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Korelacija geneticke distance samooplodnih linija kukuruza
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Izvod: U radu su na osnovu rezultata analize proteinskih markera i dijalelene analize
(10x10), utvrdene korelacije izmedu geneticke distance (GD) 10 samooplodnih linija i
heterozisa, kao i PKS (posebnih kombinacionih sposobnosti) njihovih hibridnih kombinacija
za prinos zrna kukuruza.

Najmanja vrednost GD utvrdena je izmedu dve linije poreklom iz istog izvora
germplazme, koje su pored toga imale i zajednickog oca. Maksimalne vrednosti GD utvrdene
su izmedu dva para linija, poreklom iz divergentnih heteroti¢nih grupa, koje se medusobno
dobro kombinuju.

Grupisanje linija koje je odgovaralo dvema heteroticnim grupama potvrdeno je
klaster analizom na osnovu proteinskih markera, a takode je u saglasnosti sa klasterima na
osnovu podataka o heterozisu i PKS za prinos zrna kukuruza. Kod oba klastera linije su bile
Klasifikovane u dve grupe. I grupu obrazovale su linije BSSS tipa, dok su II grupu ¢inile linije
Lancaster tipa germplazme. Utvrdena odstupanja bila su kod linija koje nisu pripadale
osnovnim heteroti¢nim grupama. PC analiza uglavnom je dala iste rezultate.

Spearman-ovim koeficijentom korelacije ranga utvrdena saglasnost podataka
dobijenih na osnovu GD linija sa heterozisom i PKS za prinos zrna. Ovim je proverena
preciznost klasifikovanja samooplodnih linija u odgovarajuée heterotiCne grupe na osnovu
izraCunate GD. Jaca i visoko znacajna korelacija utvrdena je izmedu GD 1 hetrozisa
(r=0,422"), dok je za odnos GD-PKS iznosila r=0,309".

Kljucne reéi: Geneticka distanca, heterozis, klaster analiza, PCA, PKS.
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Uvod

Uspeh programa oplemenjivanja kukuruza zavisi prvenstveno od
efikasnosti metoda koriS¢enih za Sto brzu identifikaciju linija koje daju potencijalno
dobre hibride, Hallauer i Lopez-Perez, 1979, Hallauer, 1990. Metode koje ovo
obezbeduju ne mogu se zasnivati samo na proucavanju fenotipskih karakteristika,
ve¢ zahtevaju dobro poznavanje strukture genoma biljke. Geneticki markeri
predstavljaju metodu kojom je dobijeno mnogo vise informacija o strukturi i funkciji
genoma samooplodnih linija i njihovih hibridnih kombinacija, nego bilo kojom
drugom metodom klasi¢ne selekcije.

Znacajan parametar koji moZe da ukaze na geneticku osnovu heterozisa na
molekularnom nivou je nivo varijacije u ekspresiji razli¢itih gena izmedu roditeljskih
linija ili linija i F, hibrida, Tsaftaris i sar., 2000. Ova varijabilnost moZe se proceniti
na nivou proteina, prouc¢avanjem varijabilnosti koli¢ine pojedinih proteina, Damerval i
sar., 1987, Leonardi i sar., 1991.

Neki istrazivaci predlazu proteine kao geneticke markere, jer oni kao
specificni produkti gena mogu da ukazu na geneticku specificnost ispitivanog
materijala i na osnovu toga mogu biti koristeni kao markeri za karakterizaciju hibrida
i samooplodnih linija kukuruza, kao i za ispitivanje geneticke Cistoce semena,
Koranyi, 1989, Drinié-Mladenovic i Konstantinov, 2002, Wang i sar., 1994,

Istrazivanja su pokazala pouzdanost ove metode u pogledu karakterizacije
samooplodnih linija 1 njihovog svrstavanje u heterotitne grupe, Konstantinov i
Drinié-Mladenovié, 2000. Predvidanje heteroticnog efekta prilikom hibridizacije
samooplodnih linija ispitano je korelacijom izmedu heterozisa za prinos i indeksa
sli¢nosti izraCunatog na osnovu proteinskih markera, Drinié-Mladenovi¢ i sar.,
1996. Ovim je utvrdeno da se ispoljeni heterozis za prinos zrma povecava §to su
razlike izmedu linija na osnovu polimorfizma proteina vece.

