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UTICAJ TIPA CITOPLAZMATICNE MUSKE STERILNOSTI I
RESTORER GENA NA PRINOS ZRNA | AGRONOMSKE OSOBINE
INBRED LINIJA KUKURUZA

Milan Stevanovié
Rezime

U ovom radu analizirano je sedam inbred linija kukuruza razlil¢itog porekla i
duzine vegetacionog perioda. Svaka linija je bila ispitivana u pet varijanti: originalna
linijja (N), CMS-C, RfC, CMS-S i RfS. Cilj rada je bio uporedivanje agronomskih
karakteristika originalnih inbredovanih linija i njihovih CMS i Rf varijanti. Na osnovu
poredenja izmedu C i S-tipa linija cilj je bio da se utvrdi koji je od ta dva tipa sterilnosti
pogodniji za semensku proizvodnju kukuruza.

Nakon dve eksperimentalne godine utvrdeno je da su svih sedam inbred linija
pokazale zadovoljavajuci stepen sterilnosti. Ni kod jednog tipa (C 1 S) nije doSlo do
probijanja sterilnosti (late break of sterility). Sterilne linije su dale visi prinos od svojih
analoga. C-tip sterilnosti se pokazao kao neSto bolji za semensku proizvodnju jer je
prinos zrna bio veéi u poredenju sa S-tipom. Takode se moze reci da je poredenjem ova
dva tipa sterilnosti ustanovljeno da je C-tip bio bolji od S-tipa za veéi broj ispitivanih
agronomskih osobina.

Na osnovu fitopatoloSkih analiza konstatovano je da je S-tip tolerantniji na
gljivu Fusarium verticillioides, dok za linije C-tipa se moZe re¢i da su otpornije na
napad gljive Aspergilus flavus.

Parametri stabilnosti po Eberhartu i Rassellu govore da je na osnovu srednjih
vrednosti kvadratnog odstupanja od regresije za prinos zrna, S-tip nesto stabilniji od C-
tipa u razli¢itim uslovima spoljnjasnje sredine

Upotrebom izoelektricnog fokusiranja ustanovljeno je da je prevodenje skoro
svih inbred linija uradeno dobro i do kraja. Razlike izmedu originalnih 1 prevedenih
linija su se javile samo kod slede¢ih linija ZPL2 RfC i ZPL5 RfC. 1z toga se moze
zakljuciti da su razlike u agronomskim osobinama izmedu originalnih 1 pervedenih
linija nastale usled plejotropnog efekta CMS i/ili Rf gena, ili usled njihove interakcije sa
spoljasnjom sredinom.

Kljuéne re€i: citoplazmaticna muska sterilnost, kukuruz, inbred linije, prinos zrna,
UTLIEF
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THE INFLUENCE OF THE TYPE OF CYTOPLASMIC MALE
STERILITY AND RESTORER GENES ON GRAIN YIELD AND
AGRONOMIC TRAITS OF MAIZE INBRED LINES

Milan Stevanovic¢
Summary

Seven maize inbred lines of different origin and different FAO maturity groups
were analysed in the present study. Each inbred line was observed in five variants:
original inbred (N), CMS-C, RfC, CMS-S and RfS. The objective of the study was to
compare agronomic traits of original inbreds and their CMS and Rf variants. The C- and
S-type inbreds were compared with the idea to evaluate which of these two types of
sterility were more appropriate for seed production.

The two-year experimental results show that all seven maize inbred lines had
satisfactory level of sterility. None of the type (C and S) showed the late break of
sterility. The grain yield was higher in sterile inbreds than in their counterparts. C-type
sterility was a bit more appropriate for seed production because grain yield was higher
in comparison with the S-type. Furthermore, it can be underlined that the comparison of
these two types of sterility showed that the C-type was better than S-type for the
majority of observed agronomic traits.

According to phytopathological analyses, S-type inbreds are more tolerant to the
fungus Fusarium verticillioides, while C-type inbreds are more resistant to the fungus
Aspergilus flavus.

Based on stability parameters after Eberhart and Russell, i.e. on the mean
squared deviation from regression for grain yield, the S-type is somewhat more stable
than the C-type under various environmental conditions.

Performed isoelectric focusing showed that conversion of all inbreds lines had
been done well and completely. The differences between original and conversed inbreds
were detected only in inbreds ZPL2 RfC and ZPL5 RfC. Hence, it can be concluded that
the differences in agronomic traits between original and conversed inbreds occurred due
to pleiotropic effects of CMS and/or Rf gene, or due their interaction with the
environment.

Key words: cytoplasmic male sterility, maize, inbred lines, grain yield, UTLIEF
Scientific field: BIOTECHNICAL SCIENCES

Especial topic: FIELD AND VEGETABLE CROPS
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1. UvOD

Kukuruz predstavlja jednu od najznacajnijih ratarskih kultura kako u naSoj
zemlji tako i u svetu. Domestifikovan je pre oko 7.700 godina u Centralnoj Americi.
Kukuruz je jedino zito koje vodi poreklo iz Amerike. Predstavlja biljnu vrstu koja je
evoluciono najrazvijenija u celom biljnom carstvu. Smatra se da je nastao ukrs$tanjem
divlje forme patuljastog kukuruza sa Zea diploperennis ili Zea luxurians koji spadaju u
grupu biljaka koje se nazivaju teozinte. Predstavljao je znacajan deo kulture Acteka i
Maja. U periodu od 1250. do 1700. godine gajenje kukuruza se rasirilo na gotovo celu
Severnu i Juznu Ameriku. U Evropu je donet krajem XV veka posle Kolumbovih
putovanja. Tridesetak godina je sejan u vrtovima Spanije i drugim juZnoevropskim
zemljama kao dekorativna biljka. Tek 1525. godine u Spaniji je posejan na veéim
povr§inama. Trend introdukcije kukuruza se brzo Sirio po celom svetu, narocCito zbog
njegove sposobnosti gajenja u razli¢itim klimatskim uslovima. Do kraja XIX veka
dominirali su spontano odabrani genotipovi ekoloski prilagodeni odredenim
lokalitetima. Od prve polovine XX veka u svetu lokalne populacije rapidno nestaju sa
polja 1 bivaju zamenjene savremenim sortama i hibridima. Ne zna se kada je tacno
kukuruz donet u Srbiju. Postoji vise teorija 0 tome. Po prvoj teoriji kukuruz su Spanci
doneli na Jonska ostrva oko 1572. godine a odatle je preko Soluna donesen u Srbiju. Po
drugim istrazivanjima kukuruz je na teritoriju Srbije donesen iz Italije preko Dalmacije.

Veci privredni znacaj u naSoj zemlji kukuruz dobija pocetkom XIX veka.

Najve¢i proizvodac¢i kukuruza su SAD (sa preko 330 miliona tona - 37%
globalne proizvodnje), Kina (20%), Brazil (7%), Meksiko i Argentina (po 3%). Oko
polovine proizvodnje kukuruza ostvaruje se u tri drzave: SAD, Kina i Brazil. Prema
podacima FAO, tokom perioda 1996-2008, prosean prinos kukuruza se povecao u
svetu za 21%. U 2008. godini kukuruz se gajio na preko 161 milion hektara, sa
globalnom proizvodnjom od 823 miliona tona i prose¢nim prinosom od 5,1 t/ha. Po
proizvodnji (u tonama) danas ¢ini prvi usev u svetu (ispred pirin¢a i pSenice), a po
povrSinama gajenja drugi (iza pSenice). Veliki evropski proizvodaéi su: Francuska,
Rumunija, Madarska i1 Srbija. Kukuruz je usev koji zauzima najvece povrsine u Srbiji.
Prema podacima FAO iz 2007. godine kukuruz se gajio na 1.201.832 ha, a ukupan

prinos je iznosio 3.904.825 tona. Po prose¢nom prinosu od 3,25 t/ha, Srbija zaostaje za



prose¢nim prinosom u svetu. Tako nizak proseCan prinos se moze objasniti slabom

upotrebom mineralnih dubriva i nedovoljno razvijenom agrotehnikom.

U zemljama u razvoju kukuruz se uglavnom Kkoristi u ljudskoj ishrani, a u
razvijenijim zemljama za ishranu stoke. Kukuruz ima veliku upotrebu i u hemijskoj
industriji, medicini, farmakologiji i kao ukrasna biljka. U poslednje vreme prisutan je
trend upotrebe kukuruza za proizvodnju bioloskih goriva, kako bi se umanjio efekat
staklene baSte koji nastaje usled sagorevanja fosilnih goriva i1 oslobadanja velike

koli¢ine Stetnih gasova.

Prva istrazivanja vezana za citoplazmati¢énu musku sterilnost (Cytoplasmatic
Male Sterility-CMS) izveo je Rhoeds (1931). godine. Kod kukuruza CMS se koristi radi
povecanja efikasnosti semenske proizvodnje 1 smanjenja troskova iste. Vecina
ispitivanja utvrdila je pozitivan efekat CMS-a na prinos zrna kukuruza, a naroCito U
nepovoljnim uslovima spoljnje sredine (manje hraniva i vode se tros$i, biljke ne
formiraju polen, ve¢ asimilati idu za nalivanje klipa). Uoc¢en je 5-10% veci prinos zrna

muski sterilnih biljaka nego fertilnih.
Kod kukuruza su do sada poznata tri tipa CMS-a:

1. CMS-T

2. CMS-C

3. CMS-S

U komercijalnoj proizvodnji kod nas u upotrebi su druga dva navedena tipa.
Prvi, CMS-T, se ne Koristi zbog specifi¢ne osetljivosti na gljivicu Helminthosporium
maydis rase T, koja je u SAD izazvala pravu epifitociju 70-ih godina proslog veka
(Duvick, 1972).



Ciljevi istrazivanja u ovom radu su:

-Uporedivanje agronomskih karakteristika originalnih inbredovanih linija i njihovih
CMS i Rf varijanti.

-Istrazivanje genetickih razlika izmedu originalnih i inbredovanih linija i njihovih CMS

I Rf varijanti kori§¢enjem izo-elektri¢nog fokusiranja (1EF).
-Poredenje CMS-C i CMS-S tipa sterilnosti u semenskoj proizvodnji kukuruza.

-Odredivanje povoljnijeg CMS tipa za semensku proizvodnju u nasim uslovima.



2. PREGLED LITERATURE

Revolucija u proizvodnji kukuruza pocinje otkricem heterozisa i gajenjem
hibrida tridesetih godina proslog veka u Sjedinjenim Americkim Drzavama. Kukuruz
predstavlja prvu biljnu vrstu kod koje je heterozis iskoriS¢en za proizvodnju
komercijalnih hibrida. Upotreba hibridnog semena kukuruza u Srbiji pocinje 1953.
godine i od tada se proizvodnja useva uvecala dva i po puta. Pre tog perioda gajene su
slobodno-oprasujuce sorte. Najpoznatije su bile dobijene ukrStanjem americkih zubana
sa na$im lokalnim tvrduncima (Rumski zlatni zuban, Vukovarski zuban, Sidski zuban).
Upotreba hibridne F1 generacije dovodi do povec¢anja prinosa za 25-30% u odnosu na

slobodno oprasujuce sorte (Vancetovic i sar., 2007).

Upotreba Cetvorolinijskih hibrida u Americi pocinje tridesetih godina proslog
veka. U kukuruznom pojasu Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava proseCan prinos u ovom
periodu se povecavao iz godine u godinu u proseku za 63,1 kg/ha (Graf. 1). Sredinom
Sezdesetih godina proslog veka pocinje upotreba dvolinijskih hibrida, uz prosecno

povecanje prinosa od 111,5 kg/ha (Troyer,2004).
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Grafik 1. Prose¢an prinos zrna kukuruza u SAD-u u periodu od 1865-2003.
godine. Grafik je pruzet iz rada Troyer (2004).



Kukuruz je, zahvaljuju¢i svojoj morfologiji, veoma pogodna biljka za
proizvodnju hibridnog semena u velikim koli¢inama, jer se hibridizacija moze relativno
lako ostvariti setvom roditeljskih komponenti u neizmeni¢nim redovima i zakidanjem
muskih cvasti (metlica) na maj¢inskim biljkama, neposredno po njihovom izbijanju, a
pre prasenja. Na ovaj nacin se postize da u polju cirkuliSe samo polen muskog

(nezakinutog) roditelja, pa je seme proizvedeno na majcinskim (zakinutim) biljkama
hibridno (SI. 1).

Slika 1. Semenska proizvodnja kukuruza.

U procesu proizvodnje hibridnog semena kukuruza najveéi posao predstavlja
zakidanje muskih cvasti (metlica) na maj¢inskim biljkama. Od ukupnog ru¢nog rada
koji se potrosi u semenskoj proizvodnji na zakidanje metlica odlazi 43% (Airy, 1950).
Proces zakidanja metlica znatno oteZava i poskupljiuje semensku proizvodnju kukuruza.

Neophodno je angazovanje velikog broja sezonske radne snage u periodu od 10-30 dana



kako bi se taj posao dobro i na vreme obavio. Cesto problem predstavljaju losi
meteoroloski uslovi (kiSa). Sve to je znatno poskupljivalo proces proizvodnje hibridnog
semena. Sa druge strane, ukoliko metlice ne bi na vreme bile uklonjene dolazilo bi do
samooplodnje majcinskih biljaka, $to bi smanjilo procenat hibridizacije semenskog
useva. Drugi razlog za reSavanje problema zakidanja metlica bio je zasnovan na drugim
istrazivanjima. Watson (1893) je radio na ispitivanju povecanja prinosa usled zakidanja
metlica i dosao do zakljucka da se prinos uvecavao za 20-50 % pri nasilnom uklanjanju
metlice. Ovu pojavu objasnjavao je time Sto biljka nije troSila energiju za obrazovanje
polenovih zrna, ve¢ je ona mogla da se usmeri na povecanje rodnosti klipa. Poehlman i
Sleper (1995) su ustanovili da jedna metlica na normalnoj biljci moze da proizvede 25
miliona polenovih zrna, ili u proseku 25.000 po svakoj svilki na klipu. Po drugim
istrazivanjima ove brojke su jo$ i ve¢e. Weingartner (2002) je utvrdio da jedna biljka
moze proizvesti od 14-50 miliona polenovih zrna, $to bi iznosilo minimum 100.000
polenovih zrna po jednom semenu na klipu. Sve ovo nam govori da se velika koli¢ina
energije tros$i za proizvodnju polena i da bi ta energija mogla da se iskoristi za
povecanje prinosa zrna. [z tog razloga se krenulo u reSavanje problema zakidanja

metlica na druge nacine.

Jedna od ideja bila je primena maSina za mehanicko uklanjanje metlica.
Medutim, doslo se do zakljucka da su mehanicki sekaci metlica neupotrebljivi pri
nepovoljnjim vremenskim uslovima i ne reSavaju problem zakidanja metlica na
zapercima 1 biljkama koje su zaostale u porastu. Iz tih razloga mehanicki sekac¢i metlica
se retko koriste u praksi. Umesto njih najcesce se koriste pokretne platforme koje nose

radnike, pa ovakav nac¢in zakidanja metlica u stvari predstavlja ru¢ni rad (Huey, 1971).

Smatralo se da upotreba hemijskih sredstava (gametocida) moze biti efikasno
sredstvo za izazivanje muske sterilnosti u proizvodnji hibridnog semena kukuruza.
Medutim i ovaj sistem je imao niz nedostataka, jer se gametocidima nije potpuno
onesposobljavao polen. Uz to, dolazi i do oSteCenja tucka i plodnika, a time i1 do
delimi¢ne sterilnosti Zenskih cvetova, $to je prouzrokovalo i smanjenje prinosa. Usled
toga biljke su zaostajale u rastu i period vegetacije je bivao duzi. Zbog svega navedenog

brzo je napustena ideja o hemijskom izazivanju muske sterilnosti.



Do sada najviSe koriS¢en metod za izazivanje muske sterilnosti kod biljaka jeste
upotreba citoplazmaticne muske sterilnosti (CMS). CMS je do sad opisana kod vise od
150 biljnih vrsta (Laser i Lersten, 1972), kao i kod mnogih ratarskih biljaka kao $to su:

repa, Sargarepa, kukuruz, luk, pirinac, sirak, suncokret i pSenica.

Kod kukuruza genotip koji je ispoljavao musku sterilnost otkriven je jo§ davne
1931. godine u populaciji kukuruza iz Perua. Rhodes (1933) je otkrio da je ovaj tip
sterilnosti uslovljen faktorima citoplazme, tj. da se materinski nasleduje. Medutim, taj
tip je kasnije izgubljen. Mangelsdorf i Rogers 1944. godine pronalaze novi tip
citoplazmati¢ne muske sterilnosti u Teksaskoj sorti Golden june, tako da je 1952.
godine ustanovljen T-tip sterinlosti (CMS-T), poznat kao Teksaski tip. Mangelsdorf-ov i
Rogers-ov mentor Jones (1957) otkriva jo§ jedan tip citoplazmati¢ne muske sterilnosti
koji naziva CMS-S ili USDA-tip.

