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SAZETAK
Genetski biljezi, a narogito DNA biljezi, se Siroko koriste u biljnim
istraZivanjima i oplemenjivanju. Dan je pregled glavnih svojstava
razliCitih genetskih biljega, te su raspravljeni nagini njihove uporabe u
bilinoj genetici, oplemenjivanju i siemenarstvu.

Kljune rijeci: genetski biljezi, izrada genetskih karata, odabir
pomocdu biljega

uvoD

Genskim biliegom (genski marker; genetic marker) smatramo bilo koji
ulomak DNA koji pokazuje neki oblik uogljivog polimorfizma izmedu analiziranih
jedinki. Genski biliezi nisu nuZno geni u strogom smislu definicije gena, no
takovima se mogu smatrati tijekom analize jer se nasljeduju po istim nadelima.
Zato se razliciti oblici biliega nazivaju alelima, a mjesto biliega na kromosomu
lokusom. Isto tako, kombinaciju alela biiega odredene jedinke nazivamo
fenotipom odnosno genotipom biljega.

Osnovna svojstva idealnog sustava genskih biliega mogla bi se sazeti na
sliede¢i natin (Ards i Moreno-Gonzalez, 1993): (1) Brzo i lako uogavanje
svih genotipskih klasa biljega; (2) Moguénost ranog uocavanje biliega tijekom
rasta i razvitka bilike; (3) Nazoénost odredenog alela biliega ne utjede na
normalan rast i razvitak biljke; (4) Bilieg ne pokazuje interakciju s drugim
biliezima, penetracija je potpuna, a ekspresija stabilna.

Uporabna vrijednost odredenog biliega odnosno sustava genskih biliega
ovisi uvelike i o vrsti koja se ispituje kao i o ciliu istrazivanja, no opéenito
govoreCi od konkretnog se biliega (sustava genskih biliega) u praksi trazi
takoder i (Weeden et al., 1991): (1) Pouzdanost (ponovljivost) i univerzalnost;
(2) Visoka razina uo&enog polimorfizma izmedu analiziranih jedinki; (3)
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Zanimljiva pozicija na genskoj karti odnosno postojanje veze izmedu biliega i
gena za svojstvo koje nas zanima.

Vazno je napomenuti da se po definiciji svi funkcionalni geni koji uzrokuju
jasne fenotipske razlike izmedu jedinki takoder mogu koristiti kao biljezi. Takovi
se geni odnosno svojstva koja kodiraju Eesto nazivaju morfoloskim biljezima i u
tu su svrhu bili i koriteni u mnogobrojnim genetskim istrazivanjima, te u
oplemenjivanju bilja i sjemenarstvu.

VRSTE GENSKIH BILJEGA
Genske biliege mozemo podijeliti na morfoloSke i molekularne.
1. Morfoloski biljezi

Prvi koriteni biljezi bili su morfoloski tj. bila su to lakouogljiva morfoloska
svojstva monogenskog tipa nasljedivanja. U vecini se sluCajeva tu radi o
morfolodkim mutacijama koje nastaju spontano u prirodi ili su inducirane
mutagenezom (Weeden, 1991). Morfoloski biliezi se ponekad nazivaju i
fenotipskim biljezima.

Najvaznija svojstva morfolodkim biliega su sliedeca: (1) U vecdini se
slugajeva lako uo&avaju, no Cesto na razini cjelokupne biljke, a u mnogim
slu¢ajevima samo u odredenim stadijima rasta i razvitka; (2) Pokazuju tipicno
mendelsko razdvajanje, no u veéini su sluéajeva dominantni Sto otezava
fenotipsko razlikovanje svih genotipskih klasa; (3) UtieCu na morfologiju i
fiziologiju bilike. Kod nekih taj je utjecaj toliki da prije¢i njihovu uporabu u
oplemenjivanju (npr. patuljavost, albinizam, unifoliata itd.), a u mnogim je
sludajevima u suprotnosti s cilievima oplemenjivanja i potrebama proizvodaca;
(4) Izmedu gena za morfoloSka svojstva mogu se zamijetiti mnogi tipovi
epistatickih interakcija koji kompliciraju analizu razdvajanja i smanjuju broj
genotipskih klasa koje se mogu uogiti; (5) Neki geni za morfoloska svojstva ne
pokazuju potpunu penetraciju ili imaju nestalnu ekspresiju $to ovisi o
genetskom zaledu (genetic background) jedinke, te o interakciji s okolisem $to
povecava mogucénost krive genotipske klasifikacije pojedinih Jedmkl (6) Broj
upotrebljivih morfoloskih biliega unutar odredene vrste je ogranigen. Stovise, iz
gore navedenih razloga mnogi se morfoloski biljezi ne mogu usporedo pratiti i
analizirati u istoj generaciji razdvajanja. Stoga je relativno mala vjerojatnost
pronalaska morfoloskog biliega koji je usko vezan za gen koji kodira odredeno
zanimljivo svojstvo.

lako ova svojstva morfolo$kih biliega govore o ograni€enim mogucnostima
njihove uporabe oni se i danas Cesto koriste u razliCite svrhe. Opisi svojstava
primki banaka gena u svrhu njihovog razlikovanja i klasificiranja i danas se u
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vecini sluCajeva temelie na morfoloskim biljezima. Liste deskriptora
pripremliene od strane Medunarodnog instituta za biline genetske izvore
(International Plant Genetic Resources Institute - IPGRI) kao i liste deskriptora
pojedinacnih banaka gena, te one pripremljene u okviru Europskog programa
suradnje u svezi biljnih genetskih izvora (European Cooperative Programme for
Crop Genetic Resources Networks - ECP/GR) uglavnhom se sastoje od
morfoloSkih biljega.

Isto tako, morfoloSki se biljezi koriste i pri opisu svojstava novonastalih
kultivara. Preporuke za provodenje testova razligitosti, ujednadenosti i
stabilnosti (Guidelines for the Conduct of Tests for Distinctness, Homogeneity
and Stablity - tzv. DUS testing) Medunarodnog udruZenja za zastitu novih
kultivara bilja (International Union for the Protection of New Varieties of Plants -
UPQV) takoder se temelje prvenstveno na morfoloskim biljezima.

Uloga morfoloskih biliega je jo3 uvijek znatna i u oplemenjivackim
programima u svrhu kontrole krizanja (naro¢ito povratnih krizanja) i nadzora
razdvajajucih generacija. U razvitku genskih karata mnogobrojnih biljnih vrsta
Cesto se ukljuCuju i morfolodki biliezi u svrhu nadzora ishodigne populacue i
razdvajajucih generacije pri izradi karata.

Uporabu morfoloskih biliega u uo¢avanju lokusa za kvantitativna svojstava
(Quantitative Traits Loci - QTLs) prediozio je Sax (1923) uoavajuéi vezu
izmedu boje sjemene ljuske graha (Phaseolus vulgaris L.) i veli€ine sjemena,
dok je Smith (1937. prema Burr et al., 1983) pokazao vezu izmedu boje
cvijeta i veliCine latica kod duhana (N/cot/ana tabacum L.). Bilo kako bilo, danas
su morfoloski biliezi u analizi lokusa za kvantitativna svojstva u potpunosti
zamijenjeni molekularnima.