Materijal i metode

Deset samooplodnih linija standarnog kvaliteta zrna, razli¢itog porekla i iz
razli¢itih heteroticnih grupa ukrStano je po principu dijalelnog metoda bez
recipro¢nih kombinacija. Linije srednje rane vegetacije bile su: ZPPL 149 i1 ZPPL
225 (BSSS), ZPPL148 (Wf9), ZPPL 151 i ZPPL 204 (Lancaster), dok su srednje
kasne bile sledece linije: ZPPL 15 (BSSS), ZPPL 200 i ZPPL 80 (Lancaster), B 97 i
ZPPL 52 iz nesrodnog izvora.

Analiza kombinacionih sposobnosti uradena je po modelu Griffing-a, 1956,
a heterozis je racunat u odnosu na boljeg roditelja, Kraljevic-Balalic i sar., 1991.

Proteini su izolovani iz klice po metodi Wang-a i sar., 1994. Primenjena je
SDS-PAGE elektroforeza (SDS - polyacrylamide gel electrophoresys) po metodi
Laemmli-a, 1970. Na osnovu dobijenih rezultata utvrdena je GD za parove samooplodnih
linija po formuli Nei-a i Li-a, 1979, a ove vrednosti su posluZile za izvodenje klaster
analize i analize glavne komponente (PCA - principal component analysis).
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Na osnovu matrice GD uradena je klaster analiza UPGMA metodom u
SAHN programu uz pomo¢ NTSY S-pc softvera, Rohlf, 2000. Klaster analiza takode
je primenjena i na rezultate heterozisa i PKS prinosa zrna. Na osnovu sva tri
posmatrana parametra uradena je PCA pomocu programa DCENTER i EIGEN.

Korelacija rezultata dijalela sa podacima dobijenim na osnovu proteinskih
markera utvrdena je uz pomo¢ Spearman-ovog koeficijenta korelacije ranga r,, Zar,
1999.

Rezultati i diskusija

Najmanja vrednost GD bila je izmedu linija ZPPL 204 i ZPPL 200 (0,094).
Ove linije pripadaju germplazmi istog porekla, odnosno tipa Lancaster, a takode
poseduju i zajednickog oca. Maksimalne vrednosti GD uocene su izmedu dva para
linija ZPPL 148 - ZPPL 15 i ZPPL 148 - ZPPL 52 (0,359). To je ujedno potvrda o
poreklu ovih linija, s obzirom da je linija ZPPL 148 poreklom iz heteroti¢ne grupe
WI£ 9, dok je linija ZPPL 15 dobijena rekurentnom selekcijom iz lowa Stiff Stalk
Synthetic-a, a linijja ZPPL 52 predstavlja nesrodan izvor tvrdog zrna, evropskog
porekla koji se dobro kombinuje sa drugim heteroti¢nim grupama (Tabela 1).

Klaster analiza primenjena je na podacima o genetickoj distanci (Grafikon
1), heterozisu (Grafikon 2) i PKS.

Dendogram koji je dobijen na osnovu GD analiziranih genotipova ukazuje
na to da su linije rasporedene u dve grupe, odnosno klastera. Ovi Klasteri jasno
razdvajaju genotipove koji po poreklu odgovaraju heteroti¢nim grupama BSSS i
Lancaster (Grafikon 1).

Prvi klaster sadrzi linije poreklom iz heteroti¢ne grupe BSSS i obuhvata
linije ZPPL 149 1 ZPPL 225, koje su medusobno vezane u jedan subklaster, a za njih
je vezana linija ZPPL 15. Ovaj klaster sadrzi joS§ jednu liniju koja je za njega slabo
vezana, a to je linija tvrdog zrna ZPPL 52, koja vodi poreklo iz nesrodnog izvora u
odnosu na obe heterotine grupe i pripada evropskoj germplazmi (Grafikon 1).

Drugi klaster sadrzi linije koje su uglavnom Lancaster tipa germplazme. I
ovde je primetno izdvajanje subklastera - naime dve linije, ZPPL 204 i ZPPL 200,
kao linije sa zajednickim roditeljem ¢ine jedan subklaster, zajedno sa linijjom ZPPL
80. Za ovaj subklaster vezana je linija ZPPL 151, koja je takode pripadnik ove
hetroti¢ne grupe. Dve linije B 97 1 ZPPL 148 labavo su vezane za subkalster
Lancaster. Linija B 97 poreklom je iz nesrodnog izvora i bolje se kombinuje sa
linijama iz heteroti¢ne grupe BSSS-a, §to je samim tim ¢ini geneticki udaljenijom od
te grupe, dok linija ZPPL 148 vodi poreklo iz trece heteroticne grupe Wt 9, a prema
dobijenim podacima pokazalo se da je geneticki bliza Lancaster grupi linija
(Grafikon 1).