Kasnijim ispitivanjima ovih tipova CMS-a ustanovljeno je postojanje nuklearnih
gena koji uti¢u na supresiju sterilnosti. Ti geni su oznaceni kao restorer geni (Rf geni).
U okviru restorer sistema utvrdeno je da postoji ve¢i broj restorer gena i u nekim
sistemima jedan ili dva glavna gena dovode do potpunog povracaja fertilnosti, dok u
drugim potpuni povracaj fertilnosti zavisi od veceg broja minor gena od kojih svaki ima
mali efekat (Schnable i Wise, 1998; Chase, 2007). Takode je ustanovljeno da geni koji

izazivaju povracaj fertilnosti kod T-tipa to isto ne ¢ine kod S-tipa i obrnuto.

Biljke koje imaju citoplazmu T-tipa sintetiSsu polipeptid koji dovodi do
sterilnosti metlice (Forde i sar., 1978). Utvrdeno je da povracaj fertilnosti kod T-tipa
CMS-a izaziva gen Rf-1 (Rogers, 1952; Rogers i Edvardson, 1952). Ovaj gen je lociran
na tre¢em hromozomu kukuruza. Duvick (1956) je pokazao da su za povracaj fertilnosti
kod CMS-T odgovorna dva dominantno-recesivna gena, Rf-1 i Rf-2, koji deluju
komplementarno, tako da je prisustvo oba gena u dominantnom obliku neophodno za
potpuni povracaj fertilnosti (Newton, 1988). Rf-1 moze biti zamenjen sa dva druga
restorer gena, Rf-8 ili Rf*, koji posreduju u formiranju istog mitohondrijalnog
transkripta kao i Rf-1 (Dill i sar., 1997; Wise i sar., 1999). Utvrdeno je da je Rf-2, koji
je lociran na hromozomu 9, gotovo univerzalno prisutan u skoro svim linijama
kukuruza, §to nije slucaj sa Rf-1 genom, i pokazano je da vecina linija nikada nije imala

T-citoplazmu. Ovo otkrie ukazuje na to da je gen Rf-2 oCuvan tokom evolucije i da



mora imati znacajnu funkciju nezavisno od uloge u povracaju fertilnosti (Schnable i
Wise, 1998). Wise i sar. (1999) su pronasli da gen Rf-2 kodira protein koji je veoma

slican mitohondrijalnoj aldehid dehidrogenazi.

Jones (1950) je ustanovio da je za povracéaj fertilnosti kod CMS-S tipa zaduzen
dominantni alel gena Rf-3. U kasnijim istrazivanjima otkriveno je postojanje jos jednog
termo-osetljivog dominantnog alela Rf-9 koji utice na obnavljanje fertilnosti kod S-tipa
(Gabay-Laughnan i sar., 2009).

Buchert (1961) je otkrio glavnu razliku u mehanizmu povraéaja fertilnosti
izmedu CMS-T i CMS-S tipa. Kod CMS-T tipa ono je sporofitno, a kod CMS-S tipa
gametofitno. Sporofitni restoreri su aktivni u sporofitnom tkivu, odnosno pre mejoze,
dok su gametofitni restoreri aktivni nakon mejoze u mikrosporama ili polenovim
zrnima. Ove razlike dovode do veoma razli¢itog nacina obrazovanja polenovih zrna.
Naime, diploidna biljka koja ima CMS citoplazmu i heterozigot je za restorer gen
(RF/rf) davace dve vrste polenovih zrna: RF irf. U slu€aju sporofitnog restorer sistema
oba polenova zrna ¢e biti funkcionalna, a u slu¢aju gametofitnog sistema samo polen RF

¢e biti vijabilan.

Ova dva tipa sterilnosti imaju svoje i prednosti i mane. Kod CMS-S tipa javlja se
takozvana reverzija musSki sterilnih u muski fertilne biljke (Gabay-Laughnan i
Laughnan, 1983), sto moZe predstavljati ozbiljan problem u semenskoj proizvodnji. Ova
pojava najviSe zavisi od genotipa majke. Pokazano je da teksaski tip citoplazmati¢ne
muske sterilnosti pokazuje niz prednosti u odnosu na CMS-S tip, superiorniji je u
pogledu prinosa zrna i tolerantniji na stresne uslove gajenja, posebno u uslovima suse,
te da je pogodniji za primenu u praksi (Duvick, 1958; Chinwuba i sar., 1961). Rezultat
svega toga bilo je uvodenje T-tipa CMS-a u proizvodnju hibridnog semena kukuruza
sredinom pedesetih godina proslog veka u SAD (Duvick, 1959). Oko 90% proizvodnje
1965. godine u Sjedinjenim Americkim Drzavama baziralo se na citoplazmati¢noj
muskoj sterilnosti T-tipa. U to vreme smatralo se da je T-tip sterilnosti savrsen i da ne
postoji nikakva opasnost zbog smanjenja geneticke divirgentnosti usled korisé¢enja
uniformne citoplazme u proizvodnji hibridnog semena. Rezultati istrazivanja Merkad-a i
Lantican-a (1961) su ostali nezapazeni. Oni su ispitivali nekoliko CMS-T linija i utvrdili

da linije koje su ispitivane na Filipinima pokazuju izuzetnu netolerantnost na gljivu



Helmithosporium maydis koja je izazivac sive pegavosti lista kukuruza. Ovi rezultati su
pripisani specificnim klimatskim uslovima na Filipinima. Shielfe i sar. (1969) su
primetili da genotipovi sa CMS-T tipom citoplazme pokazuju poveéanu osetljivost na
lisnu pegavost koju izaziva Philosticta maydis. Hooker (1970) objavljuje rad u kome je
potvrdena osetljivost genotipova koji su nosili T-tip sterilnosti, pri ¢emu pise: ,,Najveci
deo povrSina najvrednije americke biljne kulture je sada uniformno osetljiv i izlozen
patogenu sposobnom da dostigne razmere epifitocije. Godine 1971. ova predvidjanja
se ostvaruju. Helmithosporium maydis rase ,,T* se Sirio od Floride prema severu
kontinenta nanose¢i veliku Stetu farmerima 1 privredi Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava. U
toj godini prinos je smanjen za 50%, a Steta se procenila na tadaSnjih 1,5 milijardi
dolara. Smatra se da bi posledice bile jo§ vece, ali je ta godina bila prilicno nepovoljna

za razvoj ovog patogena.

Gubici koji su nastali rezultirali su odbacivanjem T-tipa citoplazme u
proizvodnji semenskog kukuruza 1 prelazak na koriS¢enje normalne (N) citoplazme, $to
je problem zakidanja metlica vratilo na poc¢etak. Jedno od reSenja ovog problema bilo je
pronalaZenje novog tipa CMS-a. Tako je Beckett (1971) uspeo da pronade treéi tip
CMS-a, koji je oznaCen kao CMS-3 ili CMS-C tip. Daljim analizama ovog tipa
sterilnosti utvrdeno je da je za restauraciju fertilnosti neophodan bar po jedan
dominantni restorer gen Rf-4 i Rf-5, koji deluju komplementarno (Josephson i Morgan,
1978). Mehanizam povracaja fertilnosti kod ovog tipa CMS-a je sporofitan. Gracen i
sar. (1979) dolaze do rezultata koji su u suprotnosti sa rezultatima Josephson-a i
Morgan-a. Oni zakljuéuju da na povracaj fertilnosti kod CMS-C tipa deluje samo jedan
restorer gen Rf-4 sa dominantno-recesivnim nasledivanjem. Vidakovi¢ (1988) dokazuje
postojanje bar jo§ dva gena, Rf-5 i Rf-6, koji zajedno sa genom Rf-4 deluju
komplementarno, tako da je potpuni povraéaj fertilnosti jedino mogu¢ uz prisustvo sva
tri dominantna gena. Kasnije se doslo do saznanja da postoji 1 gen inhibitor Rf-l za gen
Rf-5 koji je lociran na hromozomu 7 (Hu i sar., 2006), tako da povracaj fertilnosti zavisi
od dva dominantna gena, Rf-4 i Rf-5. Rf-4 vr$i povracaj fertilnosti kod svih CMS-C

linija, dok gen Rf-5 vrsi supresiju sterilnosti kod linija koje ne poseduju gen inhibitor.



Sto se tie CMS-C tipa, problem je $to postoji veliki broj linija koje su prirodni
restoreri, pa je ugradivanje non-restorer gena i njihovo preobraéanje u sterilne verzije

(ukoliko se ove linije koriste kao majke) veoma sloZen proces.

Istrazivanja Duvick-a (1972), Cochran-a (1975) i Josephson-a i Morgan-a (1978)
pokazala su da je CMS-C tip pogodniji za proizvodnju hibridnog semena od CMS-S
tipa, a manje pogodan od CMS-T tipa.

Wych (1988) je doSao do zakljucka da se 66% hibridnog semena u SAD
proizvodilo upotrebom normalnog tipa germplazme, dok se 22% proizvodilo na CMS-C
osnovi, a 12% na CMS-S osnovi. Konstantovano je da se proizvodnja hibridnog semena

kukuruza na CMS-C i CMS-S osnovi stalno povecava. Ovo je trend i u nasoj zemlji.

Probijanje muske sterilnosti (tzv. late break of sterility) predstavlja pojavu
antera oko 7 dana posle svilanja sterilne majke, pa ¢ak 1 pojavu delimi¢no
funkcionalnog polena. Ona se javlja kod oba tipa sterilnosti (CMS-C i CMS-S), i zavisi
od genotipa majke i faktora spoljasnje sredine (kvantitativna osobina). Duvick (1972),
Cochran (1975), Trifunovi¢ (1975). Na probijanje uti¢u i nuklearni geni, §to se moze
videti iz primera ZP linije S-61 CMS-C kod koje je eliminacijom jednog gena dobijena

verzija iste linije koja je apsolutno sterilna u svim uslovima ispitivanja.

Veoma bitno kod preobracanja linija na CMS i Rf verzije jeste da se dobiju linije
koje ¢e imati identi¢ne, ili bar ne loSije, agronomske karakteristike od originalnih linija.
Ovo je bitno kako hibrid proizveden na muski sterilnoj osnovi ne bi bio lo$iji od
originalnog hibrida, posto bi onda usteda u semenskoj proizvodnji bila kontra-

produktivna.

Prevodenje linijje A (majke) i linije B (oca) na sistem semenske proizvodnje na
sterilnoj osnovi po modifikovanoj Semi Eckhardt-a (Vancéetovi¢ i sar., 2006) vrsi se
serijom povratnih ukrStanja, uz koriS¢enje srodne linije (jedna za linijju A, a druga za
liniju B), tzv. univerzalnog testera, kao izvora. Po svojoj genetickoj konstituciji
univerzalni tester predstavlja cms-Rf/rf, tj. u svojoj citoplazmi nosi gene za
citoplazmati¢nu musku sterilnost, a u jedru je heterozigotan za Rf gene. Linije A i B se
sa svojim univerzalnim testerima ukr$taju (C-cross) u prvoj generaciji kao ocevi

(univerzalni tester je majka). [z ovog ukrstanja postoje dva moguca potomstva:

10



1. 100% fertilno potomsvo, $to znaci da su linije A 1/ili B prirodni restoreri

(Rf/Rf) za dati tip CMS-a;

2. Potomstvo sagregira, odnosno cepa se na sterilne i fertilne biljke, Sto znaci da

su linije A i/ili B prirodni nonrestoreri (rf/rf).

Kod prvog slucaja treba biti oprezan kada se vrsi prevodenje na CMS-C osnovu
zato $to se moze desiti da data linija ipak nije restorer, jer na ovu osobinu uticu 3
komplementarna gena (Vidakovi¢, 1988). 1z tog razloga se radi bar jedno povratno
ukrstanje. Ukoliko se ustanovi da je 1 ovo povratno ukstanje fertilno, linija je restorer, a

ukoliko potomstvo sagregira ta linija predstavlja prirodni nonrestorer.

Ako je linijja A (linija majke) prirodni restorer moguce je njeno dalje prevodenje
u nonrestorer verziju, ali zbog velikog obima selekcionog rada ono nije preporucljivo, te
se ovakve kombinacije uglavnom ne upotrebljavaju. Sa druge strane, ukoliko je linija A
prirodni nonrestorer, prelazi se na njeno dalje prevodenje. Ono se vr$i putem povratnih
ukrStanja sa 100% sterilnim potomstvom, sve dok se u potpunosti ne povrati fenotip (i

genotip) linije A. Smatra se da je 5-6 povratnih ukrstanja dovoljno za ovu svrhu.

Ukoliko se desi da je linija B prirodni restorer (linija oca), tada nije potrebno
nikakvo dalje prevodenje. Medutim, ukoliko je linija B prirodni nonrestorer prelazi se
na njeno povratno ukr$tanje sa fertilnim biljkama u segregiraju¢im potomstvima. Posle
5-6 povratnih ukrStanja vr$i se samooplodnja fertilnih biljaka u potomstvu. Prva
samooplodnja se cepa u odnosu 3:1 fertilnih:sterilnih biljaka, odnosno u jedru se
formiraju tri tipa genotipova: 1Rf/Rf (ono $to se trazi): 2Rf/rf (fertilan heterozigot,
nepozeljno): Irf/rf (sterilne biljke). Fenotipski, ¢ak i kod CMS-S tipa, Rf/Rf i Rf/rf
biljke se teSko razlikuju, pa se vrsi jo§ jedna samooplodnja, i potomstva u sledecoj
generaciji seju klip na red. 100% fertilna potomstva predstavljaju trazeni genotip Rf/Rf,

1 time je prevodenje linije B zavrSeno.

Za svaku prevedenu hibridnu kombinaciju neophodno je izvrsiti proveru
povracaja fertilnosti (ukrStanjem linija A CMS x B Rf/Rf), kao i stabilnosti sterilnosti
linije A CMS, po moguéstvu u ve¢em broju spoljasnjih sredina (probijanje sterilnosti je
kvantitativna osobina, koja zavisi od dejstva velikog broja minor gena i njihovog

medudejstva sa faktorima spoljasnje sredine).
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Osnovna razlika izmedu prevodenja linija na CMS i Rf/Rf varijante je ta da $to
se tzv. prevodenje na CMS nikada ne zavrSava. Naime, svako kasnije umnozavanje
ovakvog osnovnog semena je ujedno i novo povratno ukrStanje. S druge strane, pri
prevodenju na Rf varijante, u jednom trenutku se prekida serija povratnih ukrstanja i

vr$i samooplodnja, §to samim tim zaustavlja ,,povracaj originalnog genotipa.

Proizvodnja hibridnog semena kukuruza baziranog na CMS-u zasniva se na
ukrStanju biljkaka koje su citoplazmaticno muski sterilne (majke) sa biljkama koje su

muski fertilne (ocevi) i nose restorer (Rf) dominantne gene (Graf. 2).

U svetu se danas dosta koristi prevodenje putem marker asistirane selekcije
(MAS), pri ¢emu se posle 2-3 povratna ukrstanja radi DNK analiza pojedina¢nih biljaka
u segregiraju¢im potomstvima (Babu i sar., 2004). Biljke koje sadrze vise od 90%
genoma originalnog roditelja koriste se za samooplodnju (Rf geni), odnosno za
komercijalnu proizvodnju (CMS). Tako se dobijaju skoro potpuno izogene linije (NIL —
near isogenic lines) pogodne za semensku proizvodnju. Kod nas je ovaj sistem jo§ uvek

u eksperimentalnoj fazi.

Proizvodnja hibrida na bazi CMS-a

Linija odrZivaé Linija majka Oprasivaé
(A'linija) (A linija) (B linija)
F
D X ped &
F s s F
Odrzavanje Odrzavanje Fertilan Odrzavanje
A'linije A linije F1 hibrid B linije

Grafik 2. Sematski prikaz primene CMS-a u proizvodnji osnovnog i

komercijalnog semena u Institutu za kukuruz u Zemun Polju.
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Legenda:

S - oznacava sterilnu citoplazmu

F — oznacava fertilnu citoplazmu koja se ne prenosi preko oca na potomstvo
Rf — predstavlja simbol za gene koji sluze za restauraciju muske fertilnosti

rf — je oznkaka za gene koji ne vrSe povrac¢aj muske fertilnosti (tzv. odrzivaci —

maintainer-i CMS-a)
X — simbol koji oznacava ukrStanje

& - znak za samooplodnju

Za pojavu citoplazmati¢ne muske sterilnosti zaduzeni su plazmageni, locirani na
mitohondrijama, koji se prenose jedino preko jajne celije, dok otac preko polena vrsi
prenoSenje samo jedra i ne uti¢e na pojavu CMS-a. Da bi proizveli hibridno seme na
bazi CMS-a neophodno je stvoriti liniju majke (linija A) koja ¢e biti nosilac
citoplazmati¢ne muske sterilnosti. Zatim tu liniju treba odrzavati ukrStanjem sa njenim
fertilnim analogom (linija A'). Takode, u liniju oprasivaca (linija B) moramo uneti Rf
gen(e) koji sluzi za povracaj fertilnosti. Ovoj liniji ¢emo povratiti prvobitnu
germplazmu povratnim ukrStanjima, nakon ¢ega ¢emo je odrzavati samooplodnjom.
Sve ovo predstavlja proces prevodenja osnovnog semena na Sistem CMS-a, §to je u
predhodnom tekstu objasnjeno. Za dobijanje jednostrukih komercijalnih hibrida koji su
fertilni neophodno je ukrs$tanje CMS linije A i linije opraSivaca (linija B) koja u sebi

nosi Rf gen za restauraciju fertilnosti.

