (ioypeciieHIja y3opaka U TETPAILIOUHOT

cTaHjaapza.
3.3. Hzoamanmuja [THK 3a aHa M3y MOJIEKyJIADHUM MapKepuMa

3a uzonanujy JTHK kopumrheHe cy 6W/bke rajeHe y ycJIoBUMa in vitro, y
nWwby crapedaBama UHTepdepeHiuje crpane JIHK y pgasmum ananuzama
(mopexsiom of rJbUBUYHE U/WIU OakTepujcke HHPEKIU]e, jaja UHCEKATa U CJL.,
KOjU MOTY /1a OyAy IPUCYTHH y Y30pIUMa U3 IIPUPOJHUX IOMIyJsaluja), IITO je
HEOIIXO/THO C 0O3MPOM Ha BUCOKY OCETJPUBOCT KOPHUIITNEHUX MOJIEKYJIapHUX
aHanmu3a. M3 cBake moIysalyje Cy HACYMHYHO oma0OpaHe MO TPH jeUHKE U3
kojux je uzonosana JJHK. JIucroBu (0,15—0,2 g 110 Y30PKYy) Cy MOMEHTAIHO IO
o/lBajamby 07 Owsbaka 3aMpP3HYTH y TEYHOM a30Ty, Kako OW ce clpeuyusia
€H3WMCKa aKTUBHOCT, MpBeHcTBeHO /IHA-3e. Y30p1iu cy ycUTHEHU Y aBaHY 0
CUTHOT TIpaxa U Ha Jie[ly npebadueHu y MUKPOTYOe o7 1,5 ml. 3a eKCTpakuujy
JJHK kopumhen je momuduxoBan CTAB wmeron (Doyle u Doyle, 1990).
CrparieHn OMJbHH MaTepHjasl je ekcTpaxoBaH y 0,6 ml CTAB eKCTpaKIIMOHOT
nydepa, koju je cagpxkao: 20 mM Na-EDTA, 100 mM Tris-HCL, 1,4 M NaCl u
2% (w/v) CTAB (metun TpuMmeTwiamoHUjym Opomwua). Hakon 20 muHyTa
ekcTpaknuje Ha 56°C, y cBaKU y30pakK je JoAaTo 1o 0,6 ml cmerre xjiopodopm-
M30aMUJI AJIKOXOJI (24:1 v/v). Y3opuu ¢y neHTpudyrupaHu Ha 12.000 g TOKOM
JleceT MUHYTa, HAKOH Yera Cy CyllepHaTaHTH OJJIMBAaHU Y HOBU CET MUKPOTYOA.
[TocTymak ekcTpakiyje CMeIIoM XJI0podhopM-HU30aMUIT AJIKOXOJI je TIOHOBJBEH, a
3aTUM je y cynepHarante (oko 0,5 ml) nogarto o 0,25 ml 4 M NaCl u 0,75 ml
usomnponaHosia paau tanoxkemwa /IHK. HakoH mosa cata makybanuje Ha 4°C,
y3opuu cy neHTpudyrupanu et muHyTta Ha 8.000 g. Cranoxkena /ITHK je,
Iocjie O/IMBamka PacTBOpa, UCIpaHa 70% €TaHOJIOM W LleHTpugyTrrupaHa joIl
jenHoM Ha 8.000 g TOKOM MET MUHYTa. AJIKOXOJI je 3aTUM OJ[CTPaheH, a Y30pIU
cy ocymienu y crepwiauM yeaoBuma. [[THK je pacrBopena y 0,2 ml TE nydepa
(1o mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8). Emuvumuanmja PHK je wusBpmiena
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TpeTupamweM Yy3opaka ca no 5 ug PHAze (tun A, Fermentas, Vilnius,
JlutBanuja) u wmHKybamujom Ha 37°C TOKOM caT BpeMeHa. IIOHOBJbEHO je
nmpevyuiinaBame y30paka CMeloM XJI0podhopM-U30aMUIT ATKOXO0JI, KaKo Ou ce
oncrpanuna PHA3a. Ksamuter u eBeHTyanHa ¢parmentucanoct JIHK cy
IIpoBepaBaHU ejeKTpodope3oM Ha 1% arapo3HHM TeJIOBHMA, a IOTBPAA
kBamTeTa u kBaHTH(ukanwja JIHK y cBakoMm y30pky je oxapehena
cuexktpodoTomerpujcku  (cmektpodoromerap:  Agilent 8453, Agilent
Technologies, Waldbronn, Hewmauka), mocie pasbimakema 1:100 ¥y
nejoHn3oBaHoj Boau. Ha ocHOBy oxmHoca amcopbaniu (A) y3opaka Ha
260 nm/230 nm u 260 nm/280 nm norBpheH je kBauTeT U3osoBane JJHK.
[TpuxBaT/buBe BPEIHOCTU Cy Omiie: Aseo/230 — HE Mambe Off 1,6 U Aseo/280 — HE
Mame of 1,8. KBautudukanuja JITHK je oapeljena amncopbaniiom Ha 260 nm

dopmysiom:
JHK xonnenTtpanuja [ug ul] = Aseo - 50 - pakTop paszbmakema

[TpuxBaT/PBa BPEAHOCT je Owia — He Mame o1 0,2 ug ul?. Yzopuu JTHK cy

yyBaHH Ha -20°C 710 TPEHYTKa KOpUIIThemba.

3.4. AHaJIM3a TeHETHUYKOT JVUBEP3UTETAa MOITyJIaluja
MOJIEKyJIapHUM MapKepuMa
3.4.1. RAPD-PCR anaausa

3.4.1.1. OnTUMHU3anMja U PeNpoayIIUOUTHOCT peaKIja

Ontumusanuja yciosa 3a RAPD-PCR metony je ypahena npema Skori¢ u
cap., (2012) ca masuMm MojaHdHUKaIKjaMa M cacTojajia Cce M3 ONTHMHU3AIU]je
cacraBa peakIlMOHe cMeIlle W ONTHMHu3aIluje TemiiepaTypHor mporpama PCR
npotokosa. Tectupanu cy yrunaju koHnentpamnuje JTHK martpure, mpajmepa,
MgCl. u Taq nonumepade Ha AoOujeHe mpodwie. HakoH ontumusanuje,
yTBpl)eHe Cy KOHIIEHTpaIlje KOMIIOHEHTH 3a mocTaBKy PCR peakiuja. PuHamHa

3anmpeMuHa ofi 25 ul cagaprkaia je cienehe KOMIIOHEHTeE:

e 100 ng JHK y30pkKa,
e 1x(NH,).SO, peakmuonu mydep (Fermentas, Vilnius, JlutBauuja),

e 25 mM MgCl.,
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e 200 uM op cBakor dNTP (dATP, dCTP, dGTP u dTTP),
e 2jenunuiie (U) Taq nonmumepase (Fermentas, Vilnius, JIutBanuja),

e 5 pmol npajuepa (Metabion, Martinsried, Hemauka).

3.4.1.2. Omncer CKCIICPpUMMCHTAJIHUX aHA/JIN3a

ExcriepuMeHTasiHa aHaiM3a je mojpasymeBasa yrBphuBarbe RAPD
npodwia 43 momyJanvje KA4YuIle, YKbydyjyhu u jeqHy nomynanujy Bpere C.
littorale. 3a cBaky ucnuTaHy IolyJaanujy, kopuiinheHe cy /ITHK uzonoBane us
TPU HAcyMU4YHO ojabpaHe WHAWUBHAye, Kako Ou ce IPOIEHWIa
yHyTapIIOITyJIallioHa BapujabuHocT. RAPD aHanuse cy ypal)eHe Ha YKYITHO 132

JeHKe.

Tab6ena 2: Crnncak xopuurhenux mpajmepa 3a RAPD-PCR peakuuje ¥ HBUXOBe
CeKBeHIIe.

HasuB | CekBeHIia mmpajmepa
OPA 04 | 5-AATCGGGCTG-3’
OPB o4 | 5-GGACTGGAGT-3’
OPB 11 | 5-GTAGACCCGT-3’
OPB 15 | 5-GGAGGGTGTT-3’
OPB 17 | 5-AGGGAACGAG-3’
OPB 18 | 5-CCACAGCAGT-3’
OPC19 | 5-GTTGCCAGCC-3’
OPF 05 | 5-CCGAATTCCC-3’
OPF 14 | 5-TGCTGCAGGT-3’
OPH o1 | 5-GGTCGGAGAA-3’
OPH 14 | 5-ACCAGGTTGG-3’
OPO 02 | 5-ACGTAGCGTC-3’
OPO 03 | 5-CTGTTGCTAC-3’
OPO 07 | 5-CAGCACTGAC-3’
OPO 15 | 5-TGGCGTCCTT-3’
OPT 14 | 5-AATGCCGCAG-3’

3a ammndukanujy RAPD wmapkepa kopuiitheHo je 16 omabpaHux
nmeceToMepHUX TmpajMepa. Ilpajmepu cy opabpaHu Ha OCHOBY KBaJIUTETa

npoduna u penpoAynHOWIHOCTH Tpaka. OxbadyeHU Ccy TpajMepu KOjU Cy
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nmpoaykoBanu Osesie, Heloys3zaHe WIM CyBHUIle KOMIUIeKcHe npoduite. Crucak

KopuITheHUX MpajMepa U ’bUXOBHUX CeKBEHIIN Hayta3u ce y Tabemnu 2.
3.4.1.3. ITocraBka RAPD-PCR peakuuja

ITocraBka PCR peakiuja je paljeHa y CTepUIHUM yCJIOBHMa, Ha JIEAy.
Peakiuone cmele cy TpUIPeMJ/beHE II0 ONTHMH30BAaHO] peLEeNnTypu
MIPUKAa3aHOj y MOIVIaBJby 3.4.1.1. Kao HeraTuBHE KOHTpPOJIE, IPUIPEMIbEHE CY
peaknuone cmemre 6e3 JIHK. Ammmmdukanuje cy BpineHe y PCR-mamuHu
pegSTAR 96 Universal Gradient (Peglab, Biotechnologie GmbH, Erlangen,

Hemauka) nmpema ciieziehem mporpamy:

e UVHHUIMjaJTHA JleHaTypanuja: 5 MuHyTa Ha 95°C;
* 45 IUKIIyCa:

o JeHaTypauuja: 1 MUHYT Ha 94°C,

o xubpwuausanuja: 1 MUHYT Ha 36°C,

o eJloHTanuja: 2 MuHyTa Ha 72°C;

e ¢duHaMHA eKkcTeH3Hja: 10 MUHyTa Ha 72°C.

[TocraBka PCR peakiiuja 3a ofabpaHe y30pke je ypaljeHa /iBa myTa Kako

Ou ce TecTHpasia pernpoAyIHOMIHOCT METO/A.

3.4.1.4. PazaBajame u Buayeausanuja mpoaykara RAPD-
PCR peaxknuja

PaznBajame mpoaykata PCR peakiuja BpPIIEHO je XOPU30HTATHOM
enektpodopesom (kammna: Compact L, Whatman, Biometra GmbH,
Goettingen, Hemauka; u3Bop Hanajamwa: Standard Power Pack P25, Biometra®,
Goettingen, Hemauka) Ha 1% arapo3Hum rejgosuma y 1 x TBE nydepy (89 mm
Tris, 89 mM 6opHa kucenuHa, 2 mM EDTA), npu 5,5 V cm TokoM 1,5 caTa.
JTHK je obojena etuaujym 6pomuzom (0,5 ug mlr), a reJloBu Cy BU3YEIU30BaAHU
Ha YB Ttpancunymunartopy (ST4 3026-WL/26M, Vilber Lourmat, Torcy,
®pannycka). Kao marepujan 3a nmasse aHanuse kopuinheHe cy ¢otorpaduje
rejioBa JIokymMeHTOoBaHe uctuM amaparoMm. JJHK mapkep (100 bp, DNA Ladder
Plus, Fermentas, Vilnius, J/lutBaHuja) je kopuiitheH 3a yTBp)Bambe BEJIUIHHE

(dparmenara u kao penep npu yrnopehusamwy Tpaka usmely nomynamuja.
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3.4.2. TRAP-PCR anaiusa

3a nobujame TRAP Mmapkepa KopulitheHa cy Tpu crenuduyHa mpajMepa
cuHTeTHCaHA Ha ocHOBY jena JIHK koju koaupa eH3uMe y OMOCHHTETCKOM IIyTY
CEKOUPHUAOUAHUX IJIMKOo3u/Aa (repaHuosl 10-XUAPOKCUIa3a, LUTOXpPoM P450

penyKTa3a U CeKOJIOTaHWH CHHTAa3a), Kao ¥ TPU apOUTpapHa mpajMepa.
3.4.2.1. KoHcTpykmuja mpajvepa

3a koHcTpykiujy crnemuduunux TRAP mnpajMepa KopuilheHe cy
cekBeHnie kuunile jgobujene Illumina  Pired-End  ceKBeHIUPAmHEM
TPAHCKPHUIITOMa W HAaCyMUYHOM (Shotgun) peKOHCTPYKIIMjOM TPaHCKPHUIITOMAa
nporpamom Sequinomia (MankoB nu CumonoBuh, HeoOjaBibeHn nozamu). Kao
[IOJIa3HU Marepujayji 3a cekBeHnupamwe je kopumhena PHK wu3 sucrosa,
OJTHOCHO KOPEHOBA IeT OUJbaKa YBEJIEHUX y KYJITYPY, HOPEKJIOM M3 MOIyJIallHje
KA. U cienuduyHu U apOUTpApHU MpPajMepU Cy AU3ajHUPAHH TaKo Ja ce
cacroje ox mo 18 nt. BLAST nperparom JIOKaJiHe 6a3e CEeKBEHIIU je IMPOBEPEHO
Ja au cy wuzabpaHu crnenudUYHU IIpajMepu 3aucra cruenudUYHH 32
TPAHCKPUIITE T'eHa IrepaHHoJI 10-XUJPOKCHUIas3e, UTOXpoM P450 peayKTase U
CEKOJIOTAaHWH CHUHTAa3e. Y HeOCTaTKy T€HOMCKUX CEKBEHI[U KUYUIle HUje OUIIo
Moryhe mpoBepuTH /1a JIU ce MpajMepH Haaze y MojeIMHAYHUM €r30HUMa WUJIH

€BEHTYaJTHO Ha CII0jeBUMa er30Ha.
3.4.2.1.1. T'epanunoJ 10-xuapokxcuaasa (E.C. 1.14.14.1)

v HYKJIEOTU/THO] 0asu CEeKBEHIU (GenBank,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) nocroje Tpu cekBeHIle 32 repaHHUO 10-
xuapokcwiazy (Gioh): GU1680o41 (u3 Swertia mussotii), AJ251269 (u3
Catharanthus roseus) u HM187585 (u3 Picrorhyza kurroa). Ha ocHOBY oBHUX
cekBeHnu cy mnomohy Local BLAST TpakeHe CJINYHE CEKBEHIIE Y CETy
pexoHcTpyucanux cDNA cekBeHIU TpaHcKpunToma kuuuile. HaljeH je Besnku
Opoj XOMOJIOTHX CeKBeHIH, a mpajMmep Ce-G10h je KOHCTpPyUCaH Y HajIyKOj O]

wux (smsa|29833655|f|38|c|o|dc|o).
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3.4.2.1.2. IMuroxpom P450 peaykrasa (E.C. 1.6.2.4)

YV GenBank ce Hanmasu BequWKH OpOj CEKBEHIIM 3a OBaj €H3UM U3
pa3jIMuuTHUX BpcTa, Ma U 3a kuuuny (AY596976). OBa cekBeHIA je CKOPO
WJIEHTUYHA ca cekBeHIIoM AB086169 (u3 Ophiorrhiza pumila). Tlpajmep Ce-
OpCPR je KOHCTpyHWCaH M3 CEKBeHIle KHYHUIle smsal|27943122|f]30|c|o|dc|o

xomoJiore ca AY596976.
3.4.2.1.3. CexouoranuH cunrasa (E.C. 1.3.3.9)

VY GenBank ce Hanasu camo jeHa cekBenna, L10081 (u3 Catharanthus
roseus), Koja je KopwuirheHa 3a IpeTpary JIOKajaHe 0a3e CEeKBEHIH KHYHIIE.
NnentudukoBana je cexkBeHma oxa 1813 bp: smsa|53632813|f]86|c|o|dc|o,

rpemMa Kojoj je koHcTpyucaH npajmep Ce-SS.
3.4.2.1.4. ApOuUTpapHU IpajMepu

ApbuTpapHu 1TpajMepu Cy KOHCTPYMCAaHUM TakKo Jla ce wusberne
camokommarubmwiHocT u ga GC caapikaj Oyme 40-60%. Takohe, mpajmepu cy
KOHCTpPYHCAHH U3 TpH jena (mpema Li u Quiros, 2001): 1) 3 10 4 CeJIEeKTHBHA
HyKJIEOTHZIa Ha 3' Kpajy, 2) ,je3rpo”, cauumeHo o7 4 /1o 6 Hykiaeotuaa ca AT
win GC 6oraTuM perMOHMMA U 3) CEKBEHIIa 3a MOIyhaBambe, Koja YUHU 5' Kpaj

mpajmepa.

TaGema 3: Crnwmcak crenuduIHUX U ApOUTPapHUX MpajMepa KopuinheHUX y
TRAP-PCR peaxiyjama 1 lbUXOBe CEeKBeHIIe.

Hasus npajmepa CexBeHIia rmpajmepa Pedepenna
& Ce-G1oh 5-GACATGCGTGGCAGAGAC-3’ /
% Ce-OpCPR 5-GAGGGGCCACAGAAGGAA-3’ /
5 Ce-SS 5-GCCAAGAAACCACCGGAG-3’ /
- Arbi 5-GACTGCGTACGAATTAAT-3’ | Liu Quiros, 2001
5 Arb2 5-GACTGCGTACGAATTTGA-3" | Li u Quiros, 2001
< Arbyg 5-GGAACCAAACACATGAAGA-3’ | Huu Vick, 2003
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3.4.2.2. Omncer CKCIICPpUMMCHTAJITHUX aHA/JIN3a

ExcriepuMeHTasiHa aHaiM3a je mojpasyMmeBasia yrBphuBambe TRAP
npodwia 43 nonynamuje C. erythraea, ykbydyjyhu u jeiHy omIyJanujy BpCTe
C. littorale. 3a cBaky anayin3upany nomysamujy kopumnthere cy JJHK uzosnoBane
U3 JIBe jeMHKe, Kako OU ce IpOBepuJa PeNnpoAyIUOMIHOCT II0/IaTaka U
HCIIUTAJIO €BEHTYIHO IOCTOjaihe YHYTapIOILyJalioHe BapHjaOMIHOCTU, TAKO
na cy TRAP ananuse ypalene Ha ykynmHo 88 jenunku. KomOuHOBame mpajmepa
(cBaku cnenu@UUYHH ca CBaKUM apOUTpapHUM mnpajmepoM, Tabesna 3), naio je
VKYIHO JIeBeT KOMOWHAIM]ja, KOju cy ymnoTpebsbeHu 3a PCR aMIuindukanujy

JTHK ¢parmenara.
3.4.2.3. ITocraBka TRAP-PCR peakuuja

Craka peakimoHa PCR cvmema 6wia je ¢puHanHe 3ampemuHe 10 ul u

cajziprkasa je:

e 60 ng JHK y3opka

e 1x(NH,)-SO, peakiuonu mydep (Fermentas, Vilnius, JlutBauuja),
e 2.5 mM MgCl,,

e 200 uM oxn cBakor dNTP (dATP, dCTP, dGTP u dTTP),

e 1,5jequnuity (U) Taq nonumepase (Fermentas, Vilnius, JlutBanuja),
e 1 pmol cnenuduynor npajmepa (Invitrogen, Carlsbad, CA, CAIT)

e 0,3 pmol apburpapuor mpajmepa (Invitrogen, Carlsbad, CA, CAJT)

[TocraBka PCR peakiuja je paljeHa Ha Jiety, y crepuyiHUM yesioBuMma. Kao
HEeraTUBHE KOHTPOJIe, TPHUIPEMJ/beHe Ccy peakmnuoHe cmemre 6e3 JIHK.
Avmumudukanuje cy Bpinede y PCR-vamuau peqSTAR 96 Universal Gradient
(Peglab, Biotechnologie GmbH, Erlangen, Hemauka) mpema cienehem

Iporpamy:

e VHHUIMjATHA JleHaTypanuja: 5 MuHyTa Ha 94°C;
e 5 IUKJIyca:
o JeHarypanuja: 1 MUHYT Ha 94°C,

o xubpuausanuja: 1 MUHYT Ha 35°C,
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o eJioHTanwja: 1 MUHYT Ha 72°C;

e 35 IUKJIyCa:
o JeHarypanuja: 1 MUHYT Ha 94°C,
o xubpuamsanyja: 1 MUHYT Ha 50°C,
o eJioHranwja: 1 MUHYT Ha 72°C;

e (duHamHa ekcTeH3uja: 7 MuHyTa Ha 72°C.

[TpBUX IeT UKJIyca, Y KOJUMA je TeMIlepaTypa Xubpuiu3aliyje mpajMmepa
ca JTHK marpuitom cBera 35°C, 06e36elyyjy Be3uBatbe 06a mpajMepa 3a MecTa Ha
MaTpUIIM ca KOjUMa ce JIeJIMMUYHO I[IOKJIanajy, Kako Ou ce mosehana
BapujabMIHOCT aMIUTM(PUKOBAHUX MPOAYKATA, IH je y ciaeaehnx 35 mukiIyca
TeMIleparypa xubpuausanyje nopehana Ha 50°C, mro je 06e30enm10 epuKacHy

U Joc/IeAHy aMIUTUGUKAIH]y ITPOAyKaTa IOOUjeHUX y IMPBUX IeT IHKJIIyca.

3.4.2.4. PazaBajame u Busyeaunsanuja npoaykara TRAP-
PCR peaknuja

PaznBajarbe 1 komiuieTHa aHanusza TRAP-PCR npojykaTta o0aB/beHaA je
KanmuiapHoM ejiektpodope3om Ha Agilent DNA 7500 Kit uunoBuma momohy
Agilent 2100 Bioanalyzer cucrema (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
CA/l), mpema ymyrcTBuMa mpousBohaya. Y Ty cBpXy je kopuinheH codtBep
Agilent 2100 Expert, B.02.08 (SR1) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
CAl). OBuM codTBepoM je Takolje BpiIeHa uaeHTH(PUKALIM]a TPOAYKaTa IIyTeM
enekTpodeporpaMa U HBHUXOBO ymnopehuBame u3Mel)y jelUHKM HCTHX WU
paznmuuuTuX nomysaanyja. Kao martepujan 3a nasbe aHaau3e KOpHUIIheHe Cy

CHHTETHYKE CJIMKe rejiona.

3.4.3. Anasm3a nHGOPMATHBHOCTH IMoJaTaka 1ooujeHux RAPD

u TRAP mapkepuMa

Ananmuza ¢ororpaduja mobujerux YB TpaHcwiaymuHanujom RAPD
(¢dparmenaTa Ha arapo3HUM TeJIOBUMa, Ka0 U CUHTETUYKUX ciuka TRAP
npoaykata, ypahena je codtBepom TotalLab TLi2o 1D v2009 (Nonlinear
Dynamics Ltd., Newcastle, Benuka bpuranuja). /leTekiuja Tpaka Ha reJIoBUMa

BpIIIEHA je ayTOMAaTCKUM IIofielllaBabeM co(dTBEpa, /JIOK je peBu3Hja BpIIEHA
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MaHyesIHO. 300T HEMOTYhHOCTH J]a ce ca3Ha MOPEKJIO Pa3jiuKa y UHTEH3UTETY
JJHK ¢parmenara (Harris, 1995), TPUCYCTBO INpoayKaTa je OesexxkeHO 0Oe3
ob3Mpa Ha WHTEH3WTET. YmopehuBame © cHapuBame Tpaka ca HCTOM
MOJIEKYJICKOM TeKUHOM (KO-MHTpupajyhe Tpake), U3BPIIEHO je ayTOMAaTCKU
UCTUM CcO(TBEpPOM, IOK je peBH3Uja U3BPIIEHAa PYYHO CEKBEHIHjATHUM
nopehemem ynapenux Tpaka. TakBe Tpake Cy cMaTpaHe Jia Cy MOPEKJIOM ca
HCTOT TEeHCKOT JIOKyca M Ja cy Xxomosore. IIpucycTBo WM OZCYCTBO
aMIUTI(UKOBAHOT MPOJYKTa JlaTe BEJIMYUHE Y CBAKOM Y30PKY O3HAUaBaHO je ca
»1%, otHOCHO ,,0“. OBe HH(}pOpPMaIHje Cy, TAKO, TPETBOPEHE ¥ OMHAPHU MaTPUKC
3a cBaku mpajmep nojenuHadHo. Kako cy RAPD u TRAP mapkepu OOHYHO
JOMUHAHTHU, YCBOJEHO Jje /Ja CBaka Tpaka IIpeJ/icTaB/ha (EeHOTUN Ha

MojeIMHAYHOM JIBoasiesickoM Jiokycy (Williams u cap., 1990).