2. Molekularni biljezi

Molekularne biliege mozemo podijeliti u dvije skupine: izoenzimski biljezi i
DNA biljezi.

2.1 I1zoenzimski biljezi

Izoenzimi se definiraju kao razligiti molekularni oblici istog enzima koji
djeluju na isti supstrat (tj. kataliziraju istu biokemijsku reakciju), ali se razlikuju
po elektricnom naboju. Ako se biljni ekstrakt smjesti na Skrobni ili poliakrilamidni
gel na koji djeluje elektriéno polje doéi ¢e do razdvajanja molekula bjelanCevina
ovisno o njihovom naboju i kiselosti sredine. Buduéi da su enzimi bjelan&evine
oni izravno odrazavaju promjene nastale u sekvenci DNA mijenjajuéi sastav
amino-kiselina. Promjene u aminokiselinskom sastavu &esto preina&uju naboj, a
time i elektroforetsku pokretljivost odredenog izoenzima. Bez obzira na zalihost
genetskog koda (tj. postojanje razligitih tripleta baza koji kodiraju istu amino-
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kiselinu), te moguénost zamjene jedne amino-kiseline drugom, a da se
cjelokupni elektriéni naboj enzima ne promijeni, izoenzimi su se pokazali vrlo
dobrom metodom analize za najrazli¢itija istrazivanja (Shields et al., 1983;
Kephart, 1990).

Nakon bojenja metodama koje su specificne za odredeni enzimski sustav
na gelu moZe se uotiti elektroforeticki fenotip koji se obi¢no sastoji od jedne ili
viSe obojenih traka svojstvenih odredenom organizmu, tkivu i enzimu. Broj
uo&enih traka nekog enzimskog sustava ovisit ¢e o broju kodirajucih gena,
alelnom stanju jedinke (homozigot ili heterozigot), kvartarnoj strukturi izoenzima
kao i o staniénoj organeli u kojoj se izoenzimi nalaze. Ukoliko su razliCite trake
kodirane alelima istog lokusa nazivaju se aloenzimima odnosno alozimima
(Shaw i Prasad, 1970; Wendel i Weeden, 1989).

Alozimi se obi¢no nasljeduju kodominantno tako da jedinka nastala
krizanjem homozigotnih roditelia koji nose razliite alele odredenog
izoenzimskog gena posjeduje obje roditeljske trake. No, u F, generaciji mogu se
pojaviti i hibridne trake koje nisu uocene niti u jednom od roditelja, a Ciji broj
ovisi o kvartarnoj strukturi izoenzima. Hibridne trake u pravilu imaju
intermedijarnu elektroforeti¢ku pokretljivost. Kvartarna struktura oznacava broj
podjedinica od kojih je odredeni aktivni enzim sastavljen tako da razlikujemo
monomerne, dimerne, tetramerne i heksamerne izoenzime. Stoga dimerni ce
izoenzimi u F, generaciji biti predstavijeni s tri trake (dvije roditeljske
homodimerne trake, te jednom heterodimernom hibridnom trakom), a tetramerni
s pet: dvije homotetramerne (AAAA, BBBB) i tri heterotetramerne (AAAB,
AABB, ABBB). Mnogi enzimski sustavi se sastoje od viSe izoenzima koji su
kodirani razligitim genima. Ukoliko se navedeni izoenzimi nalaze u istoj
staniénoj organeli postoji mogucnost sluajnog spajanja podjedinica kodiranih
alelima razliith gena u aktivne enzime. Tako nastaju intergenski
heteromultimeri za razliku od intragenskih koji su proizvodi spajanja podjedinica
kodiranih razliitim alelima istog gena (Tanksley, 1983a; Weeden i
Wendel, 1989).

Jedno od mogudih objadnjenja postojanja viSe izoenzima koji kataliziraju
istu biokemijsku reakciju je razli¢ita stani¢na lokacija pojedinih izoenzima.
Mnogi se enzimski sustavi sastoje od viSe izoenzima koji se nalaze u citosolu,
plastidima i mitohondriju. U navedenim organelama je razli¢ita koncentracija
metabolita i pH tako da su specifi¢ni izoenzimi potrebni za ucinkovitu katalizu.
Bez obzira na mjesto djelovanja izoenzima geni koji ih kodiraju nalaze se u
jezgri a ne u organelama. Jedina je iznimka izoenzim ribulaza bifosfataza
karboksilaza (RUBISCO) ¢iju manju podjedinicu kodira gen jezgrine DNA, a
veéu gen plastidne DNA. Vazno je napomenuti da nemoguénost tvorbe
intergenskih multimera ne dokazuje razliCitu staniénu lokaciju izoenzima jer
postoje i izoenzimi koji se nalaze u istoj stani€noj organeli ali ne tvore
multimerne proizvode (Weeden i Wendel, 1989).
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Imajuci na umu navedena svojstva enzimskih sustava (broj gena, alelno
stanje, kvartarna struktura, staniéna lokacija) odredivanje genetske osnove
elektroforetskih  fenotipova katkad je otezano zbog razliith pojava.
Heterodimeri ne moraju pokazivati intermedijarnu pokretljivost, a u krajnjem
sluCaju mogu imati manju ili veéu pokretliivost od oba homodimera. Neki
izoenzimi posjeduju alele koji kodiraju proizvode bez enzimatske aktivnosti, te
ih nazivamo nultim (nulj) alelima. &esto je primjeéena pojava dvostrukih ili
visestrukih traka koji se genetski pona3aju kao jedinstveni aleli, a u praksi se
nazivaju trakama 'sjenama’ (shadow band) ili pak trakama 'duhovima' (ghost
band). U mnogim je sluCajevima sa sigurno$éu dokazano da se tu ne radi o
udvostruenim genima, no pravi razlog ovoj pojavi nije do kraja razjasnjen.
Moguca objasnjenja su poslijetranslacijske promjene in vivo ili pak promjene u
kemijskim uvjetima ili strukturi enzima in vitro.