Epidemija gljive helmitosporium maydis sedamtesetih godina proslog veka koja
je nastala usled primene T-tipa citoplazme nas je navela da viSe vodimo racuna 0
zdravstvenom stanju semena. FitopatoloSske analize semena Su veoma znalajne iz
razloga $to se primenom CMS-a umnogome uniformise citoplazma kako u semenskoj,
tako i u merkantilnoj proizvodnji. Zbog loseg iskustva sa CMS-T tipom mora se obratiti
paznja na osetljivost preostala dva tipa sterilnosti na razne patogene medu kojima su i

razlicite vrste gljiva. Neke od njih su potencijalni proizvoda¢i mikotoksina i njihovo
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prisustvo je nepozeljno zbog smanjenja bezbednosti hrane za ljude i Zivotinje (Levic i
sar., 2012)

Veoma bitno kada je semenska proizvodnja u pitanju jestu parametri kvaliteta
semena, kao $to je pojava primarnog korena i klijavost. Ispitivanje klijavosti semena na
razliCitim temperaturnim rezimima istrazivali su mnogi naucnici u nasoj zemlji (Daci¢ i
sar. 1997., Sabovljevi¢ i sar., 1997). Danas se ispitivanje klijavosti semena radi po ISTA
(International Seed Testing Association) standardima.

Zbog kvaliteta semenske proizvodnje neophodno je utvrditi da li je prevodenje
linija uradeno kvalitetno 1 do kraja. Postoji nekoliko genetickih 1 molekularnih metoda
kojima to mozemo utvrditi. Markeri koji se u ove svrhe mogu Koristiti mogu biti
proteini ili DNK sekvence. Jedna od metoda koja podrazumeva analizu proteina u
semenu je izo-elektri¢no fokusiranje (IEF). Primenom ove metode se utvrduje geneticka
Cisto¢a / homogenost genotipova kukuruza na osnovu elektroforetskog razdvajanja
proteina rastvorljivih u alkoholu (zeini) ili vodi (albumini). IEF metoda se zasniva na
¢injenici da su proteini kada dostignu svoju izoelektri¢nu tacku stabilni. Ova metoda
podrazumeva elektroforezu proteina u gradijentu pH i s obzirom da razli¢iti proteini
imaju razli¢ito neto naelektrisanje u odgovaraju¢im pH uslovima, pozitivni proteini ¢e
se kretati ka katodi, a negativni ka anodi, sve dok ne dostignu svoju izoelektri¢nu tacku,

gde Ce se zaustaviti (Westermeier, 2001).
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3. RADNA HIPOTEZA

Linije ispitivane u ovom istrazivanju su gotovo sve Lancaster osnove, veoma
tolerantne na susu. One se u proizvodnji hibridnog semena najcesce koriste kao ocevi,
ali zbog izrazene tolerancije prema susi i relativno visokog prinosa zrna upotrebljavaju
se i kao majke. Institut za kukuruz se bavi proizvodnjom hibrida koja se bazira na CMS
osnovi. Stoga je bilo neophodno uporediti verzije linija sa razli¢itim tipovima CMS-a i
genima za restauraciju fertilnosti 1 utvrditi ima li znacajnih razlika izmedu njih 1

njhihovih originalnih (N) verzija.

U istrazivanju se polazi od predpostavke da se kod sedam linija menjaju samo

geni koji utiCu na sterilnost (CMS), odnosno povracaj fertilnosti (R).

Ocekuje se pojava, da ¢e linije koje u sebi imaju citoplazmu koja izaziva pojavu
CMS-a dati veci prinos zrna u odnosu na njihovu originalnu i restorer (Rf) varijantu, iz
razloga §to ne obrazuju polen pa troSe manje energije 1 preusmeravaju je u povecanje

tezine zrna po klipu.

Primenom proteinskih (IEF) markera proveri¢e se da li postoji razlika izmedju
genotipova (linija) iste genetiCke osnove, koje se razlikuju samo u tipu sterilnosti i
genima koji sluze za obnavljanje fertilnosti. Stoga, ¢e se utvrditi postoji li razlika samo
u tim genima koji uticu na CMS, odnosno povracaj fertilnosti, ili su te razlike u

germplazmi u okviru iste linije vece.

Ukoliko se potvrdi predvidanje da je razlika samo u genima koji uti¢u na pojavu
sterilnosti, odnosno povracaj fertilnosti, moglo bi se re¢i da je proces prevodjenja linija
uraden kako treba i do kraja. Otuda bi eventualno dobijene znaCajne razlike u
agronomskim osobinama izmedu N i prevedenih linija mogle da se objasne
plejotropnim efektom CMS i/ili Rf gena, §to je veoma bitno za svaku pojedina¢nu liniju
pre njene upotrebe u semenskoj proizvodnji. Suprotni rezultati bi pokazali da linije nisu
dobro preobracene te da bi taj postupak trebalo zavrsiti do kraja (uraditi jo§ 1-3 povratna

ukrstanja).
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4. MATERIJAL | METODE RADA

Za izvodenje eksperimenta odabrano je sedam inbred linija kukuruza razli¢itog
porekla i duzine vegetacionog perioda (FAO 300-500). Linije su oznacene kao: ZPL-1,
ZPL-2, ZPL-3, ZPL-4, ZPL-5, ZPL-6 i ZPL-7.

Sve linije su stvorene u Institutu za kukuruz ,,Zemun Polje*.

Linija ZPL-1, ZPL-2, ZPL-3, ZPL-6, ZPL-7 pripadaju Lancaster heteroti¢noj
grupi

Linija ZPL-4 pripada nezavisnoj heteroti¢noj osnovi
Linija ZPL-5 je dobijena iz Lancaster x BSSS heteroti¢nih grupa
Svaka linija je bila ispitivana u pet varijanti:

1 Originalna linija (N)
2 CMS-C
3. Rf-C
4 CMS-S
5 Rf-S
Citoplazmati¢ni muski sterilne i restorer verzije linija dobijene su preobracanjem
linijja sa normalnom citoplazmom u Institutu za kukuruz ,Zemun Polje*“. Seme svih

linija koje su koris¢ene u ovom istrazivanju je proizvedeno u ru¢noj oplodnji.

Ogled je postavljen po slucajnom split-plot eksperimentalnom dizajnu u periodu
od dve godine (2010 i 2011) u tri lokacije. Svi ogledi su postavljeni u uslovima suvog
ratarenja. Setva je uvek vrSena u optimalnom roku (druga dekada aprila) uz primenu
uobicajene agrotehnike. Lokacije na kojima su sprovedeni ogledi su slede¢e: Zemun
Polje, Skolsko dobro (lokacija u okviru oglednih polja Instituta za kukuruz Zemun
Polje) i Srbobran. Lokacija Skolsko Dobro u 2011-0j godini odbacena je zbog loeg
sklopa biljaka. Ogled se sastojao od tri ponavljanja u pet setova (blokova). Svaki od

blokova predstavljao je po jedan tip ispitivanih linija:
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I blok — N (normalna) citoplazma, tj. originalne linije
Il blok — CMS-C linije

[11 blok — RfC linije

IV blok — CMS-S linije

V blok — RfS linije.

Parcele u okviru ponavljanja bile su sa¢injene od 4 reda. Dva rubna reda
predstavljala su originalne linije u svih 5 blokova, §to je posebno bitno u CMS
blokovima, jer su N linije sluzile kao polinatori za svoje sterilne analoge. Svaki red je
imao 12 kuéica na rastojanju od 40 cm. Sejano je ruc¢no, po Cetiri biljke u kucici.
Izmedu redova rastojanje je iznosilo 70 cm. PovrSina elementarne parcele bila je 7,28
m?, a gustina useva 71.429 biljaka/ha. U fazi razvoja od 5 listova izvrieno je
raS¢upavanje na po 2 biljke u kuéici. Za analizu prinosa zrna i agronomskih osobina

koris¢ene su biljke iz unutrasnjih 10 kucica (izbegavanje efekta rubne kuéice).
U ogledima su se pratile sledece osobine:

- Datum metli¢enja (u Zemun Polju)

- Datum svilanja (u Zemun Polju)

- Razlika datuma metli¢enja i svilanja, ASI (anthesis-silk interval)
- Visina biljke do vrha metlice (cm)

- Visina gornjeg Kklipa (cm)

- % poleglih i slomljenih biljaka

- % vlage u zrnu u momentu berbe

- 9% oklaska u momentu berbe

- Broj klipova po biljci (pokazatelj eventualne jalovosti linija)
- Prinos zrna u t/ha sa 14% vlage

- Komponente prinosa:

a) DuZina klipa (cm)
b) Broj redova zrna

¢) Broj zrna u redu
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d) Dubina zrna (cm)
e) Masa 1000 zrna (g) sa 14% vlage
f) Broj zrna po m?

- Osobine semena
a) Pojava primarnog korena (%)
b) Klijavost semena (%)
c) Procentualni odnos frakcija semena
d) Hektolitarska masa (kg)
e) Broj zrna sitne frakcije semena po m?

- Fitopatoloski pregled semena (utvrdivanje zdravstvenog stanja)

- Probijanje sterilnosti (late break of sterility)

Neposredno po zavrSetku oplodnje sluc¢ajan uzorak od po 20 biljaka upotrebljen

je za odredivanje visine do vrha metlice i visine gornjeg klipa.

Procenat poleglih i1 slomljenih biljaka odreden je neposredno pred berbu, pri
¢emu su kao slomljene tretirane sve biljke polomljne ispod nodusa koji nosi gornji klip,

a polegle biljke one koje su nagnute za vise od 30 stepeni u odnosu na vertikalu.

Berba je obavljena u vreme pune zrelosti, §to je u zavisnosti od godine i lokacije
variralo za oko petnaest dana (izmedu 15 i 30-og oktobra). Prinos svezeg klipa bez
komusSine meren je po elementarnoj parceli, a zatim prerac¢unat u t/ha, dok je procenat

oklaska i vlaga u zrnu odredena na prose¢nim uzorcima uzetim iz svih ponavljanja.

Broj klipova po parceli je odreden neposredno posle berbe i ovaj podatak je
koriS¢en za izraCunavanje broja klipova po biljci. Ova osobina je radena u 2010-0j

godini, a u 2011-0j ne.

Uzorak od po 20 slu¢ajno odabranih klipova sa elementarne parcele koriSéen je
za odredivanje komponenti prinosa i semenarske karakteristike linija. Za ostale osobine

posluzile su nam sve biljke po elementarnoj parceli.
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Postupak ispitivanja pojave primarnog korena i klijavosti semena kukuruza
odreden je na uzorcima sa lokacija Zemun Polje i Skolsko dobro u 2011-0j godini.

Analize su vrSene na osnovu ISTA (2012b) pravilnika po slede¢em postupku:

Iz frakcije Cistog semena postavljaju se Cetiri ponavljanja od po 50 semena (2 x
100) na vlazan filter papir. Seme se moze redati u Cetiri reda (13, 12, 13 i1 12 semena), sa
klicom okrenutom na dole na filter papiru. Zatim se seme pokriva drugim filter
papirom, uvije u rolnu i postavi uspravno u plasticnu kesu kako bi se sprecilo njegovo
susenje. Seme se postavlja na trazenu temperaturu. U ovim ispitivanjima temperatura je
vrlo znadajan faktor i stoga se mora redovno pratiti i beleziti, a ponavljanja jednog
uzorka se moraju postaviti na istu policu u termostatu. Preporucuje se da se uzorci
okrecu - rotiraju u vremenskim intervalima od 24 h. Svako ispitivanje mora da ukljuci 1
partiju semena za kontrolu. Ispitivanje se moze raditi na 20°C + 1°C u trajanju od 66 h
(15 min), npr. seme se postavi u 14 h (ponedeljak, utorak, petak), a ocenjuje se u 8 h tri
dana kasnije (Cetvrtak, petak, ponedeljak). Tacan izbor momenta ocenjivanja je posebno
znaCajan na temperaturi od 20°C jer se na toj temperaturi pojava i porast primarnog
korena desavaju vrlo brzo. Broj semena kod kojih se razvio primarni koren duzine od
najmanje 2 mm (vidljiv golim okom) se belezi za svako ponavljanje kao seme sa
primarnim korenom i izrazava se kao procenat (2x50 semena kao jedno ponavljanje).
Ocena zavrSnog klijanja obavlja se 7 dana po postavljanu ogleda. Tom prilikom se

odreduje: % normalnih klijanaca, % nenormalnih klijanaca 1 % mrtvog semena (ISTA,
2012).

Procentualni odnos frakcija semena odreden je u 2010-0j godini, na tri lokacije u
tri ponavljanja. Za odredivanje ove osobine kori§¢eno je dve vrste sita. Prvo sito je
imalo pre¢nik rupe 8,5 mm i posluzilo je za odredivanje krupne frakcije semena dok je
drugo sito imalo rupe pre¢nika 6,5 milimetara i sluZilo je za odredivanje sitne frakcije i

otpada semena.

Fitopatoloske analize su uradene po sledecoj metodologiji: Od svakog genotipa
ispitivano je po 30 semena. Semena koriS¢ena za fitopatolSku analizu dobijena su iz
ogleda koji su radeni na dve lokacije, Srbobran i Zemun Polje, u dva ponavljanja tokom
2011. godine. Semena su sterilisana u 1% natrijum hipohloritu u trajanju od 3 min, a

zatim tri puta isprana destilovanom vodom i prosusena izmedu dva sloja mekog papira.
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Sterilisana semena su rasporedena, po pet, u Petrijevoj kutiji na krompir dekstroznu
podlogu i inkubirana pri sobnim uslovima temperature i svetlosti. Nakon sedam dana
uradena je identifikacija gljiva pregledom razvijenih kolonija semena pod malim
uvecanjem (8-13x) mikroskopa Opton. Identifikacija gljiva izveSena je prema Burgess i
sar. (1994) i Singh i sar. (1991).

Posebno je znacajno pracenje probijanja sterilnosti, koje se ocenjuje skalom 1-5:
1 —100% sterilno
2 — pojava praznih antera na centralnoj grani metlice

3 — pojava antera na centralnoj i bo¢nim granama metlice kao i pojava vidljivog polena,

ali ne na celoj metlici
4 — pojava antera i vidljivog polena na celoj metlici
5 —100% fertilno.

Ovo je veoma bitna osobina za semensku proizvodnju, poSto aprobator odbija
usev kada se pojavi i najmanje probijanje sterilnosti. Posto je u ovih 7 ispitivanih linija
obuhvacen dobar deo germplazme kukuruza koji se koristi u semenskoj proizvodnji
Instituta za kukuruz, poredenje njihovog eventualnog probijanja u dva ispitivana tipa

CMS-a moze ukazati na pogodniji tip za semensku proizvodnju u nasim uslovima.

Statisticka obrada podataka obuhvatila je analizu varijanse - ANOVA slucajnog
blok dizajna (RCB) za faktore G (genotip) i L (lokacija) sa faktorom T (tip linije-blok)
kao split-plotom nad G i L. Programski paket kori$¢en za analizu varijanse je MSTAT
(MSTAT Development Team, 1989). Na osnovu F testa izvrSena su grupna poredenja
za ocenu ispitivanih faktora i njihovih interakcija u celini za ispitivane osobine. Takode
je koris¢en test najmanje znacajne razlike (LSD) za poredenje originalnih i prevedenih
linija. Oba testa su primenjivana za nivoe znacajnosti od 5 i 1%. Uradeni su i parametri
stabilnosti za prinos zrna po Eberhart-u i Russell-u (1966), kao pokazatelj pouzdanosti
semenske proizvodnje na fertilnoj i sterilnoj osnovi u razli¢itim uslovima spoljaSnje

sredine.
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Princip 1 formule koje su upotrebljene su sledece:
bi=YY;li/ Y1}

S%di= (X.6;/ (n-2)) —Se / r

gde je:

bi — standardizovani koeficijent linearne regresije za svaki genotip u odnosu na

spoljasnju sredinu
Sdi — standardna greska odstupanja od regresije
Yij— vrednost posmatrane i-te sorte u j-toj eko-sredini

l; — ekoloski indeks [j= (3 Yij / S) - X2 Yij / (s x n), koji se odreduje za svaki od eko-

uslova, pri ¢emu s = broj sorti u ogledu, n = broj eko-sredina (ogleda)
Se — ekoloska greska iz analize varijanse

r — broj ponavljanja u ogledima

dij— devijacija od regresije

Regresioni koeficijent (bi) pokazao je odgovor genotipa na spoljasnju sredinu.
Kada je bi=1 tada je prosecna adaptibilnost i stabilnost ispitivanog genotipa ujednacena
i pod uticajem povoljnih i loSih faktora spolja$nje sredine; kada je bi>1 genotip je
prosec¢no stabilan samo u povolnjim uslovima spoljasnje sredine, a kada je bi<1 genotip
se bolje ponasa u lo$ijim uslovima spoljasnje sredine. Kada je u znacajnom stepenu

2 4. . . . e .y - .
S°di>0 osobina nepravilno varira u razli¢itim ekoloskim uslovima

Biohemijska karakterizacija originalnih i prevedenih linija kukuruza uradena je
primenom metode ultra-tankoslojnog izoelektricnog fokusiranja (Ultrathin Layer
Isoeletric Focusing-UTLIEF) rezervnih proteina semena kukuruza. UTLIEF je efikasna
i jednostavna metoda za analizu genetiCke strukture germplazme i verifikaciju

genotipova kukuruza.
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Priprema uzoraka

Po pedeset pojedinacnih semena sedam analiziranih originalnih linija i njihovih
preobracenih varijanti je samleveno koris¢enjem mlina Kataskapt Mach. 1/2010 (LUFA
Augustenberg). Za izolaciju albuminske frakcije proteina iz mlevenih uzoraka
pojedina¢nih semena koris¢eno je 250 ul destilovane vode. Nakon inkubacije od 60
minuta, na sobnoj temperaturi u mraku, ekstrakcija proteina iz mlevenog semena je
stimulisana ultrasonikacijom od 40 MHz u trajanju od 30 sekundi. Bistar supernatant, sa
albuminskom frakcijom proteina je dobijen centrifugiranjem na 2000 rpm, uz hladenje

na 15°C u trajanju od 20 minuta.
Ultratankoslojno izoelektri¢no fokusiranje

Razdvajanje albuminske frakcije rezervnih proteina semena radeno je na
poliakrilamidnim UTLIEF-PAGE gelovima, debljine 0,12 mm, pripremljenim na
potpornoj foliji (GelBond film, Serva) prema metodi Radole (1980). Polimerizacioni
rastvor za 10 gelova sastojao se od 16 g uree, 50 ml akrilamid/bis rastvora (T = 6,8%, C
= 2,5%), 4.4 ml amfolita (SinuLyte) pH 2-11, 40 uL TEMED i 300 uL of 20% (w/v)
amonium persulfata. Polimerizacija gelova je trajala 60 minuta na sobnoj temperaturi.

