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IVAN PEJIC | ZLATKO SATOVIC

Oplemenjivanje bilja dugotrajna je sofisticirana dje-
latnost koju obavlja osoblje sa specijaliziranim zna-
njima iz vise znanstvenih podru¢ja i zahtijeva skupu
infrastrukturu. Konac¢ni su ishod oplemenjivanja
bilja novi kultivari (sorte) poljoprivrednog bilja koji
nastaju tijekom viSegodi$njih ciklusa odabira. Novi,
prinosniji kultivari, pobolj$ane kakvoée proizvoda,
prilagodeni okoli$nim i edafskim uvjetima ciljanog
podrudja te otporni na biotske i abiotske stresove,
temelj su razvitka poljoprivredne proizvodnje.

Oplemenjivanje bilja kao djelatnost - kao i istrazi-
vanja iz podrucja biljne genetike, u Republici Hrvat-
skoj imaju dugu tradiciju. Suvremeno komercijalno
oplemenjivanje bilja provodi se u privatnim tvrtkama
i na javnim ustanovama koje hrvatskoj poljoprivredi
osiguravaju veliku dodanu vrijednost. Udio je do-
macih kultivara u strukeuri sjetve najvaznijih po-
ljoprivrednih kultura pozamasan i gospodarski vrlo
znacajan!. Posljednjih godina hrvatske oplemenjiva¢-
ke kuce plasiraju svoje sjeme te otvaraju sestrinske
tvrtke i u inozemstvu. Ta istrazivacka i gospodarska
djelatnost prepoznata je i uvrstena i u Strategiju pa-
metne specijalizacije Republike Hrvatske.

Pojam ,,molekularno oplemenjivanje bilja” odnosi
se na primjenu dijagnosti¢ckih molekularnih metoda
te prate¢ih biometrickih metoda i ra¢unalnih ala-
ta koji omogucuju ubrzanje i pove¢anje preciznosti
konvencionalnog oplemenjivackog procesa bez izrav-
nih manipulacija u genomu.

Sadrzaj ove znanstvene monografije obuhvaca
pregled problema klasi¢nog oplemenjivanja bilja i
sadasnje stanje primjene molekularnih metoda koje
se danas obilno koriste u bazi¢nim i primijenjenim
istrazivanjima. Uz teoretsku osnovu razli¢itih pristu-
pa koji se koriste u molekularnom oplemenjivanju bi-
lja u monografiji su navedene i brojne studije slucaja
u kojima se opisuju rezultati konkretnih istrazivanja
provedenih u okviru Znanstvenog centra izvrsnosti
za bioraznolikost i molekularno oplemenjivanje bilja
(ZCI CroP-BioDiv).

Ova je monografija prvenstveno namijenjena stu-
dentima diplomskih i poslijediplomskih studija iz
podruéja biotehnickih i prirodnih znanosti. Zelja
nam je potaknuti mlade istrazivace i oplemenjivace
na uvodenje i razvoj novih strategija i tehnologija u
oplemenjivanju bilja koje integriraju upotrebu biljnih
genetskih izvora sa suvremenim metodama fenotipi-
zacje i genotipizacije.

Ovo djelo posvecujemo svim nasim nekadasnjim,
sadasnjim i buduéim oplemenjivac¢ima ¢iji su trud
i rezultati rada nedovoljno prepoznati i cijenjeni, a
putem novih kultivara i domaceg sjemena daju ve-
lik doprinos poljoprivredi i ukupnom gospodarstvu
Hrvatske.

1 Kozumplik, V., Peji¢, 1., 2012. Oplemenjivanje poljoprivrednog bilja u Hrvatskoj.
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Oplemenjivanje bilja tijekom proteklih sto godina
etabliralo se u relevantnu struku u podruéju poljo-
privrede koja daje zna¢ajan doprinos povecéanju pro-
izvodnje hrane u svijetu. Otkri¢e spolnosti biljaka,
a posebno rodenje genetike kao znanosti, stvorili su
pretpostavke za brzi razvoj oplemenjivanja bilja, dis-
cipline koja se bavi genetskim pobolj$anjem biljnih
vrsta za proizvodnju hrane za ljude i stoku te drugih
proizvoda biljnog podrijetla (biogoriva, vlakana,
biofarmaceutski spojevi, i dr.). Temeljna paradigma
oplemenjivanja bilja zasniva se na razvoju novih
kultivara unapredenjem njihova genotipa metoda-
ma razvoja genetske varijabilnosti i selekcije unutar
razli¢itih okolinskih scenarija.

Za uspjesno genetsko poboljsanje biljaka neop-
hodno je poznavanje nadina nasljedivanja agronom-
ski vaznih svojstava i njihove interakcije s ¢imbe-
nicima okoline koji odreduju razinu ekspresije tih
svojstava. lako je primjena (danas klasi¢nih) spo-
znaja o nasljedivanju svojstava i interakeiji genotipa
i okoline tijekom zadnjih sto godina polu¢ila suvre-
mene kultivare koji imaju viSestruko vece prinose i
poboljsanu kvalitetu, proces njihova razvoja ostao
je dugotrajan i nisko ucinkovit, a time i skup. Brzo
rastuca ljudska populacija i ogranicene poljoprivred-
ne povrsine, a posebno promjena klimatskih ciklu-
sa, predstavljaju ogromne izazove buduceg ople-
menjivanja poljoprivrednih vrsta. S druge strane,
ubrzani razvoj genetike, eksperimentalnih tehnika
i informaticke tehnologije omogucuje preobrazbu
konvencionalnog (klasi¢nog) u molekularno ople-
menjivanje bilja.

Prema medunarodnom panelu za klimatske pro-
mjene (IPCC, 2021.) globalne povrsinske tempe-
rature zraka nastavit ¢e rasti najmanje do sredine
ovog stolje¢a prema svim razmatranim scenarijima.
Globalno zatopljenje od 1.5 °C do 2 °C bit ¢e prema-
Seno tijekom 21. stoljeca ukoliko se ne dogodi veliko
smanjenje emisije CO, i drugih staklenickih plinova
u narednim desetlje¢ima. Kao posljedica globalnog
zatopljenja u pojedinim podrudjima mogu se oce-
kivati znacajne promjene u postojeé¢im klimatskim
profilima, a $to ukljucuje ¢es¢e i izrazenije toplinske

ekstreme, poplavne oborine te velike suse, a $to ée
uvelike utjecati na niz promjena u poljoprivrednoj
proizvodnji. Promjene klimatskih profila neminovno
ve¢ utjeCu na promjenu spektra i patogenosti uobi-
¢ajenih biotskih ¢imbenika (bolesti i $tetnici) koji
optere¢uju biljnu proizvodnju. Sve te okolinske pro-
mjene zajedno ¢e znacajno utjecati na potpuno nove
tipove interakcije s genotipom bududih kultivara.
Stoga je neupitna potreba i buduénost stalnog i ubr-
zanog genetskog poboljsanja poljoprivrednog bilja.

Kako rastuée temperature i promjene vodnih re-
zima utjecu na sve Zivotne procese biljaka kao sesil-
nih organizama, potrebno je Siroko razumijevanje
i mogu¢nost pracenja i mjerenja razli¢itih Zivotnih
procesa na molekularnom nivou, preciznije, na nivou
genomike, transkriptomike, proteomike, metabo-
lomike i epigenetike. Ne manje vazno je i pitanje
precizne fenotipizacije. Buduénost fenotipizacije
vjerojatno je fenomika koja se zasniva na tzv. FAIR
principu kori$tenja novih i postoje¢ih digitalnih
podataka (FAIR; engl. Findability, Accessibility, In-
teroperability, Reusability). Nove spoznaje i metode
koje se koriste u ovim istrazivanjima predstavljaju
temeljne alate kojima se koristi ,molekularno ople-
menjivanje bilja” od kojega se o¢ekuje razvoj kultiva-
ra nove generacije visoke rodnosti i zeljene kvalitete,
koji ¢e uz to biti klimatski prilagodljiviji i tolerantniji
na postojece i nove abiotske i biotske stresove.

1.1. POVIJESNI RAZVOJ | POSTIGNUCA
KONVENCIONALNOG OPLEMENJIVANJA BILJA

Za postavljanje realnih ciljeva i razumijevanje do-
sega molekularnog oplemenjivanja bilja neophodno
je temeljno razumijevanje procesa klasi¢nog opleme-
njivanja bilja i tipova kultivara koji se danas koriste
u proizvodnji. Oplemenjivanje bilja zapocelo je jos
u vremenu neolita kao nesvjesna masovna selekci-
ja koja se ogledala u odabiranju najboljih biljaka i
njihovog sjemena za zasnivanje usjeva u narednoj
sezoni. Masovna selekcija je jednostavna, ali nisko-
ucinkovita metoda selekcije zbog niske povezanosti
fenotipa i genotipa kada su u pitanju agronomski
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vazna svojstva. Ipak, povijesno gledano ovakva se-
lekcija bila je vrlo vazna u domestikaciji i nastanku
poljoprivrednih vrsta kakve danas koristimo u poljo-
privredi. Primjena masovne selekcije na agronomski
vazna svojstva visoke heritabilnosti, poput ¢vr$ée za-
tvorenih mahuna kod vrsta koje imaju ovakav plod,
krupnijeg sjemena ili grmolikog rasta i terminalne
cvatnje, rezultirala je u relativno kratkom vremenu
populacijama kultiviranog bilja koje su postale pro-
duktivnije od samoniklog.

Rane spoznaje o nac¢inu nasljedivanja svojstava i
njihove interakcije s okolinom u prvoj polovici 20.
stoljeca polucile su ,moderne metode selekcijskog
oplemenjivanja” koje se zasnivaju na selekciji po ge-
notipu, a $to pretpostavlja odabiranje superiornih
biljaka na temelju mjerenih vrijednosti njihovih po-
tomstava u poljskim pokusima. Ovaj pristup doveo
je do znacajnog povecanja genetske dobiti od selek-
cije tijekom jednog oplemenjivackog ciklusa i u upo-
trebi je i danas (uz brojne naknadne modifikacije).

Takoder, znacajan iskorak u oplemenjivanju bilja
predstavlja i prelazak sa selekcije iz prirodnih i sta-
rih kultiviranih populacija na metode divergentnog
i konvergentnog oplemenjivanja koje se zasnivaju
na planskoj hibridizaciji. Novim spoznajama o ge-
netskoj varijabilnosti po¢etnog materijala i na¢inu
nasljedivanja agronomski vaznih svojstava te potom
odabira roditelja za ciljana kriZanja, stvaraju se puno
perspektivnije populacije za nastavak selekcije. Tije-
kom 20. stoljeca bitno su unaprijedeni nacini testira-
nja potomstava u poljskim uvjetima, kako u smislu
prikupljanja veceg broja podataka i same tehnike
mjerenja vrijednosti svojstava, tako i biometricke
analize tih podataka. Pri tome su bile klju¢ne spo-
znaje o matematickom razdvajanju i kvantifikaciji
doprinosa genetskih (nasljednih) i negenetskih (ne-
nasljednih) ¢imbenika koji u svojoj interakiji rezul-
tiraju fenotipom. Pored razvoja genetike, uspjesnosti
oplemenjivanja bilja zna¢ajano su pridonijeli i razvoj
specijalne mehanizacije i informatickih alata. Sve
ovo dovelo je do suvremenih oplemenjivackih me-
toda koje su povecale genetsku dobit od selekcije i
rezultirale sve veéom rodno$éu novih kultivara, ali

i pobolj$anjem brojnih sekundarnih svojstava poput
bolje otpornosti na polijeganje, ranijem dozrijevanju,
brzem otpustanju vlage iz zrna u zriobi, otpornosti
na bolesti i $tetnike, i sl.

O principima i metodama klasi¢nog (konvencio-
nalnog) oplemenjivanja bilja napisano je puno knji-
ga, a ovdje se preporucuje samo nekoliko: Poehlman
(1959.), Tavéar (1959.), Fehr (1987.), Martin¢i¢ i Ko-
zumplik (1996.) te recentnu knjigu Acquaah (2020.)
koja izvrsno prezentira i klasi¢ne i molekularne me-
tode oplemenjivanja bilja.

Cilj je oplemenjivanja bilja stvoriti superiorne
kultivare unutar pojedinih poljoprivrednih vrsta i
osigurati njihovu ekonomski isplativu reprodukciju
sa stabilnim odrzavanjem uniformne genetske struk-
ture. Ovo zahtijeva izbor odgovarajuc¢e metode ople-
menjivanja za pojedinu poljoprivrednu vrstu, a $to
primarno ovisi o njenim temeljnim bioloskim karak-
teristikama (ponajprije o prirodnom nacinu oplodnje
i razmnozavanja), ciljanom tipu kultivara i vrsti uroda
zbog kojeg se kultura uzgaja. Kod vrsta kod kojih se
kao urod koristi sjeme (npr. Zitarice), primarni fokus
oplemenjivanja najcesée je prinos sjemena po jedinici
povrsine. Medutim, kod drugih vrsta to moze biti
korijen (npr. repe) ili list (npr. duhan, kupusnjace).
Pojedine poljoprivredne vrste mogu imati vise naci-
na iskoristenja (proizvodnja za zrno, zelenu masu ili
vlakna). Nadalje, izbor oplemenjivacke metode ovisi
i o ekonomski najisplativijem nadinu proizvodnje re-
produkcijskog materijala. S tim u vezi, kultivari po-
jedinih poljoprivrednih vrsta mogu imati razlicitu
genetsku strukturu. Suvremena (intenzivna) poljo-
privredna proizvodnja zahtijeva kultivare homogene
genetske strukture, a $to znadi da svaka biljka unutar
populacije kultivara ima teoretski istovjetan genotip
te takvi kultivari daju usjeve vrlo ujednadenog rasta,
razvoja i dozrijevanja. Medutim, treba imati na umu
da kod istih kultura, ako se uzgajaju po principima
ekoloske poljoprivrede, koncept Zeljene genetske
strukture kultivara moze biti potpuno suprotan.

Stoga je kod samooplodnih vrsta koje se razmno-
Zavaju sjemenom najée$¢i linijski kultivar (npr. pse-
nica, jeCam, soja), a §to podrazumijeva populaciju



homozigotnih biljaka priblizno identi¢nog genotipa.
Kod ekonomski vaznih stranooplodnih vrsta (npr.
kukuruz, suncokret) su to F1 hibridni kultivari ¢ije
populacije ¢ine genotipski istovjetne heteorizgotne
biljke. Medutim, kod nekih vrsta (npr. vocke, vi-
nova loza, krumpir) genetska uniformnost kultiva-
ra (Cije jedinke mogu biti pretezno homozigotne ili
heterozigotne) osigurava se kloniranjem jer je to kod
njih ekonomski najisplativiji nac¢in razmnozavanja.
Medutim, za veliki broj stranooplodnih vrsta eko-
nomski nije isplativ razvoj hibridnih kultivara niti
vegetativna reprodukcija, te na trziste dolaze kao
»stranooplodne” ili ,sinteti¢ke” sorte kod kojih su
samo najvaznija svojstva zadovoljavajuée ujednace-
na, a proces umnaianja njihovog sjemena kojirne se
nastoji oCuvati pocetna frekvencija gena i genotipova
nije savr$en. Stoga, oplemenjiva¢ima raznih kultura
stoji na raspolaganju vise metoda selekcije (Martinéi¢

i Kozumplik, 1996.).

1.2. KLJUCNI PROBLEMI | OGRANICENJA
KONVENCIONALNOG OPLEMENJIVANJA BILJA

Razvoj linijskih kultivara kod samooplodnih vrsta
relativno je jednostavan oplemenjivacki postupak, a
isto tako i kasnije odrzavanje i proizvodnja sjemena
pojedinih kultivara. Svejedno, ovaj je postupak du-
gotrajan, skup i nedovoljno predvidljiv. Najcesée su
koriStene oplemenjivacke metode pedigre metoda,
metoda potomstva jednog sjemena, metoda smjese
te metoda povratnog krizanja. Problemi zapocinju
ve¢ s izborom roditelja za krizanje za koje se ¢esto ne
zna pedigre, a time i razina o¢ekivane genetske varija-
bilnosti pocetne oplemenjivacke populacije. Iskustva
govore da je genetska dobit od selekcije znacajno veéa
ukoliko roditelji posjeduju visoke vrijednosti pozelj-
nih agronomskih svojstava, ali su genetski divergen-
tniji. Pri tome, u klasi¢nom oplemenjivanju, genetsku
divergentnost roditelja mozemo procijeniti na temelju
njihovog poznatog pedigrea, a do neke mjere i me-
dusobnom razli¢itosti nekih sekundarnih svojstava.

Ovisno o metodi oplemenjivanja, oplemenjivaci
ulazu veliki trud i koriste svoje iskustvo bilo u selek-

ciju po fenotipu od F2 do F5 ili F6 generacije (pedi-
gre metoda), bilo da naglasak stavljaju na procjenu
agronomskih svojstava u poljskim mikropokusima
linija F5 ili F6 generacije (metoda potomstva jednog
sjemena, metoda smjese). Zbog velikog broja linija
i ogranicene koli¢ine sjemena u toj fazi selekcije,
uspjesnost selekcije obi¢no je niska. Ozbiljna pro-
cjena genotipske vrijednosti oplemenjivackih linija
moguca je tek u kasnijim generacijama (od F7), ali
i tada znacajno ovisi o ulozenim sredstvima (broj
pokusnih parcela, lokacija i godina ispitivanja). Zbog
toga je povijesno gledano, genetska dobit od selekcije
samooplodnih vrsta relativno mala, no ipak znacaj-
na. Tako je primjerice tijekom 20. stolje¢a, posebno
u njegovoj drugoj polovici, globalni prinos psenice
po hektaru porastao za 250 % (Calderini i Slafer,
1998.), a znacajan doprinos tom povecanju dali su
upravo kontinuirano pobolj$avani kultivari.
Znacajan prijelom u povecanju prinosa, ali i po-
boljsanju drugih vaznih svojstava poljoprivrednih
kultura, dogodio se otkri¢em koncepta i primjenom
hibridnih kultivara, danas naj¢esée tzv. F1 hibrida.
Ovome su prethodila pionirska istrazivanja u¢inaka
inbridinga i heterozisa kod kukuruza pocetkom 20.
stolje¢a. Superiornost hibridnih kultivara temelji se
na iskoriétenju fenomena heterozisa, a razvoj naj-
prije na stvaranju inbred linija prisilnom (ru¢nom)
samooplodnjom do postizanja pune homozigotnosti,
provedbom testnih krizanja veéeg broja inbred linija
i ispitivanjem test-krizanaca u poljskim pokusima, te
kona¢no izborom i odrzavanjem specifi¢nih kombi-
nacija inbred linija za proizvodnju hibridnog sjeme-
na. Kod kukuruza je u uvjetima prostorne izolacije
mogucde provesti kontrolirano krizanje dvije inbred
linije i proizvesti sjeme F1 generacije na ekonomski
isplativ nacin. Superiornost F1 hibrida kukuruza nad
prinosima starih populacija iz masovne selekeije do-
kazana je u brojnim eksperimentima. Osim visokih
i stabilnih prinosa, hibridni kultivari imaju robusnu
stabljiku otpornu na polijeganje i lom, koju vise nije
potrebno nagrtati te osiguravaju i visoku ujednace-
nost usjeva u dozrijevanju, a $to je bilo vrlo znacajno
za prelazak na potpuno mehanizirani na¢in uzgoja.
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Od druge polovice 20. stoljeca, ne vise samo u SAD-
u, hibridi ¢e postati osnovni tip kultivara kukuruza
u svim razvijenim poljoprivredama svijeta.

Superiorne odlike hibridnog tipa kultivara ubrzo
su primijenjene i kod drugih vaznih poljoprivred-
nih kultura poput suncokreta, $ecerne repe i cijelog
niza drugih kultura. Umjetna (ru¢na) samooplodnja
za razvoj inbred linija kod vrsta s hermafroditnim
cvjetovima znatno je zahtjevnija, ali jo$ uvijek lako
izvediva i prihvatljiva na razini oplemenjivackih
eksperimenata. Medutim, za ekonomski isplativu
proizvodnju komercijalnog F1 sjemena bilo je po-
trebno razviti posebne bioloske ili fizioloske sustave
uklanjanja muskih spolnih stanica kod maj¢inske
komponente hibrida. Tako se po¢inje istrazivati i pri-
mjenjivati prirodni fenomen muske sterilnosti pa se
u ,zensku komponentu” hibrida pocinju unositi me-
todom povratnog krizanja: geni za (danas najcesée
koristenu) ,,citoplazmatsku musku sterilnost (CMS)”,
a u o¢insku komponentu geni za obnavljanje fertil-
nosti. Tek tako stvorene i odrzavane inbred linije
moguce je upotrijebiti za proizvodnju komercijalnog
F1 sjemena. To je naravno dugotrajan, zahtjevan i
skup posao, ali visi i stabilniji prinosi tako stvorenih
F1 hibrida pokrivaju troskove proizvodnje njegova
sjemena. Danas se na takav nacin proizvodi hibrid-
no sjeme veéine poljoprivrednih kultura koje imaju
hibride na trzistu.

Dugi niz godina hibridni kultivari bili su , rezer-
virani” samo za stranooplodne vrste, ali razvojem
modernih tehnologija s kraja 20. stoljeca, taj tip kul-
tivara pocinje se primjenjivati i kod samooplodnih
vrsta (duhan, rajcica, psSenica, je¢am i dr.). Iako su
ucinci heterozisa kod samooplodnih vrsta manji, a
troskovi proizvodnje hibridnog sjemena dosta visoki,
razvoj F1 hibrida trzi$no je isplativ, a oplemenjivac-
kim ku¢ama osigurava redovnu potraznju sjemena
zbog nemogucénosti koristenja F2 sjemena iz uroda
za narednu sjetvu.

Brojni su izazovi, a time i potrebe za istrazivanji-
ma, za brzi, u¢inkovitiji i jeftiniji razvoj hibridnih
kultivara i proizvodnju njihova sjemena. U prvom
redu potrebno je skratiti vrijeme dobivanja homo-

zigotnih inbred linija. U klasi¢nom oplemenjivanju
koje koristi ru¢nu samooplodnju za to je potrebno
vise godina (generacija). Nadalje, ispitivanje kom-
binatornih sposobnosti (opéih — OKS i specificnih
— SKS) radno je vrlo zahtjevan i skup postupak ot-
krivanja superiornih hibridnih kombinacija. Sama
komercijalna proizvodnja sjemena takoder je vrlo
zahtjevna i skupa. Velike oplemenjivacke kompa-
nije danas ve¢ koriste napredne tehnologije kojima
uvelike rjesavaju navedene probleme, ali male ople-
menjivacke kuce poput nasih u Hrvatskoj jo$ uvijek
ne koriste ove tehnologije. O ovome ¢e kasnije biti
jos rijeci.

Kod poljoprivrednih vrsta koje se u praksi raz-
mnozavaju vegetativno (vocke, vinova loza, krumpir
te neke vrste povréa i ukrasnog bilja) takoder postoje
brojni izazovi kako u razvoju novih kultivara, tako
i u proizvodnji njihova sadnog materijala. U slucaju
vocaka i vinove loze (i drugog viSegodisnjeg poljopri-
vrednog bilja) jedan generativni ciklus moze trajati
i nekoliko godina. Stoga oplemenjivacki programi
kod ovih vrsta traju zna¢ajno duze i znatno su sku-
plji. Kod velikog broja tih vrsta kultivari dolaze na
trziste kao cjepovi (simbionti kultivara i podloge), a
$to zahtijeva oplemenjivacki rad i na razvoju podlo-
ga te dodatno komplicira razvoj i izbor optimalnog
kultivara za neko uzgojno podrugje. Pored nastojanja
da se u razvoju novih kultivara osigura veéi prinos
i posebna kvaliteta, u oplemenjivanju takvih vrsta
posebnu vaznost imaju svojstva otpornosti na biot-
ske i abiotske ¢imbenike jer se u praksi uzgajaju kao
visegodisnji nasadi. Od dobrog kultivara, primjerice
jabuke ili vinove loze, o¢ekuje se da kroz dugi niz
godina eksploatacije osigurava stabilnost agronomski
vaznih svojstava. Izbor roditelja za krizanje, postupci
procjene genotipske vrijednosti i brzog razmnozava-
nja imaju puno prostora za unapredenje.

Stoga, unato¢ velikom napretku koje je opleme-
njivanje bilja dalo poljoprivredi kroz razvoj moder-
nih kultivara povijesno visoke rodnosti i specifi¢ne
kvalitete, ostali su brojni izazovi.

U nastavku se ukazuje na klju¢ne izazove klasi¢-
nog oplemenjivanja bilja za koje se o¢ekuju rjesenja



primjenom razlicitih tehnologija, a za neke i metoda
molekularnog oplemenjivanja bilja.

1.2.1. Izbor roditelja i formiranje pocetnih
oplemenjivaékih populacija

Uspjesnost stvaranja superiornih kultivara u najveéoj
mjeri ovisi o pravilnom izboru roditelja za zasnivanje
pocetne oplemenjivacke populacije. Provedba uspjes-
nog oplemenjivackog programa neke poljoprivredne
vrste nezamisliva je bez priru¢ne kolekcije genotipova
koji posjeduju genetsku osnovu za svojstva od inte-
resa. Razinu ekspresije pojedinih svojstava mogu-
¢e je objektivno procijeniti jedino ukoliko u istim
uzgojnim uvjetima mozemo promatrati i ocjenjivati
vedi broj genetski divergentnih genotipova. Priru¢ne
oplemenjivacke kolekcije sadrze izvore pozeljnih gena
i osiguravaju roditelje za razvoj oplemenjivackih po-
pulacija. Da bi se oplemenjiva¢ odlucio koristiti neki
genotip iz kolekcije za razvoj nove populacije mora
ga prethodno dobro upoznati kroz razlic¢ite okolin-
ske scenarije; primjerice ucinke pojedinih godina ili
uzgojnih uvjeta (npr. tolerantnost na susu ili pre-
komjernu vlagu, tolerantnost na bolesti i Stetnike, i
sl.). Medutim, odrzavanje i evaluacija velike priru¢ne
kolekcije radno je zahtjevno i skupo. Alternativa je
pristup javno dostupnim profesionalnim kolekeija-
ma, posebno ukoliko su one kvalitetno odrzavane i
evaluirane, i izloZene sli¢cnom okolinskom pritisku
kao i oplemenjivacki program. Kolekcije genotipova
pojedinih vrsta (popularno ,genbanke”) éesto sadrze
primke koje posjeduju visoke vrijednosti ekspresije
pojedinih pozeljnih svojstava, ali nazalost, obi¢no u
kombinaciji s jednim ili vi$e nepozeljnih svojstava.
Stoga komercijalni oplemenjivaci bilja kao pocetni
materijal rijetko koriste primke iz genbanki, a naj-
Cesce koriste elitni materijal, tj. vodeée kultivare u
tuzemstvu ili inozemstvu. Medutim, ovo obi¢no za
posljedicu ima nepoznati pedigre i nepoznatu reak-
ciju genotipa na lokalne agroekoloske uvjete, a moze
voditi i u suzavanje genetske osnove sortimenta.
Samo se rijetke ustanove ili kompanije odlu¢uju
za integriranje nedovoljno elitnih primki (lokalne

germplazme) u oplemenjivacke programe kroz po-
stupke rekurentne selekcije ili stvaranja sinteti¢kih
populacija. Ovaj vazan zadatak identifikacije i aku-
mulacije vrijednih gena projeklom iz starih sorata,
populacija, pa ¢ak i divljih srodnika, predstavlja
odredenu pred-oplemenjivac¢ku fazu (pre-breeding)
za stvaranje Sire genetske osnove buducih oplemenji-
vackih populacija. Danas to u pravilu provode znan-
stvene ustanove (javna sveuciliSta i instituti). Imajuéi
u vidu ranije spomenute izazove koje donose klimat-
ske promjene, takvo iskoristenje bioraznolikosti vrlo
je vazno za buduénost oplemenjivanja bilja i poljo-
privrede u ¢jelini. Primjena molekularnih biljega i
metoda molekularnog oplemenjivanja u mnogome
moze unaprijediti postupke prosirenja genetske osno-
ve oplemenjivackih populacija, a o ¢emu se moze
proditati u narednim poglavljima.

1.2.2. Dugo vrijeme za razvoj
homozigotnih linija

Za postupno postizanje zadovoljavajuce razine
homozigotnosti oplemenjivackih linija koristi se
prirodna ili umjetna samooplodnja uz visi ili nizi
stupanj selekcije tijekom najmanje 5 — 6 generacija.
Najveéi broj oplemenjivac¢a to provodi unutar svog
pokusnog polja i taj proces onda kod jednogodisnjeg
bilja traje isto toliko godina, a $to je radno zahtjevno
i skupo. Stoga je veliki izazov buduéeg oplemenjiva-
nja bilja skra¢ivanje vremena za dobivanje $to veceg
broja homozigotnih linija. Ovdje ve¢ postoje odre-
dena rjeSenja pa se velike i napredne oplemenjivacke
kompanije ve¢ desetlje¢ima koriste ,,zimskom gene-
racijom” kako bi tijekom zime u drugoj hemisferi
(ili u klima-komorama) proveli jo$ jednu ili nekoliko
generacija samooplodnje i tako ubrzali postizanje
homozigotnosti. Vodeée oplemenjivacke kompanije
danas razvijaju inbred linije i tehnikama dihaploida
kojima je samo unutar jedne godine mogude razviti
veliki broj potpuno homozigotnih linija (Germana,
2011.; Prasanna i sur., 2012.; Humphreys i Knox,
2015.). Zadnjih se godina intenzivno kod raznih
kultura istrazuje i razvija tehnologija ,ubrzanog
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oplemenjivanja” (engl. speed breeding), a $to pret-
postavlja uzgoj viSe generacija tijekom jedne godine
u sofisticiranim klima-komorama (Wanga i sur.,
2021.). Jasno, ti su postupci tehnoloski i financijski
vrlo zahtjevni te zasigurno utje¢u na povecanu cijenu
sjemena, ali znacajno doprinose brzem razvoju no-
vih i boljih kultivara. Hrvatski oplemenjivaci koriste
,zimsku generaciju”, a na Poljoprivrednom institutu
u Osijeku ucinjeni su i pionirski koraci u razvoju
dihaploidnih inbred linija kukuruza, medutim, za
puno iskoristenje te tehnologije kod razlicitih poljo-
privrednih vrsta potrebna je $ira znanstvena i infra-
strukturna podrska. Iako je taj izazov izvan fokusa
ove knjige, moguce je i trebalo bi ga integrirati s me-
todama molekularnog oplemenjivanja bilja (Murovec
i Bohanec, 2012.; Prasanna i sur., 2012.).

1.2.3. Povecanje rodnosti i kvalitete
oplemenjivackih linija

U Oplemenjivanju bilo koje poljoprivredne vrste,
prinos po jedinici povrsine predstavlja primarno
svojstvo. Prosje¢ni prinosi u zadnjih sto godina mo-
derne poljoprivrede, poveéani su nekoliko puta kod
najvaznijih kultura. To je rezultat unapredenja ra-
znih tehnologija uzgoja (gnojidba, zastita od bolesti
i Stetnika, suzbijanje korova, napredna mehanizacija
i nove sorte). Iz vise kompleksnih studija kod glo-
balno najvaznijih poljoprivrednih kultura u kojima
je analiziran doprinos razlic¢itih znanosti i tehnolo-
gija koje su dovele do ovog povecanja razvidno je
da je doprinos oplemenjivanja (genetske dobiti od
selekcije) u ovom povecanju vrlo znacajan i krede se
izmedu 30 i 50 % (Reeves i Cassaday, 2002.; Du-
vick, 2005.). Medutim, analiza linije trenda porasta
prosje¢nih prinosa po dekadama pokazuju da u ne-
koliko zadnjih dekada oplemenjivanje na prinos u
nekim zemljama s vrlo naprednom poljoprivredom
i oplemenjivanjem bilja, poput Francuske (Schau-
berger i sur., 2018.) i SAD-a (Assefa i sur., 2017.)
ukazuju na znakove usporavanja ili stagnacije. To
bi moglo znaditi da je rezervoar germplazme koja
se koristi u komercijalnom oplemenjivanju iscrpljen

i da postupno ulazimo u zonu ,plafona prinosa” u
pojedinim agroekoloskim uvjetima.

Procjena prinosa oplemenjivackih linija, neovisno
o metodi razvoja pocetnih oplemenjivackih popula-
cija i nadinu postizanja genetske homogenosti, klju¢-
ni je dio oplemenjivackog procesa. To znaci odabrati
najbolje genotipove koji ¢e u interakeiji s raznim oko-
linskim ¢imbenicima dati visoke i stabilne prinose
odgovarajuce kvalitete. Ovo se u praksi provodi kroz
visegodi$nje preliminarne i komparativne multiloka-
cijske poljske pokuse sa stotinama oplemenjivackih
linija, a $to je radno vrlo zahtjevno i skupo. Iako su
desetlje¢ima istrazivane metode indirektne selekci-
je te usavravane razlic¢ite metode poljskih pokusa i
njihovih laboratorijskih alternativa, i danas je glavni
izazov pouzdana procjena vrijednosti genotipa koji
¢e rezultirati superiornim fenotipom. Selekcija po
genotipu metodama molekularnog oplemenjivanja,
primjerice, metodom genomske selekcije ili selek-
cijom viSestrukih QTL-ova (Zhang i sur., 2022.)
mogle bi biti korisne komplementarne metode.

Kada su u pitanju druga svojstva, oplemenjivanje
skoro svake globalno vazne vrste bavi se brojnim
specifi¢nim problemima. Tako primjerice uzgoj broj-
nih kultura optere¢uju specifiéne bolesti, i $tetnici
tako da umanjuju prinos, a za koje oplemenjivanje
bilja jo$ uvijek nema potpuna rjesenja, pa u njiho-
voj kontroli dominiraju kemijska zastitna sredstva.
Dostupnost i u¢inkovit unos gena otpornosti za po-
jedine patogene u elitnu germplazmu jos je uvijek
veliki izazov klasi¢nog oplemenjivanja bilja. Iako
postoje poznata rjeSenja, ona su obi¢no dugotrajna
i skupa, ili su alternativni nacini kontrole ekonomski
metodom povratnih krizanja u elitne kultivare pred-
stavlja ekoloski najbolji nadin kontrole patogena, a
za proizvodade vjerojatno i najjeftiniji. Medutim,
vrijeme potrebno za razvoj otpornog elitnog kulti-
vara (ili komponente hibrida) ovom metodom malo
je krace od prosje¢nog ,zivotnog vijeka” modernih
kultivara. Osim toga, potrebni stupanj i stabilnost
otpornosti nije lako ostvariti. Kod nekih poljopri-
vrednih vrsta unutar oplemenjivacke germplazme



nema dovoljno (ili uopée) gena otpornosti. Rjesenja
su moguda primjenom izvora gena iz starih popu-
lacija ili divljih srodnika, ali su ona ostvariva tek
kroz dugoroéne oplemenjivacke postupke. U nekim
slucajevima, rje$enje moze biti i primjena inducira-
nih mutacija, ali ovaj pristup karakteriziraju niska
frekvencija korisnih mutacija i nezeljeni uéinci na
druga svojstva. Dobra rjesenja u oplemenjivanju ot-
pornosti na bolesti, ali i drugih kvalitativnih svoj-
stava, nudi primjena nekih metoda molekularnog
oplemenjivanja. Vrlo u¢inkovit pristup uno$enju
pojedina¢nih gena danas osiguravaju metode gene-
tickog inZenjerstva, a posebno metode uredenja gena
(engl. gene editing). Medutim, ove metode jo§ uvi-
jek izazivaju eticke kontraverze i pra¢ene su brojnim
administrativnim ogranicenjima pa se u mnogim
zemljama (pa tako i u Hrvatskoj) ne koriste u ko-
mercijalnom oplemenjivanju bilja.

Zaklju¢no, brojni su izazovi koji stoje pred ople-
menjivanjem bilja u blizoj budu¢nosti. Sve su strozi
zahtjevi kvalitete i sigurnosti poljoprivrednih sirovi-
na. Aktualna europska ,,Strategija od polja do stola”
s provedbenim dokumentima postavlja cilj do 2030.
godine smanjiti za 50 % upotrebu kemijskih pesti-
cida i drugih rizi¢nih spojeva u poljoprivredi (Eu-
ropean Commission, 2022.). To dodatno motivira
oplemenjivade za oplemenjivanje na otpornost prema
bolestima i Stetnicima. Klimatske promjene stvaraju
potrebu za novim kultivarima posebnih mehaniza-
ma prilagodibe na sve izrazenije okolinske stresove.
Vijerojatno ¢e uslijed klimatskih promjena u nekim
regijama proizvodnja pojedinih tradicionalnih vrsta
postati tesko odrziva, ali se istovremeno moze oce-
kivati i introdukcija i uzgoj potpuno novih kultura.
Isto tako, rastuda potraznja i segment trzi$ta pro-
izvoda iz ekoloskog uzgoja stvara potrebu razvoja
potpuno novih tipova kultivara, a koji nisu u fokusu
danasnjeg komercijalnog oplemenjivanja.

