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Izvod: Informacije o medusobnim odnosima oplemenjivackog materijala i geneticke udaljenosti ras-
polozive germplazme su znacajne za odluku o nacinu korisé¢enja u oplemenjivackim programima. Za
dato istrazivanje je po principima UPOV deskriptora uzet fenotipski opis 28 linija koje su roditeljske
komponente 20 ZP hibrida kukuruza, poznatog pedigrea, iz jedne godine i dva ponavljanja. Uradena
je klaster analiza sa ciljem da se utvrdi da li se moze iskoristiti fenotipska karakterizacija genotipova po
princima UPOV deskriptora za definisanje homogenih grupa po srodnosti i koliko su rezultati u sagla-
snosti sa poznatim informacijama o pedigreu ispitivanog materijala. Klaster analiza (Ward method) je
dala najbolje slaganje sa informacijama o pedigreu ispitivanih linija kukuruza, pa su ti rezultati koris¢eni

za korespondencionu analizu.

Kljucne redi: fenotip, klaster, korespondenciona analiza, linije kukuruza

Uvod

U cilju zastite prava oplemenjivaca UPOV (Inter-
national Union for the Protection of New Varieties
of Plants) preporucuje da se ocenjuju 34 osobine
genotipova kukuruza. Da bi se obezbedila pravilna
upotreba svojstava u DUS (Distinctness, Uniformity
and Stability) testiranju vazno je da se razumeju razli-
¢iti nacini ekspresije svojstava. Kvalitativha svojstva
su ona koja se ispoljavaju u malom broju diskonti-
nuiranih formi (pol biljke, boja cveta, oblik ploda
i sl). Kvantitativna svojstva su ona koja pokazuju
kontinuiranu varijabilnost. Rang ekspresije, u cilju
desktipcije, deli se u odreden broj stadijuma koji su
rangirani i nose odtedenu ocenu (UPOV/TG/1/3).
Do ocene se moze dodi na vise nacina: merenjem
grupe biljaka, merenjem pojedinacnih biljaka, vi-
zuelnom ocenom pojedinacnih biljaka i vizuelnom
ocenom grupe biljaka (UPOV/DATA/BEI/04/5).
Veliki broj autora (Smit & Smit 1989, Dillmann et al.
1997, Roldan-Ruiz et al. 2001) smatra da su motfo-
loski podaci, nastali obimnim merenjima veceg broja
biljaka, nepouzdani zato sto su ispitivane karakteri-
stike naj¢esée pod uticajem nepoznatog mehanizma
geneticke kontrole, a takode su pod velikim uticajem
spoljasnje sredine. Morfoloske osobine se tradicio-
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nalno kotiste u deskripciji i taj ¢e se trend sigurno
nastaviti u agronomskim istrazivanjima. Kvalitet de-
skriptora se moze povecati prikupljanjem podataka
iz vi$e ponavljanja i viSe godina, odbacivanjem oso-
bina koje su pod jakim uticajem spoljasnje sredine,
kao i onih osobina koje su u visokoj medusobnoj
korelaciji. Poredenje morfoloskih opisa koji su rade-
ni u razlicitim lokacijama ili razli¢itim godinama nije
uvek ispravno (Smith & Smith 1989).

Organizacija germplazme u geneticki divergentne
grupe od kljuéne je vaznosti za optimalno iskori-
$¢enje fenomena heterozisa. Ovo je posebno vazno
prilikom stvaranja hibridnih sorti, gde je definisanje
i iskoris¢avanje heterozisa vazno za krajnji ishod
oplemenjivanja, ali se moze primeniti i za opleme-
njivanje klonova i slobodno-oprasujucih sorti i sin-
tetika. Pri tome se namec¢u dva vazna pitanja: (1) ko-
liko su udaljene linije iz istih i razlicitih heteroti¢nih
grupa 1 (2) koji kriterijumi i biometrijski metodi u
zadovoljavajucoj meri omogucuju grupisanje germ-
plazme (Melchinger 1999).

