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Upotreba molekularnih markera u detekciji gena otpornosti Pl,4 na
plamenjacu kod suncokreta

Ivana L. Imerovski

SAZETAK

Plamenjace suncokreta je bolest koja moZe da izazove znacajno smanjenje
prinosa. Steta prouzrokovana ovim patogenom mozZe da se kontroli$e uzgajanjem otpornih
hibrida suncokreta.

Gen otpornosti Pl;y unet je u gajeni suncokret iz divljeg srodnika H.
argophillus i obezbeduje otpornost na sve do sada identifikovane rase plamenjace. Kako bi
se proces unosenja gena otpornosti u razlicite linije ubrzao i uc¢inio pouzdanijim, potrebno
je identifikovati molekularne markere blisko vezane za gen otpornosti. Od posebnog
interesa su kodominantni markeri, koji mogu da naprave razliku izmedu homozigotno i
heterozigotno otpornih biljaka.

Cilj ovog rada bio je identifikacija molekularnih markera blisko vezanih za gen Pla,
koji ¢e moci da se koriste za marker asistiranu selekciju (MAS). U radu je koriS¢ena
mapirajuca populacija koja se sastojala od 103 F; biljke dobijene iz ukrstanja RHA 419 x
RHA-N-49. Molekularne analize pokazale su da se gen Play nalazi na LG1 geneticke mape
suncokreta. Identifikovan je novi kosegregiraju¢i SSR marker ORS675, dok je
kosegregacija markera ORS716 i ORS662 sa Pl,y potvrdena. Veza markera i gena
potvrdena je na dodatne 22 linije sa genom Pl,. Testiranje linija HA-R4 (Pli4 i Plis) i HA-
R5 (PI;3) markerima ORS662, ORS716 i ORS675 pokazalo je da se gen Playnalazi odvojeno
od drugih do sada identifikovanih gena sa LG1. Nakon validacije, primena markera
ORS675 i ORS716 u selekciji je testirana na dve razli¢ite BC1 populacije. Markeri su se
pokazali korisnim kako u molekularnom oplemenjivanju tako i za analizu geneticke Cistoce
linija suncokreta.

Moze se zakljuciti da se molekularni markeri iz ove studije blisko vezani za
gen Pl,,; mogu koristiti za MAS, i s toga se upotrebljavati u selekcionim programima kako

bi se olakSao unos gena otpornosti u razlicite linije suncokreta.

Kljuéne reci: suncokret, plamenjaca, SSR, Plarg, MAS
Naucna oblast: Ratarstvo i povrtarstvo
Uza naucna oblast: Biotehnologija

UDK broj: 582.998.16>631.52:632.9(043.3)



Use of molecular markers in detection of downy mildew resistance gene Pl
in sunflower

Ivana L. Imerovski

SUMMARY

Downy mildew is a common sunflower disease that can cause significant
yield reduction. The damage caused by the pathogen can be controlled by growing
sunflower varieties resistant to this disease.

Resistance gene Pl,,; was introduced into cultivated sunflower from the
wild species H. argophyllus and it provides resistance against all known downy mildew
races. Molecular markers can facilitate and accelerate the process of transfer of resistance
gene into commercial sunflower lines. Co-dominant markers are particulary useful, since
they can discriminate between homozygous and heterozygous resistant plants.

The aim of this study was to identify molecular markers closely linked to gene Plgry
that will be used in marker assisted selection (MAS). A mapping population of 103 F;
progeny from the cross RHA 419 x RHA-N-49 was used. Molecular analyses indicated that
the gene Plyy is located on LG1 of the genetical map of sunflower. A new co-segregating
simple sequence repeat (SSR) marker ORS675 was identified and the co-segregation of
markers ORS716 and ORS662 with Pl,, gene was confirmed. The markers were validated
on twenty two resistant inbred lines (RHA 443, RHA 464 and RH 1-20). Results obtained
on lines HA-R4 (Ply4 i Plig) and HA-R5 (Pli3) with markers ORS662, ORS716 i ORS675
showed that Pl.4is a resistance locus diffrent from other resistance genes mapped on LG1.
Application of the markers ORS675 and ORS716 in marker assisted selection was tested
on two different BC1 populations. Markers were found to be useful both for molecular
breeding and genetic purity analyses. The closely linked molecular markers from this

study will facilitate transfer of the resistance gene into different sunflower lines.

Keywords: breeding, downy mildew, Pl,4, sunflower, SSR, MAS
Scientific field: Field and Vegetable Crops
Narrow scientific field: Biotechnology

UDK: 582.998.16>631.52:632.9(043.3)



LISTA SKRACENICA

AFLP (eng. amplified fragment length polymorphism) - polimorfizam duzine
amplifikovanih fragmenata

BSA (eng. bulked segregant analysis) - analiza grupnih uzoraka koji se razdvajaju
za odredeno svojstvo

CAPS (eng. cleaved amplified polymorphic site) - polimorfizam amplifikovanih
mesta seCenja

CLI (eng. cotyledon limited infection) - infekcija limitirana na kotiledon

CMS (eng. citoplasmatic male sterility) - citoplazmatska muska sterilnost

HR (eng. hypersensitive response in the hypocotyls) - reakcija hipersenzitivnosti
kod hipokotila

IFLP (eng. intron fragment length polymorphism) - polimorfizam duzine
intronskih fragmenata

JA (eng. jasmonic acid) - jasmonicna kiselina

LAR (eng. local-acquired resistance) - lokalna ste¢ena otpornost

LG (eng. linkage group) - grupa vezanosti

MAB (eng. marker assisted backcrossing) - marker asistirano povratno ukrstanje

MAS (eng. markers assisted selection) - marker asistirana selekcija

NO (eng. nitrogen oxide) - azot monksid

PIC (eng.polimorfic information content) - sadrzaj informacija o polimorfizmu

QTL (eng. quantitative trait loci) - kvantitativni lokus

RAPD (eng. random amplified polymorphic DNA) - polimorfizam nasumicno
amplifikovane DNK

RFLP (eng. restriction fragment length polymorphism) - polimorfizam duZine
restrikcionih fragmenata

RGC (eng. resistance gene cadidat, RGC, syn. resistance gene analogue, RGA) -
kandidat gena otpornosti

RIL (eng. recombinant inbred line) - rekombinantna inbred linija

ROS (eng. reactive oxygen species) - reaktivne kiseoni¢ne vrste

SA (eng. salycilic acid) - salicilna kiselina

SAR (eng. systemical acquired resistance) - sistemska steCena otpornost

SSR(eng.simple sequence repeats) - ponovci jednostavnih sekvenci

SNP (eng.single nucleotide polymorphism) - polimorfizam jednog nukleotida
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Uvod

1.UVOD

Suncokret, Heliantus annuus L. je jedna od najvaznijih uljanih kultura u
svetu, a u Srbiji je glavni izvor jestivog ulja (Curovi¢ 2012). Pripada rodu
Helianthus, familiji Asteraceae (Marinkovi¢ i sar. 2003). Helianthus, ime roda
kojem pripada suncokret, sloZenica je od dve grcke reci: ,helios" (sunce) i
»anthus"(cvet).

Suncokret je poreklom iz Severne Amerike, sa sadasnje teritorije SAD. Na
osnovu arheoloskih nalaza, dokazano je da su ga koristili americki Indijanci kao i
da je kao var. macrocarpus bio poznat i pre otkri¢a Amerika (Marinkovi¢ i sar.
2003). Korisc¢en je za ishranu, dobijanje ulja za mazanje kose i tela, kao i u
medicinske svrhe (Paniego i sar. 2007). Poznato je da su Indijanci u Severnoj
Americi koristili suncokret kao prehrambenu namirnicu 4625 godina pre nove ere
(Crites 1993).

Tokom domestifikacije suncokreta, dogodio se relativno mali broj promena u
genetskom smislu koji je rezultovao velikim promenama na fenotipskom nivou.
Posledice domestifikacije su povecanja koli¢ine i veliCine semena, prisustvo
apikalne dominacije, smanjenje dormantnosti semena i smanjenje
autoinkompatibilnosti (Burke i sar. 2005).

Suncokret se koristi za dobijanje ulja za ishranu ljudi i Zivotinja, Sto mu je
prevashodna namena, a zbog lepog cveta uzgaja se i kao ukrasna biljka. Ulje
suncokreta se mahom ne koristi u industrijske svrhe zbog relativno visoke cene u
odnosu na druga ulja. Ipak, u manjoj meri se upotrebljava u proizvodnji boja i
lakova, kao i sapuna i deterdZenata. Zajedno sa drugim biljnim uljima, ima
potencijalnu vrednost za proizvodnju lepkova, plastike, sintetickih maziva (Jan i
Seiler 2007), a koristi se i za proizvodnju biodizela (Curovi¢ 2012).

Suncokret su u Evropu doneli Spanci, po¢etkom 1500-ih. Engleski i

Francuski istrazivaci su ga potom preneli dalje po Evropi i inicijalno je uzgajan kao
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ukrasna biljna vrsta. Iz zapadne Evrope, suncokret je preneSen u Egipat,
Avganistan, Indiju, Kinu i Rusiju (Jan i Seiler 2007).U Rusiju gde ga je doneo Petar
Veliki u povratku sa putovanja 1697., i od tada pocinje naglo da se $iri i postaje
jedna od vodecih biljnih vrsta (Marinkovic¢ i sar. 2003).

Pocetak oplemenjivanja suncokreta na nau¢nim osnovama datira od 1912,
kada su osnovani oplemenjivacki centri u SSSR. Kao rezultat tog rada, prinos ulja
drasti¢no je povecan: sa 330 g/kg, koliko je dobijano kasnih Cetrdesetih godina
dvadesetog veka, na 550 g/kg do 1960-ih (Paniego i sar. 2007). Visokouljane ruske
sorte su doprinele da suncokret osvoji ve¢inu kontinenata kao uljarica. Pocetkom
1960-ih godina doSlo je do uvodenja ruskih visokouljanih sorti u velik broj
evropskih zemalja, medu kojima je i Srbija, Sto je uticalo na povecanje povrsina pod
ovom kulturom u svetu i na pocetak gajenja suncokreta kao uljane kulture (Miklic i
sar. 2008).

Otkricem podesnog izvora CMS (Leclercq, 1969) i gena za restauraciju
fertilnosti (Kinman 1970) omoguceno je stvaranje hibrida. Prednost hibrida u
odnosu na sorte je veci prinos i koli¢ina ulja, kao i ve¢a uniformnost (Jan i Seiler
2007).

Danas se povrsine zasejane suncokretom nalaze svuda gde klimatski uslovi
dozvoljavaju, i prisutan je na Sest kontinenata. Najpogodnije za njegovo gajenje su
regije 50° severno i juzno od Ekvatora. Suncokret je u svetu zasejan na preko 26
miliona hektara, uz prinos od 1,49 t/ha. U Srbiji se povrSine pod suncokretom u
poslednjoj deceniji kre¢u u rasponu od 140 000 do 220 000 ha godi$nje (Curovié
2012). Hibridi suncokreta se gaje u vecini drZzava u svetu, dok su sortne populacije
prisutne u proizvodnji u malom broju zemalja u razvoju (Skori¢ i sar. 2006).

Glavni cilj oplemenjivanja je stvaranje hibrida ili sorata intenzivnog tipa koji
¢e omoguciti u odredenim klimatskim zonama visok i stabilan prinos semena,
visok sadrZaj ulja sa optimalnim odnosom masnih kiselina i tokoferola, otpornost
prema bolestima, insektima, pticama, i loSim klimatskim uslovima i pogodnost pri
mehanizovanoj Zetvi (Marinkovic¢ i sar. 2003). Bolesti predstavljaju jedan od glavih
ogranicavajucih faktora u proizvodnji suncokreta. Poznato je da preko 30 razlicitih
patogena napada suncokret (Skori¢ i sar. 2006), a gljivi¢na oboljenja su medu

najbrojnijim (Jan i Seiler 2007). Plamenjaca suncokreta je oboljenje koje uzrokuje
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gljiva Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. Et Toni. (syn. Plasmopara helianthi Novot.).
Ova bolest je rasprostranjena u svim regionima gde se gaji suncokret (Skori¢ i sar.
2006), sa izuzetkom Australije, i dovodi do ekonomski znacajnih smanjenja
prinosa suncokreta. Do sada je opisano viSe Pl gena, koji obezbeduju otpornost
prema razli¢itim rasama Plasmopara halstedii. Glavni izvori otpornosti se nalaze u
divljim vrstama suncokreta i putem interspecieshibridizacije gene otpornosti na
plamenjacu treba transferovati u genotipove gajenog suncokreta (Fick i Miller
1997). KorisS¢enje divljih vrsta kao izvora poZeljnih gena je sloZen proces gde je
prvi korak identifikacija Zeljenih gena u divljem srodniku, a potom sledi unoSenje
gena u genotipove gajenog suncokreta i prouc¢avanje nacina nasledivanja (Skori¢
1988).

Poslednjih godina je doSlo do pojave novih rasa plamenjace i zbog toga se
ulazu napori kako bi se otkrili novi izvori otpornosti na plamenjacu medu
jednogodiSnjim i viSegodiSnjim vrstama roda Helianthus. Plamenjac¢a se veoma
retko javlja kod divljih vrsta, a epidemije u divljim populacijama nikada nisu
zabeleZene (Viraniy i Spring 2011). Prisustvo PI gena utvrdeno je u 28 divljih vrsta
(Skorié i sar. 2006). Tako je npr. gen Pls unet iz divljeg ekotipa H. annuus (Miller i
Gulya 1991), PIs iz H. tuberosus (Vranceanu i sar. 1981), potom PI; iz H. praecox
(Miller i Gulya 1991), a Plg i Plarg iz H. argophyllus (Miller i Gulya 1991; Seiler i sar.
1991).

Da bi se primenom klasi¢nih metoda u genom suncokreta unelo poZeljno
svojstvo potrebno je najmanje deset generacija. Ovako dug proces je u neskladu sa
zahtevima i promenama na trZiStu (Marinkovi¢ i sar. 2003). Danas se sve viSe u
oplemenjivanju Kkoriste biotehnoloSke metode u cilju ostvarivanja brZeg i
efikasnijeg oplemenjivanja. Razvoj molekularnih markera u mnogome je ovaj
proces skratio i olakSao. Identifikacija molekularnih markera koji kosegregiraju sa
Pl genima od izuzentnog je znacaja, jer njihova upotreba omogucava pracenje
unoSenja gena u otpornosti u selekcioni materijal, ¢cime se otporni hibridi stvaraju

u kra¢em vremenskom periodu.
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2. CIL] ISTRAZIVANJA

Osnovni ciljevi rada su:

¢ identifikacija molekularnih markera blisko vezanih za gen Plarg;

e utvrdivanje vezanosti gena i markera i konstrukcija geneticke mape
regiona u kojem se gen nalazi;

e validacija markera;

e upotreba molekularnog markera u marker asistiranoj selekciji (MAS);

Prvi korak u istrazivanju bila je identifikacija markera koji okruzuju
gen Plgg. Nakon utvrdivanja polimorfnih markera pristupilo se ispitivanju
geneticke udaljenosti markera i gena. Od posebnog znacaja su bili kodominantni
markeri, koji omogucavaju razlikovanje homozigotno otpornih biljaka od
heterozigotno otpornih. Posle identifikacije najbliZe vezanih markera, markeri su
testirani na razli¢itim otpornim i osetljivim genotipovima, kako bi se potvrdila
veza markera i gena.

PredloZeno istrazivanje ima praktican znacaj. Efikasnost MAS u
selekcionim programima zavisi od jacine veze izmedu molekularnog markera i
segmenta DNK koji je nosilac osobine od interesa. PronalaZenje molekularnih
markera blisko vezanih za gen Pl,,y omogucava detekciju ovog gena otpornosti na
molekularnom nivou u razliCitim genotipovima. Blisko vezani kodominantni
markeri moci Ce se koristiti u selekcionim programima za odabir otpornih biljaka.
Molekularni markeri ¢e znacajno ubrzati proces unosenja gena otpornosti u elitne
komercijalne linije suncokreta i olaksati dobijanje hibrida suncokreta otpornih na

P. halstedii.
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3. PREGLED LITERATURE

3.1. PLAMENJACA

3.1.1. Rasprostranjenost plamenjace

Bolesti suncokreta dovode do smanjene realizacije njegovog genetskog
potencijala (Skori¢ i sar. 2006), a jedno od ekonomski veoma znaéajnih oboljenja je
plamenjaca, koju prouzrokuje gljiva Plasmopara halstedii. Plamenjaca suncokreta
je prvi put otkrivena u Americi 1883. godine, dok je u Rusiji otkrivena 1892. na
Helianthus tuberosus-u (A¢imovi¢ 1998). U tadasSnjoj Jugostaviji ju je otkrio PeriSi¢
(1949) a opisao Nikoli¢ (1952) (prema Joci¢ i sar. 2009). Imajudi u vidu da su i
patogen i domacin poreklom iz centralnog dela Severne Amerike (Lepik 1962,
prema Viranyi 2002), pretpostavlja se da su ova dva organizma koevoluirala
zajedno (Slika 1). Kako je u prvoj polovini XX veka suncokret poceo da se uzgaja u
mnogim zemljama, doSlo je i do Sirenja bolesti izmedu dva svetska rata,
najverovatnije prenoSenjem prouzrokovaca bolesti zaraZzenim semenom
suncokreta (A¢imovi¢ 1998).

Sirenje plamenjace i pojava novih patotipova gljive se desavalo u dva faze:

1. Prilagodavanje patogena na suncokret kao domacina i uspostavljenje
interkontinentalne rasprostranjenosti u periodu XVI-XX veka;

2. Pojava novih patotipova u gljivicnim populacijama u regionima u kojima
se uzgaja suncokret, usled intenzivnog koriS¢enja mera suzbijanja bolesti. Ova
koevolucija je pocela 1960. godine i jos uvek traje (Viranyi 2002).

Do danas je identifikovano 37 virulentnih patotipova (Gulya i sar. 1991;
Gulya 2007; Liu i sar. 2012), od kojih je najvec¢i broj naden na teritoriji Kanade,
Francuske i Sjedinjenih Ameri¢kih DrZava. Najmanji broj patotipova uocen je u

Aziji i JuZnoj Americi (Gulya 2007).
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Slika 1. Centri proizvodnje suncokreta (obeleZeni crnim tackama) i porekla
plamenjace (obeleZeni belim krugovima), kao i pravci Sirenja bolesti (obeleZeni

strelicama) (Viranyi 2002)

3.1.2. Nomenklatura rasa

Dugo se smatralo da je Plasmopara halstedii kompaktna vrsta, da bi kasnija
istrazivanja pokazala da postoje fizioloSke osobine specificne kako za rasu iz
Evrope, tako i za onu iz Severne Amerike, kao i da postoji bitna razlika u njihovoj
virulentnosti. Rasa 100 detektovana je u Rusiji, dok je u Americi prva rasa koja je
primecena rasa 300 (Vear 2010). Otpornost na evropsku rasu ustanovljena je
genom Pl;, a na americku i evropsku genom PI; (Vranceanu i sar. 1970, prema
Ac¢imovi¢ 1998). DuZi niz godina postojale su samo dve rase plamenjace, tj.
populacija je bila stabilna. U godinama koje su usledile, u Francuskoj, Madarskoj,
SAD, Argentini i u Srbiji pojavio se veci broj novih rasa (Mikli¢ i sar. 2008). Kako bi
se determinisale fizioloSke rase prouzrokivaca oboljenja, napravljena je kolekcija

izolata Plasmopara halstedii iz zemalja Evrope, JuZne i Severne Amerike, koja je


http://link.springer.com/search?facet-author=%22F.+Vir%C3%A1nyi%22
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upotrebljena za inokulisanje poznatih inbred linija suncokreta sa razli¢itim PI

genima i odredivanje fizioloSkih rasa patogena. Na osnovu reakcije testiranih

genotipova, determinisno je 7 fizioloSkih rasa (nazvanih 1-7) (A¢imovi¢ 1998). U

Francuskoj je u to vreme postojala nesto drugacija nomenklatura, prema kojoj su

definisanerase 1, A, B, CiD.

Tabela 1. Uporedni pregled tri nomenklature za klasifikaciju rasa plamenjace

1. set
D-1 (HA-304) S S S S S S S S S S S
D-2 (RHA-265) R S S S S S S S S S S
D-3 (RHA-274) R R S S S R R S R S S
o 2set
E
ED-4 (PM13) R R R S S S s s s R s
o
g D-5 (PM17) R R R S S R S R S R R
[«5]
—
< D-6(803-1) R R R R S R R R R R R
A
3.set
D-7 (HAR4) R R R R R R R R R S S
D-8 (QHP1) R R R R R R R R R S R
D-9 (HA335) R R R R R R R R R R R
o Americka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
—
=
® Francuska 1 D C A B
E
Q
§Trocifrena 100 300 700 730 770 310 330 710 330 703 711
Z
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Kako bi se olakSala medunarodna saradnja naucnika iz razli¢itih zemalja,
1998. godine usvojena je medunarodna trocifrena nomenklatura rasa (Gulya i sar.
1998; Tourvielle de Labrouhe i sar. 2000). Trocifrena nomenklatura se zasniva na
numerickom ocenjivanju osetljivosti 9 diferencijalnih linija podeljenih u tri seta.
Unutar svakog seta, osetljivost svake od tri pojedinacne linije se ocenjuje sa 1, 2 ili
4, u odgovaraju¢em redosledu navodenja, a potom se konacna Sifra rase dobija
sabiranjem cifara unutar svake od tri kategorije. Sto je rasa virulentnija, veéi je

njen trocifreni numericki kod. Uporedni pregled nomenklatura dat je u Tabeli 1.

3.1.3. Rasna kompozicija

U svetu je do sada identifikovano 37 rasa, a dominantne su cetiri (700, 710,
730, 770) (Gulya 2007).

Prva rasa detektovana u Evropi, rasa 100, veoma je homogena i znacajno
drugacija od rase 300 koja je prvo identifikovana u Americi (Vear 2010). U Evropi,
plamenjaca je najviSe prisutna u Francuskoj, gde je do sada okarakterisano 14 rasa
patogena. Na jugu Francuske dominantna je rasa 703, dok je na severu najviSe
prisutna 710, kao i rase koje su se pojavile posle 2000. godine (“xx4” ili “xx7")
(Vear 2012). Pomoc¢u SNP markera, Delmotte i sar. (2008) su analizirali 24
individualna izolata u kojima je bilo zastupljeno 14 rasa prisutnih u Francuskoj. Na
osnovu dobijenih molekularnih profila, 14 rasa svrstano je u tri geneticki razlic¢ite
kategorije. Svaka od tri kategorije ukljucivala je jednu od tri najzastupljenije rase
koje se nalaze u Francuskoj (100, 703 i 710). Medutim, ovi markeri nisu dali
relevantne informacije koje bi se ticale patogenosti rasa, tj. nije uspostavljena veza
izmedu patogenosti i markera, ve¢ je na osnovu polimorfizma mogla da se vidi
opSta geneticka struktura populacije Plasmopara halstedii. Prema rezultatima
Roeckel-Drevet i sar. (2003), evropske rase 710 i 703 bliZe su izolatima iz Severne
Amerike nego drugim evropskim rasama.

