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TOLERANTNOST GENOTIPOVA PSENICE 
PREMA GLIFOSATU U KULTURI IN VITRO 

PETROVIC KRISTINA, KON DIC-SPIKA ANKICA, JEVTIC R., KOBILJSKI B.1, PUCAREVIC MIRA2 

JZVOD: Tolerantnost genotipova psenice prema glifosatu ispitana je u in vitro kulturl 

embriona. Za izolaciju korisceno je sest genotipova psenice. Embrioni su inokulisani na 

modifikovanu MS podlogu, kojoj je glifosat dodat u trl koncentracije: J-2. 4 gt 1, 11-4.8 gf 1 i m-7.2 

g/·1. Kontrolna grupa embriona gajena je na podlozi, bez berbicida. Posle mesec dana gajenja 

izmerena je sveza masa kalusa. Rezultati su pokazali da je prlsustvo glifosata u pod/on 

izaZValo inbibiciju porasta kalusa kod svib genotipova. Medutim, genotipovi su se znacajno 

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

(I-2.4 gt1), genotip Lr-12 imao je najvisu redukciju sveze mase kalusa u odnosu na kontrolu 

(89.8%), dole je najnizu redukciju imao genotip NS 55-25 (74.5%). Vise leoncentracije glifosata 

imale su jos }ace inhibitorno dejstvo, kod svib genotipova. Rezultati su poleazali da je genotip NS 

55-25 bio najtolerantniji, dokje genotip Vel bio najosetljiviji na prlsustvo glifosata u podlozi,. 

Kljucne reci: psenica, herbicidi, tolerantnost, kultura embriona 

UVOD: Efikasna kontrola korova u proiz-
vodnji 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 psenice od korova, ali veoma 
cesto selektivnost ovih preparata je nedovolj-
na. Upravo iz tog razloga, jedan od znacajnih 
ciljeva oplernenjivackih programa jeste 
stvaranje genotipova tolerantnih prema 
postojecirn efikasnim herbicidima nedovoljne 
selektivnosti. Pored konvencionalnih metoda 
oplemenjivanja, u ovu svrhu sve vise se u 
praksi koriste biotehnoloske metode, kao sto 
su: in vitro kultura, rnutageneza, geneticki 
inzenjering itd (Mulwa and Mwanza, 2006). 

Glifosat je derivat fosfonata, koji je 
patentiran kao herbicid 1969. godine, a po 
pn,i put je stavljen u promet 1971. godine. To 
je neselektivni translokacioni herbicid , 
;irokog spektra delovanja. Upotrebljava se za 
suzbijanje visegodisnjih korovskih biljaka sa 
razvijenim rizornima, ukljucujuci i siblje i 
dnenaste biljke. Ispoljava toksicno ddovanje 

na biljke inhibirajuci sintezu aromaticnih 
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 Oanjic, 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 nazivorn 
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 Oames, 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-
ti pova gajenih biljaka tolerantnih prerna 
herbicidima, od velikog su znacaja za 
poljoprivrednu proizvodnju. Iz tog razloga, u 
ovom radu ispitana je tolerantnost genotipova 
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psenice prema glifosatu, u kul~uri zi?otnog 
embriona s ciljem iznalazenJa opum~lne selektivne, koncentracije za testiranje vehkog 
broja genotipova, koji se koriste u opleme-
njivackim programima. 

Materijal i metode 
Za testiranje tolerantnosti prema glifo-

satu, slucajno je odabrano sest genotipo~a psenice (1Hticum aestivum L.): Lr-12, Dunn, 
NS 55-25, Pobeda, Florida i Vel. 

