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UPOTREBA BIOTEHNOLOSKIH I METODA
MOLEKULARNE BIOLOGIJE U OPLEMENJIVANJU
SUNCOKRETA DOSTIGNU A U SVETU

Vasié, Dragana®

IZVOD

Suncokret spada medu cetiri najvaznije uljane kulture u svetu. Tokom
protekle dekade prinos i proizvodnja suncokreta u svetu su porasli za 70%, $to je
posledica optimizacije agrotehnickih mera kao i stvaranja sve produktivnijih
hibrida. Ipak, pojava opasnih oboljenja izazvanih Phomopsis i Sclerotinia sp. i
povecani zahtevi industrije u pogledu kvaliteta su doveli do potrebe uvodenja
novih genetskih svojstava u genom gajenog suncokreta.

Biotehnologija, odnosno moderna kultura tkiva, biologija celije i
molekularna biologija pruzaju mogucnost prosirenja genetske osnove gajenog
suncokreta i stvaranja nove germplazme, bolje adaptirane na nove zahteve trzista i
proizvodnje. Intenzivan rad u ovim oblastima je na suncokretu zapocet ranih
sedamdesetih.

U radu je dat pregled biotehnoloskih i molekularnobioloskih tehnika koje su
sa uspehom upotrebljene u oplemenjivanju suncokreta u svetu, sa naglaskom na
dostignuca predstavljena na XV Medunarodnoj konferenciji o suncokretu.
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Uvod

Suncokret (Helianthus annuus 1.) spada medu cetiri najvaznije uljane
kulture u svetu. Tokom protekle dekade prinos i proizvodnja suncokreta u svetu
su porasli za 70%, Sto je posledica optimizacije agrotehnic¢kih mera kao i stvaranja
sve produktivnijih hibrida. Ipak, pojava opasnih oboljenja izazvanih Phomopsis i
Sclerotinia sp. i povecani zahtevi industrije u pogledu kvaliteta su doveli do
potrebe uvodenja novih genetskih svojstava u genom gajenog suncokreta.

Upotrebom klasi¢nih metoda oplemenjivanja, potrebno je najmanje deset
generacija da bi se unele pozeljne osobine. To je ponekad u neskladu sa brzim
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promenama u zahtevima trzi$ta. Pored toga, problem predstavlja i relativno uska
genetska osnova gajenog suncokreta, Sto je posledica malog broja genotipova koji
se koriste kao pocetni materijal u oplemenjivanju i koris¢enja citoplazmatske
muske sterilnosti za proizvodnju semena. Svi sadasnji hibridi gajenog suncokreta
su bazirani na istoj citoplazmi.

Biotehnologija, odnosno moderna kultura tkiva, biologija Ccelije i
molekularna biologija pruzaju mogucnost prosirenja genetske osnove gajenog
suncokreta i stvaranja nove germplazme, bolje adaptirane na nove zahteve trzista i
proizvodnje (Alibert i sar., 1998). Intenzivan rad u ovim oblastima je na
suncokretu zapocet ranih sedamdesetih.

U ovom radu biée dat pregled biotehnoloskih i molekularnobioloskih
tehnika koje su sa uspehom upotrebljene u oplemenjivanju suncokreta u svetu, sa
naglaskom na dostignuca predstavljena na XV Medunarodnoj konferenciji o
suncokretu.

Biotehnologija

a) Proizvodnja dvostrukib baploida

U procesu oplemenjivanja suncokreta potrebno je interesantne genotipove
dovesti u homozigotno stanje, odnosno stvoriti inbred linije. Ovaj proces obi¢no
traje od Sest do osam godina. Proizvodnjom dvostrukih haploida moguce je dobiti
potpuno homozigotan materijal u roku od par meseci.

Dvostruki haploidi nastaju spontanim udvostrucavanjem broja hromozoma
u ranoj fazi gajenja u kulturi ili indukovanom diploidizacijom uz pomo¢ kolhicina
i potpuno su homozigotni na sve alele koje sadrze u sebi. Kod suncokreta, za
njihovo dobijanje su koris¢eni kultura antera i kultura ozracenog polena.

