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NOVE TEHNOLOGUE U OPLEMENIJIVANJU
POLJOPRIVREDNOG BILJA

NEW TECHNOLOGIES IN BREEDING AGRICULTURAL CROPS

V. Kozumplik i L. Peji¢

SAZETAK

Razvoj novog kultivara poljoprivrednog bilja klasi¢nim oplemenjivackim pos-
tupkom je dugotrajan, skup i Cesto neizvjestan. Postupak se sastoji najceSce u
razvoju pocetne oplemenjivacke populacije, izboru superiornih genotipova i ispi-
tivanju njihovih svojstava u polju i laboratoriju. Zahvaljujuéi razvoju molekularne
genetike i kulture tkiva i stanica razvijene su tehnologije koje se mogu integrirati
u klasi¢no oplemenjivanje. Dosada$nji rezultati upucuju na mogucénost primjene
somaklonske varijabilnosti, fuzije protoplasta i transfera gena za razvoj genetske
varijabilnosti, a tehnike haploida za skracivanje klasicnog postupka postizanja
homozigotnosti. Molekularni markeri pruZaju moguénost ustanovljenja genetske
osnove svojstva na nivou DNK nezavisno od genetskih i okolinskih interakcija. S
obzirom na opseZna istraZivanja u podru¢ju molekularne biologije za ofekivati je
razvoj jednostavnijih 1 jeftinijih tehnologija koje ¢ integrirane u klasi¢no ople-
menjivanje doprinijeti veéoj efikasnosti i smanjenju tro§kova kod razvoja novih
kultivara.

Kljucne rijeci: oplemenjivanje bilja, somaklonska varijabilnost, fuzija proto-
plasta, transfer gena, gen marker

Key words: plant breeding, somacional variability, protoplast fusion, gene
transfer, gene marker

UVvOD

Razvoju oplemenjivanja bilja kao znanstvene discipline prethodio je razvoj
nekih drugih znanstvenih disciplina medu kojima je za oplemenjivanje bilja bio
posebno vaZan razvoj genetike. Bolje razumijevanje nasljedivanja svojstava
omogucilo je razvoj pojedinih oplemenjivackih metoda za pobolj$anje ekonomski
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vaznih svojstava. Uspjeh u oplemenjivanju ovisi o genetskoj varijabilnosti po&etne
populacije za svojstvo koje se Zeli pobolj$ati, o metodi izbora i nainu ispitivanja
odabranih genotipova u poljskim pokusima. Bez obzira koja se od klasi¢nih
oplemenjivackih metoda primjenjuje za razvoj novog kultivara, postupak je du-
gotrajan a uspjeh neizvjestan. Nove spoznaje iz podru¢ja kulture tkiva i stanica, te
molekularne genetike omogucuju razvoj genetske varijabilnosti i tamo gdje to
prirodnom hibridizacijom nije mogude, vremensko skradivanje oplemenjivackog
postupka razvoja novog kultivara i pouzdaniju identifikaciju genotipova sa
Zeljenom genetskom osnovom za svojstvo od interesa. Svrha ovog rada je prikazati
mogucnost integriranja novih spoznaja iz podru¢ja molekularne genetike i drugih
znanstvenih disciplina u postojeée metode oplemenjivanja bilja u cilju brzeg,
efikasnijeg 1 ekonomicCnijeg razvoja novih kultivara visokog i stabilnog prinosa
proizvoda Zeljene kvalitete.

1. RAZVOJ GENETSKE VARIJABILNOSTI

Prisutnost genetske varijabilnosti u oplemenjivatkoj populaciji za svojstvo
koje se Zeli poboljSati osnovna je pretpostavka za uspjeh u oplemenjivanju.
NajceS ¢i naCin razvoja genetske varijabilnosti je hibridizacija dva ili viSe genetski
divergentnih roditelja.