Ha ocHoBy n00ujeHUX MaTpHIla, U3padyHaTH Cy ciesehu mapaMmeTpu 3a

CBaKH JIOKYC:

e p — IIpOIOpIIMja y30paKa KOJU cajip:Ke IaTy TPaKy U
e [b — undpopmaTuBHOCT Tpake (Mepa BepoBaTHONE /ia je Tpaka MPUCYTHA y

50% UCIHUTaHUX TeHoTUnoBa) mo ¢opmyinu: Ib = (1 — (20,5 — pl).

3a cBaku ymoTtpebsbeHu mnpajvep (RAPD), omHOCHO KOMOWHAIM]y IpajMepa

(TRAP) uzpauyHaTH Cy:

yKyIlaH Opoj Tpaka,

e 0Opoj momuMop¢HUX TPAKa,

e omcer Opoja aMIUIMDUKOBAHUX IMPOJAYKaTa IO IOMyJAaIllAjH, Kao U
mpocevaH 6poj Tpaka 1o nomyJanuju,

e orcer BesTnunHa aMyIM(UKOBAaHUX MpojtykaTa (camo 3a RAPD mapkepe),

e TmpoceyHa MHGOPMATUBHOCT Tpaka, Avlb o ¢opmynu: Avlb = thb, rae

n TpeAcTaB/ba YKymaH Opoj Tpaka IO mpajMepy WIM KOMOWHAITU)U
mpajMepa,
e pazzaBojHAa MOh mpajMmepa, Tj. KoMOWHaIUje mpajmepa, Rp, (resolving

power, pema Prevost u Wilkinson, 1999), o ¢opmysau: Rp=Y.Ib, Koja
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MpeZicTaB/ba KBAJUTATUBHU IOAATaK M TpPYy:Ka MOTYNHOCT JUPEKTHOT
nopeljerpa mpajmepa, 1a je o] BeJIMKe IOMOhY IPU EBbUXOBO] CEJIEKITUJU U
e IIpoceyaH cazp:kaj moauMopdHux uHpopmamuja (mpema Rolddn-Ruiz n
cap., 2000), PIC (enr.: Polymorphic Information Content), 1o dpopmysiu:
PIC = 2f;(1— f;), Tthe fi mpeAcTaB/ba ydeCTAJIOCT aMILUTU(PUKOBAHOT
anmena, a 1-fi ydecrasoct asiesia O. PIC BpemHOCT IIpe/icTaB/ba
JIUCKPUMHUHATOPHY CIIOCOOHOCT IpajMepa Wi KOMOWHAIMje mpajMepa U
y3uMa y o03up He camo Opoj ajiesia IO JIOKYCy, HErO0 W HHUXOBY

dpexBennyjy (Liibberstedt u cap., 2000).

3a 0be k1ace MapKepa aHIM3UPAH je:

e yKymaH OpoOj Tpaka,

e yKyIaH Opoj moauMopdHUK TPaKa,

e oricer BeJIMYMHA aMIUTH(GHUKOBAHUX Ipoaykarta (camo 3a RAPD mapkepe,
BHUJIETHU pe3yJITaTe y MOTJIaBJby 4.6.1.),

e TmpoceyHa NHGOPMATUBHOCT Tpaka, Avlb,

e IIpocevyHa pa3/ABojHa Moh mpajMepa uiu KoOMOUHAIMje IpajMepa,

e IIPOCEYHA XETEPO3UTOTHOCT, Huy, mo dopmysnu: Hy,, = X[2f;(1 — f;)] /N,
IIITO TIpe/icTaB/ba Ipoceuny PIC BpeIHOCT 3a IaTH MapKep,

e MyJaTHIUIEKC offHOC, MR, o opmynu: MR = m + p/n, npema Powell n
cap. (1996) m Sarwat m cap. (2008), rme n 1pexacraBba OpoOj
KopuiltheHWX IpajMepa, OJIHOCHO KOMOWHAIMja mIpajMepa, a m U p
yKynaH 6poj aMIUITHPUKOBAHUX MOHOMOP(MHUX, OJTHOCHO MOJTUMOPDHUX
Tpaxa,

e Mapkep unHzekc, M1, mepa omire epUKacHOCTH MapKepa 1o GbopMyJu:

MI = H,, X MR, mpema Powell u cap. (1996).

3.4.4. HN3pauyHaBame reHeTHYKE CJIMYHOCTH MOIyJIanuja

ObGjenumaBameM MaTpuIia qob6ujeHnx momohy cBux 16 mpajvepa RAPD
Mapkepa Wik 9 KomOumHamuja mpajMepa TRAP wmapkepa, mobujeHe cy
VHUBep3aJiHe OWHApHe MaTpulle Koje Ccy CIyKwie 3a Hu3payyHaBame

TeHEeTHYKUX CJIUYHOCTH U3Mel)y jeZIMHKU U TOIyJIalfja U BUXOBO I'padUUKO
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npe/icTaBbarbe. MoOHOMOp(QHe Tpake HUCY y3UMaHe y JlaJb€ CTaTUCTUYKE

aHaJIn3e.

3a n3pauyHaBamwe reHeTHUKe CITnYHOCTH (GS) momysiaiuyja, KOpUIIheH je

XKaxapnos (Jaccard, 1908) koepunmjent, npema Gopmyau: GS;; = rae

_*
a+b+c’
GS;j ipeficTaB/ba MePY T€HETHUYKE CIUYHOCTU U3Mel)y momysanuja i u j, 6poj
nmoimMop¢dHUX TpakKa MPHUCYTaH KoJA 00e ToIyJaluje Mpe/ICTaB/beH je ca a, 0K
cy b u ¢ 6pojeBu Tpaka NMPUCYTHUX KOJ IOIyJIallAja i, OJTHOCHO j, aJll He KO
0o0e. 3a 0BO u3pauyHaBame yrorpedsbeHa je SIMQUAL uponenypa NTSYSpc
codtBepa (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System, ver. 2.11Q,

Exeter Software, Setauket, NY, CAJl, Rohlf, 2003).

Edukacuocr KakapmoBor koeduiipjeHTa 3a 00a THUMA MOJEKYJIapPHUX
Mapkepa ymopeheHa je ca kKoedHUIIHMjeHTOM jeTHOCTaBHOT yropeljuBama (eHr.
simple matching coefficient, Sneath u Sokal, 1963), ogHocHO ca JlajcoBuM
KoeHUIjeHTOM reHeTHUKe cnIHOCTH (Dice, 1945; Nei u Li, 1979) ynotpebom

MamnTenoBor Tecta (Mantel, 1967) ca 5000 epMyTaiyja.

VY okBupy ananuza TRAP metozie, ucniuTaHa je u MeljycobHa Kopesaiuja
MaTpulla TeHETUYKUX CIUYHOCTH Jo0ujeHuX moMohy Tpu cruernududHa
mpajMepa KOMOMHOBAHUX ca UCTUM apbutpapHuM mpajMepuma. Kopesnamuonu
koe(UIMjeHT je TecTupaH Takole Ha JKakap/loBUM JucCTaHIlaMa y3 yHoTpedy

MXCOMP mopnyna NTSYSpc codTBepa ca 5000 mepmyTarnyja.
3.4.5. MyJITHUBapUjaHTHE aHAIU3€E

MynTuBapujaHTHE CTAaTHUCTHUYKE METOJle, KOje ce IIUPOKO KOPHCTE Yy
AQHAIM3U TEHETHYKOT JUBEP3UTETa, IPUMEEHE CY Y OBOM Pajy 3a aHAIU3Y
mojaTaka aobujeHux MoJieKyJapHuM Mapkepuma. Kopumrhene cy cienehe
TeXHUKe: aHanu3a kiaacrepa (eHr.: cluster analysis) m aHajn3a OCHOBHUX

koopauHata (eHr.: Principal Coordinate Analysis - PCoA).

Ananusa kjacrepa je MyJITHBapHjaHTHA TEXHUKA, UMja je MPBEHCTBEHA
yJI0Ta Jia TPYIHIIE jeJINHKE WU 00jeKTe Ha OCHOBY KapaKTEPUCTHKA KOje OHU

mmocesyjy, Tako /Ja ce jeIMHKe ca CJIUYHUM OIKMCHUMa MAaTeMaTU4KU OKyIe y
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3ajemnnuyku kiacrep (Hair u cap., 1995). Kiacrep MeTojsie 3acHOBaHe Ha
JIMCTaHIlaMa MOTy ia Oy Ty HexujepapXujcKe WU XUjepapXujcKe, o7 KOjUX Ce OBe
ZIpyTe 3HATHO dYelrhe KOPHUCTe y aHAJIM3aMa TeHETUYKOT AuBep3uTeTa. Mehy
arJIOMepaTUBHUM xHjepapxujckuM meromama, UPGMA (Unweighted Paired
Group Method using Arithmetic averages) je Hajueunrhe nmpuxBaheH Kiacrep
anroputam (Sneath u Sokal 1973; Panchen, 1992). Kiactep aHanmmuze 3a oba
TUINA Mapkepa usBpiieHe cy codTBepckuM mnaketom NTSYSpc, y3 ymnotpeby
UPGMA anroputma, nomohy SAHN (Sequential, Agglomerative, Hierarchical,
and Nested) npouenype (Sneath u Sokal, 1973).

Jeman on Haj00PUX HAYMHA eBaslyaldje e(UKACHOCTH Pa3IUYUTUX
KJIacTep ajropuraMa je Tmpeko onapehuBamwa kKoedpunujeHTa KOopeHETHUKe
KopeJialnyje, KOjU MepH caryiacHOCT wu3Melly rpyma oOWjeHuX Kiiacrep
aHAJIM30M U MaTpHIla TeHEeTHYKUX J[JAUCTAaHIIM OaswpaHuX Ha MelycoOHO]j
CJIMYHOCTH jeJTMHKH, ITyTeM ManTesmoBor Tecta (Romesburg, 1984). 3a mpoBepy
KOJINKO BEPHO KJIACTEp aHAJIM3a IMPEJCTaB/ba CJIMYHOCTH M3Mel)y IHoImyJsamuja
yroTpebs/beH je MaHTe0B TecT M H3padyyHaTa je KodeHeTHdKa Kopesamuja
onrujama COPH u MXCOMP, NTSYSpc codpTsepa.

Byrcrpen (eHr.: bootstrap) TexHUKA je MPOIEAypa OIIITEr MOHOBHOT
Y30pKOBama, y Wby IpepauyHaBarma JUCTPUOYIHje CTaTUCTUYKHUX II0/laTaKa
Ha OCHOBY He3aBHCHHUX mocMarpama (Efron, 1979). Byrctpen mpucrtymm Moske
epeKTUBHO /1a ce NMPUMEHU y TPOIEHH CTATHUCTHYKE IOJPIINKE TpaHama y
neraporpamy (Felsenstein, 1985). Haume, ako ce ojpeheHo rpaHame y
JIeHZpoTrpaMy IojaBibyje y 80% ciydajeBa IOHOBHOT y30PKOBakbha, KayKe ce J1a Ta
Tayka TrpaHama ©HMa 80% OyrcTpen ImofpIiike. Y Wby oapehuBama
MOY37IJaHOCTH T'paHama yHyTap (eHorpama, ypahieHa je OyTcTpen aHaiu3a ca
2000 nepmytaruja coptBepom PAST (PAlaeontological STatistics, ver. 1.89,

Hammer u cap., 2009).

PCoA je ckajmapHa MyJTHBapHjaHTHa TeXHHKAa Koja omoryhasa
IIpOHAJIAKEWe U IIpHKa3uBame obpasama y CKyly IofjlaTaka ca BHIIe
npomensbuBux. PCoOA ce KOpPHUCTH Kako OM ce T1OMOhy [1BO- WA

TPOANMEH3UOHAJITHOT rpaq)wncor IIpUKa3a IIpeAacTaBuJIe jeILI/IHKe, TakKO Ja
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reOMETPHUjCKe MUCTaHIle u3Mely jeMHKU TIPeCTaBJ/bajy 3allPaBO HHUXOBE
reHeTUYKe JVCTaHIlE ca MHUHUMAJIHOM AucTop3ujoM. CKYIIOBH jeITMHKU Ha
TakBOM TIpad®UUYKOM NpPHUKa3y YyKa3zyjy Ha TIpylle ca BEJIUKOM TeHEeTHYKOM
crmmyHomrhy. JlomaTHa TOTBpJla KjIacTep aHAIN3e TeHETUUYKUX YaJbeHOCTH
momysiarja kuuuie, ypaheHa je PCoA nujarpamuma (Momynu NTSYSpc
coptBepa: DCENTER - tpancdopmarnuja matpuna u EIGEN 3a uspadyHaBambe
CBOJCTBEHUX BEKTOpa TpaHCPOPMUCAHOT MAaTpPHUKca), Kako Om ce obe36enno

HexUjepapXujCKU acleKT ’hbUX0Be TeHeTHYKe I0BE3aHOCTH.

Ananusza mosekysnapHe BapujaHce (AMOVA) ce 3acHUBA Ha KJIACUYHO]
aHAJIM3W BapHjaHCe W NpepayyHaBa KOMIIOHEHTE MOJIEKyJlapHE BapHjaHCe Ha
Pa3JIMYUTHM XHjepapXUjCKUM HUBOMMa. l3padyHara je pacmojiesia yKyITHe
MOJIEKyJIapHE BapHjaHCe Ha YHYTapIOMyJIAIUOHY U MehyImoIyJaiuoHy
BapujabuHOCT, 100ujeHy RAPD mapkepuma. AMOVA je usBezieHa y3 yrnoTpeoy
eYKJIUJICKUX AucTaHu coprBepom Arlequin (ver. 3.11, Excoffier u cap., 2005).

Tect 3HaUajHOCTH je 06aB/bEH YIIOTPEOOM 1023 IepMyTaIyje.

3.4.6. HNcnurnBame kopesanuje nuamel)y Mmarpuna CoimaHOCTH

mooujeaux RAPD 1 TRAP TeXxHUKOM

Kopenanuja matpuna nobujennx TRAP u RAPD mapkepuMa IpoBepeHa
je ManresioBum tectom (Mantel, 1967; Smouse u cap., 1986), rie KopeaamuoHu
koedunujeHTH n3Mel)y mapoBa MaTpHUIla CJIMYHOCTHU TIpeJicTaBbajy [IupcoHOBe
KOopeJalioHe KoedUIhjeHTe u3pauyHare 3a CBaKU Iap je;IMHKH, KopucTehu cBe
dparmenre koje wuma upunazgajy (Franco u cap., 2001). Kopenanuonu
koedunujeHT je Tectupan Ha KakapZoBUM JucCTaHIlaMa 06a THUIIa MapKepa y3
ynotpedy mozysia MXCOMP NTSYSpc codTBepa ca 5000 nepmyTtaruja. Crener
CaTJIACHOCTH MOJKe CYOjeKTHBHO Jja ce IPEeCTaBU Kao: 0,9 < 1 — BPJIO /100pa
caryiacHocT, 0,8 < r < 0,9 — gobpa caryacHocrt, 0,7 < r < 0,8 — cjaba carylacHOCT

ur < 0,7 — BeoMa ciaba carstacHoct (Rohlf, 2003).
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3.5. HcnuruBame kopesnanuja uamel)y reorpadckux AUCTaHIU U

T€EHETUYKHNX C/IMYHOCTH nonyﬂaunja

leorpadcke nucranme uamelly momysnanuja cy moOujeHe IUPEKTHUM
MepemeM HBHUXOBUX y/IaJbeHOCTH Ha Manu. V3padyHaBame Kopesanuje u3aMehy
TeHEeTUUYKUX CJIIMYHOCTH Jo00WjeHnx mnpuMeHoM Kakap/ioBor uHAEKca U
JIOTAPUTMOBAHUX BPEAHOCTU reorpadCKUxX JUCTAHIIU U3BPIIEHA je moMohy Beb
cepsuca IBD (Isolation By Distance, version 3.22, Jensen u cap., 2005). Y oBe
aHasm3e HHUCy ykbydeHe nonynanuje JIEB u HHT, ¢ 063upom aa He mpumaaajy
Teputopuju bankaHckor mosiyoctpBa, kao u JIUT, koja mpezacrasba 3acebHYy
BpCTY U ynoTpebsbeHa je caMO y MyJITUBAPUjaHTHHUM aHAIN3aMa MOJIEKYyJIapHUX

MapKkepa kao pedepeHTHA Ipyna.

3.6. AHam3a cagpikaja CEKyHAZapHHUX MeTa0o/imTa

3.6.1. IIpunpema 6U/bHOT MaTepHjaia

[Tocste Tpu Mecella rajema y CTaKJIEHHKY, [PU HaBEJIEHHUM YCJIOBUMA
(rmorsaBsbe 3.1.3.), JE€BET jeIMHKU W3 CBaKe IIOMyJIalldje je MCKOPHUIITheHO 3a
eKCTpaKIujy CceKyHZapHux Metabonuta. CBaka momysjanuwja je, Tako,
penpe3eHTOBaHa ca 10 3 Y30pKa O/ KOJUX CBAaKH CaJIPKU HA/I3€MHE JIeJIOBE HJIH
KOPEHOBE MOPEKJIOM O7] 3 jeAnHKe. BU/bHU MaTepHjasl je MeXaHUJYKH, a 3aTUM U
TekyhoM BojjoM ouuitheH o7 CylcTpaTa W OCYyIIeH JI0 KOHCTaHTHE Mace y
CYIIHUIIHA Ca CTATHUM CTpYjalheM BazJlyxa, Ha COOHOj TeMIlepaTypu, TOKOM TPH
JlaHa. Y30puM Cy 3aThUM IpebaueHH y TNanupHe Kece W YyBaHU Ha COOHOj

TEMIIEPATYPH /IO TaJbeT KOPHUIIThema.

3.6.2. IIpunpema y3opaka ¥ eKCTPAKIIHja CEKOUPUTOUTHUX

IJINKO3HUaA

CBaku y30paK je YCUTE-EH Yy aBaHy JI0 CUTHOT IIpaxa MmoMohy TeuHOT a3oTta
U eKcTpaxoBaH y 99,8% wmeranoiny (AppliChem, Cheshire, CT, CAJl) y ogHOCy
1:50 (w/v). EKkcTpakiyja ceKOMPUIOUIHNUX TJIMKO3U/IA je U3BpIlIeHa Ha COOHO]J
TeMIIEpaTypH, y MpaKy, TOKOM 24 caTa. Y30pIH Cy, 3aTUM, IIPOUYHIITNEHH KPO3
dunTep-manup, a Ao7jaBakbeM MeTAaHOJIA je MO/IelIeHa 3allPpeMUHA eKCTpaKaTa y

HOpMaJHUM cyzoBuMa. CBaku y3opak je HpodWITPUPAH KpO3 IeTyI03HU
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dunrep (Agilent Technologies, Santa Clara, CA), ca Ipe4HUKOM IOopa 0,2 um.

VY3o0p1u cy uyBaHH y MpakKy Ha 4°C 10 TPEHYTKA KOpUIIThema.

3.6.3. HPLC perexnuja i KBAaHTU(PUKAIHja CEKOUPUTOUTHUX

IJIMKO3HUaA

Unentudukaiuja U KBaHTHU(UKAIUja CEKOUPHUIOUIHUX TJIMKO3UAA Y
METAaHOJTHUM €eKCTPaKTUMa HaJI3eMHHUX JIeJIOBA M KOPEHOBa KHUYHIE Cy
usBpumieHe Ha HPLC-DAD cucremy (TedyHa xpomaTorpaduja moJ BUCOKUM
nputuckoM ca YB gerekiujom), mogen HP1100 (Hewlett Packard, Santa Clara,
CA, CAl). Kopumrhena je Hypersil BDS-C18 (5 um) xosnoHa (Phenomonex,
Torrance, CA, CAJ/l) yHyTpammer mpeyHuKa 2 mm, a kao MobmiaHa ¢asza
anerouutpun (HPLC uyucrohe, J. T. Baker, Deventer, Xonauauja) u 0,2%
dochopna kucenmua. Aneronutpmwa (A) u dochopna kucenuna (B) cy
eJIyUpaH! TPaJINjeHTOM IpeMa ciefehoj memu: 100% 10 98% b TokoMm naBa
MuHyTa, 98% 10 90% b TOokOM cinemeha Tpu MuHyTa, 90% nm0 80% b 3a
cnenehux mer muHyTa U 80% To 0% b 3a mocienmux 10 MuHyTa. [IpoTOK je
mozielied Ha 0,5 ml min, Temneparypa Ha 25°C, a TajacHa Ay»KuHa DA
neTekTopa Ha 260 nm. Vaentudukanuja nukoBa je U3BpIIeHA COPTBEPOM
Agilent ChemStation for LC 3D systems (Rev.B.04.01[481], 2008) (Agilent
Technologies, Wilmington, DE, CAJl). CtangapAHu pacTBOPH IOjeMHAYHUX
CEKOUPUIOUTHUX TJIMKO3K/IA CYy IIPUIPEMJbEHU PACTBAPAHEM I10 10 Mg CBAKOT
pedepeHTHOT jeaumema (rennuonukput, I'Tl, >90% uucrohe, Roth, Karlsruhe,
Hemauka; ceprujamapus, CM u cBepo3uza, CB, oba 98% wuucrohe, Oskar
Tropitzsch, Marktredwitz, Hemauka) y 10 ml meraHoJia. Jlajbu KauOpamuoHu

HUBOMU Cy NIPUITPEMJbEHU Pa30Ia’KUBAaKEM OBHUX PACTBOPA Y METAHOJTY.

Konnenrtpanuja cekoupuaouguux riaukosuaa: CM, TII u CB
KBaHTU(HKOBAHA je y TPU y30pKa HA/A3EMHOT JieJla U KOpeHa U3 CBakKe Of 43
nomystarje C. erythraea. zyserak cy unnnie nomnyianuje: IIIAB, JAP u I'BII,
KOJT Kojux je 300r u3HEeHa[He TI/bUBUYHE HWHQEKNHje Y CTAKJIEeHUKY U
MpoIaJiarha jeIMHKU Omjo Moryhe NpPUIPEMUTH caMO II0 jefaH Y30pak

Ha/I3eMHOT Jieyia ¥ KopeHa. Takohe, kox momynanuja PEC, MOJ, ITPC, BO/I u

48



ACM, ycien cimabor mopacra mMace KopeHa HHje Omuino Moryhe mpUIpeMHUTH

BHIIIE O7] jeJTHOT y30pKa.
3.6.4. CrarucTudyka oopaza mogaraka

Kako 6u ce umcmurasa BapujaOMIIHOCT Y CaJIP3KAjy CEKOUPUJIOUTHUX
[JIMKO3W/Ia Y KOHTEKCTy Mopeksa OwbpHOT MaTepujaia (meo Owbke win
mnomysamnuja), yrnorpebsbeHa je (dakTopujaiHa aHAJM3a BapHjaHCE ca
yrHexkhemweM rie cy nomynanuje onpeheHe kao pukcHu dakTop, a 1eo OUbKe
yTHe:kheH yHyTap TIIOmyJanyja. 3a aHajau3y BapujaHce KopHITheHa je
nponeaypa GLM muporpamckor mnakera SAS (SAS Institute Inc., 2002).
ITporeaypa CORR u3 SAS codTBepa je xopuitheHa 3a mpoiieHy GeHOTHIICKUX
Kopesanuja u3mel)y mapoBa pasJIMIUTHX 0COOMHA HAZ[3EMHOT Jiejia U KOpeHa
Om/paka Kao U U3Mely mapoBa UCTUX OCOOMHA Y PA3JIMYUTHM JIeJIOBUMAa OUIbKeE.
deHoOTHIICKE KOpeJanuje mapoBa ocoOWHa cy mpolelmeHe kao I[IupcoHoBe

MIPOJIyKT-MOMEHT KOpeJialiyje MojeIMHAYHUX JeTUHKH.

MynTuBapujaHTHE METO/E MOTY Jia ce NMPUMEBY]y U Ha (QUTOXEMH]jCKE
rojaTke. JegaH oJf TAKBUX METO/A je U aHAJIN3a OCHOBHUX KOMIIOHEHTH (eHT.:
Principal Component Analysis, PCA). PCA ce peduHuIle Kao ,MeTOJ
cMamHBamba O0MMa I0JlaTaka KOju pasjallimbyje Be3e u3Melly aBa wiu BuIle
KapakTepa U JieJI YKyIHY BapUjaHCy OYETHUX KapakTepa Ha OrpaHUYeH Opoj
HOBUX, HEKOPEJIHCAHWX, OPTOTOHAJHHMX Bapujabiu, Ha3BaHUX  OCHOBHE
kommnonenTe“ (Wiley, 1981). PCA aHayin3a moryJianyja je u3BeieHa JIUPEKTHO
U3 KOHIIEHTpAIlFja CBA TPU CEKOMPHUIOUIHA jeAUIberha U3 HAJA3EMHOT Jlejla U

KOpeHa.

