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TOLERANTNOST GENOTIPOVA PSENICE
PREMA GLIFOSATU U KULTURI IN VITRO

pETROVIC KRISTINA, KONDIC-SPIKA ANKICA, JEVTIC R., KOBILJSKI B.1, PUCAREVIC MIRA?

[ZVOD: Tolerantnost genotipova psenice prema glifosatu ispitana je u in vitro kulturi
embriona. Za izolaciju korisceno je Sest genotipova psenice. Embrioni su inokulisani na
modifikovanu MS podlogu, kojoj je glifosat dodat u tri koncentracije: I-2.4gl, 14.8g i1I-7.2
gl!. Kontrolna grupa embriona gajena je na podlozi bez berbicida. Posle mesec dana gajenja
izmerena je sveza masa kalusa. Rezultati su pokazali da je prisustvo glifosata u podlozi
izazvalo inbibiciju porasta kalusa kod svib genotipova. Medutim, genotipovi su se znacajno

razlikovali medu sobom u pogledu reakcije na glifosat. Na najniZoj koncentraciji glifosata

(1-2.4 gl'"), genotip Lr-12 imao je najvisu redukciju sveZe mase kalusa u odnosu na kontrolu
(89.8%), dok je najnizu redukciju imao genotip NS 55-25 (74.5%). Vise koncentracije glifosata
imale su jos jace inbibitorno dejstvo, kod svib genotipova. Rezultatisu pokazalidajegenotip NS
55-25 bio najtolerantniji, dokje genotip Vel bio najosetljiviji na prisustvo glifosata upodlozi.

Kljuéne redi: pSenica, berbicidi, tolerantnost, kultura embriona

UVOD: Efikasna kontrola korova u proiz-
vodniji gajenih biljaka jedan je od bitnih
preduslova za postizanje visokih prinosa i
dobrog kvaliteta. Danas postoji sirok spektar
veoma efikasnih herbicida, koji se primenjuju
u cilju zastite penice od korova, ali veoma
¢esto selektivnost ovih preparata je nedovolj-
na. Upravo iz tog razloga, jedan od znacajnih
cilieva oplemenjiva¢kih programa jeste
stvaranje genotipova tolerantnih prema
postojec¢im efikasnim herbicidima nedovoljne
sclektivnosti. Pored konvencionalnih metoda
oplemenjivanja, u ovu svrhu sve vise se u
praksi koriste biotehnolodke metode, kao 5to
su: in vitro kultura, mutageneza, geneticki
inzenjering itd (Mulwa and Mwanza, 2000).

Glifosat je derivat fosfonata, koji je
patentiran kao herbicid 1969. godine, a po
prvi put je stavljen u promet 1971. godine. To
je neselektivni, translokacioni herbicid
sirokog spektra delovanja. Upotrebljava se za
suzbijanje visegodi$njih korovskih biljaka sa
razvijenim rizomima, uklju¢ujuéi i §iblje i
drvenaste biljke. Ispoljava toksi¢no delovanje

Originalni nauéni rad (Original scientific paper)

na biljke inhibirajudi sintezu aromati¢nih
aminokiselina, kao i enzima prefenat dehi-
draze. Primenjuje se posle nicanja, a regis-
trovan je za primenu u vise od 50 gajenih
biljaka, kao i za totalno uniStavanje vegetacije
nepoljoprivrednih povrsina (Janji¢, 2005).
Danas se smatra da glifosat ucestvuje sa
15-20% u ukupnom prometu pesticida. Posle
trodecenijske primene glifosata, njegova
upotreba se stalno povecava, jer su stvorene
transgene biljke, poznate pod nazivom
Roundup ReadyTM (kukuruz, soja, lucerka,
sirak, uljana repica i pamuk), koje se u SAD-u,
Kanadi, Brazilu, Argentini i dr. zemljama sveta
gaje na velikim povrSinama. Primena ovog
totalnog herbicida u usevima transgenih
biljaka potpuno je selektivna (James, 2003).

S obzirom na to da je gajenje GMO biljaka
zabranjeno u EU, pa i u nasoj zemlji, sva
istrazivanja na identifikaciji i stvaranju geno-
tipova gajenih biljaka tolerantnih prema
herbicidima, od velikog su znacaja za
poljoprivrednu proizvodnju. Iz tog razloga, u
ovom radu ispitana je tolerantnost genotipova

'Dipl. ing KRISTINA PETROVIC, istraziva¢-pripravnik, stina@metrohive.net, dr A‘NKICA KONDIC-SPIKA,
naucni saradnik, dr RADIVOJE JEVTIC, naucni savegnik, Institut za ratarstvo t povrtarstvo, Novi Sad

’Dr PUCAREVIC MIRA, redovni prof,, Fakultet zastite Zivotne sredine, EDUCONS, S. Kamenica, V.
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pSenice prema glifosatu, u kulturi zigotnog
embriona, s ciljem iznalazenja optnm:jllne
selektivne koncentracije za testiranje velikog
broja genotipova, koji se koriste u opleme-
njivackim programima.