1.3. POCECI | RAZVOJ MOLEKULARNOG
OPLEMENJIVANJA

Dugotrajnost i visoki troskovi procjene kompleksnih
kvantitativnih svojstava poput prinosa, ve¢ dugi niz
godina zaokupljaju paznju istrazivaca. U proslom
su stolje¢u provedena brojna istrazivanja usmjerena
na razli¢ita sekundarna svojstva biljaka, tzv. ,kom-
ponente prinosa”, poput broja zrna po biljci, mase
zrna, duzine klasa ili klipa, dlakavost lista, visina
biljke i drugih morfoloskih svojstava kod kojih je
proucdavana varijabilnost i stupanj nasljednosti. Bio
je ovo pokusaj utvrdivanja povezanosti lako mjerlji-
vih i genetski stabilnih morfoloskih svojstava s onim
agronomski vaznim i tako putem indirektne selek-
cije pojednostavniti i ubrzati selekciju. Utvrdene su
korelacije razlicite jacine izmedu ovakvih svojstava i
prinosa, kvalitete i otpornosti na bolesti, ali ta pove-
zanost nije bila dovoljno ¢vrsta i nikada nije dovela
do jednostavne selekcije superiornih genotipova.

Sama ideja povezanosti svojstava zasniva se na
vezanosti njihovih gena, tj. vezanosti genskih loku-
sa agronomski vaznog svojstva i indirektnog lakse
mjerljivog svojstva. Ukoliko su dva monogena svoj-
stva kontrolirana s genskih lokusa koji su na istom
kromosomu, i uz to jos i fizi¢ki relativno blizu, onda
postoji visoka vjerojatnost da ¢e alelni geni tih lokusa
u procesu tvorbe gameta tvoriti haplotip i zavrsiti
skupa u istoj spolnoj stanici. Selekcijom na jedno
svojstvo, istovremeno se odabire i drugo svojstvo.
Medutim, kako je broj jednostavno uodljivih ili
mjerljivih svojstava na biljci ogranicen, a uz to ¢e-
sto i kontroliran s vise lokusa u genomu, koncept
indirektne selekcije nikada nije zamijenio izravnu
fenotipizaciju u poljskim pokusima.

Sredinom pedesetih godina proslog stolje¢a ubr-
zano se razvijaju biokemijske metode za detekciju i
kvantifikaciju razlic¢itih molekula biljnog porijekla.
U tom je vremenu otkrivena i polimorfnost molekula
enzima primjenom elektroforeze. Po¢etkom sedam-
desetih godina zapocinju istrazivanja u podrudju
oplemenjivanja bilja u kojima se istrazuje polimorfi-
zam enzima kod populacija i sorata poljoprivrednog
bilja. Stuber i Moll (1972.) i Stuber i sur. (1982.)
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analiziraju genetski diverzitet populacija kukuruza
iz razli¢itih ciklusa rekurentne selekcije i otkrivaju
promjene u frekvenciji alela izoenzima i njihove ko-
relacije s prinosom, slijede¢i istu paradigmu ranije
spomenute vezanosti gena iz klasi¢ne genetike. Ana-
logno determinaciji morfoloskog diverziteta jedinki
u populaciji biljaka putem razine ekspresije kvali-
tativnih svojstava, polimorfizam pojedinih enzima
pokazuje se upotrebljivim u identifikaciji pojedinih
oplemenjivackih linija ili sorata i njihovom medu-
sobnom razlikovanju.

U pocetku se varijante jednog enzima (izoenzimi)
tumace kao molekule specifiéne za dati supstrat, a
potom se sve viSe povezuju s ekspresijom gena, ozna-
Cavaju se kao gen-biljezi i definiraju kao geneticki de-
terminirane varijante jednog enzima u istom organiz-
mu sa slichom supstratnom specificnos¢u. Otkriveno
je da pojedini izoenzimi mogu biti kodirani s jednog
ili viSe lokusa. Analize polimorfizma u razdvajaju¢im
generacijama potvrduju izoenzime kao korisne ko-
dominantne genetske biljege. S obzirom na njihovu
fiziolosku ulogu u procesima rasta i razvoja i stabil-
nost njihova fenotipa naspram okoline, izoenzimi se
pokazuju perspektivnim molekularnim biljezima za
selekeiju po genotipu. Medutim, broj razlicitih enzi-
ma i razina njihovog polimorfizma nisu omogucavali
naprednije genetske analize i preciznije oplemenjiva-
nje. Zapravo, u potpunosti i nisu istrazeni svi po-
tencijali izoenzima kao molekularnih biljega jer se
pocetkom osamdesetih godina 20. stolje¢a pojavljuju
novi tipovi biljega na bazi DNA koji ¢e ih potisnuti.

Era DNA biljega zapo¢inje otkri¢em biljega RFLP
(engl. Restriction Fragment Length Polymophism) koji
se zasnivaju na polimorfizmu DNA molekula (Bot-
stein i sur., 1980.). Polazni materijal za istrazivanja
s ovom metodom, a i cijelim nizom drugih koje ¢e
uslijediti, je genomska DNA. Time je postalo vazno
ovladati laboratorijskim tehnikama izolacije DNA
iz razli¢itih biljnih tkiva jer za veé¢inu metoda mole-
kularnog oplemenjivanja koje se i danas koriste, prvi
korak u postupku genotipizacije predstavlja izolacija
DNA. U narednom poglavlju ove knjige detaljno se
opisuju postupci uzimanja uzoraka, izolacije, ana-
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lize kvalitete i ¢uvanja DNA. RFLP predstavljaju
fragmenti DNA izrezani specifi¢nim restrikcijskim
enzimima i obiljezeni posebnim sondama ili pro-
bama, elektroforetski razdvojeni prema duljini.
Njihov elektroforetski fenotip za pojedini genotip
diploidnih vrsta predstavljaju jedna ili dvije crtice
(bands) koje su analogne genskim alelima. RFLP
biljezi nasljeduju se kodominantno, a broj i poli-
morfizam alela po lokusu daleko nadmasuje onaj
kod izoenzima (Helentjaris i sur., 1985.). S ovom
su tehnologijom oplemenjivaci dobili ,,alat” kojim
su mogli kartirati cijelim genom i utvrditi pozicije
pojedina¢nih gena i skupina lokusa odgovornih za
kvantitativna svojstva (engl. guantitative trait loci;
QTL). Ova tehnologija genetske karakterizacije po-
jedinih biljaka ¢iji su molekularni profili slobodni od
okolinskih ¢imbenika, obe¢ava pomo¢ u preciznoj
selekeiji na specifi¢na kvalitativna svojstva, a dije-
lom i kvantitativna, i uvodi danas poznatu sintagmu
Lselekeije potpomognute biljezima” (engl. Marker
Assisted Selection; MAS). Za mnoge kultivirane vr-
ste, kukuruz medu prvima, napravljene su vrlo guste
genetske karte s velikim brojem biljega (Helentjaris,
1987.; Heun i sur., 1991.; Tanksley i sur., 1992.).
Medutim, kao i svaka druga metoda i RFLP ima
svoje nedostatke. Radno je zahtjevna, vrlo teska za
automatizaciju, a probe (sonde) klju¢ne u detekciji
polimorfizma nisu bile Siroko dostupne u tim godi-
nama. Medutim, na razini danasnje tehnologije sve
to bi bilo lako rjesivo, ali se 1985. dogodilo revoluci-
onarno oktri¢e PCR tehnologije koja je polucila nove
tipove molekularnih biljega (RAPD, SSR, AFLP...)
koji su znatno pojeftinili i ubrzali genotipizaciju. U
odnosu na RFLP, metode na bazi PCR-a zahtijeva-
ju znatno manje koli¢ine i manje kvalitetnu DNA,
postupak generiranja i analize fragmenata znatno je
brzi. Tehnoloski postupak laboratorijskih tehnika
ubrzano se automatizira pa muktorpno ru¢no pipe-
tiranje zamjenjuju roboti, PCR rekacija potpuno je
automatizirana, a osjetljivi postupak elektroforetskog
razdvajanja fragemnata putem horizontalne elektro-
foreze ubrzo zamjenjuju sofisticirani strojevi na bazi
gel i kapilarne elektroforeze uz lasersku detekciju



veli¢ine fragmenata i automatsko ocitavanje duzine
fragmenata. Razvijaju se potpuno nove tehnologije
detekcije polimorfizma DNA i novi tipovi biljega.
Jedan od njih, jednonukleotidni polimorfizam (engl.
Single Nucleotide Polymorphism; SNP), posebno na-
kon razvoja tehnologije ¢ipova, postat ¢e univerzalno
vrijedan genetski biljeg s potencijalom vrlo Siroke
primjene. Genotipizacija biljega SNP u pocetku je
bila skupa i rezervirana samo za velike laboratori-
je, ali zbog moguénosti potpune automatizacije, u
samo nekoliko godina postala je $iroko dostupna
znanstvenoj zajednici putem brojnih privatnih ser-
visa za genotipizaciju. Oplemenjivaci viSe ne moraju
imati vlasiti laboratorij da bi se bavili molekular-
nim oplemenjivanjem bilja. Usporedno se razvijaju
i tehnike sekvenciranja genoma pa ubrzano rastu
spoznaje o strukturi genoma i funkciji pojedinaé-
nih gena gospodarski najvaznijih vrsta. Prvi projekti
sekvenciranja cijelog genoma, od pocetnog ljudskog
genoma koji je trajao nekoliko godina i izvoden si-
multano u vise laboratorija, vrijedili su milijune
dolara, a izvodile su ih samo vrhunski opremljene
znanstvene ustanove. Danas je postalo moguce se-
kvencirati genom neke vrste u nekoliko dana po
vilo prihvatljivim iznosima. Naime, razvoj opleme-
njivanja i genetike dobrim dijelom su zasnovani na
ubrzanom napretku elektronske industrije i novih
sistema sekvenciranja genoma koji postaju sve dostu-
pniji i cjenovno pristupacniji. Kao ilustracija brzog i
uzajamnog napretka genomike i mikroelektronike
moze posluziti razvoj i dostupnost nove generacije
sekvenciranja na primjeru humanog genoma koji
dovodi do ubrzanog pada troskova genotipizacije,
brzim od onoga koji predvida Mooreov zakon (No-
vember, 2018.). Detaljne informacije o tipovima i
svojstvima raznih molekularnih biljega, kao i po-
stupcima genotipizacije, dostupne su iz brojne litera-
ture. Osim toga, o ovim tehnologijama i metodama
danas se studente poucava teoretski i prakti¢no kroz
studijske programe raznih studija prirodnih i poljo-
privrednih znanosti.

Zahvaljujudi razvoju molekularne biologije, pocet-
kom 1990-ih genetsko poboljsanje poljoprivrednih
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kultura otislo je u jednom sasvim posebnom pravcu.
Modifikacijom i primjenom patogenih mehanizama
otkrivenih kod bakterija i virusa uspjesno su uneseni
dijelovi DNA u genom poljoprivrednih kultura ¢ime
je zapocela era genetickog inzenjerstva ili ,transfera
gena” kojom su stvoreni geneticki modificirani (GM)
kultivari. Poslije su otkriveni i drugi mehanizmi pri-
jenosa stranih gena. Ovom tehnologijom postalo je
mogucde savladati barijere seksualne inkopatibilno-
sti i prenijeti pojedina¢ne gene za svojstva pozeljne
ekspresije iz vrlo udaljenih taksonomskih skupina u
genom domacina. To je omogudilo relativno brzo
poboljsanje (modifikaciju) genotipa postoje¢ih kul-
tivara inaktivacijom ili unosom (jednog ili nekoliko
pojedina¢nih) gena koji su se eksprimirali na fenotipu
domacina. Postignuda takve tehnologije zaista su im-
presivna. Primjerice, unos 4z gena iz bakterije Bacillus
thuringiensis u kukuruz, a koji je omogucio sintezu
insekticidnog proteina, u¢inio je brojne hibride kuku-
ruza otpornim na Stete od kukuruznog moljca i ku-
kuruzne zlatice, ekonomski vrlo Stetnih kukaca koji
svake godine pri¢injavaju ogromne $tete u proizvodnji
kukuruza. Globalni problem u proizvodniji soje, kon-
trola korova, rijesen je unosom gena za tolerantnost
na aktivnu tvar specifi¢nih totalnih herbicida ¢ija je
primjena znatno jednostavnija i okolisno prihvatljivi-
ja. Uzgoj GM kultivara soje postao je puno sigurniji
i ekonomski isplativiji. Eksperimentalno su razvijeni,
i u pokusima potvrdeni, uspjesni prijenosi razli¢itih
gena za razlicita svojstva kod svih najvaznijih poljo-
privrednih kultura. Potencijal genetickog inZenjerstva
¢inio se neogranicen i nudio moguénost ,,popravaka”
dobro etabliranih kultivara, posebno kod drvenastog
i visegodisnjeg bilja, jer unosom novih gena nije mije-
njan osnovni genotip kultivara. Medutim, pojavile su
se sumnje i protesti vezani uz primjenu ove tehnologi-
je jer su teoretski (a u nekim slu¢ajevima i dokazano)
moguéi nekontrolirani procesi i nezeljene posljedice
globalnog karaktera (Mackelprang i Lemaux, 2020.).
Unato¢ superiornosti i ekstremno brzom $irenju u
praksi GM kultivara na prostoru Sjeverne i Juzne
Amerike, pitanje tehnologije geneti¢kog inZenjerstva
i genetski modificiranih organizama (GMO) postali
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su najprije ekolosko i eticko, a potom i politicko pi-
tanje. Ekspanzija ove tehnologije i njome stvorenih
sorata nastavila se u Sjevernoj i Juznoj Americi, ali
je u samom pocetku zaustavljena u Europi i broj-
nim pojedina¢nim drzavama u svijetu. Kao poslje-
dica ovoga, stvorena je posebna zakonska regulativa
u brojnim drzavama koja upotrebu GM sorata ¢ini
vilo restriktivnom ili potpuno zabranjenom. Medu
njima je i Hrvatska.

Tako su istrazivaci i zagovornici genetic¢kog istrazi-
vanja godinama dokazivali bezopasnot takve tehno-
logije i izvrsili brojna poboljsanja i rjeSenja naspram
predocenih rizika, u Europi do danas nema ekonom-
ski znacajne proizvodnje s GM kultivarima, a ople-
menjivacke kuée u pravilu ne koriste ovu tehnologiju.
Zadnjih je nekoliko godina na sceni tehnologija pod
imenom ,uredenje genoma” (engl. genome editing)
koja se zasniva na ciljanoj mutagenezi koja omo-
gucuje vrlo precizne promjene genoma postojeéih
kultivara. Tom je tehnologijom moguée inaktivirati
postojece ili umetati nove gene u genom domadina,
ekvivalentno drugim tehnikama transfera gena, ali i
inducirati mono- ili oligo-nukleotidne mutacije koje
se ne razlikuju od spontanih (Jung i sur., 2018.). U
tijeku su nastojanja znanstvene zajednice da u okviru
pravnog i regulatornog sustava Europske unije doka-
zu sigurnost te tehnologije i odvoje je od postojeceg
regulatornog sustava za GMO.

1.4. AKTUALNI STATUS PRIMJENE METODA
MOLEKULARNOG OPLEMENJIVANJA BILJA

Tehnike molekularnih biljega (markera) i moleku-
larnog oplemenjivanja koje se opisuje u ovoj knjizi
pripadaju skupini biotehnoloskih dijagnostickih me-
toda koje same po sebi ne mijenjaju genom domadina
ve¢ samo selekciju ¢ine brzom i preciznijom (Liib-
berstedt i Varshney, 2013.). U nastavku se iznose
najc¢esée primjene koje su unaprijedile procese istra-
zivanja genetske varijabilnosti, oplemenjivanja bilja
i proizvodnje reproduktivnog materijala.

Prva korisna primjena dogodila se jos s razvojem
tehnike izoenzima, a odnosi se na ,geneticku iden-
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tifikaciju genotipa” (engl. genetic fingerprinting). Za-
hvaljujudi stabilnom elektroforetskom profilu mo-
lekularnih biljega koji ostaje nepromijenjen uslijed
djelovanja okolinskih ¢imbenika, postalo je mogude
pouzdano razlikovati oplemenjivacke linije i sorte
u vrlo ranim fazama razvoja biljke, a i kada to po
fenotipu nije moguce. To je brzo naslo primjenu u
sjemenarstvu i rasadnicarstvu za provjeru i potvrdu
genotipa i genetske cistoce tijekom ciklusa razmno-
zavanja. Isto tako, molekularni su biljezi danas ne-
zamjenjiv alat u odrzavanju kolekcija poljoprivred-
nog bilja pa su doveli do otkri¢a brojnih sinonima
i homonima i pomogli u racionalnijem odrzavanju
biljnih genetskih izvora.

U dodatku na jednostavnu identifikaciju i razliko-
vanje primki/kultivara, molekularni biljezi, posebno
oni kodominantnog tipa, omogucuju analizu i pro-
cjenu razlicitih genetskih parametara koji omoguéuju
analizu genetske strukture populacija, filogenetskih
veza, stupanj srodstva i same srodstvene veze (pedi-
gre). Oplemenjiva¢ima je ovo korisno u izboru rodi-
telja, ali i zastiti oplemenjivackih prava. Molekularni
se biljezi danas koriste rutinski u identifikaciji sorata
kao iskljuciva ili komplementarna metoda morfolos-
koj karakterizaciji u sluzbi dokazivanja jedinstvenosti
i posebnosti novih kultivara (DUS). Postoje brojne
internacionalne i nacionalne baze genetskih profila
sorata svih gospodarski vaznih poljoprivrednih vr-
sta, a koje se koriste pretezno u istrazivacke i ople-
menjivacke svrhe. Ipak, kada je u pitanju pouzdano
(sluzbeno) razlikovanje sorata, jo$ uvijek ne postoje
standardizirani protokoli kojima se jasno razdvajaju
originalne sorte (nastale selekcijom iz biparentalnih
ili sloZenijih populacija) od blisko srodnih linija na-
stalih primjenom povratnih krizanja, ili pak klono-
va u slucaju vegetativno odrzavanih sorata. Pokusaji
ustanovljenja sluzbene grani¢ne vrijednosti genetskog
srodstva procijenjene molekularnim biljezima, a koja
bi sortu ¢inila jedinstvenom ili izvedenom od ve¢
postojece sorte (engl. essentially derived variety; EDV)
jo$ nisu postigli znanstveni i stru¢ni konsenzus.

Kao sto je ranije spomenuto, izbor pravih rodi-
telja i razvoj pocetne oplemenjivacke populacije u



najvecoj mjeri odreduje uspjesnost razvoja novog
superiornog kultivara. Stoga za dugoro¢ne pomake
u komercijalnom oplemenjivanju bilja od posebne
vaznosti moraju biti globalne, regionalne i nacional-
ne kolekeije germplazme. Njihova korisnost u velikoj
mjeri ovisi 0 metodama evaluacije odrzavanih prim-
ki, ali prije svega o svrhovitoj genotipizaciji i analizi
genetske varijabilnosti za potrebe oplemenjivanja
bilja. Za potrebe identifikacije i razlikovanja primki
u kolekcijama primjenjuju se odredeni morfoloski
deskriptori, ali pouzdan status pojedinih primki nije
mogu¢ bez primjene molekularnih biljega. U tu se
svrhu jo$ uvijek najc¢esée koriste mikrosateliti (SSR)
jer su relativno jeftina tehnologija prikladna za male
priru¢ne laboratorije; dovoljno su ponovljivi i jed-
nostavni u interpretaciji, posebno ukoliko se koriste
za identifikaciju linijskih i klonskih kultivara. Kada
su u pitanju heterogene populacije stranooplodnih
vrsta, DNA profilacija pomo¢u molekularnih biljega
postaje sloZenija. Vise recentnih istrazivanja poka-
zuje da genotipizacija primjenom SNP ili drugih
tipova biljega (koji omoguéuju puno vise genetskih
podataka) ne osigurava znacajno ve¢u udinkovitost
ili preciznost u analizi medusobnih odnosa. Istrazi-
vanja genetske strukture veéeg broja primki, kao i
analiza stupnja genetskog srodstva pojedinih jedinki
ili skupina, mogu pomo¢i oplemenjiva¢ima u rekon-
strukciji pedigrea i izboru genetski divergentnijih
roditeljskih parova. Primjena molekularnih biljega
osobito bi bila korisna u pred-oplemenjivackim po-
stupcima, tj. razvoju sintetickih populacija i pretapa-
nju egzoti¢ne germplazme u elitnu. U ovome bi bila
nuzna suradnja oplemenjivaca, kuratora kolekcija i
populacijskih genetic¢ara.

Ipak, ponajveéa oc¢ekivanja i doprinos ogleda se u
selekciji potpomognutoj biljezima (MAS). Primjeni
ove tehnologije u prakti¢cnom oplemenjivan;j bilja
prethodila su temeljna istrazivanja za izradu genet-
skih karata i identifikacije lokusa gena za agronom-
ski vazna svojstva (popularno QTL-ova). Genetska
karta s poznatim lokusima u oplemenjivanju vaznih
svojstava i njima tijesno vezanim genetskim biljezi-
ma neophodan je preduvjet za izradu konkretnih
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laboratorijskih protokola za izravnu primjenu selek-
cije pomocu biljega.

Postoje (i povijesno su koristeni) razli¢iti pri-
stupi u otkrivanju QTL-ova i njihove povezanosti
(kosegregacije) s molekularnim biljezima. Pocetna
istrazivanja koristila su u pravilu genetski varija-
bilne biparentalne populacije ¢ije su jedinke ili po-
tomstva u poljskim uvjetima detaljno analizirani na
viSe agronomskih svojstava i istovremeno genotipi-
zirane ve¢im brojem molekularnih biljega sto gusée
i ravnomjernije rasporedenih u genomu. Potom je
analizirana znacajnost povezanosti svojstva i poje-
dina¢nih biljega. Ovaj jednostavan pristup u slu¢aju
malih populacija, a posebno skromnog broja biljega,
ima brojnih nedostataka. Ubrzo su se pojavile nove
metode i ra¢unalni programski alati za intervalno i
viSestruko kartiranje koje su unaprijedile detekciju
QTL-ova i njihovih korisnih biljega. Ove se metode
detaljno opisuju u 4. poglavlju ove knjige.

Iz brojnih studija kartiranja proistekli su moleku-
larni biljezi ¢vrsto povezani s QTL-ovima za brojna
vazna, pretezno jednostavno nasljedna svojstva. Da-
nas se kod brojnih poljoprivrednih vrsta u opleme-
njivanju koriste molekularni biljezi za odabir biljaka
s pozeljnim genotipom za pojedina¢na agronomski
vazna svojstva. Dobar primjer su nove sorte vinove
loze otporne na pepelnicu i plamenjacu (PIWI) gdje
vodece oplemenjivacke ustanove u Europi i SAD-u
ve¢ godinama koriste molekularne biljege u razvoju
sorata otpornih na navedene bolesti. Selekcija po fe-
notipu moguca je i klasi¢nim oplemenjivanjem, ali
u razvoju sorata s kompleksnom otpornoséu koja se
zasniva na introdukciji vise razlicitih gena otpornosti
(piramidizacija gena) molekularni biljezi su neop-
hodan alat (Topfer i sur., 2011.). Dobar primjer je
i selekcija pomocu biljega za svojstvo besjemenosti
(bobice bez sjemenki) kod stolnih sorata vinove loze.
Primjenom MAS-a selekciju je mogude provesti jos
u fazi sjemenjaka, nekoliko godina prije nego $to
bi to bilo mogucée u klasi¢noj selekciji po fenotipu
(Adam-Blondon i sur., 2001.). MAS se uspjesno ko-
risti i kod soje u selekciji jedinki s niskim sadrzajem
tripsin inhibitora u sjemenu. Analizom samo jednog
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biljeg lokusa u F2 populaciji, moguée je odabrati
pozeljne homozigote za svojstvo niskog sadrzaja koji
¢e ostati fiksiran do kraja selekcijskog postupka na
druga svojstva (Bulatova i sur., 2019.).

Medutim, pocetna oéekivanja (i zanos) vezana uz
primjenu molekularnih biljega u selekciji na kvanti-
tativna svojstva nisu ostvarena. Unato¢ eksperimen-
talno utvrdenim brojnim QTL-ovima povezanim s
prinosom i drugim multigenskim svojstvima, pro-
cijenjeni pojedina¢ni ucinci (udio objasnjene geno-
tipske varijance, R?) pojedinih QTL-ova u ukupnoj
genotipskoj varijanci u studijama kartiranja nisu bili
dovoljni za u¢inkovitu selekciju u realnim opleme-
njivackim programima, ¢ak i u slucaju istovremene
selekcije na nekoliko QTL-ova. Takoder, ubrzo je
ustanovljeno da su QTL-ovi detektirani u jednoj
genetskoj pozadini rijetko funkcionirali u drugoj.
Izostala su otkri¢a QTL-ova velikog ucinka na pri-
nos koji imaju stabilno mjesto u genomu jedne vrste
i koji bi omogudili univerzalnu primjenu u razlic¢itim
populacijama te vodili postupnoj akumulaciji pozelj-
nih QTL-ova. Ocekivanje da ¢ée u selekciji potpo-
mognutoj biljezima biti potrebno samo primijeniti
protokol genotipizacije za to¢no odredene biljege i
potom samo napraviti selekciju u laboratoriju, nije
se ispunilo. Razlozi za ovo iscrpno se obrazlazu u 4.
i 5. poglavlju ove knjige.

Svejedno, selekcija potpomognuta biljezima da-
nas se $iroko primjenjuje za cijeli niz kvalitativnih
svojstava i predstavlja rutinski postupak u mnogim
oplemenjivackim programima. Ovaj pristup zna-
¢ajno je pridonio racionalizaciji poljskih i labora-
torijskih ispitivanja te povecao preciznost selekcije.
Brojne nedavne studije kartiranja kod razli¢itih vr-
sta i razlicitih populacija unutar pojedinih vrsta, a
koje se zasnivaju na novim metodama genotipizacije
i kartiranja QTL-ova, i dalje imaju za cilj upravo
otkrivanje i izradu pouzdanih specifi¢nih biljega za
razli¢ita agronomski vazna svojstva. Dobar uvid u
stanje raspolozivih biljega, pretezno otkrivenih u
studijama kartiranja s biparentalnim populacijama,
a koji se koriste u komercijalnom oplemenjivanju
razlicitih vrsta daju Hasan i sur. (2021.).
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Tijekom vremena doslo se do spoznaje da ogra-
nic¢enja u selekciji kvantitativnih svojstava pomoc¢u
biljega proizlaze iz samog nacina detekcije QTL-ova
u biparentalnim populacijama. Zadnjih godina u
fokus istrazivanja dosao je novi pristup u prepozna-
vanju QTL-ova metodom pridruzujuceg kartiranja
(engl. association mapping), a koja se u literaturi jos
naziva i ¢jelogenomska studija pridruzivanja (engl.
genome-wide association study; GWAS). Umjesto za
razvoj zahtjevnih razdvajaju¢ih populacija s limiti-
ranim polimorfizmom svojstava, za utvrdivanje po-
vezanosti biljega i agronomskih svojstava mogude je
upotrijebiti i velike populacije medusobno nesrodnih
i razli¢itih sorata i/ili linija. Uz precizne fenotipske
podatke i veliku koli¢inu genotipskih podataka (gu-
sto rasporedenih po cijelom genomu) primjenom
odgovarajucih algoritama, provodi se otkrivanje i
kartiranje novih QTL-ova s odredenim poboljsanji-
ma u odnosu na prethodno navedene metode. Ovaj
model kartiranja QTL-ova detaljno se opisuje u 5.
poglavlju ove knjige.

Perspektivan iskorak u selekeiji na kvantitativna
svojstva potpomognutoj biljezima mogla bi predstav-
ljati genomska selekcija (engl. genomic selection; GS).
Metoda genomske selekcije ne zahtijeva prethodno
kartiranje i identifikaciju QTL-a, a svoju u¢inko-
vitost pokazuje upravo u selekciji poligenih kvan-
titativnih svojstava. Genomska se selekcija oslanja
na genotipizaciju s desetinama tisuca biljega (obi¢no
SNP) dobro rasporedenih po cijelom genomu. Geno-
tipizacija se najprije provede za sve jedinke tzv. tre-
nazne populacije koju ¢ini vedi broj elitnih kultivara
s visokom oplemenjiva¢kom vrijednos¢u utvrdenom
kroz kvalitetnu fenotipizaciju. Potom se provodi ka-
libracija fenotipa prema biljezima posebnim mode-
lima predvidanja (tzv. treniranje modela) te izradi
kalibracijska krivulja. U drugom se koraku provodi
genotipizacija oplemenjivacke populacije (skupine
linija) te se prema odabranoj kalibracijskoj krivulji
vi$i predvidanje svojstava bez fenotipizacije. Pocetna
iskustva s genomskom selekcijom kod nekoliko vrsta,
posebno kada su trenazna i oplemenjivacka popula-
cija relativno srodne, pokazuju uspjesnost selekcije



na prinos, tj. linije odabrane u postupku genomske
selekcije pokazuju superiornost i u poljskim ispiti-
vanjima. Uspjesnost naravno nije 100-postotna, ali
je zadovoljavajude dobra i u najmanju ruku obec¢ava
ucinkovito odbacivanje neperspektivnih linija. Ovdje
treba naglasiti da je upravo preliminarno ispitivanje
velikog broja F5 ili F6 linija najskuplji i najnepre-
cizniji dio klasi¢nog oplemenjivanja bilja. U ovom
trenutku, troskovi genomske selekcije priblizno su
jednaki troskovima poljskih pokusa, ali se u bliskoj
budué¢nosti oc¢ekuje znacajno jeftinija genotipizaci-
ja. Istovremeno, troskovi su klasi¢ne fenotipizacije (s
dosta ljudskog rada i energije) u porastu. Potencijal,
ali i neka ogranicenja genomske selekcije, detaljno
se opisuje u poglavlju 6.

Nove tehnologije genotipizacije proizvode enor-
mne kolic¢ine genetskih podataka koje zahtijevaju
posebna znanja i alate za njihovo procesiranje te
potpuno nove nacine interpretacije rezultata. Stoga,
iako je danas ukupno znanje o strukturi genoma i
nacinu nasljedivanja agronomski vaznih svojstava
puno vece, a velike koli¢ine genetskih podataka do-
stupne po prihvatljivoj cijeni, njihovo procesiranje
i interpretacija vrlo su slozeni i zahtijevaju visoko
specijalizirana znanja, posebno iz podrudja statistike
i informatike.
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1.5. PRAVCI RAZVOJA | MOGUCNOSTI
KOMPLEMENTIRANJA KLASICNOG |
MOLEKULARNOG OPLEMENJIVANJA
U HRVATSKOJ

Znanastveni centar izvrsnosti za bioraznolikost i
molekularno oplemenjivanje bilja (CroP-BioDiv)
osnovan je s ciljem da unaprijedi temeljna znanja i
omogu¢i primjenu tehnologija molekularnog ople-
menjivanja. Kao objekt istrazivanja Centra odabra-
no je vise razli¢itih poljoprivrednih vrsta razli¢itog
gospodarskog znacaja, od samoniklih i lokalnih po-
pulacija, preko autohtonih sorti do gospodarski naj-
vaznijih vrsta zastupljenih s modernim kultivarima.
Isto tako, odabrane modelne vrste razli¢itih su bio-
loskih karakteristika (samooplodne i stranooplodne
vrste te trajnice koje se razmnozavaju vegetativno). U
istrazivanju tih vrsta koristene su suvremene metode
i najnovije tehnologije genotipizacije i fenotipizacije.
Iz ukupnog djelovanja Centra oéekuju su usko speci-
jalizirani kadrovi, istrazivatka oprema te nove stra-
tegije i bududi projekti usmjereni na ve¢u primjenu
biotehnoloskih metoda u nacionalnim programima
oplemenjivanja poljoprivrednog bilja.

Iako je oplemenjivanje bilja u Hrvatskoj dalo
ogroman doprinos opéem razvoju i jo$ se uvijek na
trzi$tu sjemena uspjesno nosi s konkurencijom mul-
tinacionalnih kompanija, za o¢uvanje ili unaprede-
nje te pozicije neophodno je osuvremeniti skoro sve
postupke i faze oplemenjivackih programa. Pored
stalnog fokusa na visi urod i kvalitetu brojni su drugi
izazovi koje mogu i trebaju rijesiti buduéi kultivari.

U tablici 1.1. navedeni su klju¢ni izazovi koje bi
trebalo rjesavati u narednom razdoblju, a za koje
znanstvena zajednica s metodama molekularnog
oplemenjivanja ima vise rjesenja.

KONVENCIONALNO | MOLEKULARNO OPLEMENJIVANJE BILJA
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TABLICA 1.1. 1ZAZOVI KOMERCIJALNOG OPLEMENJIVANJA | MOGUCA RJESENJA - IDEJE ZA BUDUCE PROJEKTE

IZAZOV ILI OGRANICENJE

Pouzdane i kvalitetno odrzavane

kolekcije genotipova (gen-banke)

za Hrvatsku najvaznijih ili

perspektivnih poljoprivrednih vrsta.

POTENCIJALNO RJESENJE

Sakupljacke misije, introdukcija, redovna evaluacija i
geneti€ka karakterizacija. UmreZavanje s medunarodnim
kolekcijama, razmjena materijala i edukacija.
UmreZavanje s oplemenjivackim ku¢ama.

DIONICI

Javni instituti, sveucilista,
veleucilista i srednje
poljoprivredne Skole.
Oplemenjivadi bilja kao
eksperti za fenotipizaciju.

Razvoj predoplemenjivackih
populacija na bazi elitne
germplazme i lokalnih BGI.

Dobro osmisljeni programi razvoja sintetickih populacija
i dugoro€ni programi rekurentne selekcije za svojstva
adaptabilnosti i prilagodbe klimatskim promjenama

s posebnim fokusom na susu (izgradnja infrastrukture
za induciranu susu).

Javni instituti, sveucilista,
i oplemenjivacke kuce
(tuzemne i inozemne).

Kolekcioniranje i evaluacija
autohtonih sorti i lokalnih
populacija.

Pouzdana identifikacija, evaluacija i odrzavanje
rijetkih autohtonih sorti i lokalnih populacija.
Masovna i klonska selekcija u funkciji potpore
proizvoda¢ima ovakvog sortimenta.

Javni instituti, sveucilista,
veleudilista, udruge i OPG-i.

Oplemenjivanje na agronomski
vazna kvalitativna svojstva

(monogene otpornosti na bolesti,

svojstva kvalitete ploda i sl.).

Razvoj protokola i usluzne genotipizacije za selekciju
potpomognutu biljezima za gospodarski vazna monogena
svojstva (pojedinacgni geni, piramidizacija gena,

povratna krizanja potpomognuta biljezima).

Javni instituti, sveucilista
i oplemenjivacke kuce
(tuzemne i inozemne).

Unapredenje metoda razvoja
hibridnih kultivara.

- Meduinstitutski razvoj uskobaznih sinteti¢kih populacija
kukuruza temeljem molekularno-geneticke analize.

- Nacionalni program uspostave centra ili konzorcija

za razvoj inbred linija tehnikama dihaploida.

- Meduinstitutska (nacionalna) mreza za zajedni¢ko

ispitivanje eksperimentalnih hibrida na veéem broju lokacija.

- Eksperimentalni razvoj hibrida pSenice i je€ma.

Oplemenjivacke kuce,
HAPIH-CSR, javni instituti
i sveucilista, inozemni
partneri.

Ubrzanje procesa razvoja
oplemenjivackih linija
(speed breeding).

Stvaranje infrastrukture i metodike za uzgoj viSe generacija
vrijednog oplemenjivatkog materijala tijekom jedne godine.

Oplemenjivacke kuce,
javni instituti i sveudilista,
inozemni partneri.

Uvodenje suvremenih metoda
za unapredenje oplemenjivackog
procesa i brzeg razvoja novih
kultivara.

Kompetitivni medunarodni istrazivacki projekti na temu:
- genomske selekcije kod najvaznijih kultura

- iskori$tenje potencijala ,reverse breeding-a”

- napredne fenotipizacije.

Umrezeni timovi s viSe
domacih i inozemnih
istrazivackih ustanova.

Razvoj kultivara i populacija
za ekolosku proizvodnju.

