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Pregledni znanstveni ¢lanak
Scientific review

SAZETAK

Veéina postojecih sorti rajcice nastala je klasi¢nim oplemenjivanjem. Medutim, mno-
gobrajni problemi koji se javljaju pri procesu oplemenjivanja doveli su do razvoja i
primjene novih tehnologija u oplemenjivanju bilja. Jedna od vaznijih tehnologija je
tehnologija molekularnih markera, koja bi mogla doprinijeti poveéanju ucinkovitosti
procesa oplemenjivanja. Zbog svoje jednostavne genetske strukture, rajcica je
jedna od najvise istraZivanih vrsta porodice Solanaceae te jedna od prvih kultura
za koju su razvijeni molekularni markeri i mape. Rajcica danas ima jednu od najde-
taljnijih genetskih mapa te je gotovo nemoguce odrediti tocan broj gena/QTL-a koji
su mapirani na kromosomima rajcice. Svakako najrasirenija primjena molekularnih
markera u oplemenjivanju rajcice odnosi se na genetsku kontrolu patogena.

Kljucne rijeci: rajéica, molekularni marker, oplemenjivanje

uvob

RajCica (Lycopersicon esculentum Mill.) je jed-
nogodiSnja povrtna kultura iz porodice Solanaceae
— pomocnice. Smatra se da rajcica potjece s podrucja
Srednje ili Juzne Amerike, odakle je u 15. stoljecu
prenesena na podrucje Europe (Sims, 1980.). Danas
se rajCica uzgaja u gotovo svim dijelovima svijeta i na
svim geografskim Sirinama. Ukupna svjetska proizvodnja
raj¢ice 2013. godine iznosila je preko 163 milijuna tona.
Najveci proizvodac rajcice u svijetu je Kina, s godi$njom
proizvodnjom od preko 50 milijuna tona (http://faostat3.
fao.org/). Na svjetskoj razini, kultivirana rajcica je, nakon
krumpira, drugo povrée po konzumaciji te danas postoji
viSe razli¢itih sorti rajcice nego kod ijednoga drugoga
povréa (Foolad i Panthee, 2012.).

Pocetak domestikacije rajcice vezan je za podrucje
Amerike. lako postoje dvije hipoteze o mjestu dome-
stikacije rajcice, jedna iz Perua i druga iz Meksika, ne
postoje isklju€ivi dokazi u korist jedne od njih (Peralta
i Spooner, 2007.). Sami zaceci oplemenjivanja rajcice
datiraju od 30-ih godina proSloga stoljeca. lako su se
cilievi oplemenjivanja rajCice mijenjali kroz godine,
mozemo reci da se danas generalno nastoji smanijiti
troSkove proizvodnije, a pri tome ostvariti Sto veci prinos
i kvalitetu. Od 1970-ih glavni naglasak u oplemenjivanju
rajCice stavljen je na stvaranje F1 hibrida, koji se danas
koriste u vecini svjetskih zemalja (Foolad, 2007.). Vec¢ina
postojecih sorti raj€ice nastala je klasi¢nim oplemenjiva-

njem, koje se temelji na fenotipskoj selekciji i testiranju
potomstva. lako su klasicni oplemenjivacki programi
znatno doprinijeli pobolj$anju i razvoju Siroke lepeze sorti
rajCice, dugotrajnost i zahtjevnost klasi¢nog oplemenii-
vackoga procesa i dalje je ograni¢avajuci €imbenik.

Naime, razvoj novih sorti rajcice metodama kla-
sicnog oplemenjivanja moze trajati 10-15 godina. Osim
toga, javljaju se i problemi, kao $to su: potreba za velikim
populacijama, znacajnim povrsinama i radnom snagom,
interakcije genotipa i okoli$a, nemoguénost ocjenjivanja
biljaka u ranim fazama rasta i razvoja, otezana selekcija
recesivnih svojstava i svojstava niske heritabilnosti itd.
(Bai i Lindhout, 2007., Foolad i Panthee, 2012.).