Materijal i metode

Za testiranje tolerantnosti prema glifo-
satu, slu¢ajno je odabrano $est genotipova
psenice (Triticum aestivum L.): Lr-12, Durin,
NS 55-25, Pobeda, Florida i Vel.

Sterilizacija i izolacija embriona vriena je

PO ranije opisanoj proceduri (Kondié i Sesek,
1998). Embrioni su inokulisani na modifi-
kovanu MS (Murashige and Skoogu, 1962)
hranljivu podlogu, u koju je glifosat dodat u
tri razli¢ite koncentracije. Prva koncentracija
(I) predstavlja standardnu dozu, koja se
najces¢e koristi za tretiranje u polju. U
zavisnosti od vrste korova, glifosat se prime-
njuje u koli¢ini 1-5.4kg/ha. Druge dve koncen-
tracije preratunate su kao dvostruka an i
trostruka (I1I) standardna doza. U ovom
istraZivanju kori$éene su sledece koncen-
tracije aktivne materije herbicida, tehnitke
Cistoce 95%: 1-2.4 gl 11-4.8 gl i I11-7.2 gll,
Kontrolna grupa embriona gajena je na
podlozi bez herbicida.

114.8 gl i III-7.2 gl glifosata)
Tab. 1. Fresb callus weight (FCW) and reductio

genotypes at different glyphosate concent

1I-4.8 gl'! and III-7.2 gl'1 glypbosate)

n of fresh callus weight (RFCW) of six wheat
rations (Control-berbi

Ogled je postavljen po slu¢ajnom p|,
temu, u 5 ponavljanja. Svako ponavl
¢inila je jedna epruveta sa dva izg|
embriona.

Nakon 30 dana gajenja merena je
masa kalusa. Na osnovu ovih podat
preracunata je redukcija sveZe mase kalys:
pojedinim koncentracijama glifosata
odnosu na kontrolu i izraZzena u procentir
Dobijeni podaci statisti¢ki su obradeni
programu STATISTICA 7.0.

Rezultati i diskusija

Rezultati merenja sveZze mase kalusa pse
pokazali su da je prisustvo glifosata u hranljive
podlozi imalo inhibitoran efekat na por:
kalusnog tkiva, pri svim ispitivanim kone
tracijama (tab. 1). Uocava se da je inhibicija
porasta kalusa bila veoma izraZena veé pri
prvom tretmanu (I-2.4 gl! glifosata), koji
predstavlja prera¢unatu standardnu koncen-
traciju preparata, koja se koristi za tretiranjeu
polju. Na ovoj koncentraciji sveza masa kalusa
kretala se od 1.9 mg (Lr-12), do 18.0 mg (Vel).
Sa porastom koncentracije herbicida u podlozi,
Pojacava se i njegovo inhibitorno dejstvo na
porast kalusa psenice (tab. 1).

cide free, 1-2.4 gl!,

?E‘v'é RSMK “
Br. Genotip (mg) Nl
No. Genotype R e )
YP Kontrola I ;
Cotitbol 1 111 I 1l 1§11
L= T T
1 Lr-12 17.5 19 3.5 2.2 89.8 80.7 87.3
. . . %
2 Durin 51.5 8.1 3.0 5.8 84.2 93.6 88.0
3 N$ 55-25 | 41.0 9.3 8.1 4.7 74.5 78.9 87.8
. . s
4 Pobeda 60.1 9.0 9.9 7.8 85.1 83.5 87.1
5 Florida 57.4 13.1 7.7 6 . : :
: 8 77.3 86. 8.2
3 Vel 162.5 18.0 : > -
10.4 6.6 86.4 92.2 95.0
Mean 65.0 9.9 7.1 5.6 82.3 85.9 88.9

Kao pokazatelj tolerantnosti genotipova
koriséena je redukcija sveZze mase kalusa
(RSMK) na pojedinim koncentracijama herbi.
cida, u odnosu na kontrolu (tab. 1). S obzirom
na to da su ovi podaci izraZeni u procentima,
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izvr§ena je njihova transfor
statistitke analize, Na
traciji glifosata (-
genotip NS 55.2
rantniji (RSMK n

macija, pre dalje
Prvoj i drugoj koncen-
2.4 g, 11-4.8 gl!) izdvaja se
5 kao potencijalno najtole-
a1 konc. 74.5%, a na Il kone.




T

-3.9%) dok je 111 koncentracija bila podjednako
(oksicna za sve ispitivane genotipove (graf. 1). I
u analizi prosecne reakcije genotipova na sve
primenjenc koncentracije glifosata, genotip NS
55.25 izdvojio se kao potencijalni izvor tole-
antnosti prema glifosatu, dok je genotip Vel bio
najosetljiviji prema ovom herbicidu (graf. 2).

