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1. Uvod

Psenica (Triticum aestivum L. ssp. vulgare ) je prema zapisima poznata vise od 10 000
godina te je prije 5000 godina uzgajana u istocnom dijelu Europe. Naziv ,,pSenica“
zajednicki je svim Slavenima. Taj najvazniji ratarski usjev dobro se prilagodava klimi i tlu,
te je zastupljen u proizvodnji diljem svijeta. Prvenstveno se uzgaja radi zrna, a pSeni¢nim
kruhom hrani se oko 70% svjetskog stanovnistva. Najvazniji pokazatelj kvalitete pSenice je
koli¢ina bjelanCevina u zrnu, posebno glutena. PSeni¢ni kruh bogat je vitaminima B
kompleksa i vaznim mikroelementima. Osim u prehrambenoj industriji za proizvodnju
kruha i tjestenine, pSenica se koristi i u industriji keksa, kolaca, piva, farmaceutskoj
industriji te za proizvodnju koncentrirane sto¢ne hrane. PSenica je jedan od najvaznijih
artikla u medunarodnoj trgovini te ima veliku stratesku ulogu (Martinéi¢ i Kozumplik,
1996.). Prema FAO podacima za 2012. godinu psenica je Cetvrta (iza Seéerne trske,
kukuruza 1 rize) na ljestvici ukupne svjetske proizvodnje sa 670 875 110 tona na 215 489
485 ha s prosje¢nim prinosom od 3113,3 kg/ha. Prvo je mjesto zauzela na europskoj
ljestvici ukupne proizvodnje 2012. godine sa 195 824 091 tona. U Republici Hrvatskoj
ukupna proizvodnja psenice s prosje¢nim prinosom 5 347,3 kg/ha iznosila je 999 681 tonu
(FAOStat, 2012.).

Povecanjem broja stanovnika, raste i potreba za proizvodnjom visokorodnih kultivara koji
¢e moc¢i zadovoljiti svjetske potrebe za hranom. Stvaranje stabilnih, visokorodnih 1
kvalitetnih heksaploidnih kultivara uvjetovano je s viSe Cimbenika od kojih je jedan

vernalizacija.

Razlike izmedu ozime i jare pSenice ocituju se u potrebama za niskim temperatura od faze
sjemena. Osim toga ozime pSenice zahtijevaju razdoblje izlozenosti niskim temperaturama

kako bi aktivirale reproduktivni razvoj. To je proces vernalizacije (Fanning, 2012.).

Ruski geneti¢ar Trofim Lysenko, koji je prouc¢avao ucinak hladnoce na cvatnju, tvorac je
pojma jarovizacije. Jare pSenice su nazvane ,,jarovoe‘ na ruskom jeziku (izvedeno od Jara,
boga proljeca), a izlaganja hladno¢i ozimih Zzitarica uvjetuje ,,jarovoe* (brzo cvjetanje).
Jarovizacija je prevedena s ruskog na vernalizaciju, ,,vernal“ je izvedeno iz latinske rijeci

za proljece, ,,vernum* (Chouard, 1960.).


http://www.plantcell.org/content/16/10/2553.full#ref-7

Niske temperature u odredenim fazama razvoja Zitarica su potrebne kako bi dosSlo do
klasanja i formiranja zrna. Vernalizacija je proces stjecanja ili ubrzanja sposobnosti biljke
kako bi cvjetala i to pomoc¢u niske temperature (Chouard, 1960.). Do klasanja dolazi kada
se zadovolje zahtjevi za temperaturom tijekom te duljinom razdoblja same vernalizacije
(50 dana optimalno) (Griffith, 2013.), dok je glavni centar kontrole u samom vrhu izdanka
(Amasino, 2004.). Vernalizacija je nasljedna osobina koja sprjeCava ozime pSenice u
preranom razvijanju meristema kako ne bi doSlo do smrzavanja. Tri Su temperaturne
razine: minimum ispod kojeg ne dolazi do vernalizacije (ve¢inom od -1,3°C do -4°C) te
optimalna kada je vernalizacija u potpunosti u¢inkovita (obi¢no izmedu 3°C i 10°C, s
vrhuncem na 4,9°C) i najvisa iza koje vernalizacija prestaje (15,7°C). Biljke postaju
osjetljive na vernalizaciju ¢im sjeme upije dovoljno vode kada dolazi do pucanja sjemene
ljuske. Prije klijanja vazna je temperatura tla, a nakon klijanja temperatura zraka (Griffith,
2013.). Ako ne dode do vernalizacije, U ozime pSenice, biljke ostaju u vegetativnoj fazi i

nece dati urod (Fanning, 2012.).

Na molekularnoj razini, duljina razdoblja vernalizacije za kru$ne pSenice odredena je
uglavnhom s tri lokusa: Vrn-1, Vrn-2 i Vrn-3. Najvazniji mehanizam reguliranja
vernalizacije je epistati¢ka interakcija Vrn-1 i Vrn-2 lokusa. Kako se smanjuje utjecaj Vrn-
2 lokusa, Vrn-1 transkripcija se postupno povecava, $to omogucava razvoj biljke, a ¢ak
samo jedan Vrn-2 alel moze zaustaviti njen razvoj (Yan i sur., 2003.; 2004.). U
heksaploidnim psenicama Vrn-Al, Vrn-B1 i Vrn-D1 geni su dominantni za jare kultivare i
epistati¢ni za alele u ozimim kultivarima (Stelmakh, 1987.). Gen Vrn-Al mapiran je na
dugom kraku 5A kromosoma u blizini gena Frl (Snape i sur., 2001.), sto je usko vezano s
tri RFLP markera: Xwg644, Xpsr426 i Xpsr2021 (Korzun i sur., 1997; Sarma i sur., 1998;.
Sutka i sur., 1999; Snape i sur., 2001.). Snape i sur. (2001.) su takoder odredili poloZaj
gena Vrn-D1 u distalnom dijelu dugog kraka 5D kromosoma te pokazao da je taj gen usko
povezan s mikrosatelitnim markerima Xgwm212 i Xgwm292. Gen Vrn-B1 mapiran je u
distalnom dijelu dugog kraka kromosoma 5B i usko je povezan s dva mikrosatelitna
markera: Xgwm408 i Xgwm604 (Leonova i sur, 2003; T6th i sur., 2003.). Vrsta alela na
Vrn-Al lokusu rezultirana je mutacijama unutar promotorskog slijeda (YYan i sur., 2004.) ili
delecijama unutar prvog introna tog gena (Fu i sur., 2005.). Na Vrn-B1 i Vrn-D1 lokusu,
promjene u sekvenci promotora nisu opazane; njihova varijacija alela odredena je samo
brisanjem unutar prve sekvence introna (Fu i sur., 2005.). Gen Vrn-2 je opisan samo u

Triticum monococcum L. (Yan i sur., 2004.). Yan i sur. (2006.) su identificirali gen Vrn-B3



kojega se smatra promotrom cvatnje i smjesten (,mapiran®) je na kratkom kraku
kromosoma 7B (povezan je s mikrosatelitnim markerima ABC158 i GWM569). Na
kromosomu 3B (Miura i Worland, 1994.), 6A, 6B i 6D (Islam-Faridi i sur., 1996.)
identificirani su razli¢iti geni koji kontroliraju proces vernalizacije te utjecu na prijelaz iz
vegetativne u generativnu fazu. Najcesce ispitivani heksaploidni kultivari su iz SAD-a,

Kanade i Kine.

Produzena izlozenost niskim temperaturama tijekom zime potic¢e ekspresiju Vrn-1 koji pak
pokrecu vrSni meristem prema reproduktivnoj fazi. Vernalizacija zavrS$i nakon $to
meristem biljke dosegne fazu dva nodija. Vrn-1 gen kojeg nosi ozima pSenica aktivira se
samo kako bi potaknuto razvoj nakon vernalizacije, dok jare pSenice nose verziju Vrn-1

koja je uvijek aktivna.

Medutim, vernalizacija nije jedini faktor koji utjece na cvjetanje ozime pSenice. Tu je i

fotoperiodizam.

2.1. Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati genetsku varijabilnost Vrn-Al, Vrn-B1, Vrn-B3 te Vrn-

D1 lokusa u 23 hrvatska i 17 stranih ozimih kultivara koriStenjem molekularnih markera.



2. Pregled literature

2.1. IstraZivanja o utjecaju vernalizacije u oplemenjivanju pSenice

Prvo istrazivanje u kojem su opisivana izlaganja hladnim temperaturama kao specificnom
aspektu zime koje su bile potrebne za pravilan razvoj i cvjetanje kod nekih vrsta,
objavljeno je u drugoj polovici 19. stoljeca. Istrazivanje Gassnera (1918.) se najcesce
navodi kao prvo izvjesce koje govori da veliki broj biljnih vrsta zahtjeva izlaganje hladnim

temperaturama kako bi cvjetalo.

U meduvremenu, Garner 1 Allard (1920.) su istrazivali vaznost utjecaja duZine izlaganja
svjetlosti na rast biljaka. PSenica je svrstana u biljke dugog dana (LDP - long day plants),
koje cvatu tek kad su osvjetljene dovoljno dugo, tj. kada produ kriti¢nu granicu za
fotoperiodizam.

Gassnerova istrazivanja (1918.) oblikuju koncept vernalizacije koji ukljucuje epigenske
promjene u biljaka poslije razdoblja hladnih dana, koje dovode do razvoja klasa (Heo i
Sung, 2011.).

Vernalizacija sjemena na ~ 2°C, ili za razdoblja kraca od 1 do 2 tjedna na 1°C rezultirala je
malim ili nikakvim ubrzanjem razvoja klasa u usporedbi s kontrolom bez vernalizacije.
Najraniji odgovori na vernalizaciju su pri 1°C postignuti nakon 9 tjedana. Produzavanje
vremena vernalizacije sjemena na 19 tjedana rezultira stvaranjem najmanje pet listova prije
razvoja klasa. Najvec¢i induktivni rezultat hladnih temperatura u razvoju biljaka pojavljuje
se izmedu 6 do 10 tjedana. Biljke ozime pSenice vernalizirane 6 tjedana s prosjeénim
tjednim temperaturama od ~ 7°C nisu bile devernalizirane temperaturama koje su slijedile
od 29°C do 35°C. Starenjem biljke i kratkim fotoperiodizmom prije tretmana hladnim
temperaturama poboljsali su induktivne rezultate i smanjili vrijeme razvoja klasa nakon
hladnih temperatura (Ahrens, 1957.).