3.7. HcnuruBame KopeJsanuje uamely caapkaja ceKyHIapHUX

MeTadoIuTa u MaTpuna rcHETHYKHUX CVIMYHOCTH

Kopenanuje wusmelly KBaJpaTHUX eYKJIUJCKUX JUCTAHIU wu3Mely
ToITyJIalja KUUuile, J00UjeHuX HopMaiu3amnujom ceux 6 Bapujabau (CM, I'TI
u CB y Ha/i3eMHOM JieJly WM KOPEeHY) U FeHEeTUYKUX CJIUYHOCTH IOIyJaIuja

nobujerux KakapnoBuM KoedHUITUjeHTOM, U3padyHaTe Cy HE3aBHCHO, KaKO 3a
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RAPD Ttako u 3a TRAP wmapkepe, ymnorpebom PAST codtBepa y3 5000
IepMyTanmyja.
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4. Pesyararu

4.1. Kouaexmuja repmiuiazme poaa Centaurium

Koneknuja repmiuiazme poga Centaurium gopmupana je 3axBasbyjyhu
TEPEHCKUM HCTPa’KUBAarbUMa TOKOM IIOCTEAIbUX 10 TOAMHA U MPHUKYILbalheM
ceMeHa Pa3JIMYUTUX NMPUPOAHUX Momysanuja ca baakaHckor mosyoctpBa. OBa
KOJIEKITja cafpKu 63 [UIUIOWHUX W TETPAIUIOWJHHUX IOIMyJlanyja BPCTe
Centaurium erythraea, anu, Hajuelrhe ycies; TEXHUIKUX MpobieMa, HUCY CBe
MOTyJIallje U3 KOJIEKIHje MOTJIe /la Oy/y YK/byUeHe y aHAJIU3y MOJIEKyJIapHe U
¢duroxemujcke kapakrepusanuje. [lopes mpoyuaBaHe BpCTE, Y KOJIEKIUJH Ce
HaJIa3W U 42 y30pKa ceMeHa U3 MPUPOJAHUX MOITyJIalja JPYTHX BPCTa KMIHIIA:
C. tenuiflorum, C. pulchellum, C. littorale ssp. littorale, C. littorale ssp.
uliginosum, C. maritimum, Kao W TOIyJallkja MOTEHIHUjaTHUX MelyBpCHUX

xubpuaa.
4.2. Omnunrra 3amakama napaMerapa pacrema

CrepwinicaHa ceMeHa CBe 44 aHAJIU3UpaHe IOIyJaldje KUYUIE Cy
YCIIEITHO KJIHjasia y yeaoBuMa in vitro (> 80%), uume je 06e36ehen mosmazuu
MaTepHjasl 3a Jajba ucrpakuBama (Ciauka 5a). Bubke rajeHe y CTakJIeHUM
mocygaMa Ccy 3ajip:kaBasie  posetacty (GopMy UM HHCY IIOKa3HUBaJe
abHOpMaJIHOCTH y pacry (BuTpudwukanuja, QopMupame Kajayca U CJL.).
N3yzeraxk je momysnanuja ACM, Koj Koje je youeHO U3AYKHBakbe IIBETHOT cTabJia
Beh mocsie mpBor Mecena rajema. Vcra nojasa je npumeheHa Koj jeIMHKUA OBe
MoTyJiallije MPWINKOM rajera y crakieHuky (Cinuka 5h)). Jemunke ocramux
MOITyJIaIja, Kao U y YCJI0BUMaA In Vitro, ocTajajie cy y poseractoj popmu, 6e3

OuTHHX 3HaKOBa MeljycobHux Mopdoutonkux pasnuka (Ciuka 56-1).
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Cmuka 5: a) kimjanuu C. erythraea Ha MS XpaH/bUBO]j MTOJJIO3H Y KY/ITYPH in Vitro;
0) u B) aktmMaTu3oBaHe miage 6ubke C. erythraea TOKOM rajema y CTaK/I€HHUKY;
r) u3rjie] jeAuHKe W3 TeTpaiouaHe mnomnynauuje PTH w x) aummouzane
nonynauvje TJH, HaKOH IBOMecevHOT y3rajama y CTaKieHuKy; 1)) usries jenunke
us nomnynauuje ACM HakoH JBOMeCeYHOT y3rajalba y CTaKJIeHHUKY.

4.3. ILnomaHOCT HomyJanuja

Behuna momysmamuja je mokasasia  MOCTOjalbe  TETPAILJIOUIHOT
XpPOMO30OMCKOT ceTa, ocuM y ciayuajy nomysnanuja TJH u I'BL, kox kojux je
JIETEKTOBAaH  AUIUIOUAHH TeHoM. Cnabo  oJicTyllarb€  Off  CTPUKTHE
TETPAIUIONHOCTH YOUEHO je joIlr camo Koz, momyiamnuje ®YP, rie je npumeheno
noBehawe xonmmumbue JIHK ox 5% y omHOCYy Ha TETPAIUIOUAHHU TE€HOM
KOHTpOJIHOT y3opka. Ha Coumu 6 mpejicTaB/beHU Cy XHUCTOTpaMu Jo0ujeHu
MIPOTOYHOM ITUTOMETPHJjOM jETHOT JUIUIOWTHOT (&) ¥ jeHOT TEeTPATIOWTHOT
(0) renoma kuuwmile. BUTHO je HAIIOMEHYTH Ja Ce jeAUHKEe U3 JTUIIONIHUX
MoIyJIaryja HUCy MOPQOJIONIKH Pa3IUKOBAJIE O jeIMHKU TEeTPAIIOIUTHUX
nomysarnuja (Cauka 5T U a). JeIUHKe MOPEKJIOM M3 HCTHX TMOIyJanuja HUCY

nokasasie Meljycobue paszyvke y kosimunau J[THK o henuju.
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File: Sample CE2x + int stfcs Date: 20.03.2009 Time: 15:38:08 Particles: 2008 Acq-Time:33s parte FAS
100 Peak  Index  WMean  Awea  Aeath GV Chisqu. 280
1 1.000 4891 ™ 5217 7.57 021

2 5434 26576 725 4TBI  B36 0.1 2004
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Cmuka 6: Xwucrorpamu ¢uyopecueHuyje jegapa a) JUIUIOWAHE W 0)
TeTpaluionjHe jeguHKe u3 nomnyaauuja TJH, ognocno, HEP Metomom mporoune
guromerpuje. TIMK 1 mpeacTaB/ba y30paK, JOK je wHTepHM craHaaph (Lactuca
sativa) mpeJCcTaB/beH MUKOM 2, Ha 00€e CITHKe.

4.4. Ksaaurert uszosioBane /IHK

N3onoBana /THK Huje mokazasia 3Hake ¢parMeHTallFje Ha arapo3HUM
reoeuma. Ilpunoc THK y ysopiuma je 6uo Ha 3azoBosbaBajyheM HHBOY, a
kBasmuteT JIHK MepeH omgHocoMm arcopbaniie 260/280 nm 6uo je yBek Behu of
1,8 (ocum y ciyuajy jenHe jenuHke u3 nomysaanuje BJIK, ca He3HATHO MamboM

BpeiHOIINy), Kao ¥ OAHOCOM arcopbaHIle 260/230 nm, koju je 6uo Behu ox 1,6
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(ocum y ciyuajesuma nomynanuja HEM u JIEB, rae je no jegHa jequaka nmana
HE3HAaTHO HIKY BpefHocT). OBUM MpoBepaMa HCK/bydeHa je MOTyhHOCT ja

kBasuteT /IHK yTrue Ha mobujarbe U TyMaderhe pe3ysIraTa.

4.5. AHaIn3a reHeTUYKe BapujaomaHOCTH RAPD MoJieKyJIapHAM
MapkepuMa

4.5.1. Enexrpodopercku npoduin

N3zonoBana JIHK mu3 sucHOr TKWBa 132 jeIUHKE IOPEKIOM U3 44
MomyJjamnyje KA4Yuile, aHaJiu3dupaHa je TexHukoMm RAPD-PCR. Cnuka 7
npukasyje PCR TIpOAYKTe CBUX aHAJIU3UPAHUX JEAUHKU penpe3eHTAaTUBHUM

npajmepom OPB 15.

YkynaH 6poj ammngukoBaHux ¢pparmeHara 6uo je 408, 12-37 Tpaka IIo
npajmepy (IIpocevHo 25,5), ca OICEroM Ay:KuHe 150-4000 bp (Tabena 4). Ox
TOTa 405 Tpaka cy O6wie moauMopdHe, a MporeHaT noJaumMopdusMa ce Kperao
on 83,33% 1o 100%, 3aBUCHO 07 IIpajMepa, ca mpocekoM of 98,23%. Mehytum,
ako ce u3 aHaym3e wusocraBe mnomynamuje: TJH, I'BIl (mumioumu), ACM
(BepoBatHOo MehyBpcuu xubpun) u JIUT (pedepentHa Bpcra), Koje, Kako heMo
KacHUje BUJIETH, M0 IJIOUHOCTH U/WIu NMpodUInMa MOJIEKYJIApHUX MapKepa
MPWJINYHO OJCTYNAjy OFf OCTAJIUX TETPAIIOWIHUX IIOIyJIalfja, IIPOIeHAT
nmomMopdHUX Tpaka ce cMmamyje — 66,67-100%, ca mpocekoM of 82,6%.
[Tpajmepu cy ammmndukoBanu 1 (momynanuja BPII ca mpajmepom OPT 14) 110 17
¢parmenara (momynamuja ITPC ca mpajmepom OPO 15), a TPOU3BENU CY
rpocevHo 3,32 (OPB 17) no 11,68 (OPO 15) Tpaka 1o nomyianuju. [Ipocek cBux
IpajMepa je U3HOCHO 7,75 Tpaka II0 ImomyJsianuju. [Ipoceuna nHGOPMAaTHBHOCT
Tpaka mo npajmepy (AvIb) je mmazna ormcer ox 0,1894 (mpajmep OPB 17) no
0,4338 (OPB 15) ca mpocekoM on 0,3347. PaznBojHa moh mpajmepa (Rp) ce
Kpetasa of 0,2727 (OPB 17) no 15,1818 (OPB 15) 1 IPOCEYHO je HU3HOCHJA
8,8693. ITpoceuan nosmmmopdHU HHGOpMAIUOHU caap:kaj (AvPIC) je u3HOCHO
oxa 0,1569 (mpajmep OPB 17) no 0,2873 (OPB 15). Ha ocHoBy mpoceka AvPIC
CBUX IpajMepa, Jo0ujeHa je mpoceuHa xeTepo3uroTHocT (Ha) 011 0,2354 + 0,04.
V3 mysnruiieke ogHoc (MR) ca BpemHourhy of 25,5, I00UjeH je Makep WHJIEKC

(M1I) 3a RAPD mapkep-cuctem oj1 6,0037.
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mPB HEP UWAB PEC HEM MAY TIET JAP BJIK BPT

BPT Bl TAP BNB XE/b XWib PTH> OB/l KAl  MOJ

—
—
-—

e e — e e —

MPC BIC KOR BWMM TJH BPIT MIDK CYT XAH

TR

BOOYNU ANK rBU  ACM  oYP T nnB YEM KPK [EB HHT IAT

Cnuka 7: Enextpodoperckn mnpodmmu RAPD-PCR mpopykaTa pa3IHIUTHX
nomyanyja Kuuuie fobujenu ynorpe6om npajmepa OPB 15. CBaka nomnyianuja je

npencraB/b€Ha Ca TpU npod)yma IMOPEKJIOM U3 Pa3/INYUTUX je,U,I/IHKI/I.
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4.5.2. Anasn3a MaTpuIia TeHETUYKUX CJIMYHOCTU

Ha ocHoBy ananusupanux npodmia JJTHK pobujerux meromom RAPD-
PCR, KOHCTpyHUCaH je MATPUKC TE€HETUYKUX CJIUYHOCTU Y3 MPUMEHY
JKakapmoBor koeduijeHTa. Y Tabenu 5 npukazaHe Cy BpeTHOCTH Mel)ycoOHUX
koedHUIMjeHAaTa CINYHOCTH CBUX aHAJHU3WUPAHUX Momynanuja. MuHUMaIaH
koedunujeHT (Koju IIpescTaB/ba HajBehy reHeTWUKy [AuCTaHIly) O 0,17
3anakeH je maMmehy momysnamuja BPT u JIUT, ogHocHO, momynanuja OBJI u
ACM, nox je Hajpeha coimunoct mpumehena uamely momnysnamuja JAP u BJIK ca
koedurujenToM 1. IIpoceuan koepUIMjeHT CIUYHOCTH CBUX IIOMyJIalyja je

H3HOCHUO 0,44.

Koedbunujentu xopesamuje uaMelly MaTpunia CIUYHOCTH JTO0OWjeHHUX
KakapoBum koedpunujeHTOM M KoedHUIMjeHTa jeJHOCTABHOT ymopehuBamba
win JlajcoBor koedwulmjeHTa Cy BUCOKHM U H3HOCE 0,97341%***  omHOCHO

0,99605**** mmpema MaHTEeJIOBOM TecTy ca 5000 IlepMyTalyja.

4.5.3. MyaruBapujanTHe aHaiause RAPD nmomaraka

4.5.3.1. Kiacrep anaiauza RAPD nogaraka

Ha Coumu 8 mpepcraBsbeH je deHOTpaM CBUX aHATU3WPAHUX JEe/IMHKH,
nobujen meronom UPGMA. C 063upoM Ha BeOMa HUCKY YHYTapIIOIyJIAI[HOHY
BapujabmwiHoct (AMOVA  je  yTBpAWIAa  y/AeOo  YHyTapIIOIyJIal[OHE
BapujabMJIHOCTU Yy VKYIHOj MOJIEKYJIapHOj BapHjabWIHOCTH Of CBera
0,48%****) u paau JaKIIer TyMauewa U pahema pesysiraTa, oBaj peHorpam je
anpokcUuMUpaH GpeHorpaMoM Ha KOMe je Mpe/iCTaB/beHa caMo je/IHa jeIMHKA T10
nomynanuju ~ (Couka  9). KoedurujenT  kodeHeTHuke — Kopesaruje
Mpe/icTaB/heHoT (eHorpamMa HU3HOCH 0,9286, ITO YyKasyje Ha CHaXXKHY
carJlacHoCcT u3Mel)y BpeIHOCTH J0OHWjeHHX KjacTep aHaJIu30M W MaTpuIla

2KakapaoBor koedulijeHTa CJIMYHOCTH U3Mel)y oIy Ianyja.

Kako 6u ce sakire youmnam pesynaratu UPGMA aHanmuse, IeT BHCOKO
nudepeHIUpaHuX KiacTtepa je o0esielkeHO cJIoBUMa. /[Ba O/ HaBeJleHHX 5
KJacTepa MOTY /ia ce pas/iBOje W OKapaKTepHIIy Ha OCHOBY reorpadckux

obJractu KojuMa mpuIaaajy nomysiaanuje. Mehyruwm, ocranu knacrepu (A, b u B)
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Cmuka 8: UPGMA d¢enorpam reHeTwykux caudHoctu wusmelyy 132 jeguHke
KU4Hle, TOPEKJIOM U3 44 Tomynanuje, nobujeH ynorpedbom RAPD wmapkepa.
YoubHBa je BHCOKAa TeHETWYKa CIMYHOCT n3Mel)y jeJWHKU ca 3ajeJHUYKUM

TIOPEKJIOM.
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mpe uMajy Besde ca pedepeHTHOM BpcToM (A), XHOpuAM3anujoMm usMel)y Bpcra

(B) wnu HuBooMm mwiouauje (B).
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Cnuka 9: PegykoBan UPGMA ¢eHorpaM reHeTWYKHX CJIWYHOCTH IOIYyJIaLiHja
Ku4ule aobujeHnx npuMmeHoM RAPD wmapkepa. Kmacrep A mpencraBbeH je
Bpcrom C. littorale (JIUT), knacrep b xubpuarom nonynauujom ACM, kracrep B
puriongauM tonynanujama C. erythraea, nox xmacrepe /I u I' cauumasajy
TeTparuiongHe nonynauuje C. erythraea.

[IpBu wiacrep (wiacrep A) je mpenacraB/beH pedepeHTHOM BPCTOM
Centaurium littorale (JIUT) u ox ocrajux momysiaiuja ce oxsaja Beh mpu
Koe(pUIIMjeHTy TeHEeTUUYKEe CJIMYHOCTH OJ 0,225 ca OyTCTpem IOPIIKOM Of
100%. IIpu xoedunujeHTy 011 0,25 ca IPUINYIHO c1abom OyTcTpen BpeaHOIIhy
pasnBajajy ce xkiiacrepu b u B ox xiiacrepa I' u /1. Kitacrepu b u B ce mehyco6HO
0/1Bajajy mpu KoedUIIUjeHTy o7 0,275 ca OyTcTpell moApIIkoM o7 54%. Kiacrep
b je mpexncraBmen mnomynanujom ACM 3a Kojy ce IpeTmocTaB/ba Ja je
aJIoTEeTPAIUIONHU XUOPHUJ iBe BpCcTe KU4uile (BUAETH JUCKYCH]y Y IOTJIaBJbY

6.5.). Kimacrep B cagpxxu naBe aumiougne mnomysnarnuje, TJH wu I'BII, ca
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NPWINYHO MajsioM MeljycoOHOM reHeTnukoM ciauuyHomrhy (0,445). Ocrarak
,UUCTUX ", TETPANOJIMHUX IOIyJIallfja je CBPCTaH y JBa BeJnka kiacrepa: ' u
J1, xoju ce nudepeHEpajy Ipu KoePHUIHUjeHTY CIMYHOCTH 071 0,38 y3 OyTcTpern

MOJIPIIKY 071, 99%.

Knacrep I' cagpu 19 momysamnyja KUYHIE MPWINYHO XETEPOTEHOT
reorpadckor nopeksa. HajMamwy CIMYHOCT ca OCTaJiMMa HMa MaKeIOHCKA
nomnynanuja JJIK u ox wux ce ofiBaja mpu KoedUHjeHTy 07 0,41 ca TPUINUYHO
jakom Oyrctpen moxapiikoM of 84%. IloTkiacTep y KOMe ce Hajase JBe
3anagHoeBporncke nomnyianuje JJEB u HHT, kao u xpBarcka KPK u jegua on
IPHOTOPKHUX oy ianuja, BPJI, paszBaja ce o octanux momysanuja kiaacrepa I
npu koepunujeHTy 0,44 ca OyrcTpen BpemHomihy of 56%. Y OKBUPY OBOT
MOTKJIacTepa, nomystanuja BPJI ce pano oxBaja o ocrase Tpu, IIPU BPETHOCTH
on 0,49, ok ce nomysanuja KPK pasziBaja oj1 3amaiHOEBPOIICKUX IOy IallHja
pu KoeUIHjeHTy 0]1 0,53 y3 OyTerper BpeHOCT 86%. MelycoOHO pasiBajame
nomynanuja JJEB u HHT je 3rauajuo (93%), y3 IPUINYHO BEJMKY T€HETHUKY
cmyHoeT. Ocrartak Iomysjanuja kiaactepa I' ce paszBaja y Tpu Mamba
MOTKJIacTepa IpH KoedHIHjeHTHMa 0,46 U 0,475, 0e3 3HadyajHe OyTCTpel
nozapiike. [IpBy rpymy unHe ABe MIPUMOPCKE IOIyJIalUje: jeAHa MOPEeKIOM U3
I{pue T'ope (VJIII) u jequa us I'puke (ITJIT), koje ce meljycobHO passiBajajy mpu
koeHIUjeHTyY o1 0,5 U OyTcTpen BpexaHourhy o 63%. JIpyry rpyiny YuHU caMo
nonynanuja YEM u3 Peny6isiuke Cprcke. Tpeha rpyma je cacraBbeHa o1 JiBe
Mame TOATpyIHe Koje ce, 0e3 OyrcTpemn mOApIIKe, AudepeHnupajy mnpu
koepunujeHty ox 0,495. IIpBa moarpyma je cacraB/beHa IIPETEKHO Of
IPHOTOPCKHUX MOIyJIallfja, KOjuMa je HMpUJIpy’KeHa U jelHa MakeaoHcKa. Tpu
upHoropcke nomynanuje (MJJK, CYT u JKAH) u3 okosmue 1ianuHe OpjeH
nMajy 3Ha4ajHo (75%) BUCOKY Mel)ycOOHY reHeTUUKY CJIMYHOCT, JIOK ce O] X
oaBajajy momysnaruja BOJl ca Ckazapckor jedepa M MakeZJOHCKA MOIyJIaliyja
®YP ca /lojpaHckor jesepa. Jlpyry moArpylly dnHe TpH moiysamnuje u3 Cpouje
jyxkHo on CyBe IutaHuHe, jegHa momysanuja ca KocoBa m Metoxuje (BIY),
jemHa mpHoropcka nomynanuja ca I[Ipokneruja (AH/]) u Gyrapcka momysamuja

u3 okosimHe [Lnopnusa (I1JIB). Tpu momynanwuje us jyroucroune CpOuje ymHe
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3ajeTHIYKY Tpymy of kojux nomynanuja KOh HajBuIie ojicTyria u of ipyre 1Be
ce pasziBaja mpu KoeUIUjeHTy 0,59 U OyTcTper MoAPIIKOM 071 76%.

Kitacrep /I, 3a paziuky on kiaacrepa I', je MHOTO XOMOTeHHU]je CTPYKTYpE.
Hbera ynHe Tpu noTkiactepa. [IpBU mOTKJIacTep ce 0/iBaja Off OCTAIUX MPU
KOe(HUII]jeHTY reHeTHYKe CJIUYHOCTH O] 0,48 ¥ BUCOKOM OyTCTpEIl IOAPIIKOM
o 97%. Hbera yuHe yeTHUpH MOIyJIaliuje U3 3anaaHe u jyxkae Cpouje. pyru u
Tpehu TOTKJIacTep ce paszBajajy MpH BPEIHOCTH Of 0,49 0e3 CTaTHCTUYKe
3HAYajHOCTH. [[pyru MOTKJIACTED je CAauUIbeH OJf IEeT IOIMyJalyja ca IOPeKIoM
ceBepHO U ucTouHO o071 CyBe IUIaHUHE, YeTUPHU O] HUX ca Teputopuje Cpbuje u
jemHe ca Tteputopuje Byrapcke. Mel)y muma ce, mpu kKoedHUIHjeHTY 0,51
o/iBajajy nBe mormysanuje ca Crape mwianude, BPII u MOJ. Tpehu nmotknacrep
YUHU 12 nomysanyja u3 BojsoguHe u nieHTpaHe u ucroune Cpbuje. Of wUx ce
paHo, amu 0e3 CTAaTHCTHYKE 3HAYAjHOCTH ofiBaja momynanuja EJIM, mnpu
koedunujeHTy oz 0,515. Ocrase momysaiuje, y3 Mamy WA Behy reHeTHuky
CJTMYHOCT M CaMO Y /JIBa CJIydaja CTaTUCTUYKU 3HAYAjHY, YUHE TPYIy Y K0jo] Cy

MelycoOHU KoebHIHjeHTH CIMYHOCTH Behu o1 0,5.

4.5.3.2. AHasin3a ocHoBHUX KoopauHara (PCoA) RAPD

nmojgaTraka

Ha ocHOBy TpaHcopMHCcaHMX MaTpUlla TEeHETUYKUX CIAUYHOCTH
KOHCTPYHCAH je aujarpaMm pacumama nomynanuja (Cnmka 10). IIpBa ocHOBHa
KoopAuHaTa (QuMeH3Mja) YyuyecTByje Yy oOnucuBamy 11,68%  yKymHe
BapujabuHOCTH, Apyra ca 6,25%, mok Tpeha yudecTByje ca 4,38% ykymHe
BapujabrrHocTu. FbrxoBa KyMysiaTHUBHA BPEIHOCT je, cTora, 22,31%. butHo je
HAIIOMEHYTH J]a IIPBE YeTUPH OCHOBHE KOOPJUHATE UMajy CBOjCTBEHE jEe/ITHUIIE
(eigenvalues) Behe o 1, MITO UX YUHU IOTOJHHUM 32 OIMCHBAIGE YKYITHE

BapujabwrHocTu udmel)y nomysanuja (Iezzoni u Pritts, 1991).

Ha rpadukony (Ciuka 10) ce jacHO u3aBajajy Tpu rpyme. Pacmopen
HoITyJIalja mo rpynaMa je cjimdaH kKao Ha ¢eHorpamy (Cimka 9). Y mpBoj
rpynu ce Haysazu pedepeHTHa BpcTa, JIUT, 3atum xubpuaHa nomysamuja ACM
u nse gumiouaHe mnomynauuje, TJH u TI'BII. [Ipyra rpyma, koja ojrorapa

kiactepy /I, obyxBara TeTpamojiujiHe Momyaanuje u3 BojBoauHe, 3amajHe,
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neHTpasHe u ucroune Cpbuje, mok Tpeha rpyma, caryiacHa ca kiacrepom I,
caZipiKu TeTpamviowgHe Tomysamnuje u3 jyroucroune Cpbuje, Ilpue Tope,
Makenonmuje, byrapcke, XpBarcke, Pemybiuke Cplicke, Kao U /iBe IOITyJaIyje

n3 3anagae Epporre.

oNK enAT
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Auvmenanja 3
&
[=]
o

-0.20
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0.0
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Cmuka 10: PCoA pujarpam pacullama MONyJlalldja KWUYWLe Ha OCHOBY
MehycoOHMX KoedHIMjeHAaTa TE€HEeTHYKUX CJIUYHOCTH, pAobujennx RAPD
MOJIEKyJIapHUM MapkepuMa. [IpBe Tpu gumeHsuje omucyjy 22,31% yKyIHe
BapujabuiHocTy. Enmmncama pasnumuuTix 6o0ja je 00e/e)XeHO TpyNHCambe
MOMy/IALKja, YO4wbHBO U Ha penorpamy (Ciuka 9).

