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Kobiljski, B.1, Den~i}, S.1, Kondi}-[pika, Ankica1, Obreht, Dragana2

U radu su analizirani rezultati dobijeni u poslednjih 20 godina u radu na
primeni metoda kulture i molekularnih markera - mikrosatelita, u Zavodu
za strna `ita, Nau~nog Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu. Od
momenta po~etka rada zasnovanog na delimi~no izmenjenom konceptu (po~etak
2002 godine) pa do dana{njih dana istra`iva~i anga`ovani u prvom ciklusu rada
odeljenja za biotehnologiju su publikovali vi{e od 40 radova, a uspe{no su
odbranjene i 4 magistarske teze i 2 doktorske disertacije na fakultetima Univer-
ziteta u Beogradu i Novom Sadu. Trenutno, u toku je rad na izradi 3 diplomska
rada, 3 magistarske teze i 3 doktorske disertacije predvi|ene za realizaciju u
narednom istra`iva~kom ciklusu (2005-2007 godine). Primarni cilj svih istra`iva-
nja je da se marker asistirana selekcija (MAS) koristi kao glavna pomo}na metoda
u oplemenjivanju, i da se na taj na~in smanje tro{kovi i pove}a efikasnost opleme-
njiva~kih programa na strnim `itima.

Rezultati laboratorije za kulturu in vitro

Laboratorija za kulturu Zavoda za strna `ita osnovana je 1985.
godine, kao jedna od prvih laboratorija tog tipa u onda{njoj Jugoslaviji. U protek-
le dve decenije, ova laboratorija se razvijala u pravcu {to ve}e aplikativnosti

metoda u oplemenjivanju p{enice.

Kultura diploidnih }elija i tkiva

Dosada{nja istra`ivanja su pokazala da se metoda kulture zigotnog embriona
mo`e uspe{no koristiti za testiranje tolerantnosti genotipova prema solima ([esek
i Kondi}, 1997), herbicidima (Kondi} i [esek, 1998; [esek i Kondi}, 1999), te{kim
metalima ([esek i sar., 1999) i su{i (Kondi} i [esek, 2000b).
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Kultura haploidnih tkiva i proizvodnja dvostrukih haploida (DH)

Postoji vi{e razli~itih metoda za proizvodnju haploida i homozigotnih
dvostrukih haploida, me|u kojima je kultura antera naj~e{}e kori{}en metod.
Primenom ove metode je u laboratoriji Zavoda za strna `ita, proizvedeno do sada
vi{e od 300 linija dvostrukih haploida (DH) p{enice, koje su uklju~ene u
programe oplemenjivanja. U preliminarne sortne oglede bilo je uklju~eno 65, a u
oglede Komisije za priznavanje sorti 12 DH linija. Efikasnost metode kulture
antera je dosta visoka u na{oj laboratoriji, o ~emu najbolje govore rezultati koji se
odnose na 14 slu~ajno odabranih F1 hibrida p{enice, kod kojih je ostvaren
prose~an androgeni kapacitet od 17.7%, prinos kalusa 50.8%, prose~na frekven-
cija zelenih regeneranata 9.7% i u proseku je dobijeno 5.8 DH biljaka po klasu. S
obzirom na to da se radi o slu~ajno odabranim genotipovima ove su vrednosti na
vrlo visokom nivou.

