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Izvod: Citogenetska istrazivanja suncokreta i uljane repice imaju tradiciju dugu ¢itav vek. Prvo su izu-
¢avani broj i morfologija hromozoma kod vrsta iz roda Helianthus i Brassica, a zatim citotaksonomija i
filogeneza ovih rodova. Citogenetska istrazivanja su bila primenjivana u transferu gena iz divljih u ga-
jene vrste, u koris¢enju metoda 7 vitro gajenja, u izucavanju fenomena citoplazmatske muske sterilnosti

(CMS-a), restauracije fertilnosti i dr.

U ovom radu su prikazani razliciti aspekti istrazivanja laboratorije za citogenetske analize Instituta za
ratarstvo 1 povrtarstvo u Novom Sadu, ¢iji su rezultati koriséeni u oplemenjivanju suncokreta i uljane

repice.
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Uvod

Citogenetska istrazivanja na suncokretu imaju
tradiciju dugu ¢itav vek. Prva istrazivanja su se
odnosila na odredivanje broja hromozoma kod
gajenog suncokreta. Potom je izradivan kariotip
vrsta u rodu Helianthus. Broj i osobine hromozo-
ma su koriséene za klasifikaciju vrsta i izucavanje
filogenetskih odnosa u rodu Helianthus. Kotisée-
nje interspecies hibridizacije u oplemenjivanju
gajenog suncokreta, transfer gena iz divljih vrsta
u gajeni suncokret iziskivalo je primenu citoge-
netskih metoda. U stvaranju hibrida suncokreta
sedamdesetih godina proslog veka izucavani su
fenomeni citoplazmatske muske sterilnosti i re-
stauracije fertilnosti ¢ija je primena bila od izuzet-
nog znacaja u novim oplemenjivackim programi-
ma. Citogenetska istrazivanja su pratila primenu
metoda 7 vitro gajenja, narocito kulturu antera,
zatim izucavanje procesa oplodnje u smislu raz-
dvajanja prezigotne i postzigotne inkompatibil-
nosti u interspecies ukrstanjima, odnosno utvt-
divanje ¢ross kompatibilnosti u izboru roditeljskih
parova kod hibrida suncokreta. Poslednjih godina
citogenetska istrazivanja su cesto kombinovana
sa primenom metoda molekularnih markera.

Citogenetska istrazivanja na uljanoj repici, tacni-
je u rodu Brassica, zapoceta su pocetkom proslog
veka. Prema autorima Prakash i Chopra (1999)
odnosila su se na: utvrdivanje broja hromozoma i
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analizu genoma u rodu Brassica; izucavanje karakte-
ristika somatskih hromozoma; vestacko dobijanje
aloploida seksualnim putem ili somatskom hibri-
dizacijom; ispitivanje germplazme; citoplazmatske
muske sterilnosti; ugradnju nuklearnih gena hro-
mozomskim manipulacijama u cilju popravljanja
agronomskih osobina i restauracije fertilnosti;
disekciju bazi¢nog genoma za dobijanje linija sa
hromozomskom adicijom; identifikaciju genskih
linkidz grupa i poredenje genskih sinteza izmedu
slinih vrsta; koris¢enje molekularnih markera za
mapiranje hromozoma i analizu odnosa genoma.

Svi navedeni aspekti istrazivanja na suncokretu,
a samo CMS kod uljane repice, bili su izucavani
u laboratoriji za citogenetske analize Instituta za
ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu.

Kolekcija divljih vrsta suncokreta

Kolekcija divljih vrsta suncokreta u Novom
Sadu je nastala kroz 7 ekspedicija izvedenih u
periodu od 1980. do 1991. godine, gde je sa-
kupljeno 917 kolekcionih brojeva. Od 49 vrsta
suncokreta koje pripadaju rodu Helianthus u
kolekciji je bilo 43 vrste. Nazalost, tokom pret-
hodnih godina gajenja izgubljeno je ukupno 15
vrsta. Tako danas kolekcija sadrzi 21 visegodis-
nju vrstu i 7 jednogodisnjih vrsta. Ukupno se u

