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Izvod: Hranjiva vrednost kukuruza je dosta niska zbog nedostatka dve esencijalne
aminokiseline - lizina i triptofana. Sezdesetih godina proslog veka otkriven je prirodni
opaque2 mutant kukuruza, koji u endospermu zrna sadrzi 69-100% vise lizina i 66% vise
triptofana u odnosu na standardan kukuruz. Inkorporacija opaque2 gena u visoko prinosne
komercijalne hibride se pokazala neuspeSnom zbog brojnih agronomskih nedostataka i
problema u preradi, uzrokovanih mekim endospermom. Ovi nedostaci mogu biti prevazideni
stvaranjem kukuruza visokog kvaliteta proteina (quality protein maize - QPM), koji pored
opaque? gena sadrzi 1 gene modifikatore tvrdoce zrna. U Institutu za kukuruz "Zemun Polje"
kroz program stvaranja QPM germplazme formirane su F5 i BC1F3 generacije ukrstanja
QPM x opaque, opaque? x QPM 1 standarne linije x QPM. Utvrdene su fenotipske
karakteristike, prinos po biljci, modifikacije endosperma i biohemijske karakteristike zrma
(sadrzaj proteina, sadrzaj triptofana i indeks kvaliteta) FS i BC1F3 biljaka, radi odabira
genotipova za dalji proces selekcije. Potomstva ukrStanja opaque? x QPM su imale najvisi
prinos po biljci - 314,3 g u BCIF3 1 230,2 g u F5. Sadrzaj triptofana i indeks kvaliteta u
celom zrmu F5 i BC1F3 generacijama ukrstanja izmedu QPM i opaque? linija je bio na nivou
sadrzaja triptofana QPM germplazme u 72% genotipova, kao i u sedam od devet ukrstanja
izmedu standardnih i QPM linija. Svi genotipovi koji su imali losu modifikaciju zrna, nizak
sadrzaj triptofana 1/ili nizak prinos po biljci ¢e biti odbaceni u daljem procesu selekcije.

Kljuéne reéi: Kukuruz, prinos, QPM, triptofan, tvrdo¢a endosperma

Uvod

Biljni proteini zauzimaju znacajno mesto u ishrani ljudi i domacih zivotinja,
a od ukupno proizvedenih biljnih proteina dve treCine pripadaju Zzitima. Kukuruz
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spada medu tri najznacajnije Zita u svetu, a u Srbiji se po proizvodnji nalazi na prvom
mestu. Medutim, hranjiva vrednost kukuruza je dosta niska zbog nedostatka dve
esencijalne aminokiseline - lizina i triptofana. Znacajna istraZivanja na poboljSanju
kvaliteta proteina su zapoceta 60ih godina proslog veka, nakon otkri¢a da je u
endospermu zrna prirodnog opaque? mutanta kukuruza sadrzaj lizina povecan za 69-
100% 1 triptofana za 66% u odnosu na standardan kukuruz, Mertz i sar., 1964,
Eggum i sar., 1983, 1985. Kukuruz, homozigotan za o2 recesivnu mutaciju, ima
znaCajno ve€i sadrzaj lizina i triptofana u odnosu na homozigotno dominantan
(0202) ili heterozigotan (O202) opaque? lokus, Crow i Kermicle, 2002. Bressani,
1992, je pokazao da povecane koncentracije ove dve aminokiseline u endospermu
zrma mogu udvostruciti bioloSku vrednost proteina kukuruza. Bioloska vrednost
kukuruza sa visokim sadrzajem triptofana je 80%, mleka 90%, a standardnog
kukuruza 40%, FAO, 1992.

Inkorporacija opaque? gena u visoko prinosne komercijalne hibride se
pokazala neuspesnom zbog brojnih agronomskih nedostataka i problema u preradi -
snizenog prinosa, mekog endosperma, brasnjavog i nepopunjenog zrna, kao i
osetljivosti na trulez klipa i Stetocine skladiStenog zma. Ovi nedostaci se mogu
prevazi€i stvaranjem kukuruza visokog kvaliteta proteina, Vivek i sar., 2008.

Stvaranje kukuruza visokog kvaliteta proteina (quality protein maize -
QPM) obuhvata manipulacije sa tri posebna geneticka sistema: 1) opaque-2
recesivne alele (0202), 2) gene modifikatore/poboljsivace 0202 gena koji pojacavaju
sadrZaj lizina i triptofana u endospermu i 3) gene modifikatore koji transformisu
mekani endosperm u tvrd endosperm, Krivanek i sar., 2007.