U Americi su najceSce rase “xx0”, npr. 330, 710, 7301 770 (Vear 2012).

Na teritoriji Srbije, rasa 100 je bila dominantna sve do 1990. Medutim,

1991. izolat pod imenom NS 912 identifikovan je kao rasa 730. U tom trenutku
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rasa 730 cinila je 10% ukupne populacije prouzrokivaca plamenjace, da bio se taj
procenat do 1996. uvecao na 50% (Joci¢ i sar. 2009). Danas, rasa 730 je

dominantna na teritoriji Srbije (Joci¢ i sar. 2010).

3.1.4. Pojava novih patotipova prouzrokivaca plamenjace

Postoje razliCita objaSnjenja za pojavu novih virulentnih formi
prouzrokivaca plamenjace (Delmotte i sar. 2008), ali povecanje broja patotipova u
poslednjoj deceniji je najverovatnije uzrokovano intenzivnim uzgojem suncokreta i
intenzivnom primenom mera borbe protiv plamenjaCe, u koje spada uzgoj
otpornih hibrida suncokreta i primena fungicida (Viranyi i Spring 2011). Pored
rekombinacije genetskog materijala izmedu razlic¢itih sojeva, postoje brojni
mehanizmi kod oomiceta koji su wuzrok varijabilnosti, poput mitotske
rekombinacije, genske konverzije i transpozona (Chamnanpunt i sar. 2001;
Kamoun 2003). Poznato je da vrste roda Phytophthora fuzijom zoospora mogu
formirati aseksualne hibride (Ersek i sar. 1995; Ersek i Nagy 2008). Ukoliko je
suncokret zarazen sa dva soja prouzrokivaca plamenjace koja se razlikuju po svojoj
patogenosti i otpornosti na fungicide, postoji mogu¢nost dobijanja rekombinanata

koji ¢e imati patogenost jednog soja i otpornost drugog (Spring i Zipper 2006).

3.1.5. Uslovi za razvoj plamenjace

P. halstedii je homotalusna oomiceta, Sto znaci da obrazuje kompatibilne
gamete na istoj miceliji (Stojanovi¢, 2004). Ciklus P. halstedii se sastoji od jedne
seksualne generacije koja obezbeduje prezimljavanje, i jedne do dve aseksualne
generacije tokom sezone rasta (Sakr 2010).

Za uspesnu infekciju neophodni su odredeni uslovi, pre svega odgovarajuca
temeperatura, vlaznost, pH, prisustvo vijabilnog inokuluma i domacina (A¢imovic
1998). Vlazno i toplo zemljiSte pospeSuju infekciju i simptome bolesti kod

osetljivih genotipova (Sakr 2010).
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Slika 2. Izgled biljke sa sistemi¢nom infekcije i izgled plamenjace na poledini lista

(Friskop i sar. 2009)

Steta uzrokovana plamenja¢om zavisi od nacina infekcije, koja moze biti:
A. Primarna

B. Sekundarna

A. Primarna infekcija

Svaka biljka obolela od primarne zaraze ima znacajno smanjen prinos, dok
sekundarna zaraza uglavhom nema bitniji znacaj za proizvodnju suncokreta
(A¢imovi¢ 1998; Albourie i sar. 1998). Uzroc¢nici pojave primarne infekcije su
zaraZzeno seme suncokreta ili vijabilne oospore gljive u zemljistu tj. zaraZeno
zemljiSte. Oospore dospevaju u zemljiSte sa zaraZenim Zetvenim ostacima
suncokreta (A¢imovi¢ 1998). U prisustvu slobodne vode oospora klija i formira se
sporangija, koja se diferencira i oslobada zoospore. Zoospore potom dolaze u
kontakt sa tkivom domacina.

Prvi simptomi bolesti su uocljivi na kotiledonim listi¢cima i prvim pravim
listovima. LiS¢e zaraZenih biljaka je deformisano, naborano, zadebljalo, hloroti¢no
ili sa mozai¢nim zelenim i hloroti¢cnim povrSinama. Na nali¢ju zaraZenih listova,
oko glavnog nerva i peteljke, obrazuje se gusta bela navlaka sastavljena od micelija

konidiofora i konidija gljive koja se kasnije Siri duZ bo¢ne nervature.

10
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Biljke kearakteriSe nizak rast (patuljasti fenotip) i skraene internodije.
Stablo zarazenih biljaka je krto, glave stoje uspravno, sitnije su i manje u odnosu na
zdrave. Glave su sterilne ili se na njima se formira veoma malo semena (Jasnic i
MaSirevi¢ 2006). S obzirom na to da je infekcija zahvata i glavu suncokreta, seme
¢e takode biti zaraZeno, ¢ime se stvaraju uslovi za Sirenjem plamenjace putem
semena (A¢imovi¢ 1998). Raspadanjem tkiva korena obolelih bijaka oslobadaju se
oospore i dospevaju u zemljiSte (Jasni¢ i MaSirevi¢ 2006). Dormantne spore gljive
P. halstedii mogu ostati vijabilne u zemljiStu 8-10 godina, zbog Cega je sa zarazenog

zemljiSta veoma tesko iskoreniti bolest (EPPO/CABI 1997).

B. Sekundarna infekcija

Ukoliko su uslovi povoljni, gljiva se razmnoZava i aseksualnom sporulacijom
(Albourie i sar. 1998). Letnjie konidije (zoosporangije) se mogu uociti kao pege
koje su na nalicju lista poligonalnog oblika sa karakteristic(nom belom navlakom,
dok se na licu opaza hloroza (Joci¢ i sar. 2009). Spore oslobadene sa zarazZenih
biljaka suncokreta izazivaju sekundarnu zarazu. Lokalne lezije na listovima se
mogu pojaviti kao posledica infekcije inokulumom koji se prenosi vetrom (Spring i
Zipper 2000). Iako po pravilu sekundarna zaraza ne utiCe znacajno na prinos

suncokreta (A¢imovi¢ 1998), u povoljnim uslovima ona moZe postati sistemicna.

3.1.6. Mere prevencije i suzbijanja plamenjace

Mere borbe protiv plamenjaCe se mogu podeliti na agrotehnicke, hemijske
mere i gajenje otpornih hibrida.

U agrotehnicke mere spadaju: koriS¢enje zdravog semena za setvu koje je
tretirano fungicidima protiv plamenjace, poStovanje plodoreda, odnosno
izbegavanje gajenja suncokreta 4-5 godina na istoj parceli, uklanjanje samoniklih
biljaka sa parcela, setva u optimalnom roku (izbegavanje kasne setve) kao i duboko

oranje parcele na kojoj je bio suncokret (Joci¢ i sar. 2009).

11
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U hemijske mere spadaju tretiranje semena fungicidima i tretiranje biljaka
fungicidima u pocetnim fazama razvoja (do 3-4 para listova). Najefikasnija
hemijska mera je nanoSenje preparata na bazi metalaksila na seme suncokreta. Na
taj naCin se obezbeduje zastita u doba ostvarivanja primarne zaraze, tj. u pocetnim
fazama razvoja suncokreta (Joci¢ i sar. 2009). Pored metalaksila, postoji niz
hemijskih preparata za tretiranje suncokreta nakon nicanja. Ipak, upotreba
fungicida u ovoj fazi donosi i dodatne troskove, te se postavlja pitanje ekonomske
opravdanosti. OteZavajuc¢i faktor je i pojava novih rasa P. halstedii otpornih na
metalaksil. Rase otporne na metalaksil su se prvo pojavile u Francuskoj, kao
posledica intenzivne upotrebe fungicida tokom Sest godina (Albourie i sar. 1998;
Molinero-Ruiz i sar. 2005; Spring i sar. 2006). Upravo iz ovog razloga, stvaranje
hibrida suncokreta otpornih na plamenjacu postaje imperativ u selekciji.

[zvori otpornosti traZeni su medu divljim vrstama roda Helianthus, a
ukrStanjem sorte VNIIMK 8931 sa H. tuberosus dobijene su prve biljke otporne
prema P. halstedii. Kao rezultat ovih ukrStanja stvorena je prva sorta otporna na
plamenjacu, Progres (A¢imovi¢ 1998). Od tada do danas identifiovan je velik broj
gena otpornosti i stvoren je veliki broj linija i hibrida otpornih na razliCite rase

prouzrokivaca plamenjace (Tabela 2).

3.2. OTPORNOST SUNCOKRETA NA PLAMENJACU

3.2.1. Genetska osnova otpornosti suncokreta na plamenjacu

Genetska otpornost suncokreta na plamenjacu moZe se podeliti u dve kategorije:

A. Kvantitativna otpornost, kontrolisana minor genima (eng. quantitative
trait loci, QTL),

B. Kvalitativna ili monogenska otpornost, kontrolisana pojedina¢nim PI

genima.

12
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A. Kvantitativna otpornost (syn. opSta, delimicna ili horizontalna otpornost)

Kao i kod volovoda (Perez-Vich i sar. 2004), i u slucaju plamenjace uoceno
je postojanje otpornosti suncokreta koja je kontrolisana minor genima ili QTL-
ovima (Vear i sar. 2008). Biljke koje pokazuju ovaj vid odbrane i dalje mogu biti
zaraZene patogenom, ali je intenzitet napada bolesti znac¢ajno smanjen a simptomi
su manje prisutni nego kod osetljivih biljaka (Mauch-Mani 2002).

Rachid Al-Chaarani i sar. (2002) identifikovali su Cetiri kvantitativna lokusa
za otpornost prema plamenjaci koji objasnjavaju 54,9% od ukupne fenotipske
varijanse. Tri najveca lokusa nadena su na LG1, 9 i 17 (eng. linkage group, grupa
vezanosti). Prema Vear i sar. (2008) dva najznacajnija lokusa se nalaze na LG10 i
LG8, i za njihovo utvrdivanje su predlozili mikrosatelitske markere ORS613 i
ORS389.

Dugotrajna otpornost mogla bi se posti¢i kombinovanjem kvalitativne

otpornosti sa dominantnim P/ genima.

B. Kvalitativna otpornost

Do danas je identifikovano 23 PI gena (Pl;-1s, Plv, Plw, Plx-z, Mw, Mx and Plarg), a
za 11 je utvrdena lokacija na genetickoj mapi suncokreta (Tabela 2) (Joci¢ i sar.
2012). Pl; daje otpornost samo na jednu rasu patogena (Vranceanu i Stoenescu
1970), dok drugi PI geni obezbeduju otpornost na vise rasa (Vranceanu i sar. 1981;
Sackston 1990; Miller 1992).

Vranceanu i Stoenescu (1970) prvi su dosli do zakljucka da otpornost
suncokreta na plamenjacu kontroliSu dominantni geni, koje su nazvali PI geni, i
predlozili da otpornost koju oni daju prati model "gen-za-gen" po hipotezi Flor
(1955). Tipic¢an odnos "gen-za-gen" podrazumeva da za svaki gen koji uslovljava
otpornost domacina postoji specifican gen patogenosti kod parazita. Smatralo se
da su PI geni nezavisni, ali nakon mapiranja Pl;, Plzi Pls (Mouzeyar i sar. 1995;
Roeckel-Drevet i sar. 1996; Vear i sar. 1997) na LG1 Cartisol RFLP mape

(Gentzbittel i sar. 1995), ova teorija je dovedena u pitanje.

13
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Eukariotski organizmi cCesto sadrze genske familije koje nastaju
duplikacijom jednog gena. Poznato je da od ukupnog broja gena koji se otkriju
tokom sekvenciranja, c¢ak 50% pokazaju veliku slicnost sa prethodno
identifikovanim ortolozima i paralozima poznate funkcije (Pierce 2010). Kada su u
pitanju geni otpornosi na plamenjacu kod suncokreta, geneticke studije na
razdvajaju¢im populacijama su ukazale na kompleksnost PI lokusa i blisku
povezanost pojedinih gena otpornosti. Pl;, Pl Pls, Pl7 i Pl;s su mapirani na LG8
(Bert i sar. 2001; Bouzidi i sar. 2002; Gentzbittel i sar. 1998; Mouzeyar i sar. 1995;
Roeckel-Drevet i sar. 1996; Vear i sar. 1997; Radwan i sar. 2008; Slabaugh i sar.
2003; de Romano i sar. 2010); PIsi Pls su mapirani na LG13 (Bert i sar. 2001;
Radwan i sar. 2004), dok su Plarg, Pli3, Pli4 i Pl;s mapirani na LG1 (Bachlava i sar.
2011; Dufdle i sar. 2004; Mulpuri i sar. 2009; Liu i sar. 2012). Poreklo pojedina¢nih
gena unutar klastera je razlicito, a verovatno i njihova struktura (Vear 2010). Na
primer, u istom klasteru nalaze se Pls (iz H. annuus) i Pl; (iz H.praecox) (Miller i
Gulya 1991), i oba gena daju otpornost na rasu 710 ali ne Stite od rase 304. Na
LG13 se nalazi PIs (iz H. tuberosus) koji je grupisan sa Plg (iz H. argophyllus), s tim
da Plg pruza otpornost prema svim do sada identifikovanim rasama plamenjace, a
Plsje osetljiv na americki izolat rase 330 (Bertisar. 2001).

Otpornost koja se dobija unoSenjem dominantnih gena u linije suncokreta
efikasna je do pojave novog virulentnijeg patotipa. U Francuskoj su geni Pl; i Pl
koji pruzaju otpornost prema rasi 100, bili efikasni u suzbijanju plamenjace u
periodu od 1978. do 1988., kada dolazi do pojave novih rasa koje prevazilaze te
gene. Rase 7101 703 su se pojavile 1988. 1 1989. (Lafon i sar. 2000), a otpornost na
te rase daju geni Pls i Pl;. Ova otpornost je prevazidena 2000. godine rasom 304
(Tourvieille de Labrouhe i sar. 2000). Tokom osam narednih godina, u Francuskoj
je identifikovano joS$ Sest novih rasa (307, 314, 334, 704, 707, 714). Godine 2009.
rasa 374 je pronadena u SAD, ¢ime je Pls postao nedovoljan i na ovoj teritoriji
(Gulya i sar. 2011). Plg i Plarg su geni za koje joS uvek nisu identifikovane rase koje
ih prevazilaze (Gulya 2007; Gulya i sar. 2011). Oba gena su u gajeni suncokret

unesSena iz vrste Helianthus agrophyllus.
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3.2.2. Molekularni aspekt otpornosti suncokreta na plamenjacu i

reakcija hipersenzitivnosti

Prema Mouzeyar i sar. (1994), postoje dva tipa otpornosti suncokreta na P.
halstedii:

A. tip I kod kojeg se P. halstedii uo¢ava samo na korenu klijanaca;

B. tip II, kod kojeg P. halstedii raste kroz hipokotil i blaga sporulacija se
moZe uocCiti na kotiledonima. Fenomen koji se zapaza kod otpornosti tipa II,
Sackston (1990) naziva infekcijom limitiranom na kotiledonima (eng. cotyledon
limited infection, CLI), dok je Radwan i sar. nazivaju reakcijom hipersenzitivnosti
kod hipokotila (eng. hypersensitive response in the hypocotyls, HR).

Mouzeyar i sar. 1993 su pokazali da se pod mikroskopom i u slucaju
otpornih i u slucaju neotponih genotipova moze uociti infekcija tokom pocetnih
faza razvoja kotiledona. Medutim, pet dana nakon infekcije korena, kod otpornih
genotipova se pojavljuje reakcija hipersenzitivnosti i u vecini slu¢ajeva parazit ne
uspeva da inficira listove (Mouzeyar i sar., 1993, 1994). Radwan i sar. (2005)
pokazuju da je otpornost koja se javlja kod biljaka sa genom Plg povezana sa
mehanizmom hipersenzitivnosti. Zahvaljuju¢i HR, infekcija se zaustavlja u blizini
mesta prodiranja micelije, dok kod osetljivih dolazi do kolonizacije korena
hipokotila i tkiva kotiledona. Kada je tkivo napadnuto, aktivira se kaskada reakcija
i otpocinje niz povezanih intracelularnih procesa - povecava se unos kiseonika u
¢eliju, raste produkcija azot monoksida (NO) i nivo reaktivnih kiseoni¢nih vrsta
(eng. reactive oxygen species, ROS), dovodeci do "oksidativne eksplozije" (eng.
oxidative burst). Prema Herbette i sar. (2003), enzim glutation peroksidaza
ukljucen je u reakciju hipersenzitivnosti, dok Radwan i sar. (2005) smatraju da je
reakcija hipersenzitivnosti povezana sa aktivacijom gena slicnog hsr203], koji je
odgovoran i za hipersenzitivnu reakciju kod duvana. Aktivacija ovog gena je
uoCena u zarazenim tkivima, narocito kod biljaka kod kojih infekcija nije uzela
mabha, tj. zaustavljena je na nivou hipokotila.

Reakcija hipersenzitivnosti podrazumeva da u domacinu postoje geni

otpornosti, takozvani ,R“ geni, koji omogucavaju biljci da prepozna produkte Avr-
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gena patogena, pokrene signalnu transdukciju i aktivira odbrambene mehanizme
(Hammond-Kosac i Parker 2003, prema Radwan i sar. 2004). Prema njihovim
strukturnim osobinama, ,R“ geni se mogu svrstati u pet grupa. Najveca grupa gena
je ona Cije proteinske produkte karakteriSe prisustvo leucinom bogatog ponovka,
tj. LRR motiva. Gotovo dve trec¢ine R gena kodiraju NBS-LRR proteine, koji se
sastoje od terminalnog amino domena, nukleotid vezuju¢eg domena (NBS), i
leucinom bogatog ponovka (LRR). NBS-LRR proteini direktno ili indirektno
prepoznaju avirulentni faktor patogena, potom pokrecu kaskadu signala i
aktiviraju brz odbramben odgovor domacina koji se ¢esto manifestuje kao reakcija
hipersenzitivnosti ili programirana ¢elijska smrt (Dangl i Jones 2001; Hulbert i sar.
2001). Na osnovu razlike u u N-strukturalnom domenu, ovi proteini se dele u dve
superfamilije: TIR- i non-TIR-NBS-LRR. Do sada je identifikovano i sekvencirano na
stotine NBS-LRR kodirajucih gena, ali kod njihov tac¢an broj i rasprostranjenost u
genomu suncokreta nije poznat (Radwan i sar. 2008). Kako genom suncokreta nije
sekvencioniran, jedina dostupna metoda za pronalaZzenje NBS-LRR kodirajucih
gena je uz pomo¢ degenerativnih prajmera. Zahvaljujuci konzerviranosti strukture
i slicnosti u sekvenci koja karakteriSe ovu grupa gena, moguce je identifikovati
kandidat gene za otpornosti (eng. resistance gene candidates, RGCs) (Michelmore
2003; Radwan i sar. 2008). Identifikovani RGC sluze kao polazna tacka za
identifikaciju i izolaciju R gena, koji su od esencijalne vaZnosti za odbranu
organizma od patogena.

Otpornost tipa Il je mehanizam za koji se zna da se javlja kod suncokreta sa
genima PIs (Bert i sar. 2001), Pls (Radwan i sar. 2005) i Pl;4 (Radwan i sar. 2011).
Prema Vear i sar. (2003), otpornost tipa II uocena je i kod linije RHA 419, koji je
nosilac gena Plarg, a prema Hulke i sar.(2010) isti mehanizam uocen je i kod linije

RHA 464, koja takode ima gen Plarg.
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3.3. UPOTREBA MOLEKULARNIH METODA U SELEKCIJI SUNCOKRETA
NA BOLESTI

3.3.1. Geneticke mape suncokreta

Genomi svih komercijalno vaznih biljaka, pa tako i suncokreta, ispitivani su
uz pomo¢ molekularnih markera. Prednost molekularnih u odnosu na morfoloske
markere jeste njihova nezavisnost od faktora spoljasnje sredine, ¢ime se smanjuje
verovatnoca da ¢e doci do greske prilikom ocenjivanja.

Geneticke mape predstavljaju redosled i lokaciju genetickih jedinica u
okviru jedne grupe vezanih markera. Osnovna informacija za konstruisanje mapa
je utvrdivanje procenta rekombinacije izmedu posmatranih markera. Markeri
mogu biti geni Cije se fenotipsko rekombinovanje prati iz generacije u generaciju,
klase proteina ili sami DNK fragmenti koji su blisko vezani sa genom C(ije
nasledivanje i lokacija na hromozomu istrazuje (Obreht i sar. 2008).

Prve geneticke mape suncokreta napravljene su upotrebom RFLP (eng.
restriction fragment length polymorphism) markera. Berry i sar. (1995)
konstruisali su RFLP mapu suncokreta uz pomo¢ 269 RFLP markera, koji su bili
mapirani na 20 grupa vezanosti. Za konstrukciju geneticke mape Gentzbittel i sar.
(1995) su koristili sedam razlicitih populacija i pratili su cetiri morfoloska markera
kao i 18 lokusa gena koji su prethodno identifikovani. Njihovo istraZivanje
pokazalo je da ¢ak 30% markera ima duplikaciju, tj. detektovane su po dve kopije
na istoj LG.

lako su RFLP veoma informativni markeri koji daju ponovljive rezultate
visokog kvaliteta, danas se malo koriste jer njihova upotreba ukljucuje
radioaktivno obeleZene probe, a metoda zahteva veliku kolicinu DNK i
hibridizaciju DNK sa probama na membranama, zbog cega je procedura veoma
zahtevna i dugotrajna. Prelazak na markere koji se baziraju na upotrebi PCR
aparata znacajno je olakSalo molekularna istrazivanja. Danas je dostupan niz "PCR-
based" markera, a izbor markera zavisi prevashodno od cilja istrazivanja ali i od

finansijskih ogranicenja (Hu 2010).
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Mikrosateliti ili SSR (eng.simple sequence repeats) su kratke ponovljive
sekvence, koje su ravnomerno i frekventno rasporedene unutar eukariotskih
genoma. Sastoje od nizova Cija osnovna jedinica ponavljanja sadrZi jedan do pet
nukleotidnih motiva (Tautz i Renz 1984, prema Agarwal i sar. 2008). Svaki lokus
moZe da obuhvati nekoliko stotina alela koji se razlikuju jedan od drugog prema
duzini (tj. broju ponovaka) i/ili sekvenci. Razlike u duZini sekvence posledica su
“proklizavanja” polimeraze tokom replikacije, jer priroda repetitivne sekvence
omogucava skracivanje i produzavanje alela dodavanjem odnosno oduzimanjem
ponovljivog motiva (Agarwal i sar. 2008). Usled postojanja polimorfizma, u PCR
aparatu se umnozavaju fragmenti razli¢itih duZina koji se detektuju na agaroznim i
poliakrilamidnim gelovima, kao i uz pomo¢ kapilarne -elektroforeze. Zbog
jednostavnosti metode i niske cene, SSR su zamenili RFLP markere u svim
oblastima istrazivanja, ukljucuju¢i genotipizaciju, konzervaciju germplazme i
zaStitu vrsta, evaluaciju genetske Cistoce inbred linija suncokreta u semenskoj
proizvodnji, ispitivanje diverziteta vrsta, QTL analize i marker asistiranu selekciju
(Hu 2010).