Ovo istrazivanje je deo projekta broj TR20081: Swaranje geno-
tipova uljane repice (Brassica napus 1..) za ishrann i industrijsku preradu
(01.04.2008-31.12.2010), Ministarstva za nauku i tehnoloski razvoj
Republike Stbije / This rescarch results from project TR20081: De-
velopment of rapeseed (Brassica napus 1..) genotypes for feed and industrial pro-
cessing (01.04.2008-31.12.2010) financed by the Ministry of Science
and Technological Development of the Republic of Serbia
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Tabela 1. Kolekcija jednogodisnjih divljih vrsta suncokreta
Table 1. The collection of annual wild sunflower species

Broj populacija / No. of accessions

Vrsta - Broj semena
Speci u gen banci sa rezervom semena No. of seed
pecies . . o. of seeds
in gene bank date base with seed reserves
H. annuns 108 70 10-2539
H. petiolaris 33 25 80-9130
H. neglectus 4 4 1564-4838
H. debilis 21 13 33-5490
H. praecox 15 14 335-10710
H. argophylius 7 7 1616-10396
H. nivens 4 3 259-5910

Tabela 2. Kolekcija visegodisnjih divljih vrsta suncokreta

Table 2. The collection of perennial wild sunflower species

Broj populacija
No. of accessions

Broj populacija u

Vrsta ] 4 rezervom Broj semena polju
Species u banci gena semena No. of seeds ~ No. of accessions
mdg;;wb :Sa;lk with seed in the field
reserves
H. tuberosus 41 16 1-650 112
H. rigidus (H.pauciflorus) 13 12 1-400 11
H. mollis 7 5 3-1162 6
H. maximiliani 36 32 1-8630 60
H. divaricatus 10 10 8-680 8
H. decapetalus 8 7 17-622 7
H. grosseserratus 29 9 2-335 31
H. nuttallii 23 22 1-399 15
H. strumosus 20 12 2-354 20
H. laevigatus 7 7 7-91 8
H. glancophyllus 1 1 38 1
H. giganteus 16 15 1-1800 19
H. eggertii 2 2 1-9 1
H. hirsutus 4 3 3-280 2
H. californicus 1 1 1 1
H. resinosus 2 2 125, 4858 2
H. silphivides 1 1 13 1
H. atrornbens 1 1 2 1
H. microcephalus 2 2 28, 300 2
H. smithii 2 2 13,90 2
H. glancophyllus 1 1 10 1

kolekciji nalazi 447 kolekcionih brojeva. Rezerva
semena populacija jednogodisnjih vrsta se krece
od nekoliko desetina do nekoliko hiljada (Tab.
1), a viSegodisnjih od jednog do nekoliko stotina
(Tab. 2). Seme se ¢uva u hladnoj komori (+ 4° C),
a populacije viSegodisnjih vrsta se odrzavaju i u
polju (Atlagi¢ et al. 2000).

Ploidnost vrsta roda Helianthus

Osnovni broj hromozoma u rodu Helianthus je
n=17, a rod predstavlja poliploidni kompleks koji
se sastoji od diploidnih (2n=2x=34), tetraploid-
nih (20=4x=68) i heksaploidnih (20=6x=102)
vrsta. Sve jednogodisnje vrste su diploidne, dok
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su visegodisnje diploidne, tetraploidne i heksa-
ploidne. Viste H. ciliaris i H. strumosus se pojav-
ljuju u tetraploidnoj i heksaploidnoj formi, dok
H. decapetalus ima diploidnu i tetraploidnu formu
(Schilling & Heiser 1981).

U okviru evaluacije vrsta prisutnih u kolekciji
bilo je planirano da se odredi kariotip za svaku
vrstu, da se pregledaju sve populacije u okviru vi-
sta u cilju identifikacije vrste, odnosno prirodnih
hibrida. Zbog velikog broja kolekcionih brojeva
broj hromozoma je odredivan za vrste, odnosno
populacije koje su bile ukljucene u program ukt-
Stanja sa linijama gajenog suncokreta. Koriséen
je Feulgen metod (Georgieva-Todorova 1976)
za odredivanje broja hromozoma u somatskim
¢elijama vrha korenci¢a (Sl 1a). Ovaj metod je
uspesno koriséen, ali je iziskivao trosenje rezervi
semena. 1z tih razloga se preslo na odredivanje
broja hromozoma u mejocitama koristeci aceto-
karmin metod za analizu mejoze. U dijakinezi je
odredivan broj bivalenata, a time i broj #-hromo-
zoma (SL 1b).

je nekoliko hiljada ukrstanja, a uspesno su prene-
ta pozeljna svojstva i ugradena su u hibride sun-
cokreta iz novosadskog selekcionog programa.
Uspesnost ukrstanja je prikazana kroz dva peri-
oda, gde se moze zapaziti da je u prvom periodu
izveden veéi broj ukrstanja i dobijeno je vise bi-
liaka F interspecies hibrida (Tab. 3).