Proces stvaranja QPM germplazme obuhvata identifikaciju segreganata u
populaciji koji su istovremeno homozigotno recesivni (0202) i imaju tvrd endosperm.
Prisustvo ovih gena se lako moze utvrditi projektovanjem svetla vidljivog dela spektra
kroz zrmo, koriS¢enjem prosvetljivaca (light box). Zma koja su neprozirma ukazuju na
prisustvo opaque? gena, a stepen neprozirnosti se odreduju vizuelno, na osnovu
stepena transparentnosti, skalom od 1 do 5. Da bi se sa $to veom sigurno$¢u za svaku
fazu selekcije odabralo odgovarajuée zmo (sa 0202 mutacijom i genima
modifikatorima tvrdo¢e endosperma) preporucuje se odabir zrma tipa 3 u F2, tipa 213
u F31F4 generacijama, a u ostalim generacijama samo zrno tipa 2, Vivek i sar., 2008.

Pored odabira odgovarajuéeg tipa modifikovanog zrna, neophodno je
utvrditi sadrzaj proteina, triptofana i indeks kvaliteta (odnos triptofana i proteina).
QPM kukuruz je kukuruz koji u endospermu sadrzi vise od 0,07 triptofana i ¢iji je
indeks kvalitet veci od 0,7, odnosno u celom zrmu vise od 0,075 triptofana i indeks
kwvaliteta ve¢i od 0,8, Vivek i sar., 2008.

U Institutu za kukuruz "Zemun Polje" program stvaranja QPM germplazme
ima sledece ciljeve: 1) stvaranje QPM hibrida ukr$tanjem domacih i introdukovanih
QPM linija, 2) popravku tvrdo¢e endosperma zma postojecih opague? linija i 3)
prevodenje elitnih ZP linija standardnog kukuruza u QPM linije. Do sada su formirane
F5 1 BC1F3 generacije ukrStanja QPM x opaque2, opaque2 x QPM i standardne linije
x QPM). U ovom radu su predstavljeni rezultati fenotipske analize biljaka navedenih
generacija, kao i rezultati biohemijskih analiza i stepen modifikacije zma.
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Materiajal i metode

Cetiri QPM linije (CML144, CML159, CML161 i CML165 iz CYMMITa,
Meksiko), dve QPM populacije (SussF and Mat-pro iz JAMa, Mozmbik) i 15
opaque? linija (iz Instituta za kukuruz, Srbija) je koris¢eno za dobijanje QPM x
opaque? genotipova (16 BC1F3 148 F5) 1 opaque2 x QPM genotipova (18 BC1F3 i
34 F5). Devet genotipova F5 ukrstanja standardne linije x QPM su dobijene od
standardnih inbred linija (B73, 255/75-3 and 255/75-5) 1 genotipva kukuruza visokog
kvaliteta proteina (CML 144, CML159, CML161, CML165, SussF i Mat-pro).

U toku 2010. godine izvedeni su poljski ogledi u kojima je izvrSena
fenotipska ocena biljaka i izraCunat prinos po biljci. Od svakog ukrStanja sejano je
seme sa po dva klipa, u dva reda, a fenotipska ocena je data kao srednja vrednost
deset biljaka Analizirana su sledeca svojstva: visina biljke (VB), visina klipa (VK),
broj klipova (BK), ukupan broj listova (UBL), broj listova do klipa (BLK), duzina
klipa (DK), broj redova zma (BRZ), broj zma u redu (BZR), masa 1000 zrna
(MHZ) i prinos po biljci (PB).

Modifikacije zrna su ocenjene vizualno koris¢enjem prosvetljivaca, prema
skali od 1 (potpuno prozimo) do 5 (potpuno neprozirno). Zrna koja su 25%
neprozima su ocenjena kao tip 2, 50% neprozirna kao tip 3 1 75% neprozirmna kao tip
4. Pojedinacni genotipovi su ocenjivani na osnovu najvece zastupljenosti odredenog
tipa modifikacije pojedinacnih zrna.

Biohemijska analiza F5 i BCIF3 potomstva je radena samo za one
genotipove koji su imali dobru modifikaciju zrna (1 do 3). Ukupan sadrZaj proteina
uraden je po standardnoj Kjeldahl metodi, McKenzie, 1994.

