NAUCNI INSTITUT ZA RATARSTVO I POVRTARSTVO
NOVI SAD

"Zbornik radova", Sveska 40, 2004.

MOLEKULARNI MARKERI U OPLEMENJIVANJU SUNCOKRETA

Pankovié, Dejana, Sakad, Z., Jocié, S., Skorié, D.1

1ZVvOD

U radu je dat prikaz rezultata koji odslikavaju savremeno stanje u primeni
molekularnih markera u oplemenjivanju uopste, i posebno u oplemenjivanju
suncokreta. U drugom delu rada autori daju pregled sopstvenih rezultata, koji se
odnose na primenu molekularnih markera u ispitivanju: rolerantnosti na susu,
diversiteta samooplodnih linija i divljih vrsta suncokreta, kao i pri identifikaciji
interspecies hibrida. Detaljnije su prikazani rezultati koji se odnose na primenu
molekularnih markera u ispitivanju tolerantnosti prema plamenjaci. Primenom
HAP3 prajmera pokazano je da je otpornost u ispitivanom materijalu vezana za
prisustvo Pl6 gena. Polimorfizam DNK izolovane iz razli¢itih genotipova
suncokreta je ispitivan primenom RAPD i SSR markera. Iz dobijenih podataka
izracunata je geneticka udaljenost izmedu svih parova ispitivanih genotipova,
koija je varirala izmedu 7% i 67%, i konstruisan je dendrogram. Potvrdeno je da su
dve ispitivane linije, otporna (Ha-26 A+) i osetljiva ( Ha-26 A) prema plamenjadi,
vrlo sli¢ne.

KILJUCNE RECI: oplemenjivanje suncokreta, molekularni markeri, selekcija
uz pomo¢ markera

Oplemenjivanje uz pomo¢ markera

Potencijalna korist od koristenja molekularnih markera u oplemenjivackim
programima je ocigledna ve¢ viSe desetina godina. Medutim realizacija ovih
potencijala je bila ograni¢ena nedostatkom markera. Krajem 70-ih godina se zapo-
¢elo sa identifikacijom velikog broja markera rasporedenih po celom genomu
razli¢itih biljnih vrsta. Ovo je preduslov za koristenje markera, koji su povezani sa
osobinama od interesa, odnosno selekciju uz pomo¢ markera (Marker Assisted
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Selection - MAS). Tako je doslo do novog polja akademskih istrazivanja, medutim
nasuprot velikom potencijalu MAS jo$ uvek nije pruzila o¢ekivani napredak u
komercijalnim oplemenjiva¢kim programima ratarskih biljnih vrsta.

Koji su uslovi potrebni da se od markera stigne do primene MAS? Prvi
preduslov su mape DNK markera visoke gustine, §to zna¢i mnogo markera ¢ija se
lokacija zna, a koji su rasprostranjeni na relativno kratkim intervalima kroz ceo
genom. Slededi korak je definisanje gena za koje se predpostavlja da regulisu
osobine od interesa i testiranje statistickih odnosa izmedu markera i osobine od
interesa. Kada je definisan marker koji je fizicki lociran pored (ili ¢ak u) genu od
interesa, mogu¢ je slededi korak, tj. MAS poZeljne osobine. PoZeljne osobine
mogu biti kontrolisane jednim ili nekoliko gena, kao $to su major geni za
otpornost na bolesti kod biljaka (Young, 1999), ili su to kompleksne kvantitativne
osobine, kontrolisane minor genima (tzv. Quantitative trait loci - QTL ili lokusi za
kvantitativne osobine) i pod uticajem spoljne sredine. Veéina ekonomski vaznih
agronomskih osobina spadaju upravo u drugu kategoriju. Babu i saradnici (2003)
su koriste¢i 280 molekularnih markera (134 RFLP, 131 AFLP, 15 mikrosatelita) i
merenjem razlic¢itih parametara- indikatora vodnog stresa ispitivali populacije
pirinca u uslovima navodnjavanja i vodnog stresa, i otkrili veéi broj potencijainih
QTL-a za osobine otpornosti prema susi.