Bai i Lindhout (2007.) navode da je prosjecno vri-
jeme smjene komercijalnih sorti rajCice pet godina te je
uvodenje novih tehnologija, koje ¢e omogugiti brzi razvoj
novih i poboljSanih sorti raj¢ice, neophodno, kako bi se
zadrzala konkurentnost na trziStu. Jedan od mogucih
nacina za brZe i ucinkovitije provodenje oplemenjivacko-
ga procesa je koriStenje molekularnih markera povezanih
s genom/QTL-om od interesa. Siroka upotreba moleku-
larnih markera u oplemenjivanju bilja, medu ostalim i
rajcice, zapocinje 80-ih godina proSloga stolje¢a. Zbog
svoje jednostavne genetske strukture, tj. diploidnoga
genoma velicine 950 Mb s 35 000 gena lociranih na
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2n=2x=24 kromosoma, rajCica je jedna od najviSe
istrazivanih vrsta porodice Solanaceae te jedna od prvih
kultura za koju su razvijeni molekularni markeri i mape
(Tanksley i sur., 1992.).

MARKERI | MAPE

Markeri ili marker svojstva oznacavaju prisustvo
nekoga drugoga, gospodarski vaznoga svojstva za kojeg
su vezani, a geni, koji ih kontroliraju, nazivaju se gen
markeri. Tri su glavne vrste genetskih markera: a) morfo-
loSki markeri — predstavljaju fenotipska svojstva, vezani
su uglavnom za major gene, ekspresija im je nestalna
(utjecaj okoline) te su vidljivi tek kada je biljka potpuno
razvijena; b) biokemijski markeri — predstavljaju izoen-
zime i bjelancevine koji su direktni proizvod pojedinih
gena te samo djelomicno pokrivaju genom, analiziraju
se putem elektroforeze; ¢) molekularni (DNK) markeri —
predstavljaju fragmente DNK, omoguéavaju razlikovanje
pojedinih genotipova na temelju DNK analize (Collard i
sur., 2005.).

Pocetak primjene markera u oplemenjivanju bilja
vezan je za morfoloSke markere koje su oplemenijivaci
koristili pri odabiru superiornih fenotipova. Kasnije su
u oplemenjivanju i izradi genetskih mapa uglavnom
koriSteni izoenzimi (Tanksley i Rick, 1980.). lako izoen-
zimi imaju odredene prednosti, glavni nedostatak im
je niska polimorfnost i ograni¢en broj. Prva klasi¢na
linkage mapa rajCice objavljena je 1968. godine i uklju-
Civala je morfoloske i fizioloS8ke markere (Butler, 1968.).
Razvojem DNK markera, krajem 80-ih i pocetkom 90-ih
godina proSloga stolje¢a, uspjelo se rijeSiti probleme
vezane za primjenu morfoloskih markera i izoenzima.
DNK markeri tako daju direktnu informaciju o genotipu,
nisu pod utjecajem okoli$nih Cinitelja, nisu ograniceni
brojem te pokrivaju cijeli genom. Kako je rastao broj
dostupnih molekularnih markera, razvijan je i sve veci
broj genetskih mapa. Prva molekularna linkage mapa
rajcice objavljena je 1986. i ukljuCivala je 18 izoenzima i
94 DNK markera (Bernatzky i Tanksley, 1986.). Danas se
u oplemenjivaniju i izradi genetskih mapa najviSe koriste
markeri na bazi PCR reakcije, budu¢i da su jednostavniji
za koriStenje, jeftiniji te zahtijevaju manje vremena i
rada u usporedbi s ranije koriStenim RFLP markerima
(Foolad i Panthee, 2012.). Danas je u oplemenjivaniju raj-
Cice dostupan veliki broj razli¢itih molekularnih markera:
RFLP, RAPD, AFLP, SSR, SNP, EST, ISSR, CAPS, SCAR,
SSAP” i dr. (Landegren i sur., 1998., Zhang i Stommel,
2001., Kochieva i sur., 2002., Bonnema i sur., 2002.,
He i sur., 2003., Tikunov i sur., 2003., Tam i sur., 2005.,
Sabatini i sur., 2006.). Szczechura i sur. (2011.) navode
da je kod rajcice identificirano i mapirano preko 9300
molekularnih markera.