Unato€ navedenim problemima izoenzimi se vrlo &esto koriste kao genski
biljezi. Svojstva izoenzima kao genskih billega su stoga sliededa: (1)
Polimorfizam izoenzimskih biljiega moZe se analizirati na razli¢itim biljnim
organima (pelud, sjeme, korijen, list, plod), no elektroforeticki fenotip nije uvijek
istovietan; (2) Pokazuju tipiéno mendelijansko razdvajanje i u veéini su
slucajeva kodominantni; (3) Ne utje¢u na morfologiju niti fiziologiju biljke, ne
ulaze u epistaticke interakcije s drugim biljezima, a okoli$ni uvjeti ne utieéu na
njihovu ekspresiju; (4) Metode bojenja su specifiéne za odredeni enzim; (5) Kao
i u slucaju morfolo$kih biljega broj izoenzimskih biliega koje je moguce otkriti u
odredenom biljnom materijalu u vecini je sludajeva prenizak za izradu genetske
karte (Weeden i Wendel, 1989). '

2.2 DNA biljezi

DNA biljezi otkrivaju genetsku varijabilnost izravno na razini DNA. Razvitak
i uporaba DNA biliega temelji se na vrlo zna&ajnim okri¢ima molekularne
genetike kao Sto su restrikcijski enzimi, lan¢ana reakcija polimerazom, te
mikrosateliti. Danas postoji velik broj razligitih tehnika molekularne genetike
koje imaju za cilj tvorbu velikog broja lakouogljivih i jeftinih i ponovljivih biljega.
Tehnike se mogu podijeliti u Eetiri skupine:

2.2.1 Polimorfizam duzine restrikcijskih ulomaka (Restriction Fragment
Length Polymorphism - RFLP)

222 Sluéajno amplificirana polimorfna DNA (Random Amplified
Polymorphic DNA - RAPD)

2.2.3 Ponavljaju¢e jednostavne sekvence (Simple Sequence Repeats -
SSR)

2.2.4 Polimorfizam duzine amplificiranih ulomaka (Amplified Fragment
Length Polymorphism - AFLP)
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2.2.1 Polimorfizam duzine restrikcijskih ulomaka (RFLP)

Polimorfizam duzine restrikcijskih ulomaka (Restriction Fragment Length
Polymorphism - RFLP) je tehnika koja se temelji na otkricu restrikcijskih enzima
endonukleaza. Endonukleaze imaju sposobnost rezanja dvostrukog lanca DNA.
Pojedina endonukleaza prepoznaje specifitan ulomak duZine Cetiri do Sest
parova baza omeden mijestima restrikcije. Buduéi da se mijesta restrikcije
javljaju posvuda po genomu primjena restrikcijskih endonukleaza na cjelokupnu
genomsku DNA uzrokuje rezanje DNA na milijune ulomaka. Frekvencija pojave
mjesta restrikcije ovisi o restrikcijskom enzimu i biljnoj vrsti. Ulomci DNA
dobiveni restrikcijom pomodu specificnog enzima bit ¢e razliCith duzina
(odnosno molekularnih teZina) tako da ih je moguce odijeliti pomocu
elektroforeze. ldentifikacija genomskin DNA ulomaka provodi se tehnikom
preslikavanja (‘bugacenja) po Southernu (Southern blotting). Ulomci DNA
odvojeni elektroforezom prenose se na nitrocelulozni ili najlonski filter te se
hibridiziraju sondom (probe). Sonde su obi¢no kratki (500 do 3,000 parova
baza) klonirani ulomci DNA koji mogu sadrzavati ulomak odredenog kloniranog
gena ili pak biti nepoznati ulomci genomske DNA. Nakon hibridizacije koja se
temelji na komplementarnom spajanju parova baza sonde i ulomaka DNA
RFLP fenotip mozemo uoditi radiografijom (u slu¢aju radioaktivno oznacenih
sondi) ili nakon uranjanja u niz specificnih kemijskih otopina (u slucaju
kolorimetrijski oznagenih sondi). RFLP fenotip bit ¢e vidljiv kao jedna ili niz traka
koje ¢ée oznalavati ulomke koji su se hibridizirali s sondom. SpecifiCne
kombinacije restrikcijskih enzima i sondi dat ¢e ponovljive RFLP fenotipove za
odredenu jedinku. Razlike izmedu jedinki proizadi ¢e iz razlika u ulomku na
mjestima restrikcije (onemogucavajuci restrikciju na odredenom mjestu) ili pak
u duzini ulomka DNA izmedu dvaju mjesta restrikcije (Burr et al., 1983;
Paterson et al., 1988; Tanksley et al., 1989).

Glavna svojstva RFLP biliega su sljedec¢a: (1) Mogu se uogiti na uzorku
DNA bilo kojeg tkiva i u bilo kojem razvojnom stadiju bilike; (2) Potrebna je
relativno velika koli¢ina DNA (od 5 do 10 pg) visoke kakvoce pri Cemu u nekim
sluéajevima pojava polifenola i polisaharida ograni¢avanje njihovu uporabu; (3)
Pokazuju kodominantno nasljedivanje; (4) Bududi da se digestijom genomske
DNA eukariota restrikcijskim enzimima prosje¢no moze dobiti 10° ulomaka, a
dosad je opisano preko 100 restrikcijskih enzima potencijalan broj RFLP biliega
odredene biljne vrste je praktiéno beskonacan; (5) Vrlo su pouzdani tako da ista
kombinacija sonde i enzima na istim uzorcima daje potpuno iste rezultate kad
se ispituje u razligitim laboratorijima tako da je vrlo lako razmjenjivati podatke i
objedinjavati rezultate razli¢itih istrazivanja; (6) Ukoliko ne postoje opisane
sonde za odredenu biljnu vrstu nove se sonde moraju izolirati iz DNA kolekcija
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8to iziskuje struénost i troSkove. U nekim se sluajevima mogu koristiti sonde
srodnih vrsta (heterologne sonde), a uspjeSnost sondi razmjerna je srodnosti
vrsta; (7) RFLP biljezi iziskuju relativno mnogo vremena, tesko je automatizirati
postupak, a troSkovi istraZivanja su relativno visoki; (8) Dodatni problem je
radioaktivnost ukoliko se koriste radioaktivno oznacene sonde.

2.2.2 Sluc€ajno amplificirana polimorfna DNA (RAPD)

Oktricem lanéane reakcije polimerazom (Saiki et al., 1985; Mullis i
Faloona, 1987) doSlo je do razvitka brojnih tehnika za izradu genskih biljega
koje katkad skupno nazivaju MAAP tehnikama (Muiltiple Arbitrary Primed PCR -
ViSestruka proizvoljna lan¢ana reakcija polimerazom) (Caetano-Annoles, 1994).
Sve se tehnike temelje na uporabi klica (poCetnica; primer) — oligomernih
ulomaka DNA proizvoljne sekvence - u langanoj rekaciji polimerazom. Tehnike
se razlikuju u to€nom postupku provedbe, a nazivaju se: RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA - Slu€ajno amplificirana polimorfna DNA) (Williams
et al., 1990.), AP-PCR (Arbitrary primed PCR - Proizvoljna lan¢ana reakcija
polimerazom) (Welsh i McClelland, 1990), te DAF (DNA Amplification
Fingerprinting - |zrada amplifikacijskog otiska DNA) (Caetano-Anroles, 1994).