'pyma momysamuja, Koja ce MO IPBOj AUMEH3UjU OJ[Baja MO3UTHUBHO
(mecuo Ha rpadukoHy, Ciirka 10), caip>Ku TPH MOATrpyIie (03HaUYeHe eurcaMa
pasznuuutux 60ja), Koje cy Takohe nmpumeheHe Ha deHorpamuMa. Ha mHXOBY

MehycoOHy nudepeHnujanujy HajBUIlle yTUUy JUMEH3Uje 3 U 1.

I'pyma xoja ce u o MPBOj U IO JAPYTrOj AUMEH3UJU OJiBaja HETATUBHO

(moute, steBo, CiriKa 10) cafip:Ku Takohe Tpu mozArpytne, mel)yTum camo ce rpyma
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O3HauYeHa 3eJIEHOM eJIMIICOM, KOja CaZ[p»KU ToIyJianuje u3 jyroucroune Cpbouje
jacHO ojiBaja OJi OCTAJIHUX M TO Mo auMeH3uju 3. Ocrajse momyJaiuje cy
MPUWJIMYHO PacyTe M caMO YCJIOBHO MOTY JIa C€ CBPCTAjy Y MOTKJIACTEPe BU)eHe Y
¢enorpamy. Ha BapujaGM/THOCT Y OBOj TPYITH, IUMEH3Hja 1 yTHYE€ MHHHUMAJHO.
HHTepecaHTHO je Ma ce TOIyJamdje U3 HCTOUYHe U jyroucrouHe CpbOwuje,
HapouuTo u3 okosinHe Crape u CyBe IJIaHMHE, O3HAUEHE 3eJIeHUM eJIMIcamMa U
Koje y deHorpamMy NpPHUIAJIajy Pa3IUuUTAM KJacTepuMa OWUTHO pas/Bajajy

n3Mely rpyma camo 1o uMeH3uju 1.

4.6. Ananuza reHeTuuke BapujadourHocTu TRAP MoJieKyJIapHUM
MapkKepHuMa

4.6.1. Enexkrpodopercku npoduin

Kao u y cimyuajy RAPD ananusa, JIHK cBe 44 mnonynanuje je
aHanmusupana TRAP-PCR wmetofoM, ca TOM pasjiMKOM IITO je aHaIn3a
VKJbyuHnJia MO JiBe jeluHKe U3 cBake momysamnuje. C 0063upoM Ha HHUCKY
YVHYTapIIOIyJIaIlHOHY BapujabmiIHoCT nobujeny RAPD mapkepuMa, IBe jeIUHKe
[0 TOmyJalMjU Ccy Yy OBOM CJyuyajy IIpeZicTaBjbajie ajlaT 3a IIPOBEpPY
pPenpoAynuOIIHOCTA  MeTo/a, TIIpe Hero 3a yTBp)UBame TeHEeTUUYKe
BapujabwriHocT! yHyTap mnomyaanuja. Ciauka 11a TpeAcTaB/ba THIWYAH
eslekTpodeporpaMm ca JeTeKIujoM pedepeHTHHUX IMHKOBA IOPEKJIOM O]f
amrndukoBanux ¢dparmenara JIHK, mok ce ma Conurnu 116 MOXKe BHAETU
MpeKJIaname /Ba CUTHAJIA KOjU MOTUYY O JBe jeIUHKe HcTe momysamnuje. Ocum
pasiuka y IbUXOBO] pEJIATUBHO] BHUCHUHH, KOja OJIfOBApa peJIaTUBHO]j
koHIleHTpanju PCR mpojykaTa, OUYWIJIEIHO je J1a pasjiuKka y HIAEHTUTETY

MMUKOBA He rocroju. CiuuaH cIy4aj je U ca jeINHKaMa JPYTUX MoIyJIalyja.

Ha Ciunim 12a cy npejictaB/beHe IojeJUHaYHe CUHTETUUKE hoTorpaduje
yunoBa ca TRAP-PCR nupoxayktuma cBux 88 y3opaka, Ao0OujeHUX
koMmbuHanujom npajmepa Ce-OpCPR u Arb4. Vcniop, Ha Ciuiu 120, U3/IBOjeH
je mo jemaH y30pak M3 CBake IIOITyJsalikje, Kako Ou ce aobuiaa cBeoOyxBaTHA

C/JINKa HaMebeHa JJa/buM aHaJIn3aMa.
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Cmuka 11: [lpumepu TRAP enextpodeporpama moOHjeHHUX KAMMIAPHOM
enexktpodpopesom  momohy  cucrema  Agilent 2100  Bioanalyzer;  a)
enextpodpeporpam npoaykata TRAP-PCR peakuyje JTHK jeguuke u3 nomynanuje
YEM pnob6ujen kombuHanujom mnpajmepa Ce-OpCPR u Arb4 (BpesHOCTH W3HAZ
[MKOBa IpEACTaB/bajy AYy)XHUHY y bp); 6) ymopehenu enextpodeporpamu [Be
jeoVHKe UCTe MonyJanyje 1o01jeHn HaBeleHOM KOMOWHAIIYjOM MpajMepa.
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VkynHO je amiuiuduKoBaHO 767 dparmeHara ca 56-116 Tpaka IO
KOMOUWHAIMjU TMpajMepa, MpoceyHo 85,22 (Tabema 6). Ormcer BeauYnHA
nobujeHnx parMeHara HUje JaT, ¢ 003UPOM Jla HeKe KOOWHAaIHje mpajMepa
Jlajy BeJIUKe aMIUIMKOHE 4YHjH Cce IIMKOBM CTamajy, ma ux je Hemoryhe
UIeHTU(DUKOBATH U CTOTA Ce aHAJM3Uparhe HeKHX 07 KoMOWHAaIMja MmpajMepa
3aBpIiaBasio Beh Ha 1000 bp. YKYITHO 741 Tpaka je moKa3uBasia moauMopdusam
usmelyy momysamnuja. IIporeHar moauMop@HUX Tpaka IO MpajMepy ce KPeTao
oA 92,31% 10 99,07%, ca mpocekoM oJ1 96,58%. bes momynamuja: TJH, I'BIL],
ACM wu JIUT, nonmumopdusam ce Kpetao of 80,43% no 88,24%, mpocedHo
83,6%. Paznnunte KOMOWHaIlMje TpajMepa Cy aMIUTH(QHUKOBaIE MPHIHIHO
BesiKU Opoj ¢parmenaTta mo momysanuju. Tako je Hajmamu Opox Tpaka (13)
3abenexen ko nomysanuje 'BL] kombunamujom npajmepa Ce-SS u Arb2, nok
je HajBehu Opoj Tpaka (56) mana nmomysanuja JIJIK y3 komMOuHanujy mpajMepa
Ce-OpCPR u Arb2. KombuHanuje mpajMepa cy gaBajie mpoceuro o 18,95 (Ce-
SS x Arb2) 5o 49,5 (Ce-OpCPR x Arb2) Tpaka 1o IOIyJIal{ju, IPOCEYHO 32,71.
[Tpoceuna wHGOPMATHBHOCT Tpaka II0 KOMOWHaInuju mpajmepa (AvIb)
u3HocwIa je ox 0,3062 (Ce-SS x Arb2) mo 0,4231 (Ce-OpCPR x Arbg), ca
IMPOCEKOM CBHX KoMOWHamuja of 0,3637. PaszaBojua Moh komOuHaIuje
npajmepa (Rp) kperasa ce of1 17,4545 (Ce-SS x Arb2) no 45,2727 (Ce-OpCPR x
Arb4), npoceuHo 31,4444. IIpoceyan mosumMopdHU HHPOPMAIIMOHU CAZPIKA]
(AvPIC) uzHocuo je ox 0,2208 (Ce-Gioh x Arbi) mo 0,2881 (Ce-OpCPR x
Arb4). Ha ocHoBy mipoceune AvPIC BpeTHOCTH 32 cBe KOMOWHAIM]je IpajMepa
“3pavyyHara je mpoceuHa xeTepo3urotHoct (Haw) o7 0,2516 + 0,02. IIpousBos
Hq n myntuiuieke ogHoca (MR) ox 85,22, mao je BpeIHOCT MapKep HHJEKca

(MI) TRAP metopma of, 21,4399.
4.6.2. AHa/sin3a MaTpUlia reHeTUYKUX CJAUNIYHOCTH

JHK 1npodbwtn cBux mnomynanuja, amiuindukoBanu TRAP-PCR
peaknujama, Jaju ¢y MaTPHUKC TeHeTUUKUX CJIMYHOCTU Ha ocHOBY »KakapioBor
koedwurjerTa (Tabena 7). Hajumku mel)ycoOHU kKoeduimjeHT of 0,24 UMasie
cy nomynamnuje UPB u ACM, MAY u ACM, AH/l u ACM, ITJIT u ACM, u BPII u

JINT, nox je Hajseha caamuHoct 3abernexxena usmal)y nomysanuja BPII u ITPC, u
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MJXK u CYT y3 koedunujeHt 1. Y mpoceky, KoebHUIIUjeHT CUYHOCTH u3Mely

CBUX aHAJIM3UPAHUX IOITYyJIAIHja U3HOCHO je 0,48.

Kopemnamuja, 3abeneskeHa MaHTEJIOBUM TECTOM ca 5000 MepMyTaIyja,
u3Mehy wmarpuna mobujenux KakapsoBUM KOe(UIIMJEHTOM CIUYHOCTH U
MaTpuIia KoepHUIMjeHTa jeHOCTaBHOT yropehuBama Ousa je BpJIO BHCOKa U
U3HOCWIIA je 0,98371%*** nok je kopenanuja usmel)y XKakapaosor u JlajcoBor

koedwuIjeHTa Oria joir udpakenuja (0,99797****),

Kopenanmje wmatpuna g00WjeHUX  Pa3IUYUTAM  CHEUPUIHUM
npajmepuma umaiie cy ciaenehe speauoctu: Ce-Gioh:Ce-SS r=0,8354****, Ce-
G10h:Ce-OpCPR r=0,7427**** u Ce-OpCPR:Ce-SS r=0,7341****, mro ykazyje
Ha 3HaYajHy, T U IPWINYHO cJ1aby IMOAyJapHOCT MaTpuIia A001jeHux moMohy
TpHU (pUKCHA ITpajMepa, y3eBIIH y 003Up Jja Cy CBa TPU ceTa IojlaTaka o0ujeHa

HWCTOM METO/IOM U y3 YIIOTpeOy MOTITYHO jeTHAKNX apOUTpapHUX IpajMepa.

4.6.3. MyaruBapujantHe anaiause TRAP nogaraka

4.6.3.1. Kiacrep anaiuza TRAP noaaraka

[Ipema MaTpuUKCy TeHETHYKHX CIUYHOCTH nAobujeHor KakapmoBum
KoeduIMjeHTOM, KOHCTpyHcaH je ¢eHorpam (Cimka 13) Ha KOMe ce youyaBa IeT
3HavajHO AudepeHnpaHux Kiacrepa. KoebunujeHT kodheHeTHIKe Kopesaluje
mpejicTaB/heHOT (peHorpamMa je Bucok (0,9419). Kao u kox ¢enorpama
KOHCTPYHCAHOT Ha ocHOBY RAPD mapkepa, y npBa Tpu kiactepa (A, b u B)
onBajajy ce: kiactep A - pedepentHa Bpcra, C. littorale, mpu roedunmjeHTy
TreHeTUYKEe CJIMYHOCTH O] 0,27 U OyTCTpen MmoApuikoM o 100%; kiaactep b —
xubpuaHa nonysamnuja ACM, 3aje/iHo ca KjactepoM B, koju cajip:kul AUILIOU/HE
nomysarnuje TJH u I'BL, oxBaja ce o ocTanX, TETPAIUIOUAHUX MOIyJalyja
pu koeduIMjeHTy 0,295 U OyTcTpen BpemHOIIhy of 59%, MoK ce Mehycob6HO
pasnBajamkbe kiacrepa b u B oaBuwja mpu kKoedunujeHTy 0,32 ca OyTcTpeln
MOZIPIIKOM 07 59%. JlWIUlowniHe TmommyJanuje kiaactepa B wmelycob6HO ce
NPUJINYHO PaHO pas/Bajajy, npu KoepUIUjeHTy 0,405 U OyTcrpen

3Ha4ajHOIINY 071 96%.
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B 9

0,20 0,28 0,36 0,44 0,51 0,50 07 075

XakapaoB KoeULUMEeHT CIINYHOCTH

Cnuka 13: UPGMA JeHorpaM reHeTHMYKHX CAMYHOCTH IIOMyJIaljdja KUYULe
nobujenux npumeHoM TRAP mapkepa. Kmacrep A mpexcraBmwen je Bpctom C.
littorale (JINT), wnacrep b xubpugHom mnonymauujom ACM, wmacrep B
purtongHuM tonynanujama C. erythraea, mox xmacrepe /I u I' caunmaBsajy
TeTparuiongHe nonynauuje C. erythraea.

TeTpamonHe ToMyJIanyje KUIUIE caunbaBajy kinacrepe I' u [, koju ce
nudepeHIUpajy Ipu KoedUIMjeHTy TeHeTUUKe CJIUYHOCTH O] 0,45 U OyTeTpen
noapiikoM o7, 100%. Kitacrep I' caap:ku camo TeT MOITyJalyja y Koje craaajy
nBe zanagHoesporicke JIEB u HHT, xpBarcka KPK, momynanmja YEM wu3
Penybsinke Cpricke u momystarnuja BPJI us Ipue T'ope, ok ce xiacrep I 6e3
CTaTUCTHUUKe 3HAYajHOCTH AudepeHIpa Ha TpPU Mamwa mnorkiaacrepa. [Ipsu
MOTKJIACTEP CAApP:KH 8 mMmomysamnyja U3 IPHOTOPCKOT IpuMopja, MakenoHuje u
I'puke m nudepeHEpa ce oA Apyra aABa IpH KoedDHUIUjeHTY 0,45. Jpyra u
Tpehu moTkiacrep ce paszaBajajy mpu KoeHUIUjEHTY TeHETHUKE CUIHOCTH O]
0,49, a Beh Ha BpegHOCTH KoedUIlUjeHTa 0] 0,495 IPYTU MOTKJIACTEDP Ce 1IN

Ha /iBe apyne. [IpBa rpyna cagp:ku fiBe nomysiamnyje us nearpaiane Cpbuje, 1Be
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nonynanuje u3 bByrapcke, kao u 7 momysanyja U3 HUCTOYHE U jyTOUCTOUYHE
Cpbuje, nOK je apyra rpymna cadyWibeHa Of MoIlyJanuja MaxoMm u3 BojBoauHe,
[Iymanuje u MauBe u jemHe momysnanuje u3 jyrosamaaHe CpoOwuje. Tpehwm
MOTKJIACTEP je TMPUJINYHO XeTEPOTeH U CAAPIKU JIBe TPyIie IOIyJalija Koje ce
nudepeHIUpajy Ha KoepHUIUjeHTy CIMYHOCTA o7 0,5. IIpBa rpyma caapiku
jenny momysnanujy ca KocoBa m Meroxuje (BUY) um jemHy mormysianujy ca
[Mpoxneruja u3 llpue T'ope (AH]I), Aok ce apyra rpyma cacroju U3 JBe
nomystaruje ca Crape mmanune (KAJI u MOJ), nBe momysanuje U3 3amajHe
Cpbuje (TAP u MAY) u jegue momysaruje u3 BojBogune (EJIM). ¥V oBom

MIOTKJIACTEPY HU JeTHO IPaHambe He moceyje OyTcTpell MOAPIIKY.

0.29 PHHT

Tl‘llﬂ‘l’ UEM

013

-0.02

Oumeraunja 3

AY WPB

017 nET

Te/ oTAP E
| | BNKWLUAB A

TI'IB

-0.60

0.16

Cnuka 14: PCoA nujarpam pacumama rmomnyJjanyja KHauie Ha ocHOBY Mehyco6Humx
KoedHIMjeHaTa TeHeTHYKUX CIUYHOCTH, [o6ujeHux TRAP MojeKyrapHUM
Mapkepuma. [IpBe Tpu JuMeH3Hje omucyjy 15,55% YKylmHe BapujaOVITHOCTH.
Enuncama paznmnuutrx 60ja je 006ee)xeHo Tpynucambe Momnyaalyja YoubHuBO U HA
¢denorpamy (Cnuka 13).
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4.6.3.2. AHasin3a ocHOBHuX koopaunara (PCoA) TRAP

moJaraka

JlujarpaM KOHCTpYMCAaH Ha OCHOBY TpaHC(OPMHCAHUX MaTpHUIA
ZIBOCTPYKO I[€HTPUPAHUX BPETHOCTU TEHETHUKUX CJIUYHOCTU IMOIMyJIaluja
(Cnuka 14) mokasyje 3HA4YajHO pasjBajarbe YETHUPHU IIOIMyJaluje BUleHe Y
knactepuma A, b u B nmpezicrasibeHOT peHOTpaMa 07 OCTTUX TOMyJIaIja U TO
MPBEHCTBEHO 10 JUMEH3UjU 1, KOja y4uecTByje ca 6,65% y ONHCUBAKHY yKyITHE
BapujabmiHOCcTH. J[pyra OCHOBHA KOOpJAHWHATA ONHUCYje 4,94%, TOK Tpeha
y4ecTByje ca 3,96% yKymHe BapHjOMIIHOCTH, a KyMYyJIATUBHO, IIPBE TPU Oce J1ajy
15,55%. IIpBe IBe OCHOBHE jeJIUHHIlE UMajy CBOjCTBeHe BpemHOCTH Behe o 1,
oK je BpemHocT Tpehe Hemro cimabuja u w3HOCHU 0,9197. TerparoumHe
TIOITyJIAIMje KUYUIIE ce Hajla3e YIJIAaBHOM y MO3UTHUBHOM Jiesty auMmeHnsuje 1. Ty
MOTY Jla ce Pa3JINKy]y YeTHpU TPyIle O3HAUeHe eyIMIlcaMa PasIMYuTUx 0oja.
[{pBeHoM 60joM je 03HaUeHa Ipyma IoIyJanuja Koja y peHorpamy mpejicTaBjba
kiacrep I', ¢ TUM 1mITO Ce HUMA TpUAPYXKyje U momysnamnuja EJIM u oHe ce of
OoCTaJIuX IOITyJIallfja pas/Bajajy HajBHIIE 10 JUMEH3UJU 3 U, HEIITO Mame, 10
auMeHs3njaMa 1 ¥ 2. I'pyna mormysanuja o3HaueHa KyTOM eJIUIICOM, TOPEKJIOM
u3 npumopckor aena Ipue I'ope, Makenonuje u I'puke, Koja y ¢eHorpamy
IpezicTaB/ba MocebaH MOTKIacTep Kiacrepa /[, oB/ie je IPUINYHO pacyTa U Ha
IE€HO pacullahe HajBUILlEe YTUUY IUMeH3Hje 2 U 1. /lumensuja 2 y Hajeehoj Mmepu
yTUUe Ha pas/Bajalbe 3eJleHe U IJIaBe TPYyIle, KOje Makbe-BUIIE OATOBapajy

ZIpyroM u TpeheM noTkjacTepy kiacrepa /.

4.7. Kopesanyja reHETHUKHUX CIMYHOCTH JOOUjEeHUX Pa3THIUTHAM

MapKep-cucreMuMa

Ha ocHOBy mMarpuiia T€HEeTHMUKHUX CJIUYHOCTH AobujeHux »KaxkapmaoBum
koebHIjeHTOM, H3padyHaTa je Kopejanuja usMelly momataka mo0HjeHHX
RAPD n TRAP mapkep-cucreMuMa. MaHTEJIOB TeCT ca 5000 mIepMyTalyja je
Jla0 3Ha4ajHy BPEIHOCT Kopejaimuje of 0,7705%*** mrro mpema Rohlf (2003)

Crazia y rpyiy cjiabe carsiacCHOCTH.
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4.8. Kopenanuja reHeTHUKHX CJIMYHOCTH ca reorpadckum

aucTaHnama nsmel)y momysranuja

MaTtpuile TeHeTHYKHX CIuYHOocTH wu3Melly mnomynanuja mobujeHe
npumeHoMm KakapzoBor koeduiujeHTa Cy 3HaA4YajHO KOpeJIMcaHe ca
reorpadckuM aucraHmaMa usMmel)y mux (Tabema 8) y ciayuajy oba mapkep-
cucrema (Ciuka 15). Kopenanuja RAPD mapkepa ca reorpadCKuM JIFCTaHIIaMa
U3HOCU -0,6225%*** " nok je kopenamuja TRAP mapkepa u reorpadCKux
JIUCTAHII TOMyJlallhja HEIITO Mama W HU3HOCH -0,5155%***  HeratuBan
Ipe/iI3HAK y KopeJjanujama je IOCJe[ulla yrnoTpede H3BOPHUX TEeHETHUYKHUX
CJIMYHOCTH, a He JUCTAHIU (BPeTHOCT Kopesanuje O CBaKako OCTajla UCTa, y3

CYIIPOTaH IpeA3HAK).

0,80 a 0,70+ 6

0,74+ 0,66+ o) o
= = o] (o]
g r=-0,6225""" g o r=-0,5155"*
Z 0,68 o] z 0,62
: P 5 X,

[¢] o
o 062 T o 058 8
0 3
g 0,56+ 3 0,54+ o
e e o] o (o] 3
| “ g 5T 1
@ o
= © = 00 ”O-”[“II‘ E]‘)C}O
= 0,44+ = 0,46+
H H
g 0,38+ 2 0,42+ o X
3 8
o

é 0,32+ g 0,38+
% &
x 0,26+ X 0,344

0,20 } } } + } +— + } { 0,30 } } t } — } 4 g J

o o4 08 12 16 20 24 28 32 36 40 04 08 1,2 1,6 20 24 28 3,2 3,6 4,0
Feorpadbcka guctanua (log) leorpadpcka guctadua (log)

Cnmuka 15: KopemauyioHn pauwjarpamu reorpadCKuxX AWCTAaHIM U BPEIHOCTH
reHeTHUYKUX CTMYHOCTH u3Mely momynaumja kuvrua ca BankaHckor monyocTpsa
nobujennx a) RAPD u 6) TRAP mMoneKy1iapHUM MapKepUMa.
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Pesyamamu

4.9. AHaIU3a cazpKaja CEKOUPUAOUTHUX TINKO3UAA

M cpedrba KoHUeHTpauuja CM M cpedra KoHUueHTpauwja M il cpentba KoHUeHTpauumja CB
HAO3EMHMW OEO KOPEH
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Cmuka 16: Konnentpanuja (mg g” cyBe Mace) Tpy CeKOMPHUIOMJHA TTUKO3HUAA
(CM=cBepumjamaput, [Tl=renuuonukpus, CB=cBepo3us) y Haa3eMHUM
znemoBuMa u KopeHoBuMa Owpaka C. erythraea rajeHMx Tpu Mecena vy
crakieHuKy. llpescTaB/beHe BpPEZHOCTH Cy IIPOCEK TPH  IOjeANHAYHe
eKCTpaKIyje Mo MOoIyIalyju.

79



KonrmenTpamnuja cBa TpU aHaJIM3HpaHA jeubera: CBeplHjaMapuHa
(CM), rennmonukpuna (I'TI) u cBeposuma (CB) 3HatHO je Bapupana y
Ha/I3eMHUM JIeJIOBUMA 3aBUCHO o7, rtomysianuje (Ciuka 16), 10K je y KOpeHy TO
6mo ciayuaj camo ca I'TI. Melhjyrum, yHyTap mnomysiainuje, usaMel)y ys3opaka,
BapujabMJTHOCT Y KOHIIEHTPAIUjU OBUX jeINIbeha HUje Ouia U3pakeHa, IITO Ce
MO’Ke 3aK/byYUTH U3 PeJaTUBHO HUCKHUX CTaHJapAHuX rpemaka (Tabena 9). F
cratuctuka (Tabena 10) je mokazasia /1a je BapujaOMTHOCT y CaJipsKajy CBaKOT O/f
OBa TPHU jeINIbera, Kako u3Mel)y mormysanuja, Tako U u3Mel)y fenoBa OUbKe,

“MaJia BUCOKY 3HAUajHOCT.