Jednogodisnje divlje vrste suncokreta su filo-
genetski bliske gajenom suncokretu pa ih je mo-
guce koristiti bez velikih teskoca u interspecies
programima. Od 11 jednogodisnjih divljih vrsta,
7 vrsta (H. annuns, H. argophyllus, H. petiolaris, H.
praecox, H. debilis, H. neglectus, H. nivens) uspesno
su ukrstene sa linijama gajenog suncokreta (Tab.
3) (Atlagi¢ 1990, Terzi¢ 2006). Dobijeni intet-
species hibridi razli¢itih generacija ukrstanja (F,
BCF, — BCF)) najcesce su koris¢eni kao izvori
CMS-a i Rf gena.

Grupa diploidnih visegodisnjih vrsta je vtlo in-
teresantna za oplemenjivace kao izvor otpornosti
prema prouzrokovacima bolesti (H. gigantens, H.
maximilianii H. occidentalis), kao izvor visokog sadr-

Slika 1. H. rigidus a) Somatska ¢elija (2n=6x=102); b) Mejocita (51 bivalent)
Figure 1. H. rigidus a) Somatic cell 2n=6x=102); b) Meiocyte (51 bivalents)

Na taj nacin su pregledane vrste zastupljene u
kolekciji, koris¢ene populacije tih vrsta u hibridi-
zaciji sa gajenim suncokretom. Za neke od vrsta
je ustanovljeno da se pojavljuju u razlicito ploid-
nim formama kako je bilo poznato u literaturi,
a za necke su ustanovljeni nivoi ploidnosti koji
nisu saopsteni ranije. Tako su Atlagi¢ et al. (1992)
utvrdili da se diploidna vrsta H. smithii pojavljuje
u heksaploidnoj formi, a vrsta H. strumosus pojav-
ljuje se i u diploidnoj formi, osim u tetraploidnoj

i heksaploidnoj.
Interspecies hibridizacija

Moguénost ukrstanja divljih vrsta sa gajenim
suncokretom bila je ispitivana prethodnih 28 go-
dina kroz vtlo obiman program hibridizacije uz
koris¢enje klasi¢nih metoda ukrs$tanja. Izvedeno

zaja ulja u semenu (H. salicifolius), ranostasnost (H.
nuttallit) 1 novog ideotipa (H. mollis). Ove vrste su
uspesno ukrstene sa linijama gajenog suncokreta
i dobijen je vedi broj interspecies hibrida (Tab. 3)
(Atlagi¢ 1991, Atlagi¢ et al. 1995).

Tetraploidne vrste H. birsutus, H. decapetalus, H.
laevigatus, H. strumosus uspesno su ukrstene sa ga-
jenim suncokretom i koriséene su kao izvori ot-
pornosti na bolesti (Tab. 3) (Atlagi¢ 1994, Terzi¢
2000).

Od heksaploidnih vrsta najcesée je koriséena
vista H. tuberosus kao izvor otpornosti na razli-
¢ite patogene. I hibidi su dobijeni sa velikim
brojem populacija ove vrste (Atlagi¢ et al. 1993).
Dodatne tri heksaploidne vrste H. rigidus, H. re-
sinosus 1 H. eggertii uspesno su ukrstene sa linija-
ma gajenog suncokreta (Tab. 3) (Atlagi¢ 1996,
Terzi¢ 2000).
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Tabela 3. Uspesnost ukrstanja divljih vrsta i gajenog suncokreta
Table 3. The success of crossing wild species and cultivated sunflower
1981 - 1991 1992 — 2008
Broj Broj populacija Broj populacija

Vrste htOl’I)l. No. (lfpaciessi(lns F, gen. No. (lfpaciessi(lns F, gen.
Species No. of Opras Ukes Brot bil Oppa Uks Broj bilj.