Broj mikrosatelita varira medu vrstama i podvrstama. Zbog visoke stope
mutabilnosti koja ih karakteriSe, oni se ubrajaju u markere sa najviSim nivoom
polimorfnosti koji se moZe izraziti kao PIC vrednost (eng.polimorfic information
content). Osim visoke stope polimorfnosti i velike zastupljenosti u genomu,
prednost mikrosatelita je i njihovo kodominantno nasledivanje i visoka
reproducibilnost, a veoma cesto su i hromozom specifi¢ni. Ne zahtevaju specijalnu
opremu S$to ih ¢ini dostupnim i onim laboratorijama koje nemaju opremu za
sofisticirane analize (Paniego i sar. 2002).

Objavljivanje SSR mape suncokreta jedno je od najznacajnijih dostignucéa u
molekularnoj biologiji suncokreta. Prva SSR mapa (Dehmer i Friedt 1998)
konstruisana je na osnovu rezultata mapirajuce populacije koja je ubrajala 94 RIL
(eng. recombinant inbred line, rekombinantna inbred linija) dobijenih iz ukrStanja
dve javne linije, RHA 280 i RHA 801. Danas se za konsenzus mape suncokreta
smatraju SSR mape koje su razvili Tang i sar. (2002) i Yu i sar. (2003) (Hahn i
Wiechkhorst 2010). Geneticka mapa Yu i sar. (2003) konstrusisana je uz pomoc¢ 2

040 SSR markera svrstanih u 17 grupa, sa prosetnom gustinom od 3,1 cM po
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lokusu. Markeri su ujednaceno distriburani po celom genomu. Ova geneticka mapa
je polazna taCka za mapiranje mnogih agronomski vaznih gena.

Sa pojavom novih molekularnih tehnika poceo je razvoj SNP markera
(eng.single nucleotide polymorphism). SNP marker se baziraju na razlikama u DNK
sekvenci na nivou jednog nukleotida, i predstavljaju najucestaliji vid genetske
varijacije. Teoretski, SNP markeri bi trebali da imaju cetiri alelne varjante, ali
prakti¢no iskustvo ukazuje da se uglavnom javaljaju svega dva alela. U poredenju
sa drugim multialelnim markerima, kao Sto su npr. RFLP ili SSR, SNP su manje
informativni. Medutim, ovaj nedostatak se nadoknaduje time S$to su znatno
frekfentniji, tj. karakteriSe ih vec¢a gustina (eng. marker density) unutar genoma.
Kada su u pitanju SNP marker kod suncokreta, primeceno je da se oni javljaju ceSce
nego kod drugih biljnih genoma, kod kojih je 1 SNP uocen na svakih 100 -300 bp
(Hu i sar. 2010). Zahvaljujudi pre svega ,high throughput“ metodama, poslednjih
nekoliko godina poceo je razvoj novih SNP mapa suncokreta. Koriste¢i EST bazu
podataka sa preko 67 000 depozitovanih EST sekvenci, Lai i sar. (2005) su in sillico
identifikovali 605 EST sekvenci sa SNP varijacijama. Dizajnirani su prajmeri za 535
lokusa, koji su potom tetsirani na rekombinantnim linijama dobijenim iz ukrStanja
RHA280 x RHA801. Kod 273 lokusa je polimorfizam eksperimantalno potvrden, i
243 lokusa je mapirano na 17 LG suncokreta. Kolkman i sar. (2007) su
resekvencirali alele 81 genetickog lokusa, i identifikovali 1078 SNP (1/45,7 bp) i
178 INDEL markera (1/277 bp) u 49,4 kbp DNA po gentipu.

SNP markeri se sve viSe koriste za ispitivanje genetickog diverziteta
asocijativn mapiranje i marker asistiranu selekciju. Razvijeno je viSe metoda za
detekciju polimorfizma na nivou jednog nukleotida, medutim ove tehnologija su
uglavnom nedostupne istrazivackim grupama i institucijama sa manjim
budZetskim sredstvima (Fusari i sar. 2011). Zahvaljujuéi postojanju guste
geneticke SSR mape, lako¢i upotrebe i ekonomskoj isplativosti, SSR markeri su i
dalje markeri koji se najviSe koriste u primenjenim istraZivanjima kod suncokreta,
i predstavljaju polaznu tacku prilikom mapiranja gena za agronomski vaZna

svojstva.
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3.3.2. Marker asistirana selekcija

0d pojave prve geneticke mape suncokreta (Gentzbitel i sar. 1995), zapocCet
je rad na mapiranju gena za agronomski vaZna svojstva. Geneticke mape pruZzaju
mogucnost da razliCiti istrazivaci, koji koriste istu referentnu mapu, mogu da
uporede svoje rezultate, $to je znacajna karakteristika.

Marker asistirana selekcija (MAS) je indirektna selekcija na neko svojstvo,
gde se kao merilo koriste molekularni markeri. Markeri mogu biti sami geni, ili pak
DNK fragmenti koji su blisko vezani sa genom Cija se lokacija istrazuje. Pored
molekularnih markera koji su vezani za gen od interesa, nove tehnologije
omogucile su razvoj takozvanih funkcionalnih markera, koji se dizajniraju za
konkretnu sekvencu gena koja je odgovorna za pojavu odredenog fenotipa
(Andersen i Lubberstedt, 2003). Imaju¢i u vidu da genom suncokreta nije
sekvenciran, za ovu biljnu vrstu postoji malo broj funkcionalnih markera i za MAS
selekciju se mahom koriste drugi tipovi markera.

Molekularni markeri su u oplemenjivackim programima nasli Siroku
primenu i koriste za:

e izbor roditeljskih komponenti za ukrstanje;

e povecanje efikasnosti povratnih ukrstanja;

e selekciju na osnovu veze marker-svojstvo;

¢ identifikaciju genotipova sa retkim, vaznim svojstvima;
e detekciju gena poreklom iz drugih vrsta;

e zastitu autorskih pravaidr.

Marker asistirana selekcija se primenjuje u kombinaciji sa konvencionalnim
metodama oplemenjivanja. Da bi se markeri koristili u marker asistiranoj selekciji,
potrebno je da se ispuni nekoliko preduslova. Prvo, porebno je da postoje
geneticke mape velike gustine, tj. da postoji relativno velik broj markera poznate
lokacija na relativno malim intervalima u celom genomu. Zatim, treba definisati
gen za koji se pretpostavlja da reguliSe osobinu od interesa i testirati statisticki

odnos izmedu markera i osobine koja se prati. Kada se utvrdi da je marker u
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neposrednoj blizini poZeljnog gena, moguc je sledeci korak - MAS poZeljne osobine
(Pankovic i sar. 2004b).

Markeri se koriste i u povratnim ukrstanjima prvenstveno kao dijagnosticka
"alatka" kojom se utvrduje prisustvo odredenog alela, a mogu se koristiti i za
identifikaciju individua sa najmanjim procentom nepoZeljnog genoma (tj. genoma
roditelja koji je donor gena otpornosti, ali nema adruge gronomski poZeljne
osobine). Prilikom ukrstanja gajenog suncokreta sa divljim srodnicima, zajedno sa
Zeljenim genom/genima, u genom recipijenta unosi se niz neZeljenih osobina, t;.
gena. Tako ¢e, na primer, prilikom interspecies hibridizacije, pored otpornosti na
bolesti potomstvo imati i niz nepoZeljnih karakteristika poput bo¢nog grananja,
malog precnika glave, sitnog semena i dr. Zbog toga je potrebno izvesti povratna
ukrstanja F; interspecies hibrida sa gajenim suncokretom (Skori¢ i sar. 2006). S
druge strane, prilikom povratnih ukr$tanja sa gajenim suncokretom gube se i
poZeljni geni, te je zbog toga u svakom koraku potrebno analizirati potomstvo

(Atlagic¢ i sar. 2003), pri cemu se mogu koristiti molekularni markeri.

3.3.3. Mapiranje Pl gena

Otpornost na plamenjacu je jedna od prvih osobina suncokreta koja je
mapirana. Vranceanu i Stoenescu (1970) su opisali prvi gen otpornosti na
plamenjacu (Pl;), a potom su Mouzeyar i sar. (1995) koristec¢i se analizom grupnih
uzoraka koji se razdvajaju za odredeno svojstvo (eng. bulked segregant analysis,
BSA) (Michelmore 1991) ovaj gen mapirali na LG1 CARTISOL geneticke map
(Gentzbittel i sar. 1995). Mouzeyar i sar. (1995) su identifikovali dva polimorfna
RFLP markera SUN17 i SUN124 udaljena 5,6 cM i 7,1 cM od gena PI;. Roeckel-
Drevet i sar. (1996) i Vear i sar. (1997) su uz pomo¢ BSA mapirali Pls i PI; na F»
potomstvu iz ukrstanja H52 x HA335 (Pls) i GH x PAC2 (PI;). Oba gena su pokazala
vezanost sa istim RFLP markerima kao i PI;. Vear i sar. (1997) su, izucavajuci
razdvajanje u F3 i F4 generaciji iz ukrStanja HA335 (Pls) x H52, nakon infekcije sa
pet razlicitih rasa plamenjace (100, 300, 700, 703, 710) dosli do zakljucka da se

lokus Pls sastoji iz najmanje dva dela, od kojih jedan daje otpornost na rasu 100 i
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300, a drugi na rase 700, 703 i 710. Ovo je prvi rezultat koji je pokazao da Pls nije
jedan nezavisan gen koji daje otpornost prema velikom broju rasa plamenjace, ve¢
kompleksan lokus, tj. grupa gena, od kojih svaki pojedinacan gen daje otpornost na
specifi¢nu rasu plamenjace.

TrazZec¢i markere vezane za Plz, Brahm i sar. (2000) su identifikovali devet
RAPD (eng. random amplified polymorphic DNA) i dva AFLP (eng. amplified
fragment length polymorphism) markera. NajbliZze markeri OPAA14750,
OPAC20831 i E35M48-3 mapirani na udaljenosti od 2 cM od PI; lokusa. Svi markeri
su bili u fazi spajanja, a identifikovani su i markeri koji su bili u fazi razdvajanja, te
su njihovim kombinovanjem mogle detektovati i heterozigotni genotipovi. Markeri
razvijeni za PI; lokus su ujedno bili korisni i za utvrdivanje prisustva gena Pls, jer
su ova dva gena deo kompleksnog lokusa(Vear i sar. 1997; Brahm i sar. 2000).

Gentzbittel i sar. (1998) krenuli su sa polaziSta kandidat gena (eng.
resistance gene cadidat, RGC, syn. resistance gene analogue, RGA) i kreirali su
degenerativne prajmere koriste¢i konzervirane sekvence NBS domena gena N za
otpornost duvana na viruse (Whitham i sar. 1994) i gena L6 za otpornost lana na
rdu (Lawrence i sar. 1995). Posle kloniranja i sekvenciranja, RGA (NBS-R3), koji
pripada TIR-NBS-LRR grupi gena, mapiran je u 3 populacije suncokreta na LG1
CARTISOL mape (Gentzbittel i sar. 1995).

Gedil i sar. (2001) su razvili CAPS (eng. cleaved amplified polymorphic site)
marker za Ha-4W?2 na LG 8, koji je bio vezan ali nije u potpunosti kosegregirao sa
genom Pl;. Slabaugh i sar. (2003) su potvrdili postojanje multigenske familije
HaRGC1 iz klase TIR-NBS-LRR u PI;-Pl;-Pls regionu. Region je ispitan uz pomoc¢
[FLP markera (eng. intron fragment length polymorphism). Dvadeset i Cetiri
HaRGC1s su mapirana na LG8 u tri razlicite populacije, a tri SSR markera (ORS166,
ORS299, ORS1043) su pronadena da kosegregiraju sa klasterom gena. Bouzidi i
sar. (2002) su, koriste¢i punu sekvencu HA-NBS3, dizajnirali specifi¢cne prajmere
koji su potom testirali uz pomo¢ BSA metode. Trineast dominantnih STS (eng.
sequence tagged site) markera su mapirani na 3 cM oko Pls lokusa. Svih 13 STS
markera su pokazali homologiju sa TIR-NBS-LRR subklasom RGA. Pankovi¢ i sar.
(2007) su tri specificna prajmera HAP1, HAP2 i HAP3, koja su razvili Bouzidi i sar.
(2002), testirali na NIL populaciji [HA26 S x NIL HA26 R (Pls)]. Fragment HAP3/S1
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(slican fragmentu Ha-NBS 125 iz studije Bouzidi i sar. 2002) je jedini koji je uocen i
kod otporne i kod osetljive linije. Od ovog RGA su razvijena dva kodominanta CAPS
markera, koja su u potpunosti kosegregirala sa Pl genom koji daje otpornost na
rasu 730.

Druga grupa Pl gena identifikovana je na LG13 SSR geneticke mape
suncokreta (Yu i sar. 2003). Istrazivanje Bert i sar. (2001) na F2 potomstvu iz
ukrstanja XRQ (PI5) x PSC8 (PI;) pokazalo je da je Pls vezan sa deset AFLP, dva
RFLP markera i lokusom za restauraciju fertilnosti RfI. Dva RFLP markera i Rf1
gen su prethodno mapirana na LG6 CARTISOL geneticke mape, koja je identi¢na sa
LG13 SSR geneticke mape. U test-ukrStanju XRQ (Pl5) x Ha338 (PI7) razdavanje je
ukazalo na postojanje dva nezavisna gena, od kojih svaki daje otpornost na rase
100, 710, 703, dok u ukrstanju XRQ (PI5) x RHA340 (Pls) razdavajanje nije uoceno.
Razlog ovome moZe biti bliska vezanost gena PIs i Plg. Radwan i sar. (2003)
potvrdili su lokaciju gena Pls na LG6 RFLP mapi Gentzbittela i sar. (1995), na kojoj
je mapiran i gen Plg. Ipak, Plsi Plg nisu identiCni ve¢ pojedinacni dominantni geni

koji pruzaju otpornost prema razliCitim rasama (Bert i sar. 2001).
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Tabela 2. Uporedni pregled rasa plamenjace, izvora gena otpornosti i njihove pozicije (Jocic¢ i sar. 2012).
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R IR |R |[R |R |[R |[R |[R |[S [S [s |s |s |s |s |[R|S |S |RHA274 Ply | ? ? 23%]‘35“’“ 1990; Molinero-Ruiz i sar.
R |R |R |R |R |R |R|R|R|S |R|R|R|R |R |R |R |S |HARS Plz | ? LG1 xglrpg&losar' 2009; Bertero de Romano
R R [? [R |2 [R 2?2 |2 R [s [2 [R 2 |2 [R |2 |2 |R |29004 Pls | ? LG1 | Bachalavaisar.2011
R R R ? ? R R ? R R ? R R ? R ? R R RNID Plis ? LG8 Bertero de Romano i sar. 2010
R R R ? R R S ? R R R R R R R ? ? S DM4 Ply ? ? Molinero-Ruiz i sar. 2003
Dussle i sar. 2004; Wieckhorst i sar.
- 2 ]
R |[R [R |R|R|R|R|R |R|R |R |R|R |R |R |R |R |R |RHA419 Plarg | 7 LG1 | 5010; Imerovski i sar. 2011
R |[R [R |R|R|R|R|R|R|S |R|R|R|S |R |S |R |R |HAR4 PJ”A' ? LG1 | Liuisar.2010
R:
R R |R [? [R[s |[s |[s [R [R[R[R |[R R[S |s |s |s |prm17 pI? ? ? Vear 2010
R [R R |R |[R|R |[R |[R |R |R [R[R |[R |[R |R |R |R [s |8031 pI? ? ? Vear 2010
R [R R [? [R IR [R |2 [R|R[R [R R |[?2 [R |2 |2 |[R |qpPr1 pI? ? ? Vear 2010
R [R R [?2 [R|IR[R [?2 [R|S [R|R[R |[R [S |[R [?2 [?2 |aqup1 pI? ? ? Vear 2010
R R [R [?2 [s [s [s |[s [R R [R [s [s |s [s [2 |2 [2 |pm-3 pI? ? ? Vear 2010

R -otporan; S - osetljiv; LG - grupa vezanosti na genetickoj mapi; ? - nepoznato;
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Nedavno su i na LG1 mapirani PI geni. Mulpuri i sar. (2009) su mapirali Pl;3
u F2 populaciji dobijenoj iz ukrstanja otporne linije HA-R5 sa osetljivom linijom HA
821. Uz pomo¢ BSA metode identifikovano je 213 polimorfnih prajmera koji su se
razlikovali izmedu sme$e otpornih i sme$e osetljivih uzoraka. Sest markera sa LG1
(ORS 965-1, ORS965-2, ORS959, ORS371, ORS605, ORS716) je bilo povezano sa
otpornim fenotipom. ORS965 pokazao se kao marker sa LG1 najbliZe vezan za Pl;3.
Bachlava i sar. (2011) su u liniji HA-R4 mapirali gen Pli4 u distalnom regionu LG1,
dok su Liu i sar. (2012) u istoj liniji identifikovali gen Plss, i mapirali ga u donjem
delu LG1 na SSR mapi suncokreta. Kolokacija markera HT636 sa genom Pl;31i sa
Plis kao i sa RGC-ovima iz tog regiona, ukazuje na mogu¢nost da ova dva gena

pripadaju klasteru RGC (Liu i sar. 2012).

3.3.4. Gen Plyyy

Plarg je poreklom iz divljeg srodnika suncokreta H. argophyllus , akcesija
1575 (PI 468651). Ukrstanjem divljeg suncokreta sa linijjom cmsHA89 dobijena je
linija ARG1575-2 (Seiler i sar. 1991), iz koje su potom razvijene druge otporne
linije uklju¢uju¢i RHA 419, RHA 464 i RHA 443.

Slika 3. Izvor gena otpornosti, H. argophyllus iz kolekcije Instiuta za

ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad (fotografija S. Terzic)
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Gen uneSen iz H. argophyllus nezavisan je od drugih Pl gena i genskih
klastera. Miller i sar. (2002) prijavljuju da je otpornost u liniji RHA 419
monogenska i da se nasleduje dominantno, i Stiti od prevalentnih rasa P.halstedii u
Americi. Vear i sar. (2003) su ispitivali razdvajanje u potomstvu koja su dobijane u
ukrstanjima linije RHA 419 (Plarg) sa linijama HA 335 (Pls), HA 338 (Pl7), RHA 340
(Pls), YDQ (PIs), XRQ (PI5), kao i potomstva iz ukrStanja linije RHA 419 (Plarg) sa
osetljivom linijom. Ova studija pokazala je da RHA 419 ima nov gen ili genski
klaster koji je nezavisan od genetskih faktora identifikovanih na LG8 i LG13.

Molekularna ispitivanja potvrdila su da se Play nalazi na drugoj LG od
ostalih Pl gena. Dufle i sar. (2004) mapirali su ovaj gen otpornosti na LG1 koristeci
populaciju koju je ¢inilo 126 F; individa iz ukrStanja cmsHA342 x Argl575-2
(Plarg). 1dentifikovano je dvanaest blisko vezanih SSR markera u okruzujucoj regiji
gena Plarg.

Wieckhorst i sar. (2010) su potvrdili poziciju gena Plsrg na LG1 i saturisali
region blisko vezanim markerima ORS509, HT244 i HT446. Identifikovani su i
dodatni kosegregiju¢i SSR i SNP markeri (ORS716, HT211 i HT722), kao i tri
kosegregirajuca kandidat gena iz klase NBS-LRR. Utvrdeno je da se Plarg nalazi u
gornjem delu LG1 (Dufdle i sar. 2004; Wieckhorst i sar. 2010), za razliku od gena
Pl;3i Pli4koji su mapirani u donjem delu LG1 (Mulpuri i sar. 2009).

Istrazivanja Dufile i sar. (2004) i Wieckhorst i sar. (2010) postavila su
osnove za dalja molekularna istraZivanja, utvrdivanje veze markera i gena u

razlic¢itim linijama kao i upotrebu markera za MAS.
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4. RADNA HIPOTEZA

Polaze¢i od Cinjenice da je gen otpornosti za koji se trazi blisko
vezani molekularni marker poreklom iz divljeg srodinka (H. argophyllus), ocekuje
se da ¢e region LG1 gde je gen lociran biti visoko polimorfan na molekularnom
nivou, te da ¢e taj polimorfizam uspeSno moc¢i da se detektuje uz pomo¢ SSR
markera. Polazi se od pretpostavke da ¢e saturacijom ovog segmenta geneticke
mape suncokreta SSR markerima biti moguce identifikovati markere koji su u
neposrednoj blizini gena otpornosti i kosegregiraju sa njim. PoSto ¢e se u
istraZivanju koristiti mikrosatelitski markeri koji su po svojoj prirodi
kodominantni, oc¢ekuje se da ¢e markeri moc¢i da razlikuju homozigotno otporne
genotipove od heterozigotnih. Pored toga, pretpostavlja se da Ce razvijeni marker
moci da se koristi za genotipizaciju na agarozi. Nadalje, polazi se od hipoteze da ¢e
markeri biti stabilni u razli¢itim ukrS$tanjima (tj. u razli¢itim genotipovima

suncokreta), i da ¢e moci da se koriste za marker asistiranu selekciju.
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5. MATERIJAL I METOD RADA

5.1. BILJNI MATERIJAL

5.1.1. Materijal koriS¢en za mapirajucu populaciju

Kao roditeljske komponente za razvoj mapirajuc¢e populacije koris¢ene su
inbred linije RHA 419 i RHA-N-49.

RHA 419 je linija u F¢ generaciji koja je dobijena pedigre metodom od F4
potomstva iz ukr$tanja RHA 373 /ARG 1575-2. Ova linija je homozigotno otporna
na rase plamenjace 300, 700, 730 i 770 (Miller i sar. 2002), kao i na sve poznate
rase plamenjace.

Linija RHA-N-49 je stabilna inbred linija restorer tipa, stvoren na Institutu
za ratartvo i povrtarstvo, Novi Sad. RHA-N-49 je dobijena iz ukr$tanja RHA-ANN-
65 x RHA-SEL. Odlikuje se dobrim kombinacionim sposobnostima za prinos

semena i sadrZaj ulja, ali je osetljiva na sve rase plamenjace (Tabela 3).

5.1.2. Materijal za validaciju markera

Pored linije RHA 419, u ispitivanje su bila ukljuene dodatne 22 linije sa
genom Plurg - RHA 443 i RHA 464 (poreklom iz USDA, Fargo, Severna Dakota), kao i
dvadeset inbred linija, RH 1-20, stvorenih na Institutu za ratarstvo i povrtarstvo.
Kako bi se utvrdilo da li postoji veza izmedu markera vezanih za Plarg i drugih gena
sa LG1, za testiranje markera su koriSc¢ene i linije HA-R4 (Pli4 i Plis) i HA-R5 (Pl13)
(Tabela 3).

RHA 443 je Fe.7 restorer sa genom Plarg tolerantan na herbicide iz grupe
imidazolin, dobijen iz ukrstanja RHA426/RHA419//RHA377/AS4379 (Miller i sar.
2006).
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RHA 464 je Fez
RHA418/RHA 419/3/RHA 801//RHA 365/PI 413047 (Hulke i sar. 2010).

restorer nastao pedigre metodom iz ukrStanja

Linije RH 1-20 su Fi4 restoreri otporni na plamenjacu, koji su dobijeni

klasi¢cnom selekcijom pomoc¢u pedigre metoda iz ukrStanja RHA 419/RHA 583.