JIOMUHAHTHO jeUiberbe y HaAJ3€eMHHUM JIeJIOBUMA CBHUX IIOIyJalyja
kuuuile je CM. KoHneHTpaluja oBOT jenuibema je Hajuelrhe HEKOJIMKO ITyTa
Beha o1 KOHIlEHTpalnMje Apyra /iBa aHAJIU3WPaHA CEKOUPUJIONTHA TIIMKO3U/IA
(Cnuka 16, Tabena 9). Tunmuan xpomarorpam y3opaka koji kojux CM HajBuiie
JIOMUHHPA Y OJTHOCY Ha JpyTa /iBa jeHI-EA MpeJICTaB/beH je Ha Coauru 17a.
Melytum, y HeKUM IIOIyJIal[djaMa KOHCTAaTOBaHa je 3HaTHA KoiuuwHa I['TI
(Cnuka 176) wiu CB (Cnuka 178). I'enepainso, 'l je apyru Haj3acTyI/beHUjU
CEKOMPHUIOUTHY TJIMKO3HUJ Y Hai3eMHOM Jiesly BehuHe momystanuja, nok je CB

camo y niorrysanujama: KAJI, ITPC, I'BII, ACM u KPK pena Bestmunne I'TI.

Y kopeHy je momuHaHTHO jemumberse ['T1 (Cruka 17r) ¥ NPUCYTHO je y
BehuM KosimunHaAMa Hero y Ha/zeMHOM zeny (Ciauka 16, Tabena 9). Hacympor
tome, CM u CB cy npucyTHU caMoO y MaJUM KOJWYHMHAMa y KOPeHy, ¢ TOM

pasnukoMm mrto je CM qoMuHaHTHHjU Y ogHOCY Ha CB.
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TaGema 10: AHanM3a BapujaHCe cafpikaja TPU CEKOMPHUAOUTHA TIUKO3WJA Y
HaJ3eMHUM JenoBuMa U KopeHoBuMa C. erythraea mopekioM W3 43 IPUPOJHE

MoImyanuje.

[MTomystamuja Jleo ObubKe
df F P df F P
CM | 42 | 8,65 | <0.0001 | 43 304 | <0.0001
I'TI 42 | 11,37 | <0.0001 | 43 13,6 | <0.0001
CB 42 | 23,12 | <0.0001 | 43 | 20,81 | <0.0001

4.9.1. Kopeanuje y KOHIleHTpaljaMa TPU CEKOUPHIOUTHA

IJINKO3UAA

VHTEepecaHTHO je /1a cy Kopenanuje u3Mel)ly KOHIIEHTpalpja cBa TPHU
CEKOUPUIOUTHA TTTUKO3U/IA Y HAJI3EMHOM eIy U KOPeHY Hajuelrhe Mo3UTHBHE
(Tabena 11). 3HauajHa kopenarnuja (r=0,2063, P<0,05) je npumehena usmehy
koHneHTpanuja I'Tl u CB y Haazemuom aeny. Takole, 3HauajHa Kopesanuja
(r=0,4635, P<0,01) moctoju u y koHIeHTpanuju CB usmely nHaazemuor nena u
kopeHa. Hajseha BpemHocT kopenanwje (r=0,5065, P<0,0001) je usmely
koHIeHTpanuja CM u T'Tl kopeHa, nok usmel)y caapskaja CM u CB y kopeHy

IIOCTOjH Takole 3HavajHa Kopenanuja (r=0,2137, P<0,01).

TabGema 11: ®Penoruncka Kopenanuja uaMelly KoHUeHTpaunuja  Tpu
CEeKOMPH/IOMHA jeANberha Y Pa3/IMYUTUM JleJIOBUMA OHJbKeE.

CM mans. | I'Tl Haas. | CBuags. | CM kopen | I'TI kopen

I'll Hags. | +0,0971
CBHags. | +0,1074 | +0,2063*
CM kopeH | +0,2220 | -0,1104 -0,1031
I'TI xopen | +0,2348 |+0,1488 | -0,2240 |+0,5065%***
CB kopen | +0,1407 |+0,1280 |+0,4635**|+0,2137* +0,1263

4.9.2. Anasuza ocHOBHuUX KomoneHTH (PCA) caap:kaja

CEKOMPUIAONTHUX INIMKO3HU1Aa

Ca rpadukoHa /106ujeHOT aHATN30M OCHOBHUX KoMmoHeHTH (Cimka 18)

caZiprKaja CeKOMPUJIOUIHUX TJIMKO3U/la He MOTY ce YOUHUTH Ipyle MOoIyJanuja,
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KOje ce pas/ZBajajy Mo CcTeneHy IUIOWJHOCTH WJIM TeorpadCKOM IOPEKIIy.
Mehytum, oOcCHOBHa KOMIIOHEHTa 2, Koja omucyje 39,71%  yKyIHe
BapujaOMJIHOCTH M HA KOjy HajBuIle yTuuy KoHrmeHTparnuja I'Il y kopeHy u
caapkaj CB y HajzeMHOM ey, jacHO u3zBaja xubpujHy nomysnamujy ACM.
JlumeH3uja 1 omucyje 44,51% YKyllHe BapujaOMIHOCTH (3ajelHO ca IPBOM:

84,22%) u BOM JoMUHUPA KOHIleHTpanuja CM y HaJil3eMHOM JIeJTy.
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[EB
yau WAKS  xens e ."::m
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z ennt CM-kopeH
T - t = T = T u
S -60 40 dias egyr  -20enhent - 20 40
= Ham. *KOR
S — MOJ CM-napa.
aBNC : *aHn :
TJIH r6L : *PEC : HEMs
PT : :
BNK
Hun
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KomnoHeHTa 1

Cnuka 18: PCA pujarpaMm cafpkaja CeKOMPUJOUJHUX TJIMKO3MJA y HaJ3€MHUM
JeJIOBUMa M KOPEHOBHMMa 43 aHanusupaHe nonynauuje C. erythraea. [IpBe nBe
OCHOBHE KOMITOHEHTE OMHCYjy 84,22% yKyIiHe BapHjabHITHOCTH.
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4.10. Kopenanuje namel)y caap:kaja cekoupuiongHUX IIINKO3UAA U

T€EHETUYKHNX C/INYHOCTH l'[Ol'Iy.?IaI.II/Ija

KBanpaTtHe eyxiuzcke auctaHie wusmel)y momysamuja, mobujeHe Ha
OCHOBY CaJIp?Kaja TPU CEKOMPH/IOU/THA jeUbeha Y HAZ3EMHOM JIeJIy U KOPEeHY
Omwpaka TIIOKazaje Cy CTaTUCTUYKM B3HauyajHy, yMepeHy KopeJyanujy ca
MaTpHUIlaMa TeHEeTUYKHUX CJIMYHOCTH JO0OUjeHUX MOJIEKYJIAPDHUM MapKepuma.
Tako je kopenanuja uaMelly HOpMaJIW30BaHUX IIOo/IaTaka (PUTOXEMU)jCKUX
Mapkepa u RAPD mapkepa 6mia 0,3266, P=0,0058, 10K je y ciayuajy TRAP

MapKepa Kopesarmyja Ouia BUIIa 1 U3HOCHIIA je 0,4504, P=0,006.
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5. Juckycuja

5.1. DbuoauBep3uTeTr KMUYNIE HA BaIKaHCKOM IOJIyOCTPBY

HepnocraTak surepaType Be3aHe 3a aHAIU3Y T€HETUYKOT JHBEP3UTETA
KUYUIlE, JUCIPONOPIIUOHAJIAH je FbeHOj M3Y3eTHOj TepaleyTCKOj BPEeAHOCTH U
OY>KUHU TPaJULINOHAIIHE YIOTpebe y HapoaHo] Menurnuau. OBo ce moceOGHO
OZTHOCU Ha TepuTOpHjy bBasikaHCKOT IOJIyOCTpBa, KOje IpejicTaB/ba je/laH O]l
anujaTHuxX pedyrujymMa W IeHTapa alanTHBHE pPajdjaldje BeJUKOor Opoja

Bpcra (Ferris u cap., 1999).

Capamnrma paclpoCTpameHOCT OMJbPHHX BpCTa HHje YCJIOBJbEHA CaMo
aKTyeJIJHUM KJIUMAaTCKUM W OHOTUYKUM (aKTOpUMa, HEr0 U HCTOPU]CKUM
norahajuma (Vogel u cap., 1999). Benuku pgemoBu EBpome cy Owiu moj
JIUPEKTHUM YTHIIajeM TOCJelbe Bajkcen rianujanmuje ¥ cajallliba
auctpubyiiyja opraHr3ama joIll ITOKasyje 3HaKe KOJIOHH3allMje TUX IOApydYja
Iocjie ToBJauerma riedepa. OICeXHA MMIMHOJIONIKA, IMaJe000TaHUYKA U
dunoreorpadcka ucrpazkuBama cy rmokasaja fia cy mojipydja oko Meaurepana
(ITupuHejcko, ATIEHMHCKO U BajlkaHCKO MOJIyOCTPBO) CIyKIIa Kao peyrujymu
BpCTa 3a BpeMe TOIUIUX W XJIAAHUX nepuonaa riarnujanuje (Huntley u Birks,
1983; Taberlet u cap., 1998). OBu pedyrujymu cy yBeK YK/byUHUBaJIU IJIAHUHCKE
obJiactu, T7ie je MoCTojasia MOTYRHOCT BUCHHCKUX MHTparuja. AKo ce y3Me y
003up mpoceuyaH maj Temiepartype of 1°C Ha CBakKHUX 200 MeTapa Ha/JIMOPCKe
BucuHe (Rind u Peteet, 1985), jacHO je ma cy OWBHH TaKCOHU JIAKIIIE
MPEKUBJHABAJIUA TOILIE U XJIaJIHE ITUKJIyCe TJIalHjalja y MoApydjuMa e Cy ce
Te pasziauke Hajmame ocerwne (Tzedakis, 1993). Ha OCHOBY cajamrmbux
KJIMMAaTCKHUX yCjIoBa M Tomorpaduje, majaBiHe U TeMIlepatypa Tjia uMmajy Behe

rpaaujeHte Ha basikaHy, Hero urze y EBponu (Bennet u cap., 1991).

O mojaBu BHCOKOT T€HETHYKOT JAUBEP3UTETA Y JY?KHUM JiesioBUMa EBporie
(yryiaBHOM y mupeM HOAPYYjy MeAuTepaHcKor 6aceHa, Myers u cap., 2000) u
pEeJIATUBHO HUCKOT T€HETUYKOT JUBEP3UTETa ceBepHHje y EBpormm, decro je
nuckyToBaHo (Hewitt, 1993, 1996). OBo pa3/iBajaibe FTeHETUUKOT IUBEP3UTETA j€e

objanrmeHo XUIIOTE30M Jla ce KOJIOHU3aIlMja MocyIe IJIalfjalyje oBrujaaa caMmo
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ca ceBepHe uBHIle pedyTrHjaJIHUX NOAPYYja; jy»KHUje IOMyJIanuje y TaKBUM
pedyrujymumMa cy Owsie clipedeHe Jja YYECTBYjy V KOJIOHH3AUHjHU, jep cy Owmie
3a7ipKaHe CeBEPHUJUM IoIyjalujaMa Koje cy ce mupuie. OBakaB CIieHapHO
JIoBeo 06U 710 Tora 71a je camo Masia ¢ppakIiija YKYITHOT TeHETUUKOT JITNBEP3UTETA,
KOju je mocrojao y pedyrujyMuMa, KOJIOHH3OBaja IOApydja ociaoboheHa
MIOBJIAYEHEM IJIeUepa, JIOK je TJIABHU Je0 TeHEeTUUKe BapUjaOMIIHOCTU OCTao in
situ y pedyrujatHUM noapydjuma. OBaj MO je YOUJbUB KOJT TETPATLIOUTHUX
omyJjanuja KUYulle. YOWHHBO je /Ja je TeHeTUYKa CJIUYHOCT u3Mely
HoIyJIalija U3 CeBepHUJUX JesioBa bajikaHCKOT IIOJIyocTpBa U3pakeHHja,

HapOYHUTO Kajia ¢y npuMereHu RAPD mapkepu (Cuke 9 1 10).

5.2. IMoaumiouausamnuja Kao0 MEXaHU3aM Op:KaBarba

ouoauBep3UTETA

Ha ocHoBy pacmpoctpameHnocTu nanpatu Asplenium ceterach, Trewick u
cap. (2002) cy ykazasm Ha TO Ja je bayikaH, moceOHO MaHOHCKO-OAJKAHCKU
pervoH u I'puka, 6mo jeman ox pedyrujyma JUIUIOUIHUX IOIyJIalifja, a Aa Cy
TETPAIOJIOUIU TIOCJIe TIOCIIE/Ihe Tallfjalije KOJIOHU30BIN IIpEMa CeBepy U
3amajly Kako OM HaCTaHWJIM HOBOHAacTasa cranuirTa. Koy kuuuiie je npumehen
cmyaH Tpesa. Junnonana noaspera Centaurium erythraea ssp. rumelicum ce
jaB/ba HMCKJBYYHBO Yy MEIUTEPAHCKOM OaceHy, /IOK Ce TeTpaIlIoAHA IOJIBPCTa
erythraea mwmpu pnaneko Ha ceBep (Zeltner, 1970). Melytum, auruiouiHa
mo/IBpcTa MOp@OJIONIKY JInUK Ha TeTpamion/iny (Cauka 5 T U X), 1a Ha OCHOBY
I0jaBe OYUTJIETHUX XOMOIUIACTHYHUX MOPQOJIOMKUX OcoOMHaA Huje moryhe
jacHO pa3JBOjJUTH OBE JIBE IIOABPCTE. ¥3 TO, cj1aba IUBEePTreHIINja aHATU3UPAHUX
TeHOTHIIOBA TMOMONY MOJIEKYJIapHUX Mapkepa, U To pubozomanuux ITS u
xnopomnactHux trnLF JIHK cekBeHIlH, HUCY ycIiese Ja pa3pelle MOACEKIH]Y
Centaurium, y KO0joj ce Hajlaze IWIUIOWAHA W TeTparviouaHa moaspcra C.
erythraea (Mansion u cap., 2005). Monekynapau mapkepu RAPD u TRAP,
MMPUMEREHU Y OBOj CTY/IHjU, BPJIO jacHO cy pas3aBojunu (Ciavke 9 U 13) jeIHHe
nBe purtonaHe nomynanyje TJH u I'BII, a mo Mansion u cap. (2005) IoABpCTY
rumelicum, oz BesMKe rpyle TeTPAIUIOAHUX IOIMyJIaliHja, OAHOCHO IIOBPCTE
erythraea. Y oom norneny RAPD u TRAP Mapkepu Cy ce CBaKaKO IOKa3aju

yenemHujuma o ITS u trnLF cexBennu. Takole, /iBe HaBeneHe AUIIOUTHE
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moITyJ1aryje Mehyco6HO cy mokasasie Behy reHETUUYKY pa3JIuKy Hero OWio Koje
JIBe TeTpaIUIONIHe TomyJiamnyuje MeljycoboM, v To mpuMeHOM 06a TUIIa MapKepa.
HcTpaskmuBarma TeHeTUUKOT TUBEP3UTETA BPCTa poa Asplenium nokasaa cy /1a
JUIUIOU/THE TIOMyJIallFje y TPETHOCTaB/heHuM pedyTrhujyMuMa HMajy BHCOKY
TeHETHYKY BapHjaOMIIHOCT YHyTap W H3Mel)y momysainuja, /0K Cy HHXOBH,
MHOTO IITUPE PaCIPOCTPAEHU TETPAIIONHU MTOTOMITH, Mel)yCOOHO TeHeTHUKH
cnabuje nudepennupanu (Vogel u cap., 1999). ITopehemem crome peaykiiuje
TeHEeTUYKOT IUBEP3UTETA U OpPoja XPOMO3OMCKOT CeTa y TeHOMUMa OpraHu3ama
yTBph)eHO je fia ce KOA JUIUION/A TeHeTHYKa BapujabMIHOCT Opike cMambyje of
terpamionna (Frankham wu cap., 2003), jep TOJHUIUIOWAN WMajy BHIIH
nostuMopdu3aM U aJIeJIHU TUBEP3UTET O] AUIUIONA U Behy XeTepOo3UTrOTHOCT
3a ucre (pekBeHIlUje ajesa y OJHOCY HAa CBOje JUIION/THE eKBUBAJIEHTE.
JlpyruM peurMa, paBHOTeKHA (DpEKBEHIMja PeIeCMBHUX ajiejia BUIIA je KOJ
TeTpaIUIOW/Ia V¥ OAHOCY Ha €KBUBAJIEHTHE AUIUIONAHE JioKyce. Crora, mocroje
Behe moryhHOCTH f]a KO/ TOJIMIUJION/IA IITETHU PELIECUBHU aJleTu He Oyay IMoj
yTHIlajeM  npupoaHe  cenekinuje.  Juctpubynuja  mehymomynanmone
BapujaOMJIHOCTH KUYHIIE, Y 3aBHCHOCTU 07 Opoja XpOMO3OMCKHUX TapHHUTYPa,
O/UTMYaH je TpUMep Koju MOTOphyje OBO mMpaBmao. Y3 TO, IpPe/CTaBJbeHU
pe3yJsiTaTH yKasyjy Ha TO 7ila pedyrujyMH BHUCOKO BapHjabWIHUX JUTLIOWTHUX

HoITyJIalija KUYUIle U IaHac IocToje Ha basikaHCKOM IOJIyOCTpBY.

VY cBOjuM MoOjleJIUMa HacTaHKa MOJUIUIONHUX Tomyaanuja, Fowler u
Levin (1984) cy nmokazanu aa Beha KOMIIETUTHBHA CIIOCOOHOCT MOJIUILIONIA HE
Mopa Ja 00e30e1u HHUXOB OICTaHAK per se. Meljyrum, ako ce moBehaHa
KOMITETUTHBHA CIIOCOOHOCT KOMOMHY]j€ ca MOBHUIIIEHUM (PEKYHAUTETOM, IT0jaBOM
CaMOOILIO/IEbE, WJIM pa3/iBajakbeM CTAHUINTA JBa IUTOTUIIA, H3TJIEH 3a
OIICTaHAK IIOJMIUION/IA ce 3HaTHO yBehamajy. EkcmepumeHTasIHM momau
yKa3yjy Ha TO Jila NOJHUIUIOWJHM3aIhja MOKe Jia IoBeha eKOJIOIIKY
(brekcuOUIHOCT WM CIIOCOOHOCT KOJIOHM3aIldje M Tako YyBeha ImaHce
MTOJIUIION/IA JIa U30ETHY ,,MICK/byUHBakhe MatbUHCKUX nmutoTuiioBa“ (Thompson
u Lumaret, 1992; Soltis u Soltis, 1993). Ha oBaj HaumH MOKe /1a ce objacHU
3HATHO IIMpPa PaCIPOCTPALEHOCT TETPAIUIOWIHHUX Yy OJHOCY Ha MHILIOWIHE

TMoITyJIaIyje Kuunile Ha baJkaHCKOM MOJIyOCTPBY.
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5.3. Hauwun onpammuBama Kao (pakTop yrumaja Ha pacmogesry

T€EHETHUYKE BapI/Ija6I/IJIHOCTI/I KHNUYHIIC

EBosynuja pasMHO)KaBama TIJ/ie Y4YeCcTByje caMO jeZlaH pOJUTEh
(acekcyastTHO pa3MHOMKaBalbe WM CaMOOIUIOAIbA) MOXKe Ja Oyze BakaH
CaCTaBHU J1e0, KAKO YCIIOCTaB/halhd, TAKO U KOET3UCTEHIHje IUIUIOWAA U
terpamiousa (Levin, 1983; Thompson u Lumaret, 1992; Rodriguez, 1996).
Pa3zBoj  acekcyamHOr  pa3MHOXKaBama, Kao  JUPEKTHA  IOCJIEAUIA
MOJINIIOUIN3AIH]€E, je MHTEH3UBAH IIPOIleC KOjU MOJKe J]a U30JIyje TOJTUILTION/IE
on pmumiouza. IllteTHe MyTaluje He MOTY Jla Ce aKyMYJHPajy y BHAY
XeTepO3UIoTa KOJi CaMOOIUIOJHUX TaKCOHA, jep he ce y reHepamujama Koje
7l0J1a3e, OHe pas3ZBajaTH Kao XOMO3WUTOTH W THMe MoBehaTH HUBO T€HETUYKOT
ontepehewma momysnanuje. HuBo reHeTmykor onrepehema  M3a3BaH
HArOMIJIABalb€M IITETHUX MyTallfja je TOBe3aH ca HAYUHOM OILUIO/EhE
(Hendrick, 1987): BpcTe ca BUCOKMM TeHETUUKUM onTepehemeM Texxe y1a Oymay
CTPAHOOIUIOJIHE, JIOK BpPCTE Ca HUCKUM TeHETHYKHM onTepehemeM Texe
camooruionmu. Melhytum, cerperaniioHo TeHeTHYKO omntepeheme je BeoMa
CMameHO KO/ TMOJUIUIONAA ¥ TaKO I[POMEHA Yy HAYWHY OIUIOAIE U3
CTPAHOOIJIOTHOT Y CAaMOOILJIOJTHU MOXKeE J]a Ce MPEKJIONH ca HATJIOM IIPOIIECOM

oJTMIUIONAN3anyje, 6e3 OUTHOT moBehamwa reHeTHIKOT onTepehema.

HauuH onpammBama U OIUIO/IEe BPCTE YECTO UTpa Haj3HAUYaAjHU]Y YJIOTY
y ozxpehuBamwy aucTpuOylidje VyKyIIHE TeHEeTHYKe BapHjaOMIHOCTH Ha
YHYTapIIOIyJIallHOHY U BapujabmiHocT udMely nmomnysnamnuja (Hamrick u Godt,
1989, 1996). Y cTyauju TeHEeTUYKOT JIMBep3uTeTa Iolyaamnuja poga Plantago,
HWCKJBYUHBO cTpaHooruiofaHa P. lanceolata, mokasasia je BUCOKY BapHjaOUITHOCT
YHyTap U ymepeHy audepeHnujanujy uaMely momysnamnuja. 3a pa3jauky o ibe, y
BEJIMKOj MeEpPU caMoOIUIoZHA P. major, moKazaja je peJaTUBHO HUCKY
BapHWjaOWIIHOCT YHyTap, aju BpJO W3pakeHy audepeHIujanujy wusMehy
monynanuja (Wolff u cap., 1994). Takolje, peraTUBHO HH3aK HHBO
VHYTapIOIMyJIAI[HOHOT TeHeTUYKor mosumopdusma je mpumehen koj
camooItonHe Bpere Saxifraga cespitosa (Tollefsrud w cap., 1998). 1lBeToBH
KUUHIlEe TTOKA3Y]y OJIVIOKEHY CaMOOIUIO/bY IIyTeM CHCTeMa MPOTOTUHU]€E, KOJUM

JKUT TydKa IIOCTaje penenTabuiaH TOKOM IIPBOT JaHA I[BeTamba, JIOK aHTepe
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YBpPTamkeM HCIYIITajy TOJIEH TeK Ha Kpajy 1Berama (Brys u Jacquemyn, 2011).
YcTaHOB/BEHO je /la OBaj HAUMH CAaMOOILIOJIEbE€ YUECTBYje Y OIUIOAEbH JI0 55%
CEMEHUX 3aMeTaka y CJIy4ajy IOTIIyHOT OJicycTBa ompammuBada (Brys u
Jacquemyn, 2011). IlpoyuaBajyhu rapHUType ceMeHa HEKOJIMKO EHIJIECKHUX
nomystarja, Ubsdell (1979) je Takohje yTBpAMO Aa je KUUYMIA y CTamby Ja
MPOAYKYje 3HATHY KOJIMYMHY ceMeHa (86%) mocpencTBOM caMOOILIO e, Bpera
cpomHa kuuunu, Gentianella germanica je BUCOKO ayTOKOMIIATUOWIHA U OKO
70% cemMeHa HacTaje Kao pesysaraT camooruionie (Fischer m Matthies, 1997;
Luijten u cap., 1999). IlojaBa ayTOKOMIIATUOMITHOCTH IIOJIEHA U CAMOOILJIO/IIHE
KOJ] KHYHIle Yy JUPEKTHO] je Be3W ca HUCKOM YHYTapIOIyJIal[iOHOM

BapujabwIHOMINY jeIMHKY y aHAJIM3UPAHUM IOy IalkjaMa.