Kompetitivni medunarodni istrazivacki projekti za stjecanje
primjenjivih znanja za razvoj kultivara i populacija posebno
prilagodenih zahtjevima ekoloskog uzgoja.

Javni instituti, sveucilista
i oplemenjivacke kuce
(tuzemne i inozemne).

Nedostatak kriticne mase kadrova,

infrastrukture i elementarnih
prakti¢nih znanja iz tehnologije
L,uredenja genoma“ u podrudju
oplemenijivanja poljoprivrednog
bilja.

Kompetitivni medunarodni istrazivacki projekti za
stjecanje primjenjivih znanja u podruéju ,uredenja genoma*“
—modelne vrste: kukuruz, pSenica i soja.

Javni instituti, sveucilista
i oplemenjivacke kuce
(tuzemni i inozemni
partneri).

Nedovoljna komunikacija i

suradnja klasi¢nih oplemenjivaca

i znanstvenika razli¢itih profila.

Primjenjeni multidisciplinarni istrazivacki
projekti s prikladnim modelom financiranja.
Posebni studijski programi ili pojedinci

s dvojnim obrazovanjem.
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Javni instituti, sveucilita
i oplemenjivacke kuce.



Iako zadnjih desetlje¢a globalno raste proizvodnja
i potraznja svih poljoprivrednih proizvoda, u cijelom
svijetu brzo opada broj oplemenjivackih programa i
profesionalnh oplemenjivaca te se gase cijeli instituti
i kompanije (ili se spajaju s velikim). Procesom razvo-
ja novih kultivara i proizvodnje sjemena dominiraju
velike multinacionalne kompanije. Sli¢no se dogada
i u Hrvatskoj gdje su u zadnjih 30 godina prestali
nekad uzorni programi oplemenjivanja Seéerne repe,
suncokreta, uljane repice, krumpira i skoro svih po-
vrtnih vrsta (Kozumplik i Peji¢, 2012.). Posljedica
je ovo visokih troskova oplemenjivackog postupka i
liberalizacije trzi$ta sjemena, u ¢emu se najbolje sna-
laze i profitiraju velike multinacionalne kompanije.
U krizi je i obrazovanje iz podru¢ja oplemenjivanja
bilja (Stalker i Knauft, 2008.). Medutim, proizvoda-
¢i i nisu previse osjetili te promjene jer do njih i dalje
dolaze sve rodniji i bolji kultivari. Ipak, iskustva iz
nekoliko zadnjih godina koja obiljezavaju pandemija
korona virusom i ratni sukobi koji imaju globalne
posljedice ukazali su na dobre strane i stratesku vaz-
nost domaceg oplemenjivanja bilja i sjemenarstva.
Na sceni je i primjetan trend povec¢anog interesa lo-
kalnog trziSta za domaéim proizvodima svih vrsta.
Nestasica energenata i povecanje njihove cijene te
znacajan uglji¢ni otisak, postupno podizu cijenu me-
dunarodnog transporta, pa je uvoz hrane s udaljenih
trziSta sve manje konkurentan. Pojedine drzave ve¢
imaju usvojene strategije i akcijske planove s koji-
ma sigurnost hrane vezu pretezno ili iskljudivo uz
nacionalnu poljoprivredu, pa ¢ak i unutar drzave, s
proizvodnjom neposredno u blizini same potro$nje.

Stoga, zbog postojece tradicije, aktualne trzisne
pozicije, infrastrukture i specijaliziranih kadrova,
buduénost domaceg oplemenjivanja bilja i sjeme-
narstva ne bi trebala biti upitna. Osobito ukoliko bi
se u ovu djelatnost koordinirano i pojacano ulagalo
- sredstva, znanje i trud.
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Analiza biljne DNA od velike je vaznosti za razli¢ita
podrudja istrazivanja u poljoprivredi. Oplemenjiva-
nje bilja danas je nezamislivo bez uporabe genom-
skih alata koji omogudavaju oplemenjiva¢ima bolje
razumijevanje molekularnih osnova nasljedivanja
slozenih svojstava i olaksavaju pracenje i proucavanje
specifiénih genotipova. Razli¢ite genomske metode
omogucavaju identifikaciju gena i njihovih regulator-
nih sekvenci, a masovnim sekvenciranjima dijela ili
cijelih genoma znanstvenicima je omoguden pristup
bazama podataka, kako za proucavanje genetickih
znacajki, tako i za selekciju potpomognutu upora-
bom molekularnih biljega kao preduvjet za dizajn
novih kultivara. Dobivene informacije znanstveni-
cima omogucavaju da se suoce s izazovima poput
povecanja prinosa, otpornosti na Stetnike, bolesti,
sudu, ali i omogucavaju udinkovitiji i usmjereniji
pristup u oplemenjivanju bilja.

Za svaku analizu koja se zasniva na DNA neop-
hodan je uspjesan postupak izdvajanja molekule
DNA iz uzorka. Literatura opisuje velik broj razli-
¢itih protokola za uspjesno izdvajanje DNA iz uzo-
raka biljnog porijekla. Svi opisani protokoli imaju
za cilj izdvojiti dovoljnu kolicinu DNA odgovara-
juce cistoce i kakvode za daljnju namjenu. Izolacija
DNA predstavlja prvi analiticki korak i o uspjesno
provedenom postupku izolacije DNA ovisit ¢e i svi
nizvodni protokoli.

2.1. UZIMANJE UZORAKA BILJNOG TKIVA,
TRANSPORT | SKLADISTENJE

Analize DNA zapocinju odabirom i uzimanjem uzo-
raka biljnog tkiva. Od klju¢ne je vaznosti odabrati
reprezentativan uzorak prikladan za daljnje istraziva-
nje. Odabir i veli¢ina uzorka ovisit ¢e o planiranom
istrazivanju (npr. genetskoj strukturi populacije),
odabiru metode izolacije DNA te o metodama za
koje ¢e se koristiti izolirana DNA. Prilikom planira-
nja pokusa vazno je utvrditi $to za samo istrazivanje
predstavlja reprezentativni uzorak. Uzorak moze biti
tkivo jedne biljke ili zbirni uzorak uzet s vise poje-
dinac¢nih biljaka. Kada se uzima zbirni uzorak, po-
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trebno je utvrditi s koliko pojedina¢nih biljaka treba
uzeti tkivo da bi se uzorak smatrao reprezentativnim.
Ukoliko se u sklopu istrazivanja promatraju varija-
cije od biljke do biljke unutar samog pokusa nuz-
no je prikupiti pojedina¢ne uzorke sa svake biljke.
Takoder, ukoliko su predmet istrazivanja geneticki
homogene populacije uzorak tkiva jedne biljke moze
se smatrati reprezentativinim, u veéini ostalih sluca-
jeva uzet Ce se zbirni uzorak s vise biljaka. Literatura
u pravilu ne daje opéenite smjernice koliko biljaka
predstavlja zbirni uzorak. Crossa i Vencovsky (2011.)
daju vrlo iscrpan prikaz slozenih statistickih modela
za utvrdivanje veli¢ine populacije prilikom planira-
nja uzorkovanja. U mnogim biljnim vrstama svaka je
biljka u odredenoj mjeri genetski jedinstvena. Veéina
biljnih vrsta sadrzi brojne genetske varijacije. Kod
iskljuc¢ivih stranooplodnih vrsta poput Lolium spp.
dovoljno je uzorkovati tek nekoliko biljaka da bi se
uzorak smatrao reprezentativnim zbog izrazitog pro-
toka gena na unutar-populacijskoj razini. Isto tako
kod inbred linija genomske su varijacije minimalne
te je jedna ili nekoliko biljaka dovoljno uzorkovati
da bi se dobio reprezentativni uzorak. Populacije sa-
mooplodnih biljaka i biljaka dobivenim klonalnim
razmnozavanjem karakterizira slabi protok gena, te
je samim time potreban znatno veéi zbirni uzorak
kako bi se postigla reprezentativnost unutar jednog
pokusa (Brown i Marshall, 1995.; Burgos, 2015.).

Visoko kvalitetna DNA moze se izolirati iz lista,
cvijeta, sjemena, korijena ili bilo kojeg drugog dijela
biljke ukljucujudi i cijelu biljku. Za veéinu primje-
na svaki od navedenih uzoraka moze dati dovoljno
DNA, no optimalnu kombinaciju odabira tkiva i
metode treba prilagoditi samom pokusu (Boiteux
isur., 1999.).

Prvi izbor za DNA analize svakako je uzorak svje-
ze ubranog mladog lista. Najées¢e se uzorci uzimaju
na mjestima udaljenim od mjesta na kojemu ¢e se
provesti analiza i potrebno ih je na prikladan nacin
dostaviti u laboratorij. Otkidanjem lista s biljke vrlo
brzo zapocinju biokemijski procesi koji dovode do
degradacije tkiva $to moze dijelom kompromitirati
sam pokus, stoga je vazno u $to kra¢em vremenu



zapoceti analizu. Degradacija molekule DNA moze
imati u odredenoj mjeri nezeljeni u¢inak na meto-
de, poput analiza molekularnih biljega ili digestije
restrikcijskim endonukleazama. Molekula DNA
prisutna je i u osu$enim i odstajalim uzorcima, no
takvi uzorci mogu dati izolat DNA male molekulske
mase koja ne jam¢i uvijek uspjesnu analizu, pogoto-
vo za metode koje zahtijevaju velike fragmente DNA
(Doyle i Dickson, 1987.; Guo i sur., 2018.).
Ukoliko nakon prikupljanja nije moguée brzo
dostaviti uzorak u laboratorij i zapoéeti analizu po-
stoji nekoliko postupaka privremenog skladistenja i
konzerviranja uzorka s kojima se degradacija nastoji
svesti na najmanju mogué¢u mjeru. Postupci pohrane
uzoraka podrazumijevaju metode poput zamrzava-
nja, primjene desikanata i konzervansa, te susenja.
Svaki od navedenih postupaka ima odredene pred-
nosti i nedostatke. Vedina primijenjenih postupaka
dat ¢e izolat DNA dobre kakvoce i prinosa za ve¢inu
metoda zasnovanih na DNA, no dovest ¢e u odre-
denoj mjeri do degradacije DNA, te gotovo potpune
degradacije RNA u uzorcima, dok ¢e ukupni protei-
ni ve¢inom ostati intaktni (Semagn, 2014.).
Zamrzavanje svjeze ubranih listova dobro je rje-
Senje pohrane za uspjesnu izolaciju DNA. Postupak
podrazumijeva naj¢es¢e uporabu tekudeg dusika ili
suhog leda. Teku¢i dusik, iako predstavlja izvrsno
rjeSenje za brzo zamrzavanje uzorka nije pogodan
za uporabu izvan laboratorija. Teku¢i dusik zahtjeva
uporabu posebnog posuda i pribora, izuzetno brzo
hlapi i predstavlja opasnost za transport i rukovanje.
S druge strane suhi led nesto je viSe temperature u
odnosu na teku¢i dusik i ne¢e dovesti do jednako br-
zog zamrzavanja, no siguran je za rukovanje, lako se
transportira u prikladnoj krioambalazi i tako pohra-
njen moze odrzavati uzorke smrznutim dulje vrijeme.
Jedna od cesto zastupljenih metoda za prezervaci-
ju uzoraka je i uporaba desikanata poput silika-gela.
Silika-gel je povoljno i pouzdano rjesenje za brzo
skladistenje uzoraka susenjem neposredno nakon
prikupljanja in situ. Postupak podrazumijeva jed-
nostavno pohranjivanje prikupljenih uzoraka u vre-
¢icu s odgovaraju¢om koli¢inom silika-gela najcesée
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u omjeru 10:1. Vazno je dobro optimizirati postupak
pohrane uzorka u hermeticki zatvorene vredice i upo-
rabu dostatne koli¢ine silica-gela kako bi se osigura-
lo uspjesno susenje i minimalna degradacija DNA.
Postupak omogucava uspjesno susenje uzorka lista i
prikladan je za ve¢inu daljnjih primjena uz minimal-
nu razgradnju DNA (Chase i Hills, 1991.). Uzorci
se lista takoder mogu osusiti i uporabom upijaju¢eg
papira tzv. blott papira. Blott papir ima veliku spo-
sobnost apsorpcije tekuéine i pogodan je za susenje
manjih uzoraka. Uzorci se suse pritiskom o papir,
a papir se mora nekoliko puta promijeniti dok se
uzorak ne osusi.

Literatura opisuje i nekoliko postupaka konzervi-
ranja uzoraka lista kemijskim agensima. Jedan je od
Cesto opisanih protokola pohrana uzorka u otopinu
NaCl/CTAB (3g CTAB i 35g NaCl otopljeno u 100
mL destilirane vode). Uzorci lista pohranjuju se ne-
posredno nakon uzorkovanja u epruvete s unaprijed
pripremljenom otopinom NaCl/CTAB. Tako pripre-
mljeni uzorci mogu se transportirati u laboratorij na
sobnoj temperaturi ili pohraniti zamrzavanjem na
-20°C dulje vrijeme (Storchovi i sur., 2000.).

Liofilizacija je $iroko rasprostranjen postupak su-
Senja uzorka smrzavanjem u uvjetima snizenog tla-
ka. Djelovanjem snizenog tlaka nastali kristali leda
sublimiraju i iza sebe ostavljaju dehidrirani uzorak
rastresite strukture. Tako pripremljen uzorak u ve-
likoj mjeri zadrZzava svoja svojstva i moze se uskladi-
$titi na sobnoj temperaturi dulje vrijeme do pocetka
same izolacije. S jedne strane postupak olaksava
manipulaciju s uzorkom i ne zahtijeva skladiStenje
u hladnjacima i komorama, ali jo$ uvijek laborato-
rijski liofilizatori predstavljaju trosak i nisu uvijek
dostupni. Osim toga sam postupak nije pogodan
za suSenje uzoraka izvan laboratorija. Liofilizatori
omogucavaju smrzavanje u kratkom vremenu ¢ime
se sprecava nastanak krupnijih kristala leda koji bi
mogli mehanicki dodatno ostetiti tkivo, a suSenjem
uzorka liofilizacijom sac¢uvana je visokokvalitetna
DNA (Patel i Pikal, 2011.; Weif$becker i sur., 2017.).

Kod odabira metode uzimanja uzorka i njegovog
skladistenja do izolacije DNA vazno je uzeti u obzir
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sve relevantne parametre. Prije svega dostupnost sa-
mog uzorka i brzinu dopreme u laboratorij. Za vedi-
nu metoda koje se rutinski provode u molekularnim
laboratorijima iz uzoraka pohranjenih na bilo koji
od ranije opisanih postupaka dobit ¢e se dovoljna
koli¢ina izolirane DNA, no do koje mjere ¢e mole-
kula DNA biti degradirana ovisi o svim postupcima
manipulacije s uzorcima od trenutka otkidanja sa
same biljke do trenutka izolacije DNA. Neke nizvod-
ne metode nisu osjetljive na djelomi¢nu degradaciju
DNA, no neke poput RFLP metode (polimorfizam
duljine fragmenta restrikcije) ili sekvenciranja za-
htijevaju ve¢e fragmente molekule DNA. Ukoliko
postoji potreba za dobivanjem DNA izolata velike
molekularne mase, a postoji potreba za pohranom
uzorka kroz odredeni vremenski period prije pocetka
same analize ve¢ina studija ukazuje da osuseno tkivo
lista najbolje ¢uva integritet DNA.

2.2. PRIPREMA UZORKA ZA DNA ANALIZE

DNA se moze izolirati iz jedne biljke ili iz zbirnog
uzorka, te iz bilo kojeg dijela biljke ukljuc¢ujudéi i
izravno iz sjemena, no veéina protokola preporuca
svjeze mlado lis¢e kao idealan izvor DNA za mo-
lekularna istrazivanja. Objavljeno je mnogo studija
koje ukazuju da i DNA dobivena iz sjemena daje
zadovoljavajude rezultate za veliki broj molekular-
nih analiza od metoda lanc¢ane reakcije polimera-
zom, genotipizacije molekularnim biljezima ¢ak i
sekvenciranja cijelog genoma (Bolton i sur., 2005.;
Abdel-Latif i Osman, 2017.). Odabir tkiva za izvor
DNA i postupka pripreme ovisit ¢e takoder i o biljnoj
vrsti i njenim svojstvima. Jedan od cesto koristenih
biljnih modela za istrazivanje je vrsta Arabidopsis
thaliana, rastom mala samooplodna biljka, iznimno
sitnog sjemena, promjera 0.5 mm, a odrasla biljka
dostize visinu 15-20 cm. Takva biljka idealna je za
uzgoj u klima komorama u laboratoriju, dok je izni-
mno sitno sjeme izazov za izravno izdvajanje DNA
iz sjemena. S druge strane, ukoliko se istrazivanje
provodi na biljkama velikog rasta poput kukuruza,
jasno je da zatvoreni sustav nece biti prvi izbor za
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uzgoj. Za potrebe uzgoja mogu se koristiti klima
komore, plastenici ili uzgoj na otvorenom. Uzgoj u
zatvorenim sustavima omogucava bolji nadzor nad
okoli$nim uvjetima poput svjetlosnog rezima, tem-
perature i sadrzaja vlage, uporabu supstrata poznatog
sastava, predtretmane sjemena ukoliko to istraZivanje
zahtijeva, te omogucava bolju usporedivost dobivenih
rezultata. Listovi se biljaka obi¢no prikupljaju u fazi
pojave prvih 2-3 lista. Nakon $to se uzorkuju listovi
za potrebe izolacije DNA iste biljke mogu se koristiti
za daljnja istrazivanja. Ukoliko se DNA izdvaja iz
sjemena, takvo je sjeme trajno uni$teno.

Bez obzira prikupljaju li se uzorci lista na mjesti-
ma udaljenim od laboratorija i pohranjuju prema
nekom od ranije opisanih postupaka ili se uzgajaju
u zatvorenom sustavu u blizini laboratorija, potreb-
no ih je na prikladan nacin usitniti. Isto vrijedi i za
uzorke sjemena ili drugih dijelova biljaka. Usitnja-
vanje je prvi korak izolacije DNA i njime se postize
mehanicka dezintegracija stani¢ne stjenke i stani¢ne
membrane. Ovisno o vrsti tkiva, veli¢ini, ali i dostu-
pnoj opremi, ovisit ¢e i na¢in mehanickog razaranja.
Najcesce za usitnjavanje uzoraka koristimo razlici-
te laboratorijske mlinove i homogenizatore, a kod
svjezeg materijala pomazemo si teku¢im dusikom
ili liofilizatorom.

Ukoliko je uzorak sjeme ili tvrdi dio biljke poput
kore drveta, melje se u laboratorijskim mlinovima
neposredno prije postupka izolacije DNA. Sjeme se
moze mljeti s ili bez dodatka tekuceg dusika. Tekuc¢i
¢e dusik omoguditi brze usitnjavanje materijala, ali ¢e
istovremeno i sprijeciti pretjerano zagrijavanje mate-
rijala koje nastaje prilikom mljevenja kao posljedica
trenja. Postoje i laboratorijski mlinovi s vodenim
hladenjem koji su posebno pogodni za usitnjavanje
uzoraka s visokim sadrzajem ulja. Ukoliko niti je-
dan od navedenih postupaka odvodenja topline nije
mogud, potrebno je prilagoditi vrijeme usitnjavanja
kako bi se pregrijavanje uzorka svelo na najmanju
mogucu mjeru.

Usitnjavanje uzoraka lista, ukoliko se radi o svje-
zem listu, najcesée se provodi usitnjavanjem u tario-
niku s pistilom uz dodatak tekuéeg dusika. Postupak



je brz, jednostavan za izvodenje, ne zahtijeva skupu
opremu i omogucava usitnjavanje uzorka lista u fini
prah s minimalnim naru$avanjem strukture DNA
uzorka. Takav je postupak najzastupljeniji kod pri-
preme uzorka biljaka uzgojenih u neposrednoj blizini
laboratorija kada nije potreban predtretman uzorka.
Usitnjavanje tkiva u teku¢em dusiku, iako daje vi-
hunske rezultate nije uvijek dostupno, a i predstavlja
odredeni sigurnosni rizik za analiti¢ara, stoga mnogi
autori nude razna alternativna rje$enja (Tan i sur.,
2016.). U nedostatku odgovarajude opreme mogude
je koristiti i razne mlinove namijenjene za kué¢nu
uporabu, ali je potrebno optimizirati i validirati po-
stupak kako bi bili sigurni da ¢e rezultat biti zadovo-
ljavajudi. S druge strane veliki je raspon sofisticiranih
laboratorijskih mlinova i homogenizatora koji dije-
lom mogu automatizirati cijeli postupak i omogucéa-
vaju istovremeno usitnjavanje ve¢eg broja uzoraka.
Jedan su od takvih primjera i homogenizatori koji
usitnjavaju tkivo pomocu kuglica za usitnjavanje ra-
zlic¢itih promjera i materijala za razli¢ita tkiva. Usit-
njavanje se odvija izravno u laboratorijskoj epruveti
uz dodatak liziraju¢eg sredstva ¢ime se objedinjuje
mehanicka i kemijska dezintegracija biljne stanice.
Uredaji omogucavaju istovremeno homogeniziranje
veceg broja uzoraka u zatvorenim epruvetama $to
dodatno onemogucava kontaminaciju medu uzor-
cima, a sam postupak znacajno se ubrzava.

2.3. IZOLACIJA GENOMSKE DNA

Homogenizirani i usitnjeni materijal pripremljen
je za postupak izolacije DNA. Preporuca se DNA
izolirati neposredno nakon usitnjavanja kako se ne
bi dodatno narusio integritet nukleinskih kiselina
u uzorcima. Uobicajeni protokoli za izolaciju DNA
ukljuc¢uju nekoliko osnovnih koraka poput homoge-
nizacije, lize stanice, fizikalno-kemijskih postupaka
uklanjanja neéisto¢a i eluiranja ili otapanja izdvojene
DNA (Slika 2.1). Koji god protokol izaberemo za
izolaciju DNA svaki u kona¢nici mora omoguditi
uspjesno izdvajanje DNA iz biljne stanice i uklanja-
nje ostalog stani¢nog materijala koji moze ometati

23

daljnje postupke u radu. Stani¢ni zid nuzno je razori-
ti kako bi se oslobodio stani¢ni sadrzaj. To postizemo
ranije opisanim postupcima homogenizacije. Homo-
geniziran i usitnjen uzorak pogodan je za tretman
odgovarajuéim lizirajuéim sredstvom koji ¢e narusiti
integritet stani¢ne membrane i u potpunosti oslobo-
diti DNA u obliku stani¢ne juhe. Literatura opisuje
razlic¢ite metode i razli¢ita liziraju¢a sredstva za oslo-
badanje DNA iz biljne stanice, naj¢escée su to sufra-
katni i detergenti. Ve¢ina protokola opisuje uporabu
kemijskih spojeva za razaranje stanica s i bez dodatka
enzima za dodatnu razgradnju stani¢nih struktura.
Neke metode podrazumijevaju istovremenu uporabu
fizikalnog i kemijskog razaranja uporabom kuglica
(metalnih, porculanskih ili staklenih) uz snaznu agi-
taciju u prisustvu sredstva za liziranje, te razaranje
pomocu ultrazvuka. Komercijalno dostupni setovi
kombiniraju sve navedeno ovisno o namjeni.

Kod izdvajanja DNA iz biljnog tkiva od posebne
je vaznosti zastititi DNA od endogenih nukleaza.
Za uklanjanje nukleaza ¢ija prisutnost izravno utjece
na prinos metode, koristi se EDTA (etilendiaminte-
traoctena kiselina), kelirajuce sredstvo koje na sebe
veze ione magnezija, kofaktore ve¢ine nukleaza.
Takoder se dodaju kloroform i fenol kako bi dena-
turirali proteine i razdvojili ih od DNA. Dodatkom
proteaza prilikom liziranja stanica dodatno se po-
spjesuje razgradnja proteina u uzorku ukljucujudi i
nukleaze. Izdvajanjem DNA iz uzorka dijelom se
oslobada i RNA koja mozZe ometati daljnje postupke
i dovodi do pogreske u procjeni prinosa izolacije.
Molekule RNA uspjesno se uklanjaju dodavanjem
enzima RNaze. Dodatak RNaze neée utjecati na
molekulu DNA, a vrlo uspjesno ¢ée razgraditi mo-
lekulu RNA.

Uspjesan protokol za izolaciju DNA osim $to
mora uspjesno izdvojit DNA od ostalih stani¢nih
dijelova jednako uspje$no mora procistiti i izolat od
zaostalih reagenasa koji se koriste u postupku izola-
cije DNA. Nerijetko zaostali reagensi mogu naru-
$iti uspjeh daljnjih postupaka s izdvojenom DNA.
Kako bi izbjegli onecis¢enje zaostalim reagensima
prije svega vazna je urednost u radu, a dodatno kao
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zavr$ni korak izolacije DNA moze se izdvojiti ta-
loZzenjem (precipitacijom) alkoholima, pri ¢emu se
uspjesno izdvajaju zaostale necistoce. Ukoliko na-
vedeni postupci nisu dovoljni DNA se moze dodat-
no procistiti komercijalno dostupnim kolonama za
procis¢avanje DNA.

Osim uspjesnog uklanjanja neéistoca iz izolata
DNA, vazno je sacuvati molekulu DNA od razara-
nja prilikom manipulacije s uzorkom. Svaki korak
potrebno je provesti pazljivo bez nepotrebnih radnji,
jer sva manipulacija s uzorkom, treskanje, pipetira-
nje, centrifugiranje moze dovesti do kidanja lanca
DNA. Uobicajenim postupcima izolacije izdvaja se
DNA prosje¢ne duljine 50 — 100 kb (Rogers i Ben-
dich, 1989.).

Sam se postupak izdvajanja DNA iz uzorka moze
provesti takozvanim klasi¢cnim metodama pripre-
majuéi radne otopine u laboratoriju prema dostu-
pnim protokolima, ali isto tako postoji veliki broj
komercijalno dostupnih kompleta koji sadrze sve
potrebno za uspjesno izoliranje DNA. Komercijalno
dostupni kompleti predstavljaju brzo i jednostavno
rjeSenje, prilagodeni su korisniku jer omogucavaju
brzo uvodenje metode i bez ranijeg iskustva u ova-
kvim analizama. lako se takvi kompleti ¢ine kao
dobro rjesenje, veéina autora preporuca klasi¢ne
metode. Gotovi kompleti znacajno su skuplji i u
radu predstavljaju odredeni limitirajuéi faktor jer

SLIKA 2.1. OSNOVNI KORACI U IZOLACIJI DNA

ne dopustaju puno prilagodavanja uzorku. Takoder,
ukupni su prinosi zna¢ajno nizi nego kod klasi¢nih
metoda (Kang i sur., 1998.; Von Post i sur., 2003.).
Literatura opisuje razlicite postupke izolacije DNA
klasi¢nim putem od kojih su najpoznatije: izolacija
DNA CTAB metodom, PVP metoda, te fenol-klo-
roform izolacija.

Svaki od protokola prati nekoliko osnovnih ko-
raka, no postoji takoder veliki broj varijacija kod
kojih autori modificiraju osnovni protokol kako bi
ga prilagoditi svojim zahtjevima. Koji god postupak
izabrali on mora biti optimiziran za vrstu uzorka,
jamditi to¢nost i ponovljivost nizvodnih koraka u
radu s DNA, osigurati prihvatljivo iskoristenje, te
izdvojiti sva potencijalna onecis¢enja poput polisa-
harida (npr. celuloza, pektin, $krob), RNA, proteina,
lipida te soli.

Izolacija DNA fenol-kloroform metodom pogod-
na je za izolaciju DNA iz velikog broja razli¢itih ma-
trica, ali nije prvi izbor za uzorke biljnog porijekla.
Kod ove metode dodatno se naglasava rad u sigur-
nosnom kabinetu, pogotovo kod uporabe organskih
otapala. Fenol uspje$no razara nukleaze i proteine,
ali kod primjene na uzorcima zelenog lis¢a moze do¢i
do kotaloZenja spojeva koji imaju inhibirajuée djelo-
vanje na enzimatske reakcije u metodama, poput lan-
¢ane reakcije polimerazom ili cijepanja restrikcijskim
endonukleazama. Kao sredstvo za liziranje koristi se
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SDS (natrijev dodecil sulfat) uz dodatak EDTA, a
uzorak se nakon liziranja procis¢ava pomocu fenola
i kloroforma. Izdvojena DNA precipitira se pomoc¢u
etanola kako bi se izdvojila onecis¢enja kemikalijama
kori$tenih za izolaciju (Sambrook i sur., 1989.).

Polivinilpirolidon ili skra¢eno PVP je polimer koji
uspjesno uklanja fenolne spojeve iz biljnih uzoraka
vezuéi ih na sebe vodikovom vezom. Tako nastali
kompleksi lako se uklanjaju centrifugiranjem. PVP
metoda zapodinje lizom pomoc¢u SDS uz dodatak
EDTA kao i kod fenol-klorofom metode. Nakon lize
izdvajaju se necistoce poput polifenola, polisaharida,
biljnih metabolita, proteina, pomoc¢u PVP i amonije-
vog acetata. Izdvojena i pro¢is¢éena DNA precipitira
se pomo¢u ledeno hladnog izopropanola. Kao i u
prethodno opisanom postupku, izdvojena DNA u
obliku peleta precipitira se dodatkom etanola kako
bi se uklonile necistoce zaostale od postupka izolacije
poput soli koje bi mogle negativno utjecati na daljnje
postupke s DNA (Kim i sur., 1997.).

Metoda pomocu cetrimonijevog bromida, tzv.
CTAB metoda bez sumnje je najzastupljenija metoda
izolacije DNA iz biljnog tkiva. Metodu je detaljno
opisao velik broj autora uz mnoge izmjene osnovnog
protokola. Posebno je uspjesna za izdvajanje DNA
iz biljne stanice jer uspjesno uklanja polosaharide i
polifenole koji imaju inhibiraju¢i u¢inak na enzimat-
ske reakcije. Metoda zapocinje lizom stanice uz do-
datak CTAB, te nastavlja nizom koraka uklanjanja
necistoca i stani¢nih komponenti. Razli¢iti opisani
CTAB protokoli medusobno se razlikuju dodatnim
enzimatskim reakcijama koje su prilagodene samom
uzorku i namjeni. Kod uzoraka bogatim skrobom
moze se dodati 0-amilaza, a za uklanjanje proteina
Cesto se dodaje proteinaza K; neki protokoli takoder
preporucuju dodatak RNaza za razgradnju RNA,
ukoliko postoji bojazan da bi RNA mogla narusiti
daljnje istrazivanje i sl. Za procis¢avanje se koristi
kloroform, a u zavr$nim koracima DNA se preci-
pitira pomoc¢u izopropanola i proci$éava ispiranjem
etanolom (Rogers i Bendich, 1989.).

Komercijalno dostupni setovi za izolaciju DNA
kombiniraju sve navedene postupke i prilagodeni

25

su odredenoj namjeni. Ukljucuju sve neophodno za
uspjesno izdvajanje DNA iz uzoraka, osim laborato-
rijske opreme. Uz setove dolaze i detaljno opisani po-
stupci za uporabu, no svi reagensi oznaceni su $ifrom
proizvodaca iz koje nije vidljiv to¢an sastav svake od
ukljucenih radnih otopina. Iako u vecini slu¢ajeva
predstavljaju dobro rjesenje i omogucavaju brzu im-
plementaciju metode u laboratorij, mnogi istrazivaci
ipak biraju klasi¢ne metode. Osim $to su klasi¢ne
metode povoljnije, one pruzaju odredenu vecu slo-
bodu u radu jer omogucavaju prilagodbu pojedinih
koraka protokola, daju potpunu informaciju o sastavu
radnih otopina, te samim time i bolji uvid u bioke-
mijske procese koji se odvijaju prilikom izdvajanja
DNA. Izdvajanje DNA tek je prvi korak u istraziva-
nju, a poznavanje svih znacajnih parametara nuzno je
uspjesno u provodenju svih nizvodnih analiza.

Izolacija DNA CTAB metodom

Metoda izolacije kao lizirajuée sredstvo koristi ce-
trimonijev bromid, CTAB, sufrakant koji lizira bilj-
nu stanicu i uspjes$no se primjenjuje na $irok raspon
matrica (Tablica 2.1). Metoda je dugi niz godina
uspjesno primijenjena u velikom broju laboratorija.
Metodu opisuju brojni autori s ve¢im ili manjim iz-
mjenama, no osnovni postupak je isti. Prvi je korak
liza stanice u prisustvu 2 % CTAB otopine i pri po-
vi$enoj temperaturi. Ovisno o samoj matrici u ovom
koraku mogu se dodavati enzimi: poput proteinaze
K, RNaze A ili a-amilaze, kako bi dodatno omogu-
¢ili uklanjanje kontaminanata.

Osnovni postupak

Za provedbu izolacije DNA ovom metodom potreb-
no je osigurati osnovni pribor i reagense (Tablica
2.2). U epruvetu s priblizno 200 mg uzorka homo-
geniziranog i pripremljenog prema nekom od ranije
opisanih postupaka potrebno je dodati 1000 - 1500
ul CTAB pufera 2 %, prethodno zagrijanog na 65°C
i kratko promijesati. Uzorak mora biti pokretan u
puferu ukoliko je potrebno dodati vise pufera dok
se uzorak ne resuspendira. Treba paziti na volumen
epruvete.
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TABLICA 2.1. SASTAV CTAB PUFERA | OTOPINE ZA TALOZENJE

CTAB PUFER 2 %

CTAB OTOPINA ZA TALOZENJE

REAGENS ZA 200 ml KONCENTRACIJA ZA 200 ml KONCENTRACIJA
CTAB 409 2% (20 g/) lg 59/l
NaCl 5M 56,0 ml 14M 1,6 ml 0,04 M
EDTA 0,5M pH 8 8,0 ml 0,02M / /
Tris_HCL 1M pH 8 20,0 ml 01M / /
sterilna voda do 200 ml / do 200 ml /

Ukoliko je potrebno treba dodati 10 pl a-amilaze
(10 mg/ml), 10 pl RNaze A (10 mg/ml) i lagano
promijesati.

Inkubirati 60 minuta na 65 °C uz treskanje ili
inkubirati 30 minuta na 65 °C, dodati 10 pl prote-
inaze—K (20 mg/ml) i inkubirati jo§ 30 minuta na
65 °C uz treskanje.

Uzorke centrifugirati na 12000 g 10 minuta.

Pripremiti nove epruvete i odmjeriti u svaku po
500 pl kloroforma (raditi u digestoru!). U to prenijeti
supernatant. U ovom se koraku kloroform dodaje
u koli¢ini 0,7-1 volumena supernatanta. Ukoliko je

TABLICA 2.2. PRIBOR | REAGENSI ZA IZOLACIJU DNA

u uzorak dodana veca koli¢ina pufera u ranijem je
koraku potrebno sukladno povecati volumen kloro-
forma. Snazno promudkati izvrtanjem 30 sekundi
do pojave mlije¢no bijele boje.

Centrifugirati 15 min na 12000 g dok se faze ne
razdvoje. Prenijeti gornji sloj u novu epruvetu.

U epruvetu s uzorkom dodati dva volumena
CTAB otopine za taloZenje. Inkubirati 60 minuta
na sobnoj temperaturi bez treskanja. Centrifugirati
15 min na 12000 g.

DNA je vidljiva na stijenci epruvete u obliku pe-
leta. Pazljivo baciti supernatant, a pelet DNA otopiti

LABORATORIJSKA OPREMA OTOPINE | REAGENSI

Mikrocentrifuga s rotorom

CTAB pufer 2 %

Termomikser / termoblok / vodena kupelj

CTAB otopina za talozZenje

Treskalica

Kloroform (CHCls p.a.)

Epruvete za centrifugu od 1,5/2,0 ml

Izopropanol (CHsCH(OH)CHs p.a.)

Klipne pipete raznih volumena s jednokratnim

nastavcima (0,1 — 1000 pl) NaCl1,2M

Etanol (C2HsOH 70 % p.a.)

Digestor

Sterilna deionizirana voda

1XTBE otopina (opcionalno)




u 350pu! NaCl (1,2 M). Dodati 350 pl kloroforma i
promuckati izvrtanjem 30 sekundi. Centrifugirati 10
minuta na 12000 g dok se ne razdvoje faze.

Gornji sloj prenijeti u novu epruvetu i dodati 0,6
volumena izopropanola te lagano promijesati izvr-
tanjem. Ostaviti da odstoji na sobnoj temperaturi
20 minuta. Centrifugirati 15 minuta na 12000 g.

