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SAZETAK

Upotreba ' tehnika kulture in vifro poveéava mogucnosti
prikupljanja, ex situ &uvanja i razmjene biljnih vrsta koje tvore
kratkozivuée sjeme kao i vegetativnho propagirajuéih vrsta. /n vitro
tehnike &uvanja, u koje ubrajamo odrzavanje kultura usporenim
rastom (srednjeroc¢no uvanje) i krioprezervaciju (dugoro¢no ¢uvanje)
pruzaju veliku prednost u c¢uvanje takvih problemati€énih vrsta.
Takoder, in vitro tehnike pruzaju moguénost eliminacije patogena i
prema tome omoguéuju Cuvanje i razmjenu zdravog biljnog
materijala.

Klju€ne rijeci: o€uvanje nasljedne plazme, in vitro tehnike Cuvanja,
krioprezervacija.

GUBITAK GENETSKE VARIJABILNOSTI - OSNOVE OPLEMENJIVANJA BILJA

Nagli razvoj oplemenjivanja bilja i Sirenje novih kultivara boljih agronomskih
svojstava potisnuo je iz proizvodnje veliki broj lokalnih populacija i tzv.
"primitivnih kultivara" (Goodman, 1990a).

S druge strane, uslijed nagle i neumjerene industrijalizacije, urbanizacije,
nekontroliranog iskoritavanja, ratova i prirodnih nepogoda mnogim biljnim
vrstama kao i specifiénim lokalnim populacijama prijeti uniStenje i izumiranje
(Hawkes, 1990).

Tako se suzila genetska varijabilnost kod mnogih kulturnih vrsta, osnova
daljnjeg napretka u oplemenjivanju bilia (Goodman, 1990b; Goodman i
Castilo Gonzales, 1991), a uniStenjem pojednih specificnih lokalnih
populacija postoji velika opasnost od potpunog gubitka nekih vrlo vaznih gena
koje Cesto sadrZze samo jedan varijetet neke biljne vrste. Spomenut éemo samo
primjere Etiopskog je€ma, koji predstavlja jedini izvor visoke rezistentnosti na
BYDV, te pSenice Pl 178383, lokalne populacije iz istoéne Turske, izvora

* Rad je izlozen na Medunarodnom znanstvenom Simpoziju “Kvalitetnim sjemenom i
kultivarom u Europu IV” odrzanom od 15. do 20. veljace 1998. u Opatiji.
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multiple rezistentnosti na fizioloske rase crti¢ave rde, snijeti i snijezne plijesni
(White et al., 1989).

Od otprilike 265.000 procijenjenih biljnin vrsta na zemlji, kroz povijest
¢ovjecanstva uzgajano je ili sakupljano za hranu samo otprilike njih 7000. Od
toga, samo 20 vrsta trenutno pokriva 90% svjetskih potreba za hranom, a samo
tri vrste - pSenica, kukuruz i riza pokrivaju vie od polovice svjetskih potreba
(Zedan, 1995).

Navedeni podatak namece zakljutak da buduénost ovjedanstva ovisi o
pobolj$anju iskoridtavanja vrio malog broja biljnih vrsta.

Jo$ viSe zabrinjava €injenica da napretkom u oplemenjivanju bilja ishrana
CovjeCanstva ovisi 0 sve manjem broju kultivara tj. poljodjelstvo iskoritava vrlo
usku genetsku osnovu. Modernim oplemenjivanjem uz pomoé biotehnologije,
uporedo s poveéanjem priroda, smanjuje se raznolikost unutar vrsta. Kod nekih
je vrsta genetska osnova modernih kultivara toliko suZzena da su zapravo svi
kultivari koji se mogu naéi na trzistu u vrlo uskom srodstvu (Goodman,
1990a), a Sto povecava opasnost od bolesti epidemijskih razmjera (pojava rase
T Helminthosporium maydis 1970. godine u SAD).