Pojava recesivnih homozigotnih alela u elitnom
selekcionom materijalu kukuruza u mnogome ote-
zava karakterizaciju istog upotrebom morfoloskih
markera. Homozigotni recesivni aleli daju prepo-
znatljive fenotipske ekstreme, medutim frekvencija
pojavljivanja ovih alela u elithom selekcionom mate-
rijalu je relativno niska (Lee 1989). Danas se moleku-
larni markeri smatraju najkvalitetnijim alatom u ge-
netickim istrazivanjima, pre svega zbog moguénosti
da razlikuju genotipove na DNA nivou i u situacija-
ma kada su veoma uske geneticke osnove. Dodatna
prednost molekularnih markera je sto su pod malim
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uticajem spoljasnje sredine. DNK analizom se naj-
cescée pokriva samo mali deo genoma, dok pedigre
podaci i podaci o heterozisu obezbeduju procenu
geneticke srodnosti uslovljenu veéim brojem lokusa.
Medutim, nepreciznost ovog pristupa zasniva se na
kotiséenju pretpostavke o jednakoj distribuciji gena
oba roditelja koji formiraju F (Kempthorne 1969,
Delannay et al. 1983). Podaci o heterozisu izmedu
inbred linija, za razlicite osobine, su u velikoj sagla-
snosti sa ocekivanim heterozisom na osnovu empi-
rijskih podataka o pedigreu. Stoga se heterozis gene-
ralno smatra indikatorom genetickih odnosa, barem
u okvirima relativno ograni¢enog ranga germplaz-
me, kakav je najéesce slucaj sa elitnim oplemenjivac-
kim materijalom (Moll et al. 1965).

Klaster analiza ima mnogo kvaliteta koji je ¢ine
atraktivhom za oplemenjivace biljaka, ali ima i neke
nedostatke. Grupe formirane u klaster analizi nisu
uvek jedinstvene i njihova kompozicija moze da se
menja uvodenjem novih individua u analizu. Pred-
loZen je veliki broj metoda grupisanja, pa je klaster
analiza kritikovana i zbog toga $to je kvalitet izbo-
ra razlicitih opcija tesko proveriti (Bull & Hogarth
1990). Takode, dendrogrami prikazuju podatke u
vidu diskretnih grupa ¢ak i onda ako postoji konti-
nuirana vatijabilnost u podacima. U tom slucaju se
malo toga moze zakljuciti o odnosima genotipova
koji se nalaze unutar istog klastera, kao i kolika je
medusobna udaljenost jedinica posmatranja koje
se nalaze u razli¢itim klasterima. Korespondenci-
ona analiza je komplementarna klaster analizi. Na
osnovu teorije se ocekuje da su dobijeni rezultati
korespondencione analize u saglasnosti sa rezul-
tatima klaster analize, ali je u prednosti §to ima
moguénost da rezultate predstavlja na grafikonima
u obliku kontinuirane varijabilnosti. Takode ima
slicnosti sa PCA (Principal Component Analysis)
analizom, ali je fleksibilnija u smislu da je dizajni-
rana pre za kategorijske nego za kontinuirane pro-
menljive (Greenacre & Hastie 1987).

Cilj rada je bio da se ispita koliko informacije
dobijene vizuelnom ocenom grupe biljaka mogu
biti realan pokazatelj genetickih odnosa ispitivanih
linija kukuruza. Stoga su za rad odabrane elitne
komercijalne linjje poznatog pedigrea. Poslo se od
nekoliko pretpostavki: (1) linije kukuruza su nastale
kroz proces samooplodnje i stoga su homozigotne
u visokom procentu, pa je vizuelna ocena grupe bi-
ljaka dovoljno pouzdana, (2) iako su odredene oso-
bine po svojoj sustini kvantitativne nije ih moguce
meriti (intenzitet antocijanske obojenosti razlicitih
delova biljke) ve¢ samo dati ocenu stepena ekspre-
sije svojstva u poredenju sa kontrolnim varijetetom,
(3) neke druge osobine (visina i sl.) je moguce meti-
ti, ali se pretpostavilo da ¢e se zbog uticaja faktora
sredine veca preciznost posti¢i ukoliko se degradira