Elektrodna traka saturisana katodnim rastvorom (0,47% L-arginin, 0,36% L-
lizin, 12% ethylenediamin) je postavljena na sredinu gela, a dve elektrodne trake
saturisane anodnim rastvorom (0,33% L-asparaginska Kiselina, 0,37% L-glutaminska
kiselina) su postavljene na gornju i donju ivicu gela. Trake za nanoSenje uzoraka, su
postavljene na gel sa 5 mm razmaka od anodnih elektrodnih traka. U bunarcice
aplikatora uneSeno je po 19 ml supernatanta sa albuminskom frakcijom proteina
pojedinanih semena ispitivanih genotipova kukuruza. Izoelektricno fokusiranje je
izvodeno prema programu prikazanom u tabeli 1. u multiphor Il komorama za

elektroforezu (Multiphor 11, GE Helathcare) uz konstantno hladenje na 5°C.
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Tabela 1. Program za duplo ultratankoslojno izoelektricno fokusiranje rezervnih

proteina semena kukuruza

Faza Volt Miliamper Wat Trajanje (min)

1 1000 50 3 10
2 1000 70 5 10
3 1000 80 15 10
4 1500 100 30 10
5 2000 120 45 10
6 2500 140 60 10
7 3000 150 70 10
8 1000 50 10

Nakon zavrsetka elektroforeze gel je inkubiran 15 minuta u 12% rastvoru trihlor
siréetne kiseline, a zatim bojen u Coommassie Brilliant Blue (CBR) rastvoru (0,015%
CBR R250;0,045% CBR G250; 11% siréetne kiseline; 18% etanola; 72% ddH20) 60
minuta. Nakon odbojavanja 15 minuta u odbojivacu (30% etanola; 5% siréetne kiseline,
65% ddH20), gel je ispiran destilovanom vodom i suSen na sobnoj temperaturi tokom
noci.

Citanje gelova i prikaz rezultata

Za verifikaciju varijeteta koristi se poredenje proteinske slike uzorka sa
referentnim uzorkom, u ovom radu referentne uzorke su predstavljale originalne linije
kukuruza. Na istom gelu se radi izoelektricno fokusiranje po 50 semena aktuelnog i

odgovarajuceg referentnog uzorka. Da bi se ocenilo da je aktuelni uzorak autenti¢an ove

dve analizirane proteinske slike treba da budu identicne.
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

5.1 Analiza varijanse i test najmanje znacajne razlike izmedu tipova linija za

ispitivane osobine kukuruza

5.1.1 Analiza prinosa zrna kukuruza, procenta oklaska i procenta vlage zrna u

momentu berbe

Analiza varijanse ove tri posmatrane osobine pokazuje da postoji znacajna
razlika u prinosu, procentu oklaska i procentu vlage za sve ispitivane faktore izuzevsi
ponavljanja (tab. 2). Na prinos zrna sve interakcije faktora uticale su vrlo znacajno (G x
L,GXxT,LxT,GxL xT), dok na procenat oklaska veoma znacajno je uticala
interakcija L x T, znac¢ajno G x L x T, a interakcije G x L i G x T nisu signifikantno
uticale na ispitivanu osobinu. Na procenat vlage zrna u vreme berbe veoma znacajno su

uticali svi vidovi interakcija.

Tabela 2. Znacajnost sredina kvadrata iz ANOVA za prinos zrna kukuruza, procent
oklaska i procent vlage u zrnu na svih 5 lokacija

Osobina Prinos zrna (t/ha) % oklaska % vlage
Izvori variranja 3?532; Sredina kvadrata Sredina kvadrata ~ Sredina kvadrata
Ponavljanje (R) 2 0,021ns 14,984 ns 2,680 ns
Genotip (G) 6 37,303** 371,834 ** 448,620 **
Lokacija (L) 4 64,968** 55,715 * 99,776 **
GxL 24 2,188 ** 24,609 ns 21,221 **
Greska (E-1) 68 0,32 19,046 2,827
Tip linije (T) 4 7,341 ** 117,499 ** 35,087 **
GxT 24 1,781 ** 19,025 ns 9,212 **
LxT 16 4,158 ** 25,785 ** 8,918 **
GxLxT 96 0,897 ** 24,181 * 7,868 **
Greska (E-2) 280 0,223 16,854 2,994
Ukupno 524

*; ** _ Statisti¢ki znac¢ajno na nivou od 0,05 i 0,01, respektivno
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U ovom istrazivanju vrSena su poredenje originalnih i prevedenih linija. Ocena
znacajnosti razlike prose¢nih vrednosti prinosa zrna kukuruza, procenta oklaska i
procenta vlage izvedena je na osnovu LSD-testa za nivoe znacajnosti od 5% i 1%. (tab.
3). Za oba nivoa znacajnosti, od svih sedam ispitivanih inbred linija najvisi prinos su
dale linije sa C i S citoplazmom, 5,303 t/ha i 5,197 t/ha, respektivno, dok su najnizi
prinos dale linije RfS-tipa, 4,662 t/ha. Procenat oklaska je na oba nivoa znacajnosti bio
najveéi kod RfS-tipa (18,08%), dok u grupu sa najve¢im procentom oklaska na nivou
znacajnosti 5% spadaju i linije RfC-tipa. Najnizi procenat oklaska imale su linije C i S
tipa (15,79% i 15,98%, respektivno), na oba nivoa znacajnosti. Procenat vlage zrna u
momentu berbe je bio najvec¢i kod linija sa RfC i normalnom citoplazmom (19,84 i
19,42%), dok su najnizi procenat vlage sadrzale linije C-tipa (18,34%), takode na oba

nivoa znacajnosti.
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Tabela 3. Test najmanje znacajne razlike za prose¢an prinos zrna kukuruza, procenat oklaska i procenat vlage u zrnu na svih 5

lokacija
Prinos zrna (t/ha) % oklaska % vlage
Rang | Tip | Vrednost | 0,05 0,01 Tip | Vrednost | 0,05 0,01 Tip | Vrednost | 0,05 0,01
1 |C |5303 Al A RfS | 18,08 A A RfC | 19,84 A A
2 S 5,197 A A RfC | 17,86 A AB N 19,42 A AB
3 N 4,878 B B N 16,60 B BC |S 18,84 B BC
4 RfC | 4,850 B B S 15,98 B C RfS | 18,81 B BC
5 RfS | 4,662 C C C 15,79 B C C 18,34 C C
Lsd 0,1283  0,2230 Lsd 1,115 1,469 Lsd 0,4701  0,6193

1 — Statisticki su razlicite vrednosti koje nemaju zajednic¢ko slovo
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Grafik 3. Prinos zrna (t/ha) razli¢itih tipova inbred linija kukutuza
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5.1.2. Analiza morfoloskih osobina ispitivanih inbred linija kukuruza

Analiza varijanse visina klipa, biljke i procenta poleglih i slomljenih biljaka
obuhvatila je podatke dobijene sa svih pet lokacija (tab. 4). Ona je pokazala da su genotip
(G) 1 lokacija (L), kao i1 njihova interakcija (G x L) veoma znaCajno uticale na sve tri
ispitivane osobine. Tip linije (T) je veoma znacajno uticao na osobine visina klipa i visina
biljke, a nije uocena statistiCka znacajnost za osobinu procenat poleglih i slomljenih biljaka.
Interakcija genotipa 1 tipa linije (G x T) veoma znacajno je uticala na sve tri pracene
osobine. Interakcija lokacije i tipa linije (L x T) je pokazala visoko signifikantan uticaj na
visinu Klipa i biljke, dok na vrednosti procenta poleglih i slomljenih biljaka nije imala
uticaja. Interakcija genotipa, lokacije i tipa linije (G x L x T) je znacajno uticala na osobine

visina klipa i procenat poleglih i slomljenih biljaka, a ne i na visinu biljke.

Tabela 4. Znacajnost sredina kvadrata iz ANOVE za visinu klipa, visinu biljke i %
poleglih i slomljenih biljaka na svih 5 lokacija

% poleglih i
Osobina Visina klipa (cm) Visina biljke (cm)  slomljenih
biljaka
I S Stepeni . . .
zvorl variranja slobode Sredina kvadrata Sredina kvadrata Sredina kvadrata
Ponavljanje (R) 2 30,023 ns 216,603 ns 9,518 ns
Genotip (G) 6 177778,625 ** 39864,032 ** 569,614 **
Lokacija (L) 4 346,055 ** 8944,838 ** 1742,770 **
GxL 24 236,218 ** 555,937 ** 89,781 **
Greska (E-1) 68 36,522 72,137 19,397
Tip linije (T) 4 451,863 ** 635,572 ** 37,351ns
GxT 24 141,657** 352,685 ** 44,854 **
LxT 16 702,205 ** 302,583 ** 30,059 ns
GxLxT 96 29,696 * 64,872 ns 27,256 *
Greska (E-2) 280 21,366 51,631 19,683
Ukupno 524

*; ** _ Statisti¢ki znacajno na nivou od 0,05 i 0,01, respektivno
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LSD-test izmedu tipova linija za oba ispitivana nivoa znacajnosti (5% i 1%),
pokazao je najvecu visinu klipa kod linija RfC i C tipa, 81,23 cm i 81,1 cm, respektivno, a
najmanju kod linija sa normalnom citoplazmom, 76,33 cm (tab. 5). Najvecu visinu biljke
imale su linije RfC-tipa (195,2 cm), a najnize RfS-tipa (188,4 cm) na oba nivoa znacajnosti.
Za nivo znacajnosti od 5%, najvec¢i procenat poleglih i slomljenih biljaka je zabelezen kod
biljaka sa N i S citoplazmom (7,209 i 7,071%, respektivno), dok za nivo znacajnosti od 1%

nisu zabeleZene znacajne razlike kod ispitivanih linija za ovu osobinu.
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Tabela 5. Test najmanje znacajne razlike za srednje vrednosti visine klipa, visine biljke i procenata poleglih i slomljenih biljaka
na svih pet lokacija

Visina klipa (cm)

Visina biljke (cm)

% polegih i slomljenih biljaka

Rang | Tip | Vrednost | 0,05 0,01 Tip | Vrednost | 0,05 0,01 Tip | Vrednost | 0,05 0,01
1 |RfC| 8123 |A Al RfC 1952 | A Al N 7.209 | A A
2 C 81.10 | A A N 192.2 B B S 7071 | A A
3 RfS 79.43 B B C 192.2 B B C 6.870 AB A
4 S 78.10 C B S 190.7 B BC RfC 6.750 AB A
5 N 76.33 D C RfS 188.4 C C RfS 5.702 B A
Lsd 1.256 1.655 Lsd 1952 2572 Lsd 1.205 1.588

1 — Statisticki su razli¢ite vrednosti koje nemaju zajednicko slovo

30




Analiza varijanse za osobinu broj klipova po biljci obuhvatila je podatke dobijene sa
3 lokacije u sezoni 2010 (tab. 6). Pokazano je da genotip (G), lokacija (L) i tip linije (T),
kao i sve interakcije (G x L, Gx T, L x T, G x L x T) veoma zna¢ajno uticu na ovu

osobinu.

Tabela 6. Znacajnost sredina kvadrata iz ANOV A za broj klipova po biljci na tri lokacije u
2010. godini

Osobina Broj klipova po biljci
Izvori variranja Stepeni slobode Sredina kvadrata
Ponavljanje (R) 2 0,060 ns
Genotip (G) 6 0,796 **
Lokacija (L) 2 0,580 **
GxL 12 0,014 **
Greska (E-1) 40 0,015

Tip linije (T) 4 0,062 **
GxT 24 0,058 **
LxT 8 0,056 **
GxLxT 48 0,025 **
Greska (E-2) 168 0,012
Ukupno 314

*; ** - Statisticki znacajno na nivou od 0,05 i 0,01, respektivno

LSD-test (tab. 7) je za oba nivoa znacajnosti pokazao da je najveci broj klipova po
biljci zabelezen kod RfC-tipa linija (1,019). Sa druge strane, najmanji broj klipova po biljci

je ustanovljen kod linija sa S i normalnom citoplazmom (0,9787 i 0,9379, respektivno).
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Tabela 7. Test najmanje znacajne razlike srednjih vrednosti za broj klipova po biljci

Broj klipova po biljci

Rang Tip Vrednost 0,05 0,01
1 RfC 1,0190 Al Al
2 RfS 1,0040 AB AB
3 1,0000 AB AB
4 S 0,9787 B B
5 0,9379 C C
Lsd 0,02985 0,03939

1 — Statisticki su razli¢ite vrednosti koje nemaju zajednicko slovo
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5.1.3. Analiza komponenti prinosa ispitivanih inbred linija kukuruza

Kod svih sedam ispitivanih linija izmerene su slede¢e komponente prinosa: duzina
klipa, broj redova zrna, broj zrna u redu, dubina zrna, masa 1000 zrna, i broj zrna po m? na
svih pet lokacija. Analiza varijanse za sve ispitivane komponente prinosa data je u tabeli 8.
i tabeli 9. Genotip (G), lokacija (L) i tip linije (T), kao i sve njihove interakcije (G x L, G x
T,Lx T, Gx L xT) veoma znacajno su uticale na osobinu duzina klipa. Na osobinu broj
redova zrna genotip i tip linije su uticale visoko signifikantno, dok je uticaj lokacije bio
»samo* znacajan. Sve interakcije (G x L, Gx T, Lx T, G x L x T) su veoma znacajno
uticale na broj redova zrna. Na osobine broj zrna u redu i broj zrna po m?, kao i kod
osobine duzina klipa, svi parametri 1 njhove interakcije imaju veoma znacajan uticaj. Kod
osobine dubina zrna svi parametri (G, L 1 T) veoma znacajno uticu, dok su interakcije G x
L,LxTi1G x L x T takode veoma znacajne, a interakcija G x T znacajno utice na ovu
osobinu. Na osobinu masa 1000 zrna veoma znacajno Su uticala dva faktora, genotip i
lokacija, dok tip linije nije imao statisticki znacajan uticaj. Sve interakcije analiziranih

faktora, GXxL, GXT,LxT,GxLxT, su visoko signifikantno uticale na masu 1000 zrna.