Kultura antera je uspes$no koriS¢ena za prevodenje u homozigotno stanje
intersepcies hibrida gajenog suncokreta sa H. tuberosus, H. laetiflorus i H.
resinosus (Nurhidayah i sar., 1996; Friedt i sar., 1997), kao i interesantnih
genotipova iz populacija i sorata gajenog suncokreta (Vasi¢ i sar., 1995, 2000).
Nenova i sar (1998) su upotrebom kulture antera proizveli dvostruke haploide
divljih srodnika suncokreta H. mollis, H. salicifolius i H. smithii.

Todorova i sar. (1997) su razvili metod proizvodnje dvostukih haploida
upotrebom ozracenog polena. Autori su na ovaj nacin uspeli da dobiju nekoliko
inbred linija koje su testirali i u poljskim uslovima (Todorova i Ivanov, 1998,
2000).

Problemi koji se javljaju pri stvaranju dvostrukih haploida su zavisnost
efikasnosti metode od genotipa i regeneracija biljaka iz diploidnog tkiva, odnosno
tapetuma antera, koja je u nekim slucajevima toliko izrazena da su pojedini autori
izrazili sumnju da do regeneracije iz haploidnog tkiva uopste i dolazi (Zhong i sar
1995). Zabuni doprinosi i pojava spontane diploidizacije tokom kulture, kao i
nemogucnost da se citoloski raspoznaju diploidi i dvostruki haploidi. Ovaj
problem je delimi¢no resen upotrebom izoenzima i molekulskih markera za
analizu regeneranata (Nurhidayah i sar., 1994, 1990).
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b) Proizvodnja interspecies bibrida

Divlje vrste suncokreta predstavljaju izvore genetske varijabilnosti za
agronomski vazna svojstva. U nekim slucajevima prenosenje ovih svojstava u
genom gajenog suncokreta upotrebom konvencionalnih metoda je tesko zbog
visoke interspecies inkompatibilnosti. Kao sredstva za prevazilazenje ovog
problema su kod suncokreta kori$¢eni kultura nezrelog embriona i fuzija
protoplasta.

Kod kulture embriona, nezreli embrioni se dva do pet dana nakon oplodnje
stavljaju na hranljivu podlogu da bi se sprecilo njihovo propadanje. Chandler i
Beard (1983) su prvi uspesno izveli spasavanje embriona kod inkompatibilnih
interspecies ukrs$tanja kod suncokreta. Ova tehnika je zatim sa uspehom
koris¢ena za proizvodnju veceg broja interspecies hibrida izmedu gajenog
suncokreta i H. decapetalus, H. giganteus, H. strumosus i H. mollis (Krauter i sar.,
1991) i interspecies hibrida gajenog suncokreta i H. tuberosus sa poveéanom
otpornoséu prema Phomopsis (Dozet i sar 1996).

Fuzija protoplasta se koristi u sluc¢ajevima tzv. prezigotne inkompatibilnosti,
odnosno kada nakon ukrstanja ne dolazi do formiranja embriona (Vasiljevi¢ i
Vasi¢ 1995). Prvi uspesan pokusaj koris¢enja ove tehnike kod suncokreta je bio
1995. godine kada su Krasnyanski i Menczel proizveli somatski hibrid izmedu
gajenog suncokreta i H. giganteus. Nakon njih, Henn i sar. (1998) su na ovaj nacin
uspesno ukrstili gajeni suncokret sa H. maximiliani i H. giganteus, pokusavajuci
da unesu otpornost prema Sclerotinia u gajeni suncokret.

Glavni problem prilikom fuzije protoplasta je nizak procenat regeneracije
biljaka, tako da se u vecini slucajeva kao proizvodi hibridizacije regenerisu samo
kalusi (Aslane-Chanabe, 1991; Vasic i sar., 2000).

¢) Genetske transformacije

Upotrebom genetskih transformacija moguce je u gajeni suncokret uneti
pozeljne gene koji se ne mogu naci kod njegovih divljih srodnika. Ovo se posebno
odnosi na gene za otpornost prema pojedinim znacajnim oboljenjima (Pankovic i
sar., 1999).