chrom. prasene Ukrstene roj bilj. prasene rétene No. of

Polinated Crossed No. of plants  Polinated Crossed plants

H. annuns 17 24 17 123 28 11 169
H. petiolaris 17 22 20 35 23 3 7
H. argophylius 17 8 6 24 9 2 30
H. neglectus 17 2 2 14 4 1 12
H. debillis 17 12 9 32 13 1 3
H. praecox 17 11 9 24 19 4 0
H. niveus 17 2 1 8 3 0 0
H. mollis 17 4 3 10 7 2 0
H. salicifolins 17 2 1 7 7 2 0
H. maximiliani 17 7 3 10 31 5 0
H. occidentalis 17 3 1 8 0 0 0
H. nuttallii 17 3 1 9 24 1 0
H. smithii 17 2 2 27 0 0 0
H. decapetalus 17,34 5 1 28 10 1 0
H. bhirsutus 34 3 2 66 3 1 0
H. strumosus 34,51 8 1 13 14 5 24
H. laevigatns 34 5 3 51 3 1 4
H. tuberosus 51 17 9 90 11 4 27
H. rigidus 51 7 3 105 11 4 0
H. eggertii 51 1 1 5 1 1 0
H. resinosus 51 2 2 89 3 1 0
H. divaricatus 17 6 1 1 13 2 3
H. gigantens 17 6 1 0 12 0 0
H. grosseserratus 17 3 0 0 16 0 0
H. microcephalus 17 2 0 0 1 0 0

Citogenetska ispitivanja
interspecies hibrida

Najcesce barijere u primeni interspecies hibridi-
zacije su ¢rossinkompatibilnost (prezigotna i postzi-
gotna - abortivnost embriona), smanjena fertilnost
ili potpuna sterilnost I, i drugih ranih generacija
interspecies ukrstanja. Razlike u ploidnosti, filoge-
netske razlike i razli¢ita taksonomska pripadnost
divljih vrsta u odnosu na gajeni suncokret uzrok
su navedenih pojava. Citogenetska ispitivanja div-
ljih vrsta, kao i interspecies hibrida doprinose de-
tektovanju problema i njihovom prevazilazenju.
Najcesce se koriste citogenetske metode za analizu
mejoze — mikrosporogeneze i vitalnosti polena.
Pracenje mejoze podrazumeva posmatranje me-
jocita u arhesporijalnom tkivu prasnika primenom
acetokarmin metode, dok je vitalnost polena odre-

divana bojenom metodom po Alexandru (Atlagi¢
1989). Analiza mejotskog ciklusa daje dragocene
informacije o homolognosti hromozoma i hro-
mozomskim aberacijama tipa translokacija (konfi-
guracija u dijakinezi); izmeni genetskog materijala
(broj hijazmi); detekcije hromozoma u eliminaciji
(univalenti); aberacije tipa neukljucenih hromozo-
ma (izbegli i izostali hromozomi); o hromozom-
skim aberacijama tipa inverzija (hromozomski mo-
stovi i fragmenti). Ocena vitalnosti polena sluzi za
procenu potencijala za oplodnju.

Normalan tok mejoze koji je zapazen kod ga-
jenog suncokreta i razlicitih vrsta roda Helianthus
prikazan je na slici 2. Kod F, interspecies hibrida
vtlo cesto su detektovane nepravilne faze mejoze
(SL. 3). Dobijeni rezultati su pokazali da ponekad
postoje razlike u strukturi hromozoma (poja-
va multivalenata u dijakinezi biljaka interspecies
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Slika 2. Faze mejoze (pravilne) a) Pahiten; b) Dijakineza; ¢) Metafaza I; d) Anafaza I; e) Telofaza I; f) Metafaza II; g)
Telofaza II; h) Tetrade; i) Jednojedarne mikrospore; j,k) Mikrospore; I) Polenova zrna

Figure 2. Phases of meiosis (normal) a) Pachyten; b) Diakinesis; ¢) Metaphase I; d) Anaphase I; e) Telophase I; f)
Metephase II; g) Telophase II; h) Tetrads; i) Mononuclear microspores; j,k) Microspores, 1) Pollen grains

et (5esi8 ° Moo S

Slika 3. Faze mejoze (nepravilne) a) Dijakineza sa kvadri i heksavalentom; b) Metafaza I sa izbeglim hromozomima;
¢) Anafaza I sa izostalim hromozomima; d) Anafaza I sa hromozomskim mostovima; ¢) Telofaza II sa izostalim
hromozomima; f) Telofaza II sa hromozomskim mostovima