1.1. Induciranje mutacija

Zbog nemogucnosti nalaZenja izvora genetske osnove za Zeljeno svojstvo u
prirodi priSlo se razvoju genetske varijabilnosti induciranjem mutacija (Fehr,
1987). Mutacija moZe biti promjena u nukleotidima molekula DNK, promjena u
strukturi kromosoma, i promjena u broju kromosoma. MoZe se dogoditi u nasljed-
noj osnovi jezgre i organelama citoplazme. Medu brojnim mutantima obiéno je
mali broj sa Zeljenim svojstvima, pa je potrebno raditi s velikim populacijama §to
u poljskim uvjetima predstavlja opseZan i esto neuspjeSan posao.

1.2. Somaklonska varijabilnost

Od sedamdesetih godina ovog stoljeca u poljoprivredi se primjenjuje kultura
tkiva i stanica. Najjednostavnija in vitro metoda je razmnoZavanje iz pojedinih
biljnih dijelova. Kod ovakvog postupka pojavljuje se i nova genetska varijabilnost
poznata kao somaklonska (Larkin i Scowcrofft, 1981). Razlozi ovih promjena nisu
potpuno jasni. Moguce je da se kao posljedica in vitro stresa aktiviraju mehanizmi
koji reorganiziraju genom (McClintock 1950, prema Kuckuck i sur., 1991). Ima
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miSljenja da osnova za mutacije postoji ve¢ u tkivu, odnosno stanici prije uzgoja
u in vitro uvjetima (Kasperbauer i sur., 1981). Mutacije koje se pojavljuju u kulturi
tkiva i stanica najées ée su aneuploidi i poliploidi, ne osobito zanimljivi u opleme-
njivanju bilja. Medu somaklonovima nadena je, medutim, i genetska varijabilnost
za otpornost na bolesti, npr. na Phytophtora infestans kod krumpira (Behnke,
1979). Nadena je i somaklonska varijabilnost za otpornost na herbicide, primjerice
kod duhana (Chaleff i Ray, 1984). Pokazalo se da se ovakva svojstva, inducirana
in vitro, nasljeduju mendelovski (Kuckuck i sur., 1991). ViSe mutacija se, izgleda,
dogada u kulturi stanica nego u kulturi tkiva. Isto tako je uo¢eno da je frekvencija
mutacija koje se dogadaju u uvjetima in vitro tim veca §to je kalusna faza
kultiviranja in vitro duZa.

Prednost kulture tkiva i stanica pred radom s biljkama u polju je mogucnost
rada s velikim brojem genotipova na maloj povrSini. Osim toga, masovni izbor
genotipova otpornih na odredenu bolest, ili herbicid u kulturi tkiva i stanica mogu¢
je na bazi prisutnosti toksina iste bolesti, ili herbicida u hranidbenoj podlozi. Ipak,
do sada je somaklonska varijabilnost dala malo za poljoprivredu interesantnih
mutacija. Problem uz ostalo predstavlja i nestabilno izraZavanje novog svojstva u
proizvodnim uvjetima, kao i nepoznat nacin nasljedivanja svojstva u daljnjim
generacijama (Ahloowalia, 1986, prema Borojevi¢, 1990).

1.3. Fuzija protoplasta

Cesto u prirodi postoji izvor Zeljenog svojstva, ali je nemoguéa spolna hibridi-
zacija izmedu genetski udaljenih vrsta ¢ija se svojstva Zele kombinirati u hibridu.
Fuzijom protoplasta, poznatom i kao somatska hibridizacija, moguce je dodati
nasljedne osnove dvaju genotipova (Vasil, 1976, prema Kuckuck, 1991).

Djelovanjem enzima pektinaze na tkivo lista, vegetativnog vrha, i druga, mogu
se izdvojiti stanice, a djelovanjem celulaze mogu se rastvoriti stani¢ne membrane
i osloboditi protoplasti (Cocking, 1960). Kultiviranjem protoplasta u hiper-
toni¢noj tekucoj hranidbenoj podlozi dolazi do razvoja kalusa iz kojeg se mogu
regenerirati funkcionalne biljke. Za vrijeme razgradnje stanicne membrane i
izdvajanja protoplasta moZe spontano do¢i i do fuzije protoplasta. Ovo se moze
inducirati kemijski, a moZe se izvesti i elektrofuzija. Najprije dolazi do fuzije
membrane, a zatim unutar membrane do fuzije citoplazme i jezgre (Gleba 1 Sytnik,
1984, prema Kuckuck, 1991). Prva uspjeSna fuzija protoplasta izvedena je izmedu
vrsta Nicotiana glauca i N. langsdorfii (Carlson i sur., 1972, prema Borojevi¢,
1990). .