Sterilizacija i izolacija embriona vrs~na je po ranije opisanoj proceduri (Kondic i Sesek, 1998). Embrioni su inokulisani na modifi-
kovanu MS (Murashige and Skoogu, 1962) hranljivu podlogu, u koju je glifosat dodat u tri razlicite koncentracije. Prva koncentracija 
(I) predstavlja standardnu dozu, koja se najcesce koristi za tretiranje u polju. U zavisnosti od vrste korova, glifosat se prime-njuje u kolicini 1-5.4kg/ha. Druge dve koncen-tracije preracunate su kao dvostruka (II) i trostruka (Ill) standardna doza. U ovom istrazivanju koriscene SU sledece koncen-tracije aktivne materije herbicida, tehnicke cistoce 95%: 1-2.4 gl·1, ll-4.8 gi-1 i lll-7.2 gl·1. Kontrolna grupa embriona gajena je na podlozi bez herbicida. 

Ogled je postavljen po slucajnom blok-
temu, u 5 ponavljanja. Svako ponavlJI 
cinHa je jedna epruveta sa dva izolov 
embriona. 

Nakon 30 dana gajenja merena je sv 
mas a kalusa. Na osnovu ovih podata 
preracunata je redukcija sveze mase kalusa na 
pojedinim koncentracij~ma glifosata, u 
odnosu na kontrolu i izrazena u procentima. 
Dobijeni podaci statisticki su obradeni u 
programu STATISTICA 7 .0. 

Rezultati i diskusija 

Rezultati merenja sveze mase kalusa psenice 
pokazali su da je prisustvo glifosata u hranljivoj 
podlozi imalo inhibitoran efekat na porast kalusnog tkiva, pri svim ispitivanim koncen-
tracijama (tab. 1). Uocava se da je inhibicija 
porasta kalusa bila veoma izrazena vec pri prvom tretmanu (1-2.4 gl·1 glifosata), koji 
predstavlja preracunatu standardnu koncen-
traciju preparata, koja se koristi za tretiranje u 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). 

Tab. 1. Sveza masa kalusa (SMK) i redukcija sveze mase kalusa (RSMK) kod sest genottpova psentce, na razlicitim koncentracijama glifosata (Kontrola-bez herbicida, J-2.4 gt1, 11-4.8 gt1 i Ill-7.2 gt1 glifosata) 
Tab. 1. Fresh callus weight (FCW) and reduction of fresh callus weight (RFCW) of six wheat genotypes at different glypbosate concentrations (Control-herbicide free, 1-2.4 gfl, 11-4.8 gt1 and 111-7.2 gt1 glyphosate) 

SMK 
FCW Br. Genotip (mg) No. Genotype 

Kontrola I 11 Control 
1 Lr-12 17.5 1.9 3.5 
2 Durin 51.5 8.1 3.0 
3 NS 55-25 41.0 9.3 8.1 
4 Pobc<la 60.1 9.0 9.9 
5 Florida 57.4 13.1 7.7 
6 Vcl 162.5 18.0 10.4 

Mean 65.0 9.9 7.1 

Kao pokazatelj tolcrantnosti genotipova 
koriscena je redukcija sveze mase kalusa 
(RSMK) na pojeclinim koncentracijan1a herbi-
cida, u odnosu na kontrolu (tab. 1). S obzirom 
na to da su ovi podaci izrazeni u procentima, 
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RSMK 
RFC\V 

(%) 
Ill I II Ill 
2.2 89.8 80.7 87.3 
5.8 84.2 93.6 88.0 
4.7 74.5 78.9 87.8 
7.8 85.1 83.5 87.1 
6.8 77.3 86.6 88.2 
6.6 86.4 92.2 95.0 
5.6 82.3 85.9 88.9 

izvdena je njihova transforn1acija, pre dalje 
statisticke analize. Na prvoj i drugoj koncen-
traciji glifosata (1-2.4 g1-1, 11-4.8 g1·•) izdvaja se 
genotip NS 55-25 kao potencijalno najtole-
rantniji (RSMK na I konc. 74.5%, a na II konc. 