Sadrzaj triptofana je odreden po metodi datoj u Nurit i sar., 2009. Protokol
se bazira na Hopkins-Cole reakciji, u kojoj jedan molekul glioksilne kiseline i dva
molekula triptofana formiraju obojeno jedinjenje sa maksimumom apsorpcije na
560nm. Ukratko, slucajni uzorak od 30 zma je samleven, odmascen i digestovan
papainom. Kolorimetrijska reakcija je razvijena pomocu FeCl;-6H,0 rastvorenog u
glacijalnoj sir¢etnoj kiselini 1 30N H,SO,. Apsorpcija je oitana na 560nm, pomocéu
spektrofotometra. Procenat triptofana je izraCunat pomocu standardne (kalibracione
krive), dobijene na osnovu apsorpcija poznatih koli¢ina triptofana, opsega od 0 do
30pug/ml.

Indeks kvaliteta (QI) je odredene kao odnos triptofana prema proteinu (%
triptofana / % proteina).

Rezultati i diskusija

Program stvaranja genotipova visokog kvaliteta proteina zapocet je sa 107
hibridnih kombinacija (odabranih na osnovu fenotipskog izgleda biljaka, stepena
modifikacije, izgleda i krupnoée F1 zrna), nastalih ukistanjem izmedu QPM linija iz
CIMMYTa (linije belog zma CML144 i CMLI159, linije zutog zrna CMLI161 i
CMLI165, kao i dve sorte - Sussuma flint 1 Matuba Pro, belog zma, visokog kvaliteta
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proteina i tvrdog endosperma), ZP opaque? linija i ZP linija standardnog kvaliteta zrma.

Nakon tri godine selekcije (dve generacije godisnje) formirane su F5 i
BCI1F3 generacije nekih od pocetnih ukrstanja. Deo potomstva je tokom selekcije
davao jalove klipove, netransformisano seme i/ili je ispoljio osetljivost na F.
graminearum, Ignjatovié-Micic¢ i sar., 2010. Kod ukrstanja QPM x opaque? 76%
pocetnih hibridnih kombinacija je dalo F5 /ili BC1F3 potomstvo, dok kod ukrstanja
opaque2 x QPM ovi procenti iznose 61% i39%.

Najmanji broj hibridnih kombinacija koji je tokom selekcije formirao F5 ili
BCIF3 generacije je detektovan kod ukrstanja standardne linije x QPM. Samo je
devet od pocetnih 39 kombinacija dalo F5 generaciju, a nijedna BC1F3 generaciju.
Te kombinacije su: B73 x CML144, B73 x CML159, B73 x Mat-pro, 255/75-3 x
CML144, 255/75-3 x CML161, 255/75-3 x CML165, 255/75-3 x SussF, 255/75-5 x
CML144 u 255/75-3 x CML165.

Najverovatnije, neuspele kombinacije su posledica uticaja egzoticne
germplazme, odnosno neadaptiranosti na nase agro-ekoloske uslove.

Prosecne vrednosti ispitivanih fenotipskih svojstava i prinosa po biljci su date
u Tabeli 1. Vecina ispitivanih svojstava se nije znacajno razlikovala izmedu razli¢itih
tipova ukrStanja. Prosecan prinos po biljci je bio najvisi u BC1F3 generaciji ukrstanja
opaque2 x QPM, a najnizi u F5 generaciji ukrstanja standardne linije x QPM (Grafikon
1). Potomstva ukrStanja opaque2 x QPM su imale najvisi prinos po biljci.

Sadrzaji lizina i triptofana u zrmu kukuruza su visoko korelisani, Vurit i sar.,
2009. Odnos 3:1 lizina prema triptofanu je uocen i kod standardnog i kod QPM
kukuruza, Bjarnson i Vasal., 1992, Vivek i sar., 2008. Zbog brze i jednostavnije
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Grafikon 1. Prosecan prinos po biljci u BCIF3 i F5 generacijama ukvstanja QPM x
opaque2, opaque2 x QPM i standardne linije x OPM
Average yield per plant in BCI1F3 and F5 generations of the following crosses: OPM x
opaque2, opaque2 x OPM and standard lines x QPM
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Grafikon 2. Prosecne vrednosti sadrzaja triptofana (4) i indeksa kvaliteta (B) za sva tri tipa
ukrstanja
Average values of the tryptophan content (4) and the quality index (B) for all tree types of
crosses

metode odredivanja sadrzaja triptofana, tokom stvaranja QPM germplazme prati se
samo sadrzaj triptofana. Sadrzaj triptofana u celom zrmu F5 i BC1F3 generacija
ukr$tanja izmedu QPM i opaque? linija je bio na nivou sadrzaja triptofana (veci od
0,075) QPM germplazme u 72% genotipova. Indeks kvaliteta ovih genotipova je bio
nesto nizi (0,78%) od grani¢ne vrednosti za QPM (0,80%) u BC1F3 generaciji, a visi
od 0,80% u F5 generaciji. Sadrzaj triptofana i indeks kvaliteta u celom zrmu u sedam
od devet ukrStanja izmedu standardnih i QPM linjja je bio na nivou QPM
germplazme. Prosecne vrednosti sadrzaja triptofana 1 indeksa kvaliteta za sva tri tipa
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ukrStanja su prikazani na Grafikonu 2. Ova merenja su izvrSena na odabranim
klipovima, kod kojih je stepen modifikacije endosperma bio visok (tip zrna od 1 do 3).