Somatska hibridizacija nalazi primjenu i u oplemenjivanju unutar iste vrste za
kombiniranje raznih svojstava (Deimling i sur. 1988). Kod tetraploidnog krumpira,
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Solanum tuberosum, razviju se najprije partenogenezom diploidi, a zatim mo-
noploidi kulturom polena. Izdvoje se monoploidi s raznim svojstvima,.npr. ot-
pornosc¢u na virus x (TMx), virus Y (TMY), plamenjaCu (Phytophtora infestans)
i nematode, i udvostruci im se broj kromosoma, najces ¢e spontano. Slijedi krizanje
izmedu dihaploidiziranih monoploida, a zatim se fuzijom protoplasta tako do-
bivenih hibrida proizvedu tetraploidi sa sva Cetiri Zeljena svojstva.

Somatska hibridizacija moZe biti simetri¢na, i asimetri¢na kada dolazi do fuzije
samo dijela genoma jednog s genomom drugog genotipa. Ovako se moZe dobiti
nova biljka sa samo nekoliko dodatnih svojstava. Nastoji se razviti metoda kojom
bi se mogao izdvojiti Zeljeni dio genoma, odnosno inaktivirati preostali dio
genetske osnove, npr. zratenjem. Asimetricnom fuzijom protoplasta uneSena je
otpornost na herbicid atrazin iz mutanta Solanum nigrum u S. tuberosum.

Kod somatske hibridizacije dolazi i do fuzije citoplazme s jezgrom, razviju se
cibridi, koji takoder mogu biti simetri¢ni i asimetri¢ni (Kuckuck i sur., 1991).
Cibridi mogu biti interesantni za prijenos citoplazmatske muske sterilnosti vazne
u proizvodnji hibridnog sjemena. Kod kombiniranja citoplazme i organela jedne
vrste s jezgrom druge vrste naiSlo se kod fuzije protoplasta na poteSkoce, kao npr.
nemogucnost regeneracije bilj¢ica iz takvog cibrida (Collins i sur., 1984, prema
Borojevi¢, 1990). S novim spoznajama o fuziji protoplasta vjerojatno ¢e se ova
tehnika primjenjivati u oplemenjivanju bilja viSe nego Sto je to bilo do sada.

1.4. Transfer gena

Osim navedenim metodama, novu genetsku varijabilnost mogude je postiéi i
transferom gena, tj. unoSenjem gena iz jednog organizma u drugi. Razvijene su
metode kojima je mogude identificirati i izolirati (ili sintetizirati) gen i unijeti ga
unovu karioplazmu gdje ée biti funkcionalan. Ova je moguénost u oplemenjivanju
interesantna jer se Cesto Zeli poboljSati samo jedno ili mali broj svojstava bez
promjene ostalih. Ovo se Zeli postiéi u §to kracem razdoblju.

Pojam gen ima razli¢ito znacenje u poljoprivredi od znacenja u molekularnoj
genetici (Kuckuck i sur., 1991). U poljoprivredi se pod genima podrazumijeva
cijepanje svojstava u raznim postocima "crossingover-a" kao posljedica razne
udaljenosti od drugih gena na kromosomu. Stoga je gen u poljoprivredi
matematicki izraz. U molekularnoj genetici gen se promatra kao niz nukleotida
vezanih DNK molekulama. Strukturalni gen sastoji se od kraceg ili duljeg linear-
nog niza nukleotida, kao dijelova velike DNK molekule dvostrukog lanca.

