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PRIMENA MOLEKULARNIH MARKERA U OPLEMENJIVANJU PSENICE.
REALNOST ILI ZABLUDA?

Kobiljski B. i Dengié,S.!

1ZVOD: U klasicnim (tradicionalnim, konvencionalnim) oplemenjivackim programima
markeri. Oplemenjivaci i naucnici stalno pokusSavaju da razviju nove tehnike, koje se mogu
koristiti za brze i tacnije unoSenje pozeljnih svojstava u biljke. U poslednjih nekoliko godina,
ucinjen je znacajan napredak u primeni molekularnih markera u oplemenjivackim
programima na razlicitim biljnim vrstama. Do danas, utvrdeni polimorfizam i kolicina
informacija dobijena razlicitim metodama molekularnih markera korisc¢ena u MAS (Marker
Asistirana Selekcija - Marker Assisted Selection) istrazivanjima (RFLP, AFLP i dr.) ili nisu
opravdale njihovo korisé¢enje sa aspekta informativnosti, ili su bile veoma skupe i opasne po
zdravlje. Na srecu oplemenjivaca pSenice (ali svih drugih biljnih vrsta), molekularni markeri
- mikrosateliti, su odskora potvrdili da su najmocnije sredstvo za MAS. Ali, usled nedovoljnog
znanja, iskustva, nedostatka validnih informacija pa cak i tradicije i navika, mnogi
oplemenjivaci imaju negativan i odbojan stav prema uvodenju MAS u oplemenjivacke
programe. U ovom radu, komentarisane su relevantne cinjenice vezane za implementaciju
MAS u oplemenjivacke programe, a posebno u oplemenjivacke programe pSenice, sa ciljem
da se sumiraju prednosti i ogranicenja MAS selekcije bazirane na korisc¢enju mikrosatelita.

Kljuéne re¢i: MAS, molekularni markeri, mikrosateliti, oplemenjivanje, pSenica.

Kratak pregled razvoja molekularnih markera

Molekularni markeri predstavljaju tzv. “novu genetiku” koja snazno i brzo prozima
sve oblasti moderne biologije, sistematike, ekologije, fiziologije, genomike, bilogije rasta i
razvica, transgenih organizama, a naroCito oplemenjivanja organizama (Neil ef al., 1997). Pre
viSe od dvadeset godina Botstein et al. (1980) su opisali prvu tehniku rada sa molekularnim
markerima — RFLP (Restriction Fragment Leghth Polymorphisms), otvaraju¢i novo poglavlje
u “neograni¢enom izvoru genetskog polimorfizma za oplemenjivacke svrhe” (Koebner,
2001). Tada su definisane i 3 potencijalno najkorisnije oblasti primene molekularnih markera:
1) Identifikacija sorti i/ili linija; 2) Identifikacija lokusa koji uticu na pojedina svojstva i 3)
Evaluacija genetskih resursa, poboljSanje sorti i hibrida, selekcija unutar populacije itd. Na
pocetku novog veka, molekularni markeri ne samo da su ispunili ova ocekivanja, nego su i
prosirili moguénosti za njihovu primenu. Mnogi se autori slazu da skoro nema oblasti (sem
kompjuterskih tehnologija) koja je vise i brZze napredovala nego moderna biotehnologija.
Tehnike su se redale kao na pokretnoj traci (Tab.1), tek Sto je jedna zazivela, druga se metoda
ve¢ pojavila, neke su brzo zaboravljene i napustene, a neke su dale izuzetan doprinos razvoju
ove oblasti (RFLP, AFLP, SSR, SNP...).

Lee (1995), je analizirao stavove genetiCara i oplemenjivaca biljaka o perspektivama
primene molekularnih markera, anketom distribuiranom na 80 adresa Sirom sveta. Na anketu
je odgovorilo 55 naucnika i struc¢njaka (Nemacka—2, Engleska-1, Meksiko-2, SAD-46,
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Svajcarska-1, Francuska-1, Brazil-1 i Argentina-1). Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli
br.2 jasno se vidi da je u godini kada su rezultati analizirani (1995), anketa pokazala da je
najveci broj ispitanika imao stav da su sa stanoviSta oplemenjivanja razlicitih biljnih vrsta
molekularni markeri, te 1995 godine, relativno vazni ili nebitni. Medutim, isti ispitanici su na
pitanje da procene znacaj molekularnih markera u slede¢ih 10 godina (2005), u ogromnoj
vecini (46 od 55 ispitanika) smatrali da ¢e oni biti izuzetno ili veoma vazni (Tab.2).