U nedostatku hladnih temperatura, fotoperiodi od 11, 13, 15,5 te 18 h primijenjeni tijekom
Sestotjednog razdoblja rezultirali su neznatnim promjenama u potpomaganju pocetka

razvoja cvijeta. Medutim, nastavak kratkih dana u vernaliziranih i nevernaliziranih



kultivara znacajno su usporili klasanje. Posljedice fotoperiodizma nisu bile kriticne za
biljku kratko vrijeme poslije sjetve ozime pSenice ili tek prije pocetka klasanja. Kratki dani
nakon vernalizacije povecavaju broj klasi¢a u razvoju, broj listova, duljinu klasa te
poboljsavaju busanje (Ahrens, 1957.). Isti autori navode da giberelinska kiselina nije
ubrzala razvoj ili inicirala nevernaliziranje pSenice, iako je dala znacajne rezultate u rastu
biljke. Ni giberelinska kiselina, niti c-naftalen octena kiselina te trijod benzojeva kiselina
nisu poboljSale utjecaje tretmana indukcijom suboptimalnih hladnih temperatura (Ahrens.
1957.).

Hansel (1953.) je proS$irio istrazivanje Purvisa (1948.) i opisao kvalitativnu shemu
ovisnosti vernalizacije o temperaturi na ozimom kultivaru razi (Petkus). Ta shema, zajedno
s pronalascima Ahrensa i Loomisa (1963.) te Trionea i Metzgera (1970.) posluzila je za
formiranje temelja za nekoliko modela koji pokuSavaju simulirati kvantitativnu reakciju
pSenice (Triticum aestivum L.) na vernalizaciju (Weir, 1984.; Reinink i sur., 1986.; Ritchie,
1991.). Hanselova shema, medutim, temeljena je na posljedicama vernalizacije (tj. stopi
napretka cvatnje) umjesto na samom procesu vernalizacije. Chouard (1960.) definira
vernalizaciju kao stjecanje ili ubrzanje sposobnosti cvatnje po hladnom tretmanu te
naglaSava da takvo djelovanje nije vidljivo na prvi pogled, nego se pojavljuje kao

posljedica u obliku inicijacije cvatnje.

Vecina istrazivanja vernalizacije morala se osloniti na tu posljedicu u obliku cvatnje kao
test uCinkovitosti bilo kakvog tretmana temperaturom. U nekim slucajevima mjerena su
trajanja od kraja tretmana vernalizacije do stalne faze razvoja klasa (npr. Ahrens i Loomis,
1963.). U drugim slu¢ajevima, napredak ka cvatnji je procijenjen na odredeno vrijeme od
kraja tretmana vernalizacijom (npr. Purvis, 1948; Trione i Metzger, 1970.). Medutim niti
jedna od navednih metoda ne razlikuje ucinke vernalizacije od uc¢inaka kontinuiranog
vegetativnog razvoja tijekom vernalizacije na temperaturama ve¢im od 0°C. Nejasnost se
ocituje kao razlika u broju listova nastalih u fazi vlatanja tijekom tretmana vernalizacije
prije promjene faza razvoja, a taj broj listova pak izravno utjece na stopu reproduktivnog
razvoja u okolini poslije tretmana. Svaka metoda procjene osjetljivosti na temperature
vernalizacije temeljene po razvojnom Kriteriju, mora uzeti u obzir i opseg i posljedice

nastavka vegetativnog razvoja tijekom vernalizacije.



Hoogendoorn (1984.) je opisao metodu procjene za mjere opsega rasta tijekom tretmana
vernalizacije temeljenu na ranom razvoju lista tijekom trajanja samog tretmana. lako se
temelji na nastanku primordija, ova metoda je koriStena samo kao usporedba ekvivalentnog
trajanja dvaju razli¢itih temperaturnih tretmana vernalizacije. Ni jedna spoznaja nije
ukazala na vaznost Stvarnog broja listova zapocetih prije inicirane cvatnje u razlic¢itim
tretmanima, niti posljedi¢nog utjecaja koje to ima na trajanje od kraja tretmana do pojave

klasa ili cvatnje.

Kirby (1974.) je predstavio kvantitativnu analizu razvoja pSenice temeljenu na
sekvencijalnom razvoju lista i primordija klasi¢a. Analizu su prosirili Hay i Kemp (1990.) i
Kirby (1990.) kako bi ukljuéili snazan element koordinacije izmedu stvaranja primordija
na vrhu i pojave lista. U proSirenom istrazivanju, stvaranje rukavca se gleda kao sredisnji
dogadaj u Zivotnom ciklusu glavnog izdanka i to obiljezava prijelaz iz vegetativhog u

reproduktivni razvoj i poc¢etak produljenja vrha biljke (Hay i Kirby, 1991.).

U jarih pSenica razvijenih u danima duge svjetlosti, postoji neposredno poveéanje stope
proizvodnje primordija vrsnog izdanka (Kirby, 1974.), $to oznacava prijelaz iz vegetativne
faze nastanka primordija lista u reproduktivnu fazu nastanka primordija klasi¢a. Vrijeme
tog prijelaza ovisi o genetski odredenim potrebama prema fotoperiodizamu i vernalizaciji.
U manje izazovnim sredinama, nekoliko prvih primordija klasi¢a mogu se razviti istom

brzinom kao i primordiji lista (Delecolle i sur., 1989;. Brooking i sur., 1995.).

Davidson i sur. (1985.) su postavili pokus u stakleniku u kojem su ispitivali
foroperiodizam u uvjetima od 16h pri ¢emu su se razdvojile nevernalizirane biljke u dvije
posebne skupine, sukladno do tad ve¢ poznatim jarim i ozimim kultivarima. Potrebe za
vernalizacijom (vernalization response) su bile opcenito male kod prirodne izlozenosti
suncu (11-15 h), ali su bile izraZenije u uvjetima duge izloZenosti suncu, naroc¢ito kod
ozimih kultivara pSenice. Rezultati drugoga pokusa ukazali su na velike statisti¢ki znacajne
razlike u odnosu na tretman vernalizacije. Nakon 8 tjedana vernalizacije i dugim
fotoperiodizmom, svi kultivari poceli su klasati unutar 66 dana, dok je 6 tjedana tretmana

rezultiralo nepotpunom vernalizacijom.

Tranquilli i Dubcovsky, (2000.) dosli su do zaklju¢ka da u diplodine pSenice (kao i u nekih

drugih Zzitarica) dva lokusa, jedan dominantan, drugi recesivan, razlikuju ozime od jarih



kultivara. Geni Vrn-A™1 i Vrn-A"™2 kontroliraju potrebe za vernalizacijom kod diploidnih
psenica (Triticum monococcum L.). Koristenjem faktorijalne analize varijance ispitivana je
epistatska interakcija izmedu ta dva gena te njihov utjecaj na datum klasanja. Usporedbe
rezultata pokazale su da je Vrn-A"2 alel za ozime p3enice dominantan u odnosu na vrn-A™2
kod jarih pSenica, dok je Vrn-A™1 alel za jare kultivare dominantan u odnosu na vrn-A™1
ozimih kultivara. Utvrdena je znacajna interakcija izmedu ta dva gena, dokazujuéi da ti

geni djeluju na istom razvojnom putu.

Ispitivani genotipovi ozimih kultivara pSenica vjerojatno sadrzavaju razlicite alele koji
utvrduju vernalizaciju. Razli¢iti odgovori na vernalizaciju ozimih kultivara rezultat su
prisutnosti multiplin alela na Vrn lokusu. Razli¢ite kombinacije alela mogu biti izvor
genotipova s nizom ili viSom osjetljivosti na vernalizaciju. Nepotpuna vernalizacija
manifestira se kao odgoda ili ¢ak odsutnost klasanja. Opcenito, kasnjenje klasanja, ovisi
eksponencijalno o stupnju nedostatka vernalizacije. Vrijeme do klasanja takoder je
uvjetovano razli¢itim odgovorima genotipova na fotoperiodizam; ali njegov rezultat nije

znacajno promjenjen vernalizacijom (Kosner i Pankova, 2002.).

2.2. Istrazivanja varijabilnosti Vrn gena na genetskoj razini

Tijekom povijesti, promatranje biljaka dovelo je do temeljnih nacela razumijevanja kako
biljke reagiraju na okoli§. Dok ta istraZivanja mogu donekle pokazati medusobnu vezu
uzroka i posljedice kako se biljka razvija, ne mogu se potpuno objasniti mehanizmi

djelovanja bez uvida na molekularnoj razini.

Tri genetska sustava, ukljucujuéi osjetljivost na vernalizaciju (Vrn), osjetljivost na
fotoperiodizam (PPD) i rano klasanje samo po sebi, kontroliraju faze rasta i razvoja
psenice (Herndl i sur. 2008.). Potencijal prinosa pSenice u razli¢itim sredinama je,
uglavnom odreden s ta tri sustava i njihovom interakcijom s temperaturom u okruzenju
(Gororo i sur. 2001.).

Prema Iwaki i sur. (2000.), Cetiri glavna lokusa Vrn-Al, Vrn-B1l, Vrn-D1 i Vrn-D5
kontroliraju osjetljivost na vernalizaciju u pSenice. Prisutnost recesivnih alela na

navedenim lokusima javlja se u ozimih kultivara, dok prisustvo jednog ili vise dominantnih



alela u tim lokusima rezultira jarom p$enicom. Dominantni Vrn aleli imaju diferencijalnu
osjetljivost na vernalizaciju. Kultivari pSenice s dominantnim alelom Vrn-Al su neosjetljivi
na vernalizaciju, dok oni kultivari koji imaju dominantne alele na Vrn-B1, Vrn-D1 ili Vrn-
D5 lokusima imaju malu osjetljivost na vernalizaciju (Shindo i Sasakuma, 2002.). Alel

Vrn-Al prikriva nisku osjetljivost na vernalizaciju drugih dominantnih alela.

Takoder, kultivari kru$ne pSenice s dominantnim Vrn-Al alelom klasaju najranije, dok oni
s dominantnim Vrn-D1, Vrn-D5 i/ili Vrn-B1 klasaju kasnije, odnosno, pod
nevernalizacijskim uvjetima (Goncharov, 2004.). Osim mijenjanja vremena cvatnje,
razli¢ite kombinacije dominantnih Vrn alela takoder mogu uzrokovati varijabilnost u visini
biljke i utjecati na komponente prinosa pSenice (Stelmakh, 1992; Stelmakh, 1998.).
Prisutnost dvaju dominantnih alela na glavhom lokusu za vernalizaciju daje ranu zrelost,
kao 1 veci potencijal prinosa. Kombinacija dominantnih Vrn-Ala, Vrn-B1 i Vrn-D1 alela
rezultiraju najranijom zrelosti, ali i stvaranje kultivara niskog prinosa. Potreba za
djelomi¢nom vernalizacijom takoder moze biti korisna za poboljSanje tolerancije na mraz

(lwaki i sur. 2001.).