Tabela 3. Poreklo i namena linija otpornih na plamenjacu

Linija Pl geni Namena Reference
RHA 419 Plarg Otporan roditelj u Miller i sar. 2002
mapirajucoj populaciji

RHA 443 Plarg Validacija markera Miller i sar. 2006
RHA 464 Plarg Validacija markera Hulke i sar. 2010
RH 1-20 Plarg Validacija markera NS genotipovi
HA-R4 Ply4, Plis Validacija markera Gulya 1985
HA-R5 Pli3 Validacija markera Gulya 1985

HA-R4 vodi poreklo od argentske linije Saenz Pena 74-1-2, koja ima slozen

pedigre i nastala je od ruskih i rumunskih sorti kao i divljih jednogodiSnjih i

viSegodi$njih vrsta suncokreta ukljucujuéi H. petiolaris, H. angustifolius i H.

maximiliani. Otporna je na rase plamenjace koje prevazilaze Pls gen (Gulya i sar.
2011; Liu i sar. 2012). Bachlava i sar. (2011) su na liniji HA-R4 mapirali Pl;4, a Liu i
sar. (2012) gen Pljs.

HA-RS5 je linija razvijena iz argentinske sorte Guaiacan iz INTA. Ova linija je

otporna na rase plamenjace 100, 300, 310, 330, 700, 710, 730, 770, ali je osetljiva

na rase 731, 307 i 703. Koristi se kao diferencijalna linija za odredivanje rasnog

sastava plamenjace u SAD (Gulya i sar. 1998.). Ova linija je nosilac gena Pl;3

(Mulpuri i sar. 2009).
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5.1.3. Materijal za povratna ukrstanja

Devetnaest elitnih komercijalnih inbred linija suncokreta razli¢itih osobina,

namena i porekla izabrano je iz kolekcije Odeljenja za uljane kulture, Instituta za

ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad radi konverzije u formu otpornu na plamenjacu

sa genomPlarg.

Tabela 4. Osnovne karakteristike odabranih inbred linija suncokreta ostetljivih na

plamenjacu u koje je unoSen gen otpornosti Plarg

Linija Karakteristike

1. RHA-N-49 Restorer linija otporna na rasu E volovoda.

2. PC-GR-252 Restorer linija otporna na rasu E volovoda.

3. RHA-UK Restorer linija otporna na rasu E volovoda.

4. RHA-M-72 Restorer linija.

5. RHA-ANN-65 Ultra rana restorer linija.

6. RHA-SP Restorer linija otporna na rasu E volovoda.

7. SU-RF-49 Restorer linija otporna na rasu E volovoda, tolerantna na
tribenuron metil.

8. SU-RF-252 Restorer linija otporna na rasu E volovoda, tolerantna na
tribenuron metil

9. Ha-26-OR Linija majke (B analog) otporna na rasu E volovoda

10.BT-VL-17 Linija majke (B analog) otporna na plamenjacu (poseduje

11. HA-26-OL-SOL

12. NIMI-RF-27
13. NIMI-RF-UK

14. NIMI-RF-65

15. NIMI-RF-SES

gen Pls).

Linija majke (B analog) otporna na plamenjacu (poseduje
gen Plg), ima visok sadrzaj oleinske kiseline u ulju (>80%).
Visokooleinska restorer linija otporna na imidazoline.
Restorer linija tolerantna na imidazoline, otporna na rasu E
volovoda

Ultra rana restorer linija tolerantna na herbicide iz grupe
imidazolinona

Ultra kasna restorer linija tolerantna na herbicide iz grupe

30



Materijal i metod rada

imidazolinona

16. NIMI-RF-72 Rana restorer linija tolerantna na herbicide iz grupe
imidazolinona

17.NIMI-RF-168 Restorer linija tolerantna na herbicide iz grupe
imidazolinona

18. NIMI-RF-49 Restorer linija tolerantna na herbicide iz grupe
imidazolinona

19. NIMI-RF-92 Restorer linija tolerantna na herbicide iz grupe

imidazolinona

Svaka pojedinacna linija se odlikuje oderdenim agronomski znacajnim
osobinama (Tabela 4), a sve ih karateriSu dobre opsSte i posebne kombinacione
sposobnosti za prinos semena i ulje, visoka tolerantnost na bioticki stres, tj. na
bolesti kao S$to su crna pegavost koju prouzrokuje Phoma oleracea var. helianthi-
tuberosi Sacc., mrka pegavosti lista i stabla koju prouzrokuje Alternaria zinniae
Pape), mrkocrna pegavost koju prouzrokuje Alternaria leucanthemi Tub. et Nish.,
crna trulez stabla koju prouzrokuje Phytophthora drechsleri Tucker i bela trulez

koju prouzrokuje Sclerotinia sclerotiorum Lib. de Bary.
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5.2. RAZVO] MAPIRAJUCE POPULACIJE

Mapirajuca populacija dobijena je ukrStanjem inbred linija RHA 419 i RHA-
N-49 (Slika 4). Od ukupno 103 biljke iz F> populacije, 83 biljke su proizvele

dovoljnu koli€inu semena za razvoj F3i Fa.

P ﬁ *
RHA M9 RHA-N49

| x

F1 i"A"
® .
1 103
*
E |
ﬁ &
1 83
A I
11 112 || 81 83.12
Fa| R g
111 1121 83.1.1. 83.12.10.
1110 11210 83.1.10. 83.12.101

Legenda: x =ukrstanje; Q= samooplodnja; * = broj F; biljaka koje su dale dovoljno semena za razvoj

F3 i F4 familija

Slika 4. Razvoj mapirajuce populacije

32



Materijal i metod rada

Pojedinac¢na biljka inbred linije RHA-N-49 koja je koriS¢ena kao majCinska
komponenta je u pocetnom ukrs$tanju ru¢no emaskulirana u ranim jutarnjim
Casovima, pre otvaranja antera. Na nju je naneSen polen sa samooplodne linije RHA
419. Dobijeni F; hibrid je stavljen u uslove samooplodnje, radi dobijanja F;
generacije. Daljom samooplodnjom i primenom pedigre metoda selekcije ("glava
na red") dobijeno je 83 familije u F3 i Figeneraciji, koje su potom koriS¢ene za
fitopatoloSku ocenu. Za svaku F; biljku, testirano je izmedu 5 i 10 F4 familija, svaka
od po 30 biljaka. Ukupno je testirano 9960 pojedinacnih F4 biljaka, na osnovu cijeg

fenotipa je determinisan genotip F; biljaka.

5.3. FITOPATOLOSKA OCENA

Za fenotipsku ocenu otpornosti na plamenjacu je koris¢en laboratorijski test
prema Rahim i sar. (2002). Linije sa genom Pl (RHA 419, RHA 443 i RHA 464) i
osetljivi roditelj iz mapiraju¢e populacije (RHA-N-49) testirane su sa dve rase
plamenjace: rasom 730 i smeSom rasa koja prevazilazi gen Pls.

F4 potomstvo iz ukrStanja RHA 419 x RHA-N-49 testirano je rasom 730.
Klijanci sa vidljivim korenskim dla¢icama su inokulisani u suspenziji zoosporangija
P. Halstedii (Slika 5). Nakon toga, biljke su gajene u klima komori 8-14 dana u
mesSavini peska i perlita (3:2 v/v), pod kontrolisanim uslovima na temperaturi od
18 + 2°C. U plitkim plasti¢nim posudama sejana su Cetiri reda, od kojih je u jednom
redu bila na plamenjacu osetljiva kontrola L1. Inbred linija L1 se odlikuje
odsustvom bilo kojih gena otponosti na plamenjacu. Posle pojave prvog para
listova, posude su prekrivane providnim plasticnim poklopcem kako bi se u
periodu od 48h ocuvala visoka relativna vlaZnost vazduha i time podstakla

sporulacija.
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Slika 5. Klijanci u suspenziji spora (a) i u mesavini perlita i peska (b)

Imaju¢i u vidu da literaturni podaci ukazuju na moguénost neuspele
infekcije kao i pojave otpornosti tipa Il kod linija sa genom Plarg (Vear i sar. 2003),
fitopatoloSka ocena radena je na F4 familijama koje su razvijene od odgovarajucih
F; biljaka. Kada je sporulacija bila jasno vidljiva na kotiledonima i prvom paru
listova, biljka je bila ocenjena kao osetljiva, dok su biljke bez znakova sporulacije ili
sa sporulacijom slabog intenziteta ocenjene kao otporne. Biljke sa sumnjivim
fenotipom su ponovo testirane i ocenjene.

Odnosi razdvajanja uocCeni prilikom fenotipskog ocenjivanja su testirani x2
testom, pod pretpostavkom da je odnos razdvajanja kod F4 familija u slucaju

dominantnog svojstva 1:2:1.

5.4. EKSTRAKCIJA GENOMSKE DNK

Grupni uzorak uzet je od 10 F1 biljaka, a pojedinacni uzorci lista su uzeti od
103 F; biljke i ¢uvani su na -70°C do izolacije DNK. Ekstrakcija DNK uradena je po
modifikovanoj CTAB metodi (Permingeat i sar. 1998). Priblizno 700 pg lista
usitnjeno je u te¢nom azotu. Usitnjeno tkivo lista pomesano je sa 1ml CTAB
ekstrakcionog pufera (500 mmol/L Tris pH7.5; 200 mM EDTA; 3 M NaCl; CTAB
1%; glukoza) i inkubirano na 60°C u trajanju od 60 minuta, uz povremeno mesanje.
Nakon $to je dodato 700 ul hloroforma, smeSa je meSana do stvaranja emulzije i

centrifugirana 30 min na 10000 rpm. Supernatant je prenet u nove epruvete,
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dodato je 560 pl hladnog izopropanola, a potom je sadrZaj epruveta meSan
inverzijom 1-2 min na sobnoj temperaturi. Nakon precipitacije od 30 min na -20°C,
epruvete su centrifugirane na 10000 rpm tokom 30 min. Supernatant je potom
odliven, talog je rastvoren u 200ul TE pufera, a potom je DNK precipitirana sa 20 pl
3 M natrijum acetata i 400 pl ledenog etanola. Nakon precipitacije od 45 min na -
20°C, DNK je centrifugirana 20 min na 10000 rmp, a potom je odliven supernatant.
Talog je prosuSen na sobnoj temperaturi 15 min i rastvoren u 120 pl TE pufera (10
mM Tris; 0.1 mM EDTA pH 8.0).

Cisto¢a izolovane DNK utvrden je spektrofotometrijski iz odnosa A260/280

dok je koncentracija DNK izracunata na osnovu A260. DNK svih uzoraka

razblaZena je do radne koncentracije od 10 ng/pl.

5.5. USLOVI PCR REAKCIJE

Genomska DNK amplifikovana je u PCR aparatu pomocu izabranih

mikrosatelita. PCR reakcija prikazana je u Tabeli 5.

Tabela 5. Komponente PCR smeSe

Komponente Pocetna Konacna Zapremina jedne
koncentracija koncentracija reakcije

Pufer 10x 1x 1,5 ul

dNTPs 10 mM 0,2 uM 0,30 ul

MgCl; 25 mM 3 mM 1,8 ul

Prajmer (f+r) 10 pmol/ul 0,3 uM 0,45 ul

Taq polimeraza  5U/pl 1,50 0,15 pl

BSA 2 ug/ul 2,5ug 0,75 ul

DNK 20ng/ul 40 ng 2l

Voda - - 8,05 ul

=15ul
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Za preliminarno istrazivanje koriS¢en je "touchdown" program kao kod
Dimitrijevic i sar. (2010), dok je za dalje istrazivanja koriS¢en program prikazan u
Tabeli 6. Pre mapiranja gena, uslovi PCR programa optimizovani su tako Sto su
varirane temperature vezivanja prajmera i testirane su polimeraze razlicite
preciznosti. Optimalni uslovi reakcije, odabrani na osnovu veli¢ine i jasnoce traka
na elektroforegramu kao i odsustva nespecifi¢cnih fragmenata, prikazani su u

Tabeli 6.

Tabela 6. PCR program

Korak Temperatura Trajanje Broj
(min) ciklusa
1. Pocetna denaturacija 95 °C 2 1
2. Denaturacija 95 °C 0,30 1
3. Vezivanje 63 °C 0,30 1
4. Elongacija 72°C 1 1
5. Ponovi korake 2-4 29
6. Finalna elongacija 72°C 10 1

PCR produkti su razdvojeni na 3% agaroznim gelovima, a kao pufer je
koriS¢en 1xTBE. Gelovi su obojeni etidijum bromidom kocentracije 10 mg/ml i
fragmenti su vizualizovani uz pomo¢ kamere BIO-Print system (Vilber Lourmat,
Marne la Velee, France). Veli¢ina fragmenata ocenjena je pomoc¢u programa BIO-

CAPT V.97 (Vilber Lourmat).

5.6. MOLEKULARNE ANALIZE POLULACIJE RHA 419 x RHA-N-49

Na osnovu literaturnih podataka izabrano je dvanaest SSR markera sa LG1
geneticke mape suncokreta koji okruzuju gen Plary (Dufile i sar. 2004; Wieckhorst i
sar. 2010) (Tabela 7). Izabrani markeri su preliminarno testirani na roditeljskim

linijama (RHA 419 i RHA-N-49), grupnom F; uzorku i pet nasumicno izabranih F;
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uzorka. Na osnovu tih rezultata, markeri ORS543, ORS662, ORS716 i ORS675 su

izabrani za dalju analizu mapirajuce populacije.

Tabela 7. Sekvence SSR markera koris¢enih u preliminarnom istraZivanju

Marker Sekvence forward prajmera Sekvence reverse prajmera
(5-3) (5°-3)
ORS1128 GGCGATAATAGATGCGACACTC TCTGTGCCATACCACTTTATTCG
ORS509 CAACGAAAAGACAGAATCGAAA CCGGGAATTTTACAAGGTGA
ORS710 TGGAAAGTGAATGGTGATATGG CCCACAACCACAACCTACAA
ORS371 CACACCACCAAACATCAACC GGTGCCTTCTCTTCCTTGTG
ORS675 CGGCTAAGAGAAAGGGAGAGA CGTCGCTGAACCAACAGTTAT
ORS610 AGGAAGCGAAACGAGGAAGT TTGTGACCTTCTCCCTGCTC
ORS543  CCAAGTTTCAGTTACAATCCATGA GGTCATTAGGAGTTTGGGATCA
ORS1039 AGAAATGCTCTTTGAGGAGATG TGTCAACTTCCTTTCTTCATCTTT
ORS1182 TCTTCTGATTGTAAGCGGTGTTC TGTCATGTTCTCTACCGAGCTTT
ORS662  CCTTTACAAACGAAGCACAATTC CGGGTTGGATATGGAGTCAA
ORS053  GCTGGCAATTTCTGATACACGAT CATCTAGACAACGACAGAAGATG
ORS716  CCCCACAACCCATAGCCTAA GAACTAACCGCCATCCAAGA

Marker ORS543, koji je lociran u proksimalnom regionu LG1 (Yu i sar.

2003), odabran je zato Sto je pokazao jasan polimorfizam izmedu testiranih
uzoraka. Markeri ORS662 i ORS716 su u preliminarnom skriningu bili polimorfni
izmedu ispitivanih uzoraka, a u istrazivanjima Dufile i sar. (2004) i Wieckhorst i
sar. (2010) su se pokazali kao markeri najbliZe vezani za gen od interesa. ORS675
je marker koji nije koriS¢en u istraZivanjima drugih autora, ali se u preliminarnom
istrazivanju pokazao kao polimorfan izmedu ispitivanih uzoraka. Ovaj marker je na
referentnoj genetickoj mapi suncokreta mapiran u istom lokusu sa ORS662 i
ORS716, te je izabran jer se poSlo od pretpostavke da se nalazi u neposrednoj

blizini gena Plarg.
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5.7. STATISTICKA OBRADA PODATAKA MAPIRAJUCE POPULACIJE

Za sve testirane lokuse uraden je x2 test, kako bi se utvrdilo odstupanje od
teorijski ocekivanog razdvajanja za kodominantne (1:2:1) i dominantne (3:1)
markere.

Geneticka mapa je konstruisana za F; populaciju iz ukrStanja RHA 419 x
RHA-N-49 uz pomo¢ programa Joinmap Version 4.1 (Van Ooijen 2006) sa LOD
vrednos¢u od 4.0. Za prevodenje frekvencije rekombinacija izmedu markera u
udaljenost na mapi koriS¢ena je mapirajuca funkcija Kosambi (1944).

Polimorfnost svakog prajmera procenjena je na osnovu PIC vrednosti
(Smith i sar. 1997). Na osnovu molekularnih profila 44 linije suncokreta,
napravljena je binarna matrica gde je sa "0" ocenjeno odsustvo a sa "1" prisustvo
alelne forme svakog od markera. Uz pomo¢ UPGMA metode (eng. un-weighted pair
group arithmetic mean method) napravljen je klaster u programu STATISTICA 10
(StatSoft, 2011).

5.8. POTVRDA MARKERA

Kako bi se potvrdila veza izmedu markera i gena, kosegregiraju¢i markeri
ORS662, ORS716 i ORS675 testirani su na linijjama RHA 443, RHA 464 i RH 1-20
koje imaju gen Plarg ali imaju razlicite genetske osnove (eng. genetic background).

Pored razli¢itih otpornih linija sa genom Play, u istraZivanje su bile
ukljuCene i linije HA-R4 i HA-RS5, koje prema literaturnim podacima (Mulpuri i sar.
2009; Bachlava i sar. 2011; Liu i sar. 2011) na LG1 imaju druge PI gene (Pli4

odnosno Pl;3).

38



Materijal i metod rada

5.9. MARKER-ASISTIRANO POVRATNO UKRSTANJE

Gen otoprnosti PlsgunoSen je u devetnaest elitnih komercijalnih inbred
linija suncokreta Instituta za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad. Pre ukrstanja, sve
linije su testirane markerima ORS662, ORS716 i ORS662 kako bi se utvrdili njihovi
haplotipovi.

Kao izvori otpornosti gena Play koriS¢ene su linije RHA 419 i RHA 443.
Linija RHA 419 je ukrsStena sa linijama RHA-N-49, PC-GR-252, RHA-UK, RHA-M-72,
RHA-ANN-65, RHA-SP, SU-RF-49, SU-RF-252, HA-26-OR, BT-VL-17 i HA-26-OL-
SOL. Linija RHA 443 je ukrStena sa NIMI-RF-27, NIMI-RF-UK, NIMI-RF-65, NIMI-
RF-SES, NIMI-RF-72, NIMI-RF-168, NIMI-RF-49 i NIMI-RF-92.

Svaka BC populacija sastojala se od 24 biljke, kako je opisano u Joci¢ (2002).
Prilikom ukrStanja, potomstvo je testirano jednim od dva kodminantna markera
(ORS716 ili ORS662). S obzirom na to da ova dva markera pripadaju istom lokusu i
daju istu ocenu otpornosti, izbor markera za konkretno ukrs$tanje zavisio je od
razlike u duzini alela otpornog i neotpornog roditelja. Radi lakSeg i preciznijeg
oCitavanja, biran je onaj marker kod kojeg je alelna razlika izmedu otpornog i
neotpornog genotipa bila ve¢a i samim tim lakSe uocljiva.

Sve biljke iz povratnog ukrsStanja ocenjene su odgovaraju¢im markerom, a

otporno potomstvo je koriS¢eno za dalja povratna ukrstanja.
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6. REZULTATI

6.1. FITOPATOLOSKA OCENA

Laboratorijskim testom je ocenjena je otpornost linija RHA 419, RHA 443,
RHA 464 i RHA-N-49 na rasu patogena 730 kao i na smeSu rasa koja prevazilazi
gen Pls. Linija RHA-N-49, koja je koriS¢ena kao osetljivi roditelj u mapirajucoj
populaciji, pokazala se kao 100% osetljiva i na rasu 730 i na smeSu rasa patogena.
Na kotiledonim listovima i prvom pravom paru listova uocena je sporulacija i
klijanci su se slabije razvijali (Slika 6a). Kod linije RHA 419, koja je bila donor
otpornosti u mapirajucoj populaciji, kao i kod linija RHA 443 i RHA 464, sporulacija
nije uocena, tj. ovi genotipovi su bili 100% otporni na rasu 730 kao i na smeS$u rasa

prouzrokivaca plamenjace (Slika 6b).

Slika 6. Izgled obolelog kotiledona sa uocljivom sporulacijom (a) i zdravog

kotiledona suncokreta (b)
Od ukupno 83 testirane F4 familije, koje su razvijene od odgovarajucih F»

biljaka iz ukrStanja RHA 419 x RHA-N-49, 20 je bilo homozigotno otpornih, kod 39

familija je uo¢eno razdavajanje na osetljive i otporne tj. bile su heterozigotne, a 24
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su bile homozigotno osetljive. Rezultat x2 testa je pokazao da je odnos razdvajanje
homozigotno otpornih, heterozigotno otpornih i homozigotno osetljivih F4 familija
bio 1:2:1 (x2 = 0.71; P=0.70), Sto odgovara dominantnom modelu nasledivanja
monogenskog svojstva (Hadzivukovi¢ 1973).

Otpornost tipa II, koju karakteriSe prisustvo atipi¢ne sporulacije niskog
intenziteta koja ne prelazi u sistemi¢nu infekciju (Mouzeyar i sar. 1994) nije
uocena kod otpornog roditelja RHA 419, kao ni kod linija RHA 443 i RHA 464. Kod
manjeg broja testiranih biljaka u fitopatoloskom testu je primeceno prisustvo slabe
sporulacije koja nije uticala na razvoj kotiledona. Takve biljke su ponovo testirane i
pokazale su se kao otporne. Otpornost tipa Il kao generalni mehanizam odbrane

otpornih biljaka sa genom Plarg nije uoCena.

6.2. PRELIMINARNO MOLEKULARNO ISTRAZIVANJE

6.2.1. Optimizacija PCR uslova

Dvanaest prajmera je testirano u preliminarnom istraZivanju na
"touchdown" PCR programu prema Dimitrijevi¢ i sar. (2010). Kod prajmera
ORS675 i ORS662 neophodno je bilo optimizovati uslove reakcije.

ORS675 je amplifikovao velik broj nespecifi¢nih produkata u rasponu od
250 bp do 1000 bp. Testirane su linije RHA419, RH-N-49 i F; uzorak dobijen
njihovim ukrStanjem, pri ¢emu su nespecificni produkti zapazeni kod sva tri
uzorka. Ispitan je uticaj preciznosti polimeraze i uraden je amplifikacija sa Dream
Taq Polymerase (Fermentas) i True Hot Start Polymerase (Fermentas) (Slika 8).
Utvrdeno je da se upotrebom preciznijih polimeraza ne smanjuje koli¢ina
nespecificnih produkata.