Genetska varijabilnost, taj "sirovi materijal" na kojem oplemenijivaéi rade,
biti ¢e potraban i dalje, bez obzira na nove tehnologije u manipulaciji genima.
Usprkos brzom razvoju biotehnologije nije vierojatno da ée doéi do prestanka
konvencionalnog oplemenjivanja bilja. Cak $to vi$e, moglo bi se reé¢i da ée
klasicno oplemenivanje ojagati primjenom novih biotehnoloskih metoda
(Roberts, 1989). '

lako je problem gubitka genetske varijabilnosti i nestanka mnogih korisnih
gena postavljen ve¢ '20 i '30 godina ovog stolje¢a, u sredi$te znanstvenog
interesa uSao je '60 godina uz znanstvenike kao $to su: Kuckuck, Harlan,
Zohary, Bennett i Hawkes (prema Robertsu, 1989). Oni su zakljudili da
moderni, genetski uniformni i visokoprinosni kultivari brzo nadomjestaju
genetski heterogene lokalne populacije iz centara genetske raznolikosti. Na
poticaj navedenih struénjaka, koncem '60 godina Savjetodavna skupina za
medunarodna istrazivanja u poljoprivredi (Consultative Group of International
Agricultural Researce - CGIAR) izraduje program o&uvanja bilinih genetskih
izvora u svijetu, te poCetkom '70 godina utemeljuje svjetsku banku biljnih gena.
Kontrolu tj. objedinjavanje sakupljanja, o€uvanja i razmjene biljne germinacijske
plazme u svijetu '80 godina preuzima Medunarodni ured za biljne genetske
izvore (IBPGR - International Board for Plant Genetic Resources) utemeljen pri
FAO-u. Od tada pa do danas, 8irom svijeta jada pokret s ciliem osnivanja
banaka gena, a u svrhu &uvanja biljnih genetskih izvora, razmjene i njihove
eventualne uporabe u oplemenjivanju (Roberts, 1989).

VRSTA NASLJEDNE PLAZME KOJA SE CUVA U BANKAMA BILJNIH GENA

U bankama biljnih gené Cuvaju se "stare sorte" ili lokalne populacije
poljoprivrednog kulturnog bilja i diviji srodnici kultiviranih biljnih vrsta, koji su
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&esto izvor korisnih gena, naroéito otpornosti na bolesti i hladnocu. S druge
strane, esto se prekidaju odredeni oplemenjivacki programi pa se nasljedna
plazma takvih oplemenjivackih materijala uva za eventualnu buducu uporabu u
oplemenjivanju (Douglass et al., 1988).

Razvojem Dbiotehnoloskih metoda c&esto se regeneriraju razliCiti
somaklonovi in vitro, a predstavljaju genetsku varijabilnost koju bi bilo Steta
izgubiti. Takoder, sve je vi§e transgenih kombinacija kojih nema u prirodi, a
mogu se izdvojiti i upotrijebiti u istraZzivanjima (Bajaj, 1979., cit. Pavlina i
Vrdoljak, 1994). Razvitak mikropropagacijskih tehnika, npr. kultura meristema
i mikrotuberizacija kod krumpira, takoder mogu dobro posluziti kao rjeSenje
akseni¢nog ¢uvanja gen-fonda krumpira u bankama gena i biti pogodan oblik za
razmjenu biljnog materijala (Hussey i Stacey 1984, cit. Pavlina, 1994).