Figure 3. Phases of meiosis (irregular) a) Diakinesis with quadrivalent and hexavalent.; b) Metaphase I with fast
chromosomes; ¢) Anaphase I with lagging chromosomes; d) Anaphase I with chromosome bridge; ) Telophase 1T
with lagging chromosomes; f) Telophase II with chromosome bridges

hibrida), iako jednogodisnje vrste imaju isti broj Tetraploidne i heksaploidne vrste se razlikuju po
hromozoma kao gajeni suncokret. Genom vise- broju i strukturi hromozoma od gajenog sunco-
godisnjih diploidnih vrsta se razlikuje od genoma kreta. Kod interspecies hibrida nastalih ukrsta-
jednogodisnjih — gajenog suncokreta, pa je nji- njem ovih vrsta i gajenog suncokreta konstato-
hovo kori$¢enje praceno velikim brojem teskoca. van je veliki broj nepravilnosti tipa univalenata
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i multivalenata u dijakinezi, ,,neukljucenih® hro-
mozoma u metafazi i anafazi, kao i hromozom-
skih mostova u anafazii telofazi (Sl. 3). Posledica
nepravilne mejoze — mikrosporogeneze je sma-
njena vitalnost polena kod interspecies hibrida,
narocito I, i BC I, generacije u odnosu na rodi-
teljske vrste, a Cesta je bila i pojava musko steril-
nih biljaka (Atlagi¢ 2004, Terzi¢ 2000).

Interesantno je istaéi da od svih citogenet-
skih analiza kod interspecies hibrida najvedi
broj autora (Georgieva-Todorova 1976, Chan-
dler et al. 1986, Georgieva-Todorova 1990, Jan
1997, Jan & Seiler 2007) izdvaja analizu mejoze
- redukcione deobe i vitalnosti polena. Pored
mogucnosti ukrstanja, karakteristike mejoze,
pojave sterilnosti i smanjene fertilnosti kod
interspecies hibrida pokazuju moguénost ko-
ris¢enja neke vrste u oplemenjivanju gajenog
suncokreta.

Citogenetsko-molekularna
istraZivanja

Pored unosenja pozeljnih gena iz divljih vrsta u
gajeni suncokret, u interspecies hibridizaciji uno-
si se 1 veliki broj nepozeljnih svojstava (grananje,

mali pre¢nik glave i dr.), zbog cega je potrebno
izvesti povratna ukritanja I, interspecies hibrida sa
gajenim suncokretom. Citogenetske analize BC I,
hibrida su pokazale visok procenat abnormalnosti
u mejozi, pojavu ancuploida, biljaka sa razli¢itim
brojem hromozoma i smanjenu vitalnost polena
(Atagi¢ & Skori¢ 1999). S druge strane, izvode-
njem nekoliko povratnih ukrstanja sa gajenim
suncokretom gube se i pozeljni geni, zbog cega je
potrebno analizirati prisustvo genoma divlje vrste
u odnosu na genom gajenog suncokreta kod in-
terspecies hibrida ne samo na citogenetskom (SL
4), ve¢ i na molekularnom nivou (SL. 5) (Atlagi¢ et
al. 2003a).

Citoplazmatska muska sterilnost
kod suncokreta i uljane repice

Stvaranje hibrida suncokreta i uljane repice
podrazumeva koriséenje postojecih ili stvaranje
novih izvora citoplazmatske muske sterilnosti
(CMS), kao i njihovo prenosenje u genotipove
koji poseduju pozeljne gene za agronomski vaz-
na svojstva. Muska sterilnost je definisana kao
pojava da se kod biljaka u prasnicima ne for-
miraju vitalna polenova zrna. Ekspresija ovog

Slika 4. Citogenetske analize interspecies hibrida a) Dijakineza (bivalenti, univalenti, fragmenti); b) Metafaza I (iz-
begli hromozomi); ¢) Telofaza II (hromozomski mostovi)

Figure 4. Cytogenetic analysis of interspecific hybrids a) Diakinesis (bivalents, univalents and fragments), b) Meta-
phase I (fast chromosomes), c) Telophase II (chromosome bridges)

Slika 5. Molekularne analize interspecies hibrida — Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) fragmenti
dobijeni amplifikacijom sa prajmerom UBC-39 i sa prajmerom UBC-43

Figure 5. Molecular analysis of interspecific hybrids - Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) frag-
ments amplified with primers UBC-39 and UBC-43
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svojstva varira od potpunog odsustva prasnika
do slabo razvijenih antera, odnosno od odsustva
polena do prisustva deformisanih ili normalno
razvijenih polenovih zrna u anterama. CMS kod
suncokreta i uljane repice je najcesée aloplaz-
matska i nastala je u interspecies ili intergenus
ukrs$tanjima.