Prate}i svetske trendove iz ove oblasti, Zavod za strna `ita je u 2002 godini
delimi~no promenio prioritete i na~in rada laboratorije za proizvodnju DH linija.
Tendencija daljeg rada je, pored proizvodnje DH kulturom antera uvo|enje nove
metodologije (veoma pro{irene u svetu) dobijanja DH linija nakon opra{ivanja
p{enice kukuruzom. Zna~aj ove metode najbolje ilustruje ~injenica da kompanija
"Advanta Seed" iz Engleske, svoj oplemenjiva~ki program na p{enici u potpunosti
zasniva na ovoj tehnologiji. Testiranje adekvatnih linija kukuruza (opra{iva~a) je
ura|eno, a ura|ena su i 2 turnusa opra{ivanja p{enice sa kukuruzom, sa ciljem
dobijanja DH linija p{enice. Dosada{nji rezultati rada na proizvodnji DH ovom
metodom nisu spektakularni, izolovano je 390 embriona, od kojih je proizvedeno
oko 50 DH biljaka. Me|utim, obzirom da smo metodu primenjivali u poljskim
uslovima, a {to je jedinstveni slu~aj u svetu, vi{e smo nego zadovoljni posti-
gnutim, jer cilj je u ovoj fazi bio da istra`iva~i i saradnici pro|u nekoliko ciklusa
rada, te da se potpuno obu~eni i spremni, a nakon stavljanja staklare u punu
funkciju (prvo tromese~je 2006 godine) odmah uklju~imo u rad na proizvodnji
DH ovom metodom.

Rezultati laboratorije za molekularne markere

Laboratorija za molekularne markere je nakon kupovine opreme i edukacije
kadrova u referentnim svetskim laboratorijama po~ela sa radom 2002 godine. U
inicijalnom periodu je celokupni rad bio usmeren ka testiranju i optimizaciji
protokola za rad sa mikrosatelitima (molekularni markeri posebno pogodni za
rad sa p{enicom, ali i je~mom, durum p{enicom, tritikaleom itd.). Ovo se pre
svega odnosi na ekstrakciju DNK, njenu kvantifikaciju, optimizaciju PCR uslova,
vizuelizaciju rezultata, njihovo tuma~enje i statisti~ku analizu.

Istra`ivanja su u periodu 2002-2005 godina obuhvatila ispitivanja na mole-
kularnom nivou: geneti~ke varijabilnosti, detekciju alelenog polimorfizma u
lokusu Rht8 gena p{enice, ispitivanje tolerantnosti na bor, otpornost na pred-
`etveno proklijavanje i mirovanje semena, analizu parametara tehnolo{kog
kvaliteta p{enice itd. (Kobiljski i sar., 2004). Zna~ajno je ista}i da se aktivnosti ove
laboratorije u velikoj meri oslanjaju na saradnju sa vode}im evropskim i svetskim
institucijama i pojedincima koji se ovom problematikom bave.
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Detekcija alelnog polimorfizma u lokusu Rht8 gena kod 377 genotipova
p{enice (274 iz na{e zemlje) je potvrdila o~ekivano prisustvo Rht8 gena kod
ve}ine (174) doma}ih genotipova. Me|utim, pored Rht8 gena, za koji se smatralo
da je isklju~ivo prisutan u sortama p{enice poreklom iz na{e zemlje, utvr|eno je i
prisustvo alternativnih alela sa produktima od 174bp (38 genotipova) i 165bp (19
genotipova). Tako|e utvr|eno je i prisustvo do sada nezabele`enih alelnih vari-
janti u najnovijim sortama, a {to mo`e biti izuzetno va`no u daljem opleme-
njivanju za na{e agroekolo{ke uslove (Slika 1). Primenom tzv. asocijativnog
pristupa" utvr|eno je postojanje visoko zna~ajne me|uzavisnosti izme|u
prisustva alela sa 192bp i pove}ane mase 1000 zrna i broja zrna po klasu p{enice.
Ovo pru`a osnovu za direktnu primenu MAS u oplemenjivanju p{enice na
akumulaciju ovog alela u na{im oplemenjiva~kim programima (Pilipovi}, 2005).

Geneti~ka analiza i dalje unapre|enje tehnolo{kog kvaliteta su trenutno
najzna~ajniji zadaci u programima oplemenjivanja p{enice u Novom Sadu. Zato je
i logi~no da je deo molekularnih istra`ivanja bio usmeren ka iznala`enju mogu-
}nosti za primenu mikrosatelita u MAS na ovo svojstvo. Dobijeni rezultati jasno i
nedvosmisleno ukazuju na mogu}nost detekcije na molekularnom nivou
prisustva 1BL/1RS translokacije, po`eljnih puroindolinskih lokusa, najzna~ajnijih
gluteninskih subjedinica i akumulaciju alela za pobolj{anje pekarskih kvaliteta.
Neki od markera-prajmera koji }e se koristiti u daljem radu za MAS na ova svojstva
su Taglgap, GWM 720 i GWM 674 (Obreht, 2005).