Hayune mpermocTtaBke cyrepuily /a BapujabmIHa JOCTYITHOCT
ompalrrBadya MOKe /la CTBOPU PAa3JIMYUTE CeJeKTUBHE MPUTHCKE HAa CHUCTEM
omwnonmwe (Lloyd, 1992; Morgan u Wilson, 2005; Eckert u cap., 2010). ¥
Ipoy4aBamwy XOJaHJCKUX nomysaanuja Gentianella germanica, Luijten u cap.
(1999) TBpAEe ma Moy yTUIajeM ceJIeKIHje caMo jeIMHKe CKJIOHE CaMOOILIOEbH
OTICTajy Y yCJIOBMMAa €KCTPEMHOT HeJIOCTAaTKa OlpalinBada. ¥ CJIy4ajy CTaylHe
OTPAaHUYEHOCTH Yy KOJIMYMHH TI0JIEHA, OYEKHBAHO je /la Ce KapaKTEPUCTHKE
1[BeTOBa H3MeHe (HIIp. cMarmbeleM HHUBOA XepKOraMuje W JUXOoraMuje), ca
nwbeM TmoBehara MOTEHIMjasla 3a CaMOOIpPAIIMBAaeM, U Tako o00e30ese
pernponyktuBHy curypHoct (Lloyd, 1992; Morgan u Wilson, 2005; Porcher u
Lande, 2005). Takohe, 6usbka MOKe Jja YIITEAN €HEPTH]Y, CMAbEeheM yilarama
y ocoOHHE Koje ciIy:ke 3a ImoBehame aTpaKTHBHOCTH I[BETOBa OIIpaIllMBavYNMa,
Kao INTO Cy Jy’KWHa I[BeTama, BeJIMUMHA I[BeTa WJIM IMPOU3BO/A HEKTapa
(Ornduff, 1969; Elle u Carney, 2003). JeinHKe KHYHUIIE KOje pacTy y CpeinHaMa
I7le je KOJIMYMHA OIpallluBava Majia, UMajy 3HauajHO MaJIoOpOjHHje U CUTHH]E
I[BETOBE, KA0 M Makbe I0JIeHa 1o IBeTy. Takolje, IIBETOBU He MPOU3BO/IE HEKTAP,

a BpeMe IIBeTaa je MPUJINIHO KPAaTKO U Tpaje 4 110 5 1a"a (Brys u cap., 2011).

[Topesr He3aBHCHE CaMOOIUIO/bE, TE€MTOHOTAMHA CaMOOILIO/EbA
(omparmBarbe 1BETa IIOJIEHOM JAPYTOT [IBETA HUCTe OMIbKE) MOXKe Jja Oy/ie Imporiec
KOJUM HacTaje oapehjeHm mpoueHaT ykynHe rapHutype cemeHa (Lloyd, 1992;

Eckert, 2000), HapouuTo y IMOIyJalkjaMa TJe je IPUCYTaH BEJHKH OpOj
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ompamuBava. I[[BetoBu kuuwmie (wux 52-71 (Brys um Jacquemyn, 2011))
MPaBWIHO Cy pacrnopehjeHu y IINTHT, T7e J0JIa3h /0 HCTOBPEMEHOT I[BETarba
6apem gena oux 1BetoBa (Ciauka 1a-f)). ¥Y3acromHo cierame omparmBada Ha
pas3jinuuTe I[BETOBE HCTE jeIUHKE BOAU N0 (AKTHYKOT CaMOOIIPAIIMBAa —
reutoHoramuja (Duan wu cap., 2005) u Moxke jnga moBeha yuecramoct
caMooIpalBama 70 6;1u3y 100% (Handel, 1983). Kox cpoane Bpere Gentiana
straminea, akTUBHOCT OIIpalliiBaya Ha HUBOY je/HE jeJINHKE YECTO Pe3YJITyje y

reuTOHOTAaMHOM ompamiuBamwy (Duan u cap., 2005; He u cap., 2005).

PaszHolleme mojieHa KUUuIle MoKasyje AUCTPUOYIIHN]Y eKCIIOHEHITHjaTHOT
omajiama, rie ce Hajseha KonurHa pasHece y Kpyry o/ 15 MeTapa, a caMo MaJjia
KOJIMUMHA Ha yJabeHuje aectuHanuje (mo 743 merpa) (Van Rossum, 2009a).
Kuuwniy Hajuenthe mocehyjy myse-nedoamnune u3 pamumnuje Syrphidae (91,6%),
oA Kojux cy Hajuemthe: Episyrphus balteatus (34,6%, Cnuka 1h),
Sphaerophoria spp., Scaeva spp., Syrphus spp. u Melanostoma spp., pehe
Oymbapu u conutapHe muesne (Brys u Jacquemyn, 2011). IHTepecaHTHO je Aa
HaBeJleHe MyBe JieOauiuile He mpesiehy pacrojama Beha o 200 mMerapa u ToO
YKOJIMKO He IIOCTOje TperpeKke Ha myTamu Jjera (Wratten u cap., 2003), 0K
oymbapu mpesiehy 1o 2 km, a cosnmrapue muese 10 600 m (Kwak u cap., 1998;
Lovet u cap., 1998; Gathmann u Tscharntke, 2002; Chapman u cap., 2003). ¥3
TO, MyBe JIEOAUITUIE MOTY Jla TIOHECY BeoMa MaJly KotmduHy nosieHa (Talavera

U cap., 2001).

Kox Bpcre Gentianella germanica naucraHile u3Mely momysaiuja cy
MIPWINYHO BEJIUKE, I1a TPOCTOP u3Melyy morrysiaiuja BEpoBaTHO HUje ITOTOJ[aH 32
akTUBHOCT omnpamuBada (Fischer u Matthies, 1998). OBa mojaBa je TUIIMYHA 3a
BPCTE KOje HaCTamby]y 3eMJBHIIITA CA HUCKUM Ca/IPIKajeM XpaH/bUBUX MaTepHja U
Yyhja Cy CTAHUINTA TPEACTaB/beHa MaJIMM OCTPBHMa Y HWHTEH3UBHO
KopuITheHOM IOJFOTIPUBPEAHOM Tiej3axky (Jennersten u cap., 1992), WIH Cy
IBbUXOBE CyCeZlHEe IIOMyJalje pas/iBOjeHe IIMyMCKOM BeretamujoM. OBHUM
BpcTaMa Tpumaza W Kuuura. [[yropoyHe MUTpallOHE IPenpeKe Y3POKYjy
nudepeHIujanyjy momyaanuja 3axpabyjyhu reHeTuakoM pudTy, MyTanyjama,
cesleknju, edeKTy YCKOT TpJsa Win edeKTy OCHHBaua, HAPOUUTO y MaJUM U

orpaHuyeHuM nomynanujama (Slatkin, 1987; Barrett u Kohn, 1991). 'eHeTHuKa
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nudepeHnujanuja usMmel)y nomynanuja je mpumeheHa KoOJ BeJIMKOT Opoja
PEeTKHMX BpCTa M cMaTpa Ce Jla je HacTajia Kao pe3yJiTaT ClipedaBarba MPOTOKA
rena usmel)y nomysnanuja (Raijmann u cap., 1994; Travis u cap., 1996). 360r
cBera HAaBEEHOT, JIaKO je O0jaCHUTH BeOMa CKPOMHY YHYTapIIOIyJIAaI[UOHY
BapujabmiHocT (0,48%**** ykynmHe BapujabwyIHOCTH) JAeTeKToBaHy RAPD
mapkepuma (Ciouke 7 u 8). IlpermocraBiba ce Jia ToIyJaimyje Koje rybe Ha
OpojHOCTH ca/ip’Ke HHU3aK HUBO TE€HETUUYKOT JauBep3uTeTa 300r moBehaHe
BepOBaTHONhe yKpINTama y CPOACTBY M CJIYyYajHOT Te€HETUYKOr aApudTa Koju
nenyje y ManuM W usosoBaHuM momyinarnujama (Ellstrand u Elam, 1993).
Hucku HUBOM reHeTHUYKe BapHjaOMIHOCTH, Hal)eHU YHyTap MasuX IOITyJIaluja
Bpcra: Gentiana pneumonanthe (Raijmann wu cap., 1994), Gentianella
germanica (Fischer u Matthies, 1998), Salvia pratensis, Scabiosa columbaria
(Van Treuren u cap., 1991), Angelica palustris (Dittbrenner u cap., 2005),
Pulsatilla vulgaris (Hensen wu cap., 2005), Dictamnus albus (Hensen wu
Oberprieler, 2005), Eulophia sinensis u Zeuxine strateumatica (Sun u Wong
2001), BEpOBATHO Cy pe3ynaTar edekra OCHMBaua, edekTa yCKOr Tpja Ha
TIOITyJIaIHje, CHAXKHOT T€HEeTUYKOT ApudTa, Kao U KoMOuHanuje 6110 KOjUx o/t

HaBeJieHnX Mexanuszama (Van Treuren u cap., 1991).

5.4. YHyTrapmomyJalfjuoHa ¥ MehynmomyranuoHa BapujaGuIHOCT

KHUYHUIIE

Ananuza MosekynapHe Bapujance, AMOVA, mnokaszajia je BeoMma
U3paKEHy TeHETUUYKy audepeHOujanujy wusMelly momysanuja KAYHUIE
(99,52%**** yKyllHe TeHeTHYKe BapHWjaOWJIHOCTH, Tj. HHJAEKC (ukcanuje -
Fsr=0,9952). OBe pesyaTtaTe Ou Tpebayio y3eTH ca OIMPEe30M jep Cy MpoIeHe
MIOMYJIAIIMOHO-TEHETUUKHUX TTapaMeTapa ImyreM BapujadbriHoctu RAPD Mapkepa
MPUCTPACHE 3aXBaJbyjyhul HHUXOBOj MPETEKHO JOMUHAHTHO] pupoau (Lynch u
Milligan, 1994). MeljytuM, HUBOU 3HAaYajHOCTH OBE aHAJIM3€E Cy BEOMa BHCOKH,
IITO yKa3yje Ha MOoy3/laHoCT pe3dyiTara. Kao u Koj Kuuuile, BUCOKA TeHETUYKa
nudepeHUpaHocT — nomynanuja  Gentiana — straminea  Moxe ~— OuTH
MIPOY3POKOBaHA KOMOWHOBAHUM JI€jCTBOM T'€UTOHOTAMHOI CaMOOIPAIINBAIbHA,
cioxkeHe reorpaduje TepeHa W KJIMMATCKUM OCIHIIallijaMa TOKOM JIyKeT

BpeMeHcKor nepuoza (Li u cap., 2008). Y npoydaBamuMa JIBE CUMIIATPUYKE
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Bpcre poga Delphinium, Williams u cap. (2001) ¢y mOKa3aIu 1a MHOTOIIBETHA
Bpcta D. barbeyi uma HMKU CTelleH YHAKpPCHE OIUIOA€ ycien ImoBehaHor
TeUTOHOTAaMHOT CaMOOIIpallfBaka U JIeceTocTpyko Behy audepeHnrpaHOCT
nomysiarnuja y nopehemy ca Bpcrom D. nuttallianum, xoja Tpou3BOAU CaMO

HEKOJIMKO [IBETOBA U Y BEJIMKO] MEPH j€ CTPAHOOILIOIHA.

Van Rossum (2009a) je Ha OCHOBY HOJaTaka J00UjeHHX AJO3HUMCKHM
MapKepuMa II0Ka3ao [la Ce aHaJW3WpaHe IOIyJalje KUYUIE Y OBOM
WCTPa)KUBahy 3HAUYajHO  pAa3JIUKYjy, VIPKOC KpaTKUM reorpadcKkum
nucTaHllamMa wusMelly ®ux (23 710 7060 wMerapa), mokasyjyhm HUCKY
VHYTapIOIyJIal[MOHy  TeHEeTUYKy  BapujaOWIHOCT,  Hajuemihe  BHCOKe
koedunujenTe nHOpuAUHTA (Fis), IIITO MOXKe J]a JOBEJIE 10 TeHETUUKE epo3Hje U
moBeha oceTspuBOCT Ha cpeAuHCKe cenekTuBHe mputucke (Vucetich m Waite,
1999; Henle u cap., 2004). Mayia 6pOjHOCT HEKHX MOIyJialyja Kuuuiie (6-2132
jenmuke (Van Rossum, 2009a; Brys u cap., 2011)) je mobap mokazaTesb Ja
TeHEeTHYKH JpudT BEpOBAaTHO UIrpa BaXXKHYy YJIOTY y  OApKaBamby
YHyTapIIOIyJIalliOHe BapujaOMIHOCTA Ha HIUCKOM HHBOY. Edekar ocHrBaua 6u
Morao aa Oyze jomr jemHo on ofjalimera, aad Kako He IOCTOje ca3Hama o
HCTOPUjH TIOIYJIAIfja, TEIIKO je OJ[PEAUTH KOja O/ CTOXAaCTHUKUX CHJIA UMa
HajBehy yTuIaj Ha YHyTapIIONMyJallOHy BapHjaOMJIHOCT KWUYHUIIE, IITO, OIIET,
MOJKe /la ce pasJjIHKyje o] IoIlysanuje A0 nomysnamnuje. [IpuposiHa ceneknuja y
M30JIOBAaHUM TIOIyJIaljaMa, Koja BOAU Ka OfabMpy ONTHMAJIHUX T€HOTUIIOBA
mpeMa JIOKAIHUM YCJIOBUMA CTAHUIITA, MOXKe Takole /1a Oyze pasjior HUCKe
yHyTapIIoIyIaliuoHe Bapujabmwinoctu kuuue. [lomynanuje Bpere Gentianella
germanica, KOje Cy caunibeHe O/ HajBUIIle 1000 jJeJUHKH IT0Ceyjy HUCKE HUBOE
TeHeTHYKe BapujabWIIHOCTH, a aJaNTHBHA BPEJHOCT OW/baka M3 MaJUuX
MoITyJIalyja je yMameHa Y OJTHOCY HAa OHe W3 BEJIMKHUX IOIyJIallhja, He caMo y
MPUPO/IM, HETO U y EKCHEPUMEHTAIHO KOHTPOJIMCAHUM YCJIOBHUMA Tajerha
(Fischer u Matthies, 1998). Hucka yHyrap- ® BHcOKa MeljymomysamnuoHa
BapUjabMTHOCT y CEKYHJApHO HACTAJIMM CTAHUIITHMA MOKe Takohe na Oyze
pe3yJITaT HUCTOPUJCKUX IIPOIeca, Kao INTO je W30JIalfja U CMAarbelhe TyCTUHE
MOITyJIaIja, Koje cy ImpoJsiaswie Kpo3 edekaT yckor rpsia TokoM Ksaprapa

(Hofhanzlova n Fér, 2009). IllaHnce 3a TpeXuB/baBame BpPCTe MpHJIaroheHe
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CBETJIUM U OCYHYAHUM CTAHUIITHUMA, Kao IITO je KNYUIIA, 3HAYAJHO Cy CMAIhEHE
pas3BojeM IIIyMCKe BereTanyje TOKOM KJIMMAaTcKor onTuMyMma y XosoneHy. Ha
BEJINKO] TepuTopuju bankaHa, uuje Majie HQJIMOPCKe BUCHHE Hajuelnrhe HUCY
oHeMoryhaBajie pa3Boj IIyMa, KHYHIIA je MOIJVIA Ja OIICTaHE caMoO Ha
M0jeIMHAYHUM, U30JI0BAHUM MECTHMa, I/ie 3eMJBHUIITE WJIN reoMOpPQOJIONIKH
yCJIOBH HHUCY Owim morogHu 3a dhopMHUpame KOMIAKTHHX Iyma. [loueB of
Cpenmer Beka, KpUerme IIyMa Ha BUCHHaAMa je OMOTYhMJIO IIUpere KUYHUIE y
IIOTPA3H 3a CBETJIONINY, Ha CEKyH/IapHO (popMUpaHe IIAHUHCKE JIUBaJle. YJIora
JBY/ICKUX aKTUBHOCTH y IIMPEHY OBe JIEKOBUTe OWU/bKE Takolje He cMe OuTu

HUCK/by4Y€Ha.

FeHEeTHYKe MOCIENNIE PEAYKIHje V BEJIMYUHH TOIMyJIaldja U noBehane
usonanuje ycien dparMeHTanyje CTaHUINTAa 4Yecto cy pasmarpade (Van
Treuren u cap., 1991; Jennersten u cap., 1992). Kuuuna je kpatko:kuseha,
JMeTUMUAYHO caMooIutofaHa Bpera (Ubsdell, 1979; Brys u Jacquemyn, 2011), ma
reHeTHYKa audepeHIHjanja U3Mel)y IOIysanuja MOXKE M J1a Ce OUeKyje
(Hamrick u Godt, 1996). Tako, youeHa BHCOKa reHeTHYKa aAudepeHIujamnmja
u3Melly aHanm3upaHWX ToOMyJjalyja KAYWIlE Ha DBaJKaHCKOM IIOJIyOCTPBY
(Cyiuke 9 u 13) ykasyje Ha TO /ia je NPOTOK reHa usMel)y HUX BEPOBATHO
oHeMoryheH Wi HAa BeoMa HHCKOM HUBOY. Ha OCHOBY HCTpaskuBama Koje cy
Nybom u Bartish (2000) cupoBesy, aHaTU3UPajyhu 108 CTyHja T€HETHIKOT
MUBEpP3UTETAa PA3JIMYUTUX OWBHUX Bpcra jobmjeHor RAPD wapkepuMma,
3aKJbYYEHO je Jla jeTHOTOAUIIE, CAMOOIUIO/IHE, PAHO CYKIIECHBHE BpCTeE, Ca
IIXPOKOM PpAaCIpOCTPameHoINy, KoOje IIPOAYKYyjy CeMeHa ca HUCKHM
KaIlaluTeToOM pacejaBarba (HIIp. TPaBUTAIMjOM), UMajy HajBehu IOTeHIHjasl 3a
BHCOKY TeHeTHuKy audepeHryjanujy wusmely mnomymanuja. Kuuwuima, kao
JIBOTOJTAINIEFA, PAaHO cyKiecuBHa Bpcra (Van Rossum, 2009a, 2009b) ca
mUpoKUM pactpocrpamwemeM (Flora Europea online database, 2011) u
ceMeHHMa Koja HeMajy crernuduuan cucreM pacejaBamba (Ubsdell, 1979),

HCITyEhaBa CBE YCJIOBE 32 BUCOKY AU epeHITUPAHOCT IeHUX MOIMyIayja.

Y muwby ucnuTuBama reorpadCKux Bapujanpja IITO Behux pasmepa, a
y3€BIIH Y 003UP IPETIOCTAB/beHY HUCKY YHYTapIOIIyJIAIMOHY BapHjaOMIHOCT

KUYHIIE, IPECTAaB/LEHO UCTPAKUBAILE je 00YXBAaTUIJIO BEJIMKU OPOj MOy IaIyja,
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ca TpH jeiHKe 1o momysianuju. OBaKBe eKCIIEPUMEHTATHE MOCTABKE CY YecCTe,
aKO ce TeXH /Ia Ce HCIIUTA IIOCTOjarbe FreHETUYKe BapUujabIIHOCTH BPCTE per se
(amp. Tollefsrud u cap., 1998; Mehrnia u cap., 2005; Guggisberg u cap., 2006).
Crora, 1o6ujeHa BPeAHOCT YHYTapIIOMyJIallMOHE BapHUjaOMITHOCTH Y OBOM Pajy
MO’Ke OUTHU IOTIIEH-EHA, jep je aHAIM3UPAHO caMO HEKOJIMKO Ou/baKa M3 CBaKe
nonysnaiuje. Melhjyrum, aHasiM3upaH je BeJIMKU OpOj MOJIEKYJIADHUX MapKepa U
kopuiheH je victu Opoj jeIMHKH U3 BeJUKOT Opoja momysanuja. Ocum Tora,
AHAJIM3WPAH je YUCT, HEKOHTAMUHHUPAH OWJbHH MaTepujas MOPEKJIOM U3 in
vitro ycioBa, a jequake 3a uzosnanujy JHK cy 6upaHe mOTYHO HACYMHUYHO O
MyJia OJf HEKOJMKO CTOTHMHA WCKJIUjaINX CeMeHa W3 CBaKe IOMyJalluje
(konexiuje ceMeHa pa3JIMYUTUX BpcTa OMbaka Cy BPJIO YECTO KopHIlTheHe Kao
[I0JIAa3HU MaTepHjasl 3a aHA/IN3e reHeTHYKOr uBep3urera (Lattoo u cap., 2008;
Pandey u cap., 2008; Khan u cap., 2009; Baghalian u cap., 2010; Mujaju u
cap., 2010)). Ha ocHOBY cBera HaBeZIeHOT, 3aK/byUlll 3ACHOBAHU HAa peJIATUBHO]
pacmojie i TeHEeTHYKe BapHjaOWIHOCTU YHYTap W H3Mel)y aHaIM3UpPaAHUX
TOITyJIalja KMYUIle MOTy OUTH BEPOJIOCTOjHO AoHelieHHu. Takohe, kako 6u ce
u3bersia ca0KeHOCT U MPEOIIIUPHOCT, MOAANH KojuMa je, y3 ynotpeby RAPD u
TRAP mapkepa, aHaJTU3MpaHa TeHeTUUYKa BapHjabmiaHOCT n3Mel)y momysamuja
KUYUIlE MyJITUBAapHUjaHTHUM MeTojiamMa (JIFCKycHja y TOTJIaBJby 5.7.), CBEAEHHU

Cy Ha camo jeJIHy jeuHKY 1o nomyinamnuju (Ray u Roy, 2009).

5.5. BepomocrojHocT moxaraka nooujeaux RAPD u TRAP

MOJIEKyJIADHUM MapKepuMa

TokoMm mzonanuje u npeunithaBamwa /IHK, HapounuTo u3 JIEKOBUTUX U
apoMaTUYHUX OWJbaka, MOKe Jia johe so aerpagamnuje JTHK engoHykieazama,
KO-M30JIalldje BHCKO3HHMX IIOJIMcaxapuja, moaudeHosa, WIA JAPYrHX
CEeKyHZ[apHUX MeTaboJIMTa KOjU JMPEKTHO WIW HWHIUPEKTHO omeTtajy PCR
peaknwujy (Skori¢ u cap., 2012). Ko-u3oamnuja CEKOUPUAOUTHUX U KCAHTOHCKUX
IJIMKO3U/1a, KOJU IOMUHHUPAJY Y CEKYHAAaPHOM MeTa00JIM3My KUJHIIE, CITpeueHa
je mo/iaBameM CEJIEKTUBHOT CPE/ICTBA 3a TAJIOKEHe HYKJIEWHCKUX KHCEJTUHA —

HeTWITpuMeTIIaMoHujyMm 6pomusia (CTAB).
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Cnaba ammiudukanuja npoaykata y PCR peaknuju Moxe aa Oyje
n3a3BaHa BesimkuM kosmunHama PHK y y3opky. 300r Tora je HaKOH H30J1aIfyje
HYKJIEMHCKUX KHCeJIMHa Wu3BpIeHa Aerpazamuja PHK mo kparkmx jaHara

HYKJIEO3HU/1a, Koju He oMeTajy PCR peaxkiujy.

[Tpema Wolfe u Liston (1998) mocebHy naxmy NpUIUKoM usBohema PCR
peakiuje Tpeba oOparuth Ha TO Jsa kKoHTamuHaHTHa JIHK He Oyze
amiinukoBaHa.  CraHzapsiHe Mepe ompesa  o0yxBaTajy — ymotpeOy
CTEepWINCAHUX peareHaca W APYTUX I[OTPENIITHHA, IMUIETHUX HAacTaBaka ca
(unrepuma u ykbyunBame HeraTUBHUX KOHTposia (Tj. PCR xoMmnoHeHTH 6e3
JJHK) 3a cBe peaknuje. Yak U y3 cBe cTpore KOHTpoJe, ,morpemHa“ JTHK
MIOPEKJIOM W3, Ha IPUMep, €HJOCHMOMOHTHUX OpraHW3aMa WM IaTOTeHa,
Moxke Outu amiutugukoBaHa (Liston u cap., 1996). 360r Tora cy 3a U30JIaIujy
JJHK xopumrheHe WCK/BYYUBO OW/bKe J00HWjeHe H3 ceMeHa M TajeHe Y
CTEPUJIHUM In vitro ycmoBuMa. TuMe je n3bernyra MoryhHocT aMIiuinguKaIyje
crpane JIHK, koja Om mnpyXwjia TmorpemnrHe 3aK/bydke € HeaJleKBaTHY

HHTepnpeTaquy TE€HETUYKOI AUBEP3UTETA KUYHIIE.

IIpermuzna ananmusza RAPD wmapkepa 3aBucu oj mnoysgane PCR
amiuindukamnuje ¢parmMeHarta, Ha Kojy Moke nga yrude uwcroha JIHK,
KOHIIEHTpaIija MarHe3ujym XxJjaopuza, oaHoc mnpajmep:/JIHK, pazauuure
TeMIlepaType XuOpHUAu3aIFje IpajMepa ca MATPUIOM, KAao0 M KBAaJIUTET
TepmocTtabmine nosuMmepase (Ellsworth u cap., 1993; Williams u cap., 1993).
Crora je crangapausanuja RAPD mpoTokosia HEOIXOAHA Kako Ou ce usberse
eKkcriepuMeHTaHe Bapujanuje (Dowling u cap., 1996). 360r cBera HaBeJIEHOT,
W3BpIIIEHA je MaK/bUBa U OMIIUPHA onTUMHU3anuja ycaoBa PCR peakiiyja, Kako
RAPD (Skorié u cap., 2012), Tako u TRAP Mapkepa, YUMe Cy Cce CTEKIU yCJIOBH

3a HEIIPUCTPACHY aHAIN3Y HOIIyJIallMOHOT TeHETUYKOT IUBEeP3UTeTa KUUUILE.