Tabela 8. Znacajnost sredina kvadrata iz ANOVA za duzinu klipa, broj redova zrna i broj
zrna u redu

Osobina

Duzina klipa (cm)

Broj redova zrna

Broj zrna u redu

Izvori variranja Stepeni slobode

Sredina kvadrata

Sredina kvadrata

Sredina kvadrata

Ponavljanje (R) 2 0,099 ns 0,045 ns 4,198 ns
Genotip (G) 6 639,597** 71,662 ** 976,108 **
Lokacija (L) 4 31,120 ** 1,224 * 313,891 **
GxL 24 6,593** 1,195 ** 34,086 **
Greska (E-1) 68 0,605 0,427 5,268

Tip linije (T) 4 12,253 ** 1,433 * 112,015 **
GxT 24 5,443 ** 1,687 ** 23,712 **
LxT 16 1,678 ** 0,965 ** 21,793 **
GxLxT 96 1,243 ** 0,632 ** 9,563 **
Greska (E-2) 280 0,439 0,348 4,013
Ukupno 524

*; ** _ Statisti¢ki znacajno na nivou od 0,05 i 0,01, respektivno
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Tabela 9. Znacajnost sredina kvadrata iz ANOVA za dubinu zrna, masu 1000 zrna i broj
zrna po m

Osobina Dubina zrna (cm) Masa 1000 zr. (g) Broj zrna po m*

Izvori variranja Stepeni slobode  Sredina kvadrata Sredina kvadrata  Sredina kvadrata

Ponavljanje (R) 2 0,001 ns 1900,761 ns 10662,699
Genotip (G) 6 0,209 ** 82082,388 ** 5990750,315**
Lokacija (L) 4 0,107 ** 45087,432 ** 9094470,578**
GxL 24 0,012 ** 6502,028 ** 496720,679**
Greska (E-1) 68 0,004 2259,665 114790,442
Tip linije (T) 4 0,023 ** 925,231 ns 905006,216**
GxT 24 0,006 * 1878,430 ** 327235,962**
LxT 16 0,011 ** 1497,452 * 296015,146**
GxLxT 96 0,005 ** 1527,760 ** 159265,371**
Greska (E-2) 280 0,004 716,015 89176,995
Ukupno 524

*, ** _ Statisticki znacajno na nivou od 0,05 i 0.01, respektivno

Na osnovu LSD-testa (tab. 10 i tab. 11), za nivoe znacajnosti od 5% i 1% najveca
duzina klipa izmerena je kod linija sa originalnom, S i C citoplazmom, 15,57, 15,56 i 15,46
cm, respektivno, a najmanja kod linija sa RfS i RfC germplazmom, 14,98 i 14,58 cm,
respektivno. Najveci broj redova zrna za oba praga zna¢ajnosti su imale linije sa C-tipom
citoplazme, 12,98, a najmanji linije sa normalnom germplazmom, 12,67. Na oba nivoa
znacajnosti je izmeren najveci broj zrna u redu kod linija sa S-tipom citoplazme, 33,92, dok
je takode na oba nivoa znac¢ajnosti najnizu vrednost ovog parametra imala grupa linija RfC-
tipa, 31,45. Najveca dubina zrna na oba nivoa znacajnosti izmerena je kod linijasa C i S
citoplazmom, 0,8212 cm i 0,8196 cm, respektivno. Najniza vrednost ovog parametra je
ustanovljena takode na oba nivoa znacajnosti, za linije RfS-tipa, 0,7870 cm. Najvecu masu
1000 zrna na oba nivoa znacajnosti su ostvarile linije sa normalnom citoplazmom. Najveci
broj zrna po m? je bio kod linija sa C i S tipom citoplazme, 2716 i 2676, respektivno, a

najmanji broj zrna je izmeren kod linija RfS-tipa, 2496, i to na oba nivoa znacajnosti.
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Tabela 10. Test najmanje znacajne razlike za duzinu klipa, broj redova zrna i broj zrna u redu

Duzina klipa (cm) Br. redova zrna Br. zrna u redu
Rang | Tip | Vrednost | 0,05 0,01 Tip | Vrednost | 0,05 0,01 Tip | Vrednost | 0,05 0,01
1 [N 15,57 Al Al RfC | 12,98 Al Al S 33,92 Al Al
2 S 15,56 A A RfS | 12,87 AB AB 33,65 AB AB
3 15,46 A A 12,79 BC | AB N 33,14 B B
4 RfS | 14,98 B B S 12,76 BC B RfS |32,19 C C
5 RfC | 14,85 B B 12,67 C B RfC | 31,45 D D
Lsd 0,1800 0,2372 Lsd 0,1603 0,2112 Lsd 0,5442  0,7170
1 — Statisticki su razli¢ite vrednosti koje nemaju zajednicko slovo
Tabela 11. Test najmanje znadajne razlike za dubinu zrna, masu 1000 zrna i broj zrna po m*
Dubina zrna (cm) Masa 1000 zrna () Broj zrna po m*
Rang | Tip | Vrednost | 0,05 0,01 Tip | Vrednost | 0,05 0,01 Tip | Vrednost | 0,05 Lsd0,01
1 |[C |0,8212 A’ A’ N 261,3 A A C 2716 | A A’
2 S 0,8196 A A S 260,5 AB A S 2676 AB A
3 RfC | 0,8104 AB AB RfC | 258,0 AB A 2610 BC AB
4 N 0,7967 BC BC C 257,0 AB A RfC 2533 CD BC
5 RfS | 0,7870 C C RfS | 253,9 B A RfS 2496 D C
Lsd 0,0172  0,02264 Lsd 7,270 9,578 Lsd 81,13 106,9

1 — Statisticki su razli¢ite vrednosti koje nemaju zajednicko slovo
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5.1.4. Analiza osobina semena za inbred linije kukuruza

Analiza varijanse osobina semena: ocena pojave primarnog korena, ocena zavr$ne
klijavosti, procenat nenormalnih klijanaca i procenat mrtvih klijanaca, obuhvatila je
podatke iz 2011. godine sa lokacija Zemun Polje i Srbobran (Tab. 12). Analizom ovih
podataka ustanovljeno je da genotip (G) veoma znacajno utiCe na sve Cetiri ispitivane
osobine. Faktor lokacije (L) je takode veoma signifikantno uticao na sve osobine, osim na
procentualni udeo nenormalnih klijanaca. Interakcija ova dva faktora (G x L) znacajno
uti¢e na vrednosti prve dve osobine, ocenu primarnog korena i1 zavrSnu klijavost, dok je
interakcija ova dva faktora veoma znaCajno uticala na druge dve ispitivane osobine,
procenat nenormalnih klijanaca i procenat mrtvih klijanaca. Tip linije (T) je veoma
znacajno uticao na sve Cetiri osobine. Interakcije faktora Gx T, Lx T, Gx L x T su veoma
znacajno uticale na pojavu primarnog korena i procenat mrtvih klijanaca. Na zavrSnu
klijavost interakcije faktora G x T 1 G x L x T su veoma znacajno uticale, a interakcija
faktora L x T uticala je znaCajno. Interakcije faktora L x T 1 G x L x T su imale visoko
signifikantan uticaj na procentualni udeo nenormalnih klijanaca, dok je interakcija G x T

znacajno uticala na ovu osobinu.

Tabela 12. Znacajnost sredina kvadrata iz ANOVA za 4 semenarske osobine: Pojava
primarnog korena, zavr$na klijavost, udeo nenormalnih i mrtvih klijanaca

osobina Pojava prim. Zavrsna %_ _nenormalnih %__mrtvih
kor. (%) Klijavost (%) klijanaca klijanaca

Izvori variranja sslfk?sgé Sredina kvadrata ~ Sredina kvadrata ~ Sredina kvadrata ~ Sredina kvadrata
Ponavljanje (R) 3 26,680 ns 8,486 ns 6,356 ns 13,429 ns
Genotip (G) 6 640,215 ** 1188,82 ** 101,714 ** 560,574 **
Lokacija (L) 1 3339,604 ** 0,514 ** 18,004 ns 30,229 **
GxL 6 93,104 * 37,923 * 21,629 ** 45,695 **
Greska (E-1) 39 36,734 14,393 4,482 10,682
Tip linije (T) 4 909,693 ** 205,571 ** 25,298 ** 102,370 **
GxT 24 224,678 ** 91,515 ** 9,182 ** 45,074 **
LxT 4 544,139 ** 83,836 ** 3,066 ** 103,898 **
GxLxT 24 258,671 ** 116,088 ** 12,837 ** 72,594 **
Greska (E-2) 168 70,614 18,826 4,112 14,132
Ukupno 279

*; ** - Statisti¢ki znac¢ajno na nivou od 0,05; 0,01, respektivno
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LSD testa za nivoe znacajnosti 5 1 1% (tab. 13), prikazao je da su najveci procenat
pojave primarnog korena imali genotipovi sa RfC i RfS tipom germpazme, 81,50 i 81,39%,
respektivno. Najnizi procenat klijavosti zabeleZzen na oba nivoa znacajnosti je bio kod linija
normalnog tipa citoplazme. Procenat zavrSne klijavosti na oba nivoa znacajnosti je bio
najvisi kod linija S i RfS tipa 93,02 i 92,66%, respektivno, dok je najniza vrednost ovog
parametra, takode na oba nivoa znacajnosti, zabelezena kod linija N-tipa 88,23%. Analizom
procentualnog udela nenormalnih klijanaca zakljueno je da je najviSa vrednost ovog
parametra ostvarena kod linija sa normalnom germplazmom 4,321% i to na oba nivoa
znacajnosti, dok su preostali genotipovi imali priblizno iste vrednosti. Takode je
konstatovano da je procenat mrtvih klijanaca bio najviSi kod genotipova sa normalnom
germplazmom 7,768%, na oba nivoa znacajnosti, a najnizu vrednost ove 0sobine su imale
linije RfS-tipa 4,286%.
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Tabela 13. Test najmanje znacajne razlike za Cetiri semenarske osobine: pojava primarnog korena, zavrs$na klijavost, udeo
nenormalnih i mrtvih klijanaca

Pojava prim. kor. (%) Zavr$na klijavost (%) % nenormalnih klijanaca % mrtvih klijanaca
Rang | Tip | Vrednost | 0,05 | 0,01 | Tip | Vrednost | 0,05 | 0,01 | Tip | Vrednost | 0,05 0,01 Tip | Vrednost | 0,05 0,01
1 RfC | 81,50 At A S 9302 Al Al N |4321 Al Al N | 7,768 Al Al
2 RfS | 81,39 A A RfS | 92,66 A A C 3,696 B A C 5,482 B B
3 Cc 75,43 B B RfC | 92,04 AB AB S 2,946 C B RfC | 5,357 B BC
4 S 75,00 B BC |C 91,20 B B RfS | 2,875 C B S 4,679 BC BC
5 N 72,63 C C N 88,23 C C | RfC | 2,750 C B RfS | 4,286 C C
Lsd 1,983 2,617 Lsd 1,024 1,351 Lsd 0,4785 0,6315 Lsd 0,8870 0,050

1 — Statisticki su razlicite vrednosti koje nemaju zajednic¢ko slovo
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Analizom varijanse obuhvaceni su podatci iz 2010. godine sa tri lokacije o
procentualnom odnosu frakcija semena (tab. 14). Ovom analizom je pokazano da sva tri
faktora, genotip (G), lokacija (L) i tip linije, visoko signifikantno utiCu na sve tri
posmatrane osobine: procenatualni udeo krupne frakcije semena, udeo sitne frakcije
semena i procenat otpada. Takode je konstatovano da svi tipovi interakcija ovih faktora, G
XL, GxT,LxTiGxLxT, visoko signifikantno uticu na sve tri posmatrane osobine, dok
je jedini izuzetak bila interakcija L x T koja je znacajno uticala na procentualni udeo sitne

frakcije.

Tabela 14. Znacajnost sredina kvadrata iz ANOVA za procentualni odnos frakcija semena
na tri lokacije

osobina % krupne frakcije % sitne frakcije % otpada
Izvori variranja sslft?ggeiz Sredina kvadrata Sredina kvadrata Sredina kvadrata
Ponavljanje (R) 2 12,156 ns 41,701 ns 24,962 *
Genotip (G) 6 19407,743 ** 12583,282 ** 942,218 **
Lokacija (L) 2 597,269 ** 159,771 ** 146,315 **
GxL 12 49,958 ** 143,001 ** 45,137 **
Greska (E-1) 40 10,678 9,360 4,069
Tip linije (T) 4 157,096 ** 111,756 ** 37,476 **
GxT 24 199,051 ** 221,480 ** 30,460 **
LxT 8 28,090 ** 25,231 * 15,921 **
GxLxT 48 18,866 ** 26,074 ** 10,474 **
Greska (E-2) 168 9,894 9,741 3,201
Ukupno 314

*; ** - Statisticki znacajno na nivou od 0,05 i 0,01, respektivno
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U tabeli 15. prikazane su vrednosti LSD-testa za ove osobine. Najveci procentualni
udeo krupne frakcije semena na oba nivoa znacajnosti imale su linije na S osnovi (23,27%).
Najmanji udeo sitne frakcije, takode na oba nivoa znacajnosti, zabeleZen je kod linija RfC-
tipa (18,94%). Procentualni udeo sitne frakcije bio je najvec¢i kod linija koje su u sebi
sadrzale RfC germplazmu, 74,64%, a za njima su bile linije sa C-tipom citoplazme sa
73,19%. Ovi rezultati su potvrdeni na oba nivoa znacajnosti. Najmanji udeo sitne frakcije je
izmeren kod linija sa S i RfS germplazmom, 71,5 i 71,45%, respektivno. Najveci procenat
otpada na nivou znacajnosti od 5% imale su linije RfS-tipa, 6,987%, a na nivou znacajnosti
1% u grupu sa najveéim procentom otpada spadaju linije sa RfC-tipom germplazme
(6,454%). U grupu sa najmanjim procentualnim udelom otpada spadaju linije sa
originalnom, S i C citoplazmom sa 5,608, 5,267 i 5,263%, respektivno.
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Tabela 15. Test najmanje znacajne razlike za procentualni odnos frakcija semena

% krupne frakcije % sitne frakcije % otpada
Rang | Tip Vrednost 0,05 0,01 Tip Vrednost 0,05 0,01 Tip Vrednost 0,05 0,01

1 1S 23,27 Al Al RfC | 74,64 Al Al RfS | 6,987 Al A
2 N 22,06 B B C 73,19 B B RfC | 6,454 B A

3 RfS | 21,60 B B N 72,35 B BC N 5,608 C B
4 C 21,58 B B S 71,50 C C S 5,267 C B
5 RfC | 18,94 C C RfS | 71,45 C C C 5,263 C B

Lsd 0,8570 1,1310 Lsd 0,8504 1,122 Lsd 0,4875 0,6433

1 — Statisticki su razlicite vrednosti koje nemaju zajednic¢ko slovo
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Veoma bitna osobina kada su karakteristike semena u pitanju je broj zrna sitne
frakcije semena po metru kvadratnom. Rezultati analize varijanse koji ukljucuju podatke sa
tri lokacije dati su u tabeli 16. Zna¢ajan uticaj na ovu osobinu je imao genotip i faktor
spoljasnje sredine. Veoma znac¢ajan uticaj je imao tip linije. Svi tipovi interakcija faktora su
na ovu osobinu uticali veoma signifikantno, osim interakcije izmedu lokaliteta i tipa linije,

koja nije statisticki znacajno uticala.

Tabela 16. Znacajnost sredina kvadrata iz ANOVA za broj zrna sitne frakcije semena po
m? na tri lokacije.

Br. zrna sitne fr. semena po

osobina m?
Izvori variranja Stepeni slobode Sredina kvadrata
Ponavljanje (R) 2 136011,241
Genotip (G) 6 3469022,496*
Lokacija (L) 2 5307762,956*
GxL 12 207769,619**
Greska (E-1) 40 1147445,025
Tip linije (T) 4 306762,259%*
GxT 24 202449,516**
LxT 8 113693,749ns
GxLxT 48 57860,579**
Greska (E-2) 168

Ukupno 314

*; ** - Statisticki znac¢ajno na nivou od 0,05 i 0,01, respektivno

U tabeli 17. je prikazana ocena znacajnosti razlike za broj zrna sitne frakcije semena
po m® koja je uradena putem LSD-testa. Na oba nivoa signifikantnosti najvisa vrednost
ovog pokazatelja zabeleZena je kod linija sa C-tipom citoplazme, §to je u proseku iznosilo
1915 zrna po m°. Sa druge strane, najnize vrednosti su zabelezene kod linija RfS-tipa uz

prosecno 1773 zrna po m’,



Tabela 17. Test najmanje znacajne razlike za broj zrna sitne frakcije po m”

Broj zrna sitne frakcije po m’
Rang Tip Vrednost 0,05 0,01
1 C 1915 A A’
2 1837 B AB
3 S 1820 B ABC
4 RfC 1768 BC BC
5 RfS 1733 C C
Lsd 72,91 96,23
1 — Statisticki su razli¢ite vrednosti koje nemaju zajednicko slovo
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Grafik 4. Broj zrna po m? i broj zrna sitne frakcije po m® za razli¢ite tipove inbred
linija kukuruza
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U tabeli 18. dati su rezultati analize varijanse za hektolitarsku masu semena.
Rezultati govore da su na ispitivanu osobinu svi faktori i njihove interakcije veoma

znacajno uticale.