Tab.1 Skracenica i pun naziv metode molekularnih markera (modifikovano-Koebner, 2001).
Tab.1 Abbreavation and full names of the molecular markers methods (modified-Koebner, 2001)

AFLP Amplified Fragment Length Polymorphism
AP-PCR Arbitrarily primed PCR

ARMS Amplification Refractory Mutation System
ASAP Arbitrary Signatures From Amplification

ASH Allele-Specific Hybridization

ASLP Amplified Sequence Length Polymorphism

ASO Allele Specific Oligonucleotide

CAPS Cleaved Amplified Polymorphic Sequence

CAS Coupled Amplification and Sequencing

DAF DNA Amplification fingerprint

DGGE Denaturing Gradient Gel Electrophoresis

GBA Genetic Bit Analysis

IRAP Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism
ISSR Inter-Simple Sequence Repeats

ISTR Inverse Sequence —Tagged Repeats

MP-PCR Microsatellite-Primed PCR

OLA Oligonucleotide Ligation Assay

RAHM Randomly Amplified Hybridizing Microsatellites
RAMPO Randomly Amplified Microsatellite Polymorphisms
RAMPs Random Amplified Microsatellite Polymorphisms
RAMS Randomly Amplified Microsatellites

RAPD Random Amplified Polymorphic DNA

RBIP Retrotransposon-Based Insertion Polymorphisms
REF Restriction Endonuclease Fingerprinting
REMAP Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism
RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism
SAMPL Selective Amplification of Polymorphic Loci
SCAR Sequence Characterised Amplified Regions

SNP Single Nucleotide Polymorphism

SPAR Single Primer Amplification Reactions

SPLAT Single Polymorphic Amplification Test

S-SAP Sequence-Specific Amplification Polymorphisms
SSCP Single Strand Conformation Polymorphism
SSLP Simple Sequence Length Polymorphism

SSR Simple Sequence Repeats

STMS Sequence-Tagged Microsatellite Site

STS Sequence-Tagged-Site

TGGE Thermal Gradient Gel Electrophoresis

VNTR Variable Number Tandem Repeats

Procena vecine ispitanika je bila da u datom momentu (1995), nema ve¢ih moguénosti
za direktnu primenu molekularnih markera u oplemenjivanju biljaka (Tab.3). Nasuprot
ovome, u proceni moguénosti primene molekularnih markera za samo 5 godina (2000
godine), velika vecina je imala stav da ¢e MAS (Marker Asistirana Selekcija) biti izuzetno ili



veoma znacajna. Tako, 50 anketiranih je smatralo da ¢e dominantan znacaj molekularni
markeri imati u transferu pojedinacnih gena iz lokalnih populacija, divljih srodnika itd., u
okviru iste biljne vrste, transferu i detekciji QTL (Quantitative Trait Loci — lokusi za
kvantitativna svojstva), transferu pojedinacnih gena iz drugih vrsta i izboru roditelja za
hibridizaciju (Tab.3).

Tab.2. Znac¢aj molekularnih markera u oplemenjivanju biljaka (Lee, 1995).
Tab.2 Importance of DNA Markers in Cultivar Development (Lee, 1995)

Izuzetno Veoma Relativno Nebitni Nema Ukupno
vazni vazni vazni stav
Very Fairly Fairly No No Total
important  important  unimportant impact opinion
1995 1 14 32 8 0 55
2005 15 31 8 0 1 55

Ovi podaci jasno ukazuju da je znanje i realno sagledavanje tadasnjeg stanja ali i
buduénosti oplemenjivanja bilo rezultat odli¢ne informisanosti i vizionarskog i otvorenog
stava oplemenjivaca iz razvijenog sveta po pitanju znacaja molekularnih markera i njihove
primene u oplemenjivanju.