METODE CUVANJA NASLJEDNE PLAZME - POTREBA ZA NOVIM
TEHNOLOGIJAMA

Konvencionalne banke gena c¢uvaju uglavnom sjeme: kratkorogno,
srednjero¢no ili dugoro€no, ovisno o vrsti sjemena (Euvanje sjemena na niskim
temperaturama uz mali postotak viage). Uz neke prednosti dugoroénog &uvanja
sjemena, primjerice, sjeme mnogih biljnih vrsta moZe prezivjeti dugoro¢ni nacin
€uvanja, to je relativno jeftina metoda, osigurana je medunarodna razmjena
genetskog materijala, ovakav nacin ¢uvanja ima i brojne nedostatke: sjeme
brojnih biljnih (naro€ito drvenastih) vrsta ne moze prezivjeti dugoroéni period
Suvanja, sjeme vecine tropskih vrsta ne moze biti duvano niti godinu dana
klasiénim nadinom &uvanja, potpuno nerijeSen problem dugoroénog ¢uvanja
vegetativno propagiraju¢ih kultura, tijekom dugoroénog €uvanja sjemena
opazena su o3tedenja kromosoma i promjene u frekvenciji gena (Roberts,
1988.; Bonner, 1990.; USDA, 1990).

Nemogudnost dugoro€nog Suvanja sjemena pojedinih biljnih vrsta zahtjeva
obnavijanje uzgojem novog sjemena. Taj postupak zahtjeva velike povrsine za
uzgoj, znatna materijalna sredstva, a kod heterozigotnog materijala i primjenu
metoda koje ¢e osigurati da se neki pozeljni geni ne izgube iz populacije
(Pavlina i Vrdoljak, 1994).

Navedeni razlozi potakli su znanstvenike da podrobnije istraze neke nove
metode i tehnologije Cuvanja germinacijske plazme kako bi se otklonili
nedostaci klasi¢nog nacina &uvanja, a k tome osiguralo &uvanje onih kultura
koje ne mogu biti Suvane klasiénim postupcima (tropske i vegetativno
propagirajuce kulture).

Brzim napretkom biotehnologije, narodito posljednjih petnaestak godina,
postaje sve viSe o€ito da ¢e ova znanost i Cuvanje bilinih genetskih izvora
postati komplementarne i sinergisticke grane.

Podruéja koja najvise obec¢avaju jesu: mikropropagacija, eliminacija virusa
u kulturi meristema, metode rane identifikacije genotipa, te svakako najvaznije,
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in vitro Euvanje genofonda i krioprezervacija (Chang et al., 1988.; Day,
1988.; Flavell, 1991.).

In vitro metoda Cuvanja podrazumijeva kombinaciju in vitro tehnika uzgoja
(najceSce na hranidbenoj podiozi sa reduciranim hranivima) sa ¢uvanjem na
nizim temperaturama (-3 do -12°C, sa ili bez svjetla) koje jo3 uvijek dopustaju
rast biljnih stanica ili tkiva (Towill i Ros, 1988).

Ova tehnologija odnosi se na guvanje materijala oslobodenog virusa, te se
nacelno moZe uspostaviti od bilo kojeg tipa eksplantata (Withers i Williams,
1986). NajceS¢e se u svrhu regeneracije biljaka koriste meristemski i vete-
tacijski vrsci, te pupovi. Duljine uvanja ovom metodom, prije nego $to se ukaze
potreba za subkultiviranjem, variraju od nekoliko tjedana, mjeseci i, u nekim
sluCajevima, godina. Primjeri duljine ¢uvanja prije subkultiviranja ukljuéuju: 16
mjeseci za ¢esnjak, 4 godine za jabuku, 1 godinu za kivi i 18 mjeseci za krusku
(Towill i Ros, 1988).

Prvi uspjesni rezultati ¢uvanja germinacijske plazme ovom metodom
datiraju iz kraja '60 godina (Galzy, 1969, cit. Withers i Williams, 1986)
kada su uspjesno kultivirani i odrzavani meristemi vrste Vitis rupestris. Danas u
svijetu postoji nekoliko aktivnih in vitro gen banaka gdje se kulture odrzavaju
usporenim rastom. Primjeri za to su kolekcije kasave, krumpira i slatkog
krumpira (IBPGR, 1986).

lako se navedena metoda pokazala uspijeSnom pri Guvanju germinacijske
plazme velikog broja biljnih vrsta (posebice vegetativno propagirajuéih kultura)
njen je veliki potencijalni problem pojava genetske nestabilnosti, ;.
somaklonske promijenjivosti u regeneriranim biljikama, te ipak relativno Gesta
potreba za subkultiviranjem povezana sa troskovima (Williams, 1988).