U jarih kultivara na Vrn-Al lokusu kru$ne pSenice moze do¢i do mutacija u promotorskoj
regiji (Yan i sur. 2004.), dok su jari kultivari odredeni Vrn-B1 i Vrn-D1 lokusima velikim
brisanjem unutar prvog introna (Fu i sur., 2005.). Ovi rezultati doveli su do razvoja
specificnih DNA markera za Vrn alele kako bi otkriti prisutnost ili odsutnost Vrn alela u
germplazmi pSenice te razumjeli njihovu ulogu u adaptaciji pSenice razli¢itim

zemljopisnim podru¢jima (Yan i sur., 2004; Fu i sur., 2005.).

Igbal i sur. (2011.) su istrazivali vernalizaciju na genetskoj razini na kru$noj pSenici
(Triticum aestivum L.). Istrazivanje su proveli kako bi utvrdili postojanje kombinacije alela
na Vrn-Al, Vrn-B1, Vrn-D1 te Vrn-B3 lokusu na 59 jarih pSenica. Koristili su ve¢ prije
pronadene DNA markere za otkrivanje varijabilnosti alela na cetiri Vrn lokusa. Alel jarih
psSenica Vrn-Ala bio je pronaden u 36% Kkultivara, kao samostalan ili s ostalim alelima
jarih pSenica, Vrn-B1 i Vrn-D1. Dominantni Vrn-Alc alel pronaden je samo u dva
kultivara, dok Vrn-Alb alel nije bio pronaden niti u jednom. Alel jare pSenice Vrn-Bl
najvise se puta pojavljivao, u 64% kultivara, sam ili s ostalim dominantnim alelima.

Dominantni Vrn-D1 pronaden je u 61% kultivara, s tim da je u 25% pronaden sam, a u



29% kultivara zajedno s Vrn-B1. Dominantni Vrn-B3 bio je odsutan u svim prouc¢avanim
kultivarima. Nije pronadena nikakva povezanost vremena klasanja sa sastavom Vrn-Bl i

Vrn-D1 alela.

Kiss i sur. (2014.) su pokusali dijagnosticirati molekularne markere za odredivanje glavne
vrste alela u Vrn-Al, Vrn-B1, Vrn-D1 u 683 razli¢itih genotipova iz svjetske zbirke.
Dominantni Vrn-Al, Vrn-B1 te Vrn-D1 alel bili su prisutni u niskim frekvencijama. Sastav
alela na Ppd-D1, Ppd-B1 i Vrn-D1 lokusu znaéajno je utjecao na klasanje i zajedno
objasnjava 37,5% fenotipske varijance. Najranije klasanje pojavilo se kod genotipova koji
su imali alel neosjetljiv na fotoperiodizam na Ppd-D1 i Ppd-B1 lokusu i sa jarim alelom za
Vrn-D1 i ozime alele za Vrn-Ali Vrn-B1.

Genetske analize identificirale su tri glavna gena povezana s osjetljivosti na vernalizaciju
kod psenice: Vrnl, Vrn2 i Vrn3. Kljuéni gen za temperaturnu osjetljivost je Vrnl.
ProduZena izlaganja niskim temperaturama tijekom zime dovode do ekspresije Vrnl gena
koji pak pokrece vrSni meristem prema reproduktivnoj fazi. Vernalizacija zavrSava nakon

Sto meristem biljke dosegne dva nodija (Griffith, 2013.).

U ozime pSenice Vrnl gen se aktivira samo kako bi potaknuo razvoj psenice nakon
vernalizacije, sto je korisno za biljku zbog odgode klasanja do proljeca, kada se postignu
uvjeti pogodni za proizvodnju zrna. Nasuprot tome, jare pSenice ne zahtijevaju niske
temperature kako bi se aktivirale. One nose Vrnl alele koji su uvijek aktivni, a o
kombinaciji alela ovisi i vrijeme klasanja. Navedeno svojstvo odgode klasanja postaje sve
vaznije ako su sjetve odgodene do kasne zime i ranog proljeca, kada su temperature vise i

duljina dana je sve duza (Griffith, 2013.).

Vernalizacija u kultiviranim pSenicama uglavnom je pod kontrolom tri Vrnl lokusa, Vrn-
Al, Vr-Bl i Vrn-D1, koji se nalazi u sredini dugog kraka kromosoma 5A, 5B i 5D
(Mcintosh i sur., 2003.). Ozimi kultivari su homozigoti za recesivni alel na tri Vrn-1
lokusa. (Braun, 1997., prema Stelmakh, 1987.). Vrn-1 gen je kloniran u pocetku kod
Triticum monococcum L. (Yani sur., 2003.), a kasnije su polimorfizmi u Vrnl promotoru
(Yan i sur., 2004.) i regijama introna (Fu i sur., 2005.) bili povezani s jarim kultivarima

krusne i durum pSenice.



Identificirano je nekoliko alela za glavne Vrn-Al gene vernalizacije. Recesivni je samo
vrn-Al alel, dok je Vrn-Al najuvijerljiviji jari alel, uzrokuju¢i potpunu neosjetljivost na
vernalizaciju. Alel Vrn-Alb pokazuje nekoliko polimorfizama na razini jednog nukleotida
(SNP, single-nucleotide polymorphism) i delecije u promotorskim regijama, obi¢no
delecije od 20-pb. Alel Vrn-Alc pronaden je samo u heksaploidnom kultivaru iz
Afganistana, ali je ¢est medu tetraploidnim jarim genotipovima. U jare tetraploidne pSenice
tipi¢no se javljaju delecije od 32 pb u promotorskoj regiji alela Vrn-Ald, dok se kod alela
Vrn-Ale javljaju delecije od 54 pb u podrucju promotora. Aleli za jare kultivare na Vrn-B1
I Vrn-D1 lokusu imaju znacajne delecije u prvom intronu. Gen Vrn-B3, koji se nalazi na

kraku kromosoma 7BS, prvi je put pronaden u kultivaru Hope (Yan i sur., 2006.).

Gen Vrn2 je takoder jako vazan za proces vernalizacije, ujedno je i represor dugog dana za
Vrn3. Dva su gena prisutna na Vrn2 lokusu (ZCCT1 i ZCCT2), a delecije ili pojava
nefunkcionalnih mutacija u oba od njih istovremeno uvjetuju nastajanje jarih kultivara bilo
kod diploidnih ili tetraploidnih pSenica (Distelfeld, 2009.).
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3. Materijal i metode

3.1Biljni materijal

Istrazivanje je provedeno na 40 Kultivara heksaploidne krusne pSenice (Triticum aestivum
L. ssp. vulgare). Od kojih su 23 hrvatskog, a 17 kultivara stranog podrijetla. Pri odabiru
hrvatskih kultivara, vodilo se racuna da budu ukljuceni kultivari iz svih pet
oplemenjivackih centara u Republici Hrvatskoj. Od 23 hrvatska kultivara, 11 je stvoreno
na Poljoprivrednom institutu Osijek (POI), pet na BC Institutu (Zagreb), tri pripadaju
oplemenjivackoj kuéi Jost sjeme - istrazivanja d.o.o. (Krizevci), dva oplemenjivackoj kuci
Agrigenetics d.o.o., Osijek (AG) i jedan Agronomskom fakultetu u Zagrebu (AGRZG).
Kultivari su priznati izmedu 1936. i 2010. godine (tablica 1). Od 17 stranih kultivara, Sest
je srpskih, tri su madarska, dva njemacka, dva talijanska te po jedan ukrajinski, ruski,

kineski 1 §vicarski kultivar (tablica 2).

Kultivari su odabrani obzirom na podrijetlo, rodoslovlje, godinu priznavanja, podrucje
uzgoja te znacajnost i zastupljenost u proizvodnji. Neki od kultivara ukljuéenih u
istrazivanje koriSteni su kao standardi prilikom identifikacije Vrn gena koji su za te

kultivare utvrdeni prethodnim istrazivanjima.

3.2 Laboratorijski pokus

Istrazivanje varijabilnosti Vrn gena na razini DNA provedeno je u Laboratoriju za biljnu
genetiku i biotehnologiju Poljoprivrednog fakulteta u Osijeku tijekom 2013./2014. te
2014./2015. Prilikom ispitivanja Koristena je metoda mikrosatelitnin markera bazirana na

lan¢anoj reakciji polimerazom (Polymerase Chain Reaction — PCR).
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Tablica 1. Naziv, podrijetlo, godina i rodoslovlje hrvatskih kultivara

Br. Kultivar
U1 (Osj. sisulja)
Osjecka 20

Slavonija
Zitarka

Srpanjka
Demetra
Superzitarka
Zlatna Dolina
Golubica
Janica
Barbara
Nova Zitarka
Sana
BC Elvira
Adriana
Marija
Prima
Kuna
Cerera
Koleda

Divana

Gabi

Dea

Podrijetlo

P10
P10
P10

P10

PIO
PIO
PI1O
PIO
PI1O
PIO
PIO
PIO
Bc Institut
Bc Institut
Bc Institut
Bc Institut
Bc Institut
AFZ
Jost sjeme

Jost sjeme
Jost sjeme

Agrigenetics

Agrigenetics

Godina

1936.
1978.
1984.

1985.

1989.
1989.
1997.
1971.
1998.
2003.
1997.
2010.
1983.
2002.
1988.
1988.
2001.
1995.
1993.
1998.

1995.

1999.
2009.

Rodoslovlje

Carlotta strampelli/Marquis
Osk. 6.9-1-64/V-188-M
Osjecka 20/0Osk 4.216-2-76
Osk. 6.30-20/Slavonka/3/Eph. M68 /
Osk. 154-19//Kavkaz
Osk. 4.50-1-77/Zg 2696
Osk. 4.216-2-76/2g 2877-74
GO 3135/ Zitarka
Zg 414-57 / Leonardo
Slavonija / Gemini
Osk. 5.36-9-91 / Srpanjka
GO 3135/ Zitarka
FS 800/89 / Zitarka
Mura/ CI 14123 // Zg 2413-72
Bc 2377-79 | MV-C2-33 // Irena
Zg 1758-70 / TpR-349
Zg 4527-68 / Kavkaz // Zg 1971-70
Sana / Gala
St 563 / Skopljanka
NE 7060 76Y335/VG-19
NE 7060 76Y335/ VG-19
Favorit /5/ Cirpiz /4/ J. Kwang /2/
Atlas66 / Comanc. /3/ Velvet
Srpanjka / GK 32-82
Srpanjka / Brutus
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Tablica 2. Naziv, podrijetlo, godina i rodoslovlje stranih kultivara

