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MEDUZAVISNOST PLUS-HIBRID EFEKTA NA
PRINOS ZRNA KUKURUZA I GENETICKE DISTANCE
ISPITIVANIH HIBRIDA

BOZINOVIC SOFIJA, VANCETOVIC JELENA, RISTIC DANIJELA,
IGNJATOVIC-MICIC DRAGANA, NIKOLIC ANA!

IZVOD: Kombinovani uticaj citoplazmatske muske sterilnosti i ksenija na
svojstva hibrida kukuruza naziva se Plus-hibrid efekat. Seje se mesavina dva hibrida,
od kojih je jedan sterilna majka, a drugi fertilni polinator. Cilj istraZivanja je bio da se
utvrdi da li se sa povecanjem geneticke distance hibrida povecava dobit od Plus-hibrid
efekta na prinos zrna.

Za ispitivanje su odabrana dva ZP hibrida (ZP 1 i ZP 2), tj. njihove sterilne i
fertilne verzije, kao i pet hibrida oprasivaca (ZP 1,ZP 2,ZP 3,ZP4iZP ).

Za utvrdivanje geneticke distance izmedu hibrida korisceni su SSR markeri.
Izracunati su i koeficijenti geneticke distance po Dice-u i Jaccard-u. Najveca
geneticka distanca po Dice-u dobijena je izmedju hibrida ZP 1 i ZP 5 (0.37), a
najmanja izmedu ZP 1 i ZP 4 (0.08). Vrednosti geneticke distance po Jaccard-u su u
opseguod0.54 (ZP 1iZP5)do0.14 (ZP 1 iZP 4). Klaster analiza je grupisala Cetiri
hibrida ZP 1,ZP 4,7ZP 3 i ZP 2 u jedan subklaster za koji je labavo vezan ZP 5.

Oba hibrida su u kombinaciji sa ZP 5, koji im je geneticki najudaljeniji, dali
najlosije rezultate. MoZe se zakljuciti da Plus-hibrid efekat, ipak, zavisi od genotipa
hibrida, a ne njihove geneticke distance.

Kljucne reci: kukuruz, geneticka distanca, Plus-hibrid efekat

UVOD: Citoplazmati¢na muska
sterilnost (cms) se kod kukuruza
koristi radi smanjivanja troskova i
povecanja efikasnosti semenske
proizvodnje. Efekat muske sterilnosti
na prinos zrna kukuruza dosta je
istrazivan jo§ od samog pocetka
koriSéenja cms-a. Iako se u literaturi
srecu razliCiti rezultati, vecina istraZi-
vaca je utvrdila pozitivan efekat

Originalni nau¢ni rad (Original scientific paper)

cms-a na prinos zrna hibrida kukuru-
za, posebno u nepovoljnim uslovima
spoljne sredine (Rogers and Edward-
son, 1952, Kalman et al., 1985.)
Ksenija predstavlja neposredan
efekat stranooplodnje na osobine
zrna majke u godini ukrStanja. Tsai
and Tsai (1990), Weiland (1992) i
Westgate et al. (1999) su utvrdili zna-
¢ajno povecanje mase zrna i prinosa
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zrna kukuruza hibrida pod uticajem
hibrida opraSivaca.

Od kraja 20-og veka krenulo se sa
novijim pristupom u gajenju hibrida
kukuruza: meSanje sterilne verzije
jednog rodnog hibrida i fertilne verzi-
je drugog hibrida, pri ¢emu dolazi do
kombinovanog efekta cms-a i ksenija
na prinos zrna sterilnog hibrida, a bez
smanjenja kvaliteta istog (Weingart-
ner et al ., 2004, Vancetovic et al.,
2009). Ovakav sistem proizvodnje
naziva se Plus hibrid sistem (Wein-
gartner et al., 2002b).

Veca dobit od ksenija postiZe se sa
povecanjem geneticke distance ukr-
Stanih materijala (Bulant and Gallas,
1998). Weingartner et al., (2002 a, b)
su prilikom odabira poc¢etnog mate-
rijala vodili racuna da hibridi poli-
natori budu geneticki §to udaljeniji od
hibrida na kojima su ispitivali Plus-hi-
brid efekat. Cilj istraZivanja bio je da
na molekularnom nivou utvrdimo da
li geneticka distanca uti¢e na Plus-hi-
brid efekat na prinos zrna kukuruza.
Hteli smo da utvrdimo koliko su oba
ispitivana hibrida majke udaljeni od
hibrida oprasivaca. Analizirali smo
SSR molekularne markere za utvrdi-
vanje genetic¢ke distance hibrida i ove
rezultate, zajedno sa podacima o
poreklu ispitivanih hibrida, uporedili
sa dobijenim rezultatima ogleda. Do
sada nisu vrSena ovakva istraZivanja.