Pazljivo izliti gornji sloj i na talog dodati 500 pl
70 % etanola te pazljivo protresti da se talog odvoji
od stjenke. Ovo je vrlo vazan korak za uklanjanje
zaostalog CTAB pufera. Centrifugirati 10 minuta
na 12000 g.

Odbeaciti gornji sloj, a talog ostaviti da se osusi na
sobnoj temperaturi. Izdvojenu DNA otopiti u 100
ul sterilne deionizirane vode koja ne sadrzi DNa-
ze ili u TE puferu (Tris-EDTA). Dobivena otopina
predstavlja sirovu ili master otopinu DNA. Takva se
otopina rijetko izravno koristi za daljnja istrazivanja,
ve¢ se nakon utvrdivanja koncentracije DNA iz nje
prireduje radna otopina normalizirana na potrebnu
koncentraciju.

2.4. PROVJERA KAKVOCE DNA,
NORMALIZACIJA | CUVANJE

Jednom izolirana DNA uspjesno se ¢uva dulje vrije-
me, u hladnjaku najviSe dva tjedna ili u zamrzivacu
na -20°C. Najcesce se Cuva sirova otopina DNA i
prema potrebi se iz nje prireduje normalizirana radna
otopina. Radna otopina normalizira se na potrebnu
koncentraciju prema zahtjevima daljnjih postupaka
u radu i na osnovu izmjerene vrijednosti koncen-
tracije sirove otopine. Bez obzira koji je postupak
izolacije DNA odabran, svaki mora rezultirati od-
govarajué¢im prinosom i kakvo¢om izdvojene DNA
prikladne za nizvodne metode sa $to manje lomova
u lancu i onedis¢enja koji mogu nepovoljno utjecati
na daljnje postupke. Postoji nekoliko metoda kvan-
tifikacije i provjere kakvo¢e DNA. Najcesce su to
UV spektrofotometrija, fluorometrija i elektroforeza
u gelu agaroze. Svaka od metoda ima svoje prednosti
i nedostatke, stoga je vazno odabrati onu koja ¢e biti
prikladna namjeni. Izbor metode procjene kakvoce
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i prinosa ovisit ¢e i o dostupnoj opremi, no vazno
je napomenuti da je bilo kakva procjena kakvoce i
mjerenje iskoriStenja bolje od upotrebe sirove otopine
DNA u daljnjim analizama.

Izoliranu DNA vrlo jednostavno mozemo iz-
mjeriti pomocu spektrofotometra izravno u obliku
otopine nastale metodom izolacije. To je ujedno i
najzastupljenija metoda kvantifikacije DNA. Ure-
daj mjeri vrijednosti apsorbancije - odnosno optic-
ku gusto¢u OD u ultraviolentnom svjetlu. Uredaj
radi na jednostavnom principu kod kojeg se svje-
tlost poznate valne duljine propusta kroz otopinu,
a fotodelija s druge strane mjeri koli¢inu prenesene
svjetlosne energije. Molekule u otopini apsorbiraju
energiju zracenja na odredenoj valnoj duljini koja je
karakteristi¢na za pojedinu molekulu, te je mogude
na osnovi dobivene vrijednosti ekstrapolirati kon-
centraciju otopljene tvari (Lambert-Beerov zakon).
Koncentracija DNA mjeri se pri 260 nm nasuprot
vrijednosti upotrijebljenog otapala (blank). Protei-
ni apsorbiraju pri 280 nm, stoga racunaju¢i omjer
A260/A280 mozemo dobiti uvid u ¢istou otopine
DNA. Visoko kvalitetnom DNA smatramo onu s
omjerom apsorbanci A260/280 izmedu 1,8 i 2,0.
Vazno je napomenuti kako i otopine DNA i RNA
djelomi¢no apsorbiraju svjetlost pri 280nm, dok
proteini djelomi¢no apsorbiraju svjetlost pri 260
nm, stoga omjer A260/280 daje procjenu cistoce
nukleinskih kiselina. Znac¢ajno oneéis¢enje uzorka
proteinima dat ¢e vrijednosti omjera znacajno iznad
2.0, dok se oneciséenje s RNA nece modi procijeniti
na ovaj na¢in. Mjerenjem apsorbancije pri 230 nm
dobit ¢emo uvid u kontaminaciju spojevima poput
ugljikohidrata, polifenola, aromati¢nih spojeva i sl.
Cistom DNA smatra se ona kod koje omjer A260/
A230 iznosi priblizno 2,2 (Querci i sur., 2020.).

Fluorometrija je metoda sli¢na spektrofotometri-
ji uz dodatak fluoresciraju¢e boje koja na sebe veze
dvolan¢anu DNA. Zbog ovdje navedenog smatra se
to¢nijom metodom od spektrofotometrije jer je spe-
cificna za DNA, dok spektrofotometri mjere ukupne
nukleinske kiseline. Iako pouzdanija, metoda, rjede
se koristi za procjenu koncentracije i kakvoée otopi-
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ne DNA. Metoda je znacajno slozenija za rutinsku
primjenu, zahtijeva uporabu standarda i izradu ka-
libracijske krivulje, te je ukupni trosak metode zna-
¢ajno vedi. Ukoliko se sam postupak izolacije DNA
provede u skladu s preporukama u uzorcima biljnog
porijekla, zaostala RNA obi¢no ne predstavlja zna-
¢ajan problem, te rijetko utjece na daljnje analize.
Onedis¢enje s RNA relativno jednostavno sprijeci se
uporabnom RNaza, a eventualno zaostala koli¢ina
RNA u otopini moze jedino dovesti do krive pro-
cjene ukupnog sadrzaja DNA u uzorku. Ukoliko je
za daljnji tijek istrazivanja procjena sadrzaja RNA u
uzorku od posebnog znacaja, mjerenje koncentracije
DNA fluorometrom metoda je koju treba razmotriti,
no u vedini slu¢ajeva spektrofotometrijsko mjerenje
bit ¢ée dostatno (Zimmermann i sur., 1998.; Shokere
i sur., 2009.).

Za procjenu prinosa i kakvoée izolirane DNA me-
toda elektroforeze u gelu agaroze nece biti prvi izbor
za ovakav tip analiza, ali predstavlja dobar dodatak
uz spektrofotometrijsko mjerenje. Metoda omogu-

Uzorci dobre
kvakoce i
prinosa

DNA
ljestvica

AN

Uzorci s veéim
prinosom
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¢ava razdvajanje makromolekula na osnovu njihove
veli¢ine, naboja i fizikalnih svojstava. Molekule se uz
pomo¢ istosmjerne struje propustaju kroz mrezastu
strukturu agaroznog gela. Brzina prolaska pojedinih
molekula kroz gel ovisit ¢e o ionskim svojstvima i
molekulskoj masi. Postupak je standardan za raz-
dvajanje fragmenata DNA, ali i za identificiranje
necistoca u uzorku. Elektroforeza omogudava raz-
dvajanje nukleinskih kiselina i proteina vizualizaci-
jom na gelu (Slika 2.2). Dodatkom DNA ljestvice
uz uzorke moguce je procijeniti veli¢inu fragmenta
DNA u uzorcima (Sambrook i sur., 1989.).

Visoko kvalitetnom DNA smatramo izolat s fra-
gmentima velike molekularne mase i omjerom apsor-
banci A260/280 izmedu 1,8 i 2,0 i bez oneciséenja
koje negativno mogu utjecati na daljnje istrazivanje.
U izoliranoj DNA ne bi trebalo biti kontaminanata
poput polisaharida i polifenola, te potencijalnih in-
hibitora DNA polimeraze i drugih enzima kao $to
su tanini, alkaloidi i polifenoli koji mogu narusiti
uspjesnost daljnjeg istrazivanja. Prisutnost ovih spo-

Neuspjela
izolacija DNA

:

Onecdiséenja
velike
molekulske
mase
(proteini)

Onecis$cenja
manje molekulske
mase, kracéi lanci
molekule DNA

Oneciséenje
s RNA

SLIKA 2.2. PROCJENA PRINOSA | KAKVOCE NA GELU AGAROZE



jeva u biljnom materijalu izravno utjece na kakvocu
DNA, te nizvodne metode poput genetskog mapira-
nja, selekcije potpomognute uporabom molekularnih
biljega i raznih drugih genomskih analiza. Ukoliko
su rezultati procjene kakvoce i prinosa DNA neza-
dovoljavajudi, potrebno je dodatno optimizirati po-
stupak izolacije DNA, kao i sve ranije korake u radu
s uzorcima koji su mogli odvesti do neadekvatnog
rezultata. Jednom optimiziran postupak jamstvo je
uspjeha u daljnjem radu.

LITERATURA

Abdel-Latif, A., Osman, G., 2017. Comparison of three ge-
nomic DNA extraction methods to obtain high DNA
quality from maize. Plant Methods 13, 1-9.

Boiteux, L.S., Fonseca, M.E.N., Simon, P.W., 1999. Effects
of Plant Tissue and DNA Purification Method on Ran-
domly Amplified Polymorphic DNA-based Genetic Fin-
gerprinting Analysis in Carrot. J. Am. Soc. Hortic. Sci.
124, 32-38.

Bolton, M.D., Nelson, B.D., Sparks, R.B., Sparks, R.D., San-
toso, A., 2005. Methods for Extraction and Amplification
of DNA from Soybean Seed. Seed Technol. 27, 89-94.

Brown, A., Marshall, D.R., 1995. A basic sampling strategy:
Theory and practice, u: Collecting Plant Genetic Diver-
sity: Technical Guidelines.

Burgos, N.R., 2015. Whole-Plant and Seed Bioassays for Re-
sistance Confirmation. Weed Sci. 63, 152—165.

Chase, MW, Hills, H.H., 1991. Silica gel: An ideal material
for field preservation of leaf samples for DNA studies.
Taxon 40, 215-220.

Crossa, J., Vencovsky, R., 2011. Basic sampling strategies:
Theory and practice, u: Collecting Plant Genetic Diver-
sity: Technical Guidelines. 2011 Update.

Doyle, J.J., Dickson, E.E., 1987. Preservation of plant samples
for DNA restriction endonuclease analysis. Taxon 36,
715-722.

Guo, Y., Yang, G.Q., Chen, Y., Li, D., Guo, Z., 2018. A com-
parison of different methods for preserving plant molecu-
lar materials and the effect of degraded DNA on ddRAD
sequencing. Plant Divers. 40, 106-116.

Kang, HW., Cho, Y.G., Yoon, U.H., Eun, M.Y., 1998. A Rap-
id DNA Extraction Method for RFLP and PCR Analysis
from a Single Dry Seed. Plant Mol. Biol. Report. 1998
161 16, 90-90.

29

Kim, C.S., Lee, C.H., Shin, J.S., Chung, Y.S., Hyung, N.I,
1997. A Simple and Rapid Method for Isolation of High
Quality Genomic DNA from Fruit Trees and Conifers
Using PVP. Nucleic Acids Res. 25, 1085-1086.

Patel, S.M., Pikal, M.]., 2011. Emerging freeze-drying process
development and scale-up issues. AAPS PharmSciTech
12, 372-378.

Querci, M., Kagkli, D.M., Gatto, F., Foti, N., Maretti, M.,
Mazzara, M., 2020. The analysis of food samples for
the presence of Genetically Modified Organisms - User
Manual. Publications Office of the European Union,
Luxembourg

Rogers, S.0., Bendich, A.J., 1989. Extraction of DNA from
plant tissues, u: Plant Molecular Biology Manual. Spring-
er, Dordrecht, str. 73—83.

Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T., 1989. Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., Vols. 1, 2 and
3. Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY.

Semagn, K., 2014. Leaf Tissue Sampling and DNA Extraction
Protocols, u: Besse, P. (Ur.), Molecular Plant Taxonomy:
Methods and Protocols. Humana Press, Totowa, NJ, str.
53-67.

Shokere, L.A., Holden, M.J., Ronald Jenkins, G., 2009. Com-
parison of fluorometric and spectrophotometric DNA
quantification for real-time quantitative PCR of degraded
DNA. Food Control 20, 391-401.

Storchovd, H., Hrdli¢kov4, R., Chrtek, J., Tetera, M., Fitze,
D., Fehrer, J., 2000. An improved method of DNA isola-
tion from plants collected in the field and conserved in
saturated NaCl/CTAB solution. Taxon 49, 79—84.

Tan, H., Tie, M., Zhang, L., Zhu, Y., Li, H., 2016. The ef-
fects of three different grinding methods in DNA extrac-
tion of cowpea (Vigna unguiculata L. Walp). African J.
Biotechnol. 12.

Von Post, R., Von Post, L., Dayteg, C., Nilsson, M., Forster,
B.P., Tuvesson, S., 2003. A high-throughput DNA extrac-
tion method for barley seed. Euphytica 2003 1302 130,
255-260.

WeifSbecker, C., Buscot, F., Wubet, T., 2017. Preservation of
nucleic acids by freeze-drying for next generation sequenc-
ing analyses of soil microbial communities. J. Plant Ecol.
10, 81-90.

Zimmermann, A., Liithy, J., Pauli, U., 1998. Quantitative and
qualitative evaluation of nine different extraction methods
for nucleic acids on soya bean food samples. Zeitschrift fiir

Leb. und -forsch. A 1998 2072 207, 81-90.

PRIKUPLJANJE | OBRADA BILJNOG MATERIJALA | METODE IZOLACIJE DNA



ANALIZA GENETSKE
RAZNOLIKOSTI

Zlatko Liber, Zlatko Satovi¢ i Ivan Pejié



3.1. UvoD

Na Zemlji je do sada utvrdeno gotovo devet milijuna
zivudih vrsta, a to je po nekim procjenama jedva 1
% svih vrsta koje su Zivjele na ovom planetu (Mora
i sur., 2011.). Po jednoj od najutjecajnih teorija u
povijesti znanosti, teoriji evolucije (Darwin, 2011.),
ova nevjerojatno velika brojnost vrsta na Zemlji se
generira iz raznolikosti jedinki unutar populacija. Po
Darwinovoj teoriji jedinke koje su bolje prilagodene
svom okoli$u imaju veéu vjerojatnost prezivljavanja
i na taj nacin ve¢u vjerojatnost prijenosa svojstava u
sliede¢u generaciju. Sve dok izmedu jedinki unutar
populacije postoje varijacije dogadat ¢e se neizbjezan
prirodni odabir i nastanak novih vrsta (specijacija).
Uz pomo¢ Darwinove teorije evolucije, Mendelovih
zakona i ¢imbenika nasljedivanja (Tutley i Bateson,
1910.), otkri¢a deoksiribonukleinske kiseline (Dahm,
2005.), kromosoma (Sutton, 1902.), strukture mo-
lekule DNA (Watson i Crick, 1953.) te nadina pri-
jenosa genetske informacije (Crick, 1970.) uspjesno
je utvrden nasljedni materijal kao i na¢in njegovog
prijenosa iz generacije u generaciju. Danas znamo
da sva Ziva bi¢a na Zemlji imaju jedinstveni zapis
unutar molekula DNA koji se ekskluzivno prenosi
iz generacije u generaciju gotovo Cetiri milijarde go-
dina postojanja zivota na Zemlji (Maruyama i sur.,
2019.; Damer i Deamer, 2020.; Marshall, 2020.).
Osnovne su jedinice ovog zapisa nukleotidi, a oni
su organizirani u gene koji putem svojih varijacija ili
alela odreduju sva svojstva i funkciju svake jedinke
bilo koje vrste na Zemlji.

Razlidite se vrste svojim vanjskim izgledom uglav-
nom dovoljno razlikuju jedne od drugih, no isto
tako lako se uocava da su neke vrste medusobno
slicne. U pravilu, $to su vrste ili jedinke iste vrste
medusobno genetski srodnije, to je i njihova sli¢nost
veca. Razli¢itost u zapisu DNA, koji se ¢esto naziva
nasljedni kod ili $ifra, nazivamo genetskom razno-
liko$¢u. Nasumic¢ne mutacije, greske u replikaciji,
rekombinacije i nasumic¢no rasporedivanje kromo-
soma tijekom mejoze, te aktivnost transpozona i
retrovirusa najces¢i su uzroci genetske raznolikosti.
Kad govorimo o genetskoj raznolikosti zapravo se
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referiramo na broj, ucestalost i redoslijed pojedinih,
od ukupno Cetiri vrste nukleotida (A = adenin, C =
citozin, G = gvanin, T = timin). Sto je ve¢a genetska
raznolikost medu jedinkama i populacijama neke
vrste, veéa je i Sansa njezina opstanka. Isto tako, $to
je veca raznolikost vrsta ili genetska raznolikost na
visim taksonomskim razinama na nekom podrudju
(biotop), pa ¢ak i ako su te vrste suprotstavljene u
hranidbenom lancu, to je veéa $ansa da cijeli sustav
(biocenoza) bude stabilniji jer je ve¢a Sansa prezivlja-
vanja bilo koje vrste koja ¢ini tu biocenozu.

Ponekad morfoloska razli¢itost ne mora nuzno biti
odraz srodstvene razlicitosti. To je obi¢no slucaj s
udomacenim biljnim i Zivotinjskim vrstama. Svima
je dobro poznata morfoloska raznolikost jabuka, pa-
prika, rajcica, pasa, macaka ili konja, no pritom se
radi o uskoj genetskoj raznolikosti izmedu razli¢itih
kultivara i pasmina iste vrste. Isto tako, medu divljim
vrstama postoje i skrivene ili kripticke vrste (Bickford
i sur., 2007.) koje su toliko sli¢ne nekim drugim vr-
stama da je njihovo razlikovanje na morfoloskoj razi-
ni nemogucde, ali je mogude ako se usporede njihove
molekule nasljeda. Za razliku od morfoloske, ana-
tomske, kemijske i fizioloske raznolikosti (fenotip),
genetska raznolikost (genotip) usko je povezana sa
stvarnom srodno$¢u istrazivanih jedinki ili svojti.

Jedinstveni genetski materijal zajednic¢kog pret-
ka svih Zivih bi¢a na Zemlji putujuéi kroz vrijeme,
iz generacije u generaciju, razvio se u nevjerojatnu
raznolikost genetskog materijala. Danas se istraziva-
nja genetske raznolikosti iznad razine vrste nazivaju
molekularnom filogenijom, dok se naziv analiza ge-
netske raznolikosti uglavnom upotrebljava za istra-
zivanja unutarvrsne raznolikosti.

3.2. MOLEKULARNA FILOGENIJA | ANALIZA
GENETSKE RAZNOLIKOSTI

Filogenija je znanstvena disciplina koja proucava
srodstvene odnose izmedu zivucih vrsta ili klasifi-
kacijskih kategorija iznad razine vrste kako bi re-
konstruirala evoluciju Zivota na Zemlji. Napredak
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molekularnih metoda kao $to su izum lanéane reak-
cija polimerazom (Polimerase chain Reaction, PCR;
Mullis i sur., 1986.) i automatskog Sangerovog se-
kvenciranja (Smith i sur., 1986.) omogudili su uklju-
¢ivanje geneticke informacije u filogenetske analize i
ujedno razvitak nove discipline poznate kao moleku-
larna filogenija. Od tih vremena pa do danas gotovo
svako ozbiljnije filogenetsko istrazivanje je, u barem
jednom svom dijelu, molekularno. Dosadasnja mo-
lekularno-filogenetska istrazivanja su istrazivanja
raznolikosti sekvenci nekolicine lokusa (gena ili
intergenskih regija), no razvojem sekvenciranja slje-
dece generacije (engl. Next Generation Sequencing;
NGS) generira se izuzetno veliki broja molekularnih
podataka pa ¢ak i sekvenci cjelokupnih genoma (He-
ather i Chain, 2016.). Ova tehnoloska unapredenja
postpupno transformiraju molekularnu filogeniju u
novu znanstvenu disciplinu — molekularnu filogeno-
miku. Nakon generiranja molekularnih podataka,
bez obzira na koriStenu metodu sekvenciranja, po-
trebno je provesti filogenetsku analizu te konstru-
irati filogenetsko stablo s utvrdenom pouzdano$éu
pojedinih filogenetskih grana.

Analiza genetske raznolikosti uglavom se odnosi
na istrazivanja raznolikosti izmedu jedinki unutar
populacija kao i izmedu populacija iste vrste, a pro-
vodi se na temelju razli¢itih sustava genetskih bilje-
ga. Genetski biljeg (genetski marker; engl. genetic
marker) je bilo koji ulomak DNA koji pokazuje neki
oblik uodljivog polimorfizma izmedu analiziranih
jedinki. Postoji mnostvo razlicitih sustava biljega, a
danas se najcesée koriste mikrosatelitni biljezi i bi-
ljezi SNP. Mikrosatelitni biljezi (engl. microsatellite
markers) ili ponavljajuée jednostavne sekvence (engl.
simple sequence repeats; SSR) temelje se na umnazanju
kratkih ulomaka DNA u kojima se nalazi svojstveni
motiv sastavljen obi¢no od jednog do $est ponavljanja
nukleotidnih baza. Biljezi SNP (engl. single nucleo-
tide polymrophism; polimorfizam pojedinaénog nu-
kleotida ili jednonukleotidni polimorfizam) uocavaju
supstitucije jednog nukleotida na specifi¢noj poziciji
u genomu, a moguce ih je detektirati pomocu razli-
¢itih metoda sekvenciranja sljedece generacije (engl.
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Next Generation Sequencing; NGS). Genetski podaci
dobiveni analizom mikrosatelitnih biljega i biljega
SNP mogu se obraditi pomoc¢u razli¢itih statistic-
kih metoda koje se primjenjuju u analizi genetske
raznolikosti. Bitna razlika izmedu mikrosatelitnih
biljega i biljega SNP leZi u tome $to mikrosatelitni
biljezi u ve¢ini slu¢ajeva pokazuju velik broj razli¢itih
alela u analiziranoj populaciji, dok su biljezi SNP u
pravilu bialelni. Analiza genetske raznolikosti uklju-
Cuje istrazivanja prirodnih populacija biljnih vrsta
kao i kolekcija biljnih genetskih izvora koje mogu
ukljudivati i divlje srodnike kulturnih biljnih vrsta,
te tradicijske i moderne kultivare. Istrazivanja pri-
rodnih populacija temelje se na razli¢itim modelima
populacijske genetike od kojih je najvaznija ravnote-
za po Hardyju i Weinbergu (engl. Hardy-Weinberg
equilibrium, HWE; Hardy, 1908.; Weinberg, 1908.;
Edwards, 2008.). Istrazivanja kulturnih biljnih vrsta
Cesto imaju za cilj utvrdivanje genetskih razlika iz-
medu kultivara, te njihovo svrstavanje u skupine na
temelju srodnosti.

3.3. UNUTARPOPULACIJSKA RAZNOLIKOST

Deskriptivna statistika obuhvaca izra¢un niza jed-
nostavnih statistickih mjerila u svrhu analize infor-
mativnosti mikrosatelitnih biljega kao i raznolikosti
unutar populacija.

Informativnost pojedinih biljega procjenjuje se
na temelju ukupnog broja zapazenih alela u anali-
ziranim jedinkama/populacijama kao i pomo¢u In-
formacijskog sadrzaja polimorfizma. Informacijski
je sadrzaj polimorfizma (engl. Polymorphism Infor-
mation Content; PIC; Botstein i sur., 1980.) mjerilo
alelne raznolikosti koje predstavlja udio informativ-
nog potomstva, odnosno vjerojatnost da se genotip
potomstva moze upotrijebiti u svrhu saznanja od
kojeg roditelja potje¢u pojedini aleli. Informacijski
sadrzaj polimorfizma procjenjuje se prema formuli:

1 I I-1
PIC =1 —ZP? -2 Z Zp?pf
i=1 i=i+1i=1



gdje je,
p,— ucestalost alela 7 u populaciji,
I — ukupni broj alela.

Unutarpopulacijska raznolikost mikrosatelitnih
biljega analizira se na temelju izra¢una prosje¢nog
broja alela po biljegu (/V), alelnog bogatstva (N),
broja jedinstvenih alela (1\4 ), zapazene heterozigot-
nosti (H,)), te ocekivane heterozigotnosti ili genske
raznolikosti ()

Alelno bogatstvo (engl. allelic richness; E1 Mou-
sadik i Petit, 1996.; Petit i sur., 2008.) predstavlja
procjenu prosjecnog broja alela neovisnu o velicini
uzorka svodenjem svih uzoraka na veli¢inu najma-
njeg uzorka. Alelno se bogatstvo procjenjuje upotre-
bom rarefakcijskog indeksa (Hurlbert, 1971.) prema

formuli:
O
ar — =1 (élr\i)
gdje je

N — broj uzorkovanih jedinki,

2N - broj uzorkovanih alela,

N, - broj alela 7 u populaciji,

n — broj poduzorkovanih jedinki
(veli¢ina najmanjeg uzorka u analizi),

2n — broj poduzorkovanih alela.

Jedinstveni su aleli (engl. private alleles) definirani
kao aleli koji se pojavljuju u jedinkama samo jedne
od analiziranih populacija.

Zapazena heterozigotnost (engl. observed heterozi-
gosity; H,)) definirana kao udio heteozigotnih jedinki
u analiziranim populacijama.

Ocekivana heterozigotnost (engl. expected hete-
rozygosity) ili genska raznolikost (engl. gene diversity;
H,) predstavlja udio jedinki u populaciji koje bi bile
heterozigotne nakon jedne generacije nasumicne
oplodnje, odnosno vjerojatnost da su dva nasumié-
no odabrana alela iz populacije medusobno razlicita.
Ocekivana heterozigotnost ili genska raznolikost izra-
¢unava se na temelju formule po Neiju (Nei, 1973.):

33

i
HE=1—ZP1‘2
—

L
gdje je
p— ucestalost alela 7 u populaciji.
Postoji i nepristana (engl. unbiased) formula po
Neiju (Nei, 1978.) koja ukljucuje korekciju na malu
veli¢inu uzorka:

)

__n _ 2 _Ho
HEun_n_1 1 Zpl n

i=1

gdje je:
n — veli¢ina uzorka,
p,— ucestalost alela 7 u populaciji,
I — ukupan broj alela,
H,, — zapazena heterozigotnost.

U svrhu utvrdivanja nalazi li se analizirana popu-
lacija u ravnotezi, po Hardyju i Weinbergu (HWE)
potrebno je izra¢unati fiksacijski indeks (F,) i te-
stirati njegovu signifikantnost. Fiksacijski indeks
(Wright, 1931.) mjerilo je smanjenja heterozigotnosti
u populaciji u odnosu na populaciju koja je u Har-
dy-Weinbergovoj ravnotezi, a izracunava se prema
klasi¢noj formuli po Wrightu kao:

H,
Fe=1——
IS Hg

gdje je
H o~ opazena heterozigotnost,
H, — ocekivana heterozigotnost.

Ukoliko je F = 0 populacija je u Hardy-
Weinbergovoj ravnotezi. Ukoliko je £ > 0 u popu-
laciji postoji nedostatak heterozigota $to moze biti
uzrokovano samooplodnjom ili oplodnjom izmedu
jedinki koje su u bliskom srodstvu, te se tako F,
naziva i indeksom unutarpopulacijske endogamije,
odnosno koeficijentom samooplodnje (engl. inbree-
ding coefficient). Medutim, nedostatak heterozigota
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moze biti uzrokovan i podstrukturom populacije koja
dovodi do Wahlundovog ucinka (engl. Wahlund's
effect; Wahlund, 1928.). Ukoliko je F; < 0, postoji
visak heterozigota u populaciji $to moze znaciti da
prirodni odabir favorizira heterozigote.

Izracun nepristranog procjenitelja fiksacijskog
indeksa po metodi Weira i Cockerhama (Weir i
Cockerham, 1984.) temelji se na analizi varijance.
Ukupna varijanca alelnih ucestalosti unutar popula-
cije (6#) jednaka je sumi varijance alelnih uéestalosti
izmedu (67) i unutar jedinki (O'(? ). Pritom se f, Wei-
rov i Cockerhamov procjenitelj fiksacijskog indeksa
(F), izratunava prema formuli:

of
Fis = f =2
or
gdje je
of — varijanca alelnih u&estalosti
izmedu jedinki unutar populacije,
0% — ukupna varijanca alelnih uéestalosti
(0% = af +0¢).

Odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze
moze se utvrditi *-testom ili Fisherovim egzaktnim
testom, te neparametrijski pomoc¢u permutacija ili
algoritma Markovljevih lanaca (Markov Chain; MC).

3.4. GENETSKA DIFERENCIJACIJA

Moguénost protoka gena (engl. gene flow) iz jedne
populacije u drugu populaciju od iznimne je vaznosti
u evoluciji populacija i vrsta. Stoga, analiza genetske
diferencijacije izmedu razli¢itih populacija iste vrste
moze dati vrijedne podatke o stanju odredene vrste.
» Wright, 1931.)

mjerilo je smanjenja heterozigotnosti u metapopula-

Indeks genetske diferencijacije (£

ciji uzrokovanog razlikama u alelnim udestalostima
pojedinih populacija od kojih se sastoji, a nastaje
uslijed smanjenja ucestalosti prijenosa gena izmedu
populacija i genetskog otklona (engl. genetic drift).

Indeks genetske diferencijacije izra¢unava se pre-
ma klasi¢noj formuli po Wrightu kao:

Hy
For =1 ——
ST Hy
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gdje je
H_ — prosjecna ocekivana heterozigotnost
(H,) populacija,
H, — ocekivana heterozigotnost (H,)
metapopulacije.

Indeks genetske diferencijacije krece se od F, =
0 (nema genetske diferencijacije izmedu populacija)
do 1 (potpuna genetska diferencijacija). U teoriji £,
ne moze biti negativan, jer je prosjecna ocekivana
heterozigotnost populacija () uvijek manja od oce-
kivane heterozigotnosti metapopulacije (/).

Po metodi Weira i Cockerhama (Weir i Cocker-
ham, 1984.) koja se temelji na analizi varijance, in-
deks genetske diferencijacije (F;,) motze se procijeniti
na temelju parametra 6. Ukupna varijanca alelnih
ucestalosti unutar metapopulacije (6#) moze se rasta-
viti na tri sastavnice:

op— varijancu alelnih ucestalosti

izmedu populacija,
of— varijancu alelnih ucestalosti

izmedu jedinki unutar populacija, te
o&— varijancu alelnih uéestalosti

izmedu gameta unutar jedinki.

Pritom se Weirov i Cockerhamov progjenitel; in-
deksa genetske diferencijacije 8 izra¢unava prema

formuli:
2
Jp
FST =0 = )
ar
gdje je

of — varijanca alelnih ucestalosti
izmedu populacija,
gTz. — ukupna varijanca alelnih udestalosti

(0% = of + of+ad).

3.5. MJERILA GENETSKE UDALJENOSTI
I IZRADA STABLA

Genetska se udaljenost moze analizirati na razini
jedinki na temelju viselokusnih genotipova ili na po-
pulacijskoj razini na temelju alelnih ucestalosti gena,
odnosno biljega u populacijama.



Genetsku udaljenost izmedu jedinki mozemo
izraCunati na temelju udjela zajednickih alela (eng].
Proportion of shared-alleles distance; D, Bowcock i

sur., 1994.). Udio zajednickih alela (2,),), kao mjerilo

sli¢nosti, izratunava se prema formuli:

Yieis
2L

gdje je
s — broj zajednickih alela,
L — ukupan broj lokusa.
Iz udjela zajednickih alela (7,,) genetska se uda-

lienost (D,,) izracunava kao:

Dpga =1— Pgy

gdje je
P,, — udio zajednickih alela.

Za izratunavanje genetske udaljenosti izmedu
populacija na temelju alelnih ucestalosti postoji veci
broj mjerila koja se obi¢no dijele na evolucijska i ge-
ometrijska. Uobicajena evolucijska mjerila udaljeno-
sti su (1) Standardna genetska udaljenost po Neiju
(Nei, 1972.), (2) Neijeva nepristrana udaljenost (Nei,
1978.), (3) Hillisova udaljenost (Hillis, 1984.), te (4)
Hillisova nepristrana udaljenost (Swofford i Olsen,
1990.). Od geometrijskih mjerila udaljenosti najce-
$¢e se koriste (1) Tetivna udaljenost (Cavalli-Sforza
i Edwards, 1967.), (2) Lu¢na udaljenost (Cavalli-
Sforza i Edwards, 1967.) i (3) Rogersova udaljenost
(Rogers, 1972.).

Standardna genetska udaljenost po Neiju (engl.
Nei's standard genetic distance) (Nei, 1972.) izracu-
nava se prema formuli:

L
EL=1 Zé:l Pal1Paiz

Dygi7z = —1In
B XA Pl Bl X v

gdje je
2., — ucestalost alela # lokusa /u populaciji 1,
a—alel,

A — ukupni broj alela,
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[ — lokus,
L — ukupan broj lokusa.

Standardna je genetska udaljenost po Neiju najée-
$¢e koristeno mjerilo genetske udaljenosti koje pret-
postavlja da udaljenost ovisi o broju genskih supsti-
tucija po lokusu koje su se dogodile nakon odvajanja
dvije populacije.

Za razliku od evolucijskih mjerila udaljenosti koja
pretpostavljaju konstantnu veli¢inu populacija i kon-
stantnu mutacijsku stopu, kako izmedu lokusa tako
i izmedu jedinki, geometrijska mjerila ne polaze od
pretpostavki uobicajenih za populacijsku genetiku,
stoga daju pouzdanije rezultate u sluc¢aju da nave-
dene pretpostavke nisu ispunjene. Geometrijskim
se mjerilima udaljenost izmedu dviju populacija
svodi na izra¢un udaljenosti izmedu dvije tocke u
visedimenzionalnom prostoru odredenom alelnim
ucestalostima.

Najcesce je koristeno geometrijsko mjerilo udalje-
nosti preinacena tetivna udaljenost (engl. chord dis-
tance) (Cavalli-Sforza i Edwards, 1967.; Felsenstein,
1995.) koja se izra¢unava po formuli:

_ 4(2%:1 2{11=1 v pallpalz)

D? =
CHORD ZzL:1Al 1

gdje je
2, — ucestalost alela a lokusa [ u populaciji 1,
a—alel,
A — ukupni broj alela,
[ — lokus,
L — ukupan broj lokusa.

U svrhu grafickog prikaza genetskih odnosa na
temelju matrica udaljenosti izmedu jedinki ili po-
pulacija, ¢esto se koriste razli¢ite multivarijatne
metode. Buduéi da su ulazni podaci za navedene
analize sadrzani u matrici udaljenosti koja moze biti
izra¢unata na temelju jedinki i populacija, u oba se
slu¢aja koriste iste metode, pa ¢e se u daljnjem tekstu
koristiti izraz jedinka koja se stoga moze odnositi i na
populacije. Genetski odnosi izmedu jedinki mogu se
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prikazati u obliku stabla ili u koordinatnom sustavu,
koriste¢i multivarijatne metode temeljene na medu-
ovisnosti (engl. interdependence methods). Prikaz u
obliku stabla rezultat je razvrstavnih multivarijatnih
metoda (engl. classification methods) u koje spadaju
razliciti algoritmi za izradu stabala kao $to su meto-
da sparivanja susjeda (engl. Unweighted pair-group
method using arithmetic average; UPGMA; Sneath i
Sokal, 1973.), (engl. Neighbor joining method; NJ; Sa-
itou i Nei, 1987.) i metoda po Fitchu i Margoliashu
(Fitch-Margoliash method; FM; Fitch i Margoliash,
1967.). Prikaz genetskih odnosa izmedu jedinki ili
populacija u koordinatnom sustavu rezultat je ras-
porednih multivarijatnih metoda (engl. ordination
methods) kao $to su analiza glavnih koordinata (eng].
Principal co-ordinate analysis; PCoA; Gower, 1966.) i
faktorijalna analiza korespondencije (engl. Factorial
correspondence analysis; FCA).

Neponderiranom metodom za sparivanje skupina
na temelju prosje¢nih vrijednosti (UPGMA) stablo
se tvori na postupan nacin (engl. sequential cluste-
ring) sparivanjem pojedinih jedinki, odnosno skupi-
na jedinki. U svakoj se fazi postupka, dvije jedinke
(odnosno skupine) sparuju u jednu skupinu tako da
se broj skupina postupno smanjuje za jednu. Proces
se zavr$ava kada se posljednje dvije skupine (jedinke)
spare u jednu skupinu koja sadrzi sve jedinke u ana-
lizi. Algoritam UGPMA sastoji se od dva koraka koji
se izmjenjuju. U prvom je koraku u matrici udaljeno-
sti potrebno nadi par jedinki, 7 i j, ¢ija je udaljenost
minimalna i ujediniti ih u novonastalu skupinu (ij),
dok se u drugom koraku mora izracunati udaljenost
izmedu novonastale skupine (ij) i svih ostalih jedinki
u analizi prema formuli:

p _ (di +dix)
ik = 2
gdje je
d e udaljenost izmedu novonastale

skupine (7) i jedinke 4,
dik — udaljenost izmedu jedinke i i jedinke k.
Metodom sparivanja susjeda (Neighbor Joining;
NJ) genetski odnosi izmedu jedinki sadrzani u

36

izvornoj matrici udaljenosti prikazuju se u obliku
aditivnog stabla tako da se minimalizira razlika
izmedu izvornih i patristi¢kih udaljenosti izmedu
parova jedinki. Patristicka je udaljenost suma dulji-
na svih grana koje povezuju dvije jedinke na stablu.
Izrada stabla metodom sparivanja susjeda zapocinje
zvjezdastim stablom kod kojeg su sve jedinke jedna-
ko udaljene od korijena kao i medusobno.