merna skala na ordinarni nivo merenja (rang u po-
redenju sa kontrolnim varijetetom), i (4) daleko je
jeftinije i brze ocenjivati ekspresiju nekog svojstva
svrstavanjem posmatranog genotipa u odredenu
kategoriju nego visiti obimna merenja veéeg broja
biljaka u vise ponavljanja i spoljnih sredina, a onda
visiti poredenja sa standardom ili kontrolnim va-
tijetetom za to svojstvo. Postojanje baze podataka
o fenotipskim ocenama po principima UPOV de-
skriptora omogucava i poredenje genotipova koji
su ispitivani u razlicitim vremenskim periodima.

Materijal i metod

Za istrazivanje je odabrano 28 elitnih linija kuku-
ruza poznatog pedigrea koje predstavljaju roditelj-
ske komponente 20 hibrida stvorenih u Institutu za
kukuruz - Zemun Polje (Tab. 1). Ogled je postavljen
u Zemun Polju u uslovima navodnjavanja. Linije su
sejane u 2 reda po 10 biljaka u redu i dva ponavlja-
nja. Fenotipski opis je raden po UPOV deskriptoru
vizuelnom ocenom grupe biljaka. U UPOV de-
skriptoru jasno su definisana svojstva koja se oce-
njuju, stadijumi razvoja biljke u kojima se ocenjuju
pojedina svojstva, kao i reper varijeteti za stepen ek-
spresije svojstava. Jedan broj reper vatijeteta je po-
sejan istovremeno sa ispitivanim linijama. Prisustvo
reper varijeteta, kao i deskriptora sa fotografijama
u boji, u mnogome je doprinelo kvalitetu ocenjiva-
nja linija kukuruza. Na osnovu uradene deskripcije
sprovedena je klaster analiza sa ciljem da se utvrdi
da li se moze iskoristiti fenotipska karakterizacija
po UPOV deskriptoru za definisanje homogenih
grupa po srodnosti, koliko su rezultati u saglasnosti
sa poznatim informacijama o pedigtreu ispitivanog
materijala i da li distance dobijene na osnovu ocena
fenotipa mogu biti eventualni indikator heterozisa.
Upotrebljen je kvadrat euklidskog rastojanja kao
mera razlicitosti. Uradena je klaster analiza Wards
metod grupisanja. Upotrebljeno je 30 karakteristika:
prisustvo antocijana na rukavcu prvog lista, oblik
vrha prvog lista, ugao stabla i prvog lista iznad klipa,
polozaj lista iznad klipa, antocijan na osnovi pleve,
antocijan na plevama bez osnove, antocijan na sve-
7im anterama, gustina plevica, ugao glavne i bo¢nih
grana metlice, polozaj bo¢nih grana, broj primarnih
boc¢nih grana, intenzitet antocijana na svili, stepen
cik-caka stabla, antocijan na vazdusnim korenovi-
ma, antocijan na rukaveu lista, duZina glavne ose
metlice od najnize boc¢ne grane, duzina glavne ose
metlice iznad najvise boc¢ne grane, duzina bocnih
grana, visina biljke, odnos visine biljke i visine klipa,
sirina lista, duzina drske klipa, duzina klipa, pre¢nik
klipa, oblik klipa, broj redova zrna, tip zrna, boja na
vrhu zrna, boja u osnovi zrna, intenzitet antocijan-
ske obojenosti kocanke.
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Rezultati klaster analiza (Wardsov metod) su
predstavljeni dendrogramom. Matrica distanci
dobijena u klaster analizi koris¢ena je za koren-
spondencionu analizu. Rezultati korespondenci-
one analize predstavljeni su grafikonom. Podaci
su obradenu u programu SPSS 15.0 for Windows
Evaluation Version.