Br. Kultivar Podrijetlo  Godina Rodoslovlje
Kavkaz Rusija 1972. Lutescens-314-h-147/Bezostaya-1
Florida Njemacka 1985. Caribo/Disponent
Mir-808/Bez-1//Kavkaz/Rana-
Mv 14 Madarska 1985.
1//Z1.Dolina/Arthur
Pesma Srbija 1995. NS-51-37/Balkan
NS 602 Srbija 1972. S-13, ITA/Aobakomugi
Renesansa Srbija 1995. Yugoslavia/NS-55-25
Sofija NS Srbija 1998. GKGRA-965-2/Panonija
Sava Srbija 1967. Fortunato*2/(CI-13170)Redcoat
y Bezostaya-1/NS-
NS Rana 1 Srbija 1975. ;
262//Mironovskaya-808/3/NS-435
San Pastore Italija 1940. Balilla/Villa gloria
Libellula Italija 1965. Tevere/Giuliari//San Pastore
Mironovskaya 808 Ukrajina 1963. (T)Artemovka
Bankuty 1205 Madarska 1931. Marquis/Bankuti-5
SW Maxi Njemacka 2002. -
Chinese Spring Kina - LV/Sichuan
) y EXSR-400/Sonett/3/Sappo//B-
Golin Svicarska 1994.
580/B-664/4/EXSR-400/Selepek
MV 18 Madarska - Bezostaya-2/Krasnodarskii-Karlik-1

3.2.1. Uzgoj klijanaca

Sjeme svakog kultivara posijano je na tresetne ploc¢ice (Jiffy 7), koje su prethodno
namocene u vodu. Uzorci sjemena su naklijavani u klima komori tijekom 14 dana (slika 1).
Temperatura u klima komori odrzavana je na 20°C uz svjetlosni rezim 12 sati osvjetljenja 1
12 sati tame, uz redovito zalijevanje. Listovi biljaka prikupljeni su u fazi dva do tri lista,

pohranjeni u vrecice s pripadaju¢im brojem kultivara te pohranjeni u zamrzivac na -80°C.
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Slika 1. Sjeme posijano u tresetne plocice u klima komori (foto original; J. Puskaric)

3.2.2. Izolacija genomske DNA

Izolacija DNA iz listova odabranih kultivara provedena je prema cetil-trimetil-amonij-
bromid metodi (CTAB) (Doyle i Doyle, 1987., modificiranoj prema Grljusi¢, 2003.)
Odvagano je 20 mg odrezanih listova koji su stavljeni u tarionike prethodno ohladene
teku¢im dusikom. Listovi su zatim preliveni teku¢im dusikom i tu¢kom smrvljeni u fini
prah. U svaki uzorak pipetom je dodano 1000 ul 2% CTAB pufera (IM Tris-HCI pH 8.0,
0.5 Na;EDTA pH 8.0, 5M NaCl, 10% SDS), koji je prethodno zagrijan na 68°C u vodenoj

kupelji. Sadrzaj iz tarionika prenesen je u oznac¢ene Eppendorf tubice od 2 ml koje su zatim
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kratko vorteksirane te inkubirane na 65°C u vodenoj kupelji 45 minuta. Set tubica je

povremeno okretan rukom.

Nakon inkubacije uzorci u tubicama premjesSteni su u posudu s ledom gdje je svakom
uzorku dodano 670 ul SEVAG-a (kloroform izoamilni alkohol). Nakon dodavanja alkohola
svaki je uzorak pojedinac¢no protresen rukom okretanjem tubice te su tubice stavljene 30
minuta na stalak za muckanje (slika 2). Tubice su zatim stavljene na centrifugiranje 8
minuta na brzinu od 14 000 okretaja/min (slika 3).

Slika 2. Uzorci na stalku za muckanje (foto original; J. Puskari¢)
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Slika 3. Uzorci spremljeni za centrifugiranje (foto original; J. Puskaric)

Centrifugiranjem je odvojena tekuca faza (oko 750 ul) od krute faze (slika 4) koja je zatim
pipetom s odrezanim vrhom izdvojena u novooznaceni set tubica od 2 ml. U svaku tubicu
dodano je 16 pl enzima RNAze te su uzorci ostavljeni na sobnoj temperaturi uz konstantno
muckanje u trajanju od 30 minuta, uz povremeno okretanje rukom. Nakon toga u svaku je
tubicu dodano 650 pl 0,7 V hladnog izopropanola, nakon ¢ega su uzorci lagano okretani
dok DNA nije postala vidljiva (slika 5).

& :

Slika 4. Odvajanje tekuce od krute faze (foto original; J. Puskari¢)
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Slika 5. Vidljiva DNA (foto original; J. Puskari¢)

Tubice s izopropanolom su ostavljene na sobnoj temperaturi dva sata uz povremeno
okretanje rukom nakon ¢ega su centrifugirane jednu minutu na 14 000 o/min. Nakon
centrifugiranja na dnu tubice se formirala bijela peleta DNA. Tekuca faza je pazljivo
izlivena kako se ne bi izgubila bijela peleta. U tubice je zatim dodano 500 pul 0,2 mM natrij
acetata u 76% etanolu kojim je peleta prana 30 minuta laganim treskanjem tubica. Tubice
su zatim centrifugirane 2 minute na 14 000 o/min te je tekuéina iznad peleta opet pazljivo
izlivena. Pranje peleta ponovljeno je s 500 ul amonij acetata u 76% etanolu tijekom 10
minuta. Tubice su ponovo stavljene na centrifugu jednu minutu na 14 000 o/min te je
tekuca faza opet izlivena. Nakon izlijevanja tekuce faze ostatak etanola iz svake tubice je
pazljivo odstranjen pipetom, a tubice su zatim ostavljene otvorene u digestoru od 30 do 45
minuta. Nakon suSenja, peletama je dodano 100 pl 1 x TE pufera kako bi se otopile, zatim
su tubice kratko centrifugirane i pohranjene na + 4°C. Sljede¢i dan uzorci DNA su

pohranjeni na — 20°C.
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3.2.3. Provjera Cistoce i kvalitete DNA

Provjera Cistoce DNA provodi se mjerenjem apsorbance izolirane DNA na dvije valne
duljine, 260 i 280 nm. Cistoéa izolirane DNA provjerena je na Varian Cary® 50 UV-
Visible spektrofotometru. Razrjedenja DNA pripremljena su dodavanjem 15 pl ¢iste DNA
i 735 ul TE pufera. Na pocetku mjerenja uredaj je kalibriran pomoc¢u d.d. H,O (slijepa
proba). Za svaki uzorak napravljena su dva ponavljanja te je na temelju omjera apsorbanci
Ao (260 nm) i Azgo (280 nm) utvrdena Cistoca DNA, ¢ija je vrijednost bila prihvatljiva u
rasponu od 1,7 do 2,0 za omjer Ageo/Azgo. Kvaliteta DNA provjerena je i elektroforezom u
usporedbi s A DNA, ¢ija je koncentracija unaprijed poznata. Pripremljen je 0,75% agarozni
gel u 1 x TAE puferu na koji su naneseni uzorci. Za pripremu uzoraka za elektroforezu
kori$teno je 3 pl razrijedene DNA, 2 pl STOP mixa (5x SGB) (1M Tris-HCI pH 8,0, 0,5M
Na,EDTA, Bromfenolblue boja, 87% glicerin, SDS) i 2 ul d.d. H,0. Uvjeti elektroforeze
bili su: 80 V, 60 mA i 50 W.

Uzorci DNA =za koje je utvrdena nezadovoljavajuéa Ccistoca te loSa kvaliteta

spektrofotometrijskom analizom ponovo su izolirani.

Na temelju izmjerenih vrijednost apsorbanci, odredena je i koncentracija DNA u ng/ul

prema sljedecoj formuli:

[DNA] = Ajgp * Azgo * 507

Nakon odredivanja koncentracije pripremljeni su radni uzorci za PCR reakcije na nacin da
je za svaki pojedini uzorak izracunata kolicina DNA 1 TE pufera za PCR razrjedenje 1:5

(tablica 3) prema formulama:

20
DNA (uL) = oval * 502

TE 8.0 (ul) =50 — DNA (ul)
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Tablica 3. Koncentracija DNA i PCR razrjedenja

Br. Kultivar

l. Kavkaz 562,8 1,78

Florida

Mv 14
Ul
Osjecka 20
Slavonija

Zitarka

Srpanjka

Demetra

Superzitarka
Zlatna
Dolina

Golubica
Janica
Barbara
Nova
Zitarka
Sana
BC Elvira

Adriana

Marija
20. Prima

[DNA]

ng/ul

897,3
410,0
SSEID
2415
470,5
680,75
333,33
249,8
423,8

141,5

445,5
640,5
357,0

783,5

834,25
401,75

281,75

847,8
508,50

PCR
razrjedenje
1:5 ()
DNA TE 8,00
48,22
1,11 48,89
2,44 47,56
2,98 47,02
4,14 45,86
2,13 47,87
1,47 48,53
3,00 47,00
4,00 46,00
2,36 47,64
7,07 42,93
2,24 47,76
1,56 48,44
2,80 47,20
1,28 48,72
1,20 48,80
2,49 4751
3,55 46,45
1,18 48,82
1,97 48,03

Br.

21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.

Jils

32.
ek
34.

35.

36.
37.

38.

39.
40.

Kultivar

Kuna
Cerera
Koleda
Divana

Gabi

Dea
Pesma
NS 602
Renesansa
Sofija NS

Sava

NS Rana 1
San Pastore
Libellula
Mironovskaya
808
Bankuty 1205
SW Maxi
Chinese
Spring
Golin
Mv 18

[DNA]

ng/ul

606,5
573,3
566,0
622,5
910,3
711,3
235,5
435,8
373,8
718,3

338,8

615,8
267,8
520,0

780,0

825,8
671,8

1414,5

458,3
970,5

PCR
razrjedenje
1:5 (ub)
DNA TE 8,0
1,65 48,35
1,74 48,26
1,77 48,23
1,61 48,39
1,10 48,90
1,41 48,59
4,25 4575
229 41,71
2,68 47,32
1,39 48,61
295 47,05
1,62 48,38
3,73 46,27
1,92 48,08
1,28 48,72
121 48,79
1,49 48,51
0,71 49,29
2,18 47,82
1,03 48,97
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3.2.4. PCR analiza

Za PCR analizu prisutnosti Vrn-Ala, Vrn-Alb, Vrn-Alc, vin-Al te Vrn-B1, vrn-B1, Vrn-
B3, vin-B3 i Vrn-D1, vrn-D1 gena koriSteno je nekoliko molekularnih markera. Sekvence
parova pocetnica prikazane su u tablici 4. Prije pripreme reakcijskih smjesa za PCR analizu
napravljena su razrjedenja oligonukleotidnih pocetnica dodavanjem TE pufera prema istoj
tablici. Zatim je u tubice od 0,5 ml dodano 10 ul razrijedenih pocetnica i 100 ul d.d H,O.

Tubice su ¢uvane na -20°C.

Amplifikacija mikrosatelitnih pocetnica obavljena je prema MAS Wheat protokolu
(http://maswheat.ucdavis.edu/protocols/Vrn/).  Prije  amplifikacije  pristupilo  se
optimiziranju PCR reakcija kroz promjene temperaturnih uvjeta reakcija kao i odabir
koncentracije i koli¢ine amplifikacijskih reagensa. Reakcijska smjesa za PCR analizu
sadrzavala je amplifikacijske reagense, pocetnice i genomsku DNA. Koncentracije i

volumeni reakcijskih smjesa bili su jednaki za veé¢inu markera, a prikazani su u Tablici 5.