Prvi je korak izra¢unavanje neto odvajanja jedinki
u analizi. Neto odvajanje (engl. net divergence) pro-
sjecna je udaljenost jedinke od svih ostalih jedinki
u analizi, a izra¢unava se prema formuli:

N
= Z dU
j=1

r.— neto odvajanje (engl. net divergence)

jedinke i,

gdje je

d, — udaljenost izmedu jedinke 71 j,
N — ukupan broj jedinki u pokusu.

U drugom je koraku potrebno izra¢unati korigi-
ranu matricu udaljenosti (engl. rate-corrected matrix)
imajudi u vidu razli¢itu mutacijsku stopu, odnosno
razlicito neto odvajanje jedinki u analizi, te naéi par
jedinki 7 i j ¢ija je korigirana udaljenost (A1) mini-
malna i povezati ih preko ¢lanka u u skupinu ():

i+
gdje je
d, — udaljenost izmedu jedinke 71 j,
7 — neto odvajanje jedinke i,
— ukupan broj jedinki u pokusu.
Tredi je korak izra¢unavanje duljina grana od
novonastalog ¢lanka do para jedinki koje su preko

njega povezane:

i' (i J)

e AT}
djy = dij — diy

gdje je

d, — udaljenost izmedu jedinke 7 i ¢lanka u,



dij — udaljenost izmedu jedinke 7 i j,
%, — neto odvajanje jedinke i,
N — ukupan broj jedinki u pokusu.
U cetvrtom, zavrsnom koraku, potrebno je izra-
¢unati udaljenosti izmedu ¢lanka # i svih ostalih

jedinki u analizi:

_ (dki + dk} - d”)
ku — 2

gdje je
d,

(3

d,,— udaljenost izmedu jedinke £1i i (koja je

_—udaljenost izmedu jedinke /i ¢lanka u,

s jedinkom j povezana preko ¢lanka ),
d, — udaljenosti izmedu jedinke 7 i j.

Time se tvori nova pocetna matrica te se cjeloku-
pan postupak ponavlja. Metoda sparivanja susjeda ne
pretpostavlja jedinstvenu mutacijsku stopu po svim
granama stabla, tako da je prikladna za istraziva-
nja koja ukljucuju jedinke (ili populacije) razlicitog
oplemenjivackog statusa (divlji srodnik, tradicijski
kultivar, moderni kultivar).

Metoda po Fitchu i Margoliashu (engl. Fizch-Mar-
goliash method; FM) temelji se na procjeni patristi¢-
kih udaljenosti izmedu jedinki na temelju svih mo-
gutih stabala te izboru onog s najkra¢om ukupnom
duljinom grana. Za svaku je topologiju mogude izra-
¢unati udaljenosti izmedu jedinki na stablu. Prilikom
zbrajanja duljina grana koje povezuju dvije jedinke
na stablu Cesto postoji odredena nepodudarnost iz-
medu patristickih udaljenosti na stablu i udaljenosti
u izvornoj matrici zbog odstupanja od aditivnosti.
Algoritam po Fitchu i Margoliashu pronalazi ,,najbo-
lie” stablo pomocu testa stupnja podudaranja (engl.
goodness-of-fit) izvornih udaljenosti patristickim
udaljenostima. Kriterij za ocjenu prilagodbe temelji
se na metodi najmanjih kvadrata (engl. least-squares
method), a izraCunava se prema formuli:

F:ZP M
p=1  Dj

l
gdje je
F — stupanj podudaranja
(engl. goodness-of-fit),
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d, — izvorna udaljenost izmedu jedinke 7i j,
D, — patristicka udaljenost izmedu jedinke
iij,
P — ukupan broj parova svojti u analizi.
Pouzdanost pojedinih grananja na stablu moze se
utvrditi metodom bootstrap (Felsenstein, 1985.). Me-
toda bootstrap jedna je od neparametrijskih tehnika
poduzorkovanja u svrhu utvrdivanja pogreske uzor-
kovanja prilikom izrade stabla. Postupak ukljucuje
sljedece faze: (1) izrada niza poduzoraka iste velic¢ine
kao i izvorni set podataka tako da se se neki podaci
ispustaju, a neki pojavljuju vise puta (kombinacije s
ponavljanjem), (2) izra¢un matrica udaljenosti i izra-
da stabala na temelju veéeg broja pseudoponavljanja
bootstrap (obi¢no vise od 1.000), te (3) usporedba
stabala bootstrap s izvornim stablom: biljezenje
broja stabala bootstrap koja sadrze pojedinu skupinu
izvornog stabla. Podrzana vrijednost bootstrap (engl.
bootstrap support value) odredene skupine na stablu
predstavlja udio pseudoponavljanja koja su rezulti-
rala stablima koja sadrze istovjetnu skupinu i mjera
su njene pouzdanosti. Ukoliko je vrijednost bootstrap
manja od 50 % skupina nije pouzdana, stoga nije
mogucde sa sigurnos$¢u utvrditi odrazava li nastala
skupina stvarnu genetsku sli¢nost izmedu jedinki
ili je rezultat slu¢ajnosti. Vrijednosti od 50 do 74 %
smatraju se slabo pouzdanima, od 75 do 89 % po-
uzdanima, a veée od 90 % vrlo pouzdanima.

3.6. ANALIZA MOLEKULARNE
VARIJANCE (AMOVA)

Analizom molekularne varijance (engl. Analysis
of Molecular Variance; AMOVA) (Excofher i sur.,
1992.) moguce je ras¢laniti varijancu udaljenosti
izmedu jedinki na njezine sastavnice: sastavnicu va-
rijance uzrokovanu razlikama izmedu populacija i
sastavnicu varijance uzrokovanu razlikama izmedu
jedinki unutar populacija (odnosno bilo kojih dru-
gih pretpostavljenih razina strukeure). Za razliku
od klasi¢ne analize varijance (ANOVA) kod koje
izra¢unavamo sume kvadrata pojedinih izvora vari-
jabilnosti, pri analizi molekularne varijance koriste
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se sume kvadratnih odstupanja (engl. sums of squared
deviations; SSD). Sume kvadratnih odstupanja de-
finirane su kao odstupanja od centroida u multidi-
menzionalnom prostoru jer u analizi kao ishodisne
podatke koristimo udaljenosti izmedu parova jedin-
ki, a ne vrijednosti odredenih svojstava jedinki. Na
temelju suma kvadratnih odstupanja svake razine
strukture (npr. izmedu i unutar populacija) mogude
je izraCunati prosje¢nu sumu kvadratnih odstupanja,
procijeniti sastavnice varijance te utvrditi postotak
ukupne varijance koji je objasnjen odredenom razi-
nom strukture. Opravdanost pretpostavljenih razi-
na strukture mozemo utvrditi testom procjenitelja
¢ koji se u slu¢aju jednosmjerne analize (one-way
AMOVA) izra¢unava prema formuli:

gdje je
0q — sastavnica varijance uzrokovana
razlikama izmedu populacija,
- ukupna varijanca.

Za razliku od procjenitelja £ u klasi¢noj analizi
varijance (ANOVA) koji se usporeduje s teoretskom
F-raspodjelom, nulta raspodjela parametara ¢ nije
poznata, stoga se raspodjela izraduje neparametrij-
ski, na temelju veceg broja permutacija originalne
matrice udaljenosti. Analizu molekularne varijance
mozemo provesti zasebno za sve parove istraziva-
nih populacija te izratunati ¢_ vrijednosti izmedu
svakog pojedinog para populacija. Imaju¢i na umu
da st predstavlja udio varijance izmedu populacija
u ukupnoj varijanci, ¢_ vrijednosti mogu posluZiti
kao mjerilo udaljenosti izmedu populacija (Huff,

1997.).

3.7. GENETSKA STRUKTURA

Cilj je Bayesovske analize populacijske strukture
utvrditi optimalan broj skupina radi razvrstavanja
jedinki u genetski razlicite skupine pretpostavljaju-
¢i Hardy-Weinbergovu razvnotezu, kao i ravnotezu
vezanosti gena (engl. linkage equilibrium) unutar
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svake skupine (Pritchard i sur., 2000.; Corander i
sur., 2003.). Nakon utvrdivanja optimalnog broja
skupina (K) moguce je procijeniti pripadnost jedinki
pojedinim skupinama tako da se izracunava udio
genoma svake jedinke koji potjece iz odredene ge-
netske skupine, odnosno izvorne populacije (engl.
ancestral population). Osnovni algoritam opisan je
2000. godine (Pritchard i sur., 2000.) i implementi-
ran u ra¢unalnom programu STRUCTURE. Sli¢an
je pristup razvijen u programu BAPS (Corander i
sur., 2003., 2004.) i TESS (Chen i sur., 2007.) koji
ukljucuju i moguénost prostornog modeliranja ge-
netske strukture (Corander i sur., 2007.).
Analiza se temelji na Bayesovom teoremu:

Pr(D|H) Pr(H)

Pr(H|D) = Pr(D)

gdje je
Pr(H|D) — posteriorna vjerojatnost hipoteze
H uz dane podatke D,
Pr(D|H) — uvjetna vjerojatnost podatka D
uz danu hipotezu A,
Pr(H) — priorna vjerojatnost hipoteze H,
Pr(D) — marginalna vjerojatnost podatka D.

U analizi populacijske strukture razlicite hipoteze
(H) pretpostavljaju razlicit broj skupina, a podaci
(D) su viselokusni genotipovi jedinki. Odnos izmedu
podataka i hipoteza na temelju kojeg se izraunava
uvjetna vjerojatnost podataka D uz danu hipotezu
H pretpostavlja niz kriterija optimalnosti (engl. gp-
timality criterion) koji uklju¢uju maksimaliziranje
Hardy-Weinbergove ravnoteze, kao i ravnoteze ve-
zanosti gena (engl. linkage equilibrium) unutar svake
pretpostavljene skupine.

Budud¢i da je marginalna vjerojatnost (engl. mar-
ginal probability) podataka D [Pr(D)] konstantna za
sve hipoteze, a sve su hipoteze a priori jednako vje-
rojatne [Pr(H); engl. prior probability), posteriorana
vierojatnost [Pr(H|D); engl. posterior probability) je
proporcionalna uvjetnoj vjerojatnosti (engl. condi-
tional probability) podataka D uz danu hipotezu H
[PADIH)]



Svaki pretpostavljeni broj skupina (K) predstav-
lja razli¢itu hipotezu, a cilj je analize utvrditi koja
je vijerodostojnost (engl. likelihood) svake pojedine
hipoteze i odabrati najvjerodostojniju. Kao $to je
maksimalna vjerodostojnost (engl. maximum like-
lihood) hipoteze koja pretpostavlja odredeni broj K
lengl. maximum likelihood; max L(H=h)] jednaka
maksimalnoj posteriornoj vjerojatnosti [engl. maxi-
mum posterior probability; max Pr(H|D)], tako je i
maksimalna marginalna vjerodostojnost [engl. maxi-
mum marginal likelihood; max mL(H=h,)] u ovom
slu¢aju jednaka maksimalnoj uvjetnoj vjerojatnosti
podataka D uz hipotezu koja pretpostavlja navedeni
broj K [engl. maximum conditional probability; max

Pr(D|H)):
max L (H = hg) = max Pr(H|D)
maxmL(H = hg) = max Pr(D|H)

Vrijednosti marginalne vjerodostojnosti odredenog
broja skupina (K) ¢esto se logaritmiraju tako da se
vrijednost izrazava kao log(mL), odnosno logaritam
marginalne vjerodostojnosti.

Bududi da razlicite hipoteze pretpostavljaju mak-
simaliziranje velikog broja parametara (Hardy-We-
inbergova ravnoteza, ravnoteza vezanosti gena),
umjesto izravne procjene maksimalne vjerodostoj-
nosti hipoteza (engl. maximum likelihood estimati-
on) koja bi ukljucivala istodobnu procjenu svih po-
trebnih parametara modela, Bayesovske se analize
Cesto temelje na algoritimima za poduzorkovanje.
Algoritimi iz klase Markovljevih lanaca Monte Carlo
(engl. Markov Chain Monte Carlo; MCMC), kao $to
je primjerice algoritam Metropolis-Hastings (Chib
i Greenberg, 1995.) uobicajene su metode poduzor-
kovanja iz raspodjele odredene parametrima modela
koji ukljucuje zadane kriterije optimalnosti. Stoga se
vrijednosti marginalne vjerodostojnosti pojedinih
hipoteza ne izratunavaju izravno pomocu procjene
maksimalne marginalne vjerodostojnosti, ve¢ su
dobivene kao srednje vrijednosti marginalnih vjero-
dostojnosti velikog broja poduzoraka iz raspodjele
uspostavljene na temelju modela.
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Izbor najvjerodostojnije hipoteze provodi se na te-
melju vrijednosti parametra AK koji predstavlja stopu
promjene posteriornih vjerojatnosti izmedu uzasto-
pnih vrijednosti K (Evanno i sur., 2005.). Nakon
utvrdivanja najvjerodostojnijeg broja X, jedinke se
pridruzuju pojedinim skupinama uz izracun udjela
genoma (Q) koji potjece iz odredene skupine. Na taj
nacin neke jedinke mogu potpuno pripadati jednoj
skupini ili pak imati mjesovito (hibridno) podrijetlo
iz dvije ili vi$e skupina. Utvrdene skupine tako pred-
stavljaju izvorne populacije (engl. ancestral populati-
ons) na temelju kojih je moguce objasniti genetsku
strukturu uzorkovanih populacija.

3.8. PRIMJENA ANALIZE GENETSKE
RAZNOLIKOSTI

Navedeni pristupi u obradi molekularnih podata-
ka prilikom analize genetske raznolikosti temelj su
znanstvenih disciplina kao $to je populacijska gene-
tika (Hartl i Clark, 2006.), molekularna ekologija
(Freeland, 2005.), krajobrazna (Balkenhol i sur.,
2016.) i konzervacijska genetika (Allendorf i Lui-
kart, 2007.). Skorasnja istrazivanja biljne genetske
raznolikosti uzimaju u obzir i mnostvo drugih po-
dataka o jedinkama i populacijama istrazivane vi-
ste ukljucujuci morfoloske i biokemijske podatke te
podatke o zemljopisnim i bioklimatskim svojstvima
mjesta prikupljanja. Cilj je modeliranja ekoloskih
nisa (engl. Ecological Niche Modelling; ENM) pro-
cijeniti odnos izmedu rasprostranjenosti odredene
vrste po odredenim nalaziStima i okoli$nih uvjeta tih
nalazi$ta, procijeniti pogodnost stanista za vrstu te
izraditi model rasprostranjenosti vrste. Usporedbom
rezultata analize molekularne raznolikosti s mode-
lom rasprostranjenosti vrste Cesto se mogu dobiti vrlo
zanimljivi uvidi u populacijsku dinamiku vrste te
predvidjeti promjene u genetskoj strukturi vrste u
buduénosti, imajuéi u vidu nastupajuée klimatske
promjene. Jednako je zanimljivo putovati u evolucij-
sku proglost biljnih vrsta jer je na temelju molekular-
nih podataka mogude testirati razli¢ite scenarije koji
opisuju demografsku povijest odredene vrste koriste¢i
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aproksimativnu Bayesovsku analizu (engl. Approxi-
mate Bayesian Computation; ABC). Na taj je nacin
mogude procijeniti efektivnu veli¢inu populacija u
proslosti, utvrditi postojanje genetskog uskog grla
(engl. genetic bottleneck) tijekom povijesti vrste, kao
i vrijeme razdvajanja (engl. divergence time) genetskih
skupina od kojih se danas sastoji odredena biljna vi-
sta. Nadalje, integracijom genetskih i bioklimatskih
podataka moguce je identificirati lokuse pod selekei-
jom uslijed adaptacije populacija na svojstvene biokli-
matske prilike stanista, te tako utvrditi koji su okolis-
ni ¢imbenici bili presudni u diferencijaciji populacija.
Konzervacijska je genetika usmjerena na prakti¢nu
stranu analize genetske raznolikosti i uklju¢uje ana-
lizu stanja populacija radi o¢uvanja bioraznolikosti i
uvrdivanja glavnih ¢imbenika genetske erozije. Pri-
tom se pod genetskom erozijom (engl. genetic erosion)
smatra sveprisutno smanjenje genetske raznolikosti
mnogih biljnih vrsta na naSem Planetu uzrokovano
prekomjernim iskoriétavanjem, unistenjem stanista
kao i promjenama okolisnih uvjeta. Krajnji cilj kon-
zervacijske genetike pritom bi trebao biti procjena
ugrozenosti i osmisljavanje akcijskih planova zastite
populacija biljnih vrsta.

U kontekstu oplemenjivanja bilja, analiza genet-
ske raznolikosti ima vi$e korisnih primjena. Ovdje
genetsku raznolikost najée$¢e promatramo i anali-
ziramo unutar jedne kulturne biljne vrste koju pred-
stavljaju razlicite populacije i jedinke uzimajuéi u
obzirom povijest uzgoja i stupanj oplemenjivanja.
Kao materijal za analizu mogu se koristiti i divlji pre-
ci, tradicijski i moderni kultivari te oplemenjivacke
linije. Stovise, ponekad postoji potreba i za analizom
unutarsortne varijabilnosti, a ona je pretpostavka i
osnova klonske selekcije, metode razvoja ,klonova”
kao kategorije sadnog materijala kod vegetativno
razmnozavanih vrsta (Maleti¢ i sur., 2008.; Anhalt
isur., 2011.).

Analiza genetske raznolikosti prije ere molekular-
ne karakterizacije, zasnivala se pretezno na morfolos-
kim, fenoloskim i nekim bioloskim karakteristikama
genetski stabilnih, kvalitativnih svojstava i manjeg
broja agronomskih svojstava, prikladnih za razli-
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kovanje i evaluaciju oplemenjivacke germplazme.
Medutim, dostupnost novih metoda genotipizacije
koje osiguravaju velike koli¢ine molekularnih poda-
taka, omogucavaju razlicite analize ¢iji su rezultati
izravno upotrebljivi u oplemenjivanju, sjemenarstvu
i rasadnicarstvu. Broj genetskih biljega i razina nji-
hova polimorfizma daleko nadmasuje broj svojstava
koje je mogucée prikupiti metodama fenotipizacije
(opaZanja, mjerenja, kemijske analize i sl.), a uz to
su i jeftiniji.

Pouzdana identifikacija i razlikovanje kultivara
na temelju polimorfizma DNA sekvenci (engl. DNA
fingerprinting) predstavlja vazan alat za upravljanje
kolekcijama biljnih genetskih izvora (bankama gena)
i u proizvodnji reproduktivnog materijala poljopri-
vrednih vrsta (Korir i sur., 2012.). Genetskom ka-
rakterizacijom uz pomoc¢ relativno malog broja SSR
ili SNP biljega mogucée je pouzdano razvrstavanje i
razlikovanje primki koje imaju genetski homogenu
strukturu (linijski, hibridni ili klonski tip kultivara).
Geneticka identifikacija kultivara danas nalazi redov-
nu primjenu u sjemenarstvu i rasadnicarstvu radi
potvrdivanja genotipskog statusa visokih kategorija
sjemena i mati¢nih nasada komercijalnih klonskih
kultivara te kontroli genetske ¢istoée njihovog repro-
duktivnog materijala. Medutim, kod stranooplodnih
vrsta koje se komercijalno razmnozavaju sjemenom u
tipu stranoplodnih sorti, identifikacija pomo¢u mo-
lekularnih biljega jo$ uvijek nije pouzdana i stan-
dardizirana. Isto tako, kada su u pitanju tradicijski
(autohtoni) kultivari malih populacija (poput vinove
loze ili masline) i ¢ija povijest nastanka i Sirenja nije
poznata, potrebna su temeljita istrazivanja kako bi se
pouzdano utvrdio i definirao njihov genotip. Istrazi-
vanjem autohtonog sortimenta vinove loze utvrdeni
su brojni slu¢ajevi uzoraka istog genotipa, a razlicitog
imena (sinonimi), kao i uzorci koji u praksi nose jed-
no ime, a imaju razlic¢it genotip (homonimi) (Maleti¢
isur., 2008.; Lacombe i sur., 2011.). Pregled sli¢nih
istrazivanja na sortimentu masline donose Yadav i
sur. (2021).

Ukoliko se genotipizacija kultivara i oplemenji-
vackih linija provodi s kodominantnim ili bialelnim



biljezima (npr. SSR i SNP), osim uvida u razinu ge-
netskog variranja, strukturiranost populacije i me-
dusobnog srodstva, mogucée je rekonstruirati pedigre
i bliske srodstvene veze medu sortama. Iz ovakvih
istrazivanja na vinovoj lozi, pretezno samooplod-
noj vrsti, utvrdeno je da su tradicijske sorte nasta-
jale iskljucivo kao rezultat daleko manje vjerojatne
spontane stranooplodnje te da je njihova prosje¢na
opazena heterozigotnost izuzetno velika (75 — 85 %).
Sveobuhvatnim genotipizacijama tradicijskih sorata
vinove loze moguce je provesti i analizu roditeljstva
te rekonstruirati pedigre i podruéje nastanka sorata
klonskog tipa, a koje su u proizvodnji vise stotina
godina (Bowers i Meredith, 1997.; Maleti¢ i sur.,
2004.; Sefc i sur., 2009.). Isto tako, analizom stotina
sorata iz velikih regija ili pojedinih drzava, uoceno je
postojanje manjeg broja ,klju¢nih sorata” (engl. key
genitors or founders) koje su sudjelovale u nastanku
vise drugih sorata (Zulj Mihaljevi¢ i sur., 2020.).

Zadnjih 10 do 20 godina provedena je temeljita
genotipizacija sortimenta svih vaznih poljoprivred-
nih vrsta, kako na nacionalnom, tako i na global-
nom planu iz ¢ega je proisteklo vise nacionalnih ili
medunarodnih istrazivackih baza podataka u kojima
su javno dostupni podaci geneticke, biokemijske i
morfoloske karakterizacije. Dobar primjer su Eu-
ropean Vitis Database za vinovu lozu (http://www.
eu-vitis.de) i OLEA databases za maslinu (https://
www.ibe.cnr.it).

Rezultati analize genetske raznolikosti jedinki i
populacija poljoprivrednog bilja mogu se upotrijebiti
i za u¢inkovitije dizajniranje predoplemenjivackih
programa (engl. pre-breeding), ¢ija je svrha postupno
uvodenje divlje ili egzoti¢ne germplazme u opleme-
njivacke populacije, a sa svrhom prosirenja njihove
genetske osnove (Haupt i Schmid, 2020.; Sukuma-
ran i sur., 2022.). Rezultati analiza morfoloske i mo-
lekularne raznolikosti koriste se i za formiranje jez-
grenih kolekcija (engl. core collections), subpopulacija
unutar genbanki, koje unutar manjeg broja primki
sadrze ukupnu alelnu varijabilnost cijele kolekcije
(Brown, 1989.). Opéenito, molekularni podaci, u
kombinaciji s podacima o agronomskim svojstvima,
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mogu biti upotrijebljeni za povecanje genetske varija-
bilnosti i vrijednosti oplemenjivackih populacija, ili
za identifikaciju donora vrijednih gena (QTL-ova)
(Swarup i sur., 2021.) Istrazivanja su pokazala da je
i stupanj genetske udaljenosti (GD) izmedu elitnih
inbred linija u korelaciji s razinom heteroti¢nog uéin-
ka njihovih F1 hibrida (Melchinger, 1999.).

Analizu genetske raznolikosti biljnog materijala
vaznog u oplemenjivanju neophodno je pazljivo pro-
vesti 1 prije razvitka populacija za kartiranje (engl.
mapping populations) kao i prilikom izbora panela
(populacije genotipova) za pridruzujuce kartiranje na
cjelokupnom genomu (engl. genome-wide association
studies; GWAS). U prvom slucaju, kada se obi¢no
razvijaju biparentalne populacije, vazno je odabrati
roditelje maksimalne fenotipske divergentnosti kako
bi se mogla ostvariti $to veca fenotipska i genotip-
ska varijabilnost u generaciji razdvajanja. O ovome
¢e uvelike ovisiti i polimorfizam biljega. Medutim,
izbor roditelja mogucde je provesti i temeljem genet-
ske udaljenosti procijenjene molekularnim biljezima.
Velicina i tip populacije koji odreduju maksimalni
stupanj rekombinacije te dobra pokrivenost genoma
s polimorfnim biljezima klju¢ni su za uspjesno kar-
tiranje (Collard i sur., 2005.).

Kod izbora panela genotipova za GWAS, veli¢ina
panela (broj genotipova), a posebno njegov sastav,
klju¢ni su za uspjesnost kartiranja (Tibbs Cortes i
sur., 2021.). U istrazivanjima kakva se opisuju u ovoj
knjizi, veli¢ina panela varira od svega 150 do neko-
liko tisuca genotipova. Veli¢ina panela ovisi o puno
¢imbenika, u praksi ponajprije o dostupnosti mate-
rijala i troskovima fenotipizacije i genotipizacije, a za
procjenu kriti¢ne veli¢ine razvijene su i posebne apli-
kacije. Osim toga, pri izboru genotipova panela vrlo
je vazan preduvijet zadovoljavajuéi broj rekombinacij-
skih dogadaja, a $to pretpostavlja odsutnost srodno-
sti i strukturiranosti unutar panela. Stranooplodne
vrste, kod iste veli¢ine panela, u pravilu imaju veéi
stupanj rekombinacije od samooplodnih. Kako unu-
tar panela srodnost izmedu jedinki uglavnom nije
poznata, stoga se ona prije samog postupka kartira-
nja mora procijeniti pomocu genotipskih podataka
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te utvrdeni obrasci moraju biti uklju¢eni u model
kartiranja. Ukoliko je panel dovoljno velik, diver-
gentan i genetski varijabilan, kartiranje je u pravilu
ucinkovitije nego u slucaju biparentalnih populacija.
Kako se postupci kartiranja biljega najcesée istovre-
meno provode radi utvrdivanja pozicija QTL-ova
za agronomski vazna svojstva, za formiranje panela
moze biti presudno i posjedovanje prethodno priku-
pljenih fenotipskih podataka. Tako kao materijal za
pridruzujuée kartiranje mogu posluziti prethodno
fenotipizirane primke iz genbanki, fenotipski karak-
terizirane oplemenjivacke linije ili priznate sorte iz
sluzbenih pokusa za priznavanje sorata.

U nastavku ovog poglavlja nekoliko je studija slu-
¢aja u kojima se preciznije opisuju svrha, metode,
koristeni biljni materijal i nac¢ini primjene analize
raznolikosti kod razli¢itih biljnih vrsta. To su vrste
koje su ukljuéene u istrazivanja vezana uz projekt
Znanstvenog centra izvrsnosti za bioraznolikost i
molekularno oplemenjivanje bilja (ZCI CroP-Bio-
Div). Dvije od njih (dalmatinski buha¢ i ljekovita
kadulja) predstavljene su prirodnim populacijama
koje imaju potencijal kultivacije, a s ciljanom pri-
mjenom u proizvodnji bioinsekticida i farmakoloskih
proizvoda. Nadalje, tu su studije slu¢aja u kojima se
analizira bioraznolikost kultivara i oplemenjivackih
linija gospodarski vaznih vrsta (kukuruz, psenica i
soja) te tri vrste (vinova loza, maslina i rastika) koje
su predstavljene s tradicijskim kultivarima.

U studijama slucaja koje slijede ukratko se navode
dosadasnje spoznaje i aktualni izazovi u oplemenji-
vanju, opisuju se koristene metode i materijali istra-
zivanja te iznose preliminarni rezultati istrazivanja.
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Dalmatinski buha¢ (7anacetum cinerariifolium (Tre-
vis.) Sch. Bip.) viSegodisnja je, termofilna, endemska
vrsta isto¢ne obale Jadranskog mora, a prema siste-
matskoj klasifikaciji pripada porodici Asteraceae. Di-
ploidna je biljna vrsta (2n=18) (MacDonald, 1995.)
te stranooplodna i samoinkopatibilna (Parlevliet,
1975.), stoga posjeduje visoke razine heterozigotnosti
i varijabilnosti u morfoloskim, biokemijskim i genet-
skim svojstvima (Grdisa i sur., 2009., 2013., 2014.).
Rasprostranjenost dalmatinskog buhaca proteze se
duz obalnih podrudja Hrvatske i otoka, juznih di-
jelova Bosne i Hercegovine, Crne Gore i Albanije
(Euro+Med, 2006.; Nikoli¢, 2020.). Samoniklo raste
na kamenjarskim pasnjacima, kamenitim, skeletnim
i degradiranim staniStima; kao i u svijetlim Sumama
alepskog bora te u vegetaciji busika, maslinicima i
vinogradima (Kovaci¢ i sur., 2008.).

Bioloski aktivna tvar dalmatinskog buhaca naziva
se piretrin, a pripravci na bazi piretrina najcesée su
komercijalno kori$tena sredstva za zastitu bilja u eko-
loskoj poljoprivredi. Koncentracija piretrina najvisa
je u cvatovima dalmatinskog buhaca. Piretrin ¢ini
Sest aktivnih spojeva (piretrin I i II, cinerin I'i II te
jasmolin 11 1II), a piretrin I i II ¢ine preko 50 % uku-
pnih piretrina (Casida, 1973.). U prirodnim popula-

cijama ukupni sadrzaj piretrina krece se od 0,36 do
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1,3 % (prosjek 0,86 % po masi suhog cvata) (Grdisa
i sur., 2013.; Varga i sur., 2021.), dok je kod komer-
cijalnih kultivara zabiljezen sadrzaj piretrina i do 3,0
% (Bhat, 1995.). Uz genotip, na sintezu i akumu-
laciju piretrina utje¢u i morfoloska svojstva biljaka
(Bhat i Menary, 1986.; Bhat, 1995.), klimatski uvjeti
(Wandahwa i sur., 1996.; Ambrozi¢ Dolinsek i sur.,
2007.), metode ekstrakeije (Ban i sur., 2010.; Nagar
i sur., 2015.; Gallo i sur., 2017.), uvjeti skladistenja
(Morris i sur., 2006.), tehnologija uzgoja (Suraweera
isur., 2017.; Grdisa i sur., 2022.) i dr.

Piretrin se brzo razgraduje na svjetlu i visokim
temperaturama. Cvrsto se veze za Cestice tla, slabo je
pokretan u tlu (Crosby, 1995.; Gunasekara, 2004.)
te ne dospijeva do podzemnih voda i ne nakuplja se
u hranidbenim lancima, stoga primjena sredstava
za zastitu bilja na bazi piretrina ima minimalno ne-
gativan utjecaj na okoli$ (Casida i Quistad, 1995.).
Kod primjene piretrina nije zabiljezena pojava rezi-
stentnosti kod $tetnika, kao $to je slu¢aj kod brojnih
sinteti¢kih insekticida, budu¢i da sloZenost prirod-
nih ekstrakata otezava njen razvoj. Uz insekticidno
djelovanje piretrin djeluje repelentno na itav niz
Stetnika, jer ih svojim karakteristi¢cnim mirisom
odbija, $to je od iznimne vaznosti kod zastite hrane

u skladistima (Crombie, 1995.).



Uzgoj i korisStenje dalmatinskog buhaca na podruéju
RH zapocinje 1850. godine i to na podru¢ju Dal-
macije. Vodecu poziciju u proizvodnji suhih cvatova
dalmatinskog buha¢a navedeno podrudje zadrzalo je
sve do pocetka I. svjetskog rata. Od 1914. do 1930.
godine u Dalmaciji su proizvedene znacajne koli¢ine
cvjetova buhaca koje su se izvozile u europske zemlje
i SAD. Uz Japan i Keniju, proizvodnja se profirila i
u druge zemlje, dok se proizvodnja u Hrvatskoj (u
to vrijeme dijelu Jugoslavije) postepeno smanjivala, a
otkri¢em i Sirokom uporabom sintetskog insekcitida
DDT-a (diklor-difenil-trikloretan) proizvodnja i pre-
staje (Ozani¢, 1955.). Danas su najveéi proizvodaci
dalmatinskog buhaca Tanzanija, Ruanda, Kenija i
Australija (Tasmanija) (FAO, 2018.), dok su kasniji
pokusaji ponovnog uvodenja dalmatinskog buhaca u
proizvodnju u Hrvatskoj bili bezuspjesni.

U danasnje vrijeme dalmatinski buha¢ nanovo
privla¢i veliku pozornost, ponajvise ekoloskih pro-
izvodaca, s obzirom da je rije¢ o biljnoj vrsti cije je
koristenje dozvoljeno u navedenom sustavu proizvod-
nje. S ciljem informiranja znanstvenika i Sire javno-
sti 0 svim mogudim aspektima dalmatinskog buhaca
objavljen je i znanstveni rad koji sazima 100 godina
znanstvenih istrazivanja na dalmatinskom buhacu
(Jeran i sur., 2020.). Moderna genetska istrazivanja
dalmatinskog buhaca usmjerena su prema utvrdiva-
nju gena kandidata povezanih s biosintezom piretrin-
skih spojeva (Tang i sur., 2012.; Sultana i sur., 2015.),
¢emu je doprinio i nedavno konstruiran nacrt genoma
vrste (Yamashiro i sur., 2019.). U znanstvenoj literatu-
ri dostupan je neznatan broj znanstvenih radova koji
istrazuju prirodne populacije dalmatinskog buhaca, a
koje su danas suocene s nizom ¢imbenika koji utje¢u
na smanjenje njihove brojnosti, pa tako i genetske ra-
znolikosti. Od ¢imbenika valja spomenuti unistavanje
i gubitak stanista, posebice zbog razvitka poljopri-
vrede i turizma, prekomjerno iskoriétavanje, razvoj
industrije, te ubrzani razvoj infrastrukture i naselja.
Dosadasnja populacijsko-geneti¢ka istrazivanja na
prirodnim populacijama dalmatinskog buhaca prove-
dena su primjenom dvaju sustava biljega, polimorfiz-
ma duljine PCR-umnozenih fragmenata DNA (eng].
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Amplified Fragment Lenght Polymorphism; AFLP) i
jednostavnih ponavljaju¢ih sekvenci, odnosno mi-
krosatelita (engl. Simple Sequence Repeats; SSR). Za
razliku od SSR biljega, AFLP su biljezi univerzalni te
ih nije potrebno razvijati za svaku pojedinu vrstu, dok
su biljezi SSR informativniji, zahvaljuju¢i kodomi-
nantnoj prirodi (moguce je razlikovati homozigote i
heterozigote), specifiéni za lokus i imaju visoku razinu
ponovljivosti (Vieira i sur., 2016.). Oba sustava bilje-
ga od svog otkrica intenzivno su kori$tena u analizi
genetske raznolikosti i populacijske strukture velikog
broja biljnih vrsta. Kona¢ni cilj istraZivanja primje-
nom AFLP ili SSR biljega bilo je prikupljanje poda-
taka za koristenje prirodnih populacija u budu¢im
oplemenjivackim i sjemenarskim programima, a isto
tako i prikupljanje podataka potrebnih za uvodenje
dalmatinskog buhaca u poljoprivrednu proizvodnju
te ocuvanje ovih vrijednih biljnih genetskih izvora.

U istrazivanju genetske raznolikosti i strukture dal-
matinskog buha¢a pomocu biljega AFLP bilo je
uklju¢eno 20 prirodnih populacija uzorkovanih duz
hrvatskog dijela jadranske obale i otoka, pri ¢emu
je kori$teno $est kombinacija selektivnih pocetnica.
Utvrden je veliki broj polimorfnih biljega (593), $to
je potvrdilo postojanje genetske raznolikosti na razini
vrste. Postotak polimorfnih biljega varirao je izmedu
populacija s najve¢im udjelom u populaciji s otoka
Krka (52,11 %), a najmanjim u populaciji s Biokova
— Kotiski Stanovi (26,14 %).