Zbog navedenih razloga, znanstvena istrazivanja sve se vise okreéu takvoj
metodi dugorotnog cCuvanja germinacijske plazme koje ée mitotske
rekombinacije, diobu stanica i metabolicku aktivnost stanice dovesti u stanje
potpune inaktivnosti i iskljuciti pojavu mutacija, dok ¢e Euvana nasliedna plazma
i dalje ostati vijabilna (Chang Jong, 1988.; Gotsch i Rieder, 1995). To je
moguce postiCi krioprezervacijom - tehnikom &uvanja nasliedne plazme u
tekuéem dusiku na -196°C (Pavlina i Vrdoljak, 1994). Na ultraniskim
temperaturama mogudée je Cuvati i sjeme, no sensu stricto ova metoda
podrazumjeva dugoro¢no &uvanje in vitro kultiviranih eksplantanata (Towill i
Roos, 1988).

U daljnjem toku rada navode se primjeri samo nekih vrsta krioprezerviranih
eksplantanata.

Neorganizirane stanic¢ne strukture

Kao §to je vec¢ ranije navedeno, razvoj biotehnoloskih metoda, poglavito
transfera gena ili "genetskog inzinjeringa”, omogucéio je dobivanje transgenih
kombinacija neorganiziranih stani¢nih struktura velikog broja biljaka, ali u svim
slucajevima jo$ nije omogucena njihova uspjesna regeneracija u biljku. Takve
neorganizirane strukture korisno je sacuvati duzi period dok se ne pronadu
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odgovarajuéi postupci njihove regeneracije, a takoder bi same po sebi mogle
biti interesantne u eventualnim buducim genetskim istraZivanjima. IstraZivanja
kriogenog &uvanja neorganiziranih staniénih struktura zapocela su jo$ '60
godina na lanu (Quatrano, 1968, cit. Pavlina i Vrdoljak, 1994). Od tada pa
do danas slijedili su rezultati i na brojnim drugim kulturama. Od primjera novijeg
datuma, Fretz i Lortz, (1995) navode uspjeSnu krioprezervaciju embriogene
suspenzije i kalusa je¢ma koristeéi predkultiviranje s razli¢itim krioprotektan-
tima. Najvece rate prezivljavanja (kao i regeneracije fertilnih biljaka) postignute
su predkultiviranjem uzoraka s abscizinskom kiselinom. Razvijena je i tehnika
uspjes$nog kriogenog Cuvanja embriogene suspenzije razli€itih kultivara banane
(Panis, 1995). Sa kalusom jabuke postizu se ve¢ i do 80% rate prezivljavanja
(IPGRI, 1995).

Pelud

Pelud se uglavnom &uva radi olak$anja hibridizacije materijala &ija cvatnja
pada u razli€ito vrijeme. Takoder, ¢uvanje peluda moze biti korisno i u svrhu
Suvanja nasljedne plazme (Hoekstra, 1995).

Towill i Roos, (1988) navode da pelud razli¢itih biljnih vrsta moze biti
tolerantan i osjetljiv na desikaciju. Tip peluda tolerantan na desikaciju podnosi
sudenje do niskog sadrzaja viage $to omogucuje njegovu uspjeSnu kriopre-
zervaciju. Primjeri ovakvog tipa peluda ukljucuju grejp, maslinu, neke Prunus
vrste, avokado, pistacio i orah.