Postupak transfera gena sastoji se u izboru donora Zeljenog gena, izboru vektora
ili tehnike prijenosa gena u stanicu recipijenta, i izbor recipijenta u kojemu ée gen
normalno funkcionirati (Borojevi¢, 1990). Izdvajanje gena iz lanca DNK obavlja
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se restrikcijskim enzimima. Izvor gena mogu biti prokariotske i eukariotske
stanice. UnoSenje gena 'u stanicu recipijenta moZe se izvesti mikroinjekcijom,
elektroporacijom 1 vektorima. Za transfer gena najceSce se primjenjuju vektori,
posebno Ti plazmid izoliran iz bakterije Agrobacterium tumefaciens. Plazmidi su
prstenaste molekule DNK, a ponaSaju se kao minikromosomi (Borojevié, 1990).
Osnovni princip unoSenja gena Ti plazmidom je izdvajanje plazmida iz bakterije,
isjecanje dijela plazmida iz prstena restrikcijskim enzimom, ugradivanje na isto
mjesto Zeljenog gena djelovanjem odredenih enzima, i vracanje himernog
plazmida u bakteriju. Ova zatim, unosi gen u Zeljenu biljnu stanicu. UspjeSan se
transfer potvrduje izraZavanjem svojstva koje gen uvjetuje kod regenerirane biljke.
Primjenom Ti plazmida uneSen je npr. gen za otpornost na herbicid glifosfat u
petuniju (Kuckuck i sur., 1991). Primjenom transfera gena i rekombinirane DNK
najviSe uspjeha je postignuto i glede otpornosti na herbicide. Najvazniji razlog za
ovo je Sto je biokemijski proces otpornosti na herbicide uglavnom jednostavan i
poznat. Naj€es ée se osniva na djelovanju samo jednog ili nekoliko enzima.

Znanje o biokemijskim mehanizmima otpornosti na bolesti je ograni¢eno, pa
je 1 primjena tehnike transfera gena za razvoj otpornosti na bolesti bilo manje
uspjeSno. Spoznaja, da prisutnost proteinskog omotaca virusa u biljci
onemogucuje zarazu biljke istim virusom rezultirala je idejom unoSenja gena za
razvoj omotaca mozaik virusa (TMV) u biljku duhana. Nakon ovoga duhan je
pokazao otpornost na TMV. Sli¢no, unoSenjem duhan gena iz Bacillus thuringien-
sis, za razvoj toksi¢nog proteina, duhanska biljka je sintetizirala protein (toksin),
antagonist za insekte (Kuckuck i sur. 1991.). Osim u duhan ovaj gen je uneSen i u
neke druge biljne vrste.

Nakon rekombinacije DNK novi genotip treba ispitati u uvjetima proizvodnje,
kako bi se potvrdilo oCekivano izraZavanje svojstva. Transfer jednog ili nekoliko
gena iz jednog u drugi organizam je stoga samo dio oplemenjivackog procesa
rekombinacije kompletne genetske osnove vise svojstava (Borojevié, 1990).

U usporedbi s kvalitativnim svojstvima daleko veéi problem predstavljaju
kvantitativna svojstva Cije izraZavanje ovisi o velikom broju gena. Kao primjer
moZe se uzeti prinos, obi¢no najvaznije svojstvo u oplemenjivanju bilja. Do danas
jo$ nije rijeSen problem identifikacije svih, ili barem svih znaCajnih gena za to
svojstvo, njihove izolacije, i ponovne ugradnje u genom recipijenta na efikasan
nacin za fenotip svojstva.
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2. MOGUCNOST SKRACIVANJA POSTUPKA OPLEMENJIVANJA

Kod vedine samooplodnih poljoprivrednih vrsta u proizvodnji upotrebljavaju
se linijski kultivari (Cista sorta), a kod mnogih stranooplodnih, hibridni kultivari
(F1 hibridi). I kod jednog i kod drugog tipa kultivara treba oplemenjivanjem razviti
homozigotne genotipove za $to samooplodnjom treba obi¢no najmanje pet gene-
racija. Skracivanje ovog postupka kod klasi¢nog oplemenjivanja moguce je
primjenom razliCitih metoda dobivanja haploida, ¢ijom dihaploidizacijom
stvaramo potpuno homozigotne linije (Pavlina i Martinié-Jer¢ic, 1990).