• 



.. 8.9%) dok je Ill koncentracija bila podjednako 
toksicna za sve ispitlvane genotipove (graf. 1). 1 
u analizi prosecne reakcije genotipova na sve 
primenjene koncentracije glifosata, genotip NS 
15.25 izdvojio se kao potencijalni izvor tole-
ranmosti prema glifosatu, dok je genotip Vel bio 
najosetljiviji prema ovom herbicidu (graf. 2). 

Graf J. Utica} razlicitib tretmana herbicida 
(I-2. 4 g/·1, II-4.8 gt1 i III-7.2 gt1 glifosata) 
na redultciju sveze mase ltalusa 
(transformisani podaci) ltod sest 
genotipova psenice 

Fig. 1. Effects of different herbicide treat-
ments (I-2.4 g/·1, II-4.8 gt1 and m-7.2 gt1 

glyphosate) on reduction of fresh callus 
weight (transformed data) of six wheat 
genotypes 
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Rezultati su pokazali da glifosat, 
. . . . k trac1·1·ama •·zaziva inh1b1c1JU 1sp1t1vamm oncen , . 
porasta kalusnog tkiva, kod svih genot~p~va 
psenice. Medutim, utvrdene su i ~nacaJne 
razlike u reakciji pojedinih genotipo~a na 

. . h b' ·d -r .... •-01·e genoup NS pnmenJene doze er 1c1 a. 1,LK . • 

55-25 ispoljio najvisi nivo tolerantn~Stt,_ ~ok JC 
. I" .. • a 1sp1uvane genotip Vel bio naJoste JlVtJt n .. 

koncentracije glifosata. Genotip Po~eda .01
~: 

ispoljio visok nivo tolerantn~Stt, alt J 
potrebno izdvojiti ga zbog ispolJene veoma 

· • ·en koncen-slicne reakcije na sve tn pnmenJ . . . 
tracije, odnosno ispoljene stabilnos~• 1 p_n 

. . l'k ·h doza Time Je delovanJu multtp 1 ovan1 • .. 
pokazano da se tolerantnost prema herbtet-
dima moze testirati u kulturi in vitr0 ,.?~nos~o 
da se u ovakvim testovima maze ispolJtU razlika 

I d • a tolerant-izmedu genotipova u pog e u mvo . 
nosti prema herbicidima. Ovi re .. ~ult~~• u 
saglasnosti su sa nasim ranijim istrazivanJlma, 
kao i sa rezultatima dn1gih autora, za druge 

zrm<Ft ,, 

herbicide i druge gajene vrste (Kintzios et al., 
1999; Singh and Wright, 2002; Kondic-Spika i 
Jevtic, 2002; Kondic-Spika i sar., 2007). 

Graf· 2. Prosecna redultcija sveze mase 
ltalusa (transformisani podact) za trl 
ltoncentracije glif osata ltod sest 
genotipova psenice 

Fig. 2. Average reductions of fresh callus 
weight (transformed data) for three 
glyphosate concentrations in six wheat 
genotypes 
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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 
)jnija i hibrida gajenih biljaka tolerantnih prema 
razlicitim 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 toksicnosti samog 
herbicida, razlog tome moze biti i cinjenica 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 (Kondic-Spika et al., 2007). lz tog 
raloga, u buducim istrazivanjima trebalo bi 
ispitati dejstvo nizih koncentracija glifosata, u 
nastojanju da se pronac'te optimalna subletal-
na doza, kako za selekciju genotipova razli-
citog 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 

znacajne razlike izmedu genotipova u pog. 
Jedu njihove tol~rantnosti prema ovo{n 
herbicidu. Genotap NS 55-25 predstavlJa 
potencijalni izvor tolerantnosti prema gU. 
fosatu, dok je genotip Vel bio najosetljiviji. 

LITERATURA 

JAMES, C. (2003): Preview: Global Status of 
Commercialized Transgenic Crops: 2003. 
ISAM Briefs, 30, Ithaca, New York. 

JA.~JIC, V (2005): Fitofarmacija. Drustvo za 
zastiru bilja Srbije, Beograd, pp 578-813. 

