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KORISCENJE PROTEINSKIH MARKERA ZA KARAKTERIZACIJU
I UTVRDIVANJE GENETICKE CISTOCE SEMENA KUKURUZA

DRINIC MLADENOVIC, SNEZANA, KONSTANTINOV, KOSANA!

1ZVOD: Kontrola geneticke Cistoce i identifikacija genotipa je od velikog znacaja u svim
fazama proizvodnje eksperimentalinib i komercijalnib bibrida i odrzavanju linija kukuruza. U
radu su korisceni proteini klice za genetilleu karakterizaciju genotipova kukuruza kao i za
utvrdivanje geneticke Cistoce semena. Elektroforezom proteini klice su razdvojeni na veliki broj
[frakcija koje pokazuju visoku beterogenost. Svi ispitani genotipovi kukuruza imali su
Jedinstvenu proteinsku sliku pri cemu se odreden broj proteinskib frakcija nalazi na priblizno
istoj poziciji u svim ispitanimuzorcima tako da se koriste kao referentne. Razlike u proteinskom
sastavu linija mogu da se koriste i za utvrdivanje veze izmedu bibrida i roditeljskib linija.
Metod je brz, jeftin i podaci mogu da se koriste za formiranje geneticke identifikacione karte
linija i hibrida kukuruza.

Kljucne redi: proteini klice, elektroforeza, geneticka identifikacija, geneticka cistoca

UVOD: Odrzavanje geneticke unifor- and Kannenber, 1982, Stuber and Goodman,
mnosti linija i hibrida kukuruza je jedan od  1983) i hibrida (Smith, 1984, Smith and
preduslova uspedne proizvodnje i plasiranja  Weissinger, 1984) kukuruza. Mada je metoda
na trziSte komercijalnog hibridnog semena.  veoma efikasna za odredivanje geneticke
Geneticki neéisto seme dovodi do pojave  Cistoce i geneticku karakterizaciju (Tanksley i
biljaka ¢ije karakteristike nepredvidljivo  Orton, 1983) ima odredene nedostatke kao
odstupaju od ocekivanih, a prisustvo semena  §to su duZina trajanja, skupa je, zahteva
samooplodene majke u hibridnom semenu  multilokusnu analizu nekoliko enzima.
do smanjenja prinosa usled smanjenog broja  Izoelektricno fokusiranje zeina se koristi za
heteroti¢nih individua. Zato je kontrola odredivanje geneticke ¢istoée semena
geneticke Cistoée semena linija i hibrida od (Righetti et al., 1977, Motto et al., 1979), ali
velikog znacaja za semenarstvo. Najce$¢e  visoka cena ograni¢ava njegovu S§iru
koris¢ene metode za odredivanje geneticke  upotrebu. U cilju da se prevazidu neki od
¢istoe semena obuhvataju: i) morfoloske navedenih  nedostataka razvijene su
metode, ii) analiza izozima, iii) izoelektricno  jednostavne metode elektroforeze proteina
fokusiranje zeina. Tradicionalno geneticka  na poliakrilamidnom gelu (Koranyi et al.,
¢istoéa semena se odredivala pradenjem 1989, Wang et al.,, 1994) za genecticku
morfoloskih osobina biljaka u razlic¢itim  identifikaciju genotipova kukuruza kao i za
fazama razvoja u poljskim uslovima. Medutim  odredivanje geneti¢ke ¢istoce i uniformnosti
morfoloske osobine su pod uticajem  roditeljskih linija i hibrida kukuruza. Cilj
spolja$nje sredine i nisu pouzdan pokazatelj naSeg rada je ispitivanje mogucénosti i
genotipa (Smith i Wych, 1986). Elektoforeza ~ opravdanosti kori§éenja proteina klice za
izozima je dosta koris¢éena za odredivanje  geneticku karakterizaciju inbred linija i
geneticke c¢istoce semena (Cardy et al., 1980, hibrida kukuruza i odredivanje geneticke
Goodman i Stuber, 1980, Cardy and cistoée komercijalnih hibrida kukuruza.
Kannenber, 1982), kao i za karakterizaciju in-
bred linija (Goodman i Stuber, 1980, Cardy
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Materijal i metode

U radu je analizirano osamnaest
samooplodnih linija standarnog kvaliteta
zrna, razli¢itih FAO grupa zrenja (200-600) i
dva komercijalna  hibrida  kukuruza
standardnog kvaliteta zrna FAO grupe zrenja
400 odnosno 600, proizvedeni u Institutu za
kukuruz. Klica je izolovana iz pojedina¢nih
zrna i tkivo klice je homogenizovano u puferu
za ekstrakciju (Laemmli, 1970). Nakon
homogenizacije suspenzija je centrifugirana i
proteini su razdvojeni elektroforezom na
poliakrilamidnom gelu.