2.1. Haploidi

Haploidi su organizmi koji imaju u jezgri polovic¢an broj kromosoma (genoma)
od normalnog somatskog broja. Udvostru¢enjem broja kromosoma kod haploida
dobiju se dihaploidi, biljke s normalnim somatskim brojem kromosoma, a uz to
potpuno homozigotne. U prirodi se haploidi pojavljuju kao posljedica parteno-
geneze razvojem iz maj¢inske ili o€inske gamete (Fehr, 1987). Kod ovih haploida
moZe do¢i do spontanog udvostru¢enja broja kromosoma, dihaploidizacije. Pojava
haploida i spontanih dihaploida u prirodi se dogada u malom postotku 1 do sada
nije razvijena zadovoljavajuéa metoda identifikacije i primjene ovakvih haploida
i dihaploida za oplemenjivacke svrhe.

Za umjetni razvoj haploida najviSe se upotrebljava kultura polena 1 metoda
eliminacije kromosoma. Prvi rad o haploidima razvijenim in vitro iz polena kod
kultivirane biljne vrste objavili su Bourgin i Nitsch (1967), a haploidi su bili
proizvedeni iz polena duhana. Nakon stavljanja polena na hranidbenu podlogu,
najprije se formira kalus, a daljnjim in vitro postupcima potice se diferencijacija i
organogeneza u biljku. Razne biljne vrste imaju razne zahtjeve glede in vitro uvjeta
za uspjeSnu regeneraciju haploida iz polena (Sunderland, 1974, prema Fehr, 1987).
U oplemenjivackom programu za dobivanje raznih genotipova u populaciji
haploida, kao izvor polena sluZe heterozigotne biljke, Sto mogu biti F1 biljke,
biljke iz cjepajuée F2 populacije, ili iz neke stranooplodne populacije. Mora se
voditi rauna o stadiju razvoja cvijeta i polena da bi se postigao dobar razvoj kalusa
i haploida, S$to ovisi o vrsti. Kljucnu ulogu za uspjeh razvoja haploida iz polena
ima hranidbena podloga, svijetlo i temperatura, kao 1 genotip. Induciraju li se
embrioidi u kalusu oni se obi¢no dalje razviju u biljke bez kromosomskih abnor-
malnosti. Dihaploidizacija haploidnih bilj¢ica moze se dogoditi spontano ili in-
duciranjem, obi¢no kolhicinom. Danas je androgeneza (npr. kod duhana) rutinski
postupak za razvoj haploida.

Kultura polena Zeli se iskoristiti i u oplemenjivac¢kom razvoju hibrida kukuruza
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(Petolino, 1992). Do danas je uspjeh razvoja dihaploida kod kukuruza androgene-
zom postignut samo s odredenim genotipovima. Dobiveni su sli¢ni prinosi s
hibridima proizvedenim od linija dihaploida u usporedbi s hibridima ¢ije su inbred
linije proizvedene klasi¢nim oplemenjivackim metodama.

Drugi na¢in razvoja haploida je metoda eliminacije kromosoma. Ovo se obi¢no
dogada kod meduvrsnih hibrida uslijed interakcije gena u jezgri porijeklom od
raznih vrsta, ili zbog interakcije genetske osnove u jezgri i citoplazmi (Kasha i
Kao, 1970). Ovakav razvoj haploida upotrebljava se u oplemenjivanju je¢ma
duhana i nekih drugih kultura. Kod je¢ma je ovom tehnikom razvijen npr. kultivar
Mingo (Foster, 1987, prema Fehr, 1987). Metoda je poznata i kao Bulbosum
metoda jer se osniva na hibridizaciji Hordeum vulgare s H. bulbosum (Kasha i
Kao, 1970; Pavlina, 1987). Postupak se sastoji u krizanju heterozigotnog roditelja
H. vulgare s H. bulbosum. Nakon oplodnje dolazi do razvoja embrija. Iz nezrelog
sjemena embrio se izvadi i nastavi uzgajati na hranidbenoj podlozi. U odredenom
stadiju razvoja rekultivira se inokulum na novu hranidbenu podlogu i nakon
regeneracije nastavlja se uzgojem mladih bilj¢ica. Ove biljCice se u stadiju 2-3 lista
tretiraju otopinom kolhicina. Nakon uspjeSne dihaploidizacije na biljci se razvije
normalno diploidno sjeme homozigotne biljke. Biljke sadrZze samo kromosome od
H. vulgare, jer je za vrijeme razvoja embrija do§lo do eliminacije kromosoma H.
bulbosum iz hibrida.