Materijal i metode

Za ispitivanja su koriS¢ena dva
sterilna hibrida: ZP 1st i ZP 2st (S tip
sterilnosti) i njihovi fertilni analozi, a
za oprasivace je izabrano pet fertilnih
hibrida (imaju normalnu — N cito-
plazmu)-ZP1,ZP2,7ZP3,7ZP 4i7ZP
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5. Izabrani hibridi su ranostasni i
pripadaju FAO grupi 300-400.

Eksperiment je izveden na lokaciji
Zemun Polje 2009. godine po slucaj-
nom blok (RCB) split-plot eksperi-
mentalnom dizajnu u tri ponavljanja.
Ispitivane majke su predstavljale
glavne parcele (sterilne i fertilne
varijante hibrida ZP 1 i ZP 2), s tim
$to su se fertilnim majkama zakidale
metlice i one su sluzile samo za izracu-
navanje efekta cms-a u ogledu. Pod-
parcele su inili fertilni hibridi opra-
Sivaci. Svaka podparcela sastojala se
od 14 redova, duZine 18 m, sa rastoja-
njem izmedu redova od 0,75 m. Gus-
tina useva bila je 77220 biljaka/ha. U
srednja dva reda podparcele, poseja-
ne odredenim oprasiva¢em, posejana
je majka udaljena 3,7m od gornje i
donje strane parcele. Ogled je sejan
masinski, a bran ru¢no.

Plus-hibrid efekat je racunat kao
razlika izmedu prosec¢ne vrednosti
osobine izogeno oprasenog fertilnog i
neizogeno oprasenog sterilnog hib-
rida.

Za dobijene podatke uradena je
ANOVA za slucajni blok (RCB)
split-plot eksperimentalni dizajn u tri
ponavljanja u programu MSTAT-C.
Takode, uradeni su t-testovi kako bi
se utvrdila znacajnost razlike izmedu
pojedinac¢nih genotipova za svaku od
osobina.

Pet hibrida kukuruza (ZP 1, ZP 2,
ZP 3,7ZP 41 ZP 5) je analizirano sa
SSR markerima. DNK je izolovana
po Mini CTAB metodi iz lista i ampli-
fikovana sa 12 odabranih SSR mar-
kera PCR-om. Produkti amplifikacije
su razdvojeni elektroforezom na 4%
agaroznom gelu. Na osnovu prisus-
tva/odsustva alela za parove svih 5



hibrida izracunati su koeficijenti
slicnosti po Dice-u i Jaccard-u, a
pomoéu UPGMA metode je uradena
klaster analiza primenom kompju-
terskog programa NTSYSpc2.1.

Rezultati i diskusija

Od 12 SSR prajmera 10 je upo-
trebljeno za statisticku obradu poda-
taka: 1109, 2235, 1492, 1507, 1282,
2047, 126, 087, 1782 1 1695. Broj iden-
tifikovanih alela sa razli¢itim praj-
merima iznosio je 29, a prose€an broj
alela po lokusu je 2.9. Najmanji broj
alela (jedan) je dao prajmer umc2047,
a najveci brojalela (pet) su dali praj-
meri umc1109 i bnlg2235.