Uticaj samokomplementarnosti prajmera ispitan je tako Sto je u jedan miks
sa matricom dodat samo “forward” prajmer, a u drugi miks samo “reverse”
prajmer. Utvrdeno je da je su nespecificni produkti posledica
autokomplementarnosti reverse prajmera zbog cega su dobijeni produkti

umnozavanjem jednog prajmera (eng. single-primer amplification) (Slika 7).
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Slika 7. Nespecificna amplifikacija dobijena prajmerom ORS675: 1-3 linije RHA
419, RH-N-49 i F; uzorak sa forward i reverse prajmerom i Dream taq
polimerazom; 4-6 linije RHA 419, RHA-N-49 i F1 uzorak sa forward i reverse
prajmerom i Hot strat polimerazom; 7-9 linije RHA 419, RHA-N-49 i F1 uzorak
samo sa forwar prajmerom; 10-12 linije RHA 419, RHA-N-49 i F1 uzorak samo sa

reverse prajmerom. M1-M4: DNK lestvica 50 bp(Fermentas).

Sika 8. Profili linija RHA 419 (1), RHA-N-49 (2) i F; uzorka (3) iz ukrStanja RHA
419 x RHA-N-49 dobijeni uz pomo¢ ORS675 na optimizovanom programu. M: DNK
lestvica 50 bp (Fermentas).

Nespecificna amplifikacija neutralisana je povecanjem temperature
elongacije sa 60 °C na 72 °C (Slika 8), i za mapirajucu populaciju je koriS¢en PCR
program prikazan u Tabeli 6.

Kod prajmera ORS662, nespecifi¢ani fragmenti duzine 620 bp i 298 bp javili
su se kod svih testiranih uzoraka. Prisustvo fragmenta od 298 bp uticalo je na
migraciju specificnih fragmenata (Slika 9a). Kao i u slu¢aju prajmera ORS675, i kod
ORS662 je povecanje temperature elongacije imalo pozitivan efekat i na viSoj

temperaturi nespecifi¢ni fragmenti se nisu umnoZili (Slika 9b).
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Slika 9. Nespecifi¢na amplifikacija uo¢ena kod linije RHA 419 (1), RHA-N-49 (2), F1

uzoraka (3)i F. biljke (4-8) sa prajmerom ORS662 (a) i uticaj povecanja
temperature elongacije (b). M: DNK lestvica 50 bp (Fermentas).

6.2.2. Tetsiranje markera sa LG1

Pre genotipizacije celokupne mapirajuce populacije, molekularne analize su
izvrSene na probnom uzorku koji se sastojao od roditeljskih linija RHA 419 i RHA-
N-49, dva heterozigotna uzoraka iz F; i Cetiri nasumicno izabrana uzorka iz F».
Dvanaest markera je izabrano sa LG1 geneticke mape suncokreta iz regiona u
kojem se nalazi gen otpornosti Plsy. Svi prajmeri sa LG1 bili su polimorfni izmedu

roditeljskih linija RHA 419 i RHA-N-49.
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Slika 10. Profili linija RHA 419 (1) i RHA-N-49 (2), F1 uzoraka (3)i F: biljke (4-8)
biljaka dobijeni markerima ORS610(a), ORS1039 (b) i ORS1128 (c). M1: DNK
lestvica 50 bp; M2: pBR322 (Fermentas).

Upotrebom prajmera ORS610 kod otpornog genotipa dobijen je fragment
duZine 135 bp, dok je kod osetljivog umnoZen fragment duZine 150 bp (Slika 10a).
Uz pomo¢ markera ORS1039 kod RHA419 amplifikovan je fragment duZine 200 bp,
dok je kod RHA-N-49 dobijen produkt od 215 bp (Slika 10b). Marker OR1128
umnoZio je fragment od 251 bp kod osetljivog genotipa i 254 kod otpornog
genotipa (Slika 10c).
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Slika 11. Profili linija RHA 419 (1) i RHA-N-49 (2), F; uzoraka (3)i F2 biljke (4-8)
dobijeni markerom ORS543 (a), ORS509 (b) i ORS1182 (c). M1: DNK lestvica 1kb
(Fermentas); M2: DNK lestvica 50 bp (Fermentas).

Upotrebom prajmera ORS543 kod otporne linije su dobijena dva fragmenta,
duzine 1400 bp i 260 bp. Kod osetljivog genotipa umnoZen je samo jedan fragment
duzine 265 bp (Slika 11a). Uz pomo¢ markera ORS1182 kod otpornog genotipa
dobijena je traka od 165 bp. Kod osetljivog genotipa umnoZen je fragment duZine
175 bp (Slika 11b). Uz pomo¢ markera ORS509 kod otpornog genotipa
amplifikovan je fragment duZine 200 bp, dok je kod neotpornog genotipa RHA-N-
49 umnozen fragment duZzine 195 bp (Slika 11c).
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Slika 12. Profili linija RHA 419 (1) i RHA-N-49 (2), F1 uzoraka (3)i F2 biljke (4-8)
dobijeni markerima ORS710 (a), ORS371 (b), ORS053 (c). M1: DNK lestvica 50bp
(Fermentas); M2: DNK lestvica pBR322 (Fermentas).

ORS710 je umnozio fragment duzine 137 bp kod otporne linije i od 142 bp
kod osetljive linije (Slika 12a). Upotrebom prajmera ORS053 kod otporne linije je
dobijen fragment od 450bp, a kod osetljivog genotipa od 455bp (Slika 12b).
ORS371 umnozio je fragment duzine 267 bp kod RHA419, dok je kod linije RHA-N-
49 detektovan fragment duZzine 270 bp (Slika 12c).
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Slika13. Profili linija RHA 419 (1) i RHA-N-49 (2), F1 uzoraka (3)i F biljke (4-8)
dobijeni markerima ORS662 (a), ORS716 (b) i ORS675 (c). M1: DNK lestvica 50bp

(Fermentas)

Uz pomo¢ markera ORS662 kod otpornog genotipa amplifikovan je
fragment duzine 302 bp, dok je kod neotpornog genotipa RHA-N-49 umnoZen
fragment duzine 310 bp (Slika 13a). ORS716 je umnozZio fragment duzine 303 bp
kod otporne linije, a kod neotporne linije je detektovan fragment duZine 325bp
(Slika 13b). Sa markerom ORS675 kod otpornog genotipa uoc¢eno postojanje nultog
alela, a kod osetljivog genotipa je detektovan fragment od 250 bp (Slika 13c).

Na osnovu profila F; individua, markeri su ocenjeni kao dominantni ili

kodiminantni (Tabela 8).
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Tabela 8. Nacin nasledivanja markera koriS¢enih za preliminarno ispitivanje

Marker Nacin nasledivanja
1. ORS1128 dominantan
2. ORS509 dominantan
3. ORS710 dominantan
4. ORS371 dominantan
5. ORS675 dominantan
6. ORS610 kodominantan
7. ORS543 kodominantan
8. ORS1039 kodominantan
9. ORS1182 kodominantan
10. ORS662 kodominantan
11. ORS053 kodominantan
12. ORS716 kodominantan

6.3. MOLEKULARNE ANALIZE MAPIRAJUCE POPULACIJE RHA 419 x
RHA-N-49. KONSTRUKCIJA GENETICKE MAPE.

Na osnovu poloZaja na genetickoj mapi (Dufile i sar. 2004; Wieckhorst i sar.

2010) i rezultata preliminarnog istrazivanja, cetiri najbliZa markera sa jasno

uocljivim polimorfizmom (ORS543, ORS662, ORS716 i ORS675) su izabrana za

mapiranje gena Plsry na populaciji RHA 419 x RHA-N-49. Mapirajuéa populacija

sastojala se od 103 F; individue.

Markeri ORS543, ORS662 i ORS716 pokazali su razdvajanje 1:2:1, kakvo se

ocekuje za kodominantan marker. Sa markerom ORS675 razdvajanje je bilo 1:3

(Tabela 9). Na osnovu dobijenih rezultata konstruisana je geneticka mapa za

region koji okruzuje Plarg (Slika 14).
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Slika 14. Delimi¢na geneticka mapa LG1 sa Plarg lokusom

Sa markerom ORS543 kod osam uzoraka ocena molekularnim markerom je

odstupala od fitopatoloSke ocene, tj. primeceno je osam rekombinacija. Postojanje

rekombinanta potvrdeno je ponovnim testiranjem F> uzoraka. ORS543 je mapiran

proksimalno od gena Plarg, na udaljenosti od 4,7 cM (Slika 14).

Tabela 9. Razdvajanje molekularnih markera u F, populaciji iz ukrstanja

RHA 419 x RHA-N-49

Ocekivan odnos ZabelezZeno

DNK marker X?
razdvajanja razdvajanje

ORS543 1:2:1 23:57:27 1.17

ORS662 1:2:1 24:52:27 0.18

ORS716 1:2:1 24:52:27 0.18

ORS675 1:3 24:79 0.16

Rezultati dobijeni uz pomo¢ markera ORS716, ORS662 i ORS675 nisu

odstupali od rezultata fitopatoloSkog testa. S obzirom na to da rekombinanti nisu

detektovani, moZe se rec¢i da su ova tri SSR markera kosegregirala sa genom Plgyy.
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6.4. VALIDACIJA MARKERA

Kako bi se potvrdilo da su dobijeni amplifikacioni profili specifi¢ni za gen
Plarg, tri kosegregiraju¢a markera su testirana na linijama RHA 443 i RHA 464
(Slika 15), kao i na linijama RH 1-20. Kod svih testiranih linija uoceni su profli
karakteristicni za liniju suncokreta koja je koris¢ena kao izvor otpornosti u
mapirajucoj populaciji (RHA 419): sa markerom ORS662 umnoZen je fragment od
302bp, sa markerom ORS716 fragment od 303bp, dok je sa ORS675 potvrdeno
prisustvo nultog alela (Slika 16).

Slika 15. Profili linija RHA-N-49 (1), RHA 419 (2), RHA 443 (3), RHA 464 (4), HA-
R4 (5) i HA-R5 (6) sa markerom ORS662; 7-12 profili istih linija sa markerom
ORS716. M1, M2, M3: DNK lestvica 50bp (Fermentas).

Markeri su testirani i na linijama koji na LG1 imaju druge PI gene, gde se
nalazi i gen Play. Kod linije HA-R4, upotrebom prajmera ORS662 umoZen je
fragment velicine 312 bp, sa ORS716 dobijen je fragment od 325 bp, a sa
prajmerom ORS675 fragment od 235 bp. Kod linije HA-R5 sa prajmerom ORS662
uoCen je fragment od 233bp, sa ORS716 fragment od 325bp, dok je ORS675
umnoZio fragment duzine 235 bp. Haplotipovi ovih linija razlikovali su se od

haplotipova linija sa genom Plgyy.
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Slika 16. Profili linija RHA-N-49 (1), RHA 419 (2), RHA 443 (3), RHA 464 (4), HA-
R4 (5) i HA-R5 (6) sa ORS675. M: DNK lestvica 50bp (Fermentas).

6.5. MAS

6.5.1. Testiranje osetljivih linija

Gen otpornosti Play unoSen je u linije suncokreta koje nisu otporne na
plamenjacu, ali se odlikuju drugim poZeljnim agronomskim osobinama. Pre
primene markera za marker asistirana povratna ukrstanja, svi osetljivi genotipovi
su testirani sa ORS662 (Slika 17a), ORS716 (Slika 17b) i ORS675 (Slika 17c), kako
bi se utvrdilo da li je razlika izmedu otpornih i razli¢itih neotpornih alela dovoljno

velika da bi mogla da se detektuje na agaroznim gelovima.
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Slika 17. Profili komercijalnih linija suncokreta (1-19) u koje je unoSen Plary i
otpornih linije RHA 419 (20) i RHA 443 (21) sa prajmerima ORS662 (a), ORS716
(b) i ORS675 (c). M: DNK lestvica 50bp (Fermentas).

Sa prajmerom ORS716 majcinske linije imale su jedinstven profil - kod linija

HA-26-0OR, BT-VL-17 i HA-26-OL-SOL detektovan je alel od 323 bp, dok se kod
restorera javljao profil od 325 bp i 305 bp.
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Tabela 10. Profili linija suncokreta u koje je unoSena otpornost i linija donora

otpornosti
Oznaka na Gen
Linija ORS662 ORS716 ORS675
gelu otpornosti
1 - RHA-N-49 310 325 235
2 - PC-GR-252 310 325 235
3 - RHA-UK 317 325 237
4 - RHA-M-72 317 325 237
5 - RHA-ANN-
310 325 236
65
6 - RHA-SP 310 325 236
7 - SU-RF-49 310 325 236
8 - SU-RF-252 325 325 236
9 - Ha-26-OR 280 323 237
10 - BT-VL-17 280 323 243
11 - HA-26-0OL-
280 323 241
SOL
12 - NIMI-RF-
280 305 243
27
13 - NIMI-RF-
325 325 241
UK
14 - NIMI-RF-
280 305 237
65
15 - NIMI-RF-
280 305 243
SES
16 - NIMI-RF-
325 325 243
72
17 - NIMI-RF-
280 305 243
168
18 - NIMI-RF-
280 305 241
49
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19 - NIMI-RF-
280 305 243
92
21 Plarg RHA 443 302 303 -

Upotrebom drugih prajmera kod majcinskih linija nije dobijen jedinstveni
profil. Restorer linije su imale razli¢ite profile koji se nisu mogli dovesti u
korelaciju sa osobinama koje ih karakteriSu kao Sto su tolerantnost na herbicide ili
otpornost na volovod. DuZina fragmenata dobijena kod osteljivih linija kao i kod
izvora otpornosti (RHA 419 i RHA 443) prikazana je u Tabeli 10.

Markeri su bili visoko polimorfni medu neotpornim linijama. Na osnovu

broja detektovanih alela, za svaki SSR izracunata je PIC vrednost (Tabela 11)

Tabela 11. PIC vrednosti za markere koriS¢ene u MAB

Marker PIC vrednost
ORS662 0,66
ORS716 0,63
ORS675 0,70

6.5.2. Konstrukcija klastera

Na osnovu molekularnih profila 44 koriS¢ene linije dobijenih sa markerima
ORS662, ORS716 i ORS675, napravljen je klaster uz pomo¢ UPGMA metode. Unutar
klastera inbred linije su bile podeljene u dve velike grupe, oznacene sa A i B (Slika
18). U grupu A izdvojile su se sve linije sa genom Plarg dok su sve linije bez gena
Plarg formirale klaster B. Linije su se dodatno grupisale unutar klastera B i
formirale subklaster B1 i B2. U klasteru B1 nalazile su se linije kod kojih je za MAS
pogodniji bio marker ORS716, dok su se u B2 izdvojile linije kod kojih je za marker
asistiranu selekciju bio pogodniji ORS662.
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Slika 18. Grupisanje linija suncokreta na osnovu rezultata dobijenih markerima

ORS662, ORS716 i ORS675
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6.5.3. Upotreba markera u povratnim ukrstanjima

Prilkom marker-asistirane selekcije, genotipizacija uzoraka je radena na
agaroznim gelovima. Kriterijum za izbora prajmera za testiranje potomstva iz
svakog ukrStanja bio je da je razlika izmedu profila otpornog i neotornog genotipa
dovoljno velika kako bi se mogla ocitati. Tako se, zbog vece razlike u duZzini alela,
ORS662 pokazao kao pogodniji za genotipizaciju na agaroznim gelovima BC
potomstva gde su rekurentni roditelji bile linijeHA-26-OR, BT-VL-17, HA-26-OL-
SOL, NIMI-RF-27, NIMI-RF-65, NIMI-RF-SES,NIMI-RF-168, NIMI-RF-49 i NIMI-RF-
92, dok je ORS716 bio pogodniji u slucaju linija SU-RF-252, RHA-N-49, PC-GR-252,
RHA-UK, RHA-M-72, RHA-ANN-65, RHA-SP, SU-RF-49, NIMI-RF-UK, NIMI-RF-72.
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Slika 19. Profili potomstva iz ukrStanja SU-RF-252x RHA 419 (1-14) i HA-26-ORx
RHA 419 (15-23) dobijeni sa markerom ORS662 (a) i ORS716 (b)

U BC populacijama su identifikovani profili koji odgovaraju osetljivom

roditelju i profili koji se ocekuju kod heterozigotnih uzoraka, Sto je ocekivan

rezultat u povratnom ukrstanju (Slika 19).
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7. DISKUSIJA

7.1. OTPORNOST SIROKOG SPEKTRA UNESENA IZ DIVLJIH SRODNIKA

Divlji srodnici se koriste u oplemenjivanju suncokreta kako bi se proSirila
njegova genetska osnova i dobio veci prinos (Singh i Ocampo 1997), povecala
kolicina i kvalitet ulja (Seiler 2007), tolerantnost na bioticki i abioticki stres (Miller
i Seiler 2003), tolerantnost na herbicide (Al-Khatiba i sar. 1998) ili kako bi se dobili
novi izvori muske sterilnosti (Leclercq 1969). Divljie vrste takode predstvljaju
veoma vaZzan izvor gena otpornosti na razlic¢ite bolesti suncokreta (Jan i sar. 2002,
2004a,b; Kuhl i sar. 2001; Ling i sar. 2004). Tako su Or geni, koj daju otpornost
suncokreta na volovod, mahom poreklom iz divljih srodnika suncokreta
(Fernandez-Martinez i sar. 2000) kao i geni otpornosti za rdu (Quresh i sar. 1993).
Divlji srodnici pokazali su se i kao dobar izvor gena otpornost na plamenjacu: Pls
poreklom je iz H. tuberosus (Vranceanui sar. 1981), Pl;iz H. praecox (Miller i Gulya
1991), dok su Plgi Plarg u gajeni suncokret uneseni iz H. argophyllus (Miller i Gulya
1991; Seiler i sar. 1991).

Kao i u slucaju gena za otpornost na volovod, Cest je slucaj da Pl geni
pruZaju otpornost Sirokog spektra, tj. da jedan gen obezbeduje otpornost na veci
broj rasa plamenjacCe. Gen Plag i Plg su jedini za sada opisani Plgeni koji daju
otpornost na sve identifikovane rase plamenjace. Prema Miller i sar. (2002), Plarg
obezbeduje otpornost na americke rase 300, 330, 700, 730 i 770. Nadalje, Vear i
sar. (2003) prijavljuju da je Plarg efikasan i u slucaju francuskih rasa 100, 300, 304,
307, 314, 700, 704, 710 i 714. U ovom radu, otpornost linija RHA 419 (Plarg), RHA
443 (Plarg) i RHA 464 (Plarg) testirana je na rasu 730, koja je dominantna u Srbiji i
koju uspesno kontrolise gen Plg. Pored rase 730, u istraZivanju je koriS¢ena i smesa
rasa prouzrokivaca plamenjace koja prevazilazi gen Pls. Sve testirane linije sa

genom Plary pokazale su se kao potpuno otporne na koriS¢ene rase prouzrokivaca
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plamenjace, Sto je u skladu sa drugim dostupnim rezultatima. Dobijeni rezultat

podupire hipotezu da Pl,y daje otpornost Sirokog spektra.

7.2. GEN ILI GENSKI KLASTER?

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je Plisry pojedinacan
dominantan gen. Razdvajanje F4 familija koje je uoceno pratilo je model 1:2:1. Ovo
je u saglasnosti sa rezultatima Duf3le i sar. (2004) i Wieckhorst i sar. (2010), koji su
takode detektovali jedan dominantan gen. Vear i sar. (2003) su, prilikom
ocenjivanja otpornost potomstva iz test ukrStanja linije RHA 419 sa potpuno
osetljivom linijom, dobili razdvajanje 1R:1S, ¢ime je potvrdeno da je za otpornost
odgovoran jedan dominantan gen. Slicno njima, razdvajanje 128 F individua iz
ukrstanja CmsHA342 x Argl1575-2 u istrazivanju Brahm i sar. (2000) je pratilo
model 3:1, karakteristi¢cno za jedan dominantan gen.

S obzirom na to da Play daje otpornost prema svim do sada poznatim
rasama plamenjace, ukljucujudi i rase otporne na fungicid metalaksil (Miller i sar.
2002), ne moZe se iskljuciti mogucénost da je u pitanju zapravo klaster veoma
blisko vezanih gena, kao Sto se pokazalo u slu¢aju drugih PI gena. Prema Vear i sar.
(1997), gen Pls,za koji se dugo smatralo da je pojedinacan dominantan gen koji
pruZza otporonost na veliki broj rasa plamenjace, nije "jak" gen vec je u pitanju
genski klaster. IzuCavaju¢i razdvajanje u F3 i F4 generaciji nakon infekcije sa pet
razli¢itih rasa plamenjace (100, 300, 700, 703, 710), izveden je zakljucak da se
lokus Pls sastoji iz najmanje dva dela, od kojih jedan daje otpornost na rasu 100 i
300, a drugi na rase 700, 703 i 710. Vear i sar. (2012) sugeriSu da je lokus jo$
kompleksniji nego Sto se inicijalno smatralo, te da u tom klasteru postoje dva Pl»
gena (Plzq i Plzp) od kojih jedan daje otpornost na rase 304 i 314, a drugi na rase
304, 307 i 334. Jedan od dva gena (Plz,) nalazi se u klasteru sa genima PI;i Pls/7, dok
se Plzp nalazi van tog klastera i segregira nezavisno od gena Plz i Pls/7. Slicno njima,
Tourvieille de Labrouhe i sar. (2012) smatraju da je deo klastera odgovoran za
otpornost na rasu 330 (US) jace povezan sa delom Klastera koji daje otpornost na

rase 710 i 703 nego sa delom koji daje otpornost na rasu 304, dok se gen za
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otpornost na rasu 300 nalazi u intermedijarnom poloZaju. Prema Bouzidi i
sar.(2002), Plslokus bi morao da se sastoji iz 11 pojedinacnih gena.

Klaster Pl gena uocen je i na LG13 suncokreta, gde su mapirani Plsi Pls.
Grupisanje gena otornosti na plamenjacu u samostalne klastere je primeceno ne
samo kod suncokreta, ve¢ i kod zelene salate (Michelmore i Meyers 1998). Prema
Bouzidi i sar. (2002), mehanizam delovanja "jakih" gena koji daju otpornost na
veliki broj rasa plamenjace, kao Sto je i Plsrg, moZe se objasniti ili postojanjem
klastera pojedinacnih veoma blisko vezanih gena od kojih svaki daje otpornost na
pojedinacnu rasu plamenjace, ili postojanjem vrste potpune otpornosti koja nije
specifi¢na za rasu (eng. non-race-specific, complete resistance). [ako nasi rezultati,
kao i rezultati drugih autora, pokazuju da je Plary pojedinacan gen, imajuci u vidu
kompleksnu arhitekturu drugih sli¢nih lokusa, potrebno je sprovesti detaljna
molekularna istrazivanja kako bi se iskljucila moguénost da se i u slucaju Plarg ne
radi o grupi gena koji su fizicki veoma blisko vazani. Kako bi se utvrdilo da li je u
pitanju genski klaster, potrebno je razviti vecu populaciju za mapiranje visoke
rezolucije., i saturisati regiona drugim markerima kao Sto su SNP markeri i kao i
markeri razvijeni za RGC na LG1. Dallja molekularna istrazivanja ukljucila bi i
sekvenciranje region u koje se nalazi Pl.y kao i identifikaciju kandidat gena koji

kotroliSe otpornost.
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7.3. OTPORNOST TIPA 11

[zmedu suncokreta i prouzrokivaca plamenjace Plasmopara halstedii postoji
dva tipa reakcije inkompatibilnosti, tj. dva mehanizma otpornosti. Kod otpornosti
tipa I, rast patogena se zaustavlja u ranom stadijumu, dok kod otpornosti tipa II
patogen raste kroz hipokotil i tek tada se javlja reakcija hipersenzitivnosti
(Radwanisar. 2011).