Tabela 18. Znacajnost sredina kvadrata iz ANOVA za hektolitarsku masu zrna

osobina Hektolitarska masa (kg)
Izvori variranja Stepeni slobode Sredina kvadrata
Ponavljanje (R) 2 109,533 ns
Genotip (G) 6 18097,341 **
Lokacija (L) 4 20382,601 **
GxL 24 1104,356 **
Greska (E-1) 68 109,428

Tip linije (T) 4 1265,176 **
GxT 24 932,293 **
LxT 16 675,530 **
GxLxT 96 242,617 **
Greska (E-2) 280 122,595

Ukupno 524

*, ** - Statisticki znacajno na nivou od 0,05 i 0,01, respektivno

Na osnovu testa najmanje znacajne razlike mozemo ustanoviti da Su na nivou
znacajnosti od 5% najvecu prose¢nu hektolitarsku masu imale linije RfC-tipa, 792,5kg (tab.
19). Na nivou znacajnosti od 1% nije bilo znacajne razlike izmedu razli¢itih tipova linija,

osim za RfS-tip koji je imao nesto nize vrednosti posmatranog parametra.
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Tabela 19. Test najmanje znacajne razlike za hektolitarsku masu zrna na pet lokacija

Hekto. masa (kg)

Rang Tip Vrednost 0,05 0,01
1 RfC 792,5 Al Al
2 792,0 AB A
3 S 791,3 AB A
4 C 789,4 B A
5 RfS 784,0 C B
Lsd 3,008 3,963

1 — Statisticki su razli¢ite vrednosti koje nemaju zajednicko slovo
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5.1.5. Fitopatolo§ka analiza semena

Analiza varijanse zdravstvenog stanja semena tj. procentualnog udela gljiva
Fusarium verticillioides i Aspergilus flavus vrsena je iz uzoraka koji su dobijeni sa lokacija
Zemun Polje i Srbobran u 2011. godini (tab. 20). Analiziraju¢i dobijene podatke
ustanovljeno je da su faktori genotip (G) 1 lokacija (L) veoma znacajno uticali na
procentualno ucescée obe gljive u ispitivanim uzorcima. Zanimljivo je da interakcija izmedu
genotipa i lokacije (G x L) nije znacajno uticala na procentualni udeo gljive Fusarium
verticillioides, dok je ta interakcija veoma znacajno uticala na procenat gljive Aspergilus
flavus u ispitanim uzorcima. Tip linije (T) je znac¢ajno uticao na procenatualni udeo semena
koji je bio zarazen gljivom Fusarium verticillioides i visokosignifikantno na procenat
semena zarazen gljivom Aspergilus flavus. Interakcije L x T i G x L x T su veoma znacajno
uticale na procenat gljive Fusarium verticillioides, a interakcija G x T je znacajno uticala
na tu istu osobinu. Na procentualni udeo zarazenog semena gljivom Aspergilus flavus
veoma znacajno su uticale interakcije faktora G x T 1L x T, dok je interakcija faktora G x L

x T znacajno uticala na ovu 0sobinu.

Tabela 20. Znacajnost sredina kvadrata iz ANOVA za procentualnu zaraZzenost gljivama

osobina Fusarium verticillioides (%) Aspergillus flavus (%)
Izvori variranja 3?533; Sredina kvadrata Sredina kvadrata
Ponavljanje (R) 1 256,231 ns 15,846
Genotip (G) 6 1326,615 ** 2541,684 **
Lokacija (L) 1 3010,433 ** 15,180 **
GxL 6 649,555 ns 2402,949 **
Greska (E-1) 13 274,034 330,695
Tip linije (T) 4 976,183 * 2940,276 **
GxT 24 518,079 * 464,395 **
LxT 4 201,867 ** 3300,219 **
GxLxT 24 231,999 ** 592.431 ns
Greska (E-2) 56 288,291 503,877
Ukupno 139

*; ** _ Statisticki znac¢ajno na nivou od 0,05 i 0,01, respektivno



Dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 21. Fusarium verticillioides je u najve¢em
delu bila prisutna u linijama RfC-tipa, §to je potvrdeno na oba nivoa znacajnosti. Najnize
zabeleZen procenat ovog patogena je bio kod linija sa normalnim i S-tipom citoplazme.
Najveéi procenat semena zarazenog gljivom Aspergilus flavus su imale linije sa S-tipom
citoplazme, 52,13%, i to na oba nivoa znac¢ajnosti. Konstatovano je da su linije koje su
najmanje zarazene ovom gljivom pripadale grupi linija C i RfC tipa, 31,19 i 26,91%,

respektivno, §to je takode utvrdeno na oba nivoa znacajnosti.

Tabela 21. Test najmanje znacajne razlike za procentualni udeo gljiva

Fusarium verticillioides (%) Aspergillus flavus (%)
Rang | Tip Vrednost | Lsd0,05 | 0,01 Tip Vrednost | 0,05 0,01
1 RfC 3333 | A A S 52,13 A A
2 RfS 26,67 B AB RfS 44,87 AB AB
3 C 24,17 BC BC N 41,54 B B
4 N 19,42 C BC C 31,19 C C
5 S 18,95 C C RfC 26,91 C C
Lsd 5,749 7,653 Lsd 7,601 10,12

1 — Statisticki su razli¢ite vrednosti koje nemaju zajednicko slovo
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5.1.6. Razlika datuma metli¢enja i svilanja (ASI)

Analiza varijanse razlike datuma metli¢enja i svilanja vr$ena je na osnovu rezultata
ogleda koji su bili sprovedeni na lokaciji Zemun Polje u toku 2010. i 2011. godine (tab.
22). Na posmatranu osobinu su sva tri faktora uticala visoko signifikantno, kao i interakcije
izmedu faktora Gx L, Gx T 1 G x L x T, dok je interakcija L x T znacajno uticala na ovu

osobinu.

Tabela 22. Znacajnost sredina kvadrata iz ANOVA za razliku datuma metlicenja i

svilanja

osobina ASI
Izvori variranja Stepeni slobode Sredina kvadrata
Ponavljanje (R) 2 0,743 ns
Genotip (G) 6 55,656 **
Lokacija (L) 1 8,005 **
GxL 6 12,671 **
Greska (E-1) 26 0,471
Tip linije (T) 4 2,969 **
GxT 24 1,566 **
LxT 4 1,279 *
GxLxT 24 1,237 **
Greska (E-2) 112 0,437
Ukupno 209

*; ** - Statisticki znac¢ajno na nivou od 0,05 i 0,01, respektivno

Najvece prosecne vrednosti ovog pokazatelja (tab. 23) su ustanovljene, na osnovu
LSD-testa, na oba nivoa znacajnosti, kod linija koje imaju normalnu citoplazmu (4,5 dana).
Najnize vrednosti su ustanovljene, takode na oba nivoa znadajnosti, za linije sa S-tipom

citoplazme (3,786 dana).
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Tabela 23. Test najmanje znacajne razlike za razliku datuma metliléenja i svilanja

Razlika izmedu datuma metli¢enja i svilanja

Rang Tip Vrednost Lsd0,05 0,01
1 N 4,500 Al Al
2 RfC 4,190 B B
3 RfS 4,024 BC BC
4 C 4,000 C BC
5 S 3,786 D C
Lsd 0,1808 0,2391

1 — Statisticki su razli¢ite vrednosti koje nemaju zajednicko slovo
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5.1.7. Probijanje sterilnosti (late break of sterility)

Probijanje sterilnosti je veoma bitno sa aspekta semenske proizvodnje. U slucaju i
najmanjeg probijanja sterilnosti aprobator odbija usev. Svih sedam linija se u Institutu za
kukuruz koriste u proizvodnji hibridnog semena i iz tog razloga je bilo veoma bitno oceniti
probijanje sterilnosti, koje kod jednog od tipova ispitivanih linija moze ukazati na pogodniji
tip CMS-a za semensku proizvodnju. Nakon dve godine ispitivanja na lokaciji Zemun Polje
nije uoceno nikakvo probijanje sterilnosti ni kod C ni kod S-tipa linija, tako da se sa ovog

aspekta oba tipa sterilnosti mogu smatrati pogodnim za semensku proizvodnju.
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5.2. Parametri stabilnosti za prinos zrna kukuruza po Eberhart-u i Russell-u

Analiza parametara stabilnosti je vrSena na osnovu prinosa zrna svih sedam linija

unutar svakog bloka (tipa linije) ponaosob.

U tabeli 24. su date vrednosti prosecnih prinosa i parametari stabilnosti za linije
koje imaju normalnu citoplazmu. Po prinosu je dominirala linija ZPL7 sa 6,5727 t/ha, a za
njom je bila linija ZPL2 sa 5,3533 t/ha. Najlos$iji prinos je ostvarila linija ZPL4 sa
prose¢nim prinosom 3,7267 t/ha. Prema vrednostima regresionog koeficijenta najstabilnija
je bila linija ZPL1, dok je najloSiju vrednost ovog pokazatelja imala linija koja je imala 1
najnizi prinos, a to je linija ZPL7. Za linije ZPL6 i ZPL7 moze se re¢i da se bolje ponasaju
nesto losijim uslovima. Nesto visa vrednost parametra Sdi’ je zabelezena kod linije ZPL7,
pa se po ovom pokazatelju ta linija moze smatrati neSto manje stabilnom u odnosu na ostale

linije.

Tabela 24. Prinos i parametri stabilnosti za linije sa N tipom germplazme

Linija  Prinos (t/ha) Rang bi Rang Sai?
ZPL1 4,498 5 1,0451 1 -0,1675
ZPL2 5,3533 2 0,8241 4 -0,0369
ZPL3 4,772 4 1,1312 3 -0,1010
ZPL4 3,7267 7 0,6397 7 -0,0833
ZPL5 4,2333 6 0,8978 2 -0,1476
ZPL6 4,9907 3 1,2610 6 -0,1458
ZPL7 6,5727 1 1,2122 5 0,2294
Prosek | 0,1302 |

Rezultati prose¢nog prinosa linija i njihovih parametara stabilnosti za linije koje u
sebi sadrze C citoplazmu su dati u tabeli 25. Prosecan prinos je najveci kod linija ZPL7
(6,5327 t/ha) i ZPL2 (5,91 t/ha), kao i u N citoplazmi. Sa druge strane, najnizi prinos je
takode zabeleZen kod linije ZPL4 (3,7267 t/ha). Sto se tiGe parametara stabilnosti, po
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vrednostima regresionog koeficijenta najstabilnija linija je bila ZPL6, a najprinosnija linija

linija ZPL2 i za nju se moze reci da je po ovom parametru pokazala visoku nestabilnost u
razli¢itim uslovima gajenja. Nesto veée vrednosti ovog parametra stabilnosti je pokazala i
linija ZPL3.

Tabela 25. Prinos i parametri stabilnosti za linije sa C tipom germplazme

Linija  Prinos (t/ha) Rang bi Rang Sai’

ZPL1 4,826 6 0,7838 4 -0,01470
ZPL2 5,91 2 1,3003 5 2,17116
ZPL3 4,8407 5 1,0714 2 0,39108
ZPLA4 4,2633 7 0,8265 3 -0,17984
ZPL5 5,2027 4 0,6826 6 -0,16896
ZPL6 5,5453 3 0,9496 1 0,00438
ZPL7 6,5327 1 1,3759 7 -0,18525
Prosek | 0,4451 |

Kada je re¢ o linijama RfC-tipa (tab. 26), najvisi prinos je ostvaren kod linije ZPL2
(6,0833 t/ha) dok je na drugom mestu linija ZPL7 sa 5,4107 t/ha. Najstabilnija linija,
prema regresionom koeficijentu, je bila ZPL6, kao i u predhodnom slu¢aju. Najniza
stabilnost prema ovom pokazatelju je ostvarena kod linije ZPL6. U povoljnim uslovima
gajenja bolje rezultate su imale linije ZPL1 i ZPL3, dok je prilagodljivija lo$ijim uslovima
bila linija ZPL5. Nesto vise vrednosti kvadratnog odstupanja od regresije su imale linije
ZPL1, ZPL2 i ZPL3, pa se za njih moze re¢i da su nesto nestabilnije u poredenju sa drugim

linijama.

52



Tabela 26. Prinos i parametri stabilnosti za linije sa RfC tipom germplazme

Linija  Prinos (t/ha) Rang bi Rang Sai?

ZPL1 4,4540 5 1,6714 6 0,32640
ZPL2 6,0833 1 0,0102 7 0,30772
ZPL3 4,7087 4 1,5396 5 0,24727
ZPL4 3,9260 7 1,0223 2 -0,22773
ZPL5 4,2080 6 0,6262 4 -0,07745
ZPL6 5,1593 3 1,0131 1 -0,11587
ZPL7 5,4107 2 1,1070 3 -0,08686
Prosek | 0,1985 |

Kod linija koje su imale citoplazmu S-tipa najvisi prosecan prinos je ostvarila linija
ZPL7, 6,5373 t/ha (tab.27). Odmah iza nje sa prosecnim prinosom od 5,89 t/ha je bila linija
ZPL2. Najnizi prinos je opet ostvarila linija ZPL4. Najpriblizniju vrednost regresionog
koeficijenta jedinici je imala linija ZPL1 i kao takva se pokazala najstabilnija i ako je po
prinosu bila na pretposlednjem mestu. Linije koje bolje reaguju na povoljnije uslove
gajenja su ZPL2 i ZPL3. Sa druge strane, linije koje bolje reaguju na loSije uslove
spoljasnje sredine su ZPL4, ZPL5, ZPL6 i ZPL7. Vrednosti kvadratnog odstupanja od
regresije govore da su linije ZPL6 i ZPL7 imale nesto vec¢e vrednosti od nule te da se iz tog

razloga mogu smatrati manje stabilnim.

Tabela 27. Prinos i parametri stabilnosti za linije sa S tipom germplazme

Linija  Prinos (t/ha) Rang bi Rang S

ZPL1 4,5127 6 1,0161 1 -0,04125
ZPL2 5,8900 2 1,5206 7 -0,11419
ZPL3 5,0793 4 1,2085 4 -0,14303
ZPL4 4,2940 7 0,8620 3 -0,22708
ZPL5 4,6600 5 0,7668 5 0,13098
ZPL6 5,4027 3 0,7605 6 0,46973
ZPL7 6,5373 1 0,8681 2 0,50118
Prosek | 0,2325|
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Najrodnija linija iz ranijih ispitivanja ZPL7 imala je najvisi prosecan prinos zrna i
kada su u pitanju genotipovi sa RfS germplazmom, i to 5,7587 t/ha (tab. 28), a najlosiji
prinos je takode ostvarila linija koja je do sada imala najnizi prinos, a to je ZPL4. Kao
najstabilnija linija se pokazala ZPL1. Linije koje su imale vrednosti b; vece od jedan i
samim tim su pokazale da se bolje ponasaju u boljim uslovima gajenja, su ZPL3, ZPL6 i
ZPL7. Bolju prilagodljivost losijim uslovima spoljasnje sredine su pokazale linije ZPL2,
ZPL4 i ZPL5. Visoku vrednost kvadratnog odstupanja od regresije je pokazala linija ZPL2
i kao takva je nestabilna sa stanovistva ovog pokazatelja. Pored nje nesto vece vrednosti od
jedinice su zabelezene kod linija ZPL6 i ZPL5.

Tabela 28. Prinos i parametri stabilnosti za linije sa RfS tipom germplazme

Linija  Prinos (t/ha) Rang bi Rang Sai’

ZPL1 4,3930 4 0,8641 1 0,22975
ZPL2 4,2667 6 0,8264 2 1,14202
ZPL3 4,9253 2 1,3161 4 0,11621
ZPL4 4,0847 7 0,6613 5 -0,13285
ZPL5 4,3060 5 0,5495 7 0,31859
ZPL6 4,8960 3 1,2079 3 0,40046
ZPL7 5,7587 1 1,5938 6 0,01884
Prosek |0,3370|
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5.3. Najbolji tipovi linija kukuruza za ispitivane osobine

Na osnovu rezultata iz tabele 29. moze se reci da su za neke od ispitivanih osobina
pogodniji za semensku proizvodnju C i S-tip citoplazme u odnosu na N. Osobine kod kojih
su C i S-tip bili bolji od N-tipa su sledece: prinos zrna, procenat oklaska, broj zrna u redu,
dubina zrna, broj zrna po m? i razlika izmedu datuma metlidenja i svilanja. Poredenjem C i
S-tipa linija doSlo se do zaklju¢ka da se C-tip bolje pokazao kada su u pitanju sledece
osobine: prinos zrna, procenat oklaska, procenat vlage, broj klipova po biljci, dubina zrna,
broj zrna po m?, procenat sitne frakcije, procenat odpada, broj zrna sitne frakcije po m?, i
zarazenost gljivom Aspergillus flavus. Sa druge strane, S-tip je pokazao bolje rezultate za:
broj zrna u redu, zavrSnu klijavost, procenat nenormalnih klijanaca i manje je bio zaraZen
gljivom Fusarium verticillioides. Sto se ti¢e parametara stabilnosti prinosa zrna, S-tip je
stabilniji od C-tipa, $to je veoma bitno za semensku proizvodnju kukuruza koja se bazira na

inbred linijama, veoma nestabilnim u razli¢itim uslovima spoljne sredine.
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Tabela 29. Najbolji tipovi linija za ispitivane osobine

Osobina Najbolji tip linija za ispitivanu osobinu
Prinos zrna kukuruza (t/ha) C S
Procenat oklaska (ORR
Procenat vlage c
Visina klipa N
Visina biljke RfS

Procenat poleglih i slomljenih biljaka

Svi su sli¢ni

Broj klipova po biljci RfC,RfSiC
Duzina klipa (cm) N,SiC
Broj redova zrna RfC, RfS
Broj zrna u redu S,C
Dubina zrna (cm) C S

Masa 1000 zrna (g) Svi su sli¢ni
Broj zrna po m* C,S
Pojava primarnog korena (%) RfC, RfS
Zavrsna klijavost (%) S, RfSi RfC
Procenat nenormalnih klijanaca RfC, RfS, S
Procenat mrtvih klijanaca RfS
Procenat krupne frakcije RfC
Procenat sitne frakcije RfC, C
Procenat otpada C,SiN
Broj zrna sitne frakcije po m? C
Hektolitarska masa (kg) RfC,N, S, C
Fusarium verticillioides (%) S
Aspergillus flavus (%) RfC, C
Razlika izmedu datuma metlicenja i svilanja S,C

Stabilnost na osnovu srednje vrednosti Sdi” RfC, S




5.4. Primena genetickih markera

Analizom proteinskih profila dobijenih primenom UTLIEF metode identifikovano
je po sedam proteinskih marker traka, karakteristicnih za svaku od ispitivanih originalnih

linijja kukuruza. Proteinske marker trake birane su prema intenzitetu i ¢itljivosti na gelu.