Hekosuko dakTopa Moxe Jja yTruye Ha IPOIleHy FeHETHUKe y/1a/beHOCTH
jemuHKH: Opoj ymoTpeO/beHHX MapKepa, JAUCTPUOyIMja MapKepa y TeHOMY
(MOKpUBEHOCT TeHOMA), Kao U IIPUPOIa €BOJIYIIUOHUX MeXaHU3aMa KOjU CTOje Y
ocHOBHU BapujabmiaHocTy (Powell u cap., 1996). OntuMazaH 6poj JIOKyca 3aBUCH

o7l came OUJbHE BPCTe, HheHe PEeNpOAYKTHBHE OMOJIOTHje, HUBOA MPOTOKA reHa
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usMel)y nomnysnanuja, uta. Y ciydajy AFLP mapkepa, cMarpa ce /ia je HajMambe
200 JIOKyca NPUXBAT/PUBO 3a aHAINU3y TE€HETHYKE BapUjabUIIHOCTH WJIN
nudepeHIyjauje nomynanuja (Mariette u cap., 2002; Hollingsworth u Ennos,
2004; Cavers u cap., 2005; Singh u cap., 2006). [Ipumenom 16 nipajmepa RAPD
METO/IE y HAIll0] €eKCIePUMEHTAJIHO] aHalIu3u aMIUTN(pUKOBAaHO je 408
nouMopdHUX Tpaka, JOK je ca 9 kKoMmbuHanumja mpajmepa TRAP meTtooMm
nobujeHo 767 pparmenara JIHK. 3a pumorenercke ananusze RAPD mapkepuma
Landry u Lapointe (1996) mpernopyuyjy ynoTpeby HajMame 12 mpajMepa, 0K
NOTPeIIHN HCXOAW MYJITUBAapUjaHTUX aHauu3a, IpeMa HUXO0BO] CTYAHUjH,

MIPAaKTUYHO J]a He TI0CToje ynoTpeboM 16 mpajMepa.

Heku on mpobsiema ca kojuma ce RAPD kao TeXHUKA Cyo4aBa U KOjU Cy
panuje obpasyoxkeHu (moryiaBbe 1.6.1.), Y OBOj CTYAUjU CYy TIPABUIHO
OKapakTepucaHu U y HajBehoj Mepu peneHu. Ciraba penpoaynubuanoct RAPD
aHaIM3a je 3HaTHO IpeBa3Hul)eHa ycaBpIlaBamkheM JIaOOPATOPUJCKUX TEXHUKA U
HaYMHA JIeTeKIHje Tpaka. JouI jeslaH off Behux moTeHnujayiHUX mpobsema je
MUTake XOMOJIOTHje W3Mel)y Tpaka WcTe Ay)KUHEe U JIOOWjeHUX UCTUM
npajmepom. Meljyrum, 6pojHe cTyauje cy MOTBP/IAJIE /1a CYy OBaKBU (hparMeHTH
UJICHTUYHU TI0 TOpeKJly, OapeM KaZa Cy y HUTamy aHAJIW3€ YHYTap BpCTe
(Lannér-Herrera wu cap., 1996; Rieseberg, 1996; Wu u cap., 2000). Kao
OCHOBHHU U3BOp Tpemiaka y RAPD aHayin3aMa HaBOAY Ce KOMITETHUIHja u3Mel)y
(¢parmenara, koja ce oriyiezia y Tome sia he perke cexkBenne JIHK umatu mamby
IIAHCY J1a ce aMIUTU(QUKYjy Hero moHoBbeHe cekBeHIle (Halldén u cap., 1996).
OBa mojaBa Moske Ja ce mojada y rpynHuM yasopuuma (Yu u Pauls, 1993;
Brummer u cap., 1995). 360r Tora je 3a nmocraBky RAPD-PCR peaknuja, 3a TpU
O/IBOjeHe peakiuje 1o mormysanuju kopuithena /THK mojequHauyHUX jeIMHKU

KUYHILE.

TRAP mapkepu cy JI0 CajJia HaJa3WId MPUMEHY caMO y IOJbOIPUBPEH
(Hu u Vick, 2003; Hu u cap., 2005; Alwala u cap., 2006; Hu u cap., 2007; Yue
U cap., 2009), xoptukyarypu (Deng u cap., 2007), aiaronoruju (Qiao u cap.,
2007) u mukosioruju (Xiao u cap., 2010). JegaH oy 6uTHUX mMpobiieMa OBHUX
MapKepa je y TOMe IITO je TEeIIKO JI0Ka3aTH KOJIMKH je IMPOIeHAT IPOAyKaTa

nobujenux TRAP-PCR peakidjoM IIOBe3aH Ca CEKBEHIIOM CHenudUIHOT
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npajmepa. IlpermocraB/ba ce ga je BehwHa d¢parmeHara IOPEKJIOM O]
MOTPENIHOT CIIapuBama ImpajMepa u IubHe cekBeHlle [IHK, 3axBaspyjyhu
HHUCKO] TeMIlepaTypyu Xxubpuamsanuje y IPBUX HeKOIWKo mukiayca PCR
peaknuje. Mehyrum, pasnuke y npodwinMa, A00HjeHHUX jeTHAKUM
apOUTpapHUM MpajMepruMa, y3 YIOoTpeOy pasIMYuTHX CIeNuUIHUX ITpajMepa
yKasyjy Ha To Jja y aMmIiinduKaIiuju oapehernor 6poja Tpaka y ozapehenoj mepu
yuecTByjy u cruenuduunn npajmepu. Crnabuje kopesnanuje usamelly mojaraka
nobujennx ymorpebom Tpu cnenuduyuHa mpajMmepa (0,7341%%**, 0,7427%*** n

0,8354****) roBOpE y MPUJIOT OBOj ITPETIIOCTABIIH.

Yrpkoc HeraTUBHUM pacipaBaMa y norjezny yrnorpebe RAPD mapkepa y
MIOIYJIAIMOHO-TEHETUUKUM CTy/MjaMa, CIPOBEAEHO je HEKOJIMKO YIOpPeIHUX
HcTpakuBama usmel)y amosuma, RAPD u AFLP mapkepa, Kao ¥ JPYruX BpCTa
MOJIEKYJIapHUX Mapkepa. OBe cTyauje cy mokasase Aa RAPD Mapkepu uUMajy
CIMYHY aHAJIUTHUYKY e(DHUKACHOCT Kao u Apyre TexHuke (Sun u Wong, 2001;
Kjolner u cap., 2004). Tako cy, Ipu aHaJIU3Upamkby T'€HETHUYKE CTPYKType Ha
HIDKUM TaKCOHOMCKUM HUBOMMAa, RAPD MapKepy OCET/bHUBUJU O] aJI03UMa
(Nybom u Bartish, 2000), a nojanu go0ujeHn ajo3umMuMa i RAPD TeXHUKOM
cinabo cy kopenucanu (Heun u cap., 1994; Le Corre u cap., 1997). Mehyrtum,
nomar  nobujenu RFLP wu RAPD wmapkepuMma Hajedemhe Cy BHCOKO
kopesucanu (dos Santos u cap., 1994; Thormann u cap., 1994). Rus-Kortekaas
u cap. (1994) u Powell u cap. (1996) npenopyuyjy ynorpedby RAPD mapkepa,
Ipe HEro MHKPOCATEJINTA, 3a CTy/Hje TeHeTUYKe CPOJHOCTH YHYyTap BpCTa,
ycsies, peBesinKe nmoJauMopgHocTr MukpocartenuTa. [lomanu mobujeru RAPD
MapKepuMa Cy 4ecTo JI0OpO KOpeJIMCaHU ca MoJaliMa J00ujeHUM YyIoTpebom
MHUKpOcaTeJInTa, atu nHpopMmaTuBHUjU o7 Bux (Mujaju u cap., 2010), WIH je
puxoBa MeljycoOHa edHUKACHOCT y IpoOy4YaBamky T'€HETHYKOT [IHBEP3UTETA,
cmyHa (Zahuang w  cap., 2004). ISSR Mapkepu IIOKa3yjy CIHYHY
nHbopmatuBHocT ka0 RAPD mapkepu (Martins u cap., 2003; Chen u cap.,
2006), 11a YaK u cjabuju MyaTuiuieke ogHoce oa RAPD mapkepa (Sarwat u cap.,
2008), ok muxoBa Mel)ycobHa kopesamnuja Moke 1a 6yze cinaba (Gupta u cap.,
2008) wim wuspaxenwja (Yildiz u cap., 2011). Y HOBHje BpeMe IIHPOKO

kopunthenu AFLP mapkepH, y BeJINKOM Opojy UCTpa’KUBarba MOKA3Yjy CIUUHY
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nHGOPMATHUBHOCT U yMepeHy Kopesanujy ca RAPD mapkepuma (Albert u cap.,
2003; Ipek u cap., 2003; Kjolner u cap., 2004; Wen u cap., 2004; Shasany n
cap., 2005; Kong u cap., 2011). YopesiHa ucnutuBama eduracHoctu TRAP
MapKepa U JPYruxX MoJIEKyJIapHUX MapKepa He IMOCTOje y JINTepPaTypH, Ia OBO
HCTPaKUBarbe IpeJCcTaB/ba NMPBU paji kKoju ymnopehyje TRAP wmosekynapHe
MapKepe ca JpPYrHM THUIIOBHMa Mapkepa, U TO MoJiekyjaapHuM (RAPD) u

(puroxemujckum.

5.6. HNupopmaruBHOCT RAPD 1 TRAP MmoJieKyJlapHUX MapKepa 'y

AHAJIU3U TCHETUYKOT TUBEP3UTETA KUYUIIC

[Monumopduzam RAPD wmapkepa (98,23%), mobujeH y aHanIu3u
TeHETHYKOT JMBEP3UTEeTa aHAJU3UPAHUX IOIMyJIaluja KUYHIE, II0Ka3ao Ce
W3BaHPETHUM, YaK BUIIUM Y OJTHOCY Ha BeJIMKU Opoj cryauja (anp. Harastova-
Sobotkova u cap., 2005; Gupta u cap., 2008; Li u cap., 2008; Ray u Roy,
2009), IIITO TaKole BaykKu M 3a MPOCeUHy e(PUKACHOCT YIIOTPeO/heHUX IpajMepa
o1 25,5 Tpaka 1o npajmepy (Debnath, 2007; Ray u Roy, 2009; Mujaju u cap.,

2010).

Cnuuna curyanuja je mokazaHa Uy ciaydajy TRAP wmapkepa.
[MonmumopdHoct nobujenux JJTHK dparmenara (96,58%) je Beha, wiim Ha HUBOY
nouMopdHOCTH ITOKa3aHe y JocafanimbuM cryaujama (Alwala u cap., 2006;
Xiao u cap., 2010), A0K je epUKACHOCT IpajMep-KoMOuHanuja Ouia 3HATHO
Beha (Alwala u cap., 2006; Deng u cap., 2007; Hu u cap., 2007; Yue u cap.,
2009) WiIH Ha HUBOY e(dUKACHOCTH IpajMep-KOMOMHanMja KOpUIINeHHX y
pauujuMm cryaujama (Xiao u cap., 2010). AKo ce y3me y o03uUp /a je y OBOj
CTYyIMj¥ TIPBU IIyT KOPHUIITheH CHCTEM KallWIapHe eJIeKTpodopese y JeTeKIUju
TRAP-PCR mipostykaTa, JIOK Cy ZIOCAJlalllibe CTy/AMje KOPHUCTUJIE CEKBEHIlepe ca
uH@parpBeHo-00eIeKeHUM IIpajMepuMa WM CTaHJApAHY eleKTpodopesy y3
Oojere cpebpoM, MOXKe ce 3aK/bYUUTH Jia je cucreM Agilent Bioanalyzer 2100
MoKa3ao oyuyHy Moh gereknuje amiuduxkoBanux JIHK ¢dparmenara. ¥
OHOCY Ha KJIacCu4uHy, arapo3Hy ejekrpodopedy TRAP-PCR tpojykaTta
(pesysitatu HUCY NIPUKA3aHM), KAIUJIAPDHOM eJIeKTPodOpe3oM je IMOCTUTHYTO

3HATHO OoJbe pasz/iBajarbe U JIeTeKIMja OBUX MPOJyKaTa, ma OM OBaj CUCTEM
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Tpebaso MpUMemUBAaTH U y Oyayhum aHasm3aMa, HapOYHTO Kazda je Opoj
amruudukoBanux JJTHK mpoaykaTa 1o peaknuju BHUCOK. YIITe[a Ha BPEMEHY,
XeMHKaJIijaMa ¥ JIPYyTuM pecypcuMa, Kao U MHGOPMaTUBHOCT KOja ce /100umja

OBUM CHCTEMOM HajioMelhyjy 3HavajHa modyeTHa (prHaHCHjacKa yJrarama.

Jeman o T1okasartesba eUKACHOCTH IIpajMepa, WM  IIpajMep-
KobuHarwuja, momuMopdHu nHpopMmarnmonu caap:xkaj (PIC), mokasao je j1a oba
KopuiheHa MapKep-CUCTEMA, Y IIPOCEKY, UMajy A00pY AUCKPUMHHAIMOHY Moh
(RAPD: 0,2354, TRAP: 0,2516), y mnopehewy ca paHUjUM CTyaAujama
(Liibberstedt u cap., 2000; Alwala u cap., 2006; Deng u cap., 2007). PazaBojua
Moh npajmepa (Rp), y ciyuajy RAPD mapkepa (mpoceuno 8,8693) mokazasa ce
BehoMm y omHoCcy Ha mocamamse cryauje (Virk u cap., 1995; Prevost u Wilkinson,
1999; Teklewold n Becker, 2006; Gupta u cap., 2008; Venkatachalam u cap.,
2008), IOk oBa BpeHOCT 3a KoMOuHaiuje TRAP mpajMepa Huje 10 caja
n3pavyHaBaHa. IHTepecaHTHO je HaloMeHyTH 7ia je nmpajmep OPB 15, Koju je, 0]
16 ynorpebspeHnx RAPD tipajMepa, mokasao HajBehy BpesHocT Rp, Takohe 610
HajebUKaCHUjU Of 20 aHAJU3UPAHUX TMpajMepa y CTYAUjH TE€HETUYKOT

nuBepaurera Bpere Jatropha curcas (Gupta u cap., 2008).

5.7. TeHernuka mu@depeHNPAHOCT AHAJTUINPAHUX MOITyJIaHja

KHUYHUILE

Hajuenrhe kopumrheHW HauWHU TPOIEHE TE€HETUUYKE JUCTAHIE WU
reHeTUYKe CJUYHOCTU U3 OuHapHUX mozjaraka cy: /lajcoB koedurujent (Dice,
1945; Nei u Li, 1979), ’KakapyioB koeburujeHt (Jaccard, 1908), koebuiujeHt
jenHoctaBHOr ymopehuBamwa (Sneath u Sokal, 1963) u MoaupUKOBAHU
PorzepcoB koedwunmjent. KakapyioB KoepHIMjeHT y3uMa y O003Up camo
MoKJIanama u3Mel)y Tpaka Koje Cy NpPHCYTHe, a M30CTaB/ba IMApOBE TIE Ce Cy
Tpake oficyTHe. MHOTH ucTpakuBauu usberapajy ga kopucre /[ajcoBy mporeHy
reHeTHUKe UCTaHIE, jep Jaje jeTHaKy 3HAaUajHOCT 0-0 U 1-1 MOKJIaMamkbuMa KO/l
O6uHapHUX mojaTaka. MelyTum, 1-1 mokjamname, y peaylHOCTH, yKa3yje Ha Behy
CJIMYHOCT HETO 0-0, jep IMOCTOjU MHOTO pasjiora 3a U30CTaHaK aMILUTh(UKaIje
u pesynTryjyhe Tpake, ma O-O IIOKJIAllalb€ HE IIPEJICTaB/ba jeIMHCTBEHOCT

3aCHOBaHy Ha IMOPeKJTy, Beh 3acHOBaHy Ha ciyudajy (Mohammadi u Prasanna,
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2003). Bucoke BpeIHOCTH KOpeJIAIMOHUX KoeduliujeHaTa uaMel)y mMaTpuua
TeHETUYKUX CJIIMYHOCTH, JIOOMjeHHX MPUMEHOM KOoe(HUIHjeHTa jeITHOCTAaBHOT
ynopehuBama, Kakapmoor u /lajcoBor koedunujeHta, 3a oba Tuma
MOJIEKYJIADHUX MapKepa, yKadyjy Ha TO Ja Cy NOoJalu J00WjeHu OBUM
KoepUIIMjeHTIMA BHCOKO CaIJIACHH, Ia Cy MYJITUBapUjaHTHE aHAJIN3e
usBpiieHe camo y3 ymnoTpeby JKakapsoBor koeduIjeHTa TIeHETHYKE
cIuyHOCTU. Y JnTepatypu je dyecto Moryhe nHahu mopelema pasmuumtiix
koedHUIjeHaTa reHeTUUKe cIndHocTy (Hip. Johns u cap., 1997; Sarwat u cap.,
2008), anu je KakapaoB koepHUIMjeHT Hajuenrhe MpenopydruBaH Ko ynorpebe
MOMUHAHTHUX MOJIEKYJIApHUX Mapkepa (Duarte u cap., 1999; Shan u cap.,
2005; Alwala u cap., 2006; Chen u cap., 2006; Debnath, 2007; Deng u cap.,
2007; Khan u cap., 2009). Bpennoctu oBor koeduiljeHTa MOTY Jia Bapupajy y
3aBUCHOCTH O] TOTQ KOJIMKO Cy (DUJIOTEHETCKH Y[ a/heHU TAaKCOHU KOjU Ce
TeCTHUpAajy, Ia HeMa IIyHO CMHCJIA yHoopehuBaTu [o0ujeHe TIo/IaTKe ca
JINTEpAaTypHUM. BUTHO je NMpUMETUTH /1a CIMYHOCTH H3Mel)y aHaTU3UPaHHUX
moIyJiaryja Kuauie, nooujene RAPD mapkepuma, ©Majy HEIITo Behu pacrioH
Kakappaosor koedurujenta y ogaocy Ha TRAP mapkepe (Ciuke 9 u 13). To ce
MOKE YOUHMTH U W3 BPEAHOCTH Kopesanuje u3Melly oBa /JBa THIIa Mapkepa.
Kopenanmja ox  0,7705%***  (JlajcoBuM koeUUHjeHTOM  0,7985%***)
mpejicTaB/ba, 1Mo Rohlf (2003) cnaby momymapHoct, Mel)yTum, Kaza ce y3Mme y
063up Opoj aHATU3WPaAHUX MOMyJIallfja U JIOKyca, OBa BPEIHOCT IPE/ICTaBIba
NPWINYHO  CHAaKHY  KOpesjalyjy  MaTpUIla TeHETUYKUX  CIUYHOCTH
aHajM3upaHux nomyaanuja udmely RAPD u TRAP mapkepa. IlpencraBibeHu
MO Cy IPBU CJIy4aj /1a je Y MPOIEeHU TeHETUUKOT TUBEP3UTETA jeJIHE BPCTE

kopuithena kombunaiuja RAPD u TRAP mapkepa.

Y naueny, u /lajcoB u Kakap[ioB HAaYMH H3padyHaBamba TeHETUUKHUX
QUCTAHIIM WMAajy HEJ0CTaTaK KOjU Ce OIJIela Y H30CTaBJ/balby CTATUCTUYKE
IUCTPUOYIMje ayesia, IITO je IMOoCIeAuIa IpUpoze nMeHnona gopmysie (BUAETH
NoryiaB/be 3.4.4.), KOjU TIpeJicTaB/ha CJIy4yajHy IIpoMeHspbuBY. [la 6u ce
IIPEBA3UINIA0 OBaj MpobsieM edUKACHO ce IPUMeyje TeXHUKA OyTcrpena (eHr:

bootstrap), kako 6u ce eMIIHPU)jCKU OAPEANIIA BapUjaHca y30pKoBama (Brown,

1994).
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Knacrep ananmza 44 nomysnanuje kuuurie UPGMA meronoM fiana je, Ha
HIDKUM KoeHUIIMjeHTHMa CJIMYHOCTH, JBa MPWINYHO KoXepeHTa (eHorpama
(Cnuke 7 u 11). Oba Tuna MoJieKyJIapHUX MapKepa BpJIO PAaHO Cy Pa3/[BOjUIN
knacrepe A, b u B o ocranux nomysanuja. [Topen kimacrepa A, Koju je caaprkao
camo pedepentHy Bpery C. littorale v AuIUIOUIHUX TOMyJIalyja Kjaactepa B,
knacrep b je cagprkao camo jenny momysnamnujy — ACM. Ha ocHoBy xabutyca
jETMHKU OBe TIOIyJIalyje, Kao U JIPYruxX MopdOoJIOMKUX 0cOOMHA, Ha TepeHy
Huje Omwo Moryhe JeMaHTOBAaTH beHY MPHUIAAHOCT Mpoyd4aBaHoj Bperu C.
erythraea. Melhjytum, paszvke jyBeHWIHUX OW/baka youeHe MPUJIMKOM Tajerha
in vitro, ka0 U y CTaKJIEHUKY, Y OJAHOCY Ha OW/bKe W3 OCTAJIUX IOIyJaluja,
yKa3uBaJie Cy Ha TO Jia OBa IOMyJIallfja He Mpe/icTaBiba aary Bpery. C 063upom
Jla je Ha TepeHy npoHaljeHa Ha wcroMm craHumTy ca BpcroMm C. teniuflorum,
MPETIIOCTaB/ha Ce Jla OHA IIpejcTaB/ba XubOpuaHu TakcoH C. xtenuiflorum.
Takcon Centaurium xtenuiflorum mnpeacTaB/ba BEPOBATHU aJIOMOJIUILIOU/T
usmelly C. erythraea ssp. erythraea wm C. tenuiflorum ssp. acutiflorum
(Mansion u cap., 2005) U IIUPOKO je PacIpOCTParbeH ITUPOM MeIUTEPAHCKOT
GaceHa, ayii U IPyrUX 00JIaCTH ca MEAUTEPAHCKOM KJIMMOM, Kao IIITO je 3aIajHa
Aycrpanuja, Yune (Zeltner u Mansion, 2003), win 3anagau jaeo CeBepHe

Awmepuke (Mansion u Zeltner, 2004).

PasnBajame wiacrepa I u I' kom denorpama mobujenor RAPD
MapKepuMa HACTYIWJIO je Ha HIKEM KoeUIMjeHTy reHeTUYKe CJIMYHOCTH,
Hero Koa, TRAP ¢deHorpama, anu cy y oba ciaydaja MecTa rpaHama OBa JiBa
KIacTepa Owia TMoApKaHA CHaXHUM OyTerpen  BpefHocTuMma. Tpeba
IpUMeTUTH, MehyTuM, 1a cactaB kiactepa B u I' koz ABa THIIA MOJIEKYIapHUX
Mapkepa Huje wucth. Kiacrep I' y oba ciyuaja objequmbyje pedepeHTHe
nomysanje u3 3amnaaHe Eppore, momynanujy ca XpBaTckor octpBa Kpk,
nomystarnujy u3 PemyOsuke Cpricke, kao u nomystanujy BPJI uz L{pue Tope.
OnBajame reorpacku ya/beHUX MOIMyJIaldja ce JIOTUYHO Hamehe, anu ciyuaj
nomysamuje BPJI Beoma je mHTepecantan. HamMme, oBa momysamnuja ce Hajaa3u
Ha cBera 10-12 km ygasbeHa ox nBe cycenne nomysanuje, MJYK u CYT (Tabena
8), koje ce Ha 06a peHorpama Hasaze y nmocebHom knacrepy (TRAP, Ciuka 13)

wiu nogkiacrepy (RAPD, Cniuka 9). Mehytum, pasyinka y HaIMOPCKO] BUCUHU
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u3Mel)y oBe U JApyre JBe IOIyJIalyje W3HOCHU BHUINE O jeJaH KUJIOMeTap
(Tabenma 1). /lyroTpajHa penpoAyKTHBHA H30Jalldja M3a3BaHA HEIOCTATKOM
IPOTOKA TeHa M yCMepeHa NIPHUPOJHA CceJieKIhja W TeHEeTUYKH ApudT, y3
(aBopu30OBame TeHOTUIIOBA IPUJIATO)eHUX BPJIO CHeUupUIHUM YCIOBUMA
CTaHWIITa, BEPOBATHO Cy YTUIIAJIM Ha TO Jla Ce OBa IMOMyJallyja CHaXKHO
reHeTUYKN AudepeHnyupa oJi Apyrux, reorpadcku Osuckux momysamuja. C
003UpoM Jla ce KWUYMIla Hajuerthe jaB/ha y BeoMa MalMM U H30J0BAaHUM
ToITyJIaIjamMma, u3Mel)y KOjux He IOCTOjU IMMPOTOK I'eHa, OB MEXaHU3MHU MOTY Jja

Oyny obGjanrmerme qudepeHITMPpaHOCTH BehiHe aHaTU3UPaHUX MOIyJIaIuja.