Tablica 4. Sekvence i razrjedenja koristenih pocetnica

Pocetnice Sekvence pocetnica (5' — 3') TE pH8.00
(nh)
VRN1A L F: GAA AGG AAA AAT TCT GCT CG 93
VRN1-INT1_R R: GCA GGA AAT CGA AAT CGA AG 89
Intr1/C/F F: GCACTC CTA AACCACTAACC 166
Intrl/AB/R R: TCATCC ATC ATC AAG GCA AA 213
IntrlB_L F: CAAGTG GAA CGG TTAGGA CA 93
IntriB_R3 R: CTC ATG CCA AAA ATT GAA GAT GA 77
IntrlB_R4 R: CAA ATG AAA AGG AAT GAG AGC A 81
VRN3_BINS L F: CAT AAT GCC AAG CCG GTG AGT AC 86
VRN3_BINS_R R: ATG TCT GCC AAT TAG CTAGC 104
VAR EREINOIINEIEN F: ATG CTT TCG CTT GCC ATCC 124
\WARHNEREINO]INEREEN R: CTA TCC CTA CCG GCC ATT AG 112
IntrlD_L F:GTT GTC TGC CTC ATC AAATCC 106

IntriD_R3 R: GGT CACTGG TGG TCT GTG C 116
IntriD_R4 R: AAA TGA AAA GGA ACG AGA GCG 81
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Tablica 5. Koncentracije i volumeni reakcijske smjese za PCR amplifikaciju svih
koristenih pocetnica (osim VRN1A L i VRN1-INT1_R)

.. . ; Volumenpo  Volumen za 40
Reakcijska smjesa Koncentracija

reakciji (10 pl) reakcija
Ishodi$na Radna
PCR pufer 5x 1x 2 80
MgCl, 25 mM 1,5 mM 0,6 24
dNTP mix 2,5 mM 0,2 mM 0,8 32
F — pocetnica 10 pl 0,5 mM 0,5 20
R — pocetnica 10 pl 0,5 mM 0,5 20
Taq polimeraza 50/l 0,05 U/ wl 0,1 4
Genomska DNA 3ul 3 3
d.d. H,0 4,41 176,4

Koncentracije se razlikuju samo kod VRN1A L i VRN1-INT1 R, gdje se stavlja 0,1 ul od
obje pocetnice te je volumen d.d H,O 3,61 po jednoj reakciji. Za 40 reakcija volumen

iznosi 4 pl od svake pocetnice te 144,4 pl d.d. Hx0.

Za PCR analizu koristen je uredaj Eppendorf Mastercycler® Thermal Cyclers 53333

Version 20.30.33-09. Programi su navedeni u tablicama kako slijedi:

Tablica 6. PCR program za VRN1A L i VRN1-INT1 R pocetnice

PCR program:

1. Korak 95°C 3 min
94°C 45'

2. Korak 60°C 60' 30 x
72°C 90'

3. Korak 72°C 5 min
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Ocekivani produkt amplifikacije VRNIA L i VRNI-INT1 R pocetnicama bili su
fragmenti duzine 965 pb ili 876 pb za Vrn-Ala, 714 pb za Vrn-Alb, te 734 pb za
dominantni Vrn-Alc i recesivni vrn-Al. Elektroforeza je radena u 2%-tnom agaroznom

gelu.

Tablica 7. PCR program za Intrl/C/F i Intr1/AB/R pocetnice

PCR program:

94°C 4 min

94°C 15'

65°C 45' 30 x
72°C 45'

72°C 5 min

Fragmenti duzine 1060 pb bili su o¢ekivani produkt amplifikacije Intrl/C/F i Intrl/AB/R
pocetnicama za recesivni vrn-Al, dok se za dominantni Vrn-Al produkt ne ocekuje.

Elektroforeza je radena u 1%-tnom agaroznom gelu.

Tablica 8. PCR program za IntrlB_L i IntrIB_R3 pocetnice

PCR program:

94°C 4 min

94°C 15'

65°C 45' 30 x
72°C 45'

72°C 5 min

Ocekivani produkti amplifikacije Intr1B_L i Intr1B_R3 za dominantni Vrn-B1 iznosi 709

pb, dok se vrn-B1 ne amplificira. Elektroforeza je radena na 1%-tnom agaroznom gelu.
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Tablica 9. PCR program za Intr1B_L i Intr1B_R4 pocetnice

PCR program: TOUCHDOWNS3

5 min
45'
60'
80’

+1.00'

+0.1°/s
15'
15'
50'

2 min |

Vrn_B1 0 |
vrn_B1 1140 |

Ocekivani produkti amplifikacije IntrlB L i IntrlB R4 su obrnuti nego u prethodno

8x

31x

spomenutim poc¢etnicama (IntrlB_L i IntrlB_R3), dominantni Vrn-B1 se ne amplificira, za
recesivni vrn-B1 se ocekuje produkt od 1149 pb. Elektroforeza je radena na 1%-tnom

agaroznom gelu.

Tablica 10. PCR program za VRN3 BINS Li VRN3 BINS R pocetnice

PCR program:

1. Korak 95°C 3 min
94°C 45'

2. Korak 60°C 60' 30 x
72°C 90'

3. Korak 72°C 5 min

Fragment duzine 1200 pb bio je ocekivan kod VRN3 BINS L i VRN3 BINS R
pocetnica za dominantne alele Vrn-B3 na koromosomu B, te bez produkta za recesivni vrn-

B3. Elektroforeza je radena na 1%-tnom agaroznom gelu.
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Tablica 11. PCR program za VRN3_BNOINS_L i VRN3 BNOINS R pocetnice

PCR program: TOUCHDOWNS3

5 min
45'
60'
80’

+1.00'

+0.1°/s
15'
15'
50'

2 min |

1140 \

8x

31x

VRN3 BNOINS L i VRN3 BNOINS R pocetnice rezu DNA na fragmente duljine 1140
pb za recesivne vrn-B3 alele na B3 lokusu. Dominantni Vrn-B3 nema produkta, a

elektroforeza je radena na 1%-tnom agaroznom gelu.

Tablica 12. PCR program za Intr1D_L i Intr1D_R3 pocetnice

PCR program:

1. Korak 95°C 3 min
95°C 45'

2. Korak 60°C 60' 30 x
72°C 70'

3. Korak 72°C 5 min

Na D kromosomu pocetnicama IntrID_L i IntrlD_R3 ocekuje se dominantni alel Vrn-D1
dug 1671 pb, dok se recesivni vrn-D1 ne oc¢ekuje. Elektroforeza je i ovdje radena na 1%-

thom agaroznom gelu.
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Tablica 13. PCR program za Intr1D_L i Intr1D_R4 pocetnice

PCR program:

94°C 30'
2. Korak 60°C 30' 38 x
72°C 100’

Za razliku od IntrlD L i IntrlD R3 pocetnica, IntrlD L i IntrlD R4 pocetnice
amplificiraju produkt za recesivni vrn-D1 od 997 pb, dok se dominantni Vrn-D1 ne

oc¢ekuje. Elektroforeza je radena na 1%-tnom agaroznom gelu.

3.2.5. Elektroforeza

Produkti PCR analize naneseni su na 1% (ili 2% za VRN1A L, VRN1-INT1 R) agarozni
gel u 1 x TBE puferu radi razdvajanja i daljnje analize. Gel je bio veli¢ine 7 x 10 x 1 cm,
prireden na sljede¢i naéin: u Erlenmayer tikvicu od 200 ml odvagano je 0,6 g agaroze
Lonza SeaKem® te je dodano 60 ml 1x TBE pufera za 1% gel. Za 2% gel dodano je duplo
vise agaroze (1,2 g). Tikvica je zagrijavana u mikrovalnoj pec¢nici oko dvije minute do
vrenja, tijekom cega je nekoliko puta izvadena i1 lagano mijeSana, kako bi se pospjesilo
otapanje agaroze. Nakon toga je ohladena laganim mijeSanjem u vodenoj kupelji na
temperaturu od oko 60°C. Toj otopini agaroze dodane su 2-3 kapi fluorescentne Olerup
SPP® GelRed boje kako bi fragmenti DNA bili vidljivi na gelu. Sadrzaj je izliven u
prethodno priredenu kadicu u kojoj su smjestena dva ¢eslja od 15 jazica, nakon Cega je gel
ostavljen da se ohladi na sobnoj temperaturi dok se ne polimerizira (oko 30 minuta za 1% i

20 minuta za 2% gel). Nakon polimerizacije izvadeni su ¢esljic¢i (slika 6).
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Slika 6. Uredaj za elektroforezu i kadica s agaroznim gelom (foto original; J. Puskari¢)

Gel je postavljen u uredaj za elektroforezu, Bio-Rad Mini-Sub® Cell GT, uronjen u 1 x
TBE pufer. U svaku jazicu pipetom je nanesen po jedan uzorak u koli¢ini od 5 pl. Kao
standard za utvrdivanje veliine fragmeneta PCR produkata koristen je DNA standard
(,,ljestve*), Promega® 100 pb ,,Ladder* s rasponom veli¢ine fragmeneta od 100 do 1500
pb, zajedno s pripadaju¢om bojom, 6x Blue/Orange Loading Dye. Za dva uzorka ,,ljestvi*
koristilo se 1 ul DNA standarda, 1,7 ul boje, te 7,4 ul TE pufera. Nakon S$to je uredaj
spojen na izvor elektri¢ne energije podesen je na 60 V, 40 mA i 20 W te pusSten u rad.
Uvijeti su se razlikovali kod nekih pocetnica, kao i duZina trajanja elektroforeze, koja je u
prosjeku trajala 1 h (za pocetnice VRN1A L, VRNI1-INT1_R elektroforeza je trajala 4h).
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3.2.6. Ocitavanje rezultata

Slike agaroznog gela s PCR produktima nakon zavr$ene elektroforeze dobivene su pomocu
Syngene® G:BOX F3 uredaja. Uredaj u sebi ima ugradenu kameru rezolucije 3,8
megapixela, te GeneSys softver. Rezultati su oc€itani pomoc¢u Syngene® programa
GeneTools kompatibilnim s GeneSys softverom ver 1.4.1.0 (slika 7).

Slika 7. G:BOX uredaj za snimanje gela (foto original; J. PuSkaric)
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4. Rezultati

Nakon slikanja gelova slike su obradene, a pomoéu Syngene® GeneTools programa
identificirani su dobiveni produkti PCR reakcija tj. razli¢iti Vrn aleli (tablica 14 i 15) na
gen lokusima Vrn-Al, Vrn-B1, Vrn-B3 i Vrn-D u 23 hrvatska i 17 stranih kultivara.