Dosadasnja istraZivanja pokazala su da se u slu¢aju nekih PI gena kod
otpornih biljaka na kotiledonima opaZa sporulacija, ali se ne razvija sistemicna
infekcija, dakle javlja se otpornost II tipa (eng. type 2 resistance, RII). Stoga se
ocenjivanje ne moZe podvesti pod princip "prisustvo spora = neotpornost biljke"
(Vear i sar. 2012). Prema literaturnim podacima, otpornost tipa II uocena je kod
gena Plsi Plg (Bert i sar. 2001; Radwan i sar. 2003) kao i kod gena Pl;4+ (Radwan i
sar. 2011) i Plarg (Vear i sar. 2003). Zbog mogucnosti pojave otpornosti tipa II,
fenotipska ocena je radena i na Fs familijama. Ispitivanje koje se radi na F4
familijama umesto na F; biljkama traje duZe i zahteva viSe testova, ali pruza
mogucénost provere upitne sporulacije i samim tim dobijena ocena je znatno
pouzdanija (Vear i sar. 2012). Prilikom zaraZavanja rasom 730 i smeSom rasa koja
prevazilazi gen Pls, kod otpornih linija RHA 419, RHA 443 i RHA 464 uocena je
potpuna otpornost (otpornost tipa I), bez sporulacije na kotiledonima. Sli¢no tome,
kod potomstva je u vecini slucajeva uocena ili infekcija jakog intenziteta ili potpuna
otpornost. U pojedinim slucajevima unutar familije koja nije pokazivala simptome
kao Sto su jaka sporulacija, prestanak rasta, nekroza i hloroza listova i stabla,
uocena je sporulacija niskog intenziteta koja nije uticala na njihov rast. Takve biljke
su ponovo testirane i pokazale su se kao otporne. Ipak, u naSem radu atipi¢na
sporulacija javljala se pre kao izuzetak nego kao mehanizam otpornosti

karakteristican za gen Plarg.
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7.4. LOKACIJA GENA I BLISKO VEZANI MARKERI. SUPRESOVANA
REKOMBINACIJA U POPULACIJI RHA 419 x RHA-N-49,

Svih dvanaest markera sa LG1 koji su koris¢eni u preliminarnom testu
pokazali su se polimofnim izmedu otporne linije RHA 419 i neotporne linije RHA-
N-49. Konstruisana je geneticka mapa na osnovu 5 lokusa, od kojih su cetiri bila
SSR markeri a jedan fenotipski marker. Identifikovan je novi kosegregirajuci
marker ORS675 i potvrdena kosegregacija markera ORS716 i ORS662 sa genom
Plarg, a $to je u skladu sa rezultatima Dufdle i sar. (2004) i Wieckhorst i sar. (2010).

Ukoliko se uporedi geneticka mapa LG1, koja je u nasem radu konstruisana
na osnovu F; populacije iz ukrStanja RHA 419 x RHA-N-49, sa referentnim
genetickim mapama (Tang i sar. 2002; Yu i sar. 2003), uocava se da je redosled
markera istovetan ali postoje znatna odstupanja u geneti¢koj udaljenosti markera.
Prema referentnoj genetickoj mapi suncokreta, udaljenost izmedu ORS716 i
ORS543 je 22,4 cM i 22,8 cM, u odgovaraju¢em redosledu navodenja, dok su u
naSem radu markeri bili udaljeni 4,75 cM. Ovaj rezultat ukazuje na visoko
supresovanu rekombinaciju u populaciji RHA 419 x RHA-N-49.

Supresovana rekombinacija kao posledica smanjenja homologije medu
hromozomima je uoCena i od strane drugih autora, a Cesto se javlja prilikom
introgresije lokusa za otpornost na bolesti iz divljnih srodnika. Kod jecma je
pokazano da je rekombinacija potisnuta u intervalu od 240 kb oko Mla Kklastera,
introgresovanog iz Hordeum spontaneum, divljeg srodnika H. vulgare (Wei i sar.
1999). Genski klaster Mla ima polozaj ispod telomere hromozoma 5 (1H), slican
poloZaju koji Plasrg zauzima na LG1 suncokreta (Dufile i sar. 2004). Supresovana
rekombinacija uocena je i kod paradajza, u slu¢aju Mi gena za otpornost na
nematode (van Daelen i sar. 1993) i Tm-2a gen za otpornost na viruse (Ganal i sar.
1989). Oba lokusa su poreklom iz divljeg srodnika paradajza, L. peruvianum.
Fenomen supresovane rekombinacije prilikom ukrstanja sa divljim srodnicima je
zabeleZen i kod kukuruza (McMullen i sar. 2009) i pSenice (Gupta i sar. 2006). Kod
suncokreta, u istraZivanju sprovedenom na viSe mapirajucih populacija, Bowers i
sar. (2012) su utvrdili da je rekombinacija najvisSe bila supresovana kada je jedna

roditeljska linija bila ANN1238, koja vodi poreklo od divljeg srodnika suncokreta.
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Supresovana rekombinacija je uocena i u ukrStanjima CmsHA342 x Argl575-2
(Dufdle i sar. 2004), i (cms) HA342 x ARG1575-2 (Wieckhorst i sar. 2010), kod
kojih je otporan roditelj posedovao gen Play Prema misljenu Wieckhorst i sar.
(2010), smanjena stopa verovatno je uzrokovana smanjanjem homologije izmedu
hromozoma gajenog suncokreta i hromozoma sa introgresijom gena Plarg i nije
posledica hromozomske reorganizacije.

Ipak, udaljenost izmedu markera ORS716 i ORS543 koja je u naSem
istraZivanju iznosila 4,75 cM, veca je od 2,4 cM (Dufle i sar. 2004), odnosno 0,3 cM
(Wieckhorst i sar. 2010). Povecana rekombinacija moZe se objasniti smanjenim
udelom introgresovanog genoma u liniji RHA 419 u poredenju sa ARG1575-2,
linijom koris¢enom u istraZivanju Dufile i sar. (2004) i Wieckhorst i sar. (2010).
Veca homologija izmedu hromozoma kod linija RHA 419 i RHA-N-49, rezultovala je
ve¢om rekombinacijom, zbog cCega je udaljenost izmedu markera na genetickoj
mapi bliZa onoj od 22,8 cM mapiranoj na javnoj genetickoj mapi suncokreta. Sve
navedeno moze biti objasnjeno time da, iako introgresije delova genoma iz divljih
srodnika smanjuju rekombinaciju u tom delu genoma primaoca, ipak se
hromozomski blokovi poreklom iz divljih srodnika smanjuju tokom samooplodnje
i ukrStanja u srodstvu (Riesberg i sar. 2000), te se postize vec¢a homoligija, kakav je

uocena izmedu RHA 419 i RHA-N-49.

7.5. VALIDACIJA MARKERA

Klju¢ne komponente potrebne za efikasan sistem za molekularno
oplemenjivanje su identifikacija i karakterizacija odgovaraju¢ih genetickih
markera, i potvrda vezanosti molekularnog markera i osobine od agronomskog
znacaja (Perez-Vich i Berry 2010). Genotipovi razliitog genetskog porekla sa
genom Plarg kao i genotipovi sa drugim PI genima, koris¢eni su u ovom radu kako
bi se utvrdila reproducibilnost markera i potvrdila veza markera ORS716, ORS662
i ORS675 i gena Playg. Cest je slu¢aj da markeri identifikovani na jednoj mapirajucoj
populaciji ne budu polimorfni kada se primene na drugoj populaciju, te je stoga

validacija markera pre njihove upotrebe u marker-asistiranoj selekciji neophodna
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(Perez-Vich i Berry 2010). Validacija markera vezanih za otpornost na bolesti u
razli¢itim genotipovima radena je na suncokretu u slu¢aju markera za gen PI;
(Brahm i sar. 2000) i gena otpornosti na rdu R1 i Reav (Lawson i sar. 1998). Potvrdu
markera na razli¢itim genotipovima su radili i Gupta i sar. (2006) na pSenici, koji
su testirali markere za gen Lr19 na razli¢itim otpornim i osetljivim genotipovima.
Perovic¢ i sar. (2009) ispitali su dijagnosti¢cku vrednost markera Xgwm469-5D za
gen otpornosti na mozaicni virus kod pSenice koriste¢i kolekciju koju je ¢inilo 99
sorti ocenjenih na otpornost prema ovom virusu.Slicno njima, Fesenko i sar.
(2012) wrsili su komparativnu analizu nukleotidne sekvence 12 lokusa na
genotipovima koji su osetljivi i otporni na Fusarium.

Svi genotipovi sa genom Plsy imali su identicne haplotipove - isti
amplifikacioni profil uoCeni su kod linija RHA 443, RHA 464 i RH 1-20, kao kod
linije RHA 419, koja je koriS¢ena kao otporni roditelj u mapirajucoj populaciji.
Genotipizacija gena otpornosti u liniji RHA 419 i RHA 443 je prethodno uradena u
Wieckhorst i sar. (2010), dok su linije RHA 464 i RH 1-20 prvi put koriS¢ene u
ovom istrazivanju. Sve linije su se pokazale kao homozigotno otporne, i stoga se
mogu koristiti kao izvori otpornosti u oplemenjivanju.

Prilikom testiranja markera vezanih za gen Pl,y na linijjama koje na LG1
imaju druge PI gene, haplotipovi linija HA-R4 (P4, Plis) i HA-R5 (Pl;5) znacajno su
se razlikovali od haplotipova linija sa genom Plsry. Ovaj rezultat sugeriSe da se Plarg.
ne nalazi u istom lokusu sa genima Ply4, Plis i Plis, $to je u skaldu sa opaZanjima
drugih autora. Prema Mulupi i sar. (2009), Pl;3 se nalazi proksimalno od ORS 371
dok je Plisrg mapiran distalno u odnosu na taj isti marker. Bachlava i sar. (2011) su
marker RGC203 mapirali 1,6 cM nizvodno od Pl;4+i 48,7 cM od RGC52, NBS-LRR
lokusa koji je vezna za gen Plarg. Sve ovo ukazuje na to da je Plisy nezavisan od
dugih gena mapiranih na LG1. Ipak, kako bi se potvrdilo da su PI geni sa LG1 blisko
vezani geni a ne aleli istog gena, u daljem istraZivanju je neophodno uraditi test

alelnosti.
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7.6. POLIMORFNOST MARKERA SA LG1. KORELACIJA IZMEDU PROFILA
DOBIJENIH MARKERIMA SA LG1 I POREKLA LINIJA.

Molekularni profili ukupno 44 linije dobijeni su pomocu markera ORS716,
ORS662 i ORS675. Markeri sa LG1 pokazali su veliki polimorfizam prilikom
testiranja neotponih komercijalnih linija suncokreta.

Prema Hu (2010) medu elitnim inbred linijama dinukleotidni,
trinukleotidni i cetvoronukleotidni SSR markeri prose¢no detektuju 3,7, 3,6, i 9,5
alela po lokusu u odgovaraju¢em redosledu navodenja, sa PIC vrednostima od 0,53
za dinkleotide, 0,53 za trinukleotide, i 0,83 za tetrenukleotidne ponovke. ORS662,
ORS716 i ORS675 predstavljaju dinukleotidne ponovke, i dobijene PIC vrednosti
od 0,66, 0,63 i 0,70 viSe su od vrednosti 0,53 koja je prose¢na za dinukleotidne
ponovke, dakle predstavljaju visoko informativne markere.

Razli¢iti marker sistemi, kao Sto su RAPD (Vasi¢ i sar. 2003, Igbal i sar.
2008), RFLP (Berry i sar. 1994, Gentzbittel i sar. 1994) i SSR (Dimitrijevi¢ i sar.
2010; Imerovski i sar. 2013; Pankovic i sar. 2004a), koristeni su kod suncokreta za
klaster analizu. KoriStenje UPGMA radi grupisanja genotipova po odredenom
svojstvu uradeno je u radu Pankovi¢ i sar. (2004a), gde je klaster ukazao na
grupisanje restorer linija nezavisno od B fertilnih analoga linija majki, dok je u
radu Imerovski i sar. (2013) klaster pokazao da se linije sa otpornoScu na iste rase
volovoda grupisu po poreklu.

U ovom radu, UPGMA analiza koriStena je kako bi se utvrdilo da li se linije
mogu grupisati po joS nekom svojstvu osim po prisustvu Plary gena. UPGMA analiza
izdvojila je otporne linije u poseban klaster Al, dok su se neotporne linije
razdvojile u dve grupe. Kod linija iz grupe B1 za MAS se kao pogodniji pokazao
ORS716, a kod linija iz grupe B2 marker ORS662. Restoreri se nisu grupisali u
skladu sa drugim zajedi¢kim svojstvima kao Sto su tolerantnost na imidazoline ili
otpornost na volovod, navode¢i na zakljutak da je detektovana polimorfnost

posledica razlika koje nisu bile predmet ovog istrazZivanja.
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7.7.NULTI ALELI U INTERSPECIES UKRSTANJIMA

Vecina SSR markera koja je razvijena na gajenom suncokreta moZe da
amplifikuje i alele srodnika gajenog suncokreta, te su zato ovi markeri nasli
primenu u komparativnom mapiranju u rodu Helianthus (Heesacker i sar. 2008;
Pashley i sar. 2006). Ipak, u naSem istrazivanju blisko vezan marker ORS675 nije
amplifikovao fragment u linijama sa genom Plug, tj. nulti alel je bio prisutan u
linijama RHA 419, RHA 443, RHA 464 i RH 1-20. Nulti alel se verovatno javio usled
varijacije u nukleotidnoj sekvenci u genomskom regionu koji je introgresovan iz
Helianthus argophyllus zajedno sa genom Plars. Varijacija u sekvenci koja okruzuje
mikrosatelitni ponovak sprecila je vezivanje prajmera tokom amplifikacije, Sto je
rezultovalo odsustvom amplifikacionog produkta. Ovaj fenomen je primecen i kod
drugih ukrstanja sa divljim vrstama (Gupta i sar. 2006; Doebley i sar. 2006; Muller
isar.2011).

Marker ORS675, kao marker sa nultim alelom u otpornim genotipovima,
moZe da bude od znacaja za testiranje genetske Cistoc¢e inberd linija. Prilikom
komercijalne proizvodnje roditeljskih linija, velika paZnja se posvecuje
osiguravanju dobijanja maksimalne ¢istocCe linija (Daniel i sar. 2012). Glavni izvor
kontaminacije u baznom semenarstvu je polen sa drugih polja suncokreta, kao i
polen sa samoniklog i divljeg suncokreta. Testiranjem genetske Ccistoce
molekularnim markerima rizik od kontaminacije se znacajno smanjuje. Marker
ORS675, koji amplifikuje samo alel kod osetljivih genotipova, moZe da bude veoma

korisan za detekciju kontaminenata ¢ak i u tragovima u smesi uzoraka.
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7.8. MARKER ASISTIRANA SELEKCIJA. MARKER ASISTIRANO
POVRATNO UKRSTANJE

MAS kao metod je razvijen kako bi se izbegli problemi koji se javljaju
prilikom klasicnog oplemenjivanja usled nesigurne fenotipske ocene. Upotrebom
markera, kriterijum za selekciju postaje genotip umesto fenotipa. Geneticka
konstitucija biljke se moZe utvrditi dok je u stadijumu klijanca, ¢cime se omogucava
ranija selekcija kao i smanjenje velicine populacije tokom selekcije (Varshney i sar.
2005).

U oplemenjivanju suncokreta, MAS se najCeS¢e Kkoristi u povratim
ukrStanjima prilikom introgresije gena. Uz pomo¢ markera, postiZze se veca
efikasnost, smanjuju se troSkovi i vreme potrebno za povratno ukrStanje (Kaya i
sar. 2011)

UnoSenje gena otpornosti u selekcioni materijal je najefikasniji, ekonomski
najisplativiji i u ekoloSkom smislu najsigurniji nacin kontrole bolesti. Molekularni
markeri blisko vezani za gene koji pruzaju otpornost na ekonomski najvaZnije
patogene se koriste za MAS kod ratarskih useve kao Sto su pSenica, pirinac,
kukuruz, soja i Se€erna repa (pregled dat u Francia i sar. (2005) i Varshney i sar.
(2005)). Markeri smanjuju vreme koje je potrebno da se proizvedu komercijalne
sorte ili hibridi i redukuje se rizik od unosa nepozeljanih gena iz divljih vrsta
(Perez-Vich i Berry 2010).

Imajuci u vidu ekonomske Stete do kojih bolesti dovode, kod suncokreta je
unoSenje gena za otpornost na bolesti je jedan od primarnih ciljeva u selekcionim
programima. Do danas su identifikovani markeri za viSe dominantnih gena koji
konotroliSu otpornost na plamenjacu (markeri vezani za gene Pl;, Pl, Pls, Pls/Pls),
rdu (markeri vezeni za gene R; i Raay) i hloroti¢ni virus (Rcmo-1)(Hahn i
Wieckhorst 2010).

Da bi se otpornost unela u elitne komercijalne linije suncokreta, one se
ukrstaju sa donorima otpornosti. Inbred linije koje se koriste kao donorske
odlikuju Cesto se veoma loSim agronomskim svojstvima (Joci¢ i sar. 2009). Zbog
toga se ove donorske linije ne mogu direktno Kkoristiti u oplemenjivackim

programima za stvaranje novih inbred linija, popuacija i hibrida. Iz ovih linija se u
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elitne komercijalne inbred linije metodom povratih ukrStanja unosi Zeljeni gen.
Prilikom klasi¢nog povratnog ukrstanja, moguce su dve vrste greske. Prva greSka
nastaje usled pogresne fenotipske ocene zbog neuspele infekcije. U ovom slucaju,
homozigotno osetljive biljke koje ne pokazu simptome bolesti se kategoriSu kao
otporne biljke i koriste se za dalja ukrstanja. Druga greska se javlja ukoliko dode do
samooplodnje, te se umesto heterozigotno otpornih biljaka za dalja ukrStanja
koriste homozigitno otporne biljke. U ovom slucaju, da bi se dobio ocekivani ishod
potrebno je viSe vremena.

Kodominantni markeri omogucavaju da se prilikom svakog ciklusa
povratnog ukrstanja u potomstvu identifikuju heterozigotno otporne biljke, koje
zadrzavaju otpornost poreklom iz genoma roditelja donora, dok po drugim
osobinama u svakoj generaciji povratnog ukrStanja u sve vecoj meri nalikuju na
roditelja recipijenta. Na kraju povratnog ukrstanja, uz pomo¢ markera je moguce
izdvojiti biljke koje su pouzdano homozigotno otporne. U naSem radu, markeri
ORS716 i ORS675 vezani za gen Play su pokazali kao veoma efikasni prilikom
ocenjivanja otpornosti selekcionog materijala na otpornost na plamenjacu. Markeri
su imali visoku reproducibilnost u viSe razli¢itih genotipova i pokazali su se kao
stabilni u razli¢itim ukrstanjima i veoma pogodnim za MAS. Slicno markeru HAP3
za gen Pls (Pankovi¢ i sar. 2007), koji je niz godina koriS¢en na Institutu za
ratarstvo i povrtarstvo za identifikaciju biljaka otpornih na rasu plamenjace 730
(Joci¢ i sar. 2009, 2010), ORS716 i ORS675 ¢e omoguditi transfer gena Plirg u

komercijalne linije suncokreta.
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7.9. PIRAMIDIZACIJA GENA OTPORNOSTI

Dosadasnja oplemenjivacka praksa pokazuju da sa pojavom novih
virulentnijih rasa prouzrokivaca plamenjaCe postojeéi geni otpornosti postaju
neefikasni (Jocic¢ i sar. 2012). PI geni su rasno specificni i obezbeduju vertikalnu
otpornost, pa je velika verovatnoc¢e da u relativno kratkom veremenskom roku
budu prevazideni novim rasama plamenjace (Joci¢ i sar. 2009). Radi postizanja
dugotrajne i efektivne otponosti, predlaZe se kombinovanje viSe razlicitih Pl gena u
jednoj liniji, tj. njihovu priramidizaciju. Verovatno¢a da ¢e patogen simultano
mutirati u pogledu virulentnosti na 2 ili viSe efektivnih gena otpornosti znacajno je
manja nego u slucaju jednog gena (Singh i sar. 2001).

Piramidizicaja gena se teSko moZe uspeSno izvesti uz pomo¢ klasi¢nih
metoda selekcije. Dominantan odnos medu genima ili nepostojanje odgovarajuceg
laboratorijskog testa specificnog za svaki PI gen €ine nemogu¢im utvrditi prisustvo
2 ili viSe gena otpornosti putem fenotipskog ocenjivanja - i u slu¢aju da je prisutan
jedan gen kao kada ih je prisutno viSe, biljka ¢e imati fenotip otporne biljke. S
druge strane, molekularni markeri blisko vezani za gene ¢ine ovaj proces moguc¢im.
MAS omogucava unoSenje gena iz razlicite germplazme u komercjialne linije,
piramidizaciju poZeljnih gena unutar jednog genoma kao i selekciju individua sa
retkim rekombinacijama (Michelmore 2003). Upotreba markera za piramidizaciju
gena otpornosti uspesno je uradena kod pirin¢a. Uz pomo¢ RFLP i PCR markera,
Hittalmani i sar. (2000) su izvrsili piramidizaciju tri major gena za plamenjacu
pirinca (Pil1, Piz-5 i Pita). Linije kod kojih su bila prisutna sva tri gena su pokazale
veli stepen otpornosti, ukazuju¢i na komplementarni odnos R gena kada su
prisutni u istom genomu. Piramidizacija gena uz pomo¢ markera je uradena i kod
genotipa pirin¢éa PR106, kod kojeg su kombinovana tri gena za otpornost na
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) (Xa21, xal3 i xa5) (Singhisar. 2001).

Genetska istraZivanja Pl gena su pokazala da se oni nalaze u najmanje tri
klastera gena (Vear, 2004). U radu Joci¢ i sar. (2009) prikazano je kombinovanje
gena razlicitog porekla i iz razlicitih klastera, radi postizanja dugotrajnije

otpornosti. Intodukcijom gena Pls, P71 Pls+ u linije majki i gena Plg i Plarg u linije oca
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omogucava se stvaranje hibrida suncokreta otpornih na sve rase plamenjace u
duZem vremenskom periodu.

SSR markeri prikazani u radu nezavisni su od drugih PI gena, ukljucujudi i
gene sa LG1. Zahvaljujuci Cinjenici da linije sa Plsrg imaju jedinstven molekularni
profil, moguce je markere ORS662, ORS716 i ORS675 koristiti u kombinaciji sa
drugim do sada razvijenim markerima za PI gene za piramidizaciju razli¢itih gena
otpornosti na plamenjacu.