Tab.3. Najznacajnije oblasti primene molekularnih markera u oplemenjivanju biljaka
(modifikovano-Lee, 1995).
Tab.3. Most important applications DNA markers in plant breeding (modified-Lee, 1995)

Primena — Application 1995 2000
Transfer pojedina¢nih gena iz lokalnih populacija, divljih srodnika
itd. u okviru biljne vrste (npr.Triticum) primenom MAS-e. 12 50

Transferring single genes from landraces, wild relatives etc. among
close relatives (e.g. Triticum) using MAS

Transfer i detekcija QTL primenom MAS-e. 7 41
Transferring and detection of QTLs using MAS

Transfer pojedinac¢nih gena iz/u druge vrste primenom MAS-e.
Transferring single genes from/to different species using MAS. 7 47

Selekcija roditelja za ukrStanja primenom MAS-e.
Parent selection for hybridization using MAS

Ostalo (genetska varijabilnost, ...) 1 6
Other (genetic variability...)

Najtezi zadatak svakog oplemenjivaca je - kako da na brz, efikasan i siguran nacin u
nove genotipove inkorporira $to vise poZeljnih gena. Teskoce su razli¢ite: dugotrajan proces
selekcije, ve¢ina najvaznijih svojstava je uslovljena ve¢im brojem gena i pod znacajnim je
uticajem spoljne sredina (GxE interakcija), nemogucnost selekcije na vazna svojstva koja se
“ne vide” ili se ne mogu kvantifikovati, itd. Metode tzv. “moderne biotehnologije”
omogucavaju da se veci broj ovih ogranicavajucih faktora uspesno prevazide.

Danas se u nau¢nim krugovima vodi Cesta diskusija o tome da li nasa nauka treba da
se bavi fundamentalnim ili aplikativnim istrazivanjima. U Grafiku 1. dat je Sematski prikaz
postupnosti u stvaranju, razvoju, validaciji i primeni molekularnih markera. Vrlo je malo




verovatno da se u naSim uslovima mozemo na uspeSan nacin baviti fundamentalnim
istrazivanjima. Pored nedostatka kadrova (odlazak iz zemlje), nedostatak materijalnih
sredstava i vrhunske opreme je jedan od najznacajnih limitirajucih faktora za fundamentalna
istrazivanja. Naravno, oba faktora su u direktnoj vezi sa slabom finansijskom mo¢i nase u
odnosu na razvijenu svetsku nauku i struku, pa je iluzorno, bar u nekom doglednom vremenu,
govoriti 0 znacajnom razvoju fundamentalnih istrazivanja u oblasti molekularnih markera u
nasoj zemlji. Kao potvrda o ispravnosti ove teze moze da posluzi cena najnovije opreme III i
IV generacije, koju koriste razvijene zemlje (kapilarni sekvencioneri, robotika,...), a Cija se
pojedinaca vrednost meri stotinama hiljada pa i milionima Evra. Ovaj tip istrazivanja je i
dugotrajan i kadrovski izuzetno zahtevan, te u kombinaciji sa visokim troSkovima zasigurno,
u ovom momentu, nije primenjiv i mogué u nasim uslovima.

FUNDAMENTALNA ISTRAZIVANJA
(razvoj prajmera, mapiranje, ...)
2-3 godine

\

ASOCIJATIVNO MAPIRANJE
(poljska i laboratorijska evaluacija veze marker-svojstvo)
2-5 godina

\

PRIMENA
- Izbor roditelja (genetski resursi)
- povecéanje efikasnosti povratnih ukrstanja

- selekcija u generacijama razdvajanja
- selekcija na nivou linija
- zastita autorskih prava (fingerprinting)
- semenski kvaliteti (genetska Cistoca) itd.

Graf.1. Razvoj i primena molekularnih markera
Graph.1 Development and application of DNA molecular markers

Cini se da na$a nauka mozZe dati najz¢ajaniji doprinos u ovoj oblasti radom na tzv.
,Asocijativnom mapiranju” (Graf.1). Ovaj period, koji traje najéesSée 2-5 godina, karakterise
se utvrdivanjem veze izmedu vec¢ stvorenih prajmera (markera) i razli¢itih svojstava.
Relativno jeftina poljska istrazivanja u nasoj zemlji (u odnosu na razvijene zemlje) i vrhunska
ekspertiza naSih oplemenjivaca u tzv. “klasicnom oplemenjivanju” su vazni preduslovi za
kvalitetan i uspeSan rad na utvrdivanju veze marker-svojstvo. Iz ovih razloga, smatramo da u
ovom segmentu, postoji realna moguénost da se na kvalitetan i uspeSan nacin nasa zemlja
ukljuci u svetske naucne i istrazivacke tokove.