Rezultati i diskusija

Rezultati klaster analize (Wards metod) su u vi-
sokoj saglasnosti sa pedigreom ispitivanih linija (SL
1). Ispitivane linije su se grupisale u dva velika kla-
stera. U prvom klasteru (A) nalaze se linije Ciste
Lancaster osnove (L3, L6, L14, 1.17, LL16, L2, L5,
1.27), jedna linija (.20) Iowa dent osnove, jedna
linija nastala iz ukrstanja linije Lankaster osnove i
linije domaceg porekla (I.12) i linije L9 nastale iz
pionirovog hibtida Pr 3110. U drugom klasteru (B)
nalaze se linije BSSS (Stiff Stalk Synthetic) osnove
(21, 122, 1.23, 1.26, 1L.28, 119, L4, L7, 110, 113,
L11, 15, 118, 1.25), jedna linija (I.8) koja u sebi
sadrzi 50% egzoti¢ne germplazme poreklom iz po-
pulacije argentinskog tvrdunca, 25% germplazme
iz populacije Peckog zubana i 25% germplazme
Lankaster osnove. Tu su i dve Iowa dent linije (L1,
1.24). Interesantno je takode istaci da linija 1.9 na

osnovu povrsnog morfoloskog izgleda biljke i klipa
vise li¢i na linije BSSS osnove, a rezultati testira-
nja i ove analize svrstale su je u klaster sa linijama
Lancaster osnove. Obrnuta je situacija sa linjjom
L8. Grupisanje ispitivanih linija je u saglasnosti sa
informacijama o pedigreu. Roditeljske komponen-
te 18 od 20 posmatranih hibrida grupisale su se u
razlicite klastere, a sve je u saglasnosti sa pedigreom
ispitivanih linija. Ono sto je takode interesantno je
da su se linije Iowa dent osnove grupisale jedna sa
Lankaster, a druge dve sa BSSS linijama. Praksa je
potvrdila da linije iz ove heteroti¢ne grupe daju hi-
bride i sa linijama Lancaster i BSSS osnove.
Rezultati klaster analize predstavljeni dendrogra-
mom svrstavaju ispitivane linije u diskretne grupe,
klastere, iako izmedu njih postoji kontinuirana va-
rijabilnost. Na osnovu dendrograma ne moze se
mnogo zakljuciti o odnosima linija unutar i izmedu
klastera. Recimo, na osnovu datog dendrograma (SL.
1) nista ne mozemo zakljuciti o medusobnom od-
nosu ili fenotipskoj slicnosti linija 1.6 1 L.23 ili 1.8 i
1.20. Iako genotipovi pripadaju istim klasterima, po-
stoje manje ili veée razlike/sli¢nosti izmedu njih, kao
i manje ili veée razlike/sli¢nost izmedu pripadnika
razli¢itih klastera. PredloZen je i veliki broj metoda
grupisanja ¢iji kvalitet nije uvek lako proveriti, zato
je pri tumacenju rezultata klaster analize od velikog

Tabela 1. Formule hibrida ispitivanih Feccaled Dichance Cluster ©omine
hﬂl}a kukllruza a £ 10 1s Z0 z5
Table 1. Hybrids of the examined T
maize inbred lines 3
i :l_|7

Hibrid Formula hibrida e

Hybrid Hybrid formula iz _—

ZP-1 ZPL19 x ZPL3 15 :l_|7

ZP-2 ZPL25 x ZPL17 2 T

ZP-3 ZPL.23 x ZPL6 = T

ZP-4 ZPI1.23 x ZPL3 2

ZP-5 ZPL10 x ZPL5 2z 1|

ZP-6 ZPL6 x ZPL1 2: 4

ZP-7 ZPIL13 x ZPL2 e

ZP-8 ZPL5 x ZP1L4 z4 :I—I

ZP-9 ZPL5 x ZPL7 2?