Genetske transformacije obuhvataju izolaciju, kloniranje i karakterizaciju
gena iz razli¢itih vrsta; kreiranje novih genetskih konstrukcija od sekvenci
izolovanih iz biljnih ili Zivotinjskih vrsta; kreiranje novih sekvenci mutagenezom
dobijenih sekvenci; i na kraju transfer tih novih genetskih konstrukcija u genom
biljke tako da se omoguci njihova ekspresija kako bi biljci dali novo svojstvo.

Everett i sar. (1987) su prvi uspeli da dobiju transformisane biljke gajenog
suncokreta, a nakon njih i Malone-Schoneberg i sar. (1991) i Bidney i sar. (1992).
Najveci komercijalni znacaj svakako imaju transgene biljke suncokreta u koje je
unesen gen za oksalat oksidazu iz psenice, a koje su pokazale povecanu
tolerantnost prema napadu Sclerotinia glave u poljskim uslovima, proizvedene u
privatnoj kompaniji Pioneer (Bazzalo i sar., 2000; Scelonge i sar., 2000).

Kao i kod somatske hibridizacije glavni problem pri primeni ove metode je
nizak procenat regeneracije i prenosenja Zeljenog svojstva na potomstvo.
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d) In vitro skrining

In vitro skrining podrazumeva odredivanje reakcije ili otpornosti biljke na
stres (napad bolesti, suSu, povecanu zaslanjenost) u iz vitro uslovima. U tu svrhu
cele biljke, njihovi organi, kalusi ili protoplasti se gaje u prisustvu toksina
patogena, aktivnih substanci herbicida, povisene koncentracije NaCl, izazivaca
zasusivanja kao $to je PEG i dr.

Kod suncokreta in vitro skrining je najce$ce koris¢en za odredivanje
otpornosti prema bolestima, pri ¢emu su koriséeni ili filtrati toksina patogena ili
hemijski agensi. U najve¢em broju radova koriscen je filtrat toksina Phomopsis
(Masirevic i sar., 1988; Dozet i Vasi¢, 1995; Raducanu i sar., 1998; Vasic i Skori¢,
2000) ili Sclerotinia (Raducanu i sar 1998; Raducanu i sar 2000;
Tahmasebi-Enferadi i sar 2000). Pored njih, za utvrdivanje otpornosti prema
Sclerotinia koris¢ena je i kultura u prisustvu oksalne kiseline (Raducanu i sar.,
1994; Vasic i sar., 1999). U svim ispitivanjima pronadena je korelacija izmedu
otpornosti odnosno osetljivosti u poljskim i #n vitro uslovima, s tim $to je
korelacija bila veca kada su za ispitivanje koris¢ene cele biljke.

Nedostatak éin vitro skrininga je nepostojanje standardizovanog metoda za
ispitivanje, odnosno to $to se dobijeni rezultati jo§ uvek ne mogu smatrati
apsolutno pouzdanim, odnosno moraju se proveriti i u poljskim uslovima.

Molekularna biologija

Selekcija uz pomo¢ markera (MAS) predstavlja prakticnu primenu
molekularnih markera u oplemenjivanju biljaka, pa samim tim i suncokreta. MAS
je indirektna selekcija na neku osobinu gde se kao selekcioni kriterijum koristi
molekularni marker koji se nasleduje na isti nacin kao i ispitivana osobina.
Molekularni markeri imaju nekoliko prednosti u odnosu na klasi¢ne fenotipske
markere koris¢ene u oplemenjivanju. Oni omogucavaju povecanje efikasnosti
konvencionalnog oplemenjivanja. Pored toga, molekularni markeri ne zavise od
uslova spoljne sredine i mogu se detektovati u svim stadijumima razvoja biljaka
(Mohan i sar., 1997).