Tablica 14. Varijabilnost alela Vrn-Al, Vrn-B1, Vrn-B3 i Vrn-D gen lokusa u 23 hrvatska

kultivara

Vrn-Alb
Br. Kultivar Vrn-Ala Vrn-Alc vrn-Al  vrn-B1  vrn-B3 Vrn-D1 vrn-D1
vrn-Al
Ul ar + + + +
Osjecka 20 + + + +
Slavonija + + + +
Zitarka + + + +
Srpanjka + + + + +
Demetra + + + + +
Superzitarka 2 + + + +
Zlatna Dolina + + + +
Golubica i i i i i
Janica i i i i i
Barbara + + + +
Nova Zitarka + + + +
Sana + + + +
BC Elvira + + + + +
Adriana 4 + 4 +
Marija i + i +
Prima 4 + 1 +
Kuna + + + + +
Cerera 1 A + o
Koleda + + + + +
Divana + + + + +
Gabi + + + + +
Dea + + + + +
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Tablica 15. Varijabilnost alela Vrn-Al, Vrn-B1, Vrn-B3 i Vrn-D gen lokusa u 17 stranih

kultivara
Br. Kultivar
Kavkaz

N

Florida

2]
- Mv 14
- Pesma

5 NS 602

6 Renesansa

7 Sofija NS

8 Sava
KB

NS Rana 1

San Pastore
Libellula

Mironovskaya

A W

12
808
(&l Bankuty 1205
14 SW Maxi
Chinese
15 .
Spring
16 Golin
17 MV 18

Vrn-Ala

Vrn-Alb
Vrn-Alc
vrn-Al
+

+

vrn-Al

vrn-B1l

vrn-B3  Vrn-D1

vrn-D1

Kultivari u kojima je prisutnost odredenih alela utvrdena koristenjem VRN1A L i VRN1-
INT1_R pocetnica, dali su produkte amplifikacije od 965 (876) pb za Vrn-Ala alel, 714 pb
za Vrn-Alb te 734 pb za dominantni Vrn-Alc i recesivni vrn-Al. Od ukupno 40

istrazivanih kultivara pSenice kori$tenjem tih pocetnica, Vrn-Ala alel je utvrden u tri

kultivara (tablica 14 i 15). Od ta tri kultivara samo je jedan hrvatskog podrijetla i to Nova

Zitarka, a dva su stranog podrijetla, Chinese Spring i Golin. Ostali aleli, Vrn-Alb, Vrn-Alc

i vrn-Al (od 714 i 734 pb) pronadeni su u 22 hrvatska kultivara, osim kultivara Nove

Zitarke koja ima Vrn-Ala alel, te u 16 kultivara stranog podrijetla, osim kultivara Golin

koji kao i Nova Zitarka ima samo Vrn-Ala alel (slika 8).
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Slika 8. Produkti PCR amplifikacije VRN1A_ L i VRN1-INT1 R pocetnica

(foto original; J. PuSkari¢)

Za razlikovanje dominantnog Vrn-Alc od recesivnog vrn-Al koji su imali isti broj baznih
parova s pocetnicama od prije navedenih (VRN1A L i VRNI-INT1 R) koriStene su
pocetnice Intrl/C/F, Intrl/AB/R. Ocekivani produkti te amplifikacije bili su oko 1060
(1068) pb za recesivni vrn-Al (slika 9). Od ukupno 40 ispitivanih kultivara pSenice taj
recesivni vrn-Al alel pronaden je u 33 kultivara (tablice 14 i 15). Izmedu 23 hrvatska
kultivara pSenice vrn-Al alel je pronaden u 16 kultivara, u sedam kultivara nije utvrden i to
u kultivarima Zitarka, Nova Zitarka, Sana, Adriana, Marija, Prima i Cerera. U svih 17

stranih kultivara pronaden je recesivni alel vrn-Al.
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Slika 9. Produkti PCR amplifikacije Intr1/C/F, Intr1/AB/R pocetnica

(foto original; J. Puskaric¢)

Usporedujuci rezultate koristenih pocetnica za lokus Vrn-Al, 16 kultivara je dalo rezultate
s tim pocetnicama i1 to kultivari Ul, Osjecka 20, Slavonija, Srpanjka, Demetra,
Superzitarka, Zlatna Dolina, Golubica, Janica, Barbara, BC Elvira, Kuna, Koleda, Divana,
Gabi i Dea. Sto zna¢i da od 22 kultivara utvrdena VRNIA L i VRNI1-INT1 R
pocetnicama imaju recesivni vrn-Al utvrden i Intr1/C/F i Intrl/AB/R pocetnicama. Ostalih
6 kultivara dokazanih VRN1A_L i VRN1-INT1 R pocetnicama (od 22 pronadena) su ili
Vrn-Alb (714 pb) ili Vrn-Alc (734 pb) i to Zitarka, Sana, Adriana, Marija, Prima i Cerera.

U stranim kultivarima svi rezultati ukazuju na postojanje samo recesivnog vrn-Al alela.

Kultivari u kojima je prisutnost recesivnog vrn-Bl alela utvrdena Intrl1B_L i IntrlB_R4
pocetnicama dali su oéekivane produkte amplifikacije od 1149 pb (slika 10). Od ukupno 40
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ispitanih kultivara pSenice, recesivni vrn-B1 alel pronaden je u 36 njih (tablica 14 i 15).
Medu 23 hrvatska kultivara pSenice vrn-B1 alel je pronaden u 20 njih, dok u kultivarima
Slavonija, Zlatna Dolina i Barbara nije pronaden. Od 17 stranih kultivara samo u kultivaru

Golin nije utvrden.

Slika 10. Produkti PCR amplifikacije IntrlB_L i IntrlB_R4 pocetnica

(foto original; J. Puskaric)

Kultivari u kojima je prisutnost recesivnog vrn-B3 alela utvrdena VRN3 BNOINS L i
VRN3 BNOINS R pocetnicama dali su oéekivane produkte amplifikacije od 1140 pb
(slika 11). Od ukupno 40 ispitanih kultivara pSenice, recesivni vrn-B3 alel pronaden je u
njih 39 (tablica 14 i 15). Medu 23 hrvatska kultivara pSenice vrn-B1 alel je pronaden u njih
22, samo u kultivara Osjecka 20 nije pronaden. Od 17 stranih kultivara pSenice U svim je

utvrden recesivni vrn-B3 alel.
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Slika 11. Produkti PCR amplifikacije VRN3_BNOINS_L i VRN3_BNOINS_R pocetnica

(foto original; J. Puskaric¢)

Kultivari u kojima je prisutnost dominantnog Vrn-D1 alela utvrdena koriStenjem IntrlD_L
i IntrlD_R3 pocetnica, dali su produkte amplifikacije od 1671 pb. Od 40 ispitanih
kultivara dominantni alel Vrn-D1 na Vrn-D1 lokusu pronaden je samo u jednom kultivaru.
U niti jednom hrvatskom kultivaru nije pronaden Vrn-D1 alel, dok je od 23 strana kultivara

Vrn-D1 alel pronaden samo u jednom Kultivaru i to u Chinese Spring.

Kultivari u kojima je prisutnost recesivnog vrn-D1 alela utvrdena Intr1D L i IntrlD R4
pocetnicama dali su ocekivane produkte amplifikacije od 997 pb (slika 12). Od ukupno 40
ispitanih kultivara pSenice, recesivni vrn-D1 alel pronaden je u 37 njih (tablica 14 i 15).
Alel vrn-D1 pronaden u svim hrvatskim kultivarima. Od 17 stranih kultivara pSenice

pronaden je u 14 njih, dok u kultivarima Florida, Sava i Chinese Spring nije pronaden.
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Florida

Sava
Chinese Spring

Slika 12. Produkti PCR amplifikacije IntrlD_L i IntrlD_R4 pocetnica

(foto original; J. Puskaric¢)

Amplifikacija IntrlA_L2, IntrA1_R3i IntrlB_L, IntrlB_R3te VRN3_BINS L,
VRN3_BINS_R pocetnica nije dala rezultate.
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5. Rasprava

Informacije o Vrn alelima su vaZzne zbog tolerancije na mraz i niske temperature U Zitarica.
Pojava Vrn alela opisana je u mnogih kultivara p$enice iz razli¢itih krajeva svijeta. U ovom
istrazivanju smo utvrdivali prisutnost Vrn-1 te Vrn-3 lokusa krusnih kultivara pSenica iz

Hrvatskog registra. Takva istrazivanja do sad nisu obavljena na hrvatskim kultivarima.

Prema Stelmakh (1987.), ozimi heksaplodni kultivari pSenice su homozigoti za recesivne
alele na sva tri proucavana Vrn-1 lokusa te sukladno tome i na Vrn-B3 lokusu. Medutim,
noviji radovi pokazali su da u nekim slu¢ajevima dominantni Vrn-B1 ili Vrn-D1 alel nije
dovoljan kako bi utvrdio jari tip pa te biljke zahtijevaju niske temperature; takvi kultivari
su opisani kao fakultativni tip (Sun i sur., 2009.). Razina Vrn-1 transkripcije je glavni
¢imbenik koji odreduje pocetak klasanja kod pSenice (Distelfeld i sur 2009; Dhillon i sur.,
2010.). Do inhibicije klasanja dolazi kada je razina transkripta vjerojatno preniska unato¢
pojavi dominantnog Vrn alela. Pretpostavlja se da su neki proucavani hrvatski kultivari

fakultativni, no da bi se tocno odredilo bila bi potrebna sjetva sa jarim kultivarima.

Yan 1 sur. (2004.) su proucavali dominantan Vrn-Al alel u 26 kultivara kruSne pSenice
(Triticum aestivum L.), te su detaljnom analizom pronasli je Vrn-Ala alel u 18 kultivara, a
Vrn-Alb alel u njih Sest. U ostala dva kultivara, 1L369 iz Afganistana i 1L162 iz Egipta,
identificiran je novi alel Vrn-Alc. Kasnije su ti autori analizirali Vrn-Al lokus na 200
kultivara heksaploidne pSenice, 68 ozima i 132 jara kultivara. U svih ispitanih ozimih
kultivara potvrdili su prisutnost recesivnog vrn-Al alela. U 55% jarih kultivara utvrden je
Vrn-Ala alel, a samo u 6% Vrn-Alb alel. U preostalim kultivarima bio je pronaden
recesivni vrn-Al alel. U hrvatskim ozimim kultivarima ucestalost recesivnog vrn-Al alela
bila je 69,6%, a 26,1% za Vrn-Alb alel.