ZP-10 ZP19 x ZPL8 1= ?7

ZP-11 ZPIL.12 x ZPL.10 :

ZP-12 ZPI.15 x ZPL.14 1o :I—

7P-13 ZPL1 x ZPL16 o

ZP-14 ZPL18 x ZPL.17 15

ZP-15 ZPL22 x ZPL17 e 2 l*

ZP-16 ZP1.21 x ZPI.20

ZP-17 ZPL21 x ZPL24 , . S ‘

P18 ZPL14 x ZPL26 Shka 1.. D.egdrogram klaster analize fenotipskih distanci

7P-19 ZPL26 x ZPLT 1spmvan1h linija kukuruza .

P20 PL28 x ZPL22 Figure 1. Dendrogram of cluster analysis for phenotype

distances of the examined maize lines
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znacaja iskustvo analiticara u kontekstu cilja istrazi-
vanja. Korespondenciona analiza je analogna klaster
analizi, s tim da ima moguénost predstavljanja re-
zultata u obliku kontinuirane varijabilnosti. Podaci o
morfoloskim distancama ispitivanih linija, dobijeni u
klaster analizi, upotrebljeni su za korespondencionu
analizu. Prve tri dimenzije korespondencione ana-
lize obuhvatile su 38%, 22% i 11% inercije (,,vari-
janse®) respektivno. Distance ispitivanih linija su se
kretale od 27 do 315. Prosecna distanca je iznosila
141. Kako su u istrazivanje ukljucene roditeljske li-
nije 20 hibrida, njihove distance su se kretale od 96
do 265 sa prosekom od 165. Dva hibrida cije linije
nisu ispoljile velike medusobne distance i daleko su
ispod proseka (96 za hibrid ZP-1 (L19 x L3) i 103
za hibrid ZP-2 (25 x L17)) nisu prosla testiranja
Sortne komisije, dok su se hibridi ZP-3 (.23 x 1.6) 1
ZP-4 (123 x L3) pokazali izuzetno dobro i bili zapa-
zeni veé u prvoj godini testiranja. Distance izmedu
njihovih roditeljskih linija su iznosile 254 i 219, sto
je daleko iznad proseka. Poznata kombinacija linija
Mo17 (L5) 1 B73 (L.10) takode ima veliku fenotipsku
distancu (229). Izracunata su odstupanja prosecnih
distanci pojedinacnih linija od opsteg proscka. Uo-
cava se da odredene linije (L4, .10, L.21, .22, 1.24,
1.26 1 1.27) imaju velika odstupanja (23, 24, 21, 35,
44,24 1 55 respektivno) svojih prose¢nih distanci od
opste sredine, na osnovu ¢ega se moze pretpostaviti
da su ove linije dobri testeri, $to je dobrim delom veé
potvrdeno u praksi (Tab. 2).

Fenotipske distance u obliku kontinuirane varija-

bilnost (SL. 2) daju jednu kompletniju sliku medusob-

®an f

®an,

nih odnosa ispitivanih linija kukuruza. Linija 18, koja
sadrzi egzoticnu germplazmu i linija 1.20, Towa dent
osnove nalaze se u prostoru izmedu linija BSSS osno-
ve (levo) i linija Lancaster osnove (desno). Praksa je
pokazala da ove linije daju hibride sa linijama obe he-
teroticne grupe. Takode se uocava jasno izdvajanje
linija .21, 1.22 1 1.23 koje su veoma srodne. U stvara-
nju ovih linija ucestvovao je jedan zajednicki roditelj
koji u sebi ima egzoti¢nu germ plazmu. Na grafikonu
se uocava izdvajanje linije .27 Lancaster osnove sa
najveom prose¢nom distancom. Takode se uocava
jasno izdvajanje linija 1.3 i L6 Lancaster osnove od
ostalih linija iste heteroti¢ne grupe. 1z prakse je po-
znato da su ove, inace srodne linije, dobri testeri i
u kombinaciji sa opozitnom heteroti¢cnom grupom
najces¢e daju dobre hibride. Ove linije su kompo-
nente komercijalnih hibrida ZP-434 1 ZP-341.
Razvoj informacionih tehnologija omogucio je
jednostavnu primenu metoda multivatijacione ana-
lize (Ruiz & Alvarez 2001). Ukoliko se u bazi po-
dataka nalazi fenotipska karakterizacija selekcionog
materijala po principima UPOV desktiptora, jedno-
stavnim skriningom Zeljenih osobina, uz primenu
neke od metoda multivarijacionih analiza mogu se
dobiti vazne informacije. U oplemenjivanju bilja-
ka ovakve informacije mogu biti kotisne za jasniju
deskripciju postojecih heteroticnih grupa, kao i za
grupisanje linija nepoznatog genetickog porekla i
time definisanje pozeljnog testera. Zbog suzavanja
geneticke vatijabilnosti i potrebe ubacivanja nove
egzoticne germ plazme u dosta kotiséene i adaptira-
ne heteroti¢ne grupe, ova procedura bi bila korisna