Molekularni markeri su posebno korisni u oplemenjivanju na agronomski
vazna svojstva koja je inacCe tesko kontrolisati, kao $to je otpornost prema
bolestima, insektima i nematodama, tolerancija na abiotski stres, parametri
kvaliteta i kvantitativne osobine.

a) PCR bazirani markeri

Ova grupa markera predstavlja veoma efikasno sredstvo za identifikaciju i
izolaciju markera vezanih za vazna svojstva kao $to su otpornost prema bolestima,
CMS, kvalitet ulja i tolerantnost prema stresu (Friedt i sar., 1997). Medu njima,
RAPD markeri su se pokazali kao najbolji zbog svoje jednostavnosti.

Kod suncokreta, RAPD markeri su koris¢eni za ispitivanje genetike razlicitih
svojstava sa naglaskom na otpornost prema bolestima. Besnard i sar (1997) su
koristili RAPD markere za ispitivanje otpornosti prema Phomosis u potomstvu
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intersepecies hibrida, a Brahm i sar. (1998a, 1998b) za mapiranje gena za
otpornost prema plamenjaci.

Lawson i sar. (1998) su identifikovali dva RAPD markera povezana sa genom
koji uslovljava otpornost na vecinu patotipova Puccinia belianthi u Australiji.
Autori su razvili dva specificna markera koja je moguce koristiti u MAS selekciji.

RAPD markeri su koris¢eni i za mapiranje restorer gena Rfl (Prufe i sar.,
1998) i visokog sadrzaja oleinske kiseline (Dehmer i Friedt, 1998), kao i za
ispitivanje otpornosti prema susi (Pankovic i sar., 2000).

U brojnim slucajevima RAPD analiza je koris¢ena za karakterizaciju
oplemenjivackog materijala, ispitivanje geneticke udaljenosti i dokazivanje
introgresije nakon interspecies hibridizacije. Pankovi¢ i sar (1997) su ispitivali
genetsku udaljenost izmedu inbred linija gajenog suncokreta, a Gongshe i sar
(2000) njihovu genetsku Cistocu. Linder i sar (1998) su ispitivali prenoSenje gena
gajenog suncokreta u divlje srodnike radi procene rizika usled gajenja transgenog
suncokreta.

b) RFLP i AFLP

Ove dve metodike su osnovna sredstva za analizu genoma na molekularnom
nivou.

Poznato je da gajeni suncokret ima usku genetsku osnovu. Zato se
ispitivanju geneticke varijabilnosti linija i hibrida suncokreta pridaje sve vedi
znacaj. U ovu svrhu sve ¢esce se koriste i RFLP (Gentzbittel i sar., 1995; Zhang i
sar., 1995) i AFLP markeri (Hongtrakul i sar., 1997). Odredivanje genetske
divergentnosti odnosno slicnosti je veoma znacajno kako zbog ispitivanja
potencijala za heterozis tako i zbog zastite autorskih prava. Utvrdeno je da
geneticka udaljenost ustanovljena uz pomoc¢ AFLP markera predstavlja dobar
pokazatelj heterozisa kod suncokreta (Cheres i sar., 2000).

Mestries i sar. (1998) su identifikovali lokuse za otpornost prema Sclerotinia
lista i glave uz pomo¢ RFLP markera. Kombinacijom RAPD i AFLP tehnika izolovani
su markeri korisni za indirektnu selekciju na gene za otpornost prema plamenjaci
Pl,, Pl i Pl,,y (Brahm i sar., 2000). Bert i sar. (2000) su koristili AFLP i RFLP za
mapiranje gena odgovornih za otpornost prema Sclerotinia lista i glave,
Pbhomopsis i jos nekoliko agronomski vaznih svojstava.

Jedan od najvecih problema prilikom upotrebe AFLP, RFLP i PCR markera u
oplemenjivanju su visoki troSkovi. Ovaj problem se moze prevazii
pojednostavljenjem procedure izolacije DNK na koju otpada pola troskova u PCR
analizi, kao i koris¢enjem specificnih PCR markera (Mohan i sar., 1997).

Perspektive

Iako je postignut znacajan napredak u primeni metoda molekularne
biologije i oplemenjivanju suncokreta, jos uvek postoje odredeni problemi koji
sprecavaju njihovu $iru upotrebu.