Za utvrdivanje geneticke  cistoce
ispitivanog hibrida analizirano je 100
pojedinac¢nih klica/genotipu. Na osnovu
dobijenih elektroforegrama grupe traka su
kodirane na osnovu broja, distribucije i
inteziteta traka. Razli¢ite kombinacije traka na
osnovu inteziteta (dva nivoa: inteziteta slab i
jak) i polozaja su oznacene slovima a-k (npr.
kombinacija trake jakog inteziteta i iznad nje
trake slabog inteziteta je obelezena slovom b).

Rezultati i diskusija

U ovim istrazivanjima proteini su
izolovani iz klice samooplodnih linija i

komercijalnih hibrida kukuruza. Dobijeni
rezultati su pokazali da proteini klice mogu da
se koriste za odredivanje genetickog
identiteta linija i hibrida kukuruza, kao i za
utvrdivanje genetiCke Cistoée semena. Mada
proteinski markeri jo§ nisu geneti¢ki mapirani
za njihovu prakti¢nu primenu za identifikaciju
germplazme i utvrdivanje geneticke ¢istoce to
nije neophodno (Tanksley, 1983).

Utvrdene su kako kvantitativne tako i
kvalitativne razlike (broj, raspored i
intenzitet) proteinskih  frakcija. Neke
proteinske frakcije se nalaze na istoj poziciji i
relativno su istog intenziteta u svim ispitanim
uzorcima i koriste sc kao referentne tako da je
u odnosu na njih elektroforegram svakog
uzorka podeljen u nekoliko regiona.

Druge proteinske frakcije unutar regiona
se razlikuju u zavisnosti od analiziranog
genotipa. Grupe proteinskih frakcija su
oznacene prema broju, poziciji i relativnom
intenzitetu traka unutar njih. Na taj nadin je
moguce predstaviti svaki genotip specificnom
serijom kodova.

U kodovima brojevi znae pojedinaénu
proteinsku frakciju date grupe. Brojevi
prikazani u zagradama sc¢ odnose na
distribuciju frakcija u grupi (2+2 za frakcije
sli¢nog inteziteta u 2+ 2 distribuciji). Razlike u
intezitetu su oznacene slovima (a-k).

Tab. 1. Kodovi sedam samooplodnib linija kukuruza

Tab. 1.Codes of seven inbred lines

linija ‘
region 1 2 3 4 5 6 7
3(142) 3(1+2) 3(1+2) 3(1+2) 2k 2k 3(1+2)
1 4(2+2) 4(2+2) 4(2+2) 4(2+2) 4(2+2) 4(2+2) 4(2+2)
1 1 1 1 1 1 1
4(2b+2¢) | 4(2b+2¢) | 4(2k+2a) | 4(3i+1) | 4(2b+2a) | 4(3i+1) 4(3e+1)
11 4(3e+1) 4 (3+1) 4(3e+1) 4(2b+2) 4(3e+1) 4(3+1) 4(3+1)
3g 3d 3d 3g 3d 2c 2¢
3e 3e 3e 4(3i+1) 3e 3g 2b
2 2a 2a 2a 2a 3(1+2a) 3(1+2a)
1l 4(3e+1) | 3(1+20) | 4(2b+20) 3g 3d 1 1
1 1 1 1 1 2k 2k
1 3(1+2b) | 3(1+2b) 1 3¢ 1 1
1 3i 3e 1 1 1 1
v 2a 1 1 3h 2a 2a 2a
2¢ 2¢ 2c 2¢ 2c 2c 2¢
Elektroforezom  proteini  klice su  ovih linija su prikazani u tab.1. Najveci broj

razdvojeni na veliki broj proteinskih frakcija
koje pokazuju heterogenost razli¢itih
genotipova kukuruza. Sve ispitivane inbred
linije su imale specifi¢nu protcinsku sliku. Na
sl.1 je prikazan elektroforegram sedam od 18
ispitivanih inbred linija kukuruza. Kodovi
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proteinskih frakcija je u regionima II i 1IT.

Elektroforegrami hibridnih kombinacija
su poredeni u odnosu na roditelje i
koelektroforezu roditelja (L1+L2, occkivan
clektroforegram hibrida pod pretpostavkom
da se proteini nasleduju aditivno).



SI. 1. Elektroforegram proteina klice sedam
inbred linija kukuruza

Fig. 1. Electrophoregram of embryo proteins
of seven maize inbred lines
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Poredenjem elektroforegrama roditeljskih
linija (L1 i L2) i elektroforegrama hibridne
kombinacije (L1 x L2) utvrdeno je da postoji
nekoliko vrsta proteinskih frakcija: hibrid ima
trake zajednicke za oba roditelja; hibrid ima
dve trake, jednu od oca drugu od majke
(kodominatnost ekspresije roditeljskog gena
u hibridima ¢); traka poreklom od majke o;
traka poreklom od oca A; traka specifi¢na za

hibrid <. Na sl.2 je prikazan elektroforegram
roditeljskih  linija i njihove hibridne
kombinacije.