Kod visegodisnjih stranooplodnih biljnih vrsta
ukupna genetska raznolikost ve¢im je dijelom rezul-
tat vece unutarpopulacijske raznolikosti (Hamrick i
Godt, 1996.), $to je kod analiziranih populacija dal-
matinskog buhaca i potvrdeno izratunom Shanno-
novog informacijskog indeksa fenotipske raznoliko-
sti i analizom molekularne varijance (engl. analysis
of molecular variance; AMOVA) koji su omogudili
raspodjelu ukupne raznolikosti na onu uzrokovanu
razlikama izmedu populacija i unutar populacija.

ANALIZA GENETSKE RAZNOLIKOSTI
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Ukupna fenotipska raznolikost populacija izra¢unata
Shannonovim informacijskim indeksom iznosila je
H = 0,297 te se veci dio odnosio na razlike unutar
populacija (75 %), dok je ostatak bio uzrokovan ra-
zlikama izmedu populacija. Ovi su rezultati u skladu
s rezultatima AMOVA-e koja je takoder pokazala da
ve¢ina ukupne genetske raznolikosti pripada unutar-
populacijskoj raznolikosti (85,78 %), dok maniji dio
(14,22 %) pripada raznolikosti izmedu populacija;
$to upucuje na umjerenu genetsku diferencijaciju iz-
medu populacija (Wright, 1951.), odnosno na protok
gena izmedu nekih populacija.

Od ukupno 593 utvrdenih alela, privatnih je alela
utvrdeno ukupno 36. Populacije s najvise privatnih
alela (4) bile su populacije Mali Lo$inj i Primosten,
dok takvi aleli nisu pronadeni u populacijama sa
Zlarina, Solte i Hvara. Najvi$u razinu ocekivane he-
terozigotnosti (/) imala je populacija Mali Loginj
(H,= 0,131), a najnizu populacija s Biokova (0,92)
— Kotiski Stanovi. Vrijednosti DW (engl. Frequ-
ency-Down-Weighted marker value; (Schonswetter i
Tribsch, 2005.) kretale su se od 18,92 u populaciji
Kotigki stanovi do 95,20 u populaciji Mali Losinj
(Tablica 3.1.).

TABLICA 3.1. MOLEKULARNA

BROJ PRIMKE POPULACIJA P% N, I H, bW RAZNOLIKOST 20 POPULACIJA

DALMATINSKOG BUHACA NA
TEMELJU BILJEGA AFLP.

MAP02143 Osor 44,18 2 0,242 0,112 56,76

MAP02158 Cres 45,70 2 0,246 0,113 58,18

MAP02139 Mali LoSinj 50,93 4 0,284 0,131 95,20

MAP02156 Krk 52,11 3 0,268 0.118 62,74

MAP02148 Gornja Klada 40,64 1 0,214 0,105 48,82

MAP02138 Senj 37,61 2 0,214 0,105 4291

MAP02180 Pasman 36,26 3 0,205 0,102 41,45

MAP02171 Zlarin 42,33 0 0,234 0,109 45,04

MAP02166 Primosten 45,53 4 0,239 0,110 46,09

MAP02144 Ciovo 47,22 2 0,251 0,118 48,67

MAP02153 Solta 40,13 0 0,226 0,105 31,59

MAP02145 Kozjak 41,15 1 0,220 0,106 31,25

MAP02155 Bra¢ 40,81 3 0,216 0,102 47,50

MAP02173 Hvar 37,44 0 0,209 0,102 29,40

MAP02170 Oomis 38,79 2 0,205 0,102 39,09 MAP - Broj primke u Kolekciji
ljekovitog i aromati¢nog bilja,

MAP02142 Kotiski Stanovi 26,14 1 0,160 0,092 18,92 Zagreb, Hrvatska, (dostupno
na: cpgrd.hcphs.hr); %P

MAP02140 Ladena 34,40 1 0,196 0,099 47,38 - udio polimorfnih biljega;
Npr - broj jedinstvenih alela;

MAP02141 Ravna Vlagka 34,23 3 0,196 0,096 48,53 I'- Shannonov informacijski
indeks fenotipske

MAP02184 Peljesac 42,50 1 0,247 0,125 33,18 raznolikosti; H - oCekivana
heterozigotnost; DW -

MAP02152 Mijet 33,39 1 0,186 0,094 40,03 Frequency-down-weighted

marker vrijednost
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STABLO PO FITCH-MARGOLIASHU IZRADENO
PREMA UDALJENOSTIMA PO NEI-U IZMEDU 20 POPULACIJA
DALMATINSKOG BUHACA NA TEMELJU AFLP BILJEGA.

Kotiski Stanovi

Gornja Klada Ladena

Senj Ravna
Vlaska

Mali LoSinj

Padman

Zlarin

Primosten Mijet

Solta
Peljesac
0.001

Hvar

Utvrdena je umjerena razina genetske diferenci-
jacije populacija (F, = 0,078), $to upucuje na kon-
tinuirani protok gena izmedu pojedinih populacija.
Prema indeksu genetske diferencijacije kao i analizi
genetske udaljenosti (Nei, 1972.) najvise su se ge-
netski razlikovale populacije Senj i Ravna Vlaska
(Biokovo), dok su genetski najsli¢nije populacije bile
Ciovo i Solta.

Na stablu po Fitch-Margoliashu (Slika 3.1.), koje
je izradeno na temelju udaljenosti po Nei-u jasno je
vidljivo razdvajanje populacija u dvije grupe (sjeverni
Jadran vs. srednji i juzni Jadran), te jasno grupiranje
i odvajanje populacija s Biokova od preostalih juznih
populacija (vrijednost bootstrap 99 %). Isto je po-
tvrdila i Bayesovska analiza populacijske strukture.
Dakle, rezultati istrazivanja upuéuju na genetsku
diferencijaciju dalmatinskog buhaca na dvije (K =
2; Slika 3.2.a), odnosno tri (K = 3; Slika 3.2.b) jasne
genske skupine.

Utvrdena genetska struktura, tj. zemljopisno i
genetski jasno definirani genski skupovi upuduju
na ¢injenicu da su populacije dalmatinskog buhaca
prezivjele nepovoljne klimatske uvjete unutar refugi-
ja, $to je do sada potvrdeno za veliki broj balkanskih
biljnih vrsta (Surina i sur., 2011.; Kutnjak i sur.,
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2014.; Glasnovic i sur., 2018.) te da je upravo ogra-
ni¢eni protok gena izmedu refugijalnih populacija
rezultirao formiranjem jasno definiranih genskih
skupova. Visoke vrijednosti o¢ekivane heterozigot-
nosti, najvei broj privatnih alela i DW vrijednosti
utvrdene su kod sjeverno jadranskih populacija $to
govori da su navedene populacije davno izolirane od
ostatka populacija iste vrste, ali dovoljno brojne da
nije doslo do smanjenja raznolikosti uslijed oplodnje
u srodstvu. Postojanje refugija na sjevernom dijelu
Jadrana neocdekivano je za termofilnu biljnu vrstu,
ali ih je moguce objasniti kroz klimatske uvjete
interglacijalnih i glacijalnih razdoblja koja su ka-
rakteristi¢na za kvartarni period, a koja su poznata
po velikim migracijama biljnih vrsta. Moguce je
objasnjenje da su u razdoblju zadnjeg interglacijala,
kada je bilo daleko toplije nego $to je to danas, po-
pulacije koje su izvorno bile rasprostranjene juznije,
migrirale u sjeverne krajeve i tamo prezivjele ledeno
doba; izolirane od izvorne populacije, $to je dove-
lo do genetske diferencijacije i formiranje sjevernog
genskog skupa. U odnosu na sjeverne populacije, juz-
ne populacije generalno su karakterizirane manjim
brojem privatnih alela, manjom vrijednos¢u DW'i
genetskom raznoliko$¢u, sto se ne podudara s op-
¢im predvidanjima da su najvise razine raznolikosti
prisutne u juznim regijama rasprostranjenosti vrsta
(Taberlet i sur., 1998.; Hampe i Petit, 2005.). Niske
vrijednosti genetske raznolikosti nekih juznih popu-
lacija mogucde je pripisati ljudskoj aktivnosti, tj. pre-
komjernom iskoristavanju tijekom proslog stoljeca.
Do 1850-ih, biljni materijal za izdvajanje piretrina
intenzivno je prikupljan iz prirode (Ozani¢, 1955.),
stoga je vrlo vjerojatno da je prekomjerna eksplo-
atacija odgovorna za tako nisku genetsku raznoli-
kost i vrijednost DW. Iznimka je populacija s otoka
Peljesca kod koje je utvrdena visoka razina genske
raznolikosti popra¢ena malim brojem privatnih alela
i niskom DW vrijednos¢u, $to govori da je rije¢ o
skorasnjoj populaciji, te da postoji slobodan protok
gena iz susjednih populacija. Ova je populacija vjero-
jatno zona sekundarnog kontakta izmedu divergen-
tnih linija i antropogenog je porijekla. Za hibridne
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SLIKA 3.2. REZULTATI ANALIZE GENETSKE STRUKTURE PRIRODNIH POPULACIJA DALMATINSKOG BUHACA NA
TEMELJU AFLP BILJEGA UZ POSTOJANJE: A) DVA GENSKA SKUPA (K = 2); B) TRI GENSKA SKUPA (K = 3).

populacije sa Zlarina, Primostena i Solte takoder se
pretpostavlja da su antropogenog podrijetla te da su
utemeljene razmjenom sjemenskog materijala izme-
du poljoprivrednika iz razlicitih geografskih regija u
svrhu osiguravanja biljnog materijala za uzgoj buha-
¢a, koji je zapoceo 1850-ih u blizini Dubrovnika i
brzo se prosirio dalmatinskim primorjem i otocima
(Ozani¢, 1955.).

Kao $to je i spomenuto, populacije s Biokova
grupirale su se u zasebni genski skup, kao rezultat
geografske izolacije od ostalih populacija, koja za
posljedicu ima smanjen protok gena (Vucetich i
Waite, 2003.). Kod biokovskih populacija utvrdene
su najnize vrijednosti genetske raznolikosti i DW $to
upucuje na ¢injenicu da su navedene populacije na-
stale skora$njim $irenjem te da su prosle kroz genet-
sko usko gtlo, $to je rezultiralo smanjenjem genetske
raznolikosti. Biokovske populacije uzorkovane su na
znatno visim nadmorskim visinama (od 1295 do
1335 m. n.v.), od ostalih populacija, sa zemljopisno
i ekoloski rubnih podrudja rasprostranjenosti vrste,
stoga je bilo i za ocekivati takve rezultate (Eckert
i sur., 2008.). Na vi§im nadmorskim visinama s
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atipi¢nim klimatskim uvjetima za termofilnu biljnu
vrstu, vrlo je malo vjerojatno da bi se u danasnje
vrijeme mogao ocekivati spontani razvoj populacija.
Medutim, pretpostavlja se da je tijekom nekih proslih
razdoblja koja su bila toplija od sadasnjih (holocenski
klimatski optimum) (Rossignol-Strick, 1999.) doslo
do visinskih pomaka u rasprostranjenosti vrste, $to je
zabiljezeno i kod drugih vrsta sa zapadnog Balkana
(Surina i sur., 2011.).

Genetska diferencijacija izmedu populacija mogla
se bolje objasniti na temelju bioklimatskih razlika iz-
medu lokacija uzorkovanja populacija (12,3 %), $to je
pokazala analiza izolacije uslijed ekoloske udaljenosti
(engl. isolation-by-environmen; IBE; Mendez i sur.,
2010.), nego li izolacijom uslijed udaljenosti(eng].
isolation-by-distance; IBD; Rousset, 1997.), ¢ijom je
analizom utvrdeno da se 5,6 % genetske diferenci-
jacije izmedu populacija moze objasniti prostornom
udaljenos¢u. Rezultati analize izolacije uslijed eko-
loske udaljenosti u najvecoj mjeri objasnjava odva-
janje populacija s Biokova. Kao $to je i spomenuto,
navedene populacije nastanjuju stanista koja se po
ekoloskim uvjetima znatno razlikuju od stanista



preostalih populacija u istrazivanju, te predstavljaju
tipi¢ne slucajeve ekoloske izolacije. Mikroklimatski
uvjeti zna¢ajno utjecu na fenologiju biljaka (Dahl-
gren i sur., 2007.), odnosno temperatura, fotoperiod
i vlaga glavni su ¢imbenici koji utje¢u na obrasce
cvatnje i formiranje plodova kod biljaka (Warren i
sur., 2011.). Zbog nizih temperatura i visih koli¢ina
oborina, populacije s planine Biokovo cvatu kasnije
(oko 20 dana) od populacija na nizim nadmorskim
visinama, stoga se njihove fenoloske faze ne poduda-
raju, $to u konacnici rezultira genetskom izolacijom
i diferencijacijom od ostalih populacija.

Istrazivanje genetske raznolikosti i strukture dal-
matinskog buhaca pomoc¢u biljega SSR bilo je
provedeno na 194 jedinke iz 10 hrvatskih prirod-
nih populacija uzorkovanih na podru¢ju prirodne
rasprostranjenosti vrste. Za istrazivanje je koristeno
12 mikrosatelitnih lokusa koji su za vrstu razvijeni
pomocu sekvenciranja sljede¢e generacije (engl. next
generation sequencing; NGS)(Varga i sur., 2022.).
Detektirano je ukupno 121 alel s prosjekom od
10,08 alela po lokusu, $to upuéuje na postojanje
velike genetske raznolikosti (Tablica 3.2.). Najnize
vrijednosti alelnog bogatstva (engl. allelic richness;
N ) zabiljezene su u populaciji Biokovo (2,86) dok
su najvise zabiljezene u populaciji Zlarin (5,02). Kod
10 populacija ukupno je zabiljezeno 36 privatnih ale-
la, a najvise u populaciji Konavle, njih 7. Vrijednosti
zapazene heterozigotnosti (/) kretale su se od 0,46
(Ciovo) do 0,61 (Konavle), §to je tipi¢no za strano-
oplodne vrste (Nincevi¢ i sur., 2021.). Fiksacijski
indeks (F) pokazao je da ne postoji znacajno od-
stupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze u slu¢aju
sedam populacija (znacajni nedostatak heterozigota
zabiljezen je u populacijama Cres, Zlarin i Ciovo).
Kod populacije Biokovo utvrdeno je i genetsko usko
grlo (engl. bottleneck) kao posljedica smanjenja velici-
ne populacije. Analiza molekularne varijance (AMO-
VA) pokazala je da je ve¢ina genetske raznolikosti
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uvjetovana razlikama izmedu jedinki unutar popula-
cija (87,03 %), dok je manji dio raznolikosti moguce
objasniti razlikama izmedu populacija (12,97 %).
Razina genetske diferencijacije izmedu populacija
bila je umjerena (F, = 0,129). Najmanja vrijednost
genetske diferencijacije kao i najmanja vrijednost
tetivne udaljenosti utvrdena je izmedu populacija
Senj i Peljesac. Najveca tetivna udaljenost utvr-
dena je izmedu populacija Biokovo i Mali Lo$in,j.
Na stablu izradenom metodom sparivanja susjeda
(engl. neighbour-joining; NJ) prikazano je odvaja-
nje populacija u dvije skupine (vrijednost bootstrap
79 %). Prva skupina ukljucuje oto¢ne populacije i
populaciju Konavle, dok drugu skupinu sa¢injava-
ju kopnene populacije uz oto¢nu populaciju Ciovo
(Slika 3.3.). Jasno je prikazano i odvajanje biokovske
populacije od ostatka kopnene skupine (vrijednost
bootstrap 68 %). U prethodno opisanom istraziva-
nju dalmatinskog buhac¢a na temelju AFLP sustava
biljega utvrdeno je odvajanje istrazivanih populacija
na sjevernu i juznu skupinu populacija, kao i odvaja-
nje populacija s Biokova od ostatka juznojadranskih
populacija (Grdisa i sur., 2014.). Sli¢no grupiranje
populacija karakteristi¢no je i za druge mediteranske
biljne vrste sli¢nog areala rasprostranjenosti, kao $to
su ljekovita kadulja (Jug-Dujakovi¢ i sur., 2020.) i
sredozemno smilje (Nincevi¢ i sur., 2021.).
Bayesovskom analizom genetske strukture utvr-
deno je postojanje dva (K = 2; Slika 3.4.a), odnosno
tri (K = 3; Slika 3.4.b) genska skupa unutar analizi-
ranih populacija. Ovi su rezultati u skladu s onima
dobivenim analizom genetske udaljenosti pa je tako
genski skup A dominantan u oto¢nim populacijama
i populaciji Konavle, dok je genski skup B dominan-
tno prisutan u kopnenim populacijama i populaciji
Ciovo. Genski skup C bio je dominantan samo u
populaciji Biokovo, $to je u skladu s ostalim anali-
zama na ovom uzorku. Ovaj genski skup utvrden je
i u prethodnom istrazivanju provedenom pomocu
AFLP sustava biljega, sto dodatno ukazuje na to
da su biokovske populacije dalmatinskog buhaca
prostorno izolirane od populacija iste vrste. U po-
pulacijama Senj i Zlarin utvrdeno je najvise jedinki
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TABLICA 3.2. MOLEKULARNA RAZNOLIKOST 10 PRIRODNIH POPULACIJA DALMATINSKOG BUHACA NA TEMELJU 12 MIKROSATELITNIH LOKUSA.

BROJ PRIMKE POPULACIJA N, N, N, H, H, F
MAP02797 Cres 5,000 4,647 5 0,508 0,557 0,087*
MAP02799 Senj 4,750 4,477 4 0,576 0,581 0,009
MAP02814 Mali LoSinj 4,417 4,277 2 0,568 0,617 0,080
MAP02800 Ugljan 3,833 3,770 3 0,524 0,516 -0,016™
MAP02813 Zlarin 5,333 5,015 3 0,565 0,632 0,106™
MAP02807 Ciovo 3,500 3,367 5 0,463 0,486 0,048
MAP02809 Biokovo 2917 2,864 1 0,466 0,475 0,018™
MAP02806 Hvar 4,500 4,238 3 0,558 0,560 0,003
MAP02803 Peljesac 4,583 4,337 3 0,592 0,581 -0,018"
MAP02769 Konavle 4917 4,537 7 0,608 0,571 -0,066™

MAP - Broj primke u Kolekciji ljekovitog i aromaticnog bilja, Zagreb, Hrvatska, (dostupno na: cpgrd.
hcphs.hr); N, - prosjecni broj alela; N, - alelno bogatstvo; NW - broj privatnih alela; H, — zapaZena
heterozigotnost; H, — ocekivana heterozigotnost; F,; — fiksacijski indeks (**nesignifikantno;
xsignifikantno kod P < 0,05; ** signifikantno kod P < 0,01; *** signifikantno kod P < 0,001)

Biokovo

Mali Losinj

0.01

SLIKA 3.3. NEIGHBOR-JOINING STABLO IZRADENO PREMA

TETIVNIM UDALJENOSTIMA IZMEDU 10 POPULACIJA
DALMATINSKOG BUHACA NA TEMELJU SSR BILJEGA.

Ciovo
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hibridnog porijekla u kojima su genski skupovi A i B
bili podjednako zastupljeni, $to ukazuje na njihovo
antropogeno podrijetlo.

Genetska diferencijacija izmedu populacija mogla
se objasniti na temelju razlika u okolisnim ¢imbe-
nicima (temperatura, koli¢ina padalina, parametri
tla, nadmorska visina) tj. izolacijom uslijed ekolos-
ke udaljenosti (engl. isolation-by-environment; 1BE;
40,61 %), dok se izolacijom uslijed udaljenosti (engl.
isolation-by-distance; IBD) moglo objasniti svega 0,7
% genetske diferencijacije.



SLIKA 3.4, REZULTATI ANALIZE GENETSKE STRUKTURE PRIRODNIH POPULACIJA DALMATINSKOG
BUHACA NA TEMELJU SSR BILJEGA UZ POSTOJANJE: A) DVA GENSKA SKUPA; B) TRI GENSKA SKUPA.

3.9.4. BUDUCA ISTRAZIVANJA

Rezultati istrazivanja upucuju na postojanje genetske
raznolikosti i strukturiranosti prirodnih populacija
dalmatinskog buhaca. Utvrdeni obrasci rezultat su
veceg broja ¢imbenika kao $to su temeljna Zivotna
svojstva vrste, demografska povijest, okoli$ni uvjeti
te antropogeno djelovanje (Varga, 2021.). Doku-
mentirana povijest uzgoja, odnosno prijenos gena
posredstvom Covjeka svakako je utjecao na genetsku
strukturu, dok je prekomjerno iskoriStavanje bilj-
nih genetskih izvora ove vrste kod nekih populacija
dovelo do smanjenja genetske raznolikosti. Uzrok
smanjenja genetske raznolikosti svakako je i fra-
gmentacija i gubitak stanista ovog balkanskog ende-
ma uslijed urbanizacije obalnog podrué¢ja Hrvatske,
koja veliki dio svog gospodarstva temelji na turizmu.
Ipak, utvrdena genetska raznolikost dalmatinskog
buhaca predstavlja veliki potencijal za istrazivanje
otpornosti na klimatske promjene, kao i za kvalitet-
no i u¢inkovito upravljanje i zastitu ove endemske
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vrste. Prirodne populacije takoder predstavljaju po-
tencijalni izvor gena otpornosti na razlicite biotske i
abiotske ¢imbenike $to otvara moguénost prosirenja
podrudja uzgoja i u uvjetima kontinentalne klime.
Bududa istrazivanja na dalmatinskom buhacu
bit ¢e usmjerena k usporedbi prirodnih populacija
s kultiviranim biljnim materijalom iz zemalja u ko-
jima postoje dugogodis$nji oplemenjivacki programi
(Australija, Japan, Ruanda, Kenija). Nadalje, po-
mo¢u tehnologije sekvenciranja seljedeée generacije
DArTseq (engl. Sequencing-Based Diversity Array
Technology) razvit ée se brojni biljezi temeljeni na
polimorfizmu jednog nukleotida (engl. single nucle-
otide polymorphisms; SNP) koji ¢e biti primijenjeni u
daljnjim analizama genetske raznolikosti. Nadalje,
na temelju rezultata genetskih i biokemijskih analiza
provest Ce se pridruzujuée kartiranje, u svrhu identi-
fikacije biljega koji su povezani sa sintezom piretrina

kod dalmatinskog buhaca.
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Ljekovita kadulja (Salvia officinalis L.) visegodisnja
je, grmolika, do metar visoka biljka porodice usnaca
(Lamiaceae L.). Po ovoj je vrsti Carl Linné (Linnaeus,
1753.) opisao cijeli rod Salvia L. s oko 1.000 vrsta pri-
rodno rasprostranjenih u sredisnjoj i Juznoj Americi,
Sredozemlju, te sredi$njoj i isto¢noj Aziji (Walker i
sur., 2004.). U Hrvatskoj je ova biljka poznata pod
nazivima prava kadulja, krastatica, kus, pelin, sal-
via, slavulja, $alvija i zalfija (Nikoli¢, 2022.). Cijela je
biljka gusto prekrivena zljezdastim dlakama koje na
vrhu nose kuglaste spremnike s eteri¢cnim uljima. Ima
uspravnu stabljiku, a korijen ima sposobnost snaznog
prodiranja u kamenjar. Ljekovita kadulja raste u sre-
dozemnim kamenjarsko-pasnjac¢kim biljnim zajed-
nicama. Elipti¢ni listovi dugi su do 10 ¢m i $iroki do
5 cm; na dugoj su peteljci te od svih biljnih dijelova
najguscée pokriveni zljezdastim dlakama zbog ¢ega
cijela biljka ima kserofitske osobine i karakteristi¢énu
srebrenkasto-zelenu boju. Cvjetovi su dvospolni, en-
tomofilni, plavo-ljubicasti, dvousnati, do 3 cm dugi
s raznim prilagodbama na stranooprasivanje kao $to
su proteroandrija, tvorba nektara pri bazi plodnice te
posebni mehanizam za oprasivanje poznat kao ,klac-
kalica” (Walker i Sytsma, 2007.). Ovim prili¢no agre-
sivnim mehanizmom jedina dva prasnika prisutna u
cvijetu peludom ,zaprasuju” leda svakog kukea koji
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ude u cvijet. Od svih oprasivaca ljekovita se kadu-
lja najéesée oprasuje péelama te je upravo zbog tog
razloga ova vrsta jedna od najvaznijih medonosnih
biljaka primorskog dijela Hrvatske. Desetak cvjetova,
gotovo bez cvjetne stapke, na vrhu fertilnih ogranaka
oblikuje sastavljene klasaste cvatove. Ovisno o uvje-
tima staniSta cvatu oko mjesec dana, od travnja do
srpnja. Nakon oprasivanja i oplodnje plodnica od dva
plodna lista dodatno se pregradi, pri ¢emu nastaju
Cetiri jednosjemena kuglasta ploda oraha koji su u
zrelom stadiju tamnosmede boje, promjera 2 mm i
bez dodatnih mehanizma za rasprostiranje.

Blagodati ljekovite kadulje bile su poznate jos
u drevnom Egiptu, a Europom su je prosirili prvo
Rimljani, a potom kr$¢anski redovnici u srednjem
vijeku. Odredivanje prirodnog areala otezano je ti-
su¢ljetnim uzgajanjem. Naime, postoji sumnja da je
liekovita kadulja tijekom dugog razdoblja uzgoja na
mnogim mjestima pobjegla iz kulture i formirala
naturalizirane populacije (Resetnik i sur., 2016.).
Do danas je razvijeno na desetine kultivara ove vrste
pa se kao kultiviranu biljku mozZe prona¢i na svim
kontinentima. Treba istaknuti da je osim svojih bio-
kemijskih osobina ljekovita kadulja cijenjena u hor-
tikulturi kao iznimno dekorativna biljka kamenjara
(Zidovec, 2004.).



Gospodarski se najvaznija svojstva ljekovite kadu-
lje temelje na kompleksnom sastavu eteri¢nog ulja.
Eteri¢na ulja ove biljke sastavljena su od vise desetina
uglavnom lakohlapljivih terpenskih spojeva od ko-
jih su najzastupljeniji cis-tujon, kamfor, trans-tujon,
1,8-cineol, B-pinen, kamfen, borneol i bornil acetat.
Znanstveno je utvrdeno da preparati ljekovite kadu-
lje djeluju gastroprotektivno, antidijabeti¢no, protiv
pretilosti, protuupalno te da imaju antispazmatska,
virucidna, fungicidna i baktericidna svojstva, olak-
$avaju posljedice Alzheimerove bolesti, poboljsavaju
raspolozenje i kognitivne performanse te smanjuju
anksioznost. Primjena listova kadulje u teku¢inama
za grgljanje preporucljiva je zbog jakog antibakeerij-
skog djelovanja cis- i trans-tujona, koji ponekad u
etericnom ulju ljekovite kadulje prelaze udio od 60
%, no s ispijanjem preparata treba biti oprezan jer u
vedim koli¢inama tujoni mogu imati neurotoksi¢no
i hepatotoksi¢no djelovanje (Jug-Dujakovi¢ i sur.,
2012.; Grdisa i sur., 2015.).

Jadranska obala i otoci, kao i cijelo Sredozemlje,
izuzetno su bogati biljnim vrstama, a ujedno su i
jedni od najpoznatijih centara endemizma i mje-
sta brojnih uto¢ista biljnih vrsta tijekom posljednje
glacijacije u Pleistocenu poznatih kao mikrorefugiji
(Medail i Diadema, 2009.). Zbog klimatskih uvje-
ta ovo podrudje bogato je aromati¢nim i ljekovitim
biljnim vrstama koje se tisuéama godina tradicional-
no prikupljanju u prirodi. Zbog povecane potraznje
prirodnih biljnih preparata posljednjih nekoliko
desetlje¢a, osobito od strane kozmeticke i farmace-
utske industrije, prikupljanje se u prirodi pojacalo.
Ono je uz ostale negativne utjecaje ¢ovjeka kao $to su
degradacija i fragmentacija stanista, klimatske pro-
mjene, zagadenje i unosenje stranih vrsta, dovelo do
uru$avanja prirodne bioloske raznolikosti te genetske
erozije prirodnih populacija ove vrste. Nazalost, ova
povecana potraznja nije dovela do znacajnije poljo-
privredne proizvodnje ¢ime bi se zadovoljilo trziste,
ostvarila ekonomska dobit, ali i o¢uvali biljni ge-
netski izvori. Budu¢i da prirodne populacije imaju
veliku genetsku raznolikost koja im omogucéuje pri-
lagodbu stalnim promjenama u okolisu, proucavanje
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ove raznolikosti vazno je za procjenu stanja prirod-
nih populacija, njihovu zastitu te uvodenje u pro-
grame oplemenjivanja i poljoprivrednu proizvodnju.

Broj znanstvenih istrazivanja koja se bave ljekovitom
kaduljom uistinu je velik, ali ve¢ povrsno pretraziva-
nje svjetskih baza citiranosti znanstvenih radova po-
kazuje da barem dvije tre¢ine radova istrazuje kemij-
ska i ljekovita svojstva, a ostali se bave stresom (susa,
sol, temperatura), identifikacijom uzro¢nika bolesti,
etnobotanikom i istrazivanjima u prehrambenoj in-
dustriji. U 2021. godini samo su tri rada bila genet-
ske tematike (Web of Science Core Collection). Jedan
se rad bavio induciranom poliploidizacijom, drugi
filogenetskim odnosima, a tre¢i DNA-barkodira-
njem za potrebe kontrole kvalitete hrane. Zaklju¢ak
je kako su, bez obzira na godinu objavljivanja, istra-
zivanja genetske raznolikosti te istrazivanja vezana
uz oplemenjivanje i uzgoj ljekovite kadulje rijetkost.
Od malobrojnih genetskih istrazivanja ljekovite ka-
dulje svakako bi trebalo izdvojiti razvitak mikro-
satelitnih biljega (An i sur., 2010.; Radosavljevi¢ i
sur., 2011., 2012.), jedno filogeografsko istrazivanje
(Stojanovi¢ i sur., 2015.) te nekoliko istrazivanja ge-
netske raznolikosti isto¢nojadranskih te balkanskih
prirodnih i kultiviranih populacija upotrebom ge-
netskih biljega RAPD (Liber i sur., 2014.), biljega
AFLP (Jug-Dujakovi¢ i sur., 2020.) te biljega SSR
(Greguras, 2013.; Resetnik i sur., 2016.). Nasumi¢no
umnozeni polimorfni DNA biljezi (engl. Random
Amplified Polymorphic DNA, RAPD) primijenjeni su
u istrazivanju genetske raznolikosti devet prirodnih
populacija uzduz hrvatske obale Jadrana te jedne
populacije iz Bosne i Hercegovine. Utvrdena je ve¢a
raznolikost medu jedinkama u populaciji nego sto je
raznolikost izmedu populacija, $to je uobicajano za
stranooplodne biljne vrste. Rezultati su upudivali na
postojanje vise mikrorefugija u kojima su populacije
liekovite kadulje prezivjele posljednji glacijalni mak-
simum (engl. Last Glacial Maximum; LGM). Najve-
¢a genetska raznolikost i najmanji broj jedinstvenih
alela pronadena je medu populacijama iz sredi$nje
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i juzne Dalmacije, dok su populacije u sjevernom
Jadranu i u zaledu pokazivale najmanju genetsku
raznolikost i najvedi broj privatnih alela. Bayesovska
analiza populacijske strukture podrzala je raspodjelu
populacija u tri izvorne genetske skupine pri ¢emu
su genetski najraznovrsnije populacije iz juznog i sje-
vernog Jadrana pokazivale hibridno podrijetlo iz sva
tri genska skupa. Ove populacije upu¢uju na mje-
sta kontakta izmedu mikrorefugija, dok su sjeverne
genetski siromasne i izolirane populacije vjerojatno
mikrorefugijalnog podrijetla. Prilikom istrazivanja
polimorfizma duljina DNA fragmenata umnozenih
lan¢anom reakcijom polimerazom (engl. Amplified
Fragment Lenght Polimorphisms, AFLP) analizirano
je 25 populacija na sli¢cnom dijelu prirodnog areala
kao kod RAPD istrazivanja te su dobiveni vrlo sli¢ni
rezultati, osim $to je genetska diferencijacija izme-
du populacija bila nesto manja. Ova bi se razlika
medu istrazivanjima mogla pripisati ve¢em uzorku
koji je gusée pokrivao istrazivano podrucje. Za ra-
zliku od RAPD i AFLP biljega koji su dominantni
biljezi, dva istrazivanja kodominantnim mikrosa-
telitnim biljezima (engl. Simple Sequence Repeats;
SSR) omogudila su dodatne statisticke analize. U
prvom istrazivanju SSR biljezima (Greguras, 2013.)
analiziran je gotovo isti uzorak prirodnih populacija
liekovite kadulje kao kod AFLP istrazivanja. I ovo je
istrazivanje potvrdilo postojanje tri izvorne genetske
skupine, izolaciju zbog udaljenosti te ve¢u genetsku
raznolikost juznih populacija. Medutim, dobiveni
rezultati bili su puno kompleksniji pa su se mogle de-
tektirati barijere protoka gena u smjeru sjeveroistok-
jugozapad (Zrmanja, Cetina) i planinskih masiva
u smjeru sjeverozapad-jugoistok (Velebit, Biokovo).
Vedina se populacija nalazila u Hardy-Weinbergovoj
ravnotezi. Signifikantno odstupanje zabiljezeno je u
Sest populacija, a objasnjena su vjerojatnim u¢inkom
osnivaca (engl. founder effect; populacija Vratnik),
geografskom izolacijom (Mljet) te Wahlundovim
ué¢inkom (Karlobag, Mostar, Peljesac i Konavle).
Isto tako, nisu uoéeni znakovi da je neka populacija
nedavno prosla kroz genetsko usko grlo (engl. genetic
bottleneck).
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Pojedine mikrosatelitne biljege razvijene za ljeko-
vitu kadulju bilo je moguée umnoziti lan¢anom
reakcijom polimerazom i u srodnim vrstama, a po-
kazali su se i polimorfnima (Radosavljevi¢ i sur.,
2011., 2012.). Sto je vrsta bila srodnija ljekovitoj
kadulji to je s njom dijelila vise mikrosatelitnih
lokusa, a najsrodnije su se pokazale kratkozupcasta
(Salvia brachyodon Vandas) i gréka kadulja (Sal-
via fruticosa Mill.). Prednost analize istih mikros-
atelitnih lokusa kod razli¢itih vrsta primijenjena
je u tri znanstvena istrazivanja (Radosavljevi¢ i
sur., 2015.; Radosavljevi¢ i sur., 2019., 2020.). U
prvom istrazivanju provedena je analiza mikros-
atelitnih lokusa populacija sve tri navedene vrste.
Pokazalo se da populacija sredi$njeg dijela areala
sirokorasprostranjene vrste (ljekovita kadulja) pos-
jeduje veliku i stabilnu genetsku raznolikost, da su
populacije endemi¢ne vrste s malim i medusobno
izoliranim populacijama (kratkozupcasta kadulja)
sklone odstupanju od Hardy-Weinbergove ravnoteze
i klonalnom razmnozavanju, te pokazuju jasne
naznake prolaska kroz genetsko usko grlo (engl.
genetic bottleneck), dok diskontinuirana populacija
izvan areala Sirokorasprostranjene vrste (grcka
kadulja s otoka Visa) pokazuje nedostatak hetero-
zigota i stvara meduvrsne hibride s dominantnom
vrstom kadulje na tom podrudju (ljekovita kadulja).
Drugo istrazivanje pokusalo je detaljnije analizirati
prvim istrazivanjem dokazanu hibridizaciju ljeko-
vite i gr¢ke kadulje na otoku Visu. U istrazivanju
su upotrebljeni morfoloski, genetski (AFLP i SSR)
te epigenetski biljezi (polimorfnost umnazanja ulo-
maka osjetljivih na metilaciju; engl. Methylation-
sensitive amplification polymorphism; MSAP) (Reyna-
Lépez i sur., 1997.; Bossdorf i sur., 2008.). Genetski
biljezi potvrdili su diploidnost hibridnih jedinki, a
samim tim i homoploidni tip hibridizacije. Hibridne
jedinke ve¢inom su bile potomci F, generacije, uz
mali broj jedinki F, generacije i jedinki nastalih
povratnim krizanjem. Ve¢ina morfoloskih osobina
smjestala je hibridne jedinke izmedu roditeljskih
vrsta; mjereni genetski parametri imali su najvece

vrijednosti upravo kod hibridnih jedinki, dok je ra-



zina epigenetske raznolikosti roditeljskih vrsta bila
u potpunoj suprotnosti s razinom njihove genetske
raznolikosti. Utvrdena epigenetska raznolikost uka-
zala je na vaznost epigenetskog odgovora na prom-
jene u okoli$u te potvrdila transgeneracijsku prirodu
epigenetskih promjena. Modeliranje ekoloskih nisa
pokazalo je da su klimatski uvjeti na istrazivanom
podru¢ju optimalni za ljekovitu, ali ne i za gréku
kadulju. Taj je rezultat u skladu s razmisljanjima
o antropogenom rasprostranjenju gréke kadulje na
otoku Visu koje seze jos u anticka vremena. U tre¢em
istrazivanju upotrebljena je prostorno-genetska anal-
iza visoke rezolucije kako bi se rasvijetlila klonalna
struktura populacije kratkozupcaste kadulje (Salvia
brachyodon Vandas) s poluotoka Peljesca. Istrazivana
populacija sastavljena je od velikog broja vise ili
manje izoliranih skupina jedinki razlicitih veli¢ina.
Potvrdena je prisutnost i spolne i klonske reproduk-
cije te je uocena signifikantna negativna korelacija
izmedu genetske raznolikosti i veli¢ine ovih skupina
jedinki. Naime, mlade jedinke nisu otkrivene unutar
velikih skupina, $to je objasnjeno veéim selekcijskim
pritiskom u ve¢im i vjerojatno starijim nakupinama.