Jedan od problema je nepostojanje tzv. "biblioteka" sekvenici i markera
specifi¢nih za pojedine lokuse (Knapp i sar 2000). Drugi problem je nepostojanje
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kooperacije i koordinacije izmedu razlicitih ustanova, ¢ime se istrazivanja u ovoj
oblasti znatno usporavaju.

Knapp i sar (2000) rade na stvaranju baze od 4000 sekvenci koja bi
omogucila laksu identifikaciju i izolaciju gena kod suncokreta. Ove sekvence ce
biti na raspolaganju javnosti, $to bi trebalo da ubrza identifikaciju interesantnih
gena i stvaranje DNK markera. Autori takode rade na dobijanju nekoliko stotina
specificnih DNK markera za gajeni suncokret, a u cilju stvaranja genetske mape
suncokreta.

Postojanje "biblioteka" sekvenci bi kod suncokreta potpomoglo i rad na
proucavanju molekularnog aspekta otpornosti prema bolestima, odnosno
lokalizaciju regiona genoma i gena odgovornih za otpornost i nekih proteina koji
se akumuliraju nakon infekcije (Mouzeyar, 2000). Uz pomoc¢ preciznih genetskih
mapa bilo bi moguce klonirati razli¢ite gene za otpronost. Metod kloniranja je ve¢
uspesno koris¢en za izolaciju gena specificno indukovanih infekcijom sa P.
balstedii (Mazeyrat i sar., 1998). Postojece sekvence su koriS¢ene i u proucavanju
uloge gena za A9 i A12 desaturazu u akumulaciji oleinske kiseline, Sto je od
znacaja za stvaranje oleinskih hibrida suncokreta (Lacombe i Berrville, 2000).

Kada su u pitanju biotehnoloske metode, glavna prepreka njihovoj $iroj
upotrebi je pre svega niska sposobnost regeneracije gajenog suncokreta uopste,
koja u najvecoj meri zavisi od genotipa. U toku su intenzivna istrazivanja kako
genetickih (Deglene i sar., 1997; Flores Berrios i sar., 2000), tako i abiotickih
faktora koji kontroliSu ovo svojstvo, pre svega mineralne ishrane (Vasic i sar.,
2000). Bolje poznavanje ovih faktora bi trebalo da omoguci povecanu efikasnost
regeneracije i povecanje broja genotipova koji poseduju ovo svojstvo.

U slucaju da se ovaj problem uspesno resi, metode biotehnologije bi mogle
postati efikasno sredstvo za unosenje pozeljnih svojstava u gajeni suncokret, pre
svega putem genetskih transformacija.

ZAKIJUCAK

Biotehnoloske i metode molekularne biologije su se pokazale kao efikasna
sredstva za oplemenjivanje suncokreta, pogotovo u oblastima gde je klasicno
oplemenjivanje dostiglo svoje limite. Poseban napredak je ucinjen u domenu
molekularne biologije i genetskih transformacija. Ono §$to sprecava Siru upotrebu
ovih metoda su troSkovi, specificni uslovi potrebni za njihovu primenu, kao i
nedostatak koooperacije izmedu razlicitih istrazivackih timova.
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USE OF METHODS OF BIOTECHNOLOGY AND
MOLECULAR BIOLOGY IN SUNFLOWER BREEDING
ACHIEVEMENTS IN THE WORLD

Vasic¢, Dragana

Institute of Field and Vegetable Crops, Novi Sad
SUMMARY

Sunflower is one of four the most important oil crops in the world. Over the
past decade yield and world sunflower production has increased by 70%. This
success has resulted both from the optimization of agricultural technology and
breeding for more productive hybrids. However, the development of serious
diseases caused by Phomopsis and Sclerotinia sp., and the high industrial
demands concerning quality implies the introduction of new genetic
characteristics in the sunflower genome.

Biotechnology involving modern tissue culture, cell biology and molecular
biology offers the opportunity of widening cultivated sunflower genetic base and
developing new germplasms, better adapted to the new market and production
demands.

In this paper a review is given of biotechnologycal and techniques of
molecular biology successfully used in sunflower breeding. Special attention was
payed to the results presented at 15 International Sunflower Conference.

KEY WORDS: sunflower, biotechnology, molecular biology.
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