Ha o6a ¢enorpama (Ciuke 9 u 13) je yOUbUBO IPyIUCAbe MOIyIanuja
MIOPEKJIOM ca MOoZpyYja ca MeauTepaHckoM KiauMmom: Makesonuje u ['puke, kao
u nena lpre T'ope. ['pynucarme ocTaiux Mmorysiamnyja, MPeTekHO ca TEPUTOPHje
Cpbuje, mokasyje Mamwy Wwind Behy moBe3aHOCT ca reorpadckumM obsiacTuMa U3
koje motnuay (Cimka 19), Kao u ca reorpadCKuUM yAa/beHOCTHMA u3Mel)y mbux,
BEPOBATHO ycJIes AYTOPOYHUX MHTEPaKI[Uja reHOMa ca Pa3IMIUTUM JIOKAJTHUM
cpeanHCKUM (dakTopuma, ¢ 063upoM Jila reorpadCcKyd M30JI0BAHE IIOIyJIAIlHje
OMJ/bHUX BPCTa TeXKe Jja aKyMyJINpajy TeHETHYKe IIPOMEHE 32 BpeMe pa3BUjarba
aZlanTaiyja Ha KUBOTHe ycioBe (Sarwat u cap., 2008). CiuvaHo reorpadcko
crpykrypupame RAPD u TRAP BapujabwiHoctu kuuwnie aane cy u UPGMA u
PCoA (Cnuke 9, 10,13 1 14).
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3HayajHa KopeJsanuja uaMel)y T€HETHUYKHUX CIIMYHOCTH U reorpadCKux
aucraHu (r=-0,6225**** Cinuka 13a), nobujeHa moganuma RAPD mapkepa
yKasyje Ha TO Jia BapujabmwiHocT RAPD Mapkepa HUje u3jieJbeHa Ha mocebHe
JenMHUIle YHyTap BPCTe, HETO je HENPpeKuAaHa, a AudepeHIyjalyja moIyaamnnja
je kopenmcaHa ca reorpadckum aucraHmama. CiaudHa je cuTyanwja u ca
TeHETHYKUM CJINYHOCTUMA JobujeHuM TRAP mapkepuma, y3 HEIITO CIabujy
kopenanujy (r=-0,5155%***), mro mMoxke /1a ce 00jaCHU THMe Jila IIOKPUBEHOCT
resoma npajMepuMma y ciaydajy TRAP mapkepa, HUje TOJHUKO H3pakeHa Kao
Kajzia cy mpuMemeHn RAPD mpajMepu, ma ce HeIOCTaTaK JIETEKIMje CIydajHuX
mytanuja TRAP MeToja oOrvieJla y CMameHO] KOopesaldju ca reorpadcKuMm
nucTaHniama. M3pakeHa Kopesnanuja u3Mel)y TeHEeTUYKe  CIIMYHOCTH
MOIyJIalija ca EBUXOBUM Teorpad)CKUM JHCTAaHIIAMa YeCcTO je IPHCYTHA KO/
Bpcra ca mperexkHoM camooIuioawmoM (Tollefsrud wn cap., 1998). OBakse
KopeJalnuje HUCy 3a0esexeHe KoJA cpomHux Bpcra Gentianella germanica

(Fischer u Matthies, 1998) u Gentiana pannonica (Hofhanzlova u Fér, 2009).

BaxxHO je mpUMeTHUTH Jja Cy HOoIyJanyje KHJuile baJkaHcKor moyocTpBa
Melyco6HO 3HauajHO reHeTHuKHU Audepeniupane (Civke 9 u 13), IITO ce MOXKe
3aKJBYYHUTH 10 MaJIOj pa3IHIy y Me)yCOOHUM IeHETHYKUM CJIUYHOCTHMA OBUX
MoIyJialja ¢ jeaHe CTpaHe W FHbUXOBUM T€HETHYKHM CJIMYHOCTHMA Ca
pedepeHTHHM TOmMysIanujamMa u3 3anaaHe EBpomne. Ha ocHOBy oBora, Moxke Jia
ce 3ak/pyun Jla bBajikaHCKO TMOJIyOCTPBO TIIpe/icTaB/ba jeAHy OJi o0JacTu

OuoaUBEP3UTETA KUUHIIE.

5.8. JlOoIpHUHOC CEKOUPHUAOHTHUX INIMKO3HUIA KAa0 (PUTOXEMHUjCKHUX

MapKepa y aHa/JIUu3U JUBCP3UTECTA KUYHUIIC

PesraTuBHA KOJWMYWHA CBAaKOT XEMUJCKOT JeAubema y OWBHOM
Marepujaty, opej] TeHETUUKKUX (paKTopa, 3HAUajHO Bapupa M Yy 3aBUCHOCTH O]
ycJIoBa Tajerba, BpeMeHa Oparba, HauMHaA 00pajie OM/BHOT Marepujajia IOoCe
Opamba, Kao 1 ycjioBa ckiaaauinTera (Sheorey u Tiwari, 2011). C o63upom Ja
cpeauHCKU (PaKTOPH KO BEJIMKOT Opoja MeTMITUHCKUX OMJbaKa 3HAYajHO YTUUY
Ha ca/ipikaj ceKyHAapHux Mmertabosimta (Hmp. Dong u cap., 2011; Schlag u

McIntosh, 2012), aHanu3upaHe OWJbKe Cy rajeHe y WIAEHTUYHUM YCJIOBUMA Yy
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CTaKJIEHUKY, KaKo O ce MCOUTajga BapHjaOMIHOCT MOIyJaldja y CaApkajy
CEKOMPHUJION/THUX TJINKO3U/A, HE3aBHUCHO O/ CPEIMHCKUX ycsioBa. IIpemHOCT
aHaJM3e cajpykaja CeKyHZapHUX MerabosnmTa U3 OWbaka TajeHuX y
KOHTPOJIICAHUM YCJIOBHMA CTaKJIE€HUKA y OJIHOCY Ha OWJbKE IOPEKJIOM U3
yCJIOBa In Vitro orjena ce y TOMe Jia Ce Y yCJIOBUMA CTaKJIEHHMKA WHCHUCTHPA Ha
ayToTpoHOM Ha4yMHY HCXpaHe OWbKe, YUMe ce IOCTHKe (PYHKIMOHATHOCT
IIPUMAapHOT ¥ CeKyHJIapHOT' MeTaboyn3Ma OUsbKe aHAJIOTaH OHOM y IIPUPOHUM
cranumTuMa. Hacympor Tome, OWJbKe rajeHe y in vitro ycJOoBHMa IIOJ
BEIITAYKUM OCBET/b€EhE€M, Ha IMIO/JIO3U KOja CaJIp?)KU  HU3BOP YIJbEHHKA
(majuenthe caxapo3sy), cpehy ce ca u3MemeHUM HAUMHOM HCXpaHe (JIeTMMUYHA
xeTepoTpoduja), MTO, CBAKAKO, JUPEKTHO yTUUE KAKO HA IIPUMAapPHH, TAKO U Ha

CEKyHZapHU MeTabosin3aM OMsbaKa.

CekyH/lapHH MeTa0OJIUTH KUYWIlE, a HAPOUUTO CEKOUPHUOUIHU
VINKO3UJY W KCAHTOHU KOPHUINhEeHU Cy y BHUIIlE HAaBpaTa Kao TAaKCOHOMCKHU
Mapkepu poaa Centaurium (van der Sluis, 1985; Jensen u Schripsema, 2002).
OBa wWCTpakMBama Cy IOKa3zaja Jila je JOMUHAHTHO jenumerme Bpcre C.
erythraea ceeprujamapun (CM) ca KoHIeHTpauujom 10 8% cyBe MaTepHje
HaJI3eMHOT Jiesia OmsbKe. Y JApyruM pajzioBuMa HaBogu ce sa je CM Ttakohe
OCHOBHHM KOHCTUTYEHT y Ha/J3eMHUM JIeJIOBUMa KHUUYWIlE U [la je IHerosa
KOHIleHTpanuja ox 3,1% 1o 11,1% cyBe wmace (Nikolova-Damyanova wu
Handijeva, 1996; Aberham wu cap., 2011; Pigtczak wu cap., 2011). Y
HUCTPaKUBamky (UTOXEMUJCKOT JIMBEP3UTETA IOMyJIallFja KHYHIE ca
Baskanckor mosyoctpsa (Siler u cap., 2012), Koj 6H/baKa TajeHUX y in vitro
ycinoBuma, CM ce Takolje IToka3ao Kao JOMUHAHTHO jeumerme. Y Tabenu 9, kao
u Ha Counm 16, MOXKe /1a ce BU/IU J]a CA/IP3Kaj OBOT jeIUbeha U3PA3UTO Bapupa
U TO o1 3,7% 10 13,7% cyBe Mace HaJ3eMHOT jieyia Ombke. Jequmema [Tl (o
25%) u CB (mo 2,3%) y Haa3eMHOM JieJly HE3HATHO Bapupajy usMely
nomysnarnuja (ocum y ciaydajy xubpupaHe momysanuje ACM, kop Koje
koHIeHTpanuja CB y HajzeMHOM ey u3Hocu 3,6%), ma Ou uTOXEMUjCKY
BapujabMIIHOCT KuuuIle Tpebayio Tpaxkutu y canap:xkajy CM y HaJI3eMHOM JIeTy.
Tpeba HaATIOMEHYTH /1a Ce CaZprKaj OBa TPU jeUbEHA HHje OUTHO Pa3JIMKOBAO

n3Mel)y AUTIONIHUX U TETPAIUIOUAHUX IOIMYyJIallHja, 1A je Ha OCHOBY aHAJIN3e
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cajip;kaja CEeKOMPHUIOU/THUX jeINberha HeMoryhe TToCpeHO 3aK/bYYUTH KOJIUKH
je creneH mwiouaHoctu nomysnanuje. Kog Bpere Phragmites australis campkaj
(¢maBoHOUIA y JIMCTY HHje KopeymcaH ca OpojeM TapHHUTypa XpoOMO30Ma
(Gorenflot u cap., 1984), melyrum, HUBO cajziprKaja MPOTEUHA Y JIUCTY, jaCHO
pas3zBaja moIyJanyje OBe BpCTe IMpeMa HUBOY IulougHOcTH (Bahrman wu
Gorenflot, 1983). 36or Tora OW IOBE3aHOCT CEKYHJapHOTI MeTaboau3Ma u
CTeleHa IJIONTHOCTH KUYHIle BEPOBATHO TPEOAIO TPAKUTHU Y CA/IPKAjy HEKUX
JIPYTUX jeluiberba, Ha TMPUMEpP KCaHTOHA, KOjU Cy Takohle y 3HATHO] Mepu
npucytHu koj kuuwuile (Valentdo um cap., 2000, 2002; Jensen u Schripsema,
2002). KommnoHeHTa cekyHmapHOr MeTaboyi3Ma, KoOja 3HATHO yTHYe Ha
IUBEP3UTET MoOMyaanuja kuuuine je u cazpxkaj [Tl y kopeHy, KOju 3HATHO
Bapupa (0,6-3,0% cyBe mace) uzmehy nomysamnuja (Ciuka 18). BapujabuiHoct
OBHUX KOMIIOHEHTH yKasyje Ha MOTyhHOCT moboJsblliarha KBaIUTETa OUJbHE JPOTe
Centaurii herba yxpmramem u ceneknujoM. Huje nmpumeheno rpymnucame
romysamnyja mo reorpadckuM obsiacTUMa IpeMa Cajip:Kajy CEKOUPUIOUTHUX

TJINKO3U/A.

HHTepecaHTHA je IOjaBa /ia je cajip;Kaj TPU CEKOUPUJIONIHA jeqUbEeha,
KaKo y HaJI3eMHOM JieJly, TAKO U Y KOpeHy Hajuelnrhe MO3UTHUBHO KopesucaH (y
YeTUPH CJIydyaja 3HA4YajHO KopesucaH, Tabena 11). OBO ce Moxke 00jaCHUTH
THME JIa C€ OB jeIUhEha CUHTETHIIY UCTUM OmocuHTeTCKUM IyreM (Coscia u
cap., 1969; Inouye, 1970), ma moBehaH caAp:Kaj 3ajeTHUUKOT IPEKypcopa
BEPOBaTHO YCJIOBJ/baBa MoBeharbe KOHIIEHTpalMje cBa TPU jeinibera (Biiter u
cap., 1998). Ocum Tora, KBaHTU(HKAIFja CaMO jeTHOT CEKOUPHUIOUIHOT
mmko3nma, Hop. CM (kako mpeiake eBporcka dapmakomneja — European

Pharmacopoeia, 2010), MO3Ke J1a yKake Ha caJ[p:Kaj Apyra JiBa jeINbema.

OnTuMasial cacTaB CeKyH/IAapHHUX MeTa0oanuTa MoKe Jia Oyzie ceJleKTUBHA
IIPEZTHOCT, Y3 INPEeTIOCTaBKY Jia NPUPOJHA CeJIeKI[Hja BOAM Ka aKyMyJaldju
Pa3IuUTUX jeAumelmha ca 3HadajHUM (apMakoJIONIKUM U OHOJIOIMIKUM
AKTHBHOCTHMA, KOja YYeCTBYjy y CHUCTeMy ona0paHe OWJbKE OJi Pa3IMIUTHUX
HITETHUX OpraHusama, (aBopusyjyhu I0jaBy XeMOTHIIOBA Yy ofpelheHoM

ekocucremy (Fracaro u cap., 2005; Berkov u cap., 2011).
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5.9. YnopeJHa aHAJIN3a FeHETUYKOT U (PUTOXEeMHUjCKOT JUBEP3UTETA

KHnuuIle Ha baJkaHCKOM MOJIyOoCTpPBY

[Toctrojame kopemnaruje uamel)y cazipkaja CeKyHIZAapHHUX MeTaboJIuTa U
T€HETHYKUX CJIMYHOCTH TeHOTHUIIOBA HHUje uecto ImybsmkoBaHo (Vieira u cap.,
2001; Fico u cap., 2003). Meljyrum, 3HauajHa Kopesianpja npuMeheHa je
n3Mel)y TeHeTUUKHUX CJIMYHOCTU 00ujeHux npumeHoM RAPD, onnocHo TRAP
MOJIEKYJIaDHUX MapKepa U caJip)Kaja CeKOMPUJOUJHUX IJINKO3UJA KUYHILE.
[TodHaTo je ma Heke MyTaldje U TeHETCKe MpoMeHe, (EHOTUIICKU JIAKO
Mperno3HaT/bMBe, Kao IITO je HIp. 60ja U OOJHMK IUIOZA, BeJMYHWHA craba,
00OJINK TpaHamwa, UT/. He MOpajy Zia OyAy Mpemno3HaTe 0/l CTpaHe MOJIEKyJIapHUX
Mapkepa (Garcia u cap., 2002). Kao u mopdosionike ocobute, 1 ceKyHapHU
Metabou3am Ousbaka je KOHTPOJIMCAH O/ cTpaHe Beher Opoja reHa, JOK je
BapujabuiHOCT RAPD MapKepa 3acHOBaHa JIMPEKTHO Ha Bapujabuianoctu JJTHK
CEeKBEHIIM cIy4yajHo pacrnopehenux mo menom reHomy (Johns u cap., 1997;
Pandey u cap., 2008). ¥3 T0, RAPD MapKepCKH JIOKYCH MOTY /ia Oy/Ty CMelITeH!
y Hekoimpajyhe perrioHe reHoMa rjie IpOMeHe y ceKBeHIlaMa HUCY OTpaHUYeHe
moTpeboM /1a ce ofip:ku GyHKIMOHUCame reHa. C 063upom fa ce HajBehu 10
reHoMa Ousbke (0KO 90%) He ekcripumupa Ha penoturnckom HuBoy (Williams u
cap., 1990; Yang u Quiros, 1995; Joyee u cap., 1999) RAPD Jjiokycu MOry aa
IIOCTOje KaKO Y jeIMHCTBEHUM, TaKO U Yy IOHOB/beHUM cekBeHIama JJHK
(Williams u cap., 1990, 1993; Thormann u cap., 1994). /lakie y nopeljemwy ca
reHHMa KOjU ce eKCIIpuMupajy, Hekoaupajyhe u monosmeHe JJTHK mory na
TOJIEPUIIY Behy KOJIMYMHY MyTanuja, IITO JIOBOAU J0 OPIKUX €BOJYTUBHUX

npoMmeHa (Lapitan, 1992; Charlesworth u cap., 1994).

Kopenanuja uzmelly marpuiia reHETUUKUX CIMIHOCTH JIoOujeHnx TRAP
MapKepuMa U caJip;kaja CeKyHJIapHUX MeTabouTa KuJuile je Buiia (0,4504**)
y oaHocy Ha RAPD wmapkepe (0,3266%%), mto ykasyje Ha MOTYhHOCT Jia Cy
npwinkoM amiuinukanuje TRAP-PCR mnpoaykata moMohy KoOWHaIuja
cunenupUUHUX U apOUTpapHHUX IIpajMepa, 3HAYAJHY YJIOTy HMayi Oamr
crenuUYHY MpajMepu, KOHCTPYHUCAHU Ha OCHOBY CEKBEHIIH JI€JI0BA TeHa KOju
KOJIUPajy eH3uMe OMOCHHTETCKOT IyTa CEKOUPUJIOU/THUX TUIMKO3uAa. EH3uMu:

repaHuosl 10-XUJIPOKCHJIa3a, IUTOXpoM P450 peAyKTa3da U CEKOJOTaHUH
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CUHTAa3a, KOJU KaTUIUIIY HajMame TPU KOpaKa CHHTEe3e JIOTAaHWHA, IIPEKypcopa
CEKOUPHUJOUJIHUX TJIMKO3UA, ofabpaHu cy 300r Tora INTO €H3UMH KOjU
KaTaJIUIIy peakiiyje HU3BOAHO y bnocuHTeTckoM myTy CM, I'Tl u CB jomr HuCY
nneHtudukoBanu. Jlereknuja OBUX €H3UMa W IpUMeEHa IpajMepa,
KOHCTPYHCAHUX Ha OCHOBY IbMIXOBHX CEKBEHIIH, MOTJIa O jorn OJmke 7la Ha
MOJIEKYJIADHOM HHUBOY pa3jaCHU IIOCTOjarbe€ XEMHJCKOT JUBEP3UTETA U

€BE€HTYyaJIHO HOCTOjaH)e X€MOTHIIOBA KUYHIIE.

Bynyhu ekcrepruMeHTaIHU TPHUCTYNI IPEACTAB/HEHOT HCTPAKUBAIha
mo/ipasyMeBa CeKBeHIIMpamwe oapeheHux dparmenara aobujennx TRAP-PCR
aHaJin3aMa U nopeheme T0OMjeHUX CEKBEHIIM ca CeKBEHIlaMa I'eHa 3a eH3UMe
yVKJbydeHe y OMOCHUHTETCKU IyT CEKOMPUJION/IAa KUYUIlE, AJIM U ca JOCTYITHUM
CEeKBeHIIaMa TeHa CpoAHuX Bpcra. [[obuwjeHu momanmu O6u Moriau OJrke 7ia
Jle(UHUITY peJIaTUBHO BUCOKY KOPEJIMCAHOCT MAaTPHUIla TeHETUUYKUX CIIMYHOCTU
nobujenux ymorpebom TRAP wmapkepa U cajp)kaja CEKOUPHUIOUTHUX
mmko3uza. OBakBM pe3ylaTaTH MOTY Takol)e 3HAUajHO [ia IOIPHHECY
pasymeBamy reHeTHIKOT AUBEP3UTETA KUUUIlE U TIPyKe OuTHe nHdOopManmje o
MOJIEKYJIADHUM OCHOBaMa XeMHjCKOT JUBep3uTeTa OBe (hapMaKOJIOMIKU

3Ha4YajHE BPCTE.
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6. 3axpyunu

* Ananmuza 1mougHoctH kuuuine (Centaurium erythraea Rafn) ca
BankaHckor mosiyocTpBa IIOKaszana je xza je BehuHa (39 om 41)
aHAIM3UPAHUX ITOIyJIallija TETPAILION/IHA, 0K Cy caMo J[BE TUILIOU/THE.

% (OO0e TexHuke mMosiekynapHux mapkepa (RAPD u TRAP), npuMemeHUxX y
MPOIIEHN TeHETUYKOT JUBEpP3UTETa KUYHUIle ca BaJKaHCKOT MOJIyoCTpBa
Jlajie Cy BHCOKY Pe30JIyIhjy U WH(GOPMATHBHOCT Yy CMHUCIY JIETEKIUje
CJIMYHOCTH /pa3/IvKa U3Mel)y aHaJIu3upaHux MoImyJianuja, y3 meljycooHo
3HaAYajHy KOpeJalujy.

* Ilomohy oba TuIla MOJIEKYJIADHUX Mapkepa Jo0ujeHO je jacHO
paszaBajame Tpymna ca XUOPUAHUM, AWIUIONAHUM, U TETPAILIOUIHUM
moImyJalijama, U ToKa3aH je 3HauajaH edekar reorpadcke AuCTaHIle Ha
TeHETHYKYy CJIMYHOCT TeTPAIUIOWAHUX IMOMIyJallhja KUYWIle ca
bankanckor nosyocrpsa.

% VYHyTaproIy/ialioHa BapHjabHUIHOCT IIPOyYaBaHUX IOIMyJIallija KUUUIE
je BeoMa HUCKa, YCJIe]l BEJTUKOT yesla CaMOOIUIO/be U TeUTOHOTaMHUje Y
HACTaHKYy CeMeHa, Kao U CHa)KHOT TeHeTHukor jipudra. Hacympor Tome,
BpJIO BHUCOKA JH(epEeHIINPAHOCT TOIyJalja KUuunuie Ha BajikaHckoM
MOJIyOCTPBY ~ pe3ysaTaT je (GparMeHTHCAHOCTH CTAHUINTA, MAaJINX
MomyJialiija, BepOBAaTHO 3aHEMAapJ/bUBOT IPOTOKa TeHa (Bpcre
ompamuBava, ciaba jucrnep3uja ceMeHa) wu3Melly BHUX, ycMepeHe
MIPUPO/IHE CeJIEKIHje ¥, TaKole, CHAKHOT TeHEeTUYKOr ApudTa KOju
ZieJIyje y MaJIIM M ©30JI0BaHUM IOIyJIaliijaMa.

% HajsactymupeHuja jenumema U3 Tpyle CeKyHJapHUX MerabosauTta
KUYUIle, CEKOUPUIOUIHU TJINKO3U/U, TPEJCTaBJbajy 3HauajaH (akTop
BapujabMJIHOCTH  TOMyJlanyja  KHYHWIle, OJf KOJUX  Ca/IPIKaj
cBepliFjaMaprHa y HaI3EMHOM JeJTy UMa Hajjaun edekar.

* Ilocrojambe Kopesnanuje u3Melly reHeTUUKe CTPYKType IOIyJaluja ¢
ca/ipikaja  CEeKOMPHUIOWIHUX IVIMKO3WZA KUYHIle Ha bajkaHCKOM
MIOJIyOCTPBY MOKe J]a IONIPUHECE eBEHTYaTHOM KOMEPIIHjaTHOM OZjabupy

BHUCOKOIIPOAYKTHUBHHUX '€ HOTHUIIOBA 3a HOTpe6e IUIAaHTaXHE IIPOU3BOAILE.
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% dopmupaHa KOJEKIHdja CeMeHa IPHUPOJHUX IOMyJanuja KUJHUIE ca
BankaHckor mostyocTpBa mpesAcTaB/ba 0a3y 3a €BEHTYIHY ex Situ
3allITUTYy OWOJMBEP3UTETa OBe 3alllThheHe BpCTe, C O003UPOM Ha
OOMMHOCT KOJIEKIIHje TepMIUIa3Me ¢ CIeNUUYHO BHUCOK HUBO
TeHeTHYKe BapHjabTHOCTH U3Mel)y aHATM3UPAHUX IOy IaIlHja.

% Ha ocHOBY cBUX /00HjeHUX IOJaTaKa O TPEHYTHOM OUOIUBEP3UTETY
KU4dIle Ha BajKaHCKOM IIOJIyOCTPBY, MOXKE Ce€ 3aKJ/BYUUTHU /1a FHETOBY
OCHOBY IIPE/ICTaB/ba yIPaBO T'€HETUYKU U (PUTOXEMUjCKU JTUBEP3UTET
u3smely ananusupanux nonynanuja. C 063upoM Ha TO J]a KUIHUIA pacTe
y MQINM H, YCJIe/l PEIPOAYKTHBHE CTPATErHje PambUBUM IOIyJIaljaMa,
YUju OICTaHAK y HajBehoj Mepw 3aBUCH Of JbYJACKUX AKTUBHOCTHU
(mapymaBama CTaHUINTA, MMPEKOMEPHOr Opamba), 3alllTUTa JIOKAJTHUX
TMIOITyJIaIHja, a TUME U TeHETHYKOT JUBEP3UTETA, IIPEJICTaB/ha MPUMapaH

3aJaTak 6y/:[yhe 3allTHUTE OBE BPCTE.
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YuauBep3uteta y beorpamy ymmcao je 2004. roguHe. [[OKTOpCKe CTyauje Ha
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