Tabela 1. Koeficijenti geneticke
distance po Dice-u

Table 1. Coefficients of genetic distance
according to Dice

Koef. | ZP1 | zP2 | ZP3 | ZP4 | ZP5
ZP1| 1

zP2 | 015 | 1

zP3 | 013 | 018 | 1

zP4 | 008 022 | 01 | 1

zP5| 037 | 032|036 | 036 | 1

Tabela 2. Koeficijenti geneticke
distance po Jaccard-u

Table 2. Coefficients of genetic distance
according to Jaccard

Koef. | ZP1 |ZP2 | ZP3 | ZP4 | ZP5
ZP1| 1

ZP2| 025 | 1

zP3 | 022 | 030 | 1

ZP4 | 014 | 036 | 0,19 | 1

ZP5| 054 | 048 | 052 | 052 | 1
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Vrednosti geneti¢kih distanci po
Dice-u su se kretale u opsegu od 0.08
(ZP 11ZP 4) do 037 (ZP 11 ZP 5)
(Tabela 1). Najveca geneticka distan-
ca po Jaccard-u se kretala od 0.14
(ZP11iZP 4) do 0.54 (ZP 11 ZP 5)
(Tabela 2). Na osnovu oba koefici-
jenta ZP 1 je geneticki najsrodniji sa
ZP 4, a geneticki najudaljeniji mu je
ZP 5. Sa druge strane, drugi ispitivani
hibrid, ZP 2, je geneticki najblizi ZP 1
hibridu, a najudaljeniji mu je, takode,
ZP 5. Dakle, hibrid ZP 5 je geneticki
najudaljeniji od oba ispitivana hib-
rida.

Na osnovu matrica genetickih dis-
tanci po Dice-u i Jaccard-u primenom
UPGMA klaster metode dobijeni su
dendogrami. Dendogrami pokazuju
identi¢no grupisanje uzoraka, koje se
slaZze sa naSim podacima o poreklu
hibrida. Klaster analiza je je grupisala
Cetiri hibridaZP 1,ZP4,ZP3iZP2u
jedan subklaster za koji je labavo
vezan ZP 5 (Slika 1, 2).

Rezultati ogleda bili su razliciti za
ispitivane hibride (Tabela 3). Svaka
Plus-hibrid kombinacija ZP 1 bila je
loSija od ZP 1 fertilnog. Najlosija
kombinacija bila je ZP 1st x ZP 5,
upravo sa hibridom koji mu je gene-
ticki najudaljeniji, gde je doSlo do
smanjenja prinosa zrna za 12,6%, na
nivou znacajnosti 0,1. Nasuprot ZP 1,
drugi ispitivani hibrid je u svakoj
Plus-hibrid kombinaciji imao uveca-
nje prinosa zrna na nivou znacajnosti
(P=0,05). Najbolje kombinacije su
bile ZP 2st x ZP 1i ZP 2st x ZP 3, gde
je doslo do uvecanja prinosa od 11,94,
odnosno 11,51%,dok je ZP 2st x ZP 5
imala poveéanje prinosa od 5,27%,
bez nivoa znacajnosti.



Slika 1. Geneticka slicnost po Dice-u
Figure 1. Genetic similarity according to Dice-u
ZP1

f T T
0,65 0,72 0,79 0,86 0,93

Slika 2. Geneticka slicnost po Jaccard-u

Figure 2. Genetic similarity according to Jaccard-u
ZP1

P2

0,49 0,58 0,67 0,77 0,86

Oba hibrida oprasena sa ZP 5 su  im je geneticki najudaljeniji. Takode,
imala najloS$iji prinos u odnosu na primecuje se da je ZP 2 bio najbolji u
druge kombinacije. To je hibrid koji  kombinaciji sa hibridima koji su mu
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geneticki najsrodniji, pa se ne moze
pouzdano tvrditi da geneticka distan-
ca izmedu kori§éenih hibrida utice
pozitivno na dobit od Plus-hibrid
efekta, kao na ksenije (Bulant and
Gallas, 1998). Dok su Weingartner et
al. (2002) izabrali geneticki nesrodne
hibride opraSivace za Plus-hibrid
smese, geneti¢ka osnova hibrida koje
smo koristili u nasem eksperimentu je
uska, pa verovatno distanca zbog toga
nema presudnu ulogu u ispoljavanju
ispitivanog efekta. Takode, Wein-
gartner et al. (2002) su u svojim
ispitivanjima koristili hibride FAO
grupe 100-200, koji imaju Siru ge-
neticku osnovu od FAO 300-400, pa
jeitouticalo na neispoljavanje uticaja
geneticke distance na Plus-hibrid
efekat.

Tabela 3. Plus-hibrid efekat na prinos
zrna kukuruza dva ZP hibrida
Table 3. Plus-Hybrid effect on grain

yield of two ZP hybrids

Hibrid Polinator t/ha (%)?
ZP?2 -8,03ns
ZP3 9,96+

ZP 1st
ZP 4 9,76+
ZP5 12,6+
ZP1 11,94%
ZP3 11,51*

ZP 2st
ZP 4 10,36ns
ZP5 5,27ns

aVrednosti (% ) ukazuju na promene u odnosu
na fertilni hibrid izogeno oprasen/Values (%)
on grain yield indicate changes relative to the
male-fertile hybrid, isogenically pollinated.