U istrazivanje je bilo uklju¢eno 30 populacija
ljekovite kadulje zastupljenih s 20 do 25 biljaka.
Dvadeset i tri samonikle (divlje) populacije bile
su uzorkovane u Sloveniji (2), Hrvatskoj (8), Bo-
sni i Hercegovini (4), Crnoj Gori (2), Albaniji (2),
Sjevernoj Makedoniji (2), Grekoj (2) i Srbiji (1).
Kultivirane, odnosno naturalizirane populacije
prikupljene su u Srbiji (1), Kosovu (2), Rumunj-
skoj (2) i Moldaviji (2). U svrhu molekularne
analize kori$teno je osam mikrosatelitnih bilje-
ga (SoUZ001, SoUZ002, SoUZ003, SoUZ007,
SoUZ011, SoUZ013, SoUZ014, SoUZ019) pret-
hodno razvijenih za ljekovitu kadulju (An i sur.,
2010.; Radosavljevi¢ i sur., 2020.) Upotrebom osam
mikrosatelitnih biljega identificirano je ukupno 165
alela. Prosje¢no alelno bogatstvo (V) izracunato u

programu FSTAT (Goudet, 1995.) iznosilo je 6,929
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(Tablica 3.3.). Najmanje alelno bogatstvo (2,707)
zabiljezeno je kod kultivirane populacije iz Srbije
(P25), a najveée (10,300) kod samonikle popula-
cije iz Konavala, Hrvatska (P10). Prosje¢no alelno
bogatstvo samoniklih populacija (7,920) bilo je si-
gnifikantno vece (P < 0,001) od onog kultiviranih/
naturaliziranih populacija (3,672). Imajuéi na umu
zemljopisnu poziciju mjesta prikupljanja samoniklih
populacija, najvise vrijednosti alelnog bogatstva (V
> 9) zabiljezene su kod samoniklih populacija sa sa-
mog juga Hrvatske (P09 i P10) kao i kod triju samo-
niklih populacija iz Bosne i Hercegovine (P12, P13,
P14) koje se nalaze u srediStu podrudja rasprostra-
njenja ljekovite kadulje na Balkanskom poluotoku,
dok su vrijednosti alelnog bogatstva opadale prema
sjeveru kao i prema jugu. Jedinstveni aleli opazeni
su iskljucivo kod samoniklih populacija, a najvise
jedinstvenih alela (V= 4) otkriveno je u populaciji
P17 iz Albanije. Usporedujuéi skupine samoniklih
i kultiviranih/naturaliziranih populacija opazeno
je 115 alela u samoniklim populacijama koji nisu
bili prisutni kod kultiviranih/naturaliziranih, dok
kulivirane/naturalizire populacijama nisu imale niti
jedan jedinstveni alel.

Prosjecna zapazena heterozigotnost (/) izracu-
nata u programu GENEPOP (Raymond i Rousset,
1995.) iznosila je 0,699, a kretala se u rasponu od
0,313 do 0,854. Prosje¢na ocekivana heterozigotnost
(H,) kretala se u rasponu od 0,377 (P25) do 0,846
(P10). Kao i u slu¢aju alelnog bogatstva samonikle
populacije imale su signifikantno ve¢u (2 < 0,001)
ocekivanu heterozigotnost (0,751) od kultiviranih/
naturaliziranih (0,545). Signifikantno odstupanje
(P < 0,001) od ravnoteze po Hardyju i Weinberge-
ru utvrdeno je kod dvije kultivirane populacije iz
Rumunjske (P27 i P28) u kojima je uoden suvisak
heterozigota, te je koeficijent samooplodnje bio ne-
gativan (-0,283 kod P27 i -0,296 kod P28). Koefi-
cijenti genetske diferencijacije (F,) bili su signifi-
kantni (P < 0,05) izmedu svih parova populacija,
osim izmedu dvije susjedne samonikle populacije iz
Slovenije (P01/P02), dvije susjedne samonikle popu-
lacije iz Hrvatske (P10) i Bosne i Hercegovine (P14),
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TABLICA 3.5. GENETSKA RAZNOLIKOST POPULACIJA LJEKOVITE KADULJE (SALVIA OFFICINALIS L.) NA TEMELJU 0SAM MIKROSATELITNIH BILJEGA

POPULACIJA NALAZISTE DRIAVA  STATUS N, S
P01 Petrinjski Kras SVN S 7,930 0 0,745 0,795 0,063 ns Al
P02 Petrinje SVN S 8,258 0 0,854 0,795 -0,075 ns Al
P03 Krk HRV S 7,708 0 0,717 0,734 0,024 ns Al
P04 Pag HRV S 7,948 1 0,754 0,759 0,008 ns Al
P05 Pirovac HRV S 7,107 0 0,707 0,708 0,002 ns Al
P06 Sparadici HRV S 9,071 1 0,698 0,743 0,060 ns Al
P07 Unesi¢ HRV S 8,990 1 0,736 0,771 0,045 ns Al
P08 Vis HRV S 6,655 0 0,717 0,712 -0,007 ns A2
P09 Peljesac HRV S 9,949 2 0,754 0,768 0,018 ns A2
P10 Konavle HRV S 10,300 0 0,825 0,846 0,025 ns A2
P11 Hutovo blato BIH S 7,372 2 0,817 0,758 -0,078 ns A2
P12 Mostar BIH S 9,709 1 0,762 0,796 0,043 ns A2
P13 Medugorje BIH S 9,471 1 0,818 0,815 -0,004 ns A2
P14 Trebinje BIH S 9,847 2 0,777 0,833 0,067 ns A2
P15 Pjesivci, Niksi¢ MNE S 6,721 0 0,693 0,745 0,070 ns Al
P16 Sutorman, Bar MNE S 7,651 1 0,699 0,718 0,026 ns A2
P17 Llogora ALB S 8,633 4 0,744 0,764 0,027 ns A2
P18 Rrenci ALB S 8,694 0 0,743 0,802 0,073 ns A2
P19 Jablanica, Globo¢ica MKD S 6,458 2 0,683 0,699 0,024 ns A3
P20 Karaormar, Burinec ~ MKD S 6,210 1 0,720 0,725 0,007 ns A3
P21 Lygeri, Kozani GRC S 5,752 0 0,679 0,673 -0,009 ns A3
P22 Skiti, Kozani GRC S 6,600 1 0,672 0,702 0,042 ns A3
P23 Vermicé KOS N 4,089 0 0,598 0,561 -0,067 ns B
P24 Mirusha KOS N 4,076 0 0,505 0,561 0,100 ns B
P25 Pancevo SRB K 2,707 0 0,313 0,377 0,171 ns B
P26 Gradiste SRB S 5,134 0 0,537 0,608 0,118 ns A2
P27 Bacau, Motoc ROM K 4,189 0 0,783 0,610 -0,283 *xx B
P28 Bihor, Avram lancu ROM K 3,639 0 0,793 0,612 -0,296 **kx B
P29 Chishinau MDA N 3,886 0 0,592 0,595 0,004 ns B
P30 Lopatica, Calme MDA N 3,121 0 0,545 0,497 -0,096 ns B

DrZava: ALB - Albanija; BIH — Bosna i Hercegovina; GRC — Gréka; HRV — Hrvatska; KOS — Kosovo; MKD - Sjeverna Makedonija;
MLD - Moldavija; MNE — Crna Gora; ROM — Rumunjska; SRB - Srbija; SVN — Slovenija; Status: S — samonikla populacija,

N - naturalizirana populacija, K — kultivirana poplacija; N, - alelno bogatstvo; N - broj jedinstvenih alela; H, - zapaZena
heterozigostnost; H, — oCekivana heterozigostnost; F; — koeficijent samooplodnje; P — oznaka signifikantnosti testa Hardy—
Weinbergove ravnoteze: ns — nesignifikantna vrijednost, *** — signifikantna vrijednost na razini P < 0,001); Genetska skupina —
genetska skupina na temelju Bayesovske analize populacijske strukture pomoc¢u programa STRUCTURE (Pritchard i sur., 2000.).
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te izmedu dvije susjedne naturalizirane populacije s
Kosova (P23/P24).

Genetska udaljenost izmedu populacija izracunata
je na temelju tetivne udaljenosti po Cavalli-Sforza
i Edwardsu (engl. chord distance; Cavalli-Sforza i
Edwards, 1967.), dok je nezakorijenjeno stablo izra-
deno metodom po Fitchu i Margoliashu (engl. Fitch-
Margoliash method; FM; Fitch i Margoliash, 1967.).
Pouzdanost pojedinih grananja na stablu utvrdena
je metodom bootstrap (Felsenstein, 1985.) koriste¢i
1.000 pseudoponavljanja. Analiza je provedena u
programu PHYLIP (Felsenstein, 1995.). Samonikle
populacije su se svrstale u skladu sa zemljopisnom
pozicijom mjesta prikupljanja; od Slovenije na sje-
verozapadu, do Grcke na jugoistoku analiziranog
podrudja (Slika 3.5.). Sedam kultiviranih/naturali-
ziranih populacije ¢inilo je zasebnu skupinu visoke
pouzdanosti (vrijednost bootstrap 99 %) ukazujuéi na
zajednicko podrijetlo kultiviranog biljnog materijala.
Budu¢i da su sve kultivirane/naturalizirane popula-
cije uzorkovane u sredi$njem i isto¢nom dijelu Bal-
kanskog poluotoka pretpostavlja se da je kultivirani
biljni materijal potekao iz Instituta za proucavanje
liekovitog bilja ,,Dr Josif Panici¢”, Beograd, Srbija,
jedne od vodecih ustanova za oplemenjivanje ljekovi-
tog i aromati¢nog bilja na Balkanu u drugoj polovici
dvadesetog stoljeca.

Analiza molekularne varijance (engl. Analysis of
molecular variance; AMOVA) (Excofhier i sur., 1992.)
provedena u programu ARLEQUIN (Excofhier i
sur., 2005.) pokazala je da vedinu genetske razno-
likosti (83,73 %) uvjetuju razlike izmedu jedinki
unutar populacija, no signifikantna vrijednost (P <
0,0001) parametra ¢, izmedu populacija ukazala
je na postojanje populacijske diferencijacije. Dvo-
smjerna analiza molekularne varijance pokazala je
da postoje signifikantne (@, = 0,110; P < 0,0001)
razlike izmedu skupina samoniklih i kultiviranih/
naturaliziranih populacija.

Nakon provedbe Bayesovske analize populacij-
ske strukture pomoéu programa STRUCTURE
(Pritchard i sur., 2000.) najvisa je vrijednost para-
metra AK utvrdena pri K = 2 (3183,82), a sljedeca
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najveéa pri K = 4 (4,10). Prilikom analize na temelju
hipoteze o postojanju dvije genetske skupine (K = 2),
sve jedinke samoniklih populacija bile su pridruze-
ne skupini A, dok one kultiviranih/naturaliziranih
skupini B. Pri K = 4, utvrdene su tri podskupine
kod samoniklih populacija (Slika 3.6.). Podskupinu
A1 ¢inile su sjevernojadranske populacije uklju¢ujuci
dvije populacije iz Slovenije (P01 i P02), pet od osam
hrvatskih populacija (P03-P07) te jedna crnogorska
(P15). Podskupina A2 obuhvacala je juznojadranske
populacije uklju¢ujudi tri populacije s juga Hrvat-
ske (P07-P09), sve populacije iz Bosne i Hercegovine
(P11-P14) te jednu crnogorsku (P16) i dvije albanske
populacije (P17 i P18). Disjunktna populacija iz St-
bije (P26) uzorkovana u Si¢evackoj klisuri takoder
je pripala podskupini A2. Poskupina A3 ukljucivala
je populacije iz Sjeverne Makedonije (P19 i P20) i
Grcke (P21 i P22). Imajudi na umu teoriju o posto-
janju vi$e glacijalnih mikrorefugija na podrudju Bal-
kanskog poluotoka (model refugija unutar refugija;
engl. refugia within refugia model; Gémez i Lunt,
2007.) kojoj u prilog idu brojna filogeografska istra-
zivanja samonikle flore Balkana (Surina i sur., 2011.;
Lakusi¢ i sur., 2013.; Grdisa i sur., 2014.; Kutnjak i
sur., 2014.; Glasnovié i sur., 2018.; Nincevié i sur.,
2021.) moguce je pretpostaviti da podskupine Al,
A2 i A3 predstavljaju populacije koje su podrijetlom
iz triju razlicitih glacijalnih mikrorefugija. Tijekom
postglacijalne kolonizacije ljekovita kadulja pono-
vo je uspostavila relativno kontinuirano podrucje
rasprostranjenja uz stabilan prijenos gena izmedu
susjednih populacija i nastajanje brojnih mijesanih
(hibridnih) populacija.

Analiza izolacije uslijed udaljenosti (engl. isola-
tion by distance; IBD; Rousset, 1997.) provedena je
izratunom korelacije izmedu matrice genetskih [F,/
(1-F,)] i zemljopisnih [/z(km)] udaljenosti izmedu
iskljucivo samoniklih populacija. Nakon provedbe
Mantelovog testa (Mantel, 1967.) utvrdena je signi-
fikantna korelacija (r = 0,474; R* = 0,225; P, <
0,0001), $to ukazuje na to da se 22,50 % genetske
diferencijacije izmedu samoniklih populacija moze
objasniti njihovom prostornom udaljeno$¢u.
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SLIKA 3.5. NEZAKORIJENJENO STABLO IZRADENO PO METODI FITCHA | MARGOLIASHA NA TEMELJU
TETIVNIH UDALJENOSTI IZMEBU 30 POPULACIJA LJEKOVITE KADULJE (SALVIA OFFICINALIS L.)
IZRACUNATIH 1Z ALELNIH UCESTALOSTI 0SAM MIKROSATELITNIH BILJEGA. NA GRANAMA SU
PRIKAZANE VRIJEDNOSTI BOOTSTRAP VECE 0D 50%. 0ZNAKE POPULACIJA NAVEDENE SU U TABLICI 1.

SLIKA 3.6. GENETSKA STRUKTURA
30 POPULACIJA LJEKOVITE
KADULJE (SALVIA OFFICINALIS
L.) PROCIJENJENA NA TEMELJU
0SAM MIKROSATELITNIH
BILJEGA U PROGRAMU
STRUCTURE PRI K = 4. UDIO
GENOMA SVAKE POPULACIJE
PRIDRUZEN ODREDENOJ
GENETSKOJ SKUPINI PRIKAZAN
JE RAZLICITIM BOJAMA:

Al SIEVERNOJADRANSKA
SKUPINA (TAMNOPLAVO),

A2 JUZNOJADRANSKA

SKUPINA (SVJETLOPLAVO),

A3 SJEVERNOMAKEDONSKO-
GRCKA SKUPINA (ZELENO),

B KULTIVIRANA/NATURALIZIRANA
SKUPINA (CRVENO).

ALB - ALBANIJA; BIH - BOSNA

| HERCEGOVINA; GRC - GRCKA;
HRV - HRVATSKA; KOS - KOSOVO;
MKD - SJEVERNA MAKEDONIJA;
MLD - MOLDAVIJA; MNE - CRNA
GORA; ROM - RUMUNJSKA;

SRB - SRBIJA; SVN - SLOVENIJA.
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Evolucijska povijest ljekovite kadulje na Balkan-
skom poluotoku analizirana je pomo¢u Aproksima-
tivne Bayesovske analize (engl. Approximate Bayesian
computation; ABC; Beaumont i sur., 2002.) u pro-
gramu DIYABC (Cornuet i sur., 2014). Simulacije
koalescencije provedene su u svrhu testiranja alter-
nativnih povijesnih scenarija temeljenih na rezul-
tatima analize genetske strukture (STUCTURE)
samoniklih populacija uklju¢ujuéi samo one jedinke
koje su pridruzene odredenoj genetskoj skupini (A1,
A2, A3) uz vjerojatnost ve¢u od 90 % (Q > 0,90).
Povijesni scenariji ukljuceni u analizu bili su sljede¢i:
(S1) Populacija Al nastala je iz populacije A2, koja je
nastala iz populacije A3; (S2) Populacija A3 nastala
je iz populacije A2, koja je nastala iz populacije Al;
(§3) Populacije Al i A3 nastale su iz populacije A2;
(§4) Populacija A2 nastala je mijesanjem populacija
Al 1iA3, te (S5) Sve su se tri populacije razdvojile u
isto vrijeme. Koalescentna ABC analiza pokazala je
da je procijenjeni medijan posteriorne vjerojatnosti
(engl. posterior probability; PP) za scenarij S5 (PP
0,440 uz 95 %-tni interval pouzdanosti od 0,365
do 0,514) bio vi$i od medijana scenarija S1 (0,166),
$2 (0,193), S3 (0,075) i S4 (0,126), a da se 95 %-tni
interval pouzdanosti nije preklapao niti s jednim od
ostalih scenarija. Scenarij S5 pretpostavljao je jedno-
stavan model u kojem su se sve tri populacije (A1,
A2 i A3) razdvojile od ancestralne prije # generacija.
Medijan efektivnih veli¢ina populacija A1, A2, A3
i ancestralne populacije iznosio je IV, = 4,330, N, =
7,190, NV, = 2,440 N, = 8,550. Procijenjeni medijan
vremena divergencije (#) iznosio je 525 generacija,
uz 95 %-tni interval pouzdanosti od 157 do 1540.
Pouzdanih podataka o generacijskom vremenu (eng].
generation time) ljekovite kadulje nema, a za usko
srodnu gréku kadulju (. fruticosa Mill.) navodi se
da pojedine jedinke mogu Zivjeti i do 300 godina
(Rivera i sur., 1994.). Ukoliko pretpostavimo da lje-
kovita kadulja ima sli¢an zivotni vijek, vrijeme di-
vergencije koje je iznosilo 525 generacija moglo bi se
smjestiti u pleistocen. Stoga se u skladu s teorijom o
postojanju vise glacijalnih mikrorefugija i rezultati-
ma analize genetske strukture moze pretpostaviti da
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je tijekom posljednjeg glacijalnog maksimuma (engl.
Last Glacial Maximum; LGM) ljekovita kadulja pre-
zivjela u tri mikrorefugije, tako da je do razdvajanja
populacija A1, A2 i A3 doslo u razdoblju od prije 25
do 18 tisuca godina.

Kako bi se potaknuli programi oplemenjivanja i
uvodenja ove vrijedne ljekovite i aromati¢ne bilj-
ne vrste u poljoprivrednu proizvodnju, u okviru
Znanstvenog centra izvrsnosti za bioraznolikost i
molekularno oplemenjivanje bilja (CroP-BioDiv)
na podrudju cijelog prirodnog areala provodi se pri-
kupljanje primki i popunjavanje kolekcije ljekovite
kadulje i srodnih vrsta. Na prikupljenom materija-
lu provode se biokemijske analize sastava eteri¢nih
ulja te mnogobrojne genetske analize. U svrhu skla-
panja i anotiranje genoma ljekovite kadulje koriste
se metode sekvenciranja sljedece generacije (engl.
Next Generation Sequencing, NGS). Analiza bilje-
zima SNP (engl. Single Nucleotide Polymorphism;
polimorfizam pojedina¢nog nukleotida) metodom
DArTseq (Melville i sur., 2017.) posluzit ¢ée za cjelo-
genomsku studiju pridruZivanja (engl. Genome-Wide
Association Study; GWAS; Visscher i sur., 2012.) u
svrhu identifikacije gena koji nadziru biosintetski put
kojim nastaju pojedine sastavnice eteri¢nog ulja. U
daljnja istrazivanja genetske raznolikosti ljekovite
kadulje bit ¢e ukljucene diskontinuirane populacije
s Apeninskog poluotoka, kao i populacija podvrste
Salvia officinalis subsp. lavandulifolia (Vahl) Gams
(Reales i sur., 2004.) rasprostranjene na Iberijskom
poluotoku. Analiza mikrosatelitnim biljezima do-
punit ¢e se analizom sekvenci kloroplastne DNA.
Posebna paznja posvetit ¢e se daljnjim genetskim
i biokemijskim istrazivanjima krizanaca izmedu
liekovite i greke kadulje (Salvia fruticosa Mill.) na
otoku Visu; u svijetu jedinstvenom nalazi$tu na ko-
jem dolazi do spontane hibridizacije izmedu te dvije
biljne vrste.
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Sli¢nost izmedu agroekoloskih uvjeta u europskim
regijama od Biskajskog zaljeva do Crnog mora i ame-
rickog kukuruznog pojasa uocena je jo$ na pocetku
modernog uzgoja kukuruza (Jonasson, 1926.), a uvo-
denje kukuruza u Stari svijet trebalo je uspjeti, jer
su se domace rase (tradicijski kultivari) donesene iz
SAD-a lako uzgajale u mnogim europskim podru¢-
jima. Medutim, neka od prvih uvodenja kukuruza
u dijelove Europe nakon otkri¢a Amerike vjerojatno
su propala u Sirim razmjerima zbog lose procjene
sposobnosti adaptacije donesenih sorti, kao i kultu-
roloskog jaza. Dobro je poznato da je tijekom ranog
16. stoljeca nekoliko populacija kukuruza karipskog
podrijetla bilo rasireno u juznoj Spanjolskoj i Italiji,
ali vjerojatno je tek nakon odvojenog uvodenja Sje-
vernih tvrdunaca kasnije u istom stolje¢u, kukuruz
uvelike dospio i do sredisnjih dijelova Europe (Re-
bourg i sur., 2003.; Tenaillon i Charcosset, 2011.;
Mir i sur., 2013.). Uzastopno spontano mijes$anje
tvrdunaca s germplazmom kukuruznog pojasa olak-
$alo je njegovu prilagodbu europskim klimatskim
uvjetima, s umjerenim znakovima uskih grla selek-
cije i selekcijom za lokuse koji sadrze gene uklju¢ene
u odgovor na stres (Brandenburg i sur., 2017.).
Jugoisto¢na Europa (JIE), koja se prvenstveno
sastoji od Balkanskog poluotoka, mozZe se smatra-
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ti europskim pandanom americkom kukuruznom
pojasu s dobro prilagodenom germplazmom zubana
umjerenog pojasa, te vise od 20 % sjetvenih povrsi-
na pod kukuruzom (Leff i sur., 2004.). Stovise, vise
od 35 % europskog kukuruza za zrno proizvedeno
je u Srbiji, Rumunjskoj i Madarskoj te kontinental-
noj Hrvatskoj u razdoblju od 2010. — 2014. (USDA,
2020.). U novijim izvje$¢ima prikazano je kako su
Hrvatska, Srbija, Rumunjska i Madarska u 2018.
1 2019. g. zajedno pridonijele 52 % odnosno 51 %
ukupnoj proizvodnji kukuruza u Europskoj uniji +
Srbija (Eurostat, 2019.; Republic of Serbia, 2020.).
U bivsoj Jugoslaviji veliki broj domacih primki
(>2000) razvrstanih u 18 rasa, pokazao je veliku vari-
jabilnost unutar i izmedu rasa, kao i visoku oéekivanu
heterozigotnost (Geric i sur., 1989.; Ignjatovi¢-Mici¢ i
sur., 2013.), $to vjerojatno odrazava viSestruko podri-
jetlo i uvodenje kukuruza u ovu regiju uo¢ljivo i kroz
rijeci na razli¢itim jezicima koje oznac¢avaju kukuruz
kao ,tursko Zito”, ili ,kolomba¢”, rijeci koja potice
od rijec¢i Kolumbo u Crnoj Gori (Leng i sur., 1962.).
Na temelju morfoloske procjene, povijesne domace
rase bivse Jugoslavije nalikuju mnogim razli¢itim
povijesnim populacijama, kao $to su Amarillo de
Ocho (Crnogorski sitnozrni tvrdunac), Americki
Sjeverni tvrdunci (osmoredni tvrdunci), stari Juzni



zubani (mnogoredni meki zubani), itd., zajedno s
nekoliko recentnijih stranooplodnih sorata (engl.
open-pollinated varieties; OPV) s kraja 19. stolje¢a kao
sto su Hichory King i Golden Mine/Golden Flood
(zubani velikog zrna), Queen of Prairie (Rumski/Vu-
kovarski/Beljski/Sidski zuti zuban) i mnogim drugim
s pocetka 20. stolje¢a (Kozumplik i Martini¢-Jerci¢,
2000.; Hadi, 2006.; Babic i sur., 2012.).

U prvoj polovici 20. stolje¢a uzgoj izvornih OPV-
a postupno je zamijenjen uzgojem inter-OPV hibrida
sa znatnim (20 - 30 %) povecanjem prinosa u odno-
su na izvorne sorte (Tavcar, 1955.). Nakon Drugog
svjetskog rata, neke od europskih tradicionalnih
sorti koristene su za razvoj hibrida prilagodenih
europskim uvjetima (Rojc i sur., 1983.; Tenaillon
i Charcosset, 2011.), a krizane su s materijalima iz
americkih uvezenih dvostrukih (engl. double-cross)
hibrida, kao $to je W9 x Hy, Hy x Oh07, W32 x
W187 itd. tijekom 1950-ih (Brki¢ i sur., 2003.; Hadi
i sur., 2013.). Razvoj lokalno uzgojenih hibrida ku-
kuruza bio je toliko popularan u jugoisto¢noj Europi
tijekom 1960-ih, da se ¢ak nagadalo da ¢e nadmasiti
proizvodnju americkih hibrida u narednim deset-
lje¢cima (Leng i sur., 1962.), uglavnom zbog visih
troskova proizvodnje sjemena americkih hibrida u
usporedbi s ustaljenom praksom. Medutim, pobolj-
$anje performansi natjeralo je proizvodacde sjemena
da prihvate nove postupke, pa su prvi dvostruki kri-
zanci originalnog pedigrea stvoreni pocetkom 1960-
ih (Rojc i sur., 1983.), a potom trostruki (engl. zhree-
way cross) i jednostruki (engl. single-cross) hibridi.
Izvor tadasnje moderne americke germplazme bila
je organizirana neograni¢ena proizvodnja americkih
dvostrukih hibrida otvorenog pedigrea u jugosla-
venskim javnim istrazivackim institutima u sklopu
plana ameri¢ke pomod¢i preko americke Uprave za
strane organizacije, iz izvornih inbred linija (Tav¢ar,
1955.). Uvezene inbred linije sredinom 1950-ih bile
su: W19, 38-11, Hy, L317, N6, K148, K150, M14,
W32, W187, A374, A375 i Oh07.

Podaci o molekularnoj raznolikosti genetskog
materijala kukuruza u JIE oskudni su (Suteu i sur.,
2013.). Ipak, dugo se nagadalo o koristenju JIE ku-
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kuruza kao izvora pozeljnih alela i genetske razno-
likosti (Leng i sur., 1962.), a ve¢ina materijala jos
je uvijek pohranjena u bankama gena. Razmatranje
vaznosti biljnih genetskih izvora opéenito ima naj-
manje dva kompatibilna aspekta. Prvo je ocuvanje
bioloske raznolikosti koja je suzena nacinom na koji
je povijesna raznolikost iskoriStena (Planchenault i
Mounolou 2011.). Drugi je aspekt koriStenje svih
dostupnih modernih alata za uzgoj, kao $to su gusta
genotipizacija, fenotipizacija visoke propusnosti, itd.
kako bi se detektirala i iskoristila povoljna varijabil-
nost prevladavanjem problema, kao $to je vezanost
gena (Ortiz i sur., 2010.; Sood i sur., 2014.; Unterseer
isur., 2016.; Holker i sur., 2019.).

U oplemenjivackoj zajednici postoji zabrinutost
da bi trenutna shema oplemenjivanja kukuruza gdje
samo jedinke pojedinih pedigrea dospijevaju u vise
cikluse oplemenjivanja, mogla dovesti do toga da do-
stupna germplazma postane elitnija, ali i genetski
manje raznolika (Lu i Bernardo, 2001.; Reif i sur.,
2005.). Zbog izrazitog heterozisa u okviru hetero-
ticnih obrazaca kod uzgoja kukuruza (Lee i Tracy,
2009.), zadrzava se raznolikost na razini populacije
(Slika 3.7.), ali kako bi se odrzao dugoro¢ni napredak
oplemenjivanja, iskoristavanje svih dostupnih resursa
germplazme neizbjezno je, posebno za svojstva pove-
zana s adaptacijom (Bouchet i sur., 2013.; Romero
Navarro i sur., 2017.; Wegary i sur., 2019.). Moder-
ni hibridi kukuruza koji se danas uzgajaju diljem
svijeta, uglavnom su jednostruki krizanci razvijeni
kroz zamr$ene sheme kriZanja i testiranja u ciljanim
populacijama okolina, od strane multinacionalnih
kompanija. S druge strane, tek marginalni trzi$ni
udjeli ostvareni su od strane malih tvrtki i javnih in-
stitucija (FAO/IHS Markit Agribusiness Consulting,
2019.), sto utjece na otpornost proizvodnog lanca
sjemena na promjene klime, vlasnistva kompanija
ili trzi$nih uvjeta.

Ova studija slu¢aja predstavlja skracene i preli-
minarne rezultate istrazivanja koji ¢e biti naknadno
objavljeni, a u kojem ¢e detaljno biti opisana genetska
raznolikost povijesne germplazme JIE, lokalne reduk-
cije raznolikosti uzrokovane selekcijom, te genetska
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ontologija gena pronadenih u lokusima pod selekci-
jom. Materijal koji je analiziran u radu su 572 inbred
linije pohranjene u Banci gena Instituta za kukuruz
»Zemun polje” (ZP panel) u Srbiji, od kojih je njih
455 razvijeno na podru¢ju JIE od kraja 1950-ih do
1980-ih godina.

U ovoj studiji slucaja je genetska raznolikost pro-
matrana iz vi$e razli¢itih perspektiva. Na razini
cijelih kromosoma, ili cijelog genoma utvrdena je
povezanost pojedinih izvornih skupina kroz analizu
izglednosti da pojedini aleli dolaze iz iste ishodisne
populacije. U radu je za analizu genetske raznoliko-
sti koristen osnovni set od 572 inbred linije iz ZP
panela, te 402 linije s javno dostupnim podatcima,
genotipiziranih istom tehnologijom pri Technische
Universitit Miinchen, Njemacka (TUM panel —
155 linija) i INRAE, Francuska, u sklopu projekta
DROPS (DROPS panel — 247 linija). Javno dostupni

paneli koji predstavljaju najvaznije Europske genet-
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ske izvore posljednjih 50-ak godina, u vidu opleme-
njivackih linija Europskih tvrdunaca (Njemacka) i
zubana umjerenog pojasa (Francuska), koristeni su
kako bi se poveéala informativnost analize genetske
strukeure, te s ciljem identifikacije izvori$nih popu-
lacija u pan-europskom okviru. Provedena je analiza
Admixture koriStenjem 460263 zajednickih filtrira-
nih i imputiranih SNP biljega. Utvrdeno je postoja-
nje 7 izvornih populacija u kombiniranom setu od
974 inbred linije (Slika 3.8.) koristenjem metode za
neujednaceno uzorkovane populacije (Puechmaille,
2016.) u programskom sucelju Structure Selector
(Li i Liu, 2018.). S obzirom da se radi o izvornim
oplemenjivac¢kim populacijama s visokom zastuplje-
nos$¢u originalnih izvornih linija, prag za pripadnost
pojedinoj ishodisnoj populaciji (Q) postavljen je na
strogih Q = 0,9.

Najzanimljivije otkri¢e ove analize bilo je izosta-
nak moderne heteroti¢ne skupine Iowa Reid Yellow
Dent (Iodent) u ZP panelu. Skupina Iodent nastala je
nakon razvoja linije PH207 1970-ih od strane ople-
menjivacke kompanije Pioneer i njezine komercija-
lizacije 1983. godine (McConnell i Richard, 1983.).



Wfaf

Ovo otkri¢e pokazuje povijesni kontekst genotipizi-
ranog panela, s tek dvije linije s pripadnosti skupini
lIodent od Q = 0,706 i Q = 0,705, te jednom linijom
s Q = 0,644. Velika je vjerojatnost da su visoke vri-
jednosti pripadnosti istoj ishodi$noj populaciji uzro-
kovane koristenjem materijala oplemenjivackog pro-
grama Reid yellow dent u JIE (Ignjatovi¢-Mici¢ i sur.,
2013.) za dobivanje linija (Rojc i sur., 1983.; Hadi i
sur., 2013.) iz kojega je podrijetlom i skupina Iodent.
Toj teoriji ide u prilog i najvisa genetska raznolikost
unutar Reid yellow dent-a ovjekovjecena poslovicom
»You can get anything out of Reid” (Lu i Bernardo,
2001.). U ZP panelu opéenito je utvrden mali broj
¢istih linija iz ve¢ine ishodi$nih populacija, osim K5
i K6 definiranim povijesnim linijama Oh07B/Wf9 i
A374. Izrazena prisutnost materijala ovog podrijetla
(Slika 3.9.) povezana je s prispije¢em ovih i srodnih
linija nakon Drugog svjetskog rata u sklopu Americ¢-
kog plana za europsku obnovu u tadasnjoj Jugoslaviji
preko FOA (engl. foreign organisation administration).
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SLIKA 3.8. KLADOGRAM IZRADEN METODOM
PRIDRUZIVANJA SUSJEDA (ENGL. NEIGHBOR
JOINING) S OBOJENIM LINIJAMA S Q > 0,9

U ANALIZI METODOM ADMIXTURE | SEDAM
ISHODISNIH POPULACIJA (K = 7).

Prema Tavcaru (Tavcar, 1955.), ove su linije slobodno
kori$tene u jugoslavenskim oplemenjivackim progra-
mima, a za razliku od domadtih sorti pokazivale su
znatno dulje trajanje vegetacije i bolja agronomska
svojstva. Koristenje ovih linija u JIE bilo je toliko ra-
Sireno da su se zbog velikog broja dogadaja mijesanja
s ostalom germplazmom formirale kao zasebne isho-
di$ne populacije $to je potvrdila analiza Admixture,
a nije slu¢aj u germplazmi ameri¢kog kukuruznog
pojasa (White i sur., 2020.).