Graf 1. Uticaj razlicitib tretmana berbicida
(1-2.4 gl', 4.8 gt i II-7.2 gl glifosata)
na redukciju sveZe mase kalusa
(transformisani podaci) kod Sest
genotipova psenice

Fig. 1. Effects of different berbicide treat-
ments (1-2.4 gI'l, 114.8 gI'! and I1-7.2 gl
glyphosate) on reduction of fresh callus
weight (transformed data) of six wheat

genotypes
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Lr-12 Durin NS 55-25 Pobeda Florida Vel
Genotip

Vertikalne linije oznacavaju 0.95 interval poverenja

Vertical bars denote 0.95 confidence intervals

Rezultati su pokazali da glifosat, u svim
ispitivanim koncentracijama, izaziva inhibiciju
porasta kalusnog tkiva, kod svih genotipova
psenice. Medutim, utvrdene su i znacajne
razlike u reakciji pojedinih genotipova na
primenjene doze herbicida. Tako je genotip NS
55-25 ispoljio najvisi nivo tolerantnosti, dok je
genotip Vel bio najosteljiviji na ispitivane
koncentracije glifosata. Genotip Pobeda nije
ispoljio visok nivo tolerantnosti, ali je
potrebno izdvojiti ga zbog ispoljene veoma
sli¢ne reakcije na sve tri primenjen koncen-
tracije, odnosno ispoljene stabilnosti i pri
delovanju multiplikovanih doza. Time j¢
pokazano da se tolerantnost prema herbici-
dima moze testirati u kulturi in vitro, odnosno
da se u ovakvim testovima moze ispoljiti razlika
izmedu genotipova u pogledu nivoa tolerant-
nosti prema herbicidima. Ovi rezultati u
saglasnosti su sa nasim ranijim jstrazivanjima,
kao i sa rezultatima drugih autora, za druge

hcrbicidF i druge gajene vrste (Kintzios et al.,
1999; Singh and Wright, 2002; Kondi¢-Spika i
Jevtié, 2002; Kondi¢-Spika i sar., 2007).

Graf. 2. Prosecna redukcija sveze mase
kalusa (transformisani podaci) za tri
koncentracije glifosata kod Sest
genotipova psenice

Fig. 2. Average reductions of fresh callus
weight (transformed data) for three
glyphosate concentrations in six wheat
genotypes

g 8 T T T [

= 76 !

g

72
E]

oy

NS 5525 Pobeda  Floride Vel

Genotip

Vertikalne linije oznacavaju 0.95 interval poverenja
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals.

Lr-12 Durin

Pored identifikacije tolerantnih genotipova,
kultura in vitro koristi se i za stvaranje
genotipova tolerantnih prema herbicidima,
indukovanjem somaklonalne varijabilnosti, na
subletalnim i letalnim koncentracijama herbi-
cida u hranljivim podlogama. Neka od brojnih
istrazivanja ove vrste, rezultirala su stvaranjem
linija i hibrida gajenih biljaka tolerantnih prema
razli¢itim herbicidima (Sellin et al., 1992;
Taregyan et al,, 2001, Zambrano et al., 2003;
Mulwa and Mwanza, 2006).

Inhibitorno dejstvo primenjenih doza
herbicida bilo je veoma izrazeno, sto je bilo i
ocekivano s obzirom na neselektivni karakter
glifosata. Pored visoke toksi¢nosti samog
herbicida, razlog tome moze biti i ¢injenica da
biljna tkiva u kulturi in vitro reaguju mnogo

. osetljivije u poredenju sa biljkama koje se gaje

in situ i na koje se herbicid primenjuje
folijarno (Kondié-Spika et al., 2007). Iz tog
raloga, u bududim istrazivanjima trebalo bi
ispitati dejstvo nizih koncentracija glifosata, u
nastojanju da se pronade optimalna subletal-
na doza, kako za selekciju genotipova razli-
¢itog nivoa tolerantnosti prema ovom herbi-
cidu, tako i za indukovanje somaklonalne
varijabinosti i stvarnaja novih genotipova
tolerantnih prema glifosatu.
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Zakljucak

Prisustvo glifosata u hranljivoj podlozi
imalo je inhibitoran uticaj na porast kalusa
psenice. U testiranju in vitro uocene su
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randomly selected wheat (Triticum aestivum L.) genotypes were used for the isolation.
ture zygotic embryos were inoculated onto a modified MS medium to which three concen
ofglyphosate were added: 1-2.4 gI'1 11.4.8 gl and 111-7.2 gI'!. The control group of embry
cultivated on a herbicide-free medium. After one month of cultivation callus fresh weight
sured. The results have shown that the presence of glyphosate in the nutrient medium ¢

i;:hibition of callus gr.owth in all genotypes. However, there were significant differences
the gcnotypcs regarding their reaction to different glyphosate concentrations. At the gh
concentrationI (2.4 gl'!), the highest reductio

e : 4 | noffresh callus weight relative to the control
e g,ensm pe Lr-12 (89.8%), while the lowest reduction was in the genotype NS 55-25
Further increase of the herbicide concentrati

pes. Th oy on caused an even higher inhibition rates in
l)-pcs., ¢ results of the study indicated that the genotype NS 55-25 had the highest and the
e Vel had the lowest tolerance to the presence of the glyphosate in the medium.

Key words: wheat, herbicide tolerance, embryo culture
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