Osnovni cilj opisanih istrazivanja je stvaranje linija i hibrida visokog
kvaliteta proteina, ¢ijim bi se gajenjem obezbedila proizvodnja potrebnih koli¢ina
biljnih proteina visokog kvaliteta, vee hranjive i bioloske vrednosti u ishrani ljudi i
domacih zivotinja. U QPM kukuruzu, zbog povecanog sadrzaja triptofana, povecan
je sadrzaj niacina (vitamin B3), a zbog redukovanog sadrzaja leucina pobolj$ano je
iskoriS¢avanje kalcijuma 1 karotena. Pored toga, QPM kukuruz se moze
transformisati u jestive proizvode, bez gubitka kvaliteta, pa se moze koristiti za
proizvodnju konvencionalnih i novih hranjivih proizvoda, Akuamoa-Boateng 2002,
Morales-Guerra, 2002. Pri ovome trebalo bi imati u vidu da QPM kukuruz, zbog
visokog kvaliteta proteina (80-90% vrednosti proteina mleka) i visoke bioloske
vrednosti, moze zameniti proteine animalnog porekla u ishrani ljudi i monogastri¢nih
zivotinja (svinja, zivine i ribe). Zna¢aj QPM kukuruza je o€igledan i iz ¢injenice da
se 1977. godine kukuruz visokog kvaliteta proteina gajio samo na teritoriji Cetiri
drzave, a u 2003. godini u 23 drzave na povrsini od 3,5 miliona hektara, Sofi i sar.,
2009.

Zakljucak

Uksstanjem  introdukovane germplazme (izvor QPM) sa domacom
germplazmom, pored QPM linija i hibrida, stvorice se i domaci pul visokog kvaliteta
proteina adaptiranog na lokalne klimatske uslove, koji se dalje moze koristiti u
selekeiji. Uvodenjem u proizvodnju QPM kukuruza znatno bi se smanjio uvoz
proizvoda koji se koriste u ishrani Zivotinja (sojina saCma). Znacaj gajenja QPM
kukuruza (sa visokom hranjivom i bioloskom vredno$¢u) za ishranu domacih
zivotinja postaje sve veci kada se ima u vidu uticaj globalnog zagrevanja (povecanje
temperature vazduha i smanjenje koli¢ina padavina) na smanjenje prinosa kukuruza,
kao 1 sve znacajnije koriS¢enje kukuruza u proizvodnji biogoriva.

Napomena
Ovaj rad je realizovan kroz projekat TR 31068 '"PoboljSanje svojstava
kukuruza i soje molekularnim i konvencionalnim oplemenjivanjem" Ministarstva za
prosvetu i nauku RS.
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Summary

Maize nutritional value is very poor due to deficiency of two essential
amino acids - tryptophan and lysine. It was shown than opaque2 (02) mutations
increased lysine by 69-100% and tryptophan by 66% in the endosperm. The
incorporation of opaque?2 into high yielding commercial cultivars failed, because of
its numerous agronomic and processing problems, caused by endosperm sofiness.
These drawbacks have been corrected in genetically improved, hard endosperm
quality protein maize (QPM) - a genotype in which opague2 has been incorporated
along with associated modifiers. The breeding project at the Maize Research
Institute, Zemun Polje, involves QPM x opaque2, opaque?2 x QPM and standard
lines x QPM crosses, with the aim to improve MRI opaque2 or convert standard
lines into QPM germplasm. F5 i BC1F3 plants of these crosses were phenotyped,
yield per plant was determined and endosperm modification assessment and kernel
biochemical analysis (protein content, tryptophan content and quality index) were
performed, with the aim to select plants for further selection process. Opague2 x
QPM progenies had the highest yield per plant - 314.3 g in BC1F3 and 230.2 g in F5.
The tryptophan content and the quality index in the whole grain of QPM and
opaque?2 progenies were at the levels set for QPM germplasm in 72% analysed
genotypes, as well as, in seven out of nine genotypes of standard lines x QPM
crosses. All genotypes that had poorly modified kernels, the low tryptophan content
and/or the low yield per plant will be discarded from further breeding.
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