Uspeh MAS je pod uticajem odnosa izmedu markera i gena od interesa.
Dekkers (2003) navodi tri vrste odnosa:

1. Molekularni marker je lociran u genu. Ovo je najpovoljnija situacija jer
pracenjem nasledivanja markera ujedno pratimo i nasledivanje gena.
Medutim ovakvu vrstu markera je najteZze pronadi.

2. Marker je u linkage neravnotezi (linkage disequilibrium- LD) sa genom u
celoj populaciji. LD oznacava tendenciju da se odredena kombinacija aleia
nasleduje zajedno. Ovo se desava kada markeri i geni nisu fizi¢ki udaljeni.

3.  Marker je u linkage ravnoteZi sa genom. Ovo je ujedno i najteZa situacija za
primenu MAS.

Veliki deo istrazivackih programa je usmeren na konstrukciju mapa za
molekularne markere i otkrivanje QTL-ova koji su potrebni za potencijalnu
primenu MAS u raznim biljnim i Zivotinjskim vrstama. Pored toga MAS se
primenjuje kao podrika konvencionalnim programima oplemenjivanja: u
rekurentnoj selekciji, u stvaranju hibrida, i introgresiji (Dekkers and Hospital,
2002). Sto se ti¢e uspes$nosti MAS, kada se radi o poznatim genima MAS se
masovno i uspeSno koristi, narodito u okviru privatnih selekcionerskih
kompanija. Medutim introgresija nepoznatih gena primenom MAS se pokazala
manje uspe$nom (Young, 1999). Primena MAS je razlicita kod razlicitih biljnih
vrsta, na primer kod kukuruza se mnogo viSe primenjuje nego kod psenice i
je¢ma (Koebner, 2003). Kod njivskih kultura progres je mnogo veéi nego kod
voca. Na primer, kod jabuka i krusaka, je razvoj mapa molekularnih markera vrio
spor, i samo nekoliko QTL-ova je¢ detektovano (Tartini, 2003) iako je potencijal
MAS za genetsko pobolj$anje ovakvih biljaka sa dugackim Zivotnim ciklusom
znadajan.
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Oplemenjivanje suncokreta uz pomo¢ markera u svetu

Znataj molekularnih markera u genetickim analizama suncokreta je istaknut
od strane mnogih istrazivaca. Od savremenih tehnika molekularnih markera dve
se najviSe koriste. AFLP tehnika (Amplified Fragment Length Polymorphism) se
smatra efikasnim sistemom zbog svoje visestruke primenjivosti npr. genetsko
mapiranje, fingerprinting, analize diversiteta. Hongtrakul et al. (1997) su prvi put
ukazali na efikasnost ove metode kod suncokreta. Nedavno je na suncokretu uz
pomo¢ te metode konstruisano nekoliko molekularnih mapa visoke gustine 5to
omoguéava mapiranje kvantitativnih osobina. Rachid Al Chaarani i saradnici
(2002) su identifikovali QTL-ove za otpornost prema Crnoj pegavosti stabla.
Kusterer i saradnici (2003b) su identifikovali QTL-ove za oleinsku i linoleinsku
kiselinu.

Primenom AFLP i RAPD markera i strategije kloniranja zasnovanog na link-
age mapi (map-based cloning) izolovan je Rfl gen za restauraciju fertilnosti
(Kusterer et al, 2003a). Ovi istraZivadi su izolovali Rf1 gen da bi proucavali njegovu
funkciju u buduéem radu, medutim pronasli su PCR markere, koji se nalaze u
blizini Rf1 gena i konvertovali ih u SCAR markere, koji sada mogu da se koriste u
programima povratnog ukritanja uz pomo¢ markera.

Jednostavni kratki ponovci (Simple Sequence Repeats- SSR), ili mikrosateliti,
se najvise koriste danas. Zbog visokog polimorfizma i efikasnosti koriste se za
genetitko mapiranje, za populacione i evolucione studije (Vischi et al., 2003), kao
i za analize pedigrea i fingerprinting.