Uz pomo¢ lanCane reakcije polimerazom (Polymerase Chain Reaction -
PCR) mogude je proizvesti veliki broj kopija odredene kromosomske regije
omedene ulomcima DNA komplementarnima koriStenim Kklicama, te je tako
uciniti vidlivom na gelu. ldentifikacija RAPD biljega podrazumjeva uporabu
proizvoljnih klica (ulomak DNA obiéno duzine od 10 slu¢ajno odabranih
nukleotida) Sto rezultira mnogobrojnim amplificiranim regijama. RAPD biljezi
imaju dominantnu ekspresiju jer nije moguée razlikovati da li se ulomak DNA
koji se amplificirao nalazi na samo jednom kromosomu (u slu¢aju heterozigota)
ili na oba (u slu€¢aju homozigota). '

Tehnologija analize RAPD biliega je dostupnija oplemenjivacima i
sjemenarima jer ima niz prednosti pred RFLP biljezima (Helentjaris, 1989), a te
su sljedece: (1) Potreban je znatno manji uzorak DNA (10-40 ng) nego kod
RFLP (5-10 pg); (2) Sonde koje se upotrebljavaju za RFLP su specificne ovisno
o vrsti (ili pak skupini srodnih vrsta) dok su klice za RAPD slu¢ajne sekvence i
mogu se upotrebljavati na svim vrstama; (3) Proces je jednostavniji i brzi; (4)
Laboratorijska oprema je jeftinija; (5) Sigurniji je jer se ne rabi radioaktivnost
kao kod nekih RFLP metoda; (6) RAPD su cesto vrlo polimorfni i broj koji se
moze uoditi je prakticki beskonacan.

Postoji niz metoda koje se takoder temelie na lancanoj reakciji
polimerazom (PCR) i vrlo su srodne RAPD sustavu genskih biliega, od kojih su
najkoridtenije SCAR, ASAP, SPAR i CAPS.
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2.2.2.1 Amplificirane regije svojstvene sekvence (SCAR)

SCAR biljezi (Sequence Characterized Amplified Regions - Amplificirane
regije svojstvene sekvence ) se temelje na RAPD biljezima uz neke dodatne
preinake (Paran i Michelmore,”1993). Postupak se sastoji od kloniranja i
sekvencioniranja krajeva amplificiranih RAPD proizvoda. Poznavanje sekvence
na krajevima RAPD proizvoda omogucava tvorbu 24-mernih oligonukleotidnih
klica. Uporabom dvaju usmjerenih 24-mernih klica doéi ¢e do amplifikacije
jedne jedine trake koja ée imati istu molekularnu tezinu kao i klonirani RAPD
ulomak. Polimorfizam ¢e se u ovom slucaju uoéiti kao nazocnost ili odsustvo
trake ili ce se pojaviti razlike u veli¢ini amplificiranog ulomka. Polimorfizam
duljine amplificiranog ulomka &est je slu€aj pri uporabi ove tehnike tako da se
dominantni RAPD biljezi mogu preinaciti u kodominantne SCAR biljege.

2.2.2.2 Alelno specifiéne klice (ASAP)

ASAP (Allele-Specific Associated Primers - Alelno specificne klice) je vrlo
skora8nja preinaka koja se takoder temelji na PCR tehnologiji, a slicna je SCAR
biljezima (Gu et al.,, 1995; Timmerman et al.,, 1994). Nakon amplifikacije
RAPD proizvoda, njegovog kloniranja, te sekvencioniranja krajeva RAPD
ulomaka konstruira se klica specificna za odredeni alel gena koji nas zanima.
Uporabom ASAP klica amplificira se samo jedan DNA ulomak obi¢no koristedi
viSe temperature spajanja. Ulomak DNA je nazo¢an samo kod onih jedinki koje
nose odredeni alel tako da odvajanje DNA ulomaka elektroforezom nije
potrebno. Stoga su ASAP biljezi mnogo pouzdaniji od RAPD biljega i vrlo su
pogodni za brzu analizu velikog broja jedinki u svrhu odabira onih koje imaju
specificni alel odredenog gena.

2.2.2.3 Reakcija amplifikacije uporabom jedne klice (SPAR)

SPAR biljezi (Single Primer Amplification Reaction - Reakcija amplifikacije
uporabom jedne klice) takoder se temelje na RAPD sustavu genskih biljega, no
klice koji se koriste za dobivanje SPAR biliega su ponavljaju¢e jednostavne
sekvence odnosno mikrosateliti Svidi pod (B.2.3) Ponavljajuée jednostavne
sekvence (Simple Sequence Repeats - SSRs)C. Gupta et al. (1994) su koristili
klice duzine 16 do 29 parova baza koji su se sastojali od di-, tri-, tetra- i
pentanukleotidnih ponavljajuéih sekvence i zakljuCili da tetranukleotidne
ponavljaju¢e sekvence amplificiraju najveci broj polimorfnih proizvoda. Isto tako,
moguce je Koristiti istovremeno dvije razlicite klice pri ¢emu se takoder moze
uoCiti visoka razina polimorfizma. Ista je tehnika poznata pod imenom MP-PCR
(Microsatellite-primed PCR - Lanéana reakcija polimerazom uz pomo¢ klica
komplementarnih mikrosatelitskim sekvencama) (Weising et al, 1995).
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Ponesto kompliciranija tehnika koja ukljucuje PCR amplifikaciju uz pomo¢ klica
slu¢ajno odabranih sekvenci ili pak sekvenci komplementarnih mikrosatelitima,
a nakon toga elektroforeticko razdvajanje amplificiranih proizvoda te
hibridizaciju radioaktivnim sondama koje se sastoje od mono-, tri- ili
tetranukleotidinih ponavljaju¢ih sekvenci naziva se RAMPO (Random-amplified
microsatellite polymorphism - Polimorfizam slu€ajno amplificiranih mikrosatelita)
(Richardson et al.,, 1995; Ramser et al., 1997).

SPAR biljezi ima sliéne prednosti i nedostatke kao i RAPD biljezi, no
uoceno je da se katkad naslieduju kodominantno. Njihova je prednost pred
SSR biljezima $to nije potrebno znati sekvencu koja omeduje ponavljajuéu
regiju u izradi klica ve¢ se sekvence klica slu¢ajno odabiru. Uporabom razligitih
ponavljajucih sekvence broj klica koje je moguée izraditi na ovaj nadin prakticki
je neogranicen.

2.2.2.4 |1zrezane polimorfne amplificirane sekvence (CAPS)

CAPS sustav genskih biliega (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences -
Izrezane polimorfne amplificirane sekvence) temelji se na kombinaciji PCR i
RFLP tehnike, a sastoji se od amplifikacije ulomaka pomodéu klica poznate
sekvence u langanoj reakciji polimerazom, te digestijom amplificiranih ulomaka
pomodu restrikcijskih enzima (Konieczny i Ausubel, 1993). Sekvence klica
su u tom slucaju vec otprije poznate sekvence gena. lako bi se CAPS biljezi
jednostavno i uCinkovito mogli analizirati naro€ito kod vrsta kod kojih postoji
mnogo informacija o DNA sekvencama, CAPS biljezi se relativno rijetko koriste.