Svojstvo CMS-a je analizirano pre svega na
osnovu morfoloskih razlika u gradi cveta, razvije-
nosti antera i produkciji polena (musko fertilnog i
musko sterilnog), procenta vitalnosti polena, kao
i na osnovu pojave i pravilnosti toka pojedinih
faza mejoze - mikrosporogeneze.

U najveéem broju slucajeva rezultati analize
morfologije musko sterilnog cveta ukazivali su
na slabu razvijenost antera, samo ponekad su an-
tere bile bolje razvijene, ali su bile prazne ili su
sadrzavale malu kolicinu deformisanih, stetilnih
polenovih zrna.

Kod musko fertilnih cvetova suncokreta i
uljane repice mejoza se odvijala normalno kroz
sve faze (pahiten, dijakineza, matafaza I, ana-
faza I, telofaza II), kao i postmejotskog delje-
nja do formiranja polenovog zrna (Sl. 7a). Kod
CMS biljaka u najvec¢em broju slucajeva mejoza
je proticala normalno (jedino je bio manji broj
mejocita u deobi nego kod musko fertilnih bi-

ljaka), dok je postmejotsko deljenje izostajalo.
Najcesca faza prekida u mikrosporogenezi je
bila faza tetrada (Sl. 6a), a samo ponekad i ra-
nije, kasne faze mejoze. Takode se vrlo retko
desavalo da su rezultat mikrosporogeneze bile
deformisane mikrospore (SI. 6b i 7b) ili sterilna
polenova zrna.

Preko 70 CMS izvora je identifikovano u po-
tomstvima ukrstanja izmedu divljih vrsta i gaje-
nog suncokreta, za 34 su nadeni geni za restaura-
ciju fertilnosti, a nac¢in nasledivanja restauracije za
19 CMS (Seriyes 2002).

Citoplazmatsku musku sterilnost dobijenu u
interspecies ukrstanju H. petiolaris i H. annuus
(Leclercq 1969) ispitivao je Paun (1974), koji
je analizirao mejozu kod Cetiri sterilne linije, ali
i njihovih fertilnih analoga. Kod fertilnih ana-
loga mejoza je proticala normalno, dok je kod
dve sterilne linije sporogeno tkivo degenerisa-
lo jos§ u premejotskom stadijumu, a kod druge
dve je doslo do degeneracije posle faze tetrada.
Autor pretpostavlja da je degeneracija uslovlje-
na odredenim enzimatskim reakcijama koje su
rezultat inaktivacije mehanizama za sazrevanje
polena.

Horner (1977) je koristio svetlosnu i elektron-
sku mikroskopiju radi poredenja mikrosporoge-

Slika 6. Mikrosporogeneza u musko sterilnom cvetu suncokreta, a) Tetrade, b) Mikroskore,

¢) Sterilna polenova zrna, d) Antera sa sterilnim polenom

Figure 6. Microsporogenesis in male sterile flower of sunflower a) Tetrads; b) Microspores, c) Sterile pollen grains,

d) Anthers with sterile pollen grains
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neze kod fertilne linije HA232 i njenog sterilnog
analoga sa izvorom CMS - PET 1. Prvenstveno
je posmatrao razvoj antera i sporogenog tkiva, a
zatim hromozome. Autor je mikrosporogenezu
podelio u 11 faza, gde su faze 1-4 do tetrada,
a od 5-11 od tetrada do zrelog polena. Sterilni
i fertilni analozi se ne razlikuju u mikrosporo-
genezi do faze 5. Promene koje se desavaju u
tapetumu i tetradama rezultiraju u sterilnosti.
Izduzivanje i degeneracija Celija tapetuma na
kraju 5. faze izaziva degeneraciju mikrospora u
tetradama.