SI. 2. Elektroofregram proteina klice
roditeljskib linija (L1, L2) i bibrida
kukuruza

Fig. 2 Electropboregram of embryo proteins
of parental lines and bybrids
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Tab. 2. Kodovi roditeljskib linija (L1, L2) i bibrida (L1 x 1.2)
Tab. 2. Scores of inbred lines (L1, 1.2) and hybrid

Genotip region Linija 1 (majka) Linija 2 (otac) hibrid Poreklo frakcija
2 2b 2b Zajednicke
I 4(2b+2a) 2k 3(1+2) Zajednicke
2 1 1 Zajednicke
3e 2¢ 2c Otac
1L 5(2a+3g) 4(1+3g) 5(1+2b+2) Hibrid
3(2a+1) 3(1+2c) 3(1+20¢) otac
2¢ 1 2a Hibrid
3(1+2) 4(1+3) 4(1+43) Zajednicke
11 1 1 1 Zajednicke
1 1 1 Zajednicke
2b 1 1 Zajednicke
1 B 1 Majka
v 2c 1 2c Zajednicke
1 1 Zajednicke

Kod hibrida pored traka koje su
zajedni¢ke za oba roditelja i kojih je najvedi
broj, otkrivene su dve trake nasledene od oca

(L2), jedna traka nasledena od majke i tri
trake specifi¢tne za hibrid. Poredenjem
elektroforegrama hibrida i roditeljskih



komponenti utvrdeno je da proteinska slika
hibrida nije prost zbir proteinskih frakcija
roditeljskih komponenti §to ukazuje na
neaditivno nasledivanje proteina klice. Ovo je
u saglasnosti sa rezultatima Korney-a i sar.
(1989) i Wang-a i sar. (1994). Kodovi
roditeljskih linija i hibrida su prikazani na
tabeli 2.

SI. 3. Proteinski kompleks pojedinacnib
biljaka komercijalnog bibrida kukuruza

Fig. 3 Protein complex of individual
seedlings of the hybrid

Geneticki ¢isto seme kako linija tako i
hibrida bi trebalo da pokaZe uniformnu
proteinsku sliku u svim pojedina¢nim
klicama. U ovom radu je ispitana geneti¢ka
¢istoéa jednog komercijalnog hibrida.
Dobijena je uniformna proteinska slika u svim
pojedina¢nim uzorcima, §to ukazuje o
geneti¢koj ¢istodi ispitanog semena. Na sl.3 je
prikazan proteinski kompleks pojedinaénih

biljaka proucavanog hibrida, FAO grupe
zrenja 600. Prema Korney i sar. (1989), ncki
uzorci imaju heterogenu proteinsku sliku $to
je posledica intralinijske varijabilnosti koja se
krece od 2-12%. Vedi procenat od ovoga je
posledica mutacija ili stranooplodnje. U
naSim ispitivanjima geneticke <distode
roditeljskih komponenti analiziranog hibrida
(rezultati nisu prikazani u ovom radu)
intralinijska varijabilnost se kretala u ovim
granicama. U odnosu na druge metode koje
se koriste za utvrdivanje geneti¢ke distoce
semena metoda koriséena u ovom radu je
mnogo brza i jeftinija.

Zakljucak

Dobijeni rezultati su pokazali da analiza
proteina klice elektroforezom na SDS-PAA
moze da se koristi u oplemenjivanju i
proizvodnji semena kukuruza kao brz i jeftin
metod  za  geneticku  karakterizaciju
selekcionog materijala kao i za ispitivanje
geneticke Cisto¢e semena kukuruza. Visoka
rezolucija, reproduktivnost, stabilna
proteinska slika uzorka su osnovne prednosti
ove metode. Jasne razlike proteinskog
kompleksa klice razli¢itih genotipova
kukuruza osim za utvrdivanje razlika izmedu
linija i hibrida mogu da se koriste i za
utvrdivanje odnosa izmedu hibrida i
roditeljskih  komponenti, odredivanje
stabilnosti  inbred linija u  procesu
oplemenjivanja, odredivanje  gencticke
¢istoée linija i hibrida kukuruza kao i
utvrdivanje samooplodnje i stranooplodnje u
semenu hibrida.
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GENETICALLY CHARACTERIZATION AND SIMPLE PURITY CHECKING
OF MAIZE SEED BY PROTEIN MARKERS

DRINIC MLADENOVIC SNEZANA AND KONSTANTINOV KOSANA
SUMMARY

Purity control and genetically characterization of maize inbred lines and hybrids have great
importance in every phase of experimental or comercial hybrid seed production and inbred main-
tenance. Embryo proteins as genetic markers for maize genotypic identification as well as genetic
purity determination were used. By electrophoresis embryo proteins have been separated into
numerous components and showed great heterogeneity. All analysed genotypes have specific
protein pattern. Some of protein fraction appeared for each genotype at the same position and
could be use as reference bands. The differences of protein complex among various maize variet-
ies could be use to detect relationship between hybrids and their parental lines. The method is
rapid, cheap and date can be use to form genetically identification card ofinbred lines and hybrids.
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