RFLP-Restriction Fragment Length Polymorphism, RAPD-Random Amplified
Polymorphic DNA, AFLP-Amplified Fragment Length Polymorphism, SSR-Simple
Sequence Repeats, SNP-Single Nucleotide Polymorphism, EST-Expressed
Sequence Tag, ISSR-Inter Simple Sequence Repeat, CAPS-Cleaved Amplified
Polymorphic Sequences, SCAR-Sequence Characterized Amplified Region, SSAP-
Sequence-Specific Amplification Polymorphisms
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Glavna je prepreka koriStenju molekularnih markera
u oplemenjivanju raj€ice niska razina polimorfizma unu-
tar populacija (Stevens i Robbins, 2007.). Procjenjuje
se da genom Kkultivirane rajcice sadrzi manje od 5%
genetske varijabilnosti svojih divljih srodnika (Miller i
Tanksley, 1990.). He i sur. (2003.) smatraju da uzrok
niskoga polimorfizma lezi u samooplodnji modernih sorti
rajéice i njihovoj uskoj genetskoj osnovi te je potrebno
prona¢i markere viSega stupnja polimorfizma, koji ¢e
moci detektirati ¢ak i minimalne genetske razlike. Tako
se, primjerice, sve viSe radi na razvijanju visokora-
zZluCivih markera, kao Sto su SNP markeri, koji mogu
razlikovati ¢ak i genetski vrlo bliske jedinke (Yang i sur.,
2004., Labate i Baldo, 2005.). Vecéina genetskih mapa
rajCice stoga je, s ciliem postizanja $to veée razine
polimorfnosti markera, napravljena na temelju krizanja
kultiviranih vrsta raj€ice i njihovih divljih srodnika i to
uglavnom krizanjem s vrstama Lycopersicum pennelli i
L. pimpinellifolium (Foolad, 2007.).

Upotreba molekularnih markera i mapa moZze znat-
no olak$ati utvrdivanje broja, kromosomske lokacije i
ucinaka gena i QTL-a koji kontroliraju svojstvo od inte-
resa (Tanksley, 1993.). Molekularni markeri danas se
kod rajcice koriste za karakterizaciju germplazme (Rao
i sur., 2006.), identifikaciju i utvrdivanje Cistoce sorte
(Bredemeijer i sur., 1998.), procjenjivanje genetske uda-
lienosti medu vrstama (Alvarez i sur. 2001.), genetsko
mapiranje (Saliba-Colombani i sur., 2000.) te kloniranje
gena (Liu i sur., 2002.).

MARKERIMA POTPOMOGNUTA SELEKCIJA
(MAS)

Markerima potpomognuta selekcija (MAS) pred-
stavlja najraSireniju upotrebu molekularnih markera u
oplemenjivanju bilja. Prava primjena MAS-a u ople-
menjivanju rajcice zapocela je prije viSe od 30 godina
koriStenjem izoenzima Aps-1 kao markera za indirektnu
selekciju na otpornost na nematode (Medina-Filho i
Stevens, 1980.). Osnovni je princip MAS-a iskoriStava-
nje linkage disequilibriuma (LD) izmedu markera i gena/
QTL-a od interesa, pri ¢emu LD oznaCava tendenciju
odredene kombinacije alela da se nasljeduju zajedno.
S dovoljno snaznim LD-om selekcija se moZe provoditi
direktno putem markera, kako bi se indirektno povecala
frekvencija odredenih alela. Na taj bi nacin markeri-
ma potpomognuta selekcija omogucila jednostavniju,
brzu, jeftiniju i efikasniju selekciju (Hospital, 2009.).
Preliminarni korak markerima potpomognute selekcije
je mapiranje. Za mapiranje genoma rajcice uglavnom
su koriStene rane F2/F3 generacije ili BC1/BC2 genera-
cije. Pored njih koriste se i rekombinantne inbred linije
— RIL (Paran i sur.,, 1997.), kasne BC generacije — AB
(Bernacchi i sur., 1998.), backcross inbred linije — BIL
(Doganlar i sur., 2002.) i introgresijske linije — IL (Gur
i sur, 2004.). Mapiranje major gena, koji utjecu na
razlicita morfoloska i fizioloSka svojstva rajcice, kao
i otpornosti na razliCite bolesti, zapoCelo je vrlo rano,
30-ih godina proSloga stolje¢a (MacArthur, 1934.), dok
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upotreba markera u identifikaciji QTL-a i kompleksnih
svojstava rajcice poCinje 1980-ih, kada su uglavnom
koriSteni izoenzimi te F2 ili BC1 mapirajuce populacije.
Mapiranje gena i QTL-a postalo je od tada vrlo rasirena
praksa te je danas gotovo nemoguce odrediti tocan broj
gena/QTL-a koji su otkriveni ili mapirani na kromosomi-
ma rajcice (Foolad, 2007.).