+- znacajno na nivou 0,1/significant at the 0,1
probability level, * - znac¢ajno na nivou 0,05/sig-
nificant at the 0,05 probability level, ns- bez
znacajnosti/not significant.

Ono S§to se primecuje je da na
Plus-hibrid kombinacije presudno
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uti¢u genotipovi kori§cenih hibrida.
Hibrid ZP 5 je nesto losiji hibrid, pa je
svojim genotipom uticao na ispitivane
hibride, dok su ZP 1, ZP 2 i ZP 3 hi-
bridi sa neSto viSim potencijalom
rodnosti. Takode se primecuje i jak
materinski efekat: kombinacija ZP 2st
x ZP 1 je mnogo bolja od ZP 1st x ZP
2.

Zakljucak

Istrazivanja su pokazala da, po-
jedinac¢no, cms i ksenije pozitivno
uti¢u na prinos zrna hibrida kukuruza.
Plus-hibrid sistem predstavlja novi
nacin gajenja hibrida kukuruza, gde
se u smesi gaji sterilna verzija jednog i
fertilna verzija drugog hibrida, uz
iskoriS¢avanje pozitivnog efekta cito-
plazmati¢ne muske sterilnosti i kse-
nija. Smatrali smo da bi bilo korisno
znati da li postoji meduzavisnost
izmedu Plus-hibrid efekta i geneticke
distance hibrida.

Nase istrazivanje ukazuje na to da
geneticka distanca izmedu koriSéenih
hibrida ne uti¢e na dobit od Plus-hi-
brid efekta na prinos zrna. Pokazalo
se da da presudnu ulogu, kako se ¢ini,
imaju genotipovi kori$cenih hibrida.
U Plus-hibrid smesi je izrazen i jak
materinski efekat, tj. uticaj sterilne
majke hibrida u smesi.

S obzirom na mali broj SSR praj-
mera koji smo analizirali, nastavi-
¢emo sa daljnjom molekularnom
analizom hibrida iz ogleda, kako bi
dobili veci broj iskoristivih alela.
Takode, ogled ce biti postavljen i
2010. godine i dobijene podatke iz
obe godine (2009/2010) ¢emo porediti
sa rezultatima molekularne analize.
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THE INTERRELATION BETWEEN PLUS-HYBRID EFFECT ON GRAIN
YIELD AND GENETIC DISTANCE OF STUDIED HYBRIDS

BOZINOVIC SOFIJA,/VAN(VZETOVI(VZ JELENA, RIS”QIC DANDELA,
IGNJATOVIC-MICIC DRAGANA, NIKOLIC ANA

SUMMARY

The combined effect of cytoplasmic male sterility and xenia is referred to as
the Plus-Hybrid effect. A mixture of hybrids, in which one is a sterile female com-
ponentand the other is a fertile pollinator, was sown. The objective of the present
study was to determine whether the increase of a hybrid genetic distance would
result in the increased gain from Plus-hybrid effects on grain yield.

Two ZP hybrids (ZP 1 and ZP2),i.e. their sterile and fertile counterparts, as
well as, five hybrid pollinators (ZP1,ZP2,7ZP 3,7ZP 4 and ZP 5) were selected for
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the studies. The three-replicate trail was set up according to the randomised
split-plot design at Zemun Polje in 2009.

SSR markers were used to determine the genetic distance between hybrids.
Ten out of total 12 applied primers gave results. Coefficients of similarity were
estimated according to Dice and Jaccard. The greatest (0.37), i.e. smallest ge-
netic distance (0.08), according to Dice, was obtained between hybrids ZP 1 and
ZP5,i.e. ZP 1 and ZP 4, respectively. Values of genetic distance according to
Jaccard were between 0.14 (ZP 1 and ZP 4) and 0.54 (ZP 11 ZP 5). By using the
cluster analysis, four hybrids (ZP 1, ZP 4, ZP 3 and ZP 2) were grouped into one
sub-cluster that was loosely linked to ZP 5.

The Plus-hybrid effect on grain yield of the hybrid ZP 1 was negative. The
greatest gain was detectedin the ZP 2st x ZP 1 combination, between two hybrids
that were genetically very similar and belonged to the same sub-cluster, and then
in ZP 2st x ZP 3 and ZP 2st x ZP 4 combinations, between hybrids that also be-
longed to the same sub-cluster. It can be concluded that the Plus-hybrid effect,
after all,dependsnot on the hybrid genetic distance but on the hybrid genotype.

Key words: corn, genetic distance, Plus-Hybrid effect
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