Klaster analiza na osnovu podatka o heterozisu (Grafikon 2), primenjena je
kako bi se proverila preciznost klasifikovanja samooplodnih linija u odgovarajuée
heteroti¢ne grupe na osnovu izraunate geneticke distance.

Osnova grupe I na oba grafika su samooplodne linije koje po poreklu
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Grafikon 1. Klaster na osnovu GD 10 samooplodnih linija kukuruza
Cluster based on GD of 10 inbred lines

pripadaju heteroti¢noj grupi BSSS, dok su u grupi II uvek bile zastupljene linije
Lancaster tipa germplazme. Razlika u klasifikovanju genotipova izmedu klastera na
osnovu genetiCke distance i heterozisa, javila se u pogledu rasporeda linija koje po
poreklu nisu pripadnici dve osnovne heteroticne grupe. Naime, linije ZPPL 52
(evropskog porekla), B 97 (iz nesrodnog izvora) i ZPPL 148 (Wf9), su na Grafikonu
2 bile grupisane u subklaster grupe I, odnosno BSSS grupe. Za razliku od ovoga,
linija ZPPL 52 je prema klaster analizi na osnovu GD pripadala klasteru BSSS, dok
su druge dve bile labavo vezane za klaster grupe Lancaster (Grafikon 1).

Grupisanje linija klaster dijagramima na osnovu GD u heteroti¢ne grupe,
koje odgovaraju onima dobijenim na osnovu porekla tih linija i heteroticnog efekta
koji su ispoljile potvrdeno je u mnogobrojnim radovima, Smith i sar., 1990,
Melchinger, 1990, Eri¢, 2004.

Rezultati dobijeni na osnovu PC analize genetickih distanci bili su u
saglasnosti sa klaster analizom. Na jednoj strani jasno su se grupisali genotipovi koji
pripadaju Lancaster tipu germplazme (3, 4, 6 1 7), a na drugoj pripadnici BSSS grupe
(5, 8110) (Grafikon 3).

Hibridi Lancaster tipa germplazme grupisani su mnogo gusce, od drugog
tipa, a njima vrlo blizu nalazila se i linija B 97 (2), koja je 1 po klaster analizi pokazala
slicne osobine. Prema rezultatima PC analize najsli¢niji medusobno bili su
genotipovi 314, 2 1 6. Druga grupa, koja odgovara heteroti¢noj grupi BSSS, bila je
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Grafikon 2. Klaster na osnovu heterozisa za prinos zvna kukuruza
Cluster based on data for grain yield heterosis

mnogo manje kompaktna i razlike unutar nje medu genotipovima bile su vece.
Genotipovi 119 ne pripadaju ni jednoj grupi i pokazuju najveée medusobne razlike
(Grafikon 3).

Grupisanje linija u heteroticne grupe uz pomo¢ grafikona PC analize na
osnovu heterozisa za prinos zrma kukuruza nije tako precizno kao na osnovu
prethodnog grafikona. Genotipovi koji su gusto grupisani u srednjem delu grafikona,
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Grafikon 3. PC analiza na osnovu GD 10 samooplodnih linija kukuruza
PCA based on GD of 10 inbred lines
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oko preseka nultih ordinata, razli¢itog su porekla. Vece razlike primeéene su unutar
grupe Lancaster, gde je najveca slicnost bila izmedu genotipa 6 i 7. Unutar grupe
BSSS sli¢ne su bile linije 8 1 10, dok je linija 5 bila izdvojenija (Grafikon 4).
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Grafikon 4. PC analiza na osnovu heterozisa za prinos zrna kukuruz
PCA based on data for grain yield heterosis

Koris¢enje samo PCA ili klaster analize moze da doprinese nedovoljno
sigurmoj proceni pri svrstavanju linija u heteroti¢ne grupe, Pinto i sar., 2003. Zbog
toga ovi autori predlazu koriS¢enje obe metodologije, kako bi se sa ve¢om
pouzdano$c¢u genotipovi klasifikovali u odgovarajuée heteroti¢ne grupe.