[ako do sada nisu pronadene rase plamenjace koje prevazilaze Plarg, izvesna
je pojava novih rasa patogena koje ¢e biti virulentnije od postojecih.
Kombinovnjem gena Plsry sa drugim Pl genima omogucice se dobijanje dugotrajnije

otpornosti, a markeri prikazani u ovom radu znacajno ¢e olaksati taj proces.
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8. ZAKLJUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

Gen Plarg je pojedinacan dominantan gen koji daje otpornost Sirokog spektra

na plamenjacu.

Prilikom zarazavanja rasom 730 i smeSom rasa koja prevazilazi gen Pls, kod
otpornih linija RHA 419, RHA 443 i RHA 464 uocena je potpuna otpornost, bez
sporulacije na kotiledonima. Kod potomstva je uocena ili infekcija jakog intenziteta

ili potpuna otpornost, dok otpornost tipa II nije primecena.

SSR markeri ORS662, ORS675 i ORS716 kosegregirali su sa genom
otpornosti Plarg, dok je ORS543 mapiran na udaljenosti od 4,7 cM. Kosegregijajuci
markeri ORS662, ORS675 i ORS716 pokazali se stabilnim u svim ispitivanim
genotipovi sa genom Plsry (RHA 419, RHA 443, RHA 464 i RH 1-20).

Prilikom testiranja ORS662, ORS675 i ORS716 na linijama HA-R4 (Pli4, Plis)
i HA-R5 (PI;5) koje na LG1 imaju druge PI gene, haplotipovi linija HA-R4 (Pl14, Plie) i
HA-R5 (Pl;5) znacajno su se razlikovali od haplotipova linija sa genom Plarg, ¢ime je

pokazano da se Plarg ne nalazi u istom lokusu sa genima Ply4, Pli5i Plye.

Markeri sa LG1 pokazali su veliki polimorfizam izmedu neotponih
komercijalnih linija suncokreta. PIC vrednost za markere ORS662, ORS716 i
ORS675 iznosila je 0,66, 0,63 i 0,70, u odgovarajuéem redosledu navodenja.
UPGMA analiza izdvojila je otporne linije u poseban klaster Al, dok su se
neotporne linije iydvojile u grupu B koja je bila raydvojena na podklastere B1 i B2.
Kod linija iz grupe B1 za MAS se kao pogodniji pokazao ORS716, a kod linija iz
grupe B2 marker ORS662. Restoreri se nisu grupisali u skladu sa osobinama kao

$to su tolerantnost na imidazoline ili otpornost na volovod, navode¢i na zakljucak
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da je detektovana polimorfnost posledica razlika koje nisu bile predmet ovog

istraZivanja.

Molekularni markeri su pokazali da su linije RHA 419, RHA 443, RHA 464 i
RH 1-20 homozigotno otporne linije, te se kao takve mogu koristiti kao donori

otpornosti u oplemenjivackim programima.

Markeri ORS662, ORS675 i ORS716 se mogu Kkoristiti za MAS i

piramidizaciju gena otpornosti.

71



Literatura

9. LITERATURA

Ac¢imovi¢ M (1998) Bolesti suncokreta, Naucni institut za ratarstvo i povrtarstvo,
Novi Sad, Srbija, str 13-89.

Agarwal M, Shrivastva N, Padh H (2008) Advances in molecular marker techniques
and their applications in plant sciences. Plant Cell Rep 27: 617-631.

Albourie ]JM, Tourvieille ], Tourvieille de Labrouhe D (1998) Resistance to
metalaxyl in isolates of the sunflower pathogen Plasmopara halstedii. Eur ]
Plant Pathol 104: 235-242.

Al-Khatiba K, Baumgartner ]R, Peterson DE, Currie RS (1998) Imazethapyr
resistance in common sunflower (Helianthus annuus). Weed Sci 46: 403-
407.

Atlagi¢ ], Pankovi¢ D, Pekanovic A (2003) Backcrosses in interspecific
hybridization in sunflower. Genetika 35: 187-197.

Bachlava E, Radwan OE, Abratti G, Tang S, Gao W, Heesacker AF, Bazzalo ME,
Zambelli A, Leon AJ, Knapp S] (2011) Downy mildew Plg and Pli4 and rust
Raav resistance genes reside in close proximity to tandemly duplicated
clusters of non-TIR-like NBS-LRR-encoding genes on sunflower
chromosomes 1 and 13. Theor Appl Genet 122: 1211-1221.

Berry ST, Allen R], Barnes SR, Caligari PDS (1994) Molecular marker analysis of
Helianthus annuus L. 1. Restriction fragment length polymorphism between
inbred lines of cultivated sunflower. Theor Appl Genet 89: 435-441.

Berry ST, Leon AJ, Hanfrey CC, Challis P, Burkholz A, Barness S, Rufener GK, Lee M,
Caligari PDS (1995) Molecular recombinant marker analysis of Helianthus
annuus L.: 2. Construction of an RFLP linkage map for cultivated sunflower.
Theor Appl Genet 91: 195-199.

Bert PF, Tourvieille de Labrouhe D, Philippon ], Mouzeyar S, Jouan I, Nicolas P, Vear
F (2001) Identification of a second linkage group carrying genes controlling
resistance to downy mildew (Plasmopara halstedii) in sunflower

(Helianthus annuus L.). Theor Appl Genet 103: 992-997.

72


http://www.wkap.nl/journalhome.htm/0929-1873
http://www.wkap.nl/journalhome.htm/0929-1873

Literatura

Bouzidi MF, Badaoui S, Cambon F, Vear F, Tourvieille de Labrouhe D, Nicolas P,
Mouzeyar S (2002) Molecular analysis of a major locus for resistance to
downy mildew in sunflower with specific PCR-based markers. Theor Appl
Genet 104: 592-600.

Bowers JE, Bachlava E, Brunick RL, Rieseberg LH, Knapp S], Burke JM (2012)
Development of a 10,000 locus genetic map of the sunflower genome based
on multiple crosses. G3 2: 721-729.

Brahm L, Hahn V, Rocher T, Friedt W (2000) Molecular markers as a tool in
breeding for resistance against sunflower downy mildew. Int. Sunflower
Association, Paris, p J43-]48.

Burke JM, Knapp SJ, Rieseberg LH (2005) Genetic consequences of selection during
the evolution of cultivated sunflower. Genetics 171: 1933-1940.

Chamnanpunt ], Shan W-X, Tyler BM (2001) High frequency mitotic gene
conversion in genetic hybrids of the oomycete Phytophthora sojae. Proc
National Academy of Science 98: 14530-14535.

Crites GD (1993) Domesticated Sunflower in Fifth Millennium B.P. Temporal
Context: New Evidence From Middle Tennessee. American Antiquity 58:
146-148.

Dangl JL, Jones JDG (2001) Plant pathogens and integrated defense responses to
infection. Nature 411: 826-833.

Daniel 10, Adetumbi JA, Oyelakin OO, Olakojo SA, Ajala MO, Onagbesan SO (2012)
Application of SSR markers for genetic purity analysis of parental inbred
lines and some commercial hybrid maize (Zea mays L.). Am ] Exp Agric 2:
597-606.

de Romano A, Romano C, Bulos M, Altieri E, Sala C (2010) A new gene for
resistance to downy mildew in sunflower. Proc 8t European Sunflower
Biotechnology Conference, Antalya, pp 141-146.

Dehmer K], Friedt W (1998) Evaluation of different microsatellite motifs for
analysing genetic relationships in cultivated sunflower (Helianthus annuus
L.). Plant Breed 117: 45-48.

Delmotte F, Giresse X, Richard-Cerver S, M’Baya |, Vear F, Tourvieille ], Walser P,

Tourvieille de Labrouhe D (2008) Single nucleotide polymorphisms reveal

73



Literatura

multiple introductions into France of Plasmopara halstedii, the plant
pathogen causing sunflower downy mildew. Infect Genet Evol 8: 534-540.

Dimitrijevi¢ A, Imerovski I, Miladinovi¢ D, Tanci¢ S, Dusani¢ N, Joci¢ S, Mikli¢ V
(2010) Use of SSR markers in identification of sunflower isogenic lines in
late generations of backcrossing. Helia 33: 191-198.

Doebley JF, Gaut BS, Smith BD (2006) The molecular genetics of crop
domestication. Cell 127: 1309-1321.

Dufdle CM, Hahn V, Knapp SJ, Bauer E (2004) Plary from Helianthus argophyllus is
unlinked to other known downy mildew resistance genes in sunflower.
Theor Appl Genet 109: 1083-1086.

EPPO/CABI (1997) Plasmopara halstedii. In: Smith I, McNamara D, Scott P,
Holderness M (eds) Quarantine pests for Europe, vol 2. CABI International,
Wallingford, 1425.

Ersek T, English JT, Scholz JE (1995) Creation of species hybrids of Phytophthora
with modified host ranges by zoospore fusion. Phytopathology 85: 1343-
1347.

Ersek T, Nagy ZA (2008) Species hybrids in the genus Phytophthora with emphasis
on the alder pathogen Phytophthora alni: a review. Eur ] Plant Pathol 122:
31-39.

Fernandez-Martinez ], Melero-Vara ], Mufioz-Ruz ], Ruso ], Dominguez ] (2000)
Selection of wild and cultivated sunflower for resistance to a new
broomrape race that overcomes resistance of the gene. Crop Sci 40: 550-
555.

Fesenko 1A, Kuklev MY, Karlov GI (2012) Development of a breeder-friendly
functional codominant DNA marker for the I locus covering resistance to
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Mol Breed 31: 495-499.

Fick GN, Miller JF (1997) Sunflower Breeding. In: Schneiter AA (ed) Sunflower
Technology and Sunflower Production. Madison, Wisconsin, USA, pp 395-
441.

Flor HH (1955) Host-parasite interaction in flax rust - its genetics and other

implications. Phytopathology 45: 680-685.

74



Literatura

Francia E, Tacconi G, Crosatti C, Barabaschi D, Bulgarelli D, Dall’Aglio E, Vale G
(2005) Marker assisted selection in crop plants. Plant Cell Tiss Org 82: 317-
342.

Friskop A, Markell S, Gulya T (2009) Downy Mildew.
http://www.ag.ndsu.edu/pubs/plantsci/rowcrops/pp1402.pdf

Fusari CM, Lia VV, Nishinakamasu V, Zubrzycki JE, Puebla AF, Maligne AE, Paniego
NB (2011). Single nucleotide polymorphism genotyping by heteroduplex
analysis in sunflower (Helianthus annuus L.). Mol Breed 28: 73-89.

Ganal MW, Young ND, Tanksley SD (1989) Pulsed field gel electrophoresis and
physical mapping of large DNA fragments in the Tm-2a region of
chromosome 9 in tomato. Mol Gen Genet 215: 395-400.

Gedil MA, Slabaugh MB, Berry S, Johnson R, Michelmore R, Miller |, Gulya T, Knapp
SJ (2001) Candidate disease resistance genes in sunflower cloned using
conserved nucleotide-binding site motifs: genetic mapping and linkage to
the downy mildew resistance gene Pl;. Genome 44: 205-212.

Gentzbittel L, Mouzeyar S, Badaoui S, Mestries E, Vear F, Tourvieille de Labrouhe D,
Nicolas P (1998) Cloning of molecular markers for disease resistance in
sunflower Helianthus annuus L. Theor Appl Genet 96: 519-525.

Gentzbittel L, Vear F, Zhang YX, Berville” A, Nicolas P (1995) Development of a
consensus linkage RFLP map of cultivated sunflower (Helianthus annuus L.).
Theor Appl Genet 90: 1079-1086.

Gentzbittel LX, Zhang Y, Vear F, Griveau B, Nicolas P (1994) RFLP studies of genetic
relationships among inbred lines of the cultivated sunflower, Helianthus
annuus L.: evidence for distinct restorer and maintainer germplasm pools.
Theor Appl Genet 89: 419-425.

Gulya TJ (1992) Native American variety may provide sunflower crop with crucial
resistance. NPGS Network News 8: 29-30.

Gulya TJ (2007) Distribution of Plasmopara halstedii races from sunflower around
the world: Advances in downy mildew research. Palacky University and
JOLA Publishers 3: 121-134.

Gulya TJ, Markell S, McMullen M, Harveson B, Osborne L (2011) New virulent races
of downy mildew: distribution, status of DM-resistant hybrids, and USDA

75


http://www.ag.ndsu.edu/pubs/plantsci/rowcrops/pp1402.pdf

Literatura

sources of resistance. Proc 33th Sunflower Research Forum, Fargo ND,
http://www.sunflowernsa.com/uploads/resources/575/gulya_virulentrac
esdownymildew.pdf

Gulya TJ, Sacksston WE, Virany F, MaSierevic S, Rashid KY (1991) New races of the
sunflower downy mildew pathogen (Plasmopara halstedii) in Europe and
North and South America. ] Phytopathol 132: 303-311.

Gulya T], Tourvieille LD, MaSirevi¢ S, Penaud A, Rashid K, Viranyi F (1998)
Proposal for standardized nomenclature and identification of races of
Plasmopara halstedii (sunflower downy mildew). ISA Symposium III
Sunflower Downy mildew, Fargo ND, pp 130-136.

Gupta SK, Charpe A, Prabhu KV, Haque QMR (2006) Identification and validation of
molecular markers linked to the leaf rust resistance gene Lr19 in wheat.
Theor Appl Genet 113: 1027-1036.

HadZivukovi¢ S (1973) Statisticki metodi s primenom u poljoprivredi i bioloskim
istraZivanjima. Radnicki univerzitet ,Radivoj Cirpanov”, Novi Sad.

Hahn V, Wieckhorst S, Hu |, Seiler G, Kole C (2010) Mapping and tagging of simply
inherited traits. Genetics, Genomics and Breeding Series: Sunflower. In: Hu
], Seiler G, Kole C (eds) Genetics, genomics and breeding of sunflower.
Science Publishers, Enfield, NH, pp 111-133.

Heesacker A, Kishore VK, Gao W, Tang S, Kolkman JM, Gingle A, Matvienko M, Kozik
A, Michelmore RM, Lai Z, Rieseberg LH, Knapp SJ (2008) SSRs and INDELs
mined from the sunflower EST database: abundance, polymorphisms, and
cross-taxa utility. Theor Appl Genet 117: 1021-1029.

Herbette S, Lenne C, de Labrouhe DT, Drevet ]JR, Roeckel-Drevet P (2003)
Transcripts of sunflower antioxidant scavangers of the SOD and GPX
families accumulate differentially in response to downy mildew infection,
phytohormones, reactive oxygen species, nitric oxyde, protein kinase and
phosphatase. Physiol Plant 119: 418-428.

Hermanns M, Slusarenko AJ, Schlaich NL (2003) Organ specificity in a plant disease
is determined independently of R gene signalling. Mol Plant Microbe In 16:
752-759.

76



Literatura

Hittalmani S, Parco A, Mew TV, Zeigler RS, Huang N (2000) Fine mapping and DNA
marker-assisted pyramiding of the three major genes for blast resistance in
rice. Theor Appl Genet 100: 1121-1128.

Hu ] (2010) Genetic Linkage Maps: Strategies, Resources and Achievements.
Genetics, Genomics and Breeding Series: Sunflower. In: Hu ], Seiler G, Kole C
(eds) Genetics, Genomics and Breeding of Sunflower. Science Publishers,
Enfield, NH, pp 79-1009.

Hulbert SH, Webb CA, Smith SM, Sun Q (2001) Resistance gene complexes:
evolution and utilization. Ann Rev Phytopathol 39:285-312.

Hulke BS, Miller JF, Gulya TJ, Vick BA (2010) Registration of the oilseed sunflower
genetic stocks HA 458, HA 459, and HA 460 possessing genes for resistance
to downy mildew. ] Plant Reg 4: 93.

Imerovski I, Dimitrijevi¢ A, Miladinovi¢ D, Dedi¢ B, Joci¢ S, Kovacevi¢ B, Obreht D
(2013) Identification of PCR markers linked to different Or genes in
sunflower. Plant Breed 132: 115-120.

Igbal MA, Sadagat HA, Khan IA (2008) Estimation of genetic diversity among
sunflower genotypes through random amplified polymorphic DNA analysis.
Gen Mol Res 7: 1408-1413.

Jan CC, Fernandez-Martinez JM, Ruso ], Munoz-Ruz ] (2002) Registration of four
sunflower germplasms with resistance to Orobanche cumana race F. Crop
Sci42:2217-2218.

Jan CC, Quresh Z, Gulya T] (2004a) Registration of seven rust resistant sunflower
germplasms. Crop Sci 44: 1887-1888.

Jan CC, Seiler GJ (2007) Sunflower. In: Singh R] (ed) Genetics Resources,
Chromosome Engineering, and Crop Improvement, vol 4, Oilseed Crops.
CRC Press, NY, USA, pp 103-165.

Jan CC, Tan AS, Gulya TJ (2004b) Registration of four downy mildew resistant
sunflower germplasms. Crop Sci 44: 1887.

Jasnic¢ S, MaSirevi¢ S (2006) Plamenjaca suncokreta (Plasmopara halstedii). Biljni
lekar 34: 315-318.

Joci¢ S (2002) Nasledivanje komponenti prinosa kod suncokreta (Heliantus annuus

L.). Doktorska teza, Poljoprivredni fakultet, Univerzitet u Novom Sadu.

77



Literatura

Joci¢ S, Cveji¢ S, Hladni N, Miladinovi¢ D, Miklic V (2010) Development of
sunflower genotypes resistant to downy mildew. Helia 33: 173-180.

Joci¢ S, Miladinovi¢ D, Imerovski I, Dimitrijevi¢ A, Cvejic¢ S, Nagl N, Kondié-Spika A
(2012) Towards sustainable downy mildew resistance in sunflower. Helia
35:61-72.

Joci¢ S, Safti¢-Pankovi¢ D, Hladni N, Cveji¢ S, Radeka I, Miklic V (2009)
Oplemenjivanje na otpornost prema plamenjaci suncokreta. Zbornik radova
Instituta za ratarstvo i povrtarstvo 46: 181-188.

Kamoun S (2003) Molecular genetics of pathogenic oomycetes. Eukaryotic Cell 2:
191-199.

Kinman ML (1970) New developments in the USDA and state experiment station
sunflower breeding programs. In: Proceedings of the 4th International
Sunflower Conference, Memphis, pp 23-25.

Kosambi DD (1944) The estimation of map distance from recombination values.
Ann Eugen 12: 172-175.

Krizmani¢ M, Miji¢ A, Liovi¢ I, Bilandzi¢ M, Duvnjak T (2006) Sunflower breeding at
the Agricultural Institute Osijek. Helia 29: 153-158.

Kuhl JC, Hanneman RE, Havey M] (2001) Characterization and mapping of Rpil, a
late-blight resistance locus from diploid (1EBN) Mexican Solanum
pinnatisectum. Mol Genet Genomics 265: 977-985.

Lafon S, Delos M, Raulic I, Tourvieille de Labrouhe D (2000) Bilan de dix années de
surveillance du mildiou du tournesol en France. 15t Int Sunflower Conf
Toulouse, France, pp 149-154.

Lawrence GJ], Finnegan EJ, Ayliffe MA, Ellis JG (1995) The L6 gene for flax rust
resistance is related to the Arabidopsis bacterial resistance gene RPS2 and
the tobacco viral resistance gene N. The Plant Cell Online 7: 1195-1206.

Lawson WR, Goulter KC, Henry R], Kong GA, Kochman JK (1998) Marker-assisted
selection for two rust resistance genes in sunflower. Mol Breed 4: 227-234.

Leclercq P (1969) Cytoplasmic male sterility in sunflower. Ann Amelior Plant 19:
99-106.

78



Literatura

Ling HQ, Qiu JW, Singh RP, Keller B (2004) Identification and genetic
characterization of an Aegilops tauschii ortholog of the wheat leaf rust
disease resistance gene Lr1. Theor Appl Genet 109: 1133-1138.

Liu Z, Gulya TJ, Seiler GJ, Vick BA, Jan C-C (2012) Molecular mapping of the Pl;¢
downy mildew resistance gene from HA-R4 to facilitate marker-assisted
selection in sunflower. Theor Appl Genet 125: 121-131.

Marinkovié R, Dozet B, Vasi¢ D (2003) Oplemenjivanje suncokreta. Skolska knjiga,
Novi Sad, str 367.

Mauch-Mani B (2002) Host resistance to downy mildew diseases. Advances in
downy mildew research. Springer Netherlands, 1-57.

McMullen MD, Kresovich S, Villeda HS, Bradbury P, Li HH, Sun Q, Flint-Garcia S,
Thornsberry ], Acharya C, Bottoms C, Brown P, Browne C, Eller M, Guill K,
Harjes C, Kroon D, Lepak N, Mitchell SE, Peterson B, Pressoir G, Romero S,
Rosas MO, Salvo S, Yates H, Hanson M, Jones E, Smith S, Glaubitz ]C,
Goodman M, Ware D, Holland ]B, Buckler ES (2009) Genetic properties of
the maize nested association mapping population. Science 325: 737-740.

Michelmore R (2003) The impact zone: genomics and breeding for durable disease
resistance. Curr Opinion Plant Biol 6: 1-8.

Michelmore RW (1991) Identification of markers linked to disease-resistance
genes by bulked segregant analysis: A rapid method to detect markers in
specific genomic regions by using segregating populations. Proc Nat Acad
Sci USA 88: 9828-9832.

Michelmore RW (2003) The impact zone: genomics and breeding for durable
disease resistance. Curr Opin Plant Biol 6: 397-404.

Michelmore RW, Meyers BC (1998) Clusters of resistance genes in plants evolve by
divergent selection and a birth-and-death process. Genome Res 8: 1113-
1130.

Mikli¢ V, Hladni N, Joci¢ S, Marinkovi¢ R, Atlagi¢ ], Safti¢-Pankovi¢ D, Miladinovi¢ D,
Dusani¢ N, Gvozdenovic¢ S. (2008) Oplemenjivanje suncokreta u Institutu za
ratarstvo i povrtarstvo. Zbornik radova Instituta za ratarstvo i povrtarstvo

45(1): 31-63.

79



Literatura

Miller JF (1992) Update on inheritance of sunflower characteristics. 13t Int
Sunflower Conf, vol 2, Pisa, Italy, pp 905-945.

Miller JF, Gulya T] (1991) Inheritance of resistance to race 4 of downy mildew
derived from interspecific crosses in sunflower. Crop Sci 31: 40-43.

Miller JF, Gulya TJ, (1987) Inheritance of resistance to race 3 downy mildew in
Sunflower. Crop Sci 27: 210-212.

Miller JF, Gulya TJ, Seiler G] (2002) Registration of five fertility restorer sunflower
germplasms. Crop Sci 42: 989-991.

Miller JF, Gulya T], Vick BA (2006) Registration of imidazolinone herbicide-
resistant raintainer (HA 442) and fertility restorer (RHA 443) oilseed
sunflower germplasms. Crop Sci 46: 483.

Miller JF, Seiler G] (2003) Registration of five oilseed maintainer (HA 429-HA 433)
sunflower germplasm lines. Crop Sci 43: 2313-2314.

Molinero-Ruiz ML, Dominguez J, Gulya TJ, Melero-Vara JM (2005) Reaction of field
populations of sunflower downy mildew (Plasmopara halstedii) to
metalaxyl and mefenoxam. Helia 28: 65-74.