Stabilnost pet izvora CMS-a (PET-1, PET-2,
MAX-1, GIG-1, ANN-6) izucavana je pti uno-
Senju u inbred liniju HA-89, kao i izvora CMS-a
PET-1, PET-2, ANN-5, ANN-44, ANN-164
pri unosenju u inbred linije novosadske selekcije
(L-1, L-98, L-74 1 L-22). Citogenetske analize su
pokazale da su antere kod nekih izvora normal-
no razvijene, dok su kod drugih rudimentirane.
Mikrosporogeneza je u najvecem broju slucajeva
bila prekinuta u fazi tetrada (Sl. 6a). Kod nekih
izvora u anterama su bila zapazena polenova
zrna, deformisana i sterilna (SL. 6¢, d) (Atlagi¢ et
al. 1990).

Takode je utvrdeno da su izvori CMS-a GIG-11
PET-2 nestabilni (vitalnost polena je bila 10,42%
i1-63,43%) (Atlagi¢ et al. 1996).

Potencijalni izvori CMS-a (interspecies hibridi
sa Sest populacija H. annuus i jednom populaci-
jom H. petiolaris) bili su citogenetski izucavani.
Sve biljke u BC F, generaciji su bile mugko ste-
rilne. Razlike su postojale u razvijenosti antera i
prisustvu pojedinih faza mejoze (Atlagi¢ & Ma-
rinkovi¢ 1998).

U novosadskom oplemenjivackom progra-
mu izucavanje CMS-a uljane repice obuhvatalo
je koris¢enje metoda citogenetskih istrazivanja,
pre svega za analizu mejoze i vitalnosti pole-
na kod: 1. potomstva iz samooplodnje biljaka
hibrida uljane repice (Atlagi¢ et al. 2003b); 2.
inbred linije u sterilnoj formi; 3. potomstva
povratnih ukrstanja izmedu izdvojenih steril-

nih biljaka i sorti odrzivaca; 4. razlicitih tipova
CMS-a unetih u inbred linije iz novosadskog
oplemenjivackog programa (Atlagi¢ et al
2007).

Slika 7. a) Polen musko-fertilnog cveta; b) Deformis-
ane mikrospore musko-sterilnog cveta
Figure 7. a) Pollen grains in male fertile flower; b) De-

formed microspores in male sterile flower

Oplodnja

Kao kod veéine biljnih vrsta, oplodnja kod
suncokreta je vrlo kompleksan i osetljiv proces, a
izucavana je u smislu razdvajanja prezigotne i po-
stzigotne inkompatibilnosti u interspecies ukrsta-
njima, kao i u izboru roditeljskih parova kod stva-
ranja hibrida suncokreta. Podaci o vitalnosti pole-
na dobijeni bojenom metodom bili su indikacija
potencijala za oplodnju, $to je relativna ocena, te
je trazen metod koji ¢e biti blizi 7z vive uslovima.
Metod fluorescentne mikroskopije omoguéuje
pracenje klijanja polena na zigu i rasta polenovih
tuba kroz stubi¢ i plodnik do embrionove kese
(jajne celije), ve¢ nekoliko sati nakon oprasivanja
(SL. 8). Ocena dobijena fluorescentnom mikro-
skopijom predstavlja sigurnu procenu potencijala
za oplodnju.

b :I 3

Slika 8. Oplodnja a) Klijanje polena na zigu (svetlosni mikroskop); b) Klijanje polena na zigu (fluorescentni mik-
roskop); c) Rast polenove tube kroz stubi¢ (fluorescentni mikroskop)

Figure 8. Fertilization a) Pollen grain germination on stigma (light microscope); b) Pollen germination on stigma
(fluorescent microscope); ¢) Pollen tube growth through the style (fluorescent microscope)
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Significance of Cytogenetic Research in Sunflower and Rapeseed Breeding

Jovanka Atlagi¢ - Sreten Terzi¢ - Ana Marjanovi¢-Jeromela - Radovan Marinkovié¢
Institute of Field and Vegetable Crops, Maksima Gorkog 30, 21000 Novi Sad, Serbia

Summary: Cytogenetic research of sunflower and rapeseed has a century long tradition. Chromosome number
and morphology were studied at first in species from the Helianthus and Brassica genera, and than their cytotaxono-
my and phylogenesis. Cytogenetic research facilitated gene transfer from wild into cultivated species, ir vitro plant
growing, understanding and usage of cytoplasmic male sterility (CMS), fertility restoration, etc.

This paper describes various research aspects used in the cytogenetic laboratory of Institute of Field and Vegetable
Crops, Novi Sad, the results of which were used in sunflower and rapeseed breeding,

Key words: breeding, cytogenetic research, rapeseed, sunflower
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