Nedavni razvoj nekoliko stotina mikrosatelitskih markera za suncokret
(Tang et al., 2002; Yu et al.,, 2002) i istovremeno neuporediva osetljivost mikro-
satelita su otvorili moguénost za ponovnu analizu molekularno genetickog diver-
siteta kod suncokreta. Tang i Knapp (2003) su analizom diversiteta alela 122
mikrosatelitska lokusa kod gajenog suncokreta i njegovih divljih srodnika, po prvi
put postavili mogucnost viSe centara porekla domestifikacije suncokreta. Njihovi
rezultati takode ukazuju da bi ubuduce za povecanje gustine molekularno
genetickih linkage mapa trebalo koristiti potomstvo iz ukritanja divlja vrsta x in-
bred linija.

U ispitivanju bolesti najviSe su istraZivane otpornost prema Sclerotinia
sclerotiorum i prema Plasmopara balstedii. Mapiranje QTL-a za otpornost
prema Sclerotinia sclerotiorum je u toku i to primenom SSR markera (Hahnetal,
2003; Baldini et al., 2003) i AFLP markera (Ronicke et al., 2003).

$to se ti¢e otpornosti prema P. halstedii, pretpostavija se da postoji 11 gena
koji obezbeduju otpornost prema jednoj ili vide rasa (Rahim et al., 2002). P11 P12
obezbeduju otpornost prema rasama 1 i 2 (Putt i Sackston, 1957). Gen P15 iz H.
tuberosus-a je nosilac otpornosti prema rasi 3 (Leclercq et al., 1970; Pustovoit,
1966). Otpornost prema rasama 1, 2, 3 i 4 je uvedena iz tri divlje suncokreta, H.
annuus (P16), H. praecox ssp. runyonii Heiser (P17) i H. argophyllus (P18) (Miller
i Gulya, 1988, 1991). Iako ovi dominantni geni obezbeduju potpunu otpornost na
jednu ili vie rasa P. halstedii, nove rase se kontinuirano pojavljuju. Postoje
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geneticki dokazi da su najmanije tri gena za otpornost prema plamenijaci, P11, P12 i
P16, u klasteru u genomu suncokreta (Mouzeyar et al., 1995; Roeckel-Drevet et al.,
1996; Vear et al., 1997). Ovi geni su smesteni u linkage grupu 1 (LG1) na RFLP
mapi (Gentzbittel et al., 1995) na priblizno istoj udaljenosti od prethodno
mapiranih RFLP markera. P16 se sastoji od najmanje dva vezana (0.6 ctM) genetska
faktora (Vear et al., 1997). Nedavno je pronadena i druga linkage grupa koja
sadrZi dva gena otpornosti u klasteru a to su PI5 i PI8 (Bert et al., 2001). Medutim
ni molekularna struktura ni delovanje ovih gena nije za sada poznata.

Mapiranje gena kandidata za otpornost (RGC Resistance Gene Candidates)
je potvrdilo grupisanje gena otpornosti na bolesti u regionu PI1-PI2-P16. Gedil i
sarad. (2001) su pozicionirali P11 i 6 RGC iz tipa NBS-LRR, a pokazali su da je RGC
iz TIR-NBS-LRR podklase (Toll-IL-1 receptor/nucleotide-binding site/leucine-rich
repeat), pod imenom HaRGC1, povezan sa PI1 na u linkage grupi 8, koja odgovara
linkage grupi 1 na RFLP mapi. Slabaugh et al. (2003) su mapirali 24 HaRGC1
lokusa na segmentu od 2-4 ¢cM na linkage grupi 8, i identifikovali IFLP markere
(Intron Fragment Length Polymorpism) i SSR markere, koji mogu da se koriste za
identifikaciju poznatih gena otpornosti prema plamenjadi ili za introgresiju novih
gena otpornosti iz divljih vrsta suncokreta.

Primnena molekularnih markera u programu
oplemenjivanja suncokreta kod nas

U okviru projekata na oplemenjivanju suncokreta u Nau¢nom institutu za
ratarstvo i povrtarstvo, molekularni markeri se primenjuju: u ispitivanju
tolerantnosti na suSu (Pankovi¢ et al, 2000a), u ispitivanju diversiteta
samooplodnih linija (Pankovic¢ i sarad., 1997; Pankovi¢ i sarad., 2000b) i divljih
vrsta suncokreta, kao i pri identifikaciji interspecies hibrida (Atlagi¢ et al., 2003).

Jedan od ciljeva NS oplemenjivackog programa je uvodenje otpornosti na
plamenjacu u inbred linije koje imaju dobre kombinacione sposobnosti (Skori¢,
1992). U ovom programu koriste se poznati i pronalaze novi markeri za otpornost
prema postojeim rasama plamenjace. Ranije je utvrdeno da je u Jugoslaviji
predominantna rasa 4 plamenjace (MaSirevi¢, 1998). Pankovi¢ i sarad. (2001) su
kao materijal za skrining sa molekularnim markerima koristili dve linije: Ha-26 A i
Ha-19 A, roditeljske komponente srednjeranih i ranih hibrida (Skori¢ et al., 2000).
Obe linije su ukritene sa linijom JM-8, koja je izvor gena Pi6, nosioca otpornosti
prema rasama plamenjace 1,2,3 i 4. Dobijeni hibridi iz tih uke$tanja povratno su
ukritani sa Ha-26 A {(dalje oznafeni kao G 10i G 11), odnosno sa Ha-19A (G 12i G
16). Pored toga ispitivana je i linija Ha-26+ A, u koju je uneta otpornost prema
plamenjaci iz Ha 335, drugog izvora PI6 gena.

DNK je izolovana iz listova navedenih linija kao i diferencijalnih linija
suncokreta, koje se koriste za identifikaciju rasa plamenjace. Polimorfizam je
ispitivan primenom RAPD, SSR i nekoliko publikovanih PCR markera za otpornost
prema bolestima (Bouzidi et al., 2002; Lu et al., 2000). Na slici 1. su prikazani
fragmenti umnoZeni sa prajmerom HAP3 (Bouzidi et al., 2002; Pankovi¢ et al.,
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S 1. Fragmenti dobijeni u PCR-u sa prajmerom HAP3 (Bouzidi et al., 2002), koji
pokriva oko 3 cM na lokusu PG, i DNK ispitivanib genotipova. Pozicije na gelu
odgovaraju profilima dobijenim sa DNK koje su izolovane iz sledecib genotipova: 1
CMS-1-90A; 2 Ha-98Na; 3 Ha-26 B; 4 Ha-74A; 5 Ha-19A; 6 Rba-2065; 7 Rha-274; 8 PMI 3; 9
CMS-3-8A; 10 Ha-267; 11 Ha-26%; 12 PM-17; 13 QHP1; 14 Ha 335: 15 JM 8A; 16
cms-3-8-A; 17 *G12; 18 *G10; 19 *G11; 20 negativna kontrola, M=100bp Ladder.
Strelice naznacuju poziciju markera.

Fig. 1. PCR fragments obtained with primer HAP3 (Bouzidi et al., 2002), which covers
about 3cM of PIG locus, and DNAs of examined genotypes. Gel positions resemble to the
profiles obtained with DNAs from following genotypes: 1 CMS-1-90A; 2 Ha-98Na; 3
Ha-26 B; 4 Ha-744; 5 Ha-19A; 6 Rba-265; 7 Rba-274; 8 PMI 3; 9 CMS-3-8A; 10 Ha-26";: 11
Ha-26%; 12 PM-17; 13 QHPI; 14 Ha 335; 15 ]JM 8A; 16 cms-3-8-A; 17 *G12: 18 *G10: 19
*G11; 20 negative control, M=100bp Ladder. Arrows indicate the position of markers.

. 100 bp
1 2 345 6 7 89 10HIHA 1112 13 14 15 16 17 18 B ladder

Sl 2. Umnozavanje RAPD fragmenta dobijenib sa prajmerom UBC 119 i DNK iz sledecib
genotipova: 1 CMS-1-90A; 2 Ha-98Na; 3 Ha-26 B; 4 Ha-74A; 5 Ha-19A; 6 G16; 7 Rha-205;
8 Rba-274: 9 PMI 3: 10 CMS-3-8A: Ha-267; Ha-26%; 11 PM-17; 12 QHPI; 13 Ha 335; 14JM
8A; 15 cms-3-8-A; 16 *G12: 17 *G10; 18 *G11; 19 negativna kontrola, M=100bp Ladder.
Genotipovi na pozicijama od 1-10 su osetljivi, a od 11-18 su otporni prema plamenjact.
Fragment 900-1000 bp, koji je pronaden kod genotipova otpornib prema plamenjaci
Ha-26 A*, JM-8A, G10 i G11, je obelezen strelicom.

Fig.2 The amplification of RAPD fragments obtained with primer UBC 119 and DNAs
from following genotypes: 1 CMS-1-90A; 2 Ha-98Na; 3 Ha-26 B; 4 Ha-74A; 5 Ha-194; 6
G16: 7 Rba-265; 8 Rba-274; 9 PMI 3; 10 CMS-3-8A; Ha-267; Ha-26%: 11 PM-17; 12 QHP1;

13 Ha 335; 14JM 8A; 15 cms-3-8-A; 16 *G12; 17 *G10; 18 *G11; 19 negative control,
M=100bp Ladder. Gel positions from 1 to 10 refer to sensitive, and from 11 to 18 to
genotypes resistant to downy mildew. Fragment from 900-1000 bp, which was detected
in resistant genotypes Ha-26 A, JM-8A, G10 and G11 is marked with an arrow.
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2003). Do pozicije 10 na gelu, naneseni su uzorci dobijeni sa DNK iz genotipova
koji su bili neotporni, a posle pozicije 10 genotipovi koji su u laboratorijskom
testu bili otporni prema plamenjaci. Strelicama je naznacen polozaj markera, koji
pokrivaju oko 3cM na PI6 lokusu. Kao $to je ofekivano, sva Cetiri fragmenta su
prisutna kod Ha 335, JM8, C, kao i kod otpornih linija iz potomstva povratnih
ukr$tanja JM8 sa Ha 26A i Ha19A (SL. 1).

U ispitivanju novih RAPD i SSR markera za otpornost prema plamenjadi,
samo dva su pokazala polimorfizam izmedu otpornih i osetljivih linija (Pankovic¢
et al., 2001). Na slici 2. prikazani su rezultati dobijeni sa RAPD prajmerom
UBC119, a na slici 3. rezultati dobijeni sa SSR prajmerom ORS37. RAPD marker je
pronaden kod otpornih genotipova Ha-26 A%, JM-8A, G10 i G11 (Slika 2).
Ocekivani SSR fragment, 173-188 bp nije bio u korelaciji sa otpornoscu (rezultati
nisu prikazani), ali se pojavio fragment u oblasti 600-700bp (Sl. 3) koji je
pronaden kod istih genotipova kao i RAPD marker: Ha-26 At JM-8A, G101 G11.

100h
1 2 3 4.5 6 7 8 910 Ha St 11 12.13 14 15 16 17 18 B(@ddee

SL. 3. UmnozZavanje SSR fragmenata sa prajmerom ORS 37 i DNK ispitivanib genotipovd
(redosled isti kao kod slike 2). Marker veli¢ine 600-700 bp je oznacen strelicom.
Fragmenti su razdvajani na 2% agarozi.

Fig.3 The amplification of SSR fragments with primer ORS 37 and DNA of examined
genotypes (the disposition is the same as in Fig. 1). Marker (600-700 bp) is marked with
an arrow. Fragments are separated on 2% agarose.

Dobijeni SSR marker (SL. 3) je ise¢en iz 4 uzorka DNK sa gela i preci§cen (S
4A). Fragmenti su klonirani koris¢enjem vektora pCRE2.1-TOPOR i hemijski
kompetentnih Celija £. coli. DNK je izolovana iz belih kolonija, i nakon degestije
sa EcoR I potvrdeno je prisustvo kloniranog fragmenta u vecini uzoraka. Klonirani
fragmenti su sekvencionirani. Blast analizom izmedu sekvencioniranih fragm-
enata dobijen je stepen homologije oko 70%, a homologija sa publikovanim se-
kvencama je bila neznacajna. Medutim, dizajniran je specifi¢an prajmer za umno-
Zavanje ovog fragmenta i ispitivanje nasledivanja ovog SCAR markera je u toku.

Da bi iz ispitivanog materijala odabrali linije za buduéa ukrStanja, dobijeni
rezultati su takode iskoridteni za izraCunavanje geneti¢ke distance izmedu
genotipova. Ukupno je pronadeno 48 polimorfnih markera. Sli¢nost izmedu
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genotipova je odredena preko SMC (Simple Matching Coefficient). Geneticke
distanca izmedu svih parova ispitivanih genotipova (GD=(1-SMC)x 100)) se
kretala od 7 do 67%. Iz ovih podataka konstruisan je dendrogram u kojem su
genotipovi grupisani u klastere preko UPGMA analize (Statistica). Rezultati
potvrduju veliku sli¢nost izmedu dve ispitivane inbred linije, otporne (Ha-26 A*) i
osetljive (Ha-26 A) prema plamenjaci.

thh 1 2 3 4 kb kb1 2 3 4.5 6 7 8 tkb 1kb 9 10 11 12 13 14 15 16 1kb ]

SI. 4 A SSR marker, isecen i preciséen iz Cetiri uzorka 1- Ha-26 A' zarazena, 2- Ha-26 A"
nezarazena, 3. G10 i 4- JM-8 A.

B Nakon kloniranja fragmenata (pCRR2.1 -TOPOR), izolacije DNK iz belib kolonija i
digestije sa EcoR I prisustvo kloniranog fragmenta je potvrdeno u vecini uzoraka iz vise
izvora: linija Ha-26 At zarazena (pozicije 1-4), Ha-26 A* nezarazen (pozicije 5-8), Gi0

(pozicije 9-12) i JM-8 A (pozicije 13-1 0).
Fig. 4 A SSR marker, cut and purified from four samples on the gel 1- Ha-26 A" infected,
2- Ha-26 A* uninfected, 3. G10i 4- JM-8 A.

B Fragment was cloned (pCRR2.1-TOPOR), DNA was isolated from white colonies and
digested with EcoR I, and the presence of the cloned fragment was confirmed in most of
the samples from different sources: Ha-26 A% infected (positions 1-4), Ha-26 At
uninfected (positions 5-8), G10 (positions 9-12) i JM-8 A (positions 13-16).

G803-1
RHA-274
RHA-265
G10
612
IM-8A
Ha-335
Ha-26R
Ha-265
QHP1
PMI3
PM-17 |
Ha-98Na
Ha-19A
Ha-74A
€MS-3-8A
HA-26B :
CMS-1-90 : :
‘ : ]

Linkage Distance

0 10 20 30 40 50 60
St 5 Dendrogram koji pokazuje srodnost izmedu 20 ispitivanib genotipova suncokreta.

Klasteri su identifikovani primenom UPGMA analize (Statistika).
Fig. 5 Dendrogram which is showing the similarities among 20 examined sunflower
genotypes. Clusters were identified by UPGMA analysis (Statistika).

307



U toku je provera testa alelnosti za P16 gen, kao i za pronadene RAPD, SSR i
SCAR markere, na potomstvu iz ukr$tanja linija Ha-26 A i Ha-26 A™.
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MOLECULAR MARKERS IN SUNFLOWER BREEDING
Pankovié, Dejana, Sakaé, Z., Jocié, S., Skoricé, D.

institute of Field and Vegetable Crops, Novi Sad
SUMMARY

The contemporary state of the investigations in the field of the molecular
markers application in breeding in general, and in sunflower breeding specifi-
cally, is presented in the paper. In the second part of the paper the authors are
rewicing their own results on the application of molecular markers in the investi-
gation of: drought tolerance, diversity of sunflower inbred lines and wild species,
and in the identification of interspecies hybrids. The investigation of sunflower
tolerance to downy mildew is presented in more detail. Markers obtained with
PCR primer HAP3 are indicating that the resistance to downy mildew in examined
sunflower genotypes is connected with P16 gene. DNA polymorphism among ex-
amined genotypes was investigated with RAPD and SSR markers. Obtained results
were used for the calculation of genetic distances (GD) between all possible pairs
of genotypes. GD which varied between 7% and 67%, were used for dendrogram
construction. Data confirm that inbred lines, resistant (Ha-26 A™) and sensitive
(Ha-26 A) to downy mildew, are very similar.

KEY WORDS: sunflower breeding, molecular markers, marker assisted selec-
tion
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