Primer elektroforegrama i identifikovanih marker traka prikazan je na slici 2.

Slika 2. Deo elektroforegrama originalne linije ZPL4 sa obelezenim proteinskim marker

trakama.
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Na osnovu prisustva/odsustva proteinskih marker traka, odnosno identi¢nosti
proteinskih profila originalnih linija sa njihovim preobra¢enim varijantama uradena je
verifikacija novonastalih genotipova. Ustanovljeno je da su proteinski profili CMS-Rf

varijanti linija 1, 3, 4, 6 1 7 identi¢ni sa originalnim linijama (sl. 3 i 4).

Lingja 6 CmsS 1] CimsC

Slika 3. Deo elektroforegrama originalne linije ZPL6 sa njenim CMS-S i CMS-C
varijantama

Linga 6

Slika 4. Deo elektroforegrama originalne linije ZPL6 sa njenim RfS i RfC varijantama
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Poredenjem elektroforegrama originalne linije ZPL2 sa elektroforegramima njenih
CMS-Rf varijanti utvrdeno je da varijanta RfC odstupa po prisustvu-odsustvu proteinskih
marker traka kako od originalne linije tako i od ostalih CMS-Rf varijanti te linije (sl. 5 a i
b). Broj marker traka po kojima se ova varijanta razlikuje od ostalih varijanti kao i linije od
koje su nastale je osam.

QWi Priip VT 80 1o -
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Slika 5. Delovi elektroforegrama originalne linije ZPL2 sa njenim CMS-Rf vatijantama.
a. proteinski profili originalne linije ZPL2 i njenih CMS-S i CMS-C varijantama

b. proteinski profili RfS i RfC varijanti linije ZPL2

strelicama su oznacene proteinske trake po kojima se RfC varijanta razlikuje od marker
traka identifikovanih za liniju ZPL2.
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Analizom proteinskih profila linije ZPL5 utvrdeno je da se RfC varijanta ove inbred

linije razlikuje od ostalih CMS i Rf varijanti u tri proteinske trake (sl. 6 a i b).

Slika 6. Delovi elektroforegrama originalne linije ZPL5 sa njenim CMS-Rf varijantama.

a. proteinski profili originalne linije ZPL5 i njenih CMS-C i CMS-S varijantama

b. proteinski profili RfC i RfS varijanti linije ZPL5

strelicama su oznacene proteinske trake po kojima se RfC varijanta razlikuje od marker
traka identifikovanih za liniju ZPL5.
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6. DISKUSIJA

Upotreba C i S tipa citoplazme u proizvodnji hibridnog semena kukuruza zahteva da
ovi tipovi citoplazme kao i njihove restorer verzije ne utiu nepovoljno na vazne
agronomske osobine kukuruza. Sezdesetih i sedamtesetih godina proslog veka su
sprovodene kontraverzne debate o uticaju CMS-a na prinos zrna. Neke od tih rasprava se
vode i danas a pitanje je i dalje da li upotreba CMS-a moze dovesti do povecanja prinosa
zrna modernih hibrida.

Rf verzije ispitivanih linija dobijene su dopunjenom metodom Eckhardta od strane
Vancetovi€ 1 sar. (2006), pa sadrze 1 CMS citoplazmu u sebi. Postavlja se pitanje da li one
kao takve mogu posluziti za odredivanje uticaja CMS-a (posto su fertilne), ili interakcije
CMS i Rf jedarnih gena na ispisivane agronomske osobine.

Nasi rezultati pokazuju da su na prinos zrna veoma jak uticaj imali kako genotip
tako i spoljaSnja sredina i interakcija ova dva faktora. Veoma je bitno napomenuti i to da je
tip citoplazme imao veoma znacajan uticaj na prinos zrna, a takodje se moze reci i to da je
interakcija svih faktora veoma znacajno uticala na ispitivanu osobinu. Linije koje imaju C i
S tip citoplazme dale su veci prinos nego linije sa N citoplazmom kao 1 RfC 1 RfS verzije.
Ti rezultati su u skladu sa ranijim istrazivanjima koje su sa T 1 S tipom citoplazme sproveli
Duvick (1958, 1965) i Bruce i sar. (1966). Ispitivanja vezana za C-tip citoplazme vrsili su
Duvick (1972) i Cochran (1975), koji su takode dosli do sli¢nih rezultata. Sa druge strane,
bilo je istrazivanja u kojima su rezultati pokazali negativan uticaj CMS-a nha prinos
(Stringfield, 1958). Novija istrazivanja Stamp-a i sar. (2000) na novijim hibridima
pokazuju da postoji znacajan uticaj CMS-a na prinos zrna pod razli¢itim uslovima
spoljasnje srdedine. Do slicnih rezultata su dosli i Weingartner i sar. (2002), dok
istrazivanja Munch i sar. (2009) ukazuju na to da ne postoji znacajan uticaj tipa citoplazme
na prinos zrna. Poveéan prinos zrna sterilnih linija u odnosu na njihove fertilne analoge se
moZe objasniti ¢injenicom da se kod sterilnih genotipova tro§i manje nutritijenata, vode 1
energije koji su neophodni za stvaranje polena, pa se oni mogu preusmeriti za razvoj klipa u
njegovoj pocetnoj fazi (Criswell 1 sar., 1974; Sanford i sar., 1965). Posebno se moZe uociti

pozitivan efekat CMS-a na prinos zrna u stresnim uslovima suSe (Chinwuba i sar., 1961;
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Bruce i sar., 1966). Kao primer koliko se korisnih nutritijenata potrosi na obrazovanje
polena moze se navesti podatak da suv polen u proseku sadrzi 16-30% proteina dok se u
jednom vlaznom polenovom zrnu nalazi 2,47x107 g. (Hess, 1990). Dugo godina su
selekcioneri stvarali linije koje su imale metlice malog habitusa (Duvick, 1997; Meghji i
sar., 1984) zbog smanjene potrebe za vodom i hranivima u odnosu na metlice koje su bile
robusnog habitusa. Jo$ jedan od razloga zasto su selekcioneri stvarali takve metlice je i to
Sto takve metlice vr§e manje zasenjivanje gornjih listova 1 samim tim se omogucuje bolje
nalivanje zrna 1 ve¢i prinos (Duncan 1 sar., 1967). Kod fertilnih metlica gorn;ji listovi su za
vreme nalivanja zrna prekriveni delovima antera 1 slojem polena, Sto moZe dovesti do
smanjenja prinosa zrna. CMS T-tip je dugo vremena smatran za idealan tip citoplazme
(Duvick, 1965) pa je zbog njegove netolerantnosti na patogen Helminthosporium maydis
nastao problem u proizvodnji hibridnog semena na sterilnoj osnovi. 1z tog razloga je CMS
T-tip povucen iz upotrebe i1 proizvodnja hibrida kukuruza se vratila na koris¢enje linija sa
normalnom germplazmom. Cak su neki istraZiva¢i postavili pitanje o tome da li je
neophodna upotreba hibrida na CMS osnovi i pored toga §to su ti hibidi davali veci prinos
(Everett, 1960; Lim, i sar., 1974). Kasnije se prelazi na upotrebu C i S tipa citoplazme u
proizvodnji hibridnog semena. Istrazivanja Duvick-a (1972), Cochran-a (1975) i
Josephson-a i Morgan-a (1978) pokazala su da je CMS-C tip pogodniji za proizvodnju
hibridnog semena od CMS-S tipa, a manje pogodan od CMS-T tipa. Moze se reci da su se u
periodu do 1970 godine vrSila mnogobrojna istrazivanja o uticaju CMS-a na prinos zrna i
druge vazne karakteristike kao Sto su komponente prinosa, morfoloSke osobine
fitopatoloske analize itd. Nakon toga na ovom polju, kada su istrazivanja u pitanju sledi
zatiSje jer se T-tip citoplazme pokazao kao netolerantan na patogene i bolesti. Tek
istrazivanja Stamp-a i sar. (2000) nam daju informacije o uticaju CMS-a na prinos hibrida i
njegove komponente. U poslednjim dekadama genetika je donela znacajna unaperdenja u
pogledu geneti¢kog potencijala rodnosti (Russell, 1991). 1z tog razloga bi trebalo ponovo
ispitati uticaj CMS-a na prinos i njegove komponente kod novih-modernih hibrida.
Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da su se linije sa C-tipom citoplazme u pogledu

prinosa najbolje pokazale, da su imale bolji prinos i od linija sa S-tipom citoplazme.
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Rezultati istrazivanja ove doktorske disertacije pokazuju da je tip citoplazme veoma
znacajno uticao na procenat oklaska. Najvece vrednosti na nivoima znacajnosti 0,05 i 0,01
za osobinu procenat oklaska imali su genotipovi sa RfS-tipom germplazme, dok su najnize
vrednosti ovog parametra zabelezene kod linija sa S 1 C tipom citoplazme Sto je veoma
dobro jer svaki selekcionar tezi da dobije klipove kod kojih ¢e §to manji udeo zauzimati
oklasak i time povecati prinos. Sa aspekta prinosa ova pojava se moze smatrati kao

pozitivna u proizvodnji hibridnog semena kukuruza.

Na procenat vlage u momentu berbe su svi faktori i sve interakcije faktora uticale
veoma signifikantno. NajviSa vrednost ovog pokazatelja na oba nivoa znacajnosti je bila
kod RfC linija. Najnizi % vlage je uocen kod linija sa C-tipom citoplazme i to na oba nivoa
znacajnosti. Rezultat dobijeni u ovom istrazivanju pokazuju da postoji indicija da se
upotrebom linija sa C-tipom citoplazme smanjuje sadrzaj vlage u momentu berbe i samim
tim se skracuje vegetacioni period 1 vreme berbe kukuruza. To je veoma bitan pokazatelj, iz
razloga Sto svaki farmer koji bere kukuruz u zrnu (kombajnira ga) Zeli da tu operaciju obavi
u Sto kra¢em vremenskom periodu. Suprotno ovim nalazima, Rojc 1 sar. (1984) nisu utvrdili
znacajnu razliku izmedu hibrida sa normalnom citoplazmom i njihovih sterilnih C analoga
kada je ovaj pokazatelj u pitanju. Posto o procentu vlage u momentu berbe nema puno

podataka u kontekstu muske sterilnosti, istrazivanja na ovu temu bi trebalo nastaviti.

Analiza morfoloSkih osobina visina klipa, visina biljke i procenat poleglih i
slomljenih biljaka pokazuju da su na sva tri ispitivana parametra veoma znacajan uticaj
imala sva tri ispitivana faktora (G, L i T). Sto se tiGe osobine visine klipa, sa gledita
selekcionera 1 proizvodaca postoji teznja da je klip na biljci Sto nize pozicioniran kako bi se
smanjilo poleganje i pucanje stabla, a ovi trendovi se zapazaju i u istrazivanjima Meghji i
sar. (1984) i1 Duvick i sar. (2004b). Test najmanje znacajne razlike za srednje vrednosti je
pokazao da je na oba nivoa znacajnosti najniza vrednost osobine visina klipa ostvarena kod
linija sa normalnom germplazmom, tako da se moze zakljuéiti da unoSenje novih gena u

linije dovodi do povecanja visine klipa.
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Ako se posmatra osobina visina biljke u danasnje vreme postoji teznja ka njenom
snizavanju (Russell, 1984), kako bi se smanjio njen habitus i povecéala gustina biljaka po
jedinici povrS§ine. Samim tim unoSenjem novih gena ne bi bilo pozeljno povecéavati visinu
biljke. Rezultati testa najmanje znacajne razlike za srednje vrednosti govore da je najvisa
visina biljke zabelezena kod genotipova sa RfC germplazmom na oba nivoa znacajnosti.
Razlike izmedu genotipova sa originalnom germplazmom i C i S genotipova su za ovaj

parametar bile zanemarljive §to je u saglasnosti sa istrazivanbjima Rojc-a i sar. (1984).

Na procenat poleglih 1 slomljenih biljaka nije znacajno uticao tip germplazme linija.
Ovaj pokazatelj kao takav nije poZeljan zato §to dovodi do smanjenja prinosa. Najveca
vrednost procenta poleglih i slomljenih biljaka zabeleZena je kod linija sa originalnom
germplazmom, a najmanja kod linija sa C-tipom citoplazme, pa se iz ovog moze izvuci
zakljuc¢ak da uvodenje novih gena dovodi do povecanja otpornosti na poleganje. Ispitivanja
Rojc-a i sar. (1984) su pokazala suprotne rezultate. U njihovim istrazivanjima sterilni

hibridi su imali za 1% ve¢i broj polomljenih biljaka u odnosu na njihove fertilne analoge.

U istrazivanjima Crosbie-a (1982), Russell-a (1985) i Duvick-a (2004b) se vidi
konstantno povecanje kroz dekade broja klipova po biljci, narocito u stresnim uslovima
povecane gustine useva. Ovo je takode veoma bitan pokazatelj sa stanovista povecanja
prinosa i poZeljno bi bilo da se sa ubacivanjem restorer gena i gena za sterilnost ne smanji
broj klipova po biljci, ¢ak i da se taj parametar uveca. U sprovedenom istrazivanju svi
ispitivani faktori, kao 1 njihove interakcije, veoma signifikantno uti¢u na osobinu broj
klipova po biljci. Najniza vrednost ovog pokazatelja je utvrdena kod genotipova sa N
citoplazmom na oba nivoa znacajnosti. Samim tim se moze zakljuéiti da je unosenje novih
gena dovelo do povecanja broja klipova po biljci. Ispitivanja Stampa i sar. (2000) govore da

na broj klipova po m? pozitivno uti¢e T-tip sterilnosti u odnosu na N-tip.

Uticaj sterilnih analoga na komponente prinosa bi trebao da bude pozitivan zbog
manje potros$nje energije 1 nutritienata zbog neobrazovanja polena. Na komponente prinosa
je postajao znaCajan uticaj svih ispitivanih faktora i njihovih interakcija. Ne moZe se

zakljuciti da postoji znaCajan uticaj na duzinu Klipa u zavisnosti od tipa germplazme.

64



Dodavanjem novih gena dolazi do povecéanja broja redova zrna, dok se za broj zrna u redu
moze reci da je on veci kod linija sa S i C tipom citoplazme. Isto se moze zakljuciti i kada
je u pitanju dubina zrna. Sve ove pojave se mogu smatrati pozitivnim sa aspekta
unapredenja i poboljSanja semenske proizvodnje, koje je nastalo usled unosSenja novih
gena.. Masa hiljadu zrna se nije razlikovala na nivou znacajnosti 1%, dok su na nivou
znacajnosti 5% najviSu vrednost ovog pokazatelja ostvarili genotipovi sa normalnom
germplazmom, $to je u saglasnosti sa rezultatima Lim-a 1 sar. (1974), ali su ta istrazivanja
radena na hibridima gde su se poredili normalni i T genotipovi. Weingartner 1 sar. (2002) su
uoc¢ili minimalne promene ovog pokazatelja izmedu genotipova sa normalnim i T-tipom
citoplazme, dok su istrazivanja Munsch-a i sar. (2009) pokazala da T i C citoplazma
nepovoljno utiCu na ovaj parametar. Kada je broj zrna po metru kvadratnom u pitanju,
najviSe vrednosti zabelezene su kod linija sa S i C tipom citoplazme i to na oba nivoa
znacajnosti. Ovo je veoma bitno i pozitivno za semensku proizvodnju na CMS osnovi.
Rezultati Weingartner i sar. (2002) pokazuju znacajan uticaj C citoplazme na vrednosti

ovog pokazatelja. Takode, Munsch i sar. (2009) dolaze do sli¢nih rezultata.