U poslednjih nekoliko godina intenzivirali smo fenotipske i geneti~ke
istra`iva~ke aktivnosti fenomena mirovanja semena, a koje su sa oplemenjiva-
~kog, semenarskog i komercijalnog stanovi{ta izuzetno va`ne, kako direktno, tako
i zbog ~itavog niza svojstava koji su indirektno vezane za fenomen mirovanja
semena (FN-broj padanja po Harbergu, pred`etveno proklijavanje itd.). Obimnim
fenotipsko-molekularnim istra`ivanjem na 375 genotipova utvr|ena je mogu-
}nost za primenu prajmera GWM 134 i GWM 3 u oplemenjivanju p{enice na ova
svojstva (Slika 2), (Barjaktarovi}, 2005).

423



Deo aktivnosti rada odeljenja za biotehnologiju je obuhvatio (u saradnji sa
kolegama iz Nema~ke) i utvr|ivanje mogu}nosti za primenu MAS u oplemenji-
vanju na tolerantnost na suvi{ak bora. Imaju}i u vidu ~injenicu da postoji
pozitivna me|uzavisnost u tolerantnosti p{enice na povi{en sadr`aj mikroele-
menata i pove}an sadr`aj soli, i na osnovu podataka da se oko 200.000 ha
zemlji{ta u Vojvodini odlikuje pove}anim sadr`ajem soli u zemlji{tu, bio je
razumljiv na{ interes za ovu vrstu istra`ivanja. Rad na ovoj problematici obuhvatio
je testiranje u kulturi zigotnog embriona tolerantnosti 112 genotipova p{enice na
suvi{ak bora kao i molekularnu detekciju alenog polimorfizma u lokusu
mikrosatelita GWM 46 (Slika 3). Dobijeni rezultati pokazuju postojanje zna~ajne
veze izme|u nivoa tolerantnosti u uslovima i prisustva odgovaraju}ih
alela u pomenutom lokusu, pa predstavljaju odli~nu polaznu osnovu kako za MAS
u selekciji genotipova tolerantnih na suvi{ak bora tako i za dalji rad na ovoj
problematici (Marjanovi}, 2005).

Drugi ciklus rada zapo~eo je sredinom 2005 godine, a planirano je da se
zavr{i 2007 godine. Rad je u ovom periodu baziran na anga`ovanju nau~nog i
stru~nog kadra zaposlenog u Zavodu i istra`iva~a koji rade na izradi diplomskih
radova, magistarskih teza i doktorskih disertacija na fakultetima Univerziteta u
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Novom Sadu i Beogradu. U ovom periodu, istra`ivanja obuhvataju dalji rad sa
mikrosatelitima u cilju izdvajanja seta prajmera pogodnih za marker asistiranu
selekciju (MAS), i to pre svega najva`nije major gene koji uti~u na adaptabilnost i
tolerantnost na stresne uslove sredine (Rht, Ppd, Vrn itd.), bolesti (Fusarium),
tehnolo{ki kvalitet (Glu i Gli geni) itd., te va`ne QTL za metri~ka-kvantitativna
svojstva. Tako|e, u toku je rad na utvr|ivanju geneti~kog profila sorti p{enice
nastalih u Srbiji u poslednjih 40 godina, {to }e pru`iti mogu}nost da se na osnovu
DNK profila na validan i me|unarodno priznat na~in omogu}i za{tita na{ih
rezultata na me|unarodnom nivou. O~ekujemo da }e eventualna nabavka DNK
sekvencera u 2006. godini omogu}iti da se dobijeni rezultati u ovoj, ali i
laboratorijama {irom sveta, uspe{no implementiraju u oplemenjiva~ki proces
Zavoda i na taj na~in pove}a efikasnost i ekonomi~nost oplemenjivanja.
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