Fu i sur. (2005.) istrazivali su Vrn-1 lokus u 117 jarih kultivara pSenice (priznati kultivari
Argentine i Kalifornije). U 56,5% kultivara pronaden je dominantni Vrn-Al alel, dok je
Vrn-D1 alel pronaden u 42%, bez obzira na regiju podrijetla. U 66,1% argentinskih
kutivara utvrden je Vrn-B1 alel, dok je ucestalost istog alela u kalifornijskim kultivarima
iznosila 49,1%. U 48,4% ispitivania kultivara, najces¢a kombinacija alela bila je Vrn-Al,

Vrn-B1, Vrn-D1. U hrvatskom sortimentu na Vrn-B1 lokusu, u 87% Kkultivara bio je
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pronaden recesivni vrn-B1 alel, a najées¢a kombinacija bila je kombinacija recesivnih alela
vrn-Al, vrn-B1, vrn-B3 i vrn-D1, i to u 52,2% kultivara.

Igbal 1 sur. (2007.) analizirali su 40 jarih kultivara iz zapadne Kanade. Istrazivanjem su
utvrdili dominantni Vrn-Ala alel u 34 kultivara. Alel Vrn-Alb identificiran je samo u
kultivaru Rescue i njegove supstitucijske linije RC5D. Cetiri analizirana kultivara
posjedovali su recesivni vrn-Al alel. Dominantni alel Vrn-B1 lokusa zabiljezen je u pola
analiziranih kultivara, dok dominantni Vrn-Alc i Vrn-D1 aleli nisu pronadeni ni u jednom
kultivaru. U ovom istrazivanju pronaden je samo jedan dominantni Vrn-D1, i to u stranom
kultivaru Chinese Spring, dok je recesivni vrn-D1 alel pronaden u 62,5% proucavana

kultivara i to u 12 hrvatskih i 13 stranih.

Za procjenu varijabilnosti kultivara na Vrn-Al, Vrn-B1, Vrn-B3, te Vrn-D1 lokusima
koristeni su specificni mikrosatelitni markeri za Vrn-Al, Vrn-B1, Vrn-B3, te Vrn-D1 gene.
Rezultati ovog istrazivanja varijabilnosti na Vrn-Al, Vrn-B1, Vrn-B3, te Vrn-D1 lokusima
23 kultivara hrvatske pSenice, pokazali su da 1 kultivar (4,35%) ima Vrn-Ala alel, 6
kultivara (26,10%) ima Vrn-Alb (ili Vrn-Alc), dok je ¢ak 16 kultivara (69,6%) imalo
recesivni vrn-Al alel. Na Vrn-B1 lokusu pronaden je recesivni vrn-B1 u 20 kultivara
(87%), dok je na Vrn-B3 lokusu recesivni vrn-B3 alel pronaden u 22 kultivara (95,7%).
Dominantni Vrn-D1 alel na Vrn-D1 lokusu nije pronaden niti u jednom hrvatskom
kultivaru (kod stranih pronaden je samo u kultivaru Chinese Spring), dok su sva 23
kultivara sadrzavala recesivni vrn-D1 alel. Rezultati i dokazuju da su to kultivari ozimih
psenica, dok se Nova Zitarka, jedini kultivar koji ima dominantni Vrn-Ala moze smatrati
fakultativnim kultivarom sa slabijom osjetljivosti na vernalizaciju. Kultivari Zitarka, Sana,
Adriana, Marija, Prima i Cerera sadrzavale su takoder i dominantni alel sa Vrn-Al lokusa,

Vrn-Alb alel (ili s malom mogucnosti Vrn-Alc alel).

Kod 17 stranih kultivara koji su bili koriSteni u istrazivanju, omjeri su bili neSto drugaciji.
Lokus Vrn-Al sadrzavao je dominantni Vrn-Ala alel u dva kultivara (11,76%), niti jedan
dominantni Vrn-Alb (ili Vrn-Alc), dok su svi kultivari sadrzavali recesivni vrn-Al.
Recesivni alel vrn-B1 na lokusu Vrn-B1 pronaden je u 16 kultivara (94,08%), a recesivni

vrn-B3 sadrzavali su svih 17 kultivara. Na lokusu Vrn-D1 pronaden je jedan dominantni
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Vrn-D1 alel (5,88%), koji je ujedno i jedini pronadeni Vrn-D1 alel u cijelom istrazivanju.
Recesivni vrn-D1 alel istog lokusa pronaden je u 14 stranih kultivara (82,32%). Taj jedini
Vrn-D1 alel pronaden je u kultivaru Chinese Spring, koji uz posjedovanje i dominantnog

Vrn-Ala alela oznacava jari kultivar. Drugi Vrn-Ala alel pronaden je u kultivaru Golin.

Identificirano je pet razli¢itih kombinacija sa istrazivanim alelima na hrvatskim
kultivarima. Dominantni Vrn-Ala, uz recesivne vrn-B1l, vrn-B3 te vrn-D1 pojavljuje se
samo jednom (4,35%), i to u kultivaru Nova Zitarka, koji je ujedno i jedini Vrn-Ala
pronaden od 23 hrvatska kultivara, i jedan od tri pronadena u svih 40 kultivara. Takoder je
i jedini alel pronaden u kultivaru Nova Zitarka na tom lokusu, dok kultivari Chinese Spring
i Golin uz Vrn-Ala sadrze i recesivni vrn-Al. Ti dominantni aleli ukazuju na jare ili
fakultativne kultivare. Druga kombinacija je kombinacija recesivnih alela, vrn-Al, vrn-B1 i
vrn-D1, pojavljuje se isto u samo jednom kultivaru, Osjecka 20 (4,35%). Treca
kombinacija je s recesivnim alelima vrn-Al, vrn-B3 i vrn-D i javlja se u 3 kultivara:
Slavonija, Zlatna Dolina i Barbara (13,05%). Druga i tre¢a kombinacija alela ukazuju na
ozime kultivare. Predzadnja kombinacija sadrzi dominantni Vrn-Alb (ili Vrn-Alc) na Vrn-
Al lokusu, te sva tri recesivna alela sa Vrn-B1, Vrn-B3 i Vrn-D3 lokusa. Ta kombinacija
alela pronadena je u 6 hrvatskih kultivara i to: Zitarka, Sana, Adriana, Marija, Prima 1
Cerera i ukazuje na fakultativne kultivare. Zanimljivo je da dvije sestrinske linije, Cerera i
Koleda, nemaju iste alele, Koleda posjeduje recesivni vrn-Ala alel, dok Cerera posjeduje
dominantni Vrn-Alb (ili Vrn-Alc) alel na Vrn-Al lokusu. Samo ispitivanje rodoslovlja nije
dovoljan pokazatelj jesu li kultivari ozimi ili jari, te je potrebno provesti istrazivanje na
molekularnoj razini usporedno sa podacima o rodoslovlju. Zadnja kombinacija ukazuje na
ozimi tip za 12 proucavanih kultivara pSenica (52,20%), i to kombinacijom recesivnih alela
vrn-Al, vrn-B1l, vrn-B3 i vrn-D1. Ti su ozimi Kkultivari: Ul, Srpanjka, Demetra,

Superzitarka, Golubica, Janica, BC Elvira, Kuna, Koleda, Divana, Gabi i Dea.

U 17 stranih kultivara pronadene su cetiri kombinacije alela, a naj¢es¢a je kombinacija
recesivnih alela vrn-Al, vrn-B1l, vrn-B3 te vrn-D1. Takav raspored pojavljuje se u 13
istrazivanih kultivara (76,44%) i to u ozimim kultivarima Kavkaz, Mv 14, Pesma, NS 602,
Renesansa, Sofija NS, NS Rana 1, San Pastore, Libellula, Miranovskaya 808, Bankuty
1205, SW Maxi te MV 18. U dva kultivara, Florida i Sava, kombinacija je isto recesivnih

alela, i to vrn-Al, vrn-B1 i vrn-B3. Recesivni vrn-D1 alel nije pronaden u ta dva kultivara
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(kao ni u kultivaru Chinese Spring), dok je pronaden u svim istrazivanim hrvatskim
kultivarima pSenice. Kultivar Chinese Spring, osim §to nema vrn-D1 alel, razlikuje se i po
tome $to na Vrn-Al lokusu sadrzi dominantni Vrn-Ala i recesivni vrn-A alel. Kultivar
Golin sadrzi iste alele kao i Chinese Spring na Vrn-Al lokusu, ali u njemu nije pronaden

recesivni vrn-B1 alel. Golin i Chinese Spring ukazuju na jare kultivare.

Zhang 1 sur. (2008.) istrazivali su Vrn gene u 278 kineskih kultivara heksaploidne pSenice.
Potvrdili su prisutnost dominantnog alela Vrn-Ala u 68 ispitivana kultivara, Vrn-Alb u tek
8 ispitivanih kultivara, dok dominantni Vrn-Alc alel nije bio pronaden niti u jednom
ispitivanom kultivaru. Recesivni vrn-Al alel bio je pronaden u 202 kultivara. Dominantni
Vrn-B1 alel bilo je prisutan u 73 ispitivana kultivara, dok je u nesto vise njih, ¢ak 105,
pronaden Vrn-D1 alel. Niti ovo istrazivanje na 23 hrvatska kultivara nije potvrdilo
prisutnost VVrn-Alc alela, dok je frekvenicija Vrn-Ala alela bila niska, a recesivnog vrn-Al

visoka.

Iwaki 1 sur. (2001) proucili su 272 kultivara pSenice iz razli¢itih geografskih regija i to je
istrazivanje pokazalo da su razlike u Vrn genotipovima povezane s njihovim podrijetlom.
U europskim kultivarima heksaploidne pSenice najces¢i alel je Vrn-Al alel, dominantni
Vrn-B1 alel ima umjerenu ucestalost, dok se dominantni alel Vrn-D1 pojavljuje vrlo
rijetko. Frekvencije Vrn alela razlikovale su se od onih koje su zabiljezene kod kultivara iz
Azije 1 Juzne Amerike. U hrvatskim kultivarima frekvencije proucavanih alela takoder su

odstupale od navedenog istrazivanja.

U najnovijim istraZivanjima Scherban i sur. (2015.) koristili su Mspl restrikcijsku
endonukleazu kako bi razlikovali produkte za Vrn-Alb i vrn-Al alele jer rezolucija samog
agaroznog gela nije dovoljna za precizno razlikovanje spomenutih produkata (714 pb i
734 pb). Taj enzim daje produkte od 138 pb za recesivni vrn-Al alel i 118 pb za Vrn-Alb.
Produkti od 138 pb oznacavali su recesivni vrn-Al alel ili dominantni Vrn-Alc sa
delecijom u intronu. Da bi ih razlikovali koristili su pocetnice kao i u ovom istrazivanju,
Intr1/C/F i Intrl/AB/R, i dobili sve produkte od 1068 pb te zakljucili da su svi kultivari
nosili recesivni vrn-Al alel. Od 245 ispitivana kultivara, u 153 pronaden je dominantni
Vrn-Ala alel, Vrn-Alb u 13 njih, te recesivni vrn-Al u 79 kultivara. ProSirenjem

istrazivanja sa Mspl restrikcijskom endonukleazom mogli bi se preciznije razlikovati Vrn-
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Alb (714 pb) od Vrn-Alc (734 pb) alela dobiveni VRN1IA L i VRNI1-INT1 R
pocetnicama, dok se vrn-Al (734 pb) od Vrn-Alc (734 pb) kasnije mogu razlikovati
Intr1/C/F i Intrl/AB/R pocetnicama kako i je dobiveno u 16 hrvatskih kultivara sa

recesivnim vrn-Al alelom.