Jacina veze izmedu geneticke distance, heterozisa 1 posebnih kombinacionih
sposobnosti za osobinu prinos zrna kukuruza utvrdena je na osnovu Spearman-ovog
koeficijenta korelacije. Ovim koeficijentom ustanovljeno je da je visoko znacajna
veza bila izmedu GD linija i heterozisa za prinos zra (r= 0,422**), dok je nesto niza
1 znacajna vrednost utvrdena izmedu geneticke distance i PKS prinosa zma (1=
0,309%).

Negativna znacajna korelacija utvrdena je izmedu heterozisa za prinos i
geneticke slinosti roditeljskih linijja na osnovu polimorfizma proteina, Drini-
Miladenovi¢ i sar., 1996. Istrazivanja u ovom radu u saglasnosti su sa ovim, jer
geneticka sli¢nost predstavlja recipro¢nu vrednost genetickoj distanci.

Pozitivne i znacajne ili visoko znaCajne korelacije utvrdene su izmedu
heterozisa za prinos ili PKS i geneticke distance na osnovu razliCith metoda
molekularnih markera, Melchinger, 1990, Benchimol i sar., 2000, Drinié-Mladenovié i
sar., 2002. Zakljucak svih ovih istrazivanja ipak je bio da i pored toga Sto je
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koeficijent korelacije izmedu heterozisa za prinos zma i GD bio pozitivan i
uglavnom znacajan, nije dovoljno visok da bi se sa sigurnoscu koristio u predvidanju
heterozisa. GenetiCka distanca mogla bi da se koristi za svrstavanje genotipova u
odgovarajuce heteroti¢ne grupe, ali ne i u predvidanju osobina i potencijala hibrida.

Zakljucak

Vrednosti koeficijenta korelacije ranga govore o dobrom slaganju podataka
dobijenih na osnovu proteinskih markera sa podacima o heterozisu i posebnim
kombinacionim sposobnostima. Podudarnost ovih podataka u smislu klasifikacije
linija u heteroti¢ne grupe potvrdena je klaster i PC analizom.

Koris¢enjem molekularnih markera, procena geneticke divergentnosti linija
postaje jednostavnija, te se veéi broj linija moze svrstati u odgovarajuce heteroti¢ne
grupe. Podaci dobijeni na ovaj nacin, u korelaciji su sa podacima zasnovanim na
morfoloskim karakteristikama ili poreklu genotipova, ali se njihova superiornost
iskazuje u koli¢ini 1 brzini obradenih podataka. To pruza izvrsne mogucnosti u
skracivanju procesa selekcije, a povecanju obima testiranog materijala, $to ujedno
doprinosi efikasnijem sprovodenju oplemenjivackih programa. Ipak, niska vrednost
koeficijenta korelacije ranga ostavlja dilemu da li je to dovoljno i za procenu
hibridnog potencijala planiranih ukrstanja.
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Summary

The results of protein analysis method and diallel analysis (10x10) were
correlated in this study. The diallel analysis was used for the estimation of SCA and
heterosis of 45 crosses.

The protein analysis consisted of the salt soluble protein analysis. Proteins
were isolated form embryos of ten maize inbred lines. On the basis of
electrophoresis, the genetic distance (GD) between 10 inbred lines was estimated.
The estimated genetic distances were in accordance with the data related to the origin
of inbreds. The shortest GD was detected among inbreds belonging to the same
heterotic group and having a common male component. The longest distance was
established between two pairs of inbreds originated from divergent heterotic groups.

The classification of inbreds into heterotic groups was confirmed by the
cluster and PC analyses based on protein markers. This was also in accordance with
the cluster based on data of heterosis and SCA for maize grain yield. Both clusters
showed the classification of inbreds into two groups. The first group was formed by
inbred lines originated from the BSSS heterotic group, while the other consisted of
lines belonging to the Lancaster heterotic group. The deviations were established
among inbreds that belonged to neither of these two groups. The results of PCA were
in general in accordance with clusters.

The concurrence between GD and heterosis, as well as, between GD and
SCA for maize grain yield was established by a Spearman's rank correlation
coefficient. In such a way, the accuracy of the classification of inbreds into heterotic
groups on the basis of GD results was tested. A stronger and highly significant
correlation was established between GD and heterosis (r=0,422**), while it was

significant (r=0,309%*) for the GD-SCA relation.
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