2.2.3 Ponavljajuée jednostavne sekvence (SSRs)

Uoceno je da se u genomu viSih organizama ¢esto javljaju vrlo varijabilne
regije koje se sastoje od ponavljajuéih DNA sekvenci razli¢itih duzina. Sustavi
genskih biliega koji se temelje na polimorfizmu broja ponavijajuéih sekvenci
poznati su pod imenom VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats -
Promjenjiv broj tandemnih ponavljanja). '

Ovisno o duzini ponavljaju¢e jedinice mozemo razlikovati dvije vrste ovog
polimorfizma: (1) minisateliti kod kojih se osnovna ponavljajuéa jedinica sastoji
od oko 16 do 100 parova baza (Karp et al., 1997), a kao sustav genskih biljega
koristili su ih Fregau i Fourney (1993. prema Staub et al., 1996) kod
kraljeznjaka pod nazivom AMP-FLPs (Amplified Fragment Length Polymorfisms
- Polimorfizam duZine amplificiranih ulomaka), te (2) mikrosateliti kod kojih se
osnovna ponavljajuc¢a jedinica sastoji od dva do osam parova baza (&e$ée od
dva do pet), a kao sustav genskih biljega koristili su ih Frageau i Fourney
(1993. prema Staub et al., 1996) kod kraljeZznjaka pod nazivom STRs (Short
Tandem Repeats - Kratka tandemna ponavljanja) kao i Akkaya et al. (1992)

81



Z. Satovié: Genetski biliezi i njihova uporaba u bilinoj genetici, oplemenjivanju i
sjemenarstvu Sjemenarstvo 16(99)1-2, str. 73-95

kod soje (Glycine max IL./ Merr.) te i mnogi drugi (npr. Rafalski i Tingey,
1993; Morgante i Olivieri, 1993; Wang et al., 1994; Rongwen et al., 1995)
deS¢e pod nazivom SSRs (Simple Sequence Repeats - Ponavljajuée
jednostavne sekvence) ili pak STMS (Sequence-tagged microsatellite sites -
Mikrosateliti oznadeni poznatim sekvencama) (Beckman i Soller, 1990.
prema Karp et al., 1997).

U izradi klica za otkrivanje polimorfizma u duzini ponavljajuc¢ih sekvenci
koriste se nukleotidne sekvence koje omeduju ponavljajucu regiju. Nakon PCR
amplifikacije pojavljuju se trake razli¢ite molekularne tezine. Kod biljaka se SSR
u prosjeku javljaju svakih 33.2 kb jezgrine DINA dok su kod sisavaca puno ¢eSci
i javljaju se prosjecna na svakih 6 kb (Wang et al.,, 1994). Naj¢eSée su
dinukleotidne ponavljaju¢e sekvence i to (AT), kod biljaka (Morgante i
Olivieri, 1993) odnosno (AC), i (TC), kod sisavaca (Mohan et al., 1997).

Ova je tehnika vrlo ponovljiva i pouzdana, a razina polimorfizma koju je
moguce otkriti je vrlo visoka. Buducdi da se temelji na polimorfizmu duzine
amplificiranog ulomka (. o broju ponavijaju¢ih sekvenci u amplificiranom
ulomku) Kkoristi se kao kodominantni biljeg. Potrebna koli¢ina DNA se krec¢e od
50 do 100 ng. No, za njihovu uporabu prvo je potrebno znati nukleotidnu
sekvencu na krajevima ponavljajuce regije Sto je zahtijeva znatniju opremu i
strunost. Jednom poznate, sekvence se objavljuju u znanstvenim ¢asopisima
tako da ih je moguce koristiti u daljnjim istrazivanjima, no tada su u vedini
slu€ajeva ucinkovite su samo za odredenu biljnu vrstu ili skupinu srodnih vrsta.

Ponavljajuce se sekvence takoder mogu koristiti kao sonde za hibridizaciju
genomske DNA nakon digestije restrikcijskim enzimima (kao kod RFLP biljega)
(Beyermann et al., 1992).

2.2.4 Polimorfizam duzine amplificiranih ulomaka (AFLF)

Polimorfizam duzine amplificiranih ulomaka (Amplified Fragment Length
Polymorphism - AFLP) najnovija je tehnika tvorbe genskih biljega koja se
temelji na kombinaciji RFLP i RAPD tehnike. Radi se o selektivnhoj PCR
amplifikaciji restrikcijskih ulomaka nastalih digestijom genomske DNA. Ovaj
postupak ukljuCuje tri faze: (1) restrikciia DNA endonukleazama i spajanje
(ligacija) oligonukleotidnih adaptera; (2) selektivha amplifikacija restrikcijskih
ulomaka; (3) elektroforeza amplificiranih ulomaka. Cjelokupna genomska DNA
se digestira obi€no s dva enzima: rijetkim rezacem (‘rare cutter’ - restrikcijski
enzim Cija se mjesta restrikcije rijetko javljaju u genomu tako da restrikcijom
nastaje manji broj ulomaka vece molekularne tezine - npr. Eco R)) i Cestim
rezacem ('frequent cutter' - restrikcijski enzim &ija se mjesta restrikcije cesto
javljaju u genomu tako da restrikcijom nastaje veci broj ulomaka manje
molekularne tezine - npr. Mse /). Nakon digestije se uporabom enzima ligaze na
krajeve restrikcijskih ulomaka spajaju adapteri - ulomci DNA duzine petnaestak
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parova baza poznate sekvence. Adapteri su potrebni buduéi da su sekvence
mjesta restrikcije na krajevima ulomaka prekratke za izradu klica. No, PCR
amplifikacija restrikcijskih ulomaka pomocu klica Cija se sekvenca sastoji od
sekvence mijesta restrikcije i sekvence adaptera obiéno je vrlo neselektivna
tako da se javlja previS8e amplificiranih ulomaka koje je nemoguce razdvojiti na
gelu. Zato se na krajeve klica proizvoljino dodaje jedan do &etiri nukleotida. U
ovom ce se sluCaju amplificirati samo - oni ulomci koji su s klicom
komplementarni ne samo u adaptoru koji se nalaze na njihovim krajevima ve¢ i
u jednoj do Cetiri dodatna nukleotida. Sto je broj dodatnih nukleotida vedi
amplificirat ¢e se manji broj ulomaka. Amplificirani se ulomci mogu uginiti
vidljivim bojenjem srebrom ('silver staining), flourescentnim bojenjem ili pak
uporabom radioaktivnih sondi (Vos et al., 1995; Paterson, 1996).

Teoretski gledano, ovom se tehnikom mogu otkriti polimorfizmi uzrokovani
tockastim mutacijama na mjestima restrikcije ili na dodatnim nukleotidima ($to
se uoCava kao nazocnost ili odsutnost trake) ili pak pojavom insercija / delecija
unutar restrikcijskin ulomaka (pojava traka razlicite elektroforetike
pokretljivosti). lako je tehnika nazvana polimorfizmom duZine amplificiranih
ulomaka kasnije je uoeno da je uglavhom mogudée uoditi i analizirati
polimorfizme u nazo¢nosti ili odsutnosti trake.