Mouzeyar S, Delabrouhe DT, Vear F (1993) Histopathological studies of resistance
of sunflower (Helianthus annuus L.) to downy mildew (Plasmopara
halstedii). ] of Phytopathol 139: 289-297.

Mouzeyar S, Roeckel-Drevet P, Gentzbittel L, Philippon |, Tourvieille de Labroughe
D, Vear F (1995) RFLP and RAPD mapping of the sunflower PI; locus for
resistance to Plasmopara halstedii race 1. Theor Appl Genet 91: 733-737.

Mouzeyar S, Tourvieille de Labrouhe D, Vear F (1994) Effect of host-race
combination on resistance of sunflower, Helianthus annuus L., to downy
mildew Plasmopara halstedii. ] Phytopathol 141: 249-258.

Muller MH, Latreille M, Tollon C (2011) The origin and evolution of a recent
agricultural weed: population genetic diversity of weedy populations of
sunflower (Helianthus annuus L.) in Spain and France. Evol Appl 4: 499-514.

Mulpuri S, Liu Z, Feng ], Gulya TJ, Jan C-C (2009) Inheritance and molecular
mapping of a downy mildew resistance gene, PI13 in cultivated sunflower

(Helianthus annuus L.). Theor Appl Genet 119: 795-803.

80



Literatura

Obreht D, Pan M, Tanurdzi¢ M (2008) Molekularna genetika. Univerzitet u Novom
Sadu, Novi Sad.

Paniego N, Echaide M, Mufioz M, Fernandez L, Torales S, Faccio P, Fuxan I, Carrera
M, Zandomeni R, Suarez EY, Hopp HE (2002) Microsatellite isolation and
characterization in sunflower (Helianthus annuus L.). Genome 45: 34-43.

Paniego N, Heinz R, Fernandez P, Talia P, Nishinakamasu V, Hopp EH (2007)
Genome mapping and molecular breeding in plants. vol 2, ch 4, In: Kole C
(ed) Sunflower. Berlin, Heidelberg: Springer-Verlag, pp 153 - 177.

Pankovi¢ D, Joci¢ S, Lacok N, Saka¢ Z, Skori¢ D (2004a) The use of PCR-based
markers in the evaluation of resistance to downy mildew in NS-breeding
material. Helia 27: 149-158.

Pankovi¢ D, Radovanovié N, Jocié S, Satovic Z, Skori¢ D (2007) Development of
co-dominant amplified polymorphic sequence markers for resistance of
sunflower to downy mildew race 730. Plant Breed 126: 440-444.

Pankovi¢ D, Sakac¢ Z, Joci¢ S, Skori¢ D. (2004b) Molekularni markeri u
oplemenjivanju suncokreta, Zbornik radova Nauc¢nog instituta za ratarstvo i
povrtarstvo 40: 301-311.

Pashley CH, Ellis JR, McCauley DE, Burke JM (2006) EST databases as a source for
molecular markers: lessons from Helianthus. | Hered 97: 381-388.

Perez-Vich B, Berry ST (2010) Molecular breeding. Genetics, Genomics and
Breeding Series: Sunflower. In: Hu |, Seiler G, Kole C (eds) Genetics,
Genomics and Breeding of Sunflower. Science Publishers, Enfield, NH, pp
221-251.

Pérez-Vich B, Velasco L, Fernandez-Martinez JM (2004) QTL mapping of resistance
to races E and F of broomrape (Orobanche cumana Wallr.) in sunflower.
Parasitic Plant Management in Sustainable Agriculture Meeting on Breeding
for Orobanche Resistance in Sunflower, Bucharest, Romania, p 6.

Perovic D, Forster ], Devaux P, Hariri D, Guilleroux M, Kanyuka K, Lyons R, Weyen ],
Feuerhelm D, Kastirr U, Sourdille P, Roder M, Ordon F (2009) Mapping and
diagnostic marker development for Soil-borne cereal mosaic virus

resistance in bread wheat. Mol Breeding 23: 641-653.

81



Literatura

Permingeat HR, Romagnoli MV, Vallejos RH (1998) A simple method for isolating
high yield and quality DNA from cotton (Gossypium hirsutum L.) leaves.
Plant Mol Biol Rep 16: 1-6.

Pierce BA (2010) Genetics: A conceptual approach. Macmillan. pp 1-400.

Quresh Z, Jan CC, Gulya TJ (1993) Resistance to sunflower rust and its inheritance
in wild sunflower species. Plant Breed 110: 297-306.

Rachid Al-Chaarani G, Roustaee A, Gentzbittel L, Mokrani L, Barrault G, Dechamp-
Guillaume G, Sarrafi A (2002) A QTL analysis of sunflower partial resistance
to downy mildew (Plasmopara halstedii) and black stem (Phoma
macdonaldii) by the use of recombinant inbred lines (RILs). Theor Appl
Genet 104: 490-496.

Radwan O, Bouzidi MF, Mouzeyar S (2011) Molecular characterization of two types
of resistance in sunflower to Plasmopara halstedii, the causal agent of
downy mildew. Phytopathology 101: 970-979.

Radwan O, Bouzidi MF, Nicolas P, Mouzeyar S (2004) Development of PCR markers
for PI5/PI8 locus for resistance to Plasmopara halstedii in sunflower,
Helianthus annuus L. from complete CC-NBS-LRR sequence. Theor Appl
Genet 109: 176-185.

Radwan O, Bouzidi MF, Vear F, Philippon ], Tourvieille de Labrouhe D, Nicolas P,
Mouzeyar S (2003) Identification of non-TIR-NBS-LRR markers linked to
Pl5/Plg locus for resistance to downy mildew in sunflower. Theor Appl
Genet 106: 1438-1446.

Radwan O, Gandhi S, Heesacker A, Whitaker B, Taylor C, Plocik A, Kesseli R, Kozik
A, Michelmore RW, Knapp S] (2008) Genetic diversity and genomic
distribution of homologs encoding NBSLRR disease resistance proteins in
sunflower. Mol Genet Genomics 280: 111-125.

Radwan O, Mouzeyar S, Venisse ]S, Nicolas P, Bouzidi MF (2005) Resistance of
sunflower to the biotrophic oomycete Plasmopara halstedii is associated
with a delayed hypersensitive response within the hypocotyl. ] Exp Bot 56:
2683-2693.

Radwan O, Bouzidi MF, Nicolas P, Mouzeyar S (2004) Development of PCR markers

for PI5/PI8 locus for resisance to Plasmopara halstedii in sunflower,

82



Literatura

Helianthus annuus L. From complete CC-NBS-LRR sequence. Theor Appl
Genet 109:176-185.

Radwan O, Bouzidi MF, Vear F, Philippon ], Tourvieille de Labrouh D, Nicolas P,
Mouzeyar S (2003) Identification of non-TIR-NBS-LRR markers linked to
PI15/PI8 locus for resisance to downy mildew in sunflower. Theor Appl
Genet 106: 1438-1446.

Radwan O, Gandhi S, Heesacker A, Whitaker B, Taylor C, Ploick A, Kesseli R, Kozik
A, Michelmore RW, Knapp S] (2008) Genetic diversity and genomic
distribution of homologes encoding NBS-LRR disease resistance proteins in
sunflower. Mol Genet Genomics 280:111-125.

Rahim M, Jan C-C, Gulya TJ (2002) Inheritance of resistance to sunflower downy
mildew races 1, 2 and 3 in cultivated sunflower. Plant Breed 121: 57-60.

Rieseberg LH, Baird SJE, Gardner KA (2000) Hybridization, introgression, and
linkage evolution. Plant Mol Biol 42: 205-224.

Roeckel-Drevet P, Gagne G, Mouzeyar S, Gentzbittel L, Philippon ], Nicolas P,
Tourvieille de Labrouhe D, Vear F (1996) Colocation of downy mildew
(Plasmopara halstedii) resistance genes in sunflower (Helianthus annuus L.).
Euphytica 91: 225-228.

Roeckel-Drevet P, Tourvieille |, Gulya TJ, Charmet G, Nicolas P, Tourvieille de
Labrouhe D (2003) Molecular variability of sunflower downy mildew,
Plasmopara halstedii, from different continents. Can | Microbiol 49: 492-
502.

Sackston WE (1990) A proposed international system for designating races of
Plasmopara halstedii. Plant Dis 74: 721-723.

Sakr N (2010) Studies on pathogenicity in Plasmopara halstedii (sunflower downy
mildew). Int J Life Sci 4: 48-59.

Seiler GJ (2007) Wild annual Helianthus anomalus and H. deserticola for improving
oil content and quality in sunflower. Ind Crop Prod 25: 95-100.

Seiler GJ, Christie BR, Choo TM (1991) Registration of 13 downy mildew tolerant
interspecific sunflower germplasm lines derived from wild annual species.

Crop Sci 31: 1714-1716.

83


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Loren+H.+Rieseberg%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Stuart+J.E.+Baird%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Keith+A.+Gardner%22

Literatura

Singh KB, Ocampo B (1997) Exploitation of wild Cicer species for yield
improvement in chickpea. Theor Appl Genet 95: 418-423.

Singh S, Sidhu S, Huang N, Vikal Y, Li Z, Brar DS, Dhaliwal HS, Khush GS (2001)
Pyramiding three bacterial blight resistance genes (xa5, xal3 and Xa21)
using marker-assisted selection into indica rice cultivar PR106. Theor Appl
Genet 102: 1011-1015.

Slabaugh MB, Yu J-K, Tang S, Heesacker A, Hu X, Lu G, Bidney D, Han F, Knapp SJ
(2003) Haplotyping and mapping a large cluster of downy mildew
resistance gene candidates in sunflower using multilocus intron fragment
length polymorphisms. Plant Biotechnol ] 1:167-85.

Spring O, Bachofer M, Thines M, Riethmiiller A, Goker M, Oberwinkler F (2006)
Intraspecific relationship of Plasmopara halstedii isolates differing in
pathogenicity. Eur ] Plant Pathol 114: 309-315.

Spring O, Zipper R (2000) Isolation of oospores of sunflower downy mildew,
Plasmopara halstedii, and microscopical studies on oospore germination. ]
Phytopathol 148: 227-231.

Stojanovi¢ DS (2004) Poljoprivredna fitopatologija, Srpsko biolosko drustvo

»Stevan Jakovljevic¢, Kragujevac, str 1-777.

Skori¢ D (1988) Sunflower breeding. Uljarstvo 25: 1-90.

Skori¢ D, Jocic¢ S, Jovanovi¢ D, Marinkovié¢ R, Hladni N, Atlagi¢ ], Pankovié¢ D, Vasi¢ D,
Miladinovi¢ F, Gvozdenovi¢ S, Terzi¢ S, Saka¢ Z (2006) Dostignucéa u
oplemenjivanju suncokreta, Zbornik radova Nauc¢nog instituta za ratarstvo i
povrtarstvo 42: 131-172.

Tang S, Yu J-K, Slabaugh B, Shintani K, Knapp ] (2002) Simple sequence repeat map
of the sunflower genome. Theor Appl Genet 105: 1124-1136.

Tourvieille de Labrouhe D, Gulya TJ, MaSirevi¢ S, Penaud A, Rashid KY, Viranyi F
(2000) New nomenclature of races of Plasmopara halstedii (sunflower
downy mildew). Proceedings, International Sunflower Conference,
Toulouse, vol II, [-61-66.

van Daelen RA, Gerbens F, van Ruissen F, Aarts ], Hontelez ], Zabel P (1993) Long-
range physical maps of two loci (Aps-1 and GP79) flanking the root-knot

84



Literatura

nematode resistance gene (Mi) near the centromere of tomato chromosome
6. Plant Mol Biol 23: 185-192.

Van Ooijen JW (2006) JoinMap_ 4, Software for the calculation of genetic linkage
maps in experimental populations. Kyazma BV, Wageningen.

Varshney A, Mohapatra T, Sharma RP (2005) Molecular mapping and marker
assisted selection of traits for crop improvement. In: Plant biotechnology
and molecular markers. Srivastava PS, Narula A, Srivastava (eds), Springer,
Netherlands, pp 289-330.

Vasi¢ D, Miladinovi¢ ], Berville A, Skori¢ D (2003) Variability of Helianthus
maximiliani Schrader revealed by RAPD analysis. Plant Gen Resour Newsl
133:13-15.

Vear F(2010) Classic genetics and Breeding. In: Genetics, Genomics and Breeding
of Sunflower. Jinguo, H, Seiler, G, Kole, C. (eds), Science Publishers, Enfield,
New Hampshire, pp 51-78.

Vear F, Gentzbittel L, Philippon ], Mouzeyar S, Mestries E, Roeckel-Drevet P,
Tourvieille de Labrouhe D, Nicolas P (1997) The genetics of resistance to
five races of downy mildew (Plasmopara halstedii) in sunflower (Helianthus
annuus L.). Theor Appl Genet 95: 584-589.

Vear F, Serre F, Jouan-Dufournel I, Bert PF, Roche S, Walser P, Tourvieille de
Labrouhe D, Vincourt P (2008) Inheritance of quantitative resistance to
downy mildew (Plasmopara halstedii) in sunflower (Helianthus annuus L.).
Euphytica 64: 561-570.

Vear F, Tourvieille de Labrouhe D, Miller ] (2003) Inheritance of the wide-range
downy mildew resistance in the sunflower line RHA 419. Helia 26: 19-24.

Vear F, Tourvieille de Labrouhe D, Roche S, Boniface MC, Bordat A, Vincourt P
(2012) Genetic analysis of the sunflower downy mildew resistance gene Pl>.
http://www.asagir.org.ar/asagir2008/buscar_congreso_indice_4_1.asp

Viranyi F (2002) The sunflower-Plasmopara halstedii pathosystem: natural and
artificially induced coevolution. Advances in Downy Mildew Research 1:
167-172.

Viranyi F, Spring O (2011) Advances in sunflower downy mildew research.

European Journal of Plant Pathology 129: 207-220.

85


http://www.asagir.org.ar/asagir2008/buscar_congreso_indice_4_1.asp

Literatura

Vranceanu V, Stoenescu F (1970) Immunity to sunflower downy mildew due to a
single dominant gene. Probl Agric 22: 34-40.

Vranceanu VL, Pirvu N, Stoenescu FM (1981) New sunflower downy mildew
resistance genes and their management. Helia 4: 23-27.

Wei F, Gobelman-Werner K, Morroll SM, Kurth ], Mao L, Wing R, Leister D, Schulze-
Lefert P, Wise RP (1999) The Mla (powdery mildew) resistance cluster is
associated with three NBS-LRR gene families and suppressed
recombination within a 240-kb DNA interval on chromosome 5S (1HS) of
barley. Genetics 153: 1929-1948.

Whitham S, Dinesh-Kumar SP, Choi D, Hehl R, Corr C, Baker B (1994) The product
of the tobacco mosaic virus resistance gene N: Similarity to toll and the
interleukin-1 receptor. Cell 78: 1101-1115.

Wieckhorst S, Bachlava E, Dufdle CM, Tang S, Gao W, Saski C, Knapp SJ, Schén CC,
Hahn V, Bauer E (2010) Fine mapping of the sunflower resistance locus Plarg
introduced from the wild species Helianthus argophyllus. Theor Appl Genet
121: 1633-1644.

Yu J-K, Tang S, Slabaugh MB, Heesacker A, Cole G, Herring M, Soper |, Han F, Chu W,
Webb DM, Thompson L, Edwards K], Berry S, Leon AJ, Grondona M, Olungu
C, Maes N, Knapp SJ (2003) Towards a saturated molecular genetic linkage
map for cultivated sunflower. Crop Sci 43: 367-387.

Zimmer DE, Kinman ML (1972) Downy mildew resistance in cultivated sunflower

and its inheritance. Crop Sci 12: 749-751.

86



Prilog 1

PRILOG 1 - Rastvori za ekstrakciju DNK

Pufer za ekstrakciju (27 ml):
100 mM Tris-HCl pH 8 - 5,4 ml
20 mM EDTA - 2,7 ml

1,4 M NaCl - 12.58 ml

2% CTAB - 0.54 g

0,5 M glukoza - 2,43 g

TE pufer - za medukorak (korak 8.):
100 mM Tris-HCl pH 8 - 2,0 ml
1 mM EDTA - 0,5 ml

TE pufer - konacno razblazenje:
10 mM Tris-HCI pH 8 - 5,0 ml
0,1 mM EDTA - 5,0 ml
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Prilog 2

PRILOG 2 - Protokol za ekstrakciju DNK*

9.

Od prethodno usitnjenog biljnog materijala u tecnom azotu u Eppendorf
epruvetu, odmeri se priblizno 70 mg

Doda se 1 ml pufera za ekstrakciju i brzo izmesa na vorteksu

Kada je suspenzija homogena uzorak se ostavi u vodeno kupatilo na 60°C,
60 min uz povremeno blago meSanje

Doda se 700 pl hloroforma, izmeSa se inverzijom epruvetice dok se ne
napravi emulzija

Centrifugiraju se uzorci 10 min na 10 000 rpm i 4°C

Posle centrifugiranja odvoji se vodena faza u kojoj je DNK u novu Eppendorf
epruvetu, doda se 560 pl hladnog izo-propanola i polako meSa inverzijom
epruvete 1-2 min na sobnoj temperaturi do precipitacije nukleinskih
kiselina

Posle 30-60 min na -20°C, uzorak se centrifugira 10 min na 10 000 rpm, pri
temeraturi od 4°C

Pipetom se odvoji supernatant, a talog rastvori u koncentrovanom TE
puferu (po potrebi grejati 5 min na 65°C)

DNK se taloZi sa 20 pl 3M natrijum acetata i 400 pul 100% etanola

10. Talog se izdvaja na -20°C (1h), zatim se centrifugira 10 min na 10000 rpm

11. Supernatant se pazljivo odvoji pipetom

12. Talog sa DNK se prosusi na sobnoj temperaturi (do 15 min)

13. Rastvori se talog u razblazenom TE puferu (zapremina pufera zavisi od

koli¢ine DNK)
*Permingeat i sar. (1998)
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Prilog 3

PRILOG 3 - Puferi za elektroforetsko razdvajanje

5xTBE pufer:
e 50ml0.2MEDTA
e 54 g Tris (Trizma base Sigma 7-9)
e 27,5 gborne kiseline

e H>0 do 11 zapremine
1xTBE pufer:

Pufer za elektroforetsko razdvajanje razblaziti 5 x do radne koncentracije

od 1x.
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Ipuaor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

[oTnucauu-a. MBaHa VmepoBcCku

Bpoj MH/eKca Uiy Tpujase JOKTOpCKe aucepraunje  bpoj wHpekca 10/24

HN3jaBpyjem
Jia je IOKTOpCKa ArcepTalyja Mnoj Haca0BOM:

L,Ynotpeba MonekynapHuMX MapKepa Yy [eTeKuuju reHa OoTnopHOoCTM Plarg Ha

nnamerady Kop CyHuoKkpeTta“

® pe3yiTaT COINCTBCHOI HCTPAXKUBAYKOT paja,

e Ja mpeasoXeHa NOKTOpCKa AWcepTanuja y LEJIMHHA HU Y JeNoBUMa HHje Ouia
npe/yiokeHa 3a Jo0ujambe OMIO Koje JUIIIOME MpeMa CTYIUjCKUM Iporpamuma
JPYTrUX BUCOKOLIKOJICKMX YCTaHOBA,

® Jia Cy pe3yJITaTh KOPEKTHO HABEACHU U

e Jla HMCAM KpIIMO/Ja ayTOpPCKa NpaBa M KOPHCTHUO/JIA MHTENEKTYaJHY CBOjHHY
ApYTHUX JIULA.

Iornuc AOKTOpPpaHTa

]
D,

V Beorpany, 02.12.2013.
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IIpuor 2.

M3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKe aucepranuyje

VMe 1 npesume aytopa _ VBaHa VimepoBscky

Bpoj uHaekca uiin npujase JOKTOpCKe auceprauuje  bpoj mHaekca 10/24

Cryaujcku nporpam [losbonpuBpeaHe Hayke, PatapcTBO 1M NOBPTAPCTBO

Hacno noxropcke auceprauuje L, Ynorpeba MonekynapHUX Mapkepa y [eTeKuuju reHa
OTNOPHOCTN Plarg Ha nnameravy Kof CyHUOKpeTa“

Mentop _npo¢. ap lopgaHa UlypnaH - Momumposuh

IToTnucanu/a MBaHa WmepoBcku

Wzjarspyjem [Ha je IUTaMIiaHa Bep3Wja MoOje JOKTOpCKe [AucepTalvje HCTOBETHa
eJIEKTPOHCKO] BEep3Mju KOjy caMm mpezaao/na 3a objaBbHuBame Ha moptany Jduruaraanor
peno3uTopujyma YHusep3urera y beorpaay.

Jlo3BosbaBaM Jia ce o6jaBe MOjU JIMHHM MOJALM Be3aHHU 3a JA00ujarme aKaJeMCKOT 3Bamba
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy MME U Mpe3uMe, rofiuHa U MEeCTO poljera U JaTyM oadpaHe
pana.

OBM TMYHM NIOJALM MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEXHHM CTpaHHLaMa JIUruTaiHe 6ubaroTeke,
y €NeKTPOHCKOM KaTaJlory W y mybnukaiujama YHuBep3uTera y beorpany.

IToTnnc poxkTOpaHTa

V Beorpagy, 02.12.2013. s




Hpuaor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Ognamhyjem YHuBep3utercKy Ombnuoreky ,,Cerozap Mapkoeuh™ na y JlururanHu
penoszutopujym YHupepsuteta y beorpasy yHece MOjy JOKTOPCKY AMCEpPTalLlUjy MOJI

HaCJIOBOM!

“yﬂOTQE6a MOIEKYTaPHUX MapKepa Yy AeTekumnjn reHa OTNOpHOCTN Plarg
Ha NNnamerayvy Koa CyHuoKkpeta“

KOja je MOje ayTOPCKO JIeJI0.

Juceprauujy ca CBUM NpUIIO3UMa Mpejao/sia caM y eNeKTPOHCKOM (opmary HOroJHOM
3a TPajHO apXUBUpAbE.

Mojy DOKTOpCKY AucCepTalujy NoxpamweHy y JUrutaiHu perno3uTopujym YHUBEp3UTETA
y beorpany mory na KopucTe CBU KOjU MOLITYjy ojapeade caap:kaHe y ogabpaHOM TUILY
nmuuenue Kpeatusne 3ajequuie (Creative Commons) 3a KOjy cam ce 0j1y4Ho/Ja.

1. AyropcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLHjaJIHO
(@ AyTopcTBO — HEKOMEpLHKjaIHO — 6e3 npepaje
4. AyTOpCcTBO — HEKOMEPLM]jAITHO — IEJIMTH IO UCTUM YCIOBUMaA
5. AytopcTBo — 6e3 npepajie
6. AYyTOpCTBO — JETMTH MO UCTUM YCJIOBUMA

(Monumo f1a 3a0Kpy>KHTE caMoO jeAHy OJ LIeCT MOHyheHMX JHMLEHLHM, KpaTaKk OIucC
JMUEHIM JIaT j€ Ha Kpajy).

IloTnuc foKkTOpaHTa

= S ]

V Beorpaay, 02.12.2013. f\\m .
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