KINTZIOS, S., MARDIKIS, M., PASSADEOS, K, 
ECONOMOU, G. (1999): In vitro expression 
of variation of glyphosate tolerance in Sor-
ghum halepense, Weed Research, 39: 49-55. 

KONDIC, A., SESEK, S. (1998): In vitro selec-
tion of wheat genotypes for herbicide toler-
ance, Proc. of 2nd Balkan Symposium on 
Field Crops, Novi Sad, Yugoslavia, pp 
169-171. 

KONDIC-SPIKA, A, JEVTIC, R., HRISTOV, N. 
(2007): Ecological aspects of in vitro wheat 
herbicide tolerance testing. In: I International 
congress Food Technology, Quality and Safety 
/ XVI Sym. Cereal-Bread and Confectionery 
Products, Novi Sad, Serbia, pp 1- 6. 

KONDIC-SPIKA, ANKICA, JEVTIC, R. (2002): 
1blerantnost jarih i ozimih sorti psenice 
ptema herbicidima u kulturi in vitro. 
Pesticidi, 17: 125-129. 

MULWA, R.M.S., MWAM'.i\, L.M. (2006): Bio-
technology approaches to developing her-

bicide tolerance/selectivity in crops. African 
J. Biotechnol., 5(5): 396-404. 

MURASHIGE, T., SKOOG, F. (1962): A revised 
medium for rapid growth on bioassay With 
tobacco tissue cultures. Physiol. Plant., lS: 
473-497. 

SELLIN, C., FORIANI, G., DUBOIS, J., NIEL-
SEN, E., VASSEUR, J. (1992): Glyphosate 
tolerance in Chicorlum intybus L. var. 
Magdebourg. Plant Sci., 85: 223-231. 

SINGH, G., WRIGHT, D. (2002): In vitro stud-
ies on the effects of herbicides on tly: 
growth of rhizobia. Letters of Applied Mi-
crobiology, 35: 12-16. 

TAREGYAN, M.R., MORTIMER, A.M., PUl'-
WAIN, P.D., COLLIN, H.A. (2001): Selection 
for resistance to the herbicide imazethap,r 
in somaclones of soybean, Weed Researeh, 
41: 143-154. 

ZAMBRANO, A.Y., DEMEY, J .R., GONZALEZ, i 
(2003): In vitro selection of a glyphosa-
te-tolernat sugarcane cellular line. Plant 
Mol. Biol. Rep., 21: 365-373. 

GLYPHOSATE TOLERANCE OF WHEAT GENOTYPES IN IN VITRO CULTURE 
PETROVlC KRISTINA, KONDIC-SPIKA ANKICA, JEVTIC R., KOBILJSKI B., PUCAREVIC MIRA 

SUMMARY 

Tolerance of wheat ge~otypes to glyphosate was studied using in vitro embryo culture. Six 
randomly selected wheat (Triticum aestivum L.) genotypes were used foe the isolation. The ma· 
ture zygotic embryos were inoculated onto a modified MS medium to which three concentrations 
of glyphosate were added: 1-2.4 gt-1, II-4.8 gl·l and 111-7.2 gt·l. The control group of embryos was 
cultivated on a herbicide-free medium. After one month of cultivation callus fresh weight was mea-
sured. The results have shown that the presence of glyphosate in the nutrient medium caused an 
inhibition of callus growth in all genotypes. However, there were significant differences among 
the genotypes regarding their reaction to different glyphosate concentrations. At the glyphosate 
concentration I (2.4 gl·1 ), the highest reduction of fresh callus weight relative to the control was in 
the gen~type Lr-12 (89.8%), while the lowest reduction was in the genotype NS 55-25 (74-596)· 
Funher ancrease of the herbicide concentration caused an even higher inhibition rates in all geno-
types. The results of the study indicated that the genotype NS 55-25 had the highest and the geno-
type \'el had the lowest tolerance to the presence of the glyphosate in the medium. 

Key words: \.\'heat, herbicide tolerance, embryo culture 
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