Na razini pojedinih kromosoma ili genomskih
regija, oplemenjivanje Cesto prati ciklicke obrasce,
a germplazma razvijena u jednom ciklusu prolazi
krizanjima kroz iteracije, s ciljem prilagodbe i po-
boljsanja pojedinih svojstava od interesa. Ovakav
nacin prilagodbe germplazme kroz oplemenjivacke
cikluse ima za cilj razbiti vezanost gena te prenijeti
samo pozeljne alele u daljnje potomstvo, premda je
uz razmjerno mali broj rekombinacija i to naj¢es¢e na
bliskim pozicijama (Rodgers-Melnick i sur., 2015.)
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odredena kolic¢ina vezanosti gena neizbjezna. Samo-
oplodnja, koja je sastavni dio procesa proizvodnje
inbred linija kukuruza, takoder bitno smanjuje broj
efektivnih rekombinacija, ostavljajuéi tragove sma-
njene genetske raznolikosti rasirenima kroz dulje
fragmente genoma (Hartfield i Bataillon, 2018.).
Rekombinacije su u samooplodnji opéenito
izglednije izmedu homozigotnih pozicija, pa se stoga
njihova efektivna stopa (7 ) smanjuje prareci faktor
1 —2F+ @, uzimajuéiu olgzir omjer samooplodenih
potomstava o, koeficijent samooplodnje F =0/ (2—
0), te @ kao vjerojatnost da su dva lokusa identi¢nog

porijekla (Hartfield i Glémin, 2016.) definiranu kao:

0(2—-0)—-2(1—-r)r(2-30))

R ¢ s 1y G ¢

S obzirom da su geni pod selekcijom vazni za svoj-
stva od interesa obi¢no unutar duljih lokusa okruzeni
neutralnim regijama, njihova se akumulacija proma-

70

0.20 0.25

tra dinamicki, pretpostavljaju¢i da je postojala faza
zatecene raznolikosti u germplazmi prije definira-
nja ideotipa pojedinog lokusa po, pracena selekci-
jom za pozeljni alel ¢ija frekvencija raste od o do
fiksacije (Berg i Coop, 2015.). Pozeljnost pojedinog
alela takoder se moze promatrati fleksibilno, ovisno
o trzisnim zahtjevima (bijela ili crvena boja svile,
indentacija zrna) ili pozeljnoj fenotipskoj ekspresiji
u novonastalim uvjetima (susa, niska opskrbljenost
hranjivima). Opisani model selekcije dovodi do pro-
cesa koji se naziva selektivna zamjena (engl. selective
sweep) i podrazumijeva selektivno ,,istiskivanje” po-
stojece varijabilnosti u korist pojedine pozeljne vari-
jante. Zbog vezanosti gena, a posredno i samooplod-
nje kako je opisano ranije, dulji fragmenti genoma
mogu ukazivati na selekciju za samo pojedini gen
unutar regije niske genetske raznolikosti. Smanjenje
raznolikosti unutar regija mijenja spektar frekvencije
lokusa (engl. site frequency spectrums; SFS), uzrokujudi
odstupanje SES od distribucije pod pretpostavkom



neutralnog modela (bez selekcije) (Nielsen i sur.,
2005.). Akumulacija neutralnih, genetski vezanih
varijanti i promjene njihovih frekvencija nazivaju
se genetsko stopiranje (engl. genetic hitchiking) (Fay
i Wu, 2000.) i predstavljaju jednu od najvaznijih
metoda analize selekcije na razini genoma. Nielsen
isur. (2005) razvili su Bayesovski pristup analizi po-
zitivne selekcije za guste molekularne biljege nazvan
sloZeni omjer izglednosti (engl. composite likelihood
ratio; CLR,) u formi:

L(regija|SFS)

CLR = ——————=
L(genom|SFS)

koji kao brojnik koristi izglednost da je pojedina
regija pod selekcijom na temelju odstupanja SFS
od neutralnog modela, a kao nazivnik empirijsku
izglednost neutralnog modela izracunatu na temelju
cijelog genoma.

Pradeno je nekoliko pokazatelja selekcije koji
analiziraju guste molekularne biljege u odnosu na

neki od pretpostavljenih modela lokalnog smanjenja
raznolikosti. Najznacajniji rezultati CLR prikazani
su u Tablici 1. S obzirom da je genotipizacija panela
provedena genotipizacijskim ¢ipom (engl. genotyping
array) koji se oslanja na raznolikost obuhvadenu u
populaciji koristenjem koje je ¢ip razvijen, utvrde-
no je da rezultati genotipizacije ovom tehnologijom
Cesto pokazuju potvrdnu pristranost prema nekom
od alela obuhvaéene populacije, tj. rijetki aleli ¢esto
nisu genotipizirani. Pojava takve pristranosti moze
uzrokovati umjetno ,,peglanje” genomskih regija, te
prouzroditi umjetna odstupanja SES od neutralnog
modela. Kako bi se sprijecila pojava artefakata SFS,
postoje razli¢ite procedure ublazavanja potvrdne
pristranosti u rezultatima dobivenim kori$tenjem
genotipizacijskih ¢ipova, najefikasnija od kojih je
uklanjanje redundantnih biljega koristenjem fakto-
ra inflacije varijance (engl. variance inflation factor;
VIF) po formuli VIF = 1/(1-7?) unutar regija od 50
biljega (Malomane i sur., 2018.). Za analizu selek-

TABLICA 3.4. NAJVISI SLOZENI OMJERI IZGLEDNOSTI (ENGL. COMPOSITE LIKELIHOOD RATIO; CLR)

ZA REGIJE POD SELEKCIJOM, TE GLAVNI ATRIBUTI REGIJE POD SELEKCIJOM.

NAJVISI

NAJVECA

ANALIZA GENETSKE RAZNOLIKOSTI STUDIJE SLUCAJA

KROMOSOM POCETAK (MBP) KRAJ (MBP*) CLR DULJINA (MBP) BR. BILJEGA BR. GENA

1 115,14 154.8 10,3 39,65 457 249
1 117,14 159,21 9.94 36,42 407 223
1 117,14 153,56 9.94 36,42 407 223
1 143,63 159,21 7 15,58 286 133
3 181,65 18191 7,43 0,26 32 7

6 493 54,46 6,72 5,16 30 41
7 45,57 52,91 7.49 7,35 113 64
7 98,86 106,23 12,2 7,37 140 76
8 70,46 76,86 11,21 6,4 152 102
9 2,88 3,26 6,75 0,37 18 5
10 36,23 50,58 8,1 14,35 137 85

2Mbp — mega bazni par, milijun baznih parova udaljenosti na fizikalnoj mapi
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DEVELOPMENTAL PROCESS
A (60:0032502; 2

[ REPRODUCTION (60:0000003; 2

W REPRODUCTIVE PROCESS
(60:0022414; 2

RESPONSE TO STIMULUS
(60:0050896; 101

METABOLIC PROCESS
(60:0008152; 55

SLIKA 3.10. ANALIZA ONTOLOGIJE GENA POVEZANIH S BIOLOSKIM PROCESIMA, DETEKTIRANIH

M DEVELOPMENTAL PROCESS
(60:0032502; 2

1 LOCALIZATION (60:0051179; 4

7 BIOLOGICAL REGULATION
(60:0065007; 7

W RESPONSE TO CHEMICAL
(60:0042221; 4

I RESPONSE TO ABIOTIC
STIMULUS (G0:0009628; 6

CELLULAR RESPONSE TO
STIMULUS (60:0051716; 15

W RESPONSE TO COLD
(60:0009409; 2

CELLULAR RESPONSE TO
STRESS (G0:0033554; 15

UNUTAR REGIJA KOJE POKAZUJU TRAGOVE SELEKCIJE (TABLICA 1) KORISTENJEM SUSTAVA PANTHER.
NAJVECI BROJ GENA (101) PREDSTAVLJA TERMIN ODGOVOR NA STIMULUS (A). SVI OVI GENI UKLJUCENI
SU U ODGOVOR NA STRES (B), A NEKI OD NJIH TAKOBER | U DRUGE BIOLOSKE PROCESE, DOK JE 15 GENA
POVEZANO SA STANICNIM ODGOVOROM NA STRES (C), A 2 S 0DGOVOROM NA HLADNOCU.

cije u predmetnom radu provedeno je uklanjanje
redundantnih biljega kori$tenjem metode klize¢eg
prozora (engl. sliding window) koristenjem VIF = 2,
u regijama od 50 biljega s pomakom od 5 biljega u
programu Plink (Purcell i sur., 2007.). Nakon ukla-
njanja preostalo je 58264 biljega za analizu selekcije.
CLR je u ovom radu izra¢unat kori$tenjem programa
SweeD (Pavlidis i sur., 2013.) koji slijedi metodolo-
giju opisanu u (Nielsen i sur., 2005.), ali optimizi-
ra izra¢un za vedi broj biljega. Regije obuhvacene s
najvisih 1 % CLR-ova prikazane su u Tablici 3.4.
zajedno s duljinama regija koje pokazuju poremecaje
u SFS, brojem biljega u regiji, te brojem gena u refe-
rentnom sastavku genoma prema analizi programom
BioMart (Kinsella i sur., 2011.).

Iz Tablice 3.4. vidljivo je da je vedina regija koje

pokazuju tragove selekcije vrlo dugacka, cesto ¢ak i
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vise od 10 % ukupne duljine kromosoma (pozicije
115,14 do 117,14 na kromosomu 1). Samo dvije regije
s tragovima selekcije u ZP panelu bile su krace od
1 Mbp i sadrzavale 7, odnosno 5 gena. Ukupni broj
gena u regijama s tragovima selekcije bio je 1208.
Velika duljina genomskih regija pod selekcijom uka-
zuje na protok malog broja generacija od znatne po-
pulacijske ekspanzije (Hartfield i Bataillon, 2018.),
$to je u skladu s otkri¢em velikog broja inbred li-
nija grupiranih oko americkog materijala pridoslog
nakon Drugog svjetskog rata. Posebna relevantnost
ovoga ogleda se u ¢injenici da je vedina materijala
sadrzanog u ZP panelu pohranjena u Banku gena
Instituta za kukuruz ,Zemun polje” tijekom 1960-ih
i 1970-ih godina 20. stolje¢a, sto je u skladu s dugim
oplemenjivackim ciklusima inbred linija kukuruza sa
stopom razmnozavanja od jedne generacije godisnje



(Hallauer i sur., 2010). Brza ekspanzija materijala i
njegova prisutnost u vecini materijala; ¢ak 91,1 %
materijala iz ZP panela pokazuje pripadnost grupi
A374 Q > 0,1, sugerira da se svaki oplemenjivacki
program kukuruza u bivsoj Jugoslaviji naglo okrenuo
radu s americ¢kim linijama, suprotno predvidanjima
da ¢e oplemenjivanje koristenjem lokalnih tradicij-
skih kultivara biti najznacajniji na¢in oplemenjivanja
kukuruza na ovim prostorima (Leng i sur., 1962.).

Svih 1208 gena pronadenih unutar regija s tra-
govima selekcije podvrgnuto je analizi ontologije
u sucelju programa PANTHER (Mi i sur., 2013.).
Analiza ontologije detektiranih gena pokazala je
znacajno obogacenje (p < 107¢) bioloskih procesa,
s najznacajnijim terminom response to stimulus/ res-
ponse to stress (Slika 3.10.).

Analizom ontologije pokazano je da je oplemenji-
vacki rad za zajednicki cilj imao adaptaciju materijala
na uvjete JIE, tj. pobolj$anje tolerantnosti na stres
postojece germplazme koriStenjem americkog ma-
terijala kao izvora pozeljne raznolikosti. Iz rezultata
istrazivanja proizlazi potreba za detaljnom fenotip-
skom karakterizacijom ovog panela, kao potencijalno
vrijedne germplazme u oplemenjivanju za toleran-
tnost na stres. Zaklju¢no, ovaj panel zasigurno pred-
stavlja jedan od vrjednijih javnih izvora germplazme
kukuruza u Europi s obzirom na gustu genotipi-
zaciju, povijesni kontekst i dokazanu akumulaciju
alela povezanih s odgovorom na stres, pogotovo u
vrijeme sve izrazenijeg utjecaja klimatskih promjena
na poljoprivrednu proizvodnju.
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ZOE ANDRIJANIC, NELSON NAZZICARI, HRVOJE SARCEVIC,
MAJA ZULJ MIHALJEVIC, ALEKSANDRA SUDARIC, IVAN PEJIC

Soja (Glycine max (L.) Merill) je zeljasta biljka iz
porodice Fabaceae (ex Leguminosae) (mahunarke ili
lepirnjace), a kao ratarska kultura uzgaja se vise od
Cetiri tisu¢e godina. Podrijetlom je iz Kine, odakle
se postupno prosirila na druge kontinente, a danas
predstavlja jednu od najvaznijih bjelancevinastih i
uljnih kultura u svijetu (Miladinovi¢ i sur., 2008.).
Znacaj soje proizlazi iz kakvoce njenog zrna koje
sadrzi 35 - 50 % visokovrijednih bjelancevina te
18 - 24 % ulja, ovisno o kultivaru i uvjetima uzgoja
(Vratari¢ i Sudari¢, 2008.). Soja se moze koristiti kao
ljudska hrana, sto¢na hrana te sirovina u prehram-
benoj, kemijskoj i farmaceutskoj industriji. Osim sto
je pozeljna u prehrambenoj industriji, soja je vrlo
pozeljna i u plodoredu, zbog izuzetne sposobnosti $to
korijen soje ulazi u simbiozu s kvrzi¢nim bakterijama
i tako obogacuje tlo atmosferskim dusikom. U Hr-
vatskoj se zrno soje najce$ée koristi u industriji sto¢ne
hrane kao sojina sa¢ma i brano namijenjeno sastav-
ljanju krmnih smjesa, a manje u ljudskoj prehrani.
Bududi da je veéina soje uvezena u Europsku uni-
ju, posebno iz Sjeverne i Juzne Amerike, proizvedena
s genetski modificiranim (GM) kultivarima i $to su
europski potrosaci nepovjerljivi prema toj tehnologiji
te uzimajudi u obzir to $to postoji rastudi interes za
lokalne proizvode, trgovacki lanci i druge relevantne
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institucije podrzavaju odrzive sustave u proizvodnji
ne-GM soje (EK, 2018). U Europi postoje brojni
programi oplemenjivanja soje usmjereni na razvoj
elitnih ne-GM kultivara za brzo rastude trziste GM-
free proteina za sto¢nu hranu.

Soja se na prostoru danasnje Republike Hrvatske
pojavljuje pocetkom 20. stolje¢a, no ozbiljnijeg uzgo-
ja nema sve do 1988. kada povrsine pod sojom dose-
7u 34.177 ha (Vratarié i Sudari¢, 2008.). Od 2000.
godine, kada ukupne povrsine zauzimaju 47.487 ha,
uzgoj soje ima stalnu tendenciju porasta. Danas je
soja tre¢a kultura po zasijanim povr$inama u Repu-
blici Hrvatskoj i uzgaja se na otprilike 90.000 ha s
godi$njom proizvodnjom zrna od 320.000 ¢ (DZS,
2020). U Republici Hrvatskoj proizvodnja genetski
modificirane soje nije dozvoljena (NN 126/2019) te
zbog navedenog ne-GM soja moze imati perspektivu
na trzi$tima koja isklju¢uju uporabu GM organiza-
ma. U Hrvatskoj je razvijen oplemenjivacki rad s
ciljem dobivanja kultivara koji su dobro prilagodeni
uzgojnim uvjetima sjeverozapadne i isto¢ne Hrvat-
ske. Poljoprivredni institut u Osijeku i Agronomski
fakultet u Zagrebu sustavno provode oplemenjivacke
programe koji su rezultirali velikim brojem priznatih
kultivara, koji danas ¢ine glavninu sortimenta soje
u Hrvatskoj.



Kina je primarni genski centar soje, s mnogim azij-
skim zemljama kao sekundarnim genskim centrima.
Iako je soja rasirena u azijskim zemljama prije dvije
do tri tisuce godina, na Zapadu nije bila poznata
sve do 18. stolje¢a (Hymowitz, 2008.). Veca alelna
raznolikost pronadena je u divljoj soji nego u kulti-
viranoj (Kuroda i sur., 2009.). Kako bi se bolje isko-
ristila postojeca genetska raznolikost soje, nuzna je
suradnja izmedu kolekcija i programa oplemenjivanja
u javnom i privatnom sektoru (Carter i sur., 2016.).
Zbog male varijabilnosti morfoloskih deskriptora
i uglavnom nepoznatih pedigrea, odabir divergen-
tnih roditelja za krizanja veliki je izazov, kao i razli-
kovanje kultivara te zastita oplemenjivackih prava
brzo rastuceg broja novih kultivara. Za ucinkovito
prosirenje genetske osnove modernih kultivara soje
potreban je detaljan uvid u genetsku raznolikost
germplazme soje, a to se moze posti¢i molekular-
nom karakterizacijom pomo¢u DNA biljega, koji su
informativniji, stabilniji i pouzdaniji u usporedbi s
analizom pedigrea i tradicionalno koriStenim mor-
foloskim biljezima (Jamali i sur., 2019.).

Iako je uzgoj soje u Europi zapoceo relativno ka-
sno, malo je pouzdanih informacija o podrijetlu ili
pedigreu soje unesene u Europu. Obi¢no se smatra da
genetska pozadina soje koja rano dozrijeva, uglavnom
potjece iz Sjeverne Amerike. Medutim, postoje neki
stednjoeuropski oplemenjivacki programi koji se pro-
vode vise od 30 godina i uklju¢uju azijsku germplaz-
mu, kao $to je program oplemenjivanja u Svicarskoj
(Rotzler i sur., 2009.). S druge strane, ve¢ina ople-
menjivackih materijala i registriranih kultivara soje
iz jugoisto¢éne Europe, ukljucujudi i Hrvatsku, usko
je povezana s oplemenjivackim programima SAD-a
i Kanade (Vratarié i Sudarié, 2008.; Hahn i Wiirs-
chum, 2014.; Miladinovi¢ i sur., 2018.). Opéenito,
uspjeh oplemenjivanja bilja ovisi o kontinuiranom
prosirenju genetske osnove koja ima presudnu ulogu
u prilagodbi usjeva na nove uvjete okolisa. To postaje
jos vaznije u kontekstu ostrih klimatskih promjena
i povezanih biotskih i abiotskih ¢imbenika stresa,
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bududi da $ira genetska osnova osigurava rezervoar
gena za tolerantntnost/otpornost na razlicite okoliSne
stresove. Novi kultivari obi¢no proizlaze iz stroge se-
lekcije na najvaznija svojstva i potje¢u od manjeg bro-
ja elitnih kultivara, $to utje¢e na smanjenu genetsku
raznolikost sortimenta i pove¢ava njegovu ranjivost
na stresove (Bhanu, 2017.). Razvojem tehnologije
DNA biljega znatno je olaksano utvrdivanje podri-
jetla i genetskih odnosa unutar germplazme soje,
medutim, kako soja jo$ uvijek igra manju ulogu u
europskoj poljoprivredi, samo je nekoliko objavljenih
studija koje analiziraju genetsku raznolikost europ-
ske germplazme soje (Ristova i sur., 2010.; Hahn i
Wiirschum, 2014.; Miladinovi¢ i sur., 2018.; Zulj
Mihaljevi¢ i sur., 2020.; Saleem i sur., 2021.).

Kako bismo razumjeli povijesne genetske obrasce
hrvatske germplazme soje, pomo¢u SSR biljega pro-
cijenjena je genetska raznolikost hrvatskih kultivara
i oplemenjivackih linija soje razvijenih na Agronom-
skom fakultetu Sveucilista u Zagrebu (AFZ) i Po-
ljoprivrednom institutu Osijek (PIO) tijekom Cetiri
desetljeca, izmedu 1980. i 2019. godine. Analizom
su obuhvacena 52 genotipa soje, od kojih je devet
registrirano u 1980-ima, 15 u 1990-ima te 14 u
2000-ima i 2010-ima. Isti materijal svrstan je u dvije
skupine koje predstavljaju oplemenjivacke programe:
AFZ (23 genotipa) i PIO (29 genotipova). Materijal je
za potrebe istrazivanja prikupljen iskljucivo od ople-
menjivaca i pouzdanih oplemenjivackih zbirki te je
analiziran na 42 mikrosatelitna lokusa ravnomjeno
rasporedena po genomu kako je opisano u radu Zulj
Mihaljevi¢ i sur. (2020.). Koristenjem softvera Ge-
nAlEx 6.5 (Peakall i Smouse, 2012) izra¢unat je pro-
sje¢an broj alela po lokusu (Na), broj efektivnih alela
(Ne), ukupni broj alela, Shannonov informacijski in-
deks (I), broj jedinstvenih alela, genska raznolikost ili
ocekivana heterozigotnost (He) i genetske udaljenost
po Neiu (GD) (Nei, 1973.) te je provedena analiza
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molekularne varijance (AMOVA) radi procjene ge-
netske varijabilnosti izmedu i unutar skupina.

Prosje¢an je broj alela po lokusu iznosio 3,17, 3,36,
3,74 1 3,55 za genotipove iz 1980-ih, 1990-ih, 2000-
ih i 2010-ih, dok je ukupan broj jedinstvenih alela za
ista Cetiri desetlje¢a iznosio 13, 11, 20, i 12, odnosno
u prosjeku 0,31, 0,26, 0,48 i 0,29. Shannonov in-
formacijski indeks, kao i o¢ekivana heterozigotnost
bili su najve¢i u 2000-ima, a najnize u 1990-ima

(Slika 3.11.). Ukupni broj alela takoder je bio najve-
¢i u 2000-ima (118), a najmanji u 1990-ima (109).
Prosje¢na se genetska udaljenost izmedu genotipova
unutar desetlje¢a kretala od 0,49 u 1990-ima do 0,53
u 1980-ima, ali uocene razlike nisu bile statisticki
znacajne.

Prosjecan je broj alela po lokusu iznosio 4,09 za

genotipove razvijene na AFZ i 4,00 za genotipove s
PIO (Slika 3.12.). Ukupan je broj jedinstvenih alela
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za navedene oplemenjivacke kuée iznosio 40, odno-
sno 36, u prosjeku po lokusu 0,95 i 0,86. Shannonov
informacijski indeks i o¢ekivana heterozigotnost ta-
koder su bili ve¢i na AFZ nego na PIO (1,01 i 0,54
odnosno 0,97 i 0,51).

Oplemenjivacki je program AFZ pokazao neznat-
no ve¢i ukupni broj alela (162) od programa PIO
(156). Prosjecna je genetska udaljenost izmedu kul-
tivara unutar oplemenjivackih programa bila zna-
¢ajno vec¢a za AFZ (0,538) nego za PIO (0,512), vje-
rojatno zbog postojanja tri neovisna oplemenjivacka
podprograma unutar AFZ-a. AMOVA je pokazala
da varijabilnosti izmedu desetlje¢a sudjeluje s 1 % a
varijabilnost, a izmedu dva oplemenjivacka programa
sa 6 % u ukupnoj genetskoj varijabilnosti.

Ukupni rezultati pokazuju da se genetska vari-
jabilnost hrvatske germplazme soje nije smanjila u

proteklih 40 godina.

Kako bi se procijenile genetske raznolikosti i genet-
ske strukture europske komercijalne germplazme te
sama mo¢ identifikacije genotipa, u istrazivanju Zulj
Mihaljevi¢ i sur. (2020.) provedena je karakterizacija
97 komercijalnih kultivara i oplemenjivackih linija
soje. Svi obuhvaéeni genotipovi uzgajaju se u Euro-
pi, a vedina ih je razvijena u raznim istrazivackim i
oplemenjivackim institucijama u Europi (86), dok
ih je 11 introducirano iz Sjeverne i Juzne Amerike.
Za genotipizaciju koriStena su 42 mikrosatelitna bi-
liega prema odabiru i protokolu navedenom u Zulj
Mihaljevi¢ i sur. (2020.).

Skup od 27 najpolimorfnijih biljega pokazao se
dovoljan za razlikovanje svih 97 genotipova. Ge-
netski odnos medu proucavanim genotipovima
vizualiziran je UPGMA dendrogramom koji je 96
genotipova razdvojio u dva glavna klastera koji se
sastoje od 50, odnosno 46 genotipova. Vedi klaster
s 50 genotipova uglavnom je bio sastavljen od kul-
tivara podrijetlom iz talijanskih oplemenjivackih
programa, a ukljucivao je i sve kultivare introdu-
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cirane iz SAD-a i Argentine. Ovaj je klaster dalje
bio podijeljen u tri podklastera. Prvi je podklaster
ukljucivao 21 talijanski kultivar i pet ostalih, koje
potjecu iz zapadno-europskih oplemenjivackih pro-
grama. Drugi podklaster obuhvacao je Cetiri kul-
tivara iz jugoisto¢ne Europe i tri sjevernoamericke
introdukcije. Tre¢i podklaster ukljucivao je ve¢inom
talijanske kultivare, zajedno s nekoliko novijih hrvat-
skih oplemenjivackih linija. Drugi je veliki klaster
(46 genotipova) obuhvacao dva veéa podklastera, od
kojih jedan s pretezno hrvatskim kultivara, a drugi sa
kultivarma proizaslim iz oplemenjivackih programa
Rumunjske, Francuske i Svicarske. Lissabon, kultivar
koji potjece iz jednog kanadskog oplemenjivackog
programa, izdvojila se kao genetski najudaljenija.
Klasterska je analiza pokazala da je uska genetska
baza europske germplazme rasporedena u dvije veli-
ke skupine sa srednje jakom korelacijom s njezinim
geografskim podrijetlom.

Genetska struktura europske germplazme proci-
jenjena na temelju Bayesanovkog modela pokazala
je postojanje dvije podskupine. Talijanska germplaz-
ma formirala je jasnu skupinu s 85 % kultivara s
populacijom predaka podskupine 1. Pokazalo se da
Hrvatska germplazma potjece uglavnom iz popula-
cije predaka iz skupine 2 sa samo ~20 % mijeSanog
podrijetla, dok francuska germplazma potjece ili iz
populacije predaka 1 ili 2, ili je pak bila mijesanog
podrijetla. Rumunjski su kultivari uglavnom imali
podrijetlo u populaciji 1, dok je ostatak potjecao iz
populacije 2 ili je bio mijesanog podrijetla. Srpska
germplazma takoder je bila prili¢no raznolika s dije-
lom kultivara podrijetlom iz populacije predaka 2, a
dijelom iz populacije predaka 1. Svicarska germplaz-
ma, iako zastupljena sa samo 4 kultivara, pokazala
je svoje podrijetlo uglavnom iz populacije predaka
2. Zulj Mihaljevi¢ i sur. (2020.) isti¢u da za to¢ne
usporedbe razine genetske raznolikosti germplazme,
procijenjene pomoc¢u SSR-a, izmedu razlicitih studija
treba uzeti u obzir podrijetlo SSR lokusa u smislu
njihove lokacije na genomu, te veli¢inu uzorka (broj
analiziranih genotipova). SSR biljezi koje je istrazi-
vacka zajednica koristila za karakterizaciju tijekom
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godina bili su uglavnom razli¢iti, a ne standardizi-
rani. lako su se kriteriji za odabir lokusa temeljili
na njihovoj visokoj genskoj raznolikosti (He), ne
ocekuje se da isti biljezi budu jednako informativni
kada se primjenjuju na razli¢ite germplazme. Npr.,
Sest SSR biljega preporuéenih od Song i sur. (1999.)
za identifikaciju kultivara sjevernoamericke germ-
plazme, pokazali su znatno veéi broj alela (Na) i vise
He vrijednosti (npr. za lokus Satt009 Na = 16 i He
= 0,82) nego u studiji Zulj Mihaljevi¢ i sur. (2020.)
(Na = 8 i He = 0,63). Unato¢ podjednakom broju
genotipova analiziranih u navedenim studijama (101
kod Song i sur., 1999. 1 97 kod Zulj Mihaljevi¢ i sur.,
2020.) znatno manje detektiranih alela i manja gen-
ska raznolikost, te dvostruko vise biljega potrebnih za
medusobno razlikovanje europskih kultivara soje, u
usporedbi sa sjevernoamerickom germplazmom, uka-
zali su na mnogo nizu genetsku raznolikost europske
germplazme. S druge strane, informativnost pet SSR
biljega zajednickih studiji Priollija i sur. (2002.), koji
su analizirali 186 brazilskih elitnih kultivara, te 97
europskih kultivara analiziranih u Zulj Mihaljevi¢ i
sur., (2020.) bila je slicna. Obje studije pokazale su
sli¢an prosje¢ni broj alela po lokusu, kao i prosje¢nu
gensku raznolikost na svim SSR lokusima (Na=5,98;
He = 0,63 naspram Na = 5,3; He = 0,64). Medutim,
dvostruko vedi broj genotipova u brazilskoj studiji
sugerira postojanje veée genetske raznolikosti unutar
komercijalne europske nego brazilske germplazme.
Kada se uzme u obzir raznolikost 131 genotipa iz 14
azijskih zemalja (Abe i sur., 2003) otkrivajudi 11,9
alela po lokusu, 129 (Wang i sur., 2006.) i 159 (Li i
sur., 2011.) kineskih kultivara koji su pokazali 12,2
i 14,2 alela po lokusu, kao i 205 kineskih i 39 japan-
skih genotipova (Guan i sur., 2010.), koji su pokazali
16,2 alela po lokusu, jasno je da je samo dio dostu-
pne genetske raznolikosti prisutan u komercijalnoj
europskoj germplazmi. Provedena genetska karak-
terizacija dala je uvid u genetsku strukturu germ-
plazme europske soje te moze posluziti kao polaziste
za budude oplemenjivacke odluke. Objavljeni SSR
podaci analizirane komercijalne europske germplaz-
me mogu posluziti za potrebe identifikacije kultivara
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te kao temelj za javnu bazu podataka kultivara soje
(Zulj Mihaljevié i sur., 2020).

U provedenom istrazivanju unutar Znanstvenog
centra izvrsnosti za bioraznolikost i molekularno
oplemenjivanje bilja na Agronomskom fakultetu
Sveucilista u Zagrebu, analizirana je kolekcija od
221 genotipa soje koristenjem SoySNP50K i Select
Bead ¢ipa-a, koji sadrzi 50.000 SNP biljega. S ci-
liem dobivanja informacija o raznolikosti i strukturi
populacije primijenjeno je nekoliko komplementar-
nih pristupa: analiza glavnih komponenti (PCA)
i analiza glavnih koordinata (PCoA), Bayesovske
analiza strukture genetskih skupina pomocu pro-
grama STRUCTURE, UPGMA klasterska analiza,
AMOVA, Wrightova F statistika te ratunanje ge-
netske udaljenost prema Neiu (GD). STRUCTU-
RE, klasterska i PCA analize imale su sli¢ne obrasce
grupiranja $to ukazuje da analizirana germplazma
uglavnom pripada dvjema subpopulacijama. Kori-
stenjem PCA analize otkrivena je blaga populacijska
struktura u prouc¢avanoj kolekciji germplazme soje,
s udjelom genetske varijabilnosti objasnjen s prve tri
glavne komponente u iznosu od 26 %. Prve su tri
glavne komponente vizualno razlikovale kultivare
prema zemlji podrijetla, grupi zriobe i godinama
priznavanja kultivara. S obzirom na zemlju podrije-
tla, talijanski su se kultivari jasno izdvojile u jednu
podskupinu, dok se druga podskupina sastojala od
dvije podskupine; jedna je ukljud¢ivala uglavnom
hrvatske kultivare, a druga austrijske, $vicarske i
rumunjske. Stovide, PCA je otkrio jasnu razliku iz-
medu skupina zriobe I i 0. Konaéno, uzorak razdva-
janja prema godini priznavanja kultivara pokazao
je da su najstariji kultivari najviSe rasprseni, dok
su najmladi bili najkoncentriranije, $to ukazuje na
smanjenje genetske raznolikosti kod novijih kulti-
vara. PCoA analiza (Slika 3.13.) dala je sli¢nu sliku
kao PCA podijelivsi kolekciju germplazme u dvije



podskupine od 134, odnosno 84 kultivara. Prema
podrijetlu, ve¢ina hrvatskih (36/40), $vicarskih
(9/10) i rumunjskih kultivara (13/17) okupljena
je u jednu podskupinu. Drugu podskupinu ¢inile
su uglavnom talijanski (33/38) i francuski (16/23)
kultivari, dok su kultivari iz ostalih zemalja bile za-
stupljene u obje podskupine. U odnosu na skupine
zriobe, rani kultivari MGO (95/121) oé&ekivano su
grupirani s vrlo ranim kultivarima MG000. U dru-
goj podskupini izdvojen je MGI, dok su ostale sku-
pine zriobe bile otprilike ravnomjerno rasporedene
u obje podskupine.

Genetska struktura procijenjena na temelju Baye-
sovskog modela kao i klasterske UPGMA analize
(Slika 3.14.) takoder je pokazala postojanje dvije sku-
pine. Klaster 1 (n = 88) se u dendrogramu uglavnom
sastoji od talijanskih (33), francuskih (16) te srpskih
kultvara (11) i introdukcija iz Sjeverne Amerike (11),

dok u drugom klasteru prevladavaju kultivari s pro-
stora jugoisto¢ne Europe. Sli¢no tome, hijerarhijska
klaster analiza razdvojila je kultivare grupe zriobe I
od grupe zriobe 0. S obzirom na godine priznavanja,
najstariji kultivari iz 1990-ih objedinjene su unutar
klastera 2.

S obzirom na zemlju podrijetla, Wrightova F sta-
tistika pokazala je vecu diferencijaciju izmedu kul-
tivara nego na godinu priznavanja i grupu zriobe.
Najvise su se izdvojili genotipovi iz Svicarskih ople-
menjivackih programa s Fst vrijednostima od 0,15
do 0,25. Uzrok tome najvjerojatnije lezi u ¢injenici
$to su $vicarske oplemenjivacke kuce koristile azijske
genotipove kao roditelje u krizanjima (Rotzler i sur.,
2009.). Hrvatski su se kultivari najvise razlikovali od
$vicarskih (Fst = 0,205), zatim od francuskih (Fst =
0,141), dok su bile najsli¢niji s kultivarima introdu-
ciranim iz Sjeverne Amerike (Fst = 0,111) i Austrije
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SLIKA 3.14. KRUZNI UPGMA DENDROGRAM 221 EUROPSKOG
GENOTIPA SOJE TEMELJEN NA 50K SNP BILJEGA.

(Fst = 0,104). Vrijednosti Fst-a izmedu grupa zriobe,
kao i one izmedu godina priznavanja, bile su relativ-
no niske (<0,05), $to je sukladno nekim drugim stu-
dijama koje su takoder pokazale male razlike izmedu
grupa zriobe (Bandillo i sur., 2015.; Zulj Mihaljevi¢
i sur., 2020.).
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AMOVA je pokazala da u ukupnoj genetskoj va-
rijabilnosti varijabilnost izmedu zemalja podrijetla
sudjeluje s 9,13 %, varijabilnost izmedu grupa zriobe
s 3,49 %, dok varijabilnost izmedu godina prizna-
vanja kultivara sudjeluje sa samo 1,66 % u ukupnoj
genetskoj varijabilnosti. Najveca prosje¢na genetska



udaljenost (GD) otkrivena je unutar sjevernoameri¢-
ke skupine (0,41), zatim kultivara iz Austrije (0,40)
i Rumunjske (0,38), a najmanja unutar hrvatskog
(0,34) i $vicarskog (0,31) sortimenta.

Prosirenje genetske osnove soje klju¢no je za osigu-
ranje bududeg napretka u oplemenjivanju. Europski
oplemenjivacki programi soje jo$ su uvijek relativno
mladi u usporedbi s azijskom i americkom tradicijom
uzgoja i oplemenjivanja, a genetske karakterizacije
europske germplazme mogu dati korisne smjernice
za dizajniranje buduc¢ih programa oplemenjivanja
soje. Analiza populacijske strukture i genetske po-
vezanosti (Zulj Mihaljevi¢ i sur., 2020.) otkrila je da
genetska osnova srednjoeuropske germplazme soje
nije tako uska kao $to bi se moglo ocekivati. Osim
vilo ranih sjevernoamerickih kultivara introrducira-
nih u Europu, posebno je zanimljiva germplazma iz
Svicarske (Hahn i Wiirschum, 2014.; Zulj Mihaljevi¢
i sur., 2020.) koja se kao i vec¢ina europskog sorti-
menta temelji na sjevernoamerickoj germplazmi, ali
ukljucuje i azijsku komponentu ostvarenu koriste-
njem japanskih linija u krizanjima (Ristova i sur.,
2010.; Hahn i Wiirschum, 2014.). Introgresija alela
iz neeuropske germplazme takoder je potrebna za
daljnje prosirenje genetske raznolikosti i poboljsanje
zeljenih svojstava u europskoj germplazmi. Slijedom
primjera Svicarske to se moze postici krizanjem eu-
ropskih linija s azijskim ili sjevernoameri¢kim linija-
ma, a narocito se odnosi na hrvatske oplemenjivacke
programe, jer su dosadasnja istrazivanja pokazala
njihovu malu genetsku raznolikost.
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Vinova loza (Vitis vinifera L.) je najrasprostranje-
nija vo¢na vrsta u svijetu koja svojom ukupnom
proizvodnjom nadmasuje sve ostale (Maleti¢ i sur.,
2008.). Uzgaja se diljem svijeta, a ¢ovjekov kul-
turni razvitak pratila je od njezine domestikacije
u neolitickom periodu, (8500 — 4000 god. pr.Kr.)
(Arroyo-Garcia i sur., 20006.). Pretpostavlja se da je
kultivirana, tj. europska vinova loza (Vitis vinifera
ssp. sativa) udomacena iz populacije divlje vinove
loze (Vitis vinifera ssp. sylvestris) na Bliskom Istoku,
od kuda se prosirila po Europi, iako neka zadnja
istrazivanja sugeriraju da su se dva razli¢ita toka
udomacdenja odvijala u isto¢noj i zapadnoj Europi
(Arroyo-Garcia i sur., 2006.). Tijekom udomadenja
vrsena je selekcija na svojstva bitna za njezin uzgoj i
upotrebu; poput vigora, dvospolnih cvjetova, sadrza-
ja $elera, veli¢ine bobice i strukture grozda (Mullins
isur., 1992.). Iako je glavni izvor genetske varija-
bilnosti za nastanak novih kultivara (sorata) vinove
loze spontana hibridizacija, njezino vegetativno raz-
mnazