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DETEKCIJA ALELNE VARIJABILNOSTI U LOKUSIMA PSENICE
ZNACAJNIM ZA OTPORNOST NA Fusarium sspp. PRIMENOM
MOLEKULARNIH MARKERA - MIKROSATELITA

KACAVENDA DRAGANA i KOBILJSKI B.!

1ZVOD: Analizirana je alelna varijabilnost lokusa beksaploidne pSenice znacajnib za
otpornost na fuzarifum primenom dva mikrosatelitska markera: GWM533 (bromozom 3B) i
GWM156 (bromozom 5A), sa ciljem iznalazenja mogucnosti primene molekularnib markera -
mikrosatelita pri selekciji materijala za navedeno svojstvo. Pri detekciji alelnog polimorfizma,
kao standardikoriscene su najpoznatife sorte izvori otpornosti: Sumai 3, Frontana i Amigo. Kod
23 francuska i 25 novosadskib genotipova psenice utvrdeno je prisustvo 5 alela (GWM533) 16
alela (GWM156). Utvrdene su i PIC (Polymorpbism information content) vrednosti za ispitivane
markere, koje su iznosile 0,783 (GWM533) i 0,747 (GWM156). U lokusu GWM533 kod 15 genoti-
pova ustanovljeno je prisustvo istog alela kofi fe registrovan i kod neke od standardnib sorti, au

lokusu GWM156 kod 10 ispitivanih genotipova.

Klju¢ne reli: Fusarium ssp., pSenica (Triticum aestivum L.), mikrosatelitski markeri

UVOD: Poslednjih nekoliko decenija, u
mnogim regionima sveta, fuzarioza klasa se
javljala kao jedan od znadajnih uzroénika
smanjenog prinosa Zitarica. To je naroc¢ito bio
slucaj u predelima gde se faza cvetanja biljaka
odpvijala u uslovima povi$ene vlaznosti i tem-
perature, pogodnim za razvoj gljiva iz roda
Fusarium. Najéeséi uzro¢nik fuzarioze klasa je
Fusarium graminearum Schwabe koji dovodi
do znadajnog smanjenja prinosa i kvaliteta
proizvoda, a narodito se isti¢e Stetan uticaj
mikotoksina, kao $to su deoksinivalenol
(DON), 3-acetildeoksinivalenol (3A-DON) i
nivalenol (NIV) (Gang et al., 1998), koji se
nakupljaju u zrnima. Primenom fungicida u
odredenoj meri mogu se smanjiti gubici.
Medutim, njihova upotreba ¢esto nije dovolj-
no ekonomi¢na i $tetna je sa ekoloske tacke
gledista, tako da se stvaranje sorti otpornih na
fuzarijum smatra jednim od najefikasnijih
resenja u suzbijanju ove bolesti.

Mesterhazy et al. (1995) navode pet razli-
¢itih tipova otpornosti na Fusarium ssp., od
kojih je drugi tip - otpornost na Sirenje zaraze
unutar klasa, najviSe prouc¢avan. Do danas je
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izdvojen odreden broj sorti heksaploidne
pSenice kod kojih je uocen visok nivo rezi-
stentnosti, kao $to su: Sumai 3, Ning 8343,
Wuhan #1 (Kina), Nobeokabozu (Japan),
Frontana (Brazil), Praag 8 (Ceska), Novo-
krumka (Rusija) i Amigo (SAD) (Snijders,
1994), s tim da se Sumai 3 najcesce koristi u
oplemenjivackim programima za ovo svoj-
stvo. Evaluacija otpornosti novostvorenih
genotipova u polju moze biti dugotrajan,
neekonomidan i mukotrpan proces, te se upo-
treba molekularnih markera, tesno vezanih za
gene tolerantnosti na fuzarijum, razmatra kao
jedno od mogucih resenja pri njihovoj deter-
minaciji (Bai et al., 2003).

Mikrosateliti ili jednostavne ponavljajuce
sekvence (SSRs - Simple Sequence Repeats)
(Tautz et al., 1986), zahvaljujuéi visokom
nivou polimorfizma, smatraju se veoma po-
godnim za utvrdivanje varijabilnosti genoti-
pova unutar vrste, narocito kod samooplod-
nih biljaka, kao $to je pSenica (R cbr et al.,
1998). Primenom mikrosatelitskih markera
kod Sumai 3 i srodnih sorti, na hromozomima
3B, 5A, 6A i 6B determinisan je odreden broj
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QTL-a (Quantitative trait loci), koji su u tesnoj
korelaciji sa otporno$éu na Fusarium ssp.
(Anderson et al., 2001; Buerstmayr et al.,
2002; Yang et al., 2003).

Cilj ovog rada bio je da se primenom dva
mikrosatelitska markera, GWM533 (3B) i
GWM156 (5A), kod 23 francuska i 25 novo-
sadskih genotipova heksaploidne p3enice,
analizira alelna varijabilnost lokusa znadajnih
za otpornost na Fusarium ssp., kako bi se
utvrdile moguénosti primene molekularnih
markera - mikrosatelita u oplemenjivanju
pSenice na ovo svojstvo.

Tab. 1. Lista analiziranib genotipova
Tab. 1. List of analysed genotypes

Materijal i metode

Alelna varijabilnost lokusa heksaploidne
pSenice znacajnih za otpornost na fuzarijum
analizirana je kod 23 francuska (CO. Lima-
gren) i 25 genotipova stvorenih u Zavodu za
strna zita, Nau¢nog instituta za ratarstvo i
povrtarstvo u Novom Sadu (Tab. 1). Pri de-
tekciji alelnog polimorfizma, kao standardi
kori$¢ene su sledeée sorte: Sumai 3 (Kina),
Frontana (Brazil) i Amigo (SAD).

Francuski genotipovi
NSILWW63 Acienda Sankara Tsrabraq Perkato
Rally Aquila NSLWW60 Charger Azimut
Paxyl Alvarez Ashley Raspail Lanapor
Apache Quapuor Alixian Cophoru
Eveil Gaugain Qrvautis Dinosaur
Novosadski genotipovi
N§252/02 NS60/00 NS40/96 Pesma Lira
Balada Lana Arija Pobeda Sofija
Renesansa NS103/02 Simfonija Oda Rusija
Kantata Evropa90 NS60,01 NS§53/03 Mina
Rapsodija Sonata NS73/02 NS56/01 NS§138/01
Genomska DNK svih ispitivanih genoti- PIC=1- p7

pova izolovana je iz svezeg mladog biljnog
tkiva, prema CTAB (cetyltrimethyl ammonium
bromide) metodi (Doyle and Doyle, 1990). Za
analizu otpornosti p$enice na fuzarijum
odabrana su dva mikrosatelitska markera:
GWMS533 (3B) i GWM156 (5A). Prajmer sck-
vence za navedene markere i uslovi odvijanja
lanc¢ane reakcije polimeraze (PCR - Polymer-
ase Chain Reaction) opisani su prema R deret
al., (1998). U prvoj fazi ispitivanja izvr$ena je
optimizacija uslova PCR-a i provera dobijenih
produkata na 2% (w/v) agaroznom gelu, a za-
tim su produkti razdvajani na 6% (wW/v)
denaturi$uéem poliakrilamidnom gelu i
bojeni pomoéu srebro-nitrata (Sanguinetti et
al., 1994). Svaki genotip je analiziran u dva
ponavljanja, a oni kod kojih je izostala sinteza
produkata u Cetiri ponavljanja.

Stepen informativnosti mikrosatelitskih
lokusa u smislu utvrdivanja varijabilnosti ispi-
tivanih genotipova, poreden je na bazi PIC
(Polymorphism information content) vredno-
sti racunatoj prema sledecoj formuli:
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Gde je p; frekvencija £ - tog alela (Anderson et
al.,, 1993).

Rezultati i diskusija

Analizom varijabilnosti mikrosatelitskih
lokusa heksaploidne ps$enice znadajnih za
otpornost na Fusarium ssp. kod 23 francuska i
25 novosadskih genotipova, u lokusu GWM533
na hromozomu 3B utvrdeno je prisustvo 5
alelnih oblika, cija se veli¢ina kretala od 214
do 238 bp: A (214 bp), B (224 bp), C (227 bp),
D (234 bp) i E (238 bp). Najzastupljeniji je bio
alel B (35,42 %), dok su C i D imali najmanju
frekvenciju (8,33 %). Kod 9 novosadskih
genotipova (18.75 % od ukupnog broja ispi-
tivanih genotipova) izostalo je umnozavanje
odgovaraju¢eg lokusa (Graf. 1.). Najveéu
frekvenciju kod obe grupe genotipova imao je
alel B, dok je alel C registrovan samo kod
novosadskih genotipova (Graf. 2.). Kod
standardnih sorti utvrdeno je prisustvo alela
B, a isti je registrovan i kod sledeéih genoti-
pova: Rally, Paxyl, Alvarez, Quapuor, Gaugain,



Sankara, Ashley, Lanapor (FRA), NS103/02,
Evropa90, NS40/96, Simfonija, NS60/01,
NS56/01 i NS138/01 (SCG).

Graf 1. Frekvencija alela u lokusu GWM533
Graph. 1. Frequency of alleles at loci GWM533
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Graf. 2. Frekvencija alela u lokusu GWM533
kod francuskib i novosadskib genotipova

Graph. 2. Frequency of alleles at loci GWM533
In French and Serbian genotypes
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U lokusu GWM156 na hromozomu 5A
registrovano je prisustvo 6 alela ¢ija se veli¢ina
kretala od 270 do 305 bp: A (270bp), B (280
bp), C (285 bp), D (290 bp), E (295) i F (305
bp). Najveéu frekvenciju imao je alel C (33,33
%), zatim alel A (31,25 %), a najmanju D i F
(2,08 %). Kod 8,33 % ispitivanih genotipova
izostalo je umnozavanje odgovarajuéeg lo-
kusa (Graf. 3.). U grupi francuskih genotipova
utvrdeno je prisustvo samo tri alelna oblika: A,
C i D, dok kod novosadskih genotipova nije
registrovan alel D. Najzastupljeniji kod fran-
cuskih genotipova bio je alel A (56,52 %), a
kod novosadskih C i B (40 %, odnosno 36 %)
(Graf. 4.). Kod standardne sorte Frontana u
navedenom lokusu utvrdeno je prisustvo
alela B, a isti je registrovan i kod slede¢ih
novosadskih genotipova: Balada, Renesansa,
Sonata, NS60/01, Pesma, Pobeda, Oda, NS56/01
i Rusija. Alel D ¢ije je prisustvo ustanovljeno
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kod preostale dve standardne sorte, Sumai 3 i
Amigo, registrovan je jo§ samo kod
francuskog genotipa NSLWW63,

Graf. 3. Frekvencija alela u lokusu GWMI156
Graph. 3. Frequency of alleles at loci GWM156
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Graf 4. Frekvencija alela u lokusu GWMI156
keod francuskib i novosadskib genotipova

Graph. 4. . Frequency of alleles at loci
GWM156 In French and Serbian genotypes
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PIC vrednosti za ispitivane markere izno-
sile su 0,783 (GWM533) i 0,747 (GWM156).
Samo na osnovu ova dva mikrosatelitska mar-
kera 9 genotipova (18,75 %) je bilo mogudée
razlikovati od ostalih koji su se mogli podeliti
u 12 grupa. Najzastupljenije kombinacije
alela kod francuskih genotipova bile su
B(GWMS533)/A(GWM156) i E(GWM533)/
/A(GWM156) sa po 17.39 %, a u grupi novo-
sadskih B(GWM533)/C(GWM156) sa 20 %.

QOdabir mikrosatelitskih markera koji su u
ovom radu primenjeni u cilju detekcije alelne
varijabilnosti lokusa pSenice znacajnih za
otpornost na Fusarium ssp., izvrSen je na
osnovu rezultata ranijih istraZivanja na ovom
polju. Buerstmayr et al. (2002) su registrovali
tri genomska regiona koja su u tesnoj
korelaciji sa rezistentno$éu na Fusarium ssp.
Prema njihovim rezultatima oko 60 % feno-
tipske varijabilnosti za drugi tip rezistentnosti
na fuzarijum moglo se objasniti pomocu
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QTL-a na kratkom kraku hromozoma 3B (in-
terval Xgwm533-Xguwm493). Preostala dva
regiona su locirana na hromozomima 5A (in-
terval Xgwm293-Xgwm156) i 1B (XgluB1 -
vezan za lokus u kome se nalaze aleli koji
kodiraju glutenine velike molekulske mase).
Dobijeni rezultati ukazali su da se rezisten-
tnost na fuzarijum nalazi pod kontrolom ne-
koliko major QTL-a koji su u sprezi sa za sada
nepoznatim brojem minor gena. Yang et al.
(2003) su potvrdili prethodne nalaze, odno-
sno najvedi znacaj u detekciji otpornosti usta-
novili su za markere sa 3B hromozoma. Osim
toga, utvrdena je i visoko znacajna korelacija
izmedu varijabilnosti lokusa GWM644 sa 6B
hromozoma i tolerantnosti na fuzarijum.
Pored navedenih mikrosatelitskih markera, na
osnovu dosadasnjih istrazivanja istie se i
znacaj lokusa GWMG674 na 3A (Shen et al,,
2003), kao i lokusa GWM539 i GWMG608 na 2D
hromozomu (Puskas et al., 2004).

Jedan od problema koji se javlja prilikom
stvaranja genotipova otpornih na fuzarijum je
$to su sorte koje su do sada identifikovane kao
izvori rezistentnosti uglavnom poreklom iz
egzoti¢nih regiona (Kina, Japan). Pri gajenjuu
kontinentalnim uslovima Sumai 3 i njoj
srodne sorte ispoljile su niz losih agronom-
skih karakteristika, a pored toga i osetljivost
na neka druga oboljenja koja takode u zna-
¢ajnoj meri uti¢u na prinos i kvalitet pSenice
(Rudd et al., 2001). Iz navedenih razloga, u

poslednje vreme istrazivanja se usmeravaju ka
pronalazenju novih izvora rezistentnosti, §to
je bio i jedan od ciljeva ovog rada.

Zakljuéak

Analizom alelne varijabilnosti lokusa pse-
nice znacajnih za otpornost na Fusarium ssp.
primenom dva mikrosatelitska markera kod
23 francuska i 25 novosadskih genotipova
ustanovljeno je prisustvo 5 alela (GWMS533) i
6 alela (GWM156). PIC vrednosti za ispitivane
markere iznosile su 0,783 (GWM533) i 0,747
(GWM156). Kod 18.75 % ispitivanih genoti-
pova u lokusu GWM533, odnosno 8.33 % u
lokusu GWM156 izostala je sinteza odgovara-
juceg produkta, a podrobnijim analizama u
drugadijim laboratorijskim uslovima trebalo
bi da se utvrdi da li se radi o nultim alelima. U
lokusu GWM533 kod 15 genotipova utvrdeno
je prisustvo istog alela koji je registrovan i kod
neke od standardnih sorti, a u lokusu GWM156
kod 10 ispitivanih genotipova. Ostaje da se
izvr$i evaluacija dobijenih rezultata u poljskim
uslovima, kako bi se utvrdilo postojanje
korelacije izmedu prisustva odredenog alela i
otpornosti na fuzarijum i ustanovio znacaj
alela koji nisu registrovani kod standardnih
sorti. Ukoliko se ovi nalazi potvrde, ispitivani
mikrosatelitski markeri imali bi veliki znacaj u
selekciji materijala za oplemenjivanje p$enice
u pogledu otpornosti na Fusarium ssp.
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DETECTION OF ALLELIC VARIABILITY AT WHEAT LOCI ASSOCIATED WITH
RESISTANCE TO Fusarium ssp. USING MOLECULAR MARKERS - MICROSATELLITES

KACAVENDA DRAGANA and KOBILJSKI B.
SUMMARY

Fusarium head blight (FHB), caused primarly by Fusarium graminearum, is one of the
mostimportant fungal diseases of wheat. It may cause severe yield and quality losses in humid and
warm conditions. However, the most important concern is the mycotoxin contamination of grain.
Breeding of cultivars resistant to FHB is the best way to control the disease. In order to examine
possibilities for application molecular markers - microsatellites in selecting for resistance to FHB,
allelic variability at wheat loci associated with resistance to Fusarium ssp. was studied using two
microsatellite markers: GWM533 (chromosome 3B) and GWM156 (chromosome 5A). Detection
of the allelic polymorphism was conducted compared to the cultivars Sumai 3, Frontana and
Amigo which are widely used as FHB resistance sources. In 23 French genotypes and 25 genotypes
developed at the Institute of Field and Vegetable Crops in Novi Sad, 5 alleles (GWM533) and 6 al-
leles (GWM156) were detected. In 15 genotypes at loci GWM533 and 10 genotypes at loci
GWM156 same allele was detected as in some of standard cultivars. Obtained results should be
evaluated at field experiments in order to confirm corelation between presence of specific allele
and resistance to fusarium head blight and in order to examine importance of alleles that are not
detected in standard cultivars.

Key words: Fusarium ssp., wheat (Triticum aestivum 1.), microsatellites
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