Moze se rec¢i da nisu vrSena iscrpna istrazivanja o uticaju razlicitih tipova sterilnosti
i njihovih restorera u poredenju sa fertilnim analozima na osobine semena. Ocena pojave
primarnog korena i zavr$na klijavost predstavljaju veoma bitne osobine semena, pa bi iz tog
razloga trebalo vrSiti viSe ispitivanja na ovu temu, tj. uticaj germplazme na ove pokazatelje.
Svi faktori su znacajno uticali, na osobine semena, osim na osobinu procenat nenormalnih
klijanaca na koju faktor spoljasnje sredine nije znacajno uticao. Interakcije svih faktora su
veoma znacajno uticale na sve ispitivane osobine semena. Najnizi procenat pojave
primarnog korena je zabelezen kod genotipova sa normalnom germplazmom 1 to na oba
nivoa znacajnosti. Odavde se moze zakljuciti da unoSenje novih gena u ispitivane linije
dovodi do povecavanja vrednosti ovog pokazatelja. Pri ocenjivanju zavrSne klijavosti
takode najniZze vrednosti na oba nivoa signifikantnosti zabelezene su kod linijja sa N
citoplazmom. Iz svega ovoga moze se izvesti isti zakljucak kao i za prethodno ispitivanu
osobinu, tj. da se sa unoSenjem novih gena povecava klijavost semena. Osobina koja nije

poZzeljna, procenat nenormalnih klijanaca, je bio najvisi kod N linija, dok je kod ostalih
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analoga vrednost ovog pokazatelja bila niza, Sto je svakako veoma dobro sa stanovistva
semenara. Procenat mrtvih klijanaca je takode bio najvisi kod linija sa originalnom
citoplazmom, 1 to na oba nivoa znacajnosti, Sto opet govori da se unoSenjem novih gena
povecava broj normalnih klijanaca i u isto vreme smanjuje broj nenormalnih i mrtvih

semena.

U proizvodnji hibridnog semena kukuruza se tezi da komponenta majke uvek ima
veci procentualni udeo sitne frakcije, zbog isplativosti proizvodnje, jer samim tim imamo
veci broj zrna po jedinici mase. Svih sedam ispitivanih linija Se mogu koristiti kao majke i
kao oceve, iako je vec¢ina njih poreklom iz Lancaster heteroticne grupe, pa je iz tog razloga
bila veoma bitna i analiza procentualnog uces$¢a frakcija semena. Svi faktori i njihove
interakcije su veoma znacajno uticale na procentualni udeo krupne frakcije, sitne frakcije i
otpada. Najvece ucesCe sitne frakcije je zabelezeno kod svih pet tipova linija. Po ovim
podatcima ne mogu se izvuci jasni zakljucci da li tip citoplazme i restorer geni uti¢u na
procentualni udeo frakcija semena. Na broj zrna sitne frakcije po m? svi faktori i interakcije
su znaCajno uticali osim interakcije (L x T), koja nije znacajno uticala na ispitivanu
osobinu. Najvece vrednosti ovog pokazatelja su ostvarene kod linija koje su u sebi imale C
citoplazmu, §to je pokazano na oba nivoa znacajnosti. Na osnovu ovog rezultata mozemo
re¢i da se C-tip pokazao kao najpogodniji za semensku proizvodnju. Najmanju
hektolitarsku masu na oba nivoa znacajnosti su zabelezili genotipovi sa RfS gerplazmom.

Za ovu semenarsku osobinu ne mozZe se izvuéi zakljucak kako tip germplazme uti¢e na istu.

Postoje razni razlozi za sprovodenje fitopatoloSkih analiza. Ako se osvrnemo na
dogadaje koji su se dogodili sedamdesetih godina proslog veka, Shielfe i sar. (1969) su
primetili da genotipovi sa CMS-T tipom citoplazme pokazuju poveéanu osetljivost na lisnu
pegavost koju izaziva Philosticta maydis. Hooker (1970) objavljuje rad u kome kaze da je
»Najveci deo povrSina najvrednije americke biljne kulture sada uniformno osetljiv i izlozen
patogenu sposobnom da dostigne razmere epifitocije®. Ova predvidanja su se ostvarila.
Helmithosporium maydis rase ,,T“ 1971 godine pustosi polja pod kukuruzom u SAD-u. Iz
tih razloga je neophodno konstantno proveravati tolerantnost na patogene sterilnih linija u

odnosu na njihove fertilne analoge. VrSe¢i fitopatoloske analize dosli smo do zakljucka da
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su nasi genotipovi bili izloZzeni napadu dveju vrsta gljiva Fusarium verticillioides i
Aspergillus flavus. Fusarium verticillioides dovodi do smanjenja prinosa zrna i uti¢e na
proces mokrog mlevenja gde dolazi do pojave i biosinteze mikotoksina fumonizina
(Munkvold i1 Desjardins, 1997; Levi¢ i sar., 2004). Istrazivanja Headrick-a i Patakzy-a
(1991) govore da postoji veliki materinski uticaj na heritabilnost kukuruza u pogledu
nasledivanja otpornosti zrna na napad tog patogena. Aspergillus flavus proizvodi aflatoksin
koji je odgovoran za mnoge bolesti ljudi i Zivotinja (Bennett i Klich, 2003; Gourama i
Bullerman, 1995). Smatra se da aflatoksini izazivaju najgore oblike karcinoma. Na oba
patogena veoma signifikantno uticu genotip 1 lokalitet, dok njihova interakcije ne utice
znacajno na procentualni udeo zarazenog semena gljivom Fusarium verticillioides. Takode
je veoma bitno napomenuti i to da tip linije znacajno uti¢e na procenat semena zarazenog sa
Fusarium verticillioides i veoma znafajno na udeo semena napadnutog od strane
Aspergillus flavus. RfC-tip linija je najviSe bio zarazen gljivom Fusarium verticillioides i to
na oba nivoa znacajnosti. [z ovih rezultata se ne moZe zakljuciti da su linije sa C 1 S tipom
citoplazme bile viSe napadnute ovim patogenom od linija sa normalnom citoplazmom.
Bozinovi¢ 1 sar. (2010) su dosli do zakljucka da su hibridi koji u sebi sadrze sterilnu
citoplazmu podloznije napadu tog patogena. Najja¢i napad gljive Aspergillus flavus je na
oba nivoa znacajnosti zabelezen kod linija sa S-tipom citoplazme, dok su C i RfC tip imali
manje zarazenog semena od linija sa N citoplazmom, Sto je takode potvrdeno na oba nivoa
znaCajnosti. Moze se izvesti zakljucak da je, prema istrazivanju na tolerantnost na napad
tog patogena, bolje rezultate pokazao C-tip citoplazme u odnosu na S-tip, te da je kao takav

pogodniji za semensku proizvodnju.

Jo§ jedna osobina koja je analizirana u ovom istrazivanju je razlika datuma
metli¢enja 1 svilanja (ASI). Ukoliko je taj interval kra¢i smatra se da su linije tolerantnije na
suSu jer im se u tom slucaju poklapa period prasenja metlica i svilanja klipa, $to bi trebalo
da obezbedi bolje oplodenje. 1z tog razloga se tezi da se u selekciji dobiju linije sa $to
kra¢im ASI-jem. Cilj je bio da se ispita da li unoSenje novih gena znacajno uti¢e na
promenu vrednosti tog parametra. Svi ispitivani faktori i njihove interakcije znacajno su

uticali na ovu osobinu. Linije sa normalnom germplazmom su pokazale najvece vrednosti

67



0vog parametra na oba ispitivana nivoa znacajnosti. Linije sa C 1 S tipom citoplazme su
imale kraé¢i vremenski interval izmedu metlicenja i svilanja u poredenju sa drugim tipovima
linija, a linije S-tipa su na oba nivoa znacajnosti imale najnize vrednosti ove osobine,
odakle se zakljucuje da su linije S-tipa najtolerantnije na suSu i samim tim najpogodnije za

semensku proizvodnju, po ovom parametru.

U poslednjih sedamdeset godina razvijeno je nekoliko modela za testiranje
adaptibilnosti i stabilnosti prinosa (Yates i Cochan, 1938, Finlay i Wilkinson, 1963). Do
sada najkori$¢eniji metod za analizu stabilnosti su razvili Eberhart 1 Russell (1966), koji se

bazira na regresionom koeficijentu b; i standardnoj devijaciji od regresije Sdi.

Na osnovu podataka dobijenih analizom prinosa zrna metodom Eberharta i Russella
moze se zakljuCiti da je od svih sedam linija najprinosnija bila ZPL7 za sve tipove
(blokove) osim za RfC-tip, u okviru kog je zauzela drugo mesto. Posmatrano iz ugla
prinosa zrna linija ZPL7 je najpovoljnija za semensku proizvodnju narocito ako se koristi
kao majka. Sa druge strane linija koja je imala najnizi prinos u svim tipovima (blokovima)
je bila linija ZPL4, pa na osnovu njenog nizeg prinosa u odnosu na druge linije moze se
preporuciti da ovu lilniju koristimo kao oca. Za ostale ispitivane linije moze se re¢i da
imaju relativno dobar prinos, te da se mogu koristiti i kao majka i kao otac u proizvodnji
hibridnog semena kukuruza. Ako se pogleda vrednosti regresionih koeficijenata dolazi se
do zakljucka da je linija ZPL1 bila najbolje rangirana u okviru linija sa N, S i RfS tipom
germplazme, te se kao takva u okviru ovih tipova linija moze smatrati najstabilnija. U
okviru linija C-tipa i RfC-tipa najpribliZnije vrednosti jedinici je imala linija ZPL6, dok se
linija ZPL1 nalazi tek na ¢etvrtom mestu u okviru C-tipa linija i na Sestom mestu u okviru
RfC-tipa linija. Ne moze se izvuci zaklju¢ak koja linija ima najloSije vrednosti ovog
pokazatelja kroz razlicite tipove (blokove) linija. Na osnovu kvadratnog odstupanja od
regresije su skoro sve linije u razli¢itim tipovima bile relativno stabilne. NeSto vece
vrednosti od jedinice su imale linije ZPL7 N-tipa; ZPL1; ZPL2 RfC-tipa; ZPL6 i ZPL7 S-
tipa i linije ZPL1 i ZPL6 RfS-tipa, te se kao takve mogu smatrati nesto manje adaptibilnim

i stabilnim, dok linije ZPL2 C-tipa i ZPL2 RfS-tipa imaju znacajno viSe vrednosti ovog
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parametra od nule i kao takve se mogu smatrati veoma nestabilnim, a samim tim i

nepouzdanim za semensku proizvodnju.

Kada se posmatraju srednje vrednosti kvadratnog odstupanja od regresije za prinos
zrna vidi se da su linije sa S-tipom citoplazme stabilnije od C-tipa linija, pa se kao takve
mogu smatrati pogodnije za semensku proizvodnju kukuruza, narocito ako Se zna da su

inbred linije po svojoj prirodi nestabilne u razli¢itim uslovima spoljasnje sredine.

Poredenjem C i S-tipa sa N-tipom se uvidelo da su ova dva tipa sterilnosti pozitivno
uticali na poboljSanje nekih od ispitivanih osobina kao §to su na prvom mestu prinos zrna,
procenat oklaska, broj zrna u redu, dubina zrna, broj zrna po m? i razlika izmedu datuma
metli¢enje i svilanja. Prilikom poredenja C i S-tipa linija izmedu sebe uvidelo se da je C-tip
za semensku proizvodnju, §to su potvrdila i dosadaSnja istrazivanja Duvick-a (1972),
Cochran-a (1975) i Josephson-a i Morgan-a (1978). Iz ugla tolerantnosti na patogene moze
se re¢i da je S-tip povoljniji za semensku proizvodnju u rejonima koji su jako napadnuti
gljivom Fusarium verticillioides, dok je C-tip pogodniji tamo gde je izrazena zarazenost
Aspergillus flavus-om. Kada su posmatrane apsolutne prosecne vrednosti kvadratnog
odsupanja od regresije za prinos zrna videlo se da je S-tip stabilniji od C-tipa i samim tim
pogodniji za semensku proizvodnju. Ovaj parametar je izuzetno bitan iz razloga $to su
inbred linije koje se koriste u semenskoj proizvodnji po prirodi nestabilne. To §to su N, RfC
i RfS verzije ispitivanih linija manje rodne od svojih sterilnih analoga nije toliko bitno,
posto se u semenskoj proizvodnji koriste kao ocevi, koji se vrlo Cesto uniStavaju po

zavrSenom oplodenju.

Primena izoelektri¢nog fokusiranja do sada nije koris¢ena u ove svrhe, tako da
upotreba ovih markera u buduénosti moze predstavljati brz 1 efikasan nacin za poredenje
originalnih i prevedenih linija, a samim tim ovi markeri mogu dati informaciju da li je
proces prevodenja uraden dobro i do kraja i da li je eventualno doSlo do stranooplodnje
prevodenih linija. Na osnovu rezultata dobijenih primenom proteinskih markera

konstatovano je da je proces prevodenja skoro svih linija uraden kako treba i do kraja.
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Jedino nije doslo do poklapanja rezultata na foregramima izmedu originalnih linija i linija
ZPL2 RfC 1 ZPL5 RfC. Za njih se moze reci da nisu prevedene do kraja i da je neophodno

jos 2-3 povratna ukrstanja kako bi se proces prevodenja doveo do kraja.
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7. ZAKLJUCAK

Svih sedam analiziranih inbred linija kukuruza pokazale su zadovoljavajuci stepen
sterilnosti u obe eksperimentalne godine. Ni kod S ni kod C-tipa sterilnih linija nije doslo
do probijanja sterilnosti (late break of sterility). Ovaj pokazatelj je veoma bitan sa gledista
semenske proizvodnje kukuruza, tako da se moze zakljuéiti da su oba ispitivana tipa

sterilnosti pogodna sa stanovista probijanja sterilnosti.

Potvrdena je pretpostavka iz radne hipoteze da ¢e sterilne linije imati visi prinos od
linija sa N citoplazmom. Sterilni analozi ne samo da su bili bolji kada je prinos zrna u

pitanju, ve¢ 1 kada su u pitanju i druge agronomske osobine.

Za veéi broj ispitivanih osobina C-tip se pokazao kao povoljniji za semensku
proizvodnju. Sto se tiGe prinosa zrna, koji je i najbitnija osobina kada je semenska

proizvodnja u pitanju, C-tip je imao visi prinos od svih pet analoga.

Iz rezultata vezanih za prinos zrna moze se zakljuciti da su RfC i RfS verzije
ispitivanih linija imale nizi prinos od svojih sterilnih analoga, Sto nije toliko znacajno u
praksi jer se u semenskoj proizvodnji ove linije koriste kao ocevi, koji vrlo ¢esto bivaju

unisSteni po zavrSetku oplodenja.

Veoma bitna osobina kada je semenska proizvodnja i gajenje kukuruza u pitanju je
tolerantnost S i C-tipa linija na patogene. S-tip linija je podlozniji napadu gljive Aspergilus
flavus, dok je C-tip bio netolerantniji na napad gljive Fusarium verticillioides. 1z svega
ovog moze se zakljuéiti da u rejonima koji su podlozni napadu gljive Aspergilus flavus u
semenskoj proizvodnji treba Koristiti linije C-tipa sterilnosti, dok sa druge strane na
podru¢jima koja su pod ,udarom“ gljive Fusarium verticillioides pogodniji je S-tip
sterilnosti.

Na osnovu srednjih vrednosti kvadratnog odstupanja od regresije za prinos zrna
zakljuCeno je da je S-tip sterilnosti neSto stabilniji od C-tipa u razli¢itim uslovima

spoljasnje sredine.

71



Upotrebom proteinskih markera je na brz i jednostavan nacin utvrdeno da je
prevodenje skoro svih linija uradeno dobro i do kraja. Na osnovu toga moze se konstatovati
da su razlike u agronomskim osobinama izmedu N i prevedenih linija nastale usled

plejotropnog efekta CMS i/ili Rf gena ili usled njihove interakcije sa spoljasnjom sredinom.

U periodu od sedamdesetih godina proslog veka pa do danas nije vr§eno mnogo
istrazivanja vezanih za ovu temu. Do smanjenog inteziteta istrazivanja dolazi zbog
epifitocije gljive Helminthosporium maydis i iz tog razloga se upotreba CMS-a u
proizvodnji kukuruza smatra kao veoma rizi¢na. Ba§ zbog svega navedenog istraZivanja na
ovu temu bi trebalo nastaviti 1 ustanoviti kako se nove (moderne) linije ponaSaju ako se u

semenskoj proizvodnji koriste njihovi sterilni analozi.
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1. AyropceTBo - Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBae, AMCTPUOYLIM]Y M jJaBHO caoniuTaBame aAea, U
npepane, ako ce HapeJe WMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH oa cTpaHe ayTopa WiIM Jasaoua
JIMLEHILIE, YaK U y KoMepuujanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHMja 01 CBUX JIMLIEHLM.

2. AyTopcTBO — HekoMmepuujaiHo. Jl03BOJbaBaTe yMHOMKaBame. AMCTPUOYUHM]Y M jaBHO

caomniuTaBame Jiesla. U npepajie, ako ce HaBeje MMe ayTopa Ha HauuH oapehen oa crpane

ayTopa WiM aaBaona nuuenue. OBa JiHLEeHIa He JI03B0/baBa KOMepLMjanHy ynotpely aena.
.

@ AyTOoperBo - HekomepiuMjanHo — Oes npepane. JlosBosbaBare yMHOKaBame,
AMCTpUOYLMjy M jaBHO caomniwiTaBame nena, 6e3 npomena, npeobaukopara wau ynorpebde
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