Tip peluda osjetliiv na desikaciju (npr. pelud mnogih ¢lanova familije
Poaceae) gubi vijabilnost tijekom suSenja, te je stoga neprikladan za
krioprezervaciju (zbog moguénosti smrzavanja vode u stanici). Ipak, neki radovi
ukazuju na mogucnost uspjeSnog ¢uvanja peluda kukuruza na ultraniskim
temperaturama (Shi et al., 1995). Pavlina i Vrdoljak, (1994) navode da je
mogude i uspjeSno Cuvanje peluda razi i Triticalea.

| pelud nekih drugih bilinih vrsta, koji je inade nepogodan za kriopre-
zervaciju, prezivio je ¢uvanje u tekuéem dusiku, primjerice pelud Secerne repe
(Hacker et all., 1986) i prosa (Hanna et al., 1986).

Meristemi ili vegetacijski vrici i pupovi

Prema Towiliu i Roosu, (1988) prilikom krioprezervacije pupova razliitih
biljinih vrsta pojavljuju se dvije razli¢ite strategije.

Prva koristi sposobnost aklimatizacije pojedinih biljnih vrsta na vrio niske
temperature. Pupovi takvih biljnih vrsta izoliraju se sa grana, dok su jo§ u
dormantnom stadiju, te kontroliranim postupkom zamrzavanja i odmrzavanja
mogu prezivieti ¢uvanje u tekuéem dusSiku. Ova bi tehnika trebala biti
upotrebljiva u svrhu &uvanja germinacijske plazme jabuke, krugke, borovnice,
Prunus vrsta, ribiza i nekih drugih biljnih vrsta.

Druga strategija koristi se dodatkom razli¢itih krioprotektanata
(dimetilsulfoksid ili njegove kombinacije sa saharozom, glukozom, polietilen
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glikolom ili prolinom) kako bi pobolj$ala preZivijavanje vrsta koje su manje ili
uopce nisu otporne na niske temperature.

Prema slobodnom izboru, iz krioprezerviranih pupova mogu se izolirati
meristemski vrsci i kultivirati u svrhu razvoja izdanaka (Moruguchi et al.,
1985). Vrdni meristem izdanka sadrZi geneti¢i uniformnu populaciju stanica
(izuzev himera) i zadrzava tu uniformnost nakon §to se vegetacijski vriak s
meristemom izolira i razvije u izdanak. Vrijednost vrnog meristema kao kulture
u Cuvanju genofonda bila je jasno pokazana u Euvanju matiénjaka krumpira i
jagoda (Jelaska, 1987a).

Vrsni meristemi zeljastih vrsta kao $to su npr: karanfil, kasava, slanutak,
Digitalis, grasak, kikiriki, jagoda (Towill i Roos, 1988), krumpir (Harding i
Benson, 1994; Schéfer-Menhur et al., 1994; Towill, 1983), bijela djete-
lina (Yamada, 1993), te drvenastih kao to su npr. jabuka i kruska (Katano
et al., 1983; Moriguchi et al., 1985; Sakai, 1986; Chen i Kartha, 1987;
Towill i Roos, 1988), mogu preZivjeti uvanje u tekuéem dusiku.

S meristemima breskve i vinove loze za sada se postizu niske rate
prezivljavanja (Pavlina i Vrdoljak, 1994).

Zigotni i somatski embriji

Zigotni embriji izoliraju se iz sjemenke ili siemenog zametka po zavrienoj
oplodnji (Jelaska, 1987b). lzmedu svih organiziranih staniénih struktura
Pavlina i Vrdoljak, (1994), izdvajaju ih kao najpogodniji eksplantat za
krioprezervaciju radi mogudénosti oporavka iz hipokotila, te meristema
(stablji¢nog i korijenskog). Prema Whitersu (1995), istraZivanja su usmjerena
u prvom redu prema biljnim vrstama kod kojih se iz sjemena bilike vrlo tesko
regeneriraju, a osim toga ¢uvanjem uz niski sadrzaj vlage njihovo sjeme gubi
vijabilnost. U tu grupu spadaju neke Sumske vrste (Castanea, Quercus) i
tropske biljke (kokos, citrusi, mango, kakao i sl.).