U proizvodnji nema puno kultivara razvijenih tehnikom haploida. Promjenom
ove tehnike oplemenjivacki postupak razvoja novog kultivara skrati se za najmanje
tri godine. Medutim, kod dihaploida je uoceno da daju nizi prinos u usporedbi s
linijskim kultivarima razvijenim klasi¢nim oplemenjivanjem (Fehr, 1987).

3. MOGUCNOST POVECANJA EFIKASNOSTI SELEKCIJE
GEN MARKERIMA

U oplemenjivanju se osjeca potreba za markerima genetske osnove pojedinih
svojstava. U ovu svrhu iskoriSteni su morfoloski markeri koji su uo¢ljivi tek nakon
Sto se biljka potpuno razvije. Osim toga ovakvih markera ima relativno malo i
odnose se uglavnom na major gene, a ponekad njihova prisutnost nije niti poZeljna
u novom genotipu (Tanksley i sur., 1989). PoZeljni su markeri koji bi pokazali
prisutnost odredene genetske osnove u biljci veé u ranom stadiju. Tako bi se na
osnovi ovih markera mogao napraviti izbor Zeljenih genotipova najkasnije u
stadiju mlade biljCice, $to bi s jedne strane poveéalo uspjeh u oplemenjivanju, a s
druge pojeftinilo cijeli oplemenjivacki postupak.

U ovom smislu kao gen markeri sluZe proteini, izoenzimi i fragmenti DNK.
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Ovi su markeri poznati kao molekularni gen markeri. Razvoj tehnika primjene
molekularnih gen markera omogudila su saznanja stecena prvenstveno razvojem
molekularne biologije.

Primjena proteina i izoenzima kao gen markera sastoji se u elektroforezi
ekstrakta rezervne tvari sjemena ili dijelova mladih bilj¢ica. U elektricnom polju
dolazi do razdvajanja kolodnih Cestica makro molekula, tj. multiplih molekula
enzima. Nakon bojanja -histokemijskim metodama enzimi postaju vidljivi.
Vezanost izoenzimatske genetske osnove s genom za odredeno svojstvo
omogudava ustanovljenje prisutnosti tog svojstva na osnovi prisutnosti enzima
(Pejic i sur., 1992). Izoenzimi su prakticni kao gen markeri i stoga $to je us-
tanovljeno da se njihove glavne forme (aloenzimi) nasljeduju mendelovski
(Wright, 1963, prema Borojevié, 1986). Izoenzimi kao gen markeri Cesto su
primijenjeni u znanstveno-istraZivatkom radu na kukuruzu (Goodman i sur., 1980,
Stuber i sur., 1982, Frei i sur., 1986, Smith i Smith, 1989, Pe;jié, 1992) ali i kod
drugih kultura (Bernatzky i Tanksley, 1986, Mittal i sur., 1987). Izoenzima, koji
se mogu upotrijebiti kao gen markeri ima, medutim relativno mali broj, nedo-
voljan da kao markeri budu pokazatelji genetske osnove velikog broja gen-lokusa
genoma, a §to je kod proucavanja lokusa kvantitativnih svojstava (QTL) vaZno.