Slika 2. Grafikon korespondencione analize fenotipskih slicnosti ispitivanih linija kukuruza
Figure 2. Graph of correspondence analysis for phenotype similatities of the examined maize lines
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1 za odabir genotipova za zasnivanje I, populacija.
Takode, u slucajevima kada se unosi neko pozeljno
svojstvo ili otpornost na susu ili bolesti iz matetijala
nepoznatog porekla, vazno je izvrsiti ukrstanja sa
istom ili najsrodnijom heterotichom grupom da bi
se zadrzao §to veéi broj pozeljnih svojstava, a ocu-
vale kombinacione sposobnosti (Babic i sar. 2008).

Zakljuc¢ak

Selekcioneri su ¢esto u dilemi kako proveriti
kombinacionu vrednost linije u procesu selekcije,
odnosno koji tester ili koje testere je najbolje uzeti
u slucaju kada se testira linija dobijena iz hibrida
cija je geneticka konstitucija nepoznata ili u slu-
¢aju linjje nastale ukrstanjem roditelja iz razlicitih
heteroti¢nih grupa. Vizuelnim ocenama se cesto
zamera na subjektivnosti ocenjivaca. Medutim,
one mogu biti od koristi za oplemenjivace biljaka
posebno kada se radi sa obimnim materijalom ili sa
materijalom o kojem se malo zna. Rezultati ovog
rada pokazuju da se moze upotrebiti fenotipska
karakterizacija linija kukuruza vizuelnom ocenom
grupe biljaka po UPOV deskriptoru za definisanje
homogenih grupa po srodnosti. Dobijeni rezultati
su u visokoj saglasnosti sa poznatim informacijama
o poreklu i nekim iskustvima iz prakse. Izdvojene
su linjje (L4, 110, 121, 1.22, 1.24, 1.26 i L.27) koje
su ispoljile najve¢a odstupanja prose¢nih distanci
od opsteg proseka. U praksi je potvrdeno da su
ove linije dobri testeri. Iako je u ovom radu utvrde-
no da su dobijeni izuzetno dobri hibridi iz ukssta-
nja linija sa velikom morfoloskom distancom ZP-3
(L.23 x 1.6) 1 ZP-4 (.23 x 1.3) dodatna sistematska
istrazivanja u ovom pravcu su potrebna da bi se sa
vecom sigurnos$cu moglo tvrditi da fenotipska dis-
tanca moze biti i pouzdan indikator heterozisa.
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Summary: The information on inter-relations of breeding material and genetic distinctness of available germpla-
sm is important for deciding on the usage mode in breeding programmes. For the given research, phenotype des-
cription according to principles of UPOV descriptors was taken from 28 maize lines that are parental components
of 20 ZP maize hybrids of known pedigree, from one year and two repetitions. Cluster analysis was conducted in
order to establish whether the phenotype characterization of genotypes can be used for defining homogenous gro-
ups by relatedness, and to what extent the results are in accordance with the known information on the examined
material’s pedigree. The cluster analysis, Ward method, based on Squared Euclidian Distance, provided the best
concordance with the information on the pedigree of the examined maize lines, so those results are presented in
this paper and used for correspondence analysis.

Keywords: cluster, correspondence analysis, maize lines, phenotype
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