Tab.4. Moguénosti, ciljevi, dostignuca i ograni¢enja primene molekularnih markera u oplemenjivanju
Tab.4. Possibilities, targets, achievements and limitations in application of DNA markers in breeding

Moguénost Cilj Postignuto Ogranicenja
Razumevanje genetske Genetska kontrola e [zrada kompletnih
kontrole Zeljenih svojstava mnogih svojstava je genetskih mapa je

Osnovna za poboljSanje prinosa, razja$njena izuzetno skupa i
znanja kvaliteta, otp. na bolesti i Napravljene su dugotrajna.
abiotske stresove, ... genetske mape tzv.
“mapirajucih
populacija”.
Napraviti DNK markere DNK markeri za e Nedostatak
za poboljsan kvalitet, otp. velik broj svojstava informativnih DNK
na bolesti i abiotske (kod pSenice: za markera za najvaznija
stresove.... Potvrditi velik broj major svojstva (prinos).
pouzdanost i primeniti ih. gena otpornosti na ¢ Analiza mora biti
Napraviti molekularne bolesti — Pm, Lr, Sr, jeftina i pouzdana.
probe za identifikaciju Fus, BYDV..; e Problem analize
Marker specifi¢nih patogena kvalitet - %Prot, ogromne koli¢ine
Asistirana Napraviti DNK markere Glu 1 Gli geni, podataka.
Selekcija za identifikaciju poZeljnih PHS...; visina i e Problem definisanja
(MAS) i nepozeljnih “blokova” fotoperiodska oplemenjivacke
gena ili delova hromoz. reakcija - Rht i PPd strategije koja ¢e u
DNK markeri moraju biti geni; niske T — Fr; potpunosti iskoristiti
tzv. “User-friendly” tipa. Elementi- B, Al, moguénosti DNK
Uklju¢iti DNK markere u Mn, Zn, Cu...). markera.
klasi¢ne oplemenjivacke Velik broj DNK ¢ Nedovoljno znanje
programe na najefikasniji markera je kreiran, i tzv. klasi¢nih
moguéi na¢in. u toku je potvrda oplemenjivaca o
Intenzivno i efikasno njihovog zgaéaja 1 moguénostima novih
kori$¢enje DNK markera. pouzdanosti. tehnologija.
Softveri prilagodeni Softveri: ¢ Nedostatak programa
oplemenjivac¢ima, za brzo - za simulaciju exp. za “kumulativnu
i tacno donosenje odluka, - graficko bazu” fenotipskih,
Softver kao i dugorocno planiranje predstavljanje genotipskih i pedigre

koris¢enja i analize rezultata informacija.
podataka dobijenih - predvidanje e Mnogo podataka
primenom DNK markera. kvaliteta na e Razvoj novog
Jednostavnost koriséenja osnovu Glu alela. softvera je skup.
Iskusni oplemenjivaci i Edukacija na ¢ Podcenjivanje
istrazivaci sposobni da redovnm studijama vaznosti
iskoriste sve prednosti Edukacija na poljoprivrede i
DNK markera u sprezi sa postdiplomskim oplemenjivanja (u
tzv. klasi¢nim studijama iz oblasti nasoj zemlji).
oplemenjivanjem. molekularne e Nedostatak
Edukacija nau¢nog i biologije i kvalitetnih studenata

Obrazovanje struénog kadra radi oplemenjivanja. zainteresovanih za
realnog sagledavanja Seminari i kursevi za | oplemenjivanje.
moguénosti 1 primene postojece ¢ Nedostatak specificno
DNK markera oplemenjivace. obrazovanog kadra
(multidiscipl. timovi) sa Prakti¢na obuka u sposobnog da
ciljem podizanja nivoa postoje¢im kvalitetno edukuje

oplemenjivackog rada.

laboratorijama.

zainteresovane.