Assy Bach et al., (1987) istiCu krioprezervaciju zigotnih embrija kokosa
kao vrlo prihvatlivu metodu ¢uvanja germinacijske plazme ove kulture.
Uspje$no su krioprezervirani i zreli i nezreli embriji kokosa (Assy Bach i
Engelmann, 1992. aib).

Osim na tropskim vrstama istraZivanja su provedena i na mnogim drugim.
Postignuti su uspjesi u krioprezervaciji zigotnih embrija jeéma, Brasice napus,
(Withers, 1995), graska (Mycock et al., 1995), te kukuruza, graha,
Triticalea, breskve, kave (Pavlina i Vrdoljak, 1994), te brojnih drugih vrsta.

Somatska embriogeneza koristi se kao alternativni put regeneracije u
kulturi tkiva. Prvi put su je u kulturi tkiva opisali Steward i Reinert '60 godina (cit.
Jelaska 1987a). Do danas je zapazena kod velikog broja biljnih vrsta, te se
moze zakljuciti da je taj tip regeneracije opéenito moguc¢ kod svih biljnih vrsta.
Embrioidi su znaéajni zbog mogucnosti vegetativhe propagacije velikog broja
vrsta. Osim toga njihovom enkapsulacijom omogudilo bi se preno$enje velikih
koli¢ina embrioida iz uzgojnih tikvica direktno u polje. Tako bi se sintetskim
sjemenom moglo rukovati isto kao i prirodnim. No, embirogeneza i tehnologija
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enkapsulacije jo§ su uviiek u fazi istrazivanja. Do danas su uspjesno
krioprezervirani somatski embriji mrkve (Withers, 1995), kave i kasave (prema
Pavlina i Vrdoljak, 1994).

BIOTEHNOLOGIJA U CUVANJU GENOFONDA U BUDUCNOSTI

U buduéim istraZzivanjima mogle bi biti upotrebljene jo$ dvije tehnologije
koje bi uvelike potpomogle &uvanju materijala koji se teSko Cuva konven-
cionalnim metodama.

Prva je krioprezervacija sintetskog sjemena, uz uvijet poboljSanja tehnike
indukcije i enkapsulacije somatskih embrija polimerima, kada bi regeneracija
sintetskog sjemena trebala biti uspjesna (Redenbaugh et al., 1987).

Druga je moguénost &uvanja nukleinskih kiselina, u prvom redu ekstra-
hirane DNA. Ova strategija mogla bi biti upotrebliena pri ¢uvanju genetske
raznolikosti malo poznatih divljih vrsta kakve pretezno rastu u tropima.

Na kraju je potrebno istaknuti da problem kriogenog Cuvanja nasliedne
plazme jo$ uvijek predstavlja odrzanje unutarnje stabilnosti (genetske stabil-
nosti) organiziranih stani¢nih struktura izlozenih kriogenom protokolu, te njihova
regeneracija bez (ili s minimalnim) formiranjem kalusa ili razvojem adventivnih
pupova.

Kao eksperimentalni materijal za ispitivanje pojave mutacija tijekom krio-
prezervacije koriteni su mikroorganizmi (Towill i Roos, 1988; Whiters,
1995), ali takvim eksperimentima jo$ uvijek nisu dobiveni jasni odgovori na
pitanja: da li ekstremno dugo &uvanje bilinog materijala u teku¢em dusiku ili
sam kriogeni postupak izazivaju mutacije.

BIOTECHNOLOGY IN PLANT GENETIC RESOURCES
CONSERVATION

SUMMARY

The use of in vitro culture techniques enlarges the options
available for the collecting, ex situ conservation and exchange of
plant species which produce no or short-lived (recalcitrant) seeds or
which are vegetatively propagated. In vitro storage techniques,
including slow growth for the long term, present great advantages for
the conservation of the genetic resources of problem species. In
addition, in vitro techniques offer the possibility of eliminating
pathogens and thus conserving and exchanging germplasm in a
disease-free conditions.

Key words: germplasm preservation, in vitro techniques,
cryopreservation.
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