Danas se zato, sve viSe kao molekularni markeri lokusa kvantitativnih svoj-
stava, medu kojima je obi¢no najinteresantniji prinos, upotrebljavaju fragmenti
DNK (Tanksley i sur., 1989, Dudley i sur., 1991, Helentjaris, 1991, Melchinger i
sur., 1991, Smith i Smith, 1991, Stuber i sur., 1992, Pejiéi sur., 1992). Zahvaljujuéi
identificiranju i izdvajanju restrikcijskih enzima, i izdvajanju i kloniranju jedno-
strukih dijelova DNK koji sluZe kao probe, bilo je moguce razviti tehniku poznatu
kao RFLP ("Restriction Fragment Lenght Polymorphism"). Ovim postupkom, i to
najce§ ¢e metodom poznatom kao "Southern Blots", pronalazi se variranje duZine
DNK fragmenata eukariotskih genoma, dobivenih endonukleaznom digestijom
DNK. Ovakvi fragmenti, koloidne makromolekule, stave se na agarozni gel 1
razdijele u elektricnom polju elektroforezom. Nakon toga slijedi hibridizacija
fragmenata sa ~“P markiranim probama na odredenoj podlozi (danas najceSce
najlonska membrana modificiranog naboja) i ispiranje nehibridiziranog dijela
fragmenata, te nakon radiografije oCitanje u usporedbi sa standardima. Na osnovi
poznavanja vezanosti ("linkage" gen mape) nadenih DNK fragmenata raznog
polimorfizma i gena za neko svojstvo, npr. prinos, ustanovi se i zastupljenost
genetske osnove za ovo svojstvo tim pouzdani3i2e i kompletnije §to je genom kroz
DNK fragmente detaljnije analiziran. Umjesto ~“P danas se sve viSe upotrebljavaju
probe markirane biotinom. Razvoj proba i postupak hibridizacije stalno se
usavrSavaju. Tanksley i sur. (1989) navode mogucnost primjene DNK fragmenata
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- markera ustanovljenih RFLP tehnikom, za: (1) izradu genskih ("linkage") mapa
(RFLP markeri na DNK razini ponasaju se kodominantno pa se genotip lokusa
moZe odrediti u biljci iz bilo koje sheme kriZanja, a isti su slobodni i od epistati¢nih
interakcija); (2) za otkrivanje major gena vezanih sa RFLP markerima; (3) za
rastavljanje kvantitativnih svojstava na jednostavnije genske komponente (§to bi
omoguc¢ilo analizu kvantitativnog kao kvalitativno svojstvo, identifikaciju i trans-
fer najvaznijih gena za svojstva iz donora u recipijenta); (4) za skracivanja
postupka oplemenjivanja (umjesto 5-6 povratnih kriZanja bilo bi dovoljno svega
tri, izborom biljaka sa Sto manje nepoZeljnih gena vezanih uz Zeljeni gen ili gene);
(5) za efikasniju primjenu egzoti¢ne germplazme u oplemenjivanju (identifikacija,
izdvajanje i transfer gena iz homolognog dijela kromosoma udaljene divlje vrste);
(6) za ustanovljenje homolognosti genoma izmedu vrsta; i (7) za kloniranje gena
na osnovi poznate genske mape.

Kako su u oplemenjivanju ekonomski najvaznija kvantitativna svojstva, pose-
bice prinos, to oplemenjivace zanima moguénost primjene molekularnih markera
za proucavanje 1 manipulaciju u smislu poboljSanja ovih svojstava. Stuber i sur.
(1992) su krizali inbred linije kukuruza B73 x Mol7, razvili F2 cijepajuéu
generaciju i analizirali RFLP tehnikom 76 DNK fragmenata - markera u laborato-
riju, i sedam svojstava u polju, medu kojima i prinos. Osim tradicionalno
koriStenog analitickog pristupa poznatog kao jednostruki marker, gdje je marker
zalokus svojstva samo s jedne strane, upotrebljeni su i markeri s obje strane lokusa,
intervalno mapiranje. Podaci dobiveni nakon izratunavanja odnosa izmedu labo-
ratorijskih i poljskih rezultata pokazali su da je kod svakog lokusa (QTL) za prinos,
heterozigot imao vecu fenotipsku vrijednost od homozigota, $to je potvrdeno i
korelacijom izmedu broja heterozigotnih lokusa i prinosa. S obzirom da je pokus
bio izveden u viSe raznih okolinskih uvjeta, ustanovljena je mala ili nikakva
interakcija genotip x okolina na QTL-e. Sli¢ni rezultati dobiveni su primjenom
jednostrukog markera i intervalnim mapiranjem. Rezultati dobiveni u radovima
gdje je prouCavana mogucnost koriStenja DNK fragmenata za predvidanje hetero-
zisa 1 proucavanja heteroticne komplementarnosti kod kukuruza pokazuju da se
RFLP podaci mogu iskoristiti i u ove svrhe. UspjeSnost ovisi uglavnom o broju
proba, odnosno markera (Dudley i sur., 1991, Melchinger i sur., 1991). Identifi-
kacija kultivara je interesantna sa stanovista izbora roditelja za razvoj opleme-
njivacke varijabilnosti, ali i sa stanovista zastite autorskog prava oplemenjivaca.
Primjenom RFLP tehnike i DNK fragmenata - markera pokazalo se da je moguée
ustanoviti neke genotipske razlike izmedu kultivara, odnosno identitet kultivara
(Smith i Smith, 1991).