Tek nakon potvrde postojanja veze izmedu svojstva koje je od znacCaja i odredenog
markera, moZemo pristupiti poslednjoj fazi a to je njihova primena. Primena molekularnih
markera u oplemenjivanju pSenice (ali i drugih vrsta) ima velike moguénosti a najvaznije su:
izbor roditelja za ukrStanja, povecanje efikasnosti povratnih ukrStanja, selekcija na bazi veze
marker-svojstvo (posebno ona koja nisu fenotipski vidljiva), identifikacija genotipova sa
retkim 1 vaznim svojstvima (naroCito u ranim generacijama razdvajanja), detekcija gena iz
drugih vrsta, utvrdivanje stabilnosti genetske kompozicije sorti i linija u vremenu i prostoru,
zaStita autorskih prava itd (Dencié, 2001; Gupta et.al., 1996, 1999; Snape, 1998; Roder et al.,
1998; Korzun et al., 1998; Prasad et al., 1999; Kobiljski i sar., 2002, Kobiljski i Galovic,
2002). Znacaj, mogucnosti i teorijski aspekti primene mikrosatelita u oplemenjivanju pSenice
u naSim uslovima su razmatrani u nekoliko publikovanih radova (Kobiljski, 2002a, 2002b), te
th u ovom radu ne¢emo dodatno elaborirati.

Mikrosateliti su u oplemenjivackom radu na pSenici izuzetno vazni iu jednom novom
svetlu — oplemenjivanju “za” i “u” uslovima globalne promene klime. Od svih metoda
moderne biotehnologije, molekularni markeri u selekciji strnina na tolerantnost na suSu
najvise obecavaju (Quarrie et al., 2002a; Quarrie et al, 2002b; Kobiljski i sar., 2004). Za
oplemenjivace je izuzetno interesantno da oplemenjivanje za stresne uslove (susa, toplotni
udari, topli vetrovi...), uspesno vrse na svojstva koja se fenotipski ne mogu zapaziti (osobine
korena, osmotska regulacija, fizioloski parametri...), a upravo u ovoj oblasti su molekularni
markeri — mikrosateliti najinformativniji i najkorisniji.

Sumarni pregled moguénosti, ciljeva, dostignuca i ogranicenja primene DNK markera
u oplemenjivanju, a sa posebnim osvrtom na naSe uslove, pokuSali smo da predstavimo u
Tab.4.

Danas su konacno i najveci skeptici uvereni da MAS ima svoju buducnost. To
potvrduju i nezvani¢ni podaci da oko 60% oplemenjivackih institucija u svetu koristi MAS
(razvijene zemlje), oko 25% trenutno radi na uvodenju MAS u oplemenjivacke programe a
oko 15% ne koristi MAS u oplemenjivanju. Ove podatke potvrduju ¢injenice o broju
istrazivackih i aplikativnih projekata koji se trenutno rade u svetskim razmerama (narocito u
EU i SAD), a novi rezultati i informacije se publikuju svakodnevno. Zato je sada je pravi
trenutak da se naSa nauka i struka okrenu koris¢enju MAS, i da na taj nacin, i uz pomo¢ novih
tehnika i metoda smanjimo troSkove i znacajno povecamo efikasnost oplemenjivackih
programa, i na taj na¢in postanemo (ostanemo) jo§ cenjeniji i uspesniji na svetskom trzistu
znanja i kapitala.
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APPLICATION OF MOLECULAR MARKERS IN WHEAT BREEDING.
REALITY OR DELUSION ?

by
Borislav KOBILJSKI and Srbislav Denci¢

SUMMARY

Conventional plant breeding use morphological and phenotypic markers for the
identification of important agronomic traits. Plant breeders and scientiests continuously seek
to develop new techniques, which can be used for faster and more accurate introgression of
desirable traits into plants. Over the last several years there has been significant increase in
the application of molecular markers in the breeding programmes of different species. So far,
detected level of polymorphism and informatitivnes of different molecular marker methods
applied in MAS (Marker Assisted Selection) studies (RFLP, AFLP, etc.) were insufficient
either to validate their further use or there were very expensive and of huge healthy risk.
Fortunately for wheat (and other crops) breeders, the new class of molecular markers -
microsatellites have prove recently to be most powerfull for MAS. But, due to lack of the
knowledge, experiance, valid informations and even tradition and habits, many breeders have
either negative or repulsive attitude towards implementation of MAS in breeding programes.
In this paper the relevant facts regarding implementation of MAS in breeding are discussed in
general, and for wheat breeding in particular, in order to summarize merits and limitations in
application of microsatellites in MAS selection.
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