Nemoguénost pronalaska odredenih alela u ovom istrazivanju moze biti rezultat
stranooplodnje, stoga bi bilo preporuceno u daljnjim istrazivanjima uzeti uzorke iz gen
banke. Razlog u neslaganju oc¢ekivane i dobivene distribucije gena moze biti i posljedica
mutacija koje se moze javiti u svakoj generaciji u frekvenciji od 10° (Borojevi¢, 1981.), no
moze doci i do nespecifiénog vezanja pocetnica markera za drugi niz parova baza koje ne
predstavljaju ciljani gen $to se moze dogoditi ukoliko je temperatura nalijeganja pocetnica
viSa ili niza od preporucene temperature. U tom slucaju nespecifi¢nosti primjenjenih
markera prilikom PCR reakcije mogu se amplificirati fragmenti DNA iste veli¢ine kao i
trazeni fragmenti. Neuspjela amplifikacija takoder moZze dovesti do brojnih nespecificnih
DNA produkata razli¢itih veli¢ina ili bez produkata. Drugi potencijalni problem nastaje
kada su mutacije nenajmjerno uvedene u samim pocetnicama, S$to moze rezultirati
nastajanje heterogene populacije PCR proizvoda. Kako bi se to izbjeglo vazno je pratiti i
razumjeti osnovne principe PCR protokola, tom metodologijom osigurava se dobivanje

ciljanih sekvenci te predstavlja strategije za optimizaciju reakcija (Lorenz, 2012.).
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6. Zakljucak

Na temelju laboratorijskih istrazivanja, provedenih u laboratoriju Poljoprivrednog fakulteta

u Osijeku, tijekom 2013., 2014. i 2015. godine, sa ciljem ispitivanja varijabilnosti alela na

Vrn-Al, Vrn-B1, Vrn-B3 i Vrn-D1 gen lokusima pomoc¢u molekularnih markera u 23

hrvatska i 17 stranih kultivara pSenice, moze se zakljuciti sljedece:

1.

Na Vrn-Al lokusu identificirana su cetiri razli¢ita alela od kojih je
najzastupljeniji bio recesivni vrn-Al sa 1060 pb pocetnicama Intrl/C/F i
Intrl/AB/R ili koristenjem VRN1A L i VRN1-INT1 R pocetnica gdje se nije
razlikovao od dominantnog Vrn-Alc sa 734 pb. Pronaden je ul6 hrvatskih i svih

17 stranih kultivara, s u¢estalosti od 82,5%.

Na Vrn-B1 lokusu, Intr1B_L i Intr1B_R4 pocetnicama identificiran je recesivni
vrn-B1 alel (1149 pb) pronaden u 20 hrvatskih i 16 stranih kultivara.

Koristenjem VRN3 BNOINS L i VRN3 BNOINS R pocetnica identificiran je
recesivni vrn-B3 alel (1140 pb) u ¢ak 22 hrvatska i svih 17 stranih kultivara.

Koristenjem Intrl1D L i IntrID R3 pocetnica utvrden je dominantni Vrn-D1
(1671 pb) u stranom kultivaru Chinese Spring. Dok je recesivni vrn-D1 alel s
pocetnicama IntrlD L i IntrlD R4 pronaden u 37 ispitivana kultivara (23

hrvatska i 14 stranih kultivara). Produkti amplifikacije iznosili su 997 pb.

Najcesca kombinacija bila je utvrdena sa sva Cetiri recesivna alela, vrn-Al, vrn-
B1, vrn-B3 i vrn-D1. Identificirana je u 62,5% ispitivanih kultivara i to u 12
hrvatskih i 13 stranih.

Prisutnost recesivnih gena koji se aktiviraju u vremenu vernalizacije potvrduje

ozimi tip ispitivanih kultivara.
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http://www.yourarticlelibrary.com/biology/plants/effects-of-photoperiodism-for-the-development-of-plants-by-garner-and-allard-1920/23201/
http://www.yourarticlelibrary.com/biology/plants/effects-of-photoperiodism-for-the-development-of-plants-by-garner-and-allard-1920/23201/

8. Sazetak

Niske temperature u odredenim fazama razvoja zitarica su potrebne kako bi doslo do
klasanja i formiranja zrna, $to izravno utjeCe i na prinos. Cilj ovog istrazivanja bio je
ispitati genetsku varijabilnost Vrn-Al, Vrn-B1, Vrn-B3 te Vrn-D1 gen lokusa u 23 hrvatska
ozima i 17 stranih kultivara koristenjem molekularnih markera. Gen Vrn-Al se sastoji od
Cetiri razlicite alelne varijante. Vrn-Ala alel pronaden je u jednom hrvatsko kultivaru
(4,35%), te u dva strana (11,76%). U Sest hrvatskih (26,10%) kultivara utvrden je Vrn-Alb
(ili Vrn-Alc) alel, dok kod stranih nije pronaden ni u jednom Kkultivaru. Recesivni vrn-Al
alel pronaden je u 16 kultivara (69,6%) hrvatskog podrijetla te u svim stranim kultivarima.
Na Vrn-B1 lokusu pronaden je recesivni vrn-B1 alel u 20 hrvatskih (87%) i 16 (94,08%)
stranih kultivara, dok je recesivni vrn-B3 alel pronaden u ¢ak 22 hrvatska kultivara
(95,7%), te u svih 17 stranih. Dominantni Vrn-D1 alel nije pronaden u hrvatskim
kultivarima, a u stranim pronaden je samo u kultivaru Chinese Spring (5,88%). U svim
hrvatskim kultivarima identificiran je recesivni vrn-D1 alel te u 14 stranih kultivara
(82,32%).

49



9. Summary

Low temperatures during different developmental stages of cereals are needed in order for
them to emergence and form kernel, thus they have a direct influence on a yield. The aim
of this study was to examine genetic variability of Vrn-Al, Vrn-B1, Vrn-B3 and Vrn-D1
loci at 23 Croatian winter and 17 foreign wheat varieties using molecular markers. The
Vrn-Al gene, was identified with four different combinations of alleles. The Vrn-Ala allele
was found in one Croatian wheat variety (4.35%) and in two foreign wheat varieties
(11.76%). In six Croatian wheat varieties (26.10%) Vrn-Alb (or Vrn-Alc) allele was
identified, while in terms of foreign wheat varieties there were no latter alleles. A recessive
vrn-Al allele was found in 16 wheat varieties of Croatian origin (69.6%) and in all foreign
varieties. A recessive vrn-B1 was found on the Vrn-B1 locus in 20 Croatian (87%) and 16
foreign (94.08%) varieties, while a recessive vrn-B3 on the latter was found in 22 Croatian
wheat varieties (95.7%), and in all foreign varieties. The dominant Vrn-D1 allele was not
found in any of Croatian wheat varieties, while in terms of foreign varieties it was found
only in Chinese Spring variety (5.88%). A recessive vrn-D1 allele was identified in all
Croatian wheat varieties, while it was found only in 14 foreign varieties (82.32%).
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10. Popis tablica

Br. Naziv tablice Str.
Tablica 1. Naziv, podrijetlo, godina i rodoslovlje hrvatskih kultivara 12.
Tablica 2. Naziv, podrijetlo, godina i rodoslovlje stranih kultivara 13.
Tablica 3. Koncentracija DNA i PCR razrjedenja 19.
Tablica 4. Sekvence i razrjedenja koriStenih pocetnica 20.

Koncentracije i volumeni reakcijske smjese za PCR
Tablica 5. amplifikaciju svih koristenih pocetnica (osim VRNIA L i 21.
VRN1-INT1_R)
Tablica 6. PCR program za VRN1A_L i VRN1-INT1 R pocetnice 21.
Tablica 7. PCR program za Intrl/C/F i Intr1/AB/R pocetnice 22.
Tablica 8 PCR program za Intr1B_L i Intr1B_R3 pocetnice 22.
Tablica 9. PCR program za Intr1B_L i Intr1B_R4 pocetnice 23.
Tablica 10. PCR program za VRN3 BINS L i VRN3 BINS R pocetnice 23.
Tablica 11 PCR program za VRN3_BNOINS_L i VRN3_BNOINS_R "
pocetnice
Tablica 12. PCR program za Intrl1D_L i Intr1D_R3 pocetnica 24.
Tablica 13. PCR program za Intr1D_L i Intr1D_R4 pocetnice 25.
Tablica 14. Varijabilnost alela Vrn-Al, Vrn-B1, Vrn-B3 i Vrn-D lokusa u 23 -
hrvatska kultivara
Tablica 15. Varijabilnost alela Vrn-Al, Vrn-B1, Vrn-B3 i Vrn-D lokusa u 17 -

stranih kultivara

51



11. Popis slika

Br. Naziv slike Str.

Sjeme posijano u tresetne tablete u klima komori (foto original; J.

Slika 1. 14.
Puskaric)

Slika 2. Uzorci na stalku za muckanje (foto original; J. Puskaric¢) 15.

Slika 3. Uzorci spremljeni za centrifugiranje (foto original; J. Puskari¢) 16.
Slika 4. Odvajanje tekuce od krute faze (foto original; J.

Slika 4. . 16.
Puskari¢)

Slika 5. Vidljiva DNA (foto original; J. Puskaric¢) 17.
Uredaj za elektroforezu i kadica s agaroznim gelom (foto

Slika 6. 26.
original; J. Puskaric¢)

Slika 7. G:BOX uredaj za snimanje gela (foto original; J. PusSkari¢) 27.
Produkti PCR amplifikacije VRN1A_L i VRN1-INT1_R

Slika 8. _ o . 30.
pocetnica (foto original; J. Puskari¢)

i Produkti PCR amplifikacije Intr1/C/F, Intr1/AB/R pocetnica

Slika 9. 31
(foto original; J. Puskari¢)
Produkti PCR amplifikacije Intr1B_L i Intr1B_R4 pocetnica

Slika 10. - 32.
(foto original; J. Puskaric¢)
Produkti amplifikacije VRN3_BNOINS L i

Slika 11. 33.
VRN3 BNOINS R pocetnica (foto original; J. PuSkari¢)
Produkti PCR amplifikacije Intr1D_L i IntrID_R4 pocetnica

Slika 12. 34,

(foto original; J. Puskari¢)
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