AFLP tehnika se pokazala vrlo ulinkovitima za najrazli¢itija genetska
istrazivanja. Ova tehnika zahtijeva manje rada od RFLP analize, te je obiéno
moguce otkriti viSe polimorfizama u pojedinacnoj analizi. Pouzdanija je od
RAPD tehnike i nije potrebno poznavati odredene sekvence genoma unaprijed
kao $§to je to sluCaj kod SSR.

AFLP se obitno analiziraju kao dominantni biljezi iako se heterozigotne
jedinke od homozigotnih mogu razlikovati po intenzitetu traka, no to je ponesto
kompliciraniji postupak. Za AFLP tehniku potrebna je veca koli¢ina DNA (od 0,3
do 1 +g po reakciji) nego kod RAPD tehnike od koje su i tehnicki ponesto
kompliciraniji te traze viSe opreme i struénosti (Vos et al., 1995; Paterson,
1996).

UPOTREBA GENSKIH BILJEGA

Mogucnosti uporabe genskih biliega su mnogobrojne, a istrazivanja uz
uporabu biliega moZemo opéenito podijeliti na prougavanje genetske
raznolikosti i na genetsko-oplemenjivacka istraZivanja u najSirem smislu te
rijeCi. Bez sumnje poznavanje genetske raznolikosti takoder se katkad moze
smatrati dijelom oplemenjivanja bilja ovisno o tome kako brzo se dobiveni
rezultati mogu primijeniti u oplemenjivackoj praksi tako da, prakti¢no gledano,
vecina istraZivanja sadrze sastavnice i jednog i drugog smjera.
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Pri prouCavanju postojece genetske raznolikosti genetski se biljezi koriste u
(1) o€uvanju i uporabi biljnih genetskih izvora, (2) sistematici i populacijskoj
genetici, (3) identifikaciji roditelja za buduca krizanja, te u (4) identifikaciji Cistih
linija i kultivara.

Ocuvanje i uporaba bilinih genetskih izvora jedno je od prioritetnih
istrazivanja danas u svijetu (FAO, 1996). Tomu je razlog rastuéa svijest o
potrebi oCuvanja biljnog materijala za buduée generacije i o ugrozenosti mnogih
vrsta, lokalnih populacija / primitivnih varijeteia kao i divljih populacija (Guarino
et al., 1995; Kolak i Satovié, 1995; Orlandini et al., 1996). S druge strane
sve su vedi problemi vezani za genetsku uniformnost i genetsku osjetljivost
modernih visokoprinosnih kultivara narocito glavnih poljoprivrednih kultura
(NAS, 1972). Pretpostavka je da ¢e u buducnosti sve viSe oplemenjivackih
programa ukljuivati tzv. egzotiChu germplazmu (za razliku od elitne
germoplazme na kojoj se danas temelji veéina oplemenjivaékih programa na
svijetu) (Goodman, 1990; Hawkes, 1990). Isto tako, sve je Ze3éa potraga za
novim izvorima prvenstveno otpornosti na bolesti i Stetnike, a zatim i na razliCite
abiotske stresove (npr. na suSu, zaslanjenost ili kiselost tla) (Esquinas-
Alcazar, 1981; Knutson i Stoner, 1989). Moguce globalne klimatske
promjene pojaCavaju zabrinutost za odrzivost poljoprivredne proizvodnje na
postojec¢i nacin i uz uporabu postoje¢eg biljnog materijala (Frankel et al.,
1995). Genetski se biljezi pritom koriste u procjeni genetski raznolikosti unutar
odredenog taksona, kolekcije ili pak zemljopisne regije. Genetski biljezi pomazu
boljoj organizaciji programa ocuvanja biljnih genetskih izvora ukljuCujudi
pripremu usmjerenih prikupljakih ekspedicija. Pomocdu genetskih biljega moze
se provjeriti upotpunjenost odredenih kolekcija i postaviti prioriteti za
prikupljanje. Opis i procjena svojstava primki vazna su sastavnica programa
oCuvanja biljnih genetskih izvora koji omoguéavaju vedu uporabu biljnog
materijala u buduéim oplemenjivackim programima. Uz tradicionalnu uporabu
morfoloSkih svojstava pri opisu i procjeni svojstava primki mnogi programi
oc¢uvanja danas. ukljuéuju i analizu primki uz pomoé¢ molekularnih biljega Sto
olak$ava nadzor na prikupljenim materijalom (Dixon i Bunn, 1995; Li, 1995;
Ranade i Sane, 1996; Karp et al, 1997; Ayad et al., 1997). Odnedavno se
genski biliezi (naro€ito molekularni) koriste i pri tvorbi srznih kolekcija (‘core
collections’) (van Hintum, 1994; Bonierbale et al., 1997)). Srzne su
kolekcije sastavljene od odredenih svojstvenih primki kolekcija odredene biljne
vrste koje sadrze maksimalnu raznolikost unutar najmanjeg mogudéeg broja
primki. Srzne kolekcije pospjeSuju uporabu biljnog materijala jer olakSavaju
provedbu razli€itih istraZzivanja u svrhu pronalazenja npr. izvora otpornosti
(Holbrook i Anderson, 1995). U vezi s tim je i uporaba genetskih biljega u
smanjenju zalihosti unutar i izmedu kolekcija pronalazenjem dvojnika (udvo-
strucenih primki) koja znatno smanjuje troSkove vodenja banke biljnih gena.
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Programi oCuvanja biljnih genetskih izvora Cesto su povezani i s
istrazivanjima na podru¢ju sistematike, filogenije i evolucije biljnih taksona.
Klasitna se sistematika temeljila iskljuéivo na morfoloSkim i fiziolo§kim
svojstvima, a razvitkom kemosistematike ukljuivali su se i rezultati analiza
sekundarnih metabolita (flavonidi, terpenoidi itd.) (Crawford, 1990).
IstraZzivanja uz pomo¢ molekularnih genskih biljega (izoenzimi i DNA biljezi)
uvelike su pridonijela boljem razumijevanju evolucije i odnosa izmedu biljnih
genoma (Doebley i Wendel, 1989). Ovakova istrazivanja ukljucuju analizu
genetske razliCitosti (genetske udaljenosti) uz uporabu multivarijatne statisticke
analize (numericka taksonomija, fenetika), uspostavu klasifikacije i
rekonstrukciju evolucije razli€itih taksona (Abo-elwafa et al., 1995; Ahmad et
al., 1996; Dani et al., 1985; Ford et al., 1997; Labdi et al., 1996; Serret et
al., 1997; Sharma et al., 1996; Tayyar et al., 1996, infer alia).

Srodnost izmedu vrsta jasno je vidljiva i na genskim kartama, a postojanje
skupina vezanih gena Kkoje su zajedni¢ke razli€itim srodnim vrstama uvelike
olakSava izrade genskih karata. Brojni su primjeri ocuvanja pojedinih skupina
vezanih gena izmedu razli¢itih vrsta Zitarica (Devos et al., 1992; Devos et al.,
1993a; Devos et al., 1993b; Devos i Gale, 1993) kao i krupnosjemenih
mahunarki (Weeden et al., 1988; Weeden et al., 1992; Torres et al., 1993b;
Torres etal., 1995; Torres et al., 1998).