NajcéeScée koriStene MAS metode u oplemenjivanju
billa su markerima potpomognuto povratno krizanje i
markerima potpomognuti gene pyramiding. Metoda
povratnoga krizanja koristi se u svrhu poboljSanja jed-
nog ili viSe svojstava koja nedostaju nekoj dobroj sorti.
Najcesce se koristi za unoSenje otpornosti na bolesti
i Stetnike. Prema Hollandu (2004.), postoje tri glavne
razine markerima potpomognutoga povratnoga krizanja:
1.) upotreba markera za identifikaciju ciljanoga gena
ili QTL-a (foreground selection), 2.) upotreba markera
za selekciju BC potomstva koje nosi ciljani gen i usko
vezane bo¢ne markere, u cilju smanjenja LD-a (rekombi-
nantna selekcija) i 3.) upotreba markera za selekciju BC
potomstva s najve¢im udjelom genoma rekurentnoga
roditelja (background selection). Primjenom MAS-a
moguce je, u konacnici, smanijiti broj BC generacija sa
Sest na dvije do Cetiri. Markerima potpomognuto povrat-
no krizanje predstavlja najraSireniji tip implementacije
MAS-a u oplemenjivackim programima. Gene pyra-
miding podrazumijeva proces slaganja ili kombiniranja
nekoliko gena unutar jedne sorte, a najviSe se koristi pri
kombiniranju vecega broja gena za otpornost na bolesti.
Na taj naCin moZe se stvoriti dugotrajnija i stabilnija
kvantitativna otpornost, koja je uvjetovana brojem gena,
a ne samim mehanizmom otpornosti (Lindhout, 2002.).

BIOTSKI STRES

Jedan od glavnih problema koji se javlja prilikom
uzgoja rajcice su oStecenja prouzrocena razli¢itim pato-
genima. RajCica je domacin preko 200 razlicitih vrsta
bolesti i Stetnika koji mogu prouzroditi znatnu ekonomsku
Stetu. Bududi da je kemijska zastita potencijalno opasna
te se nije pokazala u potpunosti ucinkovitom, sve se
viSe radi na razvoju otpornih sorti (Bai i Lindhout, 2007.).
Identifikacija markera povezanih s otporno§¢u na bolesti
kod rajCice zapocela je 70-ih godina proSloga stoljeca,
kada je utvrdena veza izmedu otpornosti na nematodu
korijenovih guka (Meloidogyne spp.) i izoenzima Asp-1
(Rick i Fobes, 1974.). 0d tada se molekularni markeri
koriste za mapiranje major gena za vertikalnu otpornost
i QTL-a za horizontalnu otpornost na bolesti. Na mole-
kularnoj mapi rajcice tako su mapirani geni/QTL-i koji
pokazuju otpornost na sve glavne razrede biljnih pato-
gena (Kaloshian i sur., 1998., Foolad i sur., 2002., Bai i
sur., 2003., Scott i sur. 2004., Brouwer i St.Clair, 2004.,
Finkers i sur., 2007.). U genetskoj kontroli patogena raj-
Cice uglavnom su koriStene monogenetske, dominantne
otpornosti unesene iz divljih srodnika. Oplemenjivanje
rajCice rezultiralo je sortama s otporno$¢u na najmanje
15 patogena, iako s varirajuéom stabilno$¢u i razinom
ekspresije (Barone, 2003.).