Sve ovo upuduje na Siroku moguénost primjene molekularnih markera us-
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tanovljenih RFLP tehnikom, u oplemenjivanju bilja. RFLP metoda zahtijeva,
medutim, relativno skupu opremu, a jo§ ve i problem su skupe kemikalije. U novije
vrijeme se radi na primjeni novih tehnika za analizu DNK fragmenata. Danas su
najpoznatije PCR ("Polymerase Chain Reaction") tehnike kao RAPD ("Random
Amplified Polymorphism of DNA") i analiza mikrosatelita (Heun 1 Helentjaris,
1993, Morgante i Olivieri, 1993). Ovdje se segment DNK amplificira i identificira
bez procesa hibridizacije. Ove metode su jednostavnije, brZe i jeftinije od RFLP
tehnike, ali Sirina primjenjivosti je manja (Peji¢ i sur., 1992, Stuber, osobna
informacija, Olivieri, osobna informacija). Za o¢ekivati je s obzirom na opseg
istraZzivackog rada u podru¢ju molekularnih markera, da ¢e biti razvijene jed-
nostavnije tehnike za analizu DNK fragmenata sa jednakom primjenjivosti u
dobivenim podacima, kao i kod RFLP.

Sve do sada izneseno pokazuje moguénost integriranja novijih, biotehnoloskih
metoda, u klasi¢ni oplemenjivacki postupak u cilju povecanja uspjeSnosti i sma-
njenja vremenskog trajanja i troSkova razvoja novih kultivara poboljSanih svo-
jstava. Oplemenjivacki rezultati dobiveni primjenom novih tehnologija u okviru
oplemenjivackog postupka do sada su relativno malobrojni. Ipak, upucuju na
mogucnost daljnjeg pobolj§anja ekonomski vaznih svojstava, daljnjim razvojem i
integriranjem u klasiéni oplemenjivacki postupak. Vjerojatno ¢ée biti teSko zamis-
liti oplemenjivaa u skoroj buduénosti bez poznavanja biotehnoloSkog dijela
oplemenjivackog pristupa na §to upucuje ve¢ sada$nje zanimanje oplemenjivackih
kompanija 1 znanstvenonastavnih institucija na Zapadu za mlade strunjake s
odredenom naobrazbom iz podrucja biotehnologije (Younquist, University of
Nebraska, osobna informacija; Lamkey, lowa State University, osobna informa-
cija).

SUMMARY

Development of new cultivars of agricultural crops using classical breeding
approach is long lasting, expensive and, regarding final success, unpredictable.
Usually, it means developing a source breeding population selection of superior
genotypes and testing their traits in the field and the laboratory. Due to the
development of molecular genetics and tissue and cell culture new technologies
have been developed which can be integrated into classical breeding schemes. The
results obtained indicate the possibility of using somaclonal variability, protoplast
fusion and gene tr nsfer for developing genetic variability, and haploid techniques
for reaching homozygosity sooner than by the classical breeding approach. Mo-
lecular markers could be means for detecting genes for different traits at the DNA
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level independently of ecological and genetic interactions. Because of numerous
scientific projects going on in the field of molecular biology one can expect
development of even more practical and cheaper new technologies. By integrating
these into classical breeding methods, breeding new cultivars should become more
successful and cheaper.
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