Takoder se i populacijska genetika danas sluzi molekularnim biljezima u
odredivanju genotipskih i alelnih frekvencija u biljnim populacijama kao i u
prouCavanjima ekozemljopisne distribucije odredenog taksona te analizi
prijenosa gena (gene flow) i evoluciji reproduktivnih barijera izmedu taksona.

Identifikacija roditelja za buduca krizanja pomocu genskih biljega obuhvaéa
procjenu srodnosti roditelja kao i provjeru podataka o pedigreu. Kod mnogih
vrsta kod kojih se u proizvodniji iskoriStava heteroza (kukuruz, sirak, riza, proso
itd.) molekularni su biljezi narocito pogodni za klasifikaciju inbred linijja u
heterotiCne skupine kao i u predvidanju prinosa hibrida i boliem shvacéanju
same pojave (Melchinger et al., 1990; Smith et al. 1990; Bernardo, 1994)

Brza, jeftina i to€na identifikacija kultivara je vrlo vazna kako pri priznavanju
novostvorenih Kultivara tako i u sjemenarstvu. Prema ugovoru UPOV-a iz 1991.
godine kultivar se moZze zastititi ako je nov, razliit, ujiednacen i stabilan (UPOV,
1991). Ispitivanje ovih parametara Cesto se naziva DUS testiranje (prema
Distinctness, Uniformity, Stability). Kao $to je bilo navedeno u prethodnom
poglaviju Preporuke za provodenje testova razliCitosti, ujednadenosti i
stabilnosti se temelje prvenstveno na morfolo$kim svojstvima koja mogu biti
kvalitativna ili kvantitativna (UPOV, 1979; Harvey, 1991). No, ova svojstva
imaju ograni¢enu diskriminatornu sposobnost. Sve je veci broj novostverenih
kultivara sli¢nog podrijetla tako da ih je sve teZe razlikovati samo na osnovu
morfolodkih svojstva. Uz ve¢ navedene nedostatke morfoloskih svojstava kao
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genskih biliega mozemo navesti i Cinjenicu da Cesto ovise o subjektivnoj
procjeni, a naroditi problemi se javljaju pri ispitivanju sintetickih kultivara kao i
viSegodiSnjih kultura (Rasmussen, 1991). U svrhu prevladavanja ovih
problema molekularni se biljezi sve viSe koriste i u identifikaciji kultivara i to
izoenzimski biljezi (Bassiri i Rouhani, 1977; Aras et al., 1985; Goodrich et
al., 1985, inter alia), RFLP biljezi (Lebouille et al., 1989; Nagamine et al,
1989; Vaccino et al., 1993, inter alia), a u najnovije vrijeme i RAPD biljezi
(Benito et al.,, 1993; Torres et al.,, 1993a; Mailer et al., 1994, inter alia).
Molekularni ¢e se biljezi sve viSe Koristiti za dokazivanje 'u osnovi izvedenih
kultivara' (essentially derived variety). Navedeni je pojam zajedno s raspravom
o 'minimalnoj genetskoj udaljenosti' prvi puta uveden u ugovoru UPOV-a iz
1991. godine. Izvedeni je kultivar onaj koji ispunja sljedeée uvjete: (a) u osnovi
je izveden iz ishodiSnog kultivara i to narocito uporabom oplemenjivackih
metoda koje ne mijenjaju bitno genetsku strukturu ishodisnog materijala kao Sto
su selekcija prirodnog ili induciranog mutanta, te somaklonalne varijante,
povratno krizanje i transformacija pomocu genetskog inZenjerstva, (b) jasno se
razlikuje od ishodiSnog kultivara, te (c) podudara se s genotipom ishodiSnog
kultivara u svemu osim u specificnim razlikovnim svojstvima koji su rezultat
koristene oplemenjivacke metode (Rasmussen, 1991). Ukoliko se dokaze da
je odredeni novostovoreni kultivar izveden oplemenjiva¢ takovog kultivara mora
dijeliti svoju dobit s oplemenjivatem ishodiSnog kultivara. 1z samog je koncepta
vidljivo da se uporabom samo morfolo$kih svojstava u vecini slu€ajeva nece
moci donijeti odluka o izvedenosti odredenog kultivara. Ispitivanje minimalne
genetske udaljenosti izmedu kultivara nije moguce na temelju postojecih listi
svojstava te se u tu svrhu sve nade polazu u tehnike molekularne genetike
(Satovié i Kolak, 1995).

Osim pri prou€avanju postojece genetske raznolikosti genetski se biljezi
uspjeSno koriste i u brojnim genetsko-oplemenjivackim istrazivanjima. Kraniji je
cilj navedenih istrazivanja odabir pomocu biljega (Marker-assisted selection -
MAS). Odabir pomo¢u biliega je dovoljno ucinkovit u odredenom
oplemenjivatkom programu ukoliko su ispunjeni sljedeci zahtijevi: (1) Biljeg je
usko vezan za pozeljni gen; (2) Mogu¢ je brz pregled velikih populacija; (3)
Tehnika je ponoviljiva, jeftna i ne iziskuje visoku strucnost.

O nadinu nasljedivanja svojstva ovisi i pristup genetskoj analizi iz koje
proizlaze i razlike u uporabi prilikom odabira pomocu biljega: (1) Monogenska ili
oligogenska svojstva - genetska analiza svojstva odredenog jednim ili malim
brojem gena; (2) Poligenska svojstva - genetska analiza lokusa za kvantitativno
svojstvo (Quatitative Trait Loci- QTLs).

U tu se svrhu izraduju i stalno nadopunjuju genetske karte odredenih biljnih
vrsta koje sluze kao temelj za brzu i ucinkovitu lokalizaciju pozZeljnog gena
(Burr et al., 1983; Tanksley, 1983a; Tanksley, 1983b; Helentjaris et al,,
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1985). Stovise, genetska karta koja pokriva sve regije genoma odredene vrste
moze posluziti za razdvajanje odredenog kvantitativnog svojstva (npr. prinos)
na seriju minor gena (Quantitative Trait Loci - QTL). Utvrdeni minor geni se
mogu lokalizirati i tako uvelike olak$ati odabir na doti¢no svojstvo (Law, 1967;
Tanksley et al, 1982; Tanksley, 1993). Stoga je brzina prikupljanja
informacija o genetskoj karti nuzan preduvjet za primjenu odabira pomodu
billega u oplemenjivanju bilja.

Najbrojnija su istraZivanja lokalizacije monogenskih i oligogenskih
provedena u svrhu otkrivanja gena otpornosti na bolesti i Stetnike, na
lokalizirani su geni i za mnoga druga agronomski zanimljiva svojstva kao $to su
npr. samoinkompatibilnost (Labroche et al.,, 1983; Marx, 1986; Wricke i
Wehling, 1985), muska steriinost (Tanksley et al., 1984), osjetljivost na
fotoperiod (Mackill et al., 1993), sadrzaj linolenske kiseline (Brummer et al.,
1995) itd.