ABIOTSKI STRES

Nepovoljni okoli$ni uvjeti, takoder, mogu predstav-
ljati ograniCavajuce faktore pri uzgoju rajCice. Buduci
da su svojstva tolerantnosti/otpornosti na abiotski stres
kompleksne prirode, identifikacija i mapiranje QTL-a koji
uvjetuju ta svojstva mogla bi biti od velike koristi u ople-
menjivanju rajcice. Tolerantnost na salinitet jedno je od
najviSe istrazivanih svojstava, gdje su identificirani QTL-i
odgovorni za tolerantnost u razli¢itim fazama razvoja
bilike, a ponajviSe oni vezani za fazu klijanja (Breto i
sur., 1994., Foolad i sur., 1998a., Foolad i sur., 2001.,
Foolad, 2005.). RajCica je kultura osjetljiva na niske
temperature te kod temperatura nizih od 10°C prestaje
sa svojim rastom i razvojem. Takoder, raj€ica je vrlo
osjetljiva na suSne uvjete u svim svojim fazama rasta i
razvoja. KoriStenjem molekularnih markera pronadeni su
QTL-i koji uvjetuju otpornost na stresne okoliSne uvijete,
kao $to su niske temperature i susa (Vallejos i Tanksley,
1983., Martin i sur., 1989., Foolad i sur., 1998b., Foolad
i sur., 2003.).

SVOJSTVA KVALITETE

Iznimno vazno podruéje u oplemenjivanju rajcice
svakako je i kvaliteta samoga ploda. Kvaliteta rajCice za
prodaju u svjeZzem stanju odredena je njenim izgledom,
tvrdo¢om i okusom, dok je kod rajcica za preradu vazna
ukupna koli¢ina topivih tvari, boja, pH i ¢vrsto¢a ploda.
Bitne komponente predstavljaju i sadrzaj Secera, organ-
skih kiselina i antioksidansa (Szczechura i sur., 2011.).
Istrazivanja o genetskoj kontroli svojstava kvalitete
uglavnom su vezana za procese dozrijevanja i odrediva-
nje sadrzaja topivih tvari u plodu (Rick i Chetelat,1995.).
Zbog vaznosti rajcice u ljudskoj prehrani provedena su
brojna istraZivanja o na€inu nasljedivanja velikoga broja
svojstava kvalitete te su pronadene lokacije razlicitih
gena/QTL-a i njihovi markeri (Causse i sur., 2001., van
der Knapp i Tanksley, 2001., Fulton i sur., 2002., Frary
i sur., 2004., Causse i sur., 2004., Rousseaux i sur.,
2005.).

ZAKLJUCAK

Unatoc¢ tome Sto je koriStenjem molekularnih mar-
kera identificirano i mapirano mnoStvo gena/QTL-a
za mnoga vazna agronomska svojstva rajcice, vrlo je
malo primjera njihove uspjesSne implementacije. Glavno
ogranicenje Sire prakticne primjene MAS-a predstavlja-
ju nepolimorfni markeri, nedostatak studija o njihovoj
validaciji, upitna pouzdanost i to€nost mapiranih QTL-a,
kao i visoka cijena. Primjena MAS-a tako je uglavnom
svedena na jednostavna svojstva koja su kontrolirana
manjim brojem gena s velikim efektom. Takoder, primje-
na MAS-a ve¢im je dijelom vezana za privatni sektor.
Kod kompleksnih svojstava MAS je i dalje riskantan,
neizvjestan i ovisan o fenotipskim testiranjima te, vje-
rojatno, nikada u potpunosti ne¢e zamijeniti fenotipsku
selekciju.
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MOLECULAR MARKERS IN TOMATO BREEDING

SUMMARY

Although most of the existing tomato cultivars have been developed by conventional breeding, numerous problems
that occur during the breeding process have led to the development and application of new technologies in plant
breeding. Certainly one of the most important is molecular markers technology, which might have an important
role in increasing the efficiency of breeding process. Because of its simple genetic structure, tomato is one of the
most studied species of the family Solanaceae, and one of the first culture for which molecular markers and maps
have been developed. Tomato has one of the most detailed genetic maps and it is almost impossible to determine
the exact number of genes/QTLs that have heen mapped on tomato chromosomes. Certainly the most widespread
application of molecular markers in tomato breeding is the genetic control of pathogens.
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