Otpornost kulturnog bilia na mnoge bolesti i Stetnike odredeno je malim
brojem gena Sto Cini odabir pomocu biljega lako primjenjivim. Razdvajajuce se
populacije dobivene iz krizanja otpornog roditelja i osjetljivog roditelja koji ima
mnoga druga pozeljna svojstva prilikom klasi¢énog oplemenjivanja na otpornost
moraju uzgajati na podrugjima gdje se navedeni patogen ili Stetnik prirodno
pojavijuje ili se pak provodi umjetna zaraza (na poljima, u stakleniku ili
pojedinacnom infekcijom biljaka u kontroliranim uvjetima) (Melchinger, 1990).
Navedeni postupci iziskuju mnogo vremena i trodkovi su vrlo visoki. Stovise,
Cesto pojedine osjetljive bilike ipak izbjegnu napad patogena ili Stetnika Sto
uvelike smanjuje ucinkovitost ovakovog programa oplemenjivanja. Nadalje,
troSkovi odrzavanja specifi¢nih rasa patogena i Stetnika takoder su vrlo visoki, a
istovremeni pregled otpornosti biljaka na vedi broj patogena i $tetnika Gesto nije
moguc. Stoga odabir pomocu biliega za oplemenjivanje na otpornost moze
rijeSiti mnoge od navedenih problema, ukljuujuéi dakako i uporabu u
kompliciranijim oplemenjivatkim programima kao $to je piramidizacija gena
otpornosti ili pak kreacija multilinijskih kultivara.

Lokalizacija gena otpornosti bila je moguéa ve¢ uporabom izoenzimskih
biliega. Klasi¢an je primjer uska veza izmedu izoenzimskog lokusa za kiselu
fosfatazu (Aps-7) i lokusa M koiji bilkama rajice daje otpornost na nematode
(Rick i Fobes, 1974). Na temelju podataka navedenog istraZivanja
Messeguer et al. (1991) su pomoc¢u RFLP biliega izradili visokosaturiranu
kartu oko lokusa Mi. Isto tako, Weeden et al. (1984) dokazuju vezanost
izoenzimskog lokusa za fosfoglukomutazu (Pgm-p) i lokusa Mo koji daje
biljkama graSka otpornost na virus Zutog mozaika graha (Bean Yellow Mosaic
Virus - BYMV), a Weeden i Provvidenti (1988) postojanje uske veze
izmedu izoenzimskog lokusa za alkoholnu dehidrogenazu (Adh-7) i gena
otpornosti (En) na virus mozaika graska (Pea Enation Mosaic Virus - PEMV).
Uvodenjem DNA biliega postupak je znatno ubrzan, a najvie je gena za
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otpornost lokalizirano je kod rize (Yu et al., 1991; Nair et al.,, 1995), rajcice
(Sarfatti et al, 1991; Klein-Lankhorst et al., 1991) i pSenice
(Schachermayr etal., 1994; Hartl et al., 1995).

Prijenos pozeljnjih gena povratnim krizanjima znatno je brzi i ucinkovitiji
pomodéu biljega. Povratno krizanje (Backcross - BC) je uobicajena
oplemenjivadka tehnika u svrhu prijenosa jednog ili malog broja gena u genotip
koji je po svim ostalim svojstvima superioran. No, kako primarni genski skup
mnogih kulturnih biljaka predstavlja samo mali dio ukupne genetske raznolikosti
unutar taksona mnogi se geni otpornosti (odnosno geni za druga pozeljna
svojstva) nalaze samo u divljim srodnicima ili pak primitivnim varijetetima.
Prijenosom poZeljnog gena tako se prenose i mnogi nepozeljni te je potrebno
viSe generacija povratnog krizanja da bi se rekonstruirao genotip rekurentnog
roditelja. Broj potrebnih generacija znatno je maniji ukoliko se koriste genski
biljezi ¢ime se uvelike smanjuju tro§kovi oplemenjivackog programa (Tanksley
et al., 1989; Paterson, 1996).

Mnoga svojstva od iznimne agronomske vaznosti (kao npr. prinos)
kontrolirana su vecim brojem gena. Oplemenjivanje tih svojstava dugoroc¢an je
proces otezan utjecajem okoliSa i postojanjem interakcija izmedu gena. Cilj
genetske analize lokusa za kvantitativna svojstva (Quantitative Trait Loci- QTL)
je odredivanja broja, lokacije i na¢ina djelovanja gena koji odreduju doti¢no
svojstvo. Sax (1923) je prvi izvjestio o postojanju veze izmedu monogenskog
biliega i kvantitativnog svojstva. Primjetio je da je kod graha (Phaseolus vulgaris
L.) veli¢ina sjemena povezana s bojom sjemene ljuske. QTL analiza pomodu
morfoloskih i izoenzimskih biliega vrlo je ograniéena zbog odredenih
nepovoljnih svojstava tih sustava genskih biliega (utjecaj na morfologiju i
fiziologiju biljke, ograniCen broj itd.). Uporabom DNA biliega ovi su
ograni¢avajuci ¢imbenici prevladani. Razvijene su brojne statisticke metode za
QTL analizu koje se dijele na analizu pojedinacnih gena (Single Point Analysis)
i analizu intervala (/nferval Mapping) (Lander i Botstein, 1986; Lander i
Botstein, 1989a i 1989b; Jensen, 1989; Moreno-Gonzalez, 1992;
Darvasi i Soller, 1992; Tanksley, 1993; Jansen, 1995; Kersey i Pooni,
1996; Weir, 1996). Analiza intervala je daleko preciznija metoda no
podrazumijeva postojanje visokosaturirane genske karte (genski biljezi na
svakih 5 do 20 cM) kao Sto je to slu€aj kod kukuruza i rajcice. Stoga je na
navedenim kulturama provedeno i najviSe istrazivanja koja ukljuCuju QTL
analizu mase ploda, koncentracije topivih tvari kod rajcice, pH i prinosa kod
rajCice (Paterson et al., 1988; Paterson et al., 1991) ili pak prinosa (Stuber
et al,, 1987) i otpornosti na kukuruznog moljca kod kukuruza (Schon et al.,
1993). Od krupnosjemenih mahunarki najpreciznija je genska karta izradena za
soju na temelju koje su provedene QTL analize za svojstva kao $to su sadrzaj
bjelanevina i ulja (Diers et al., 1992; Mansur et al., 1993).
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GENETIC MARKERS AND THEIR APPLICATION IN PLANT
GENETICS, BREEDING AND SEED PRODUCTION

SUMMARY

Genetic markers, especialy DNA-based genetic markers, are
widely used in plant reserach and breeding. Main characteristics of
different marker types are rewieved and various aspects of their
application in plant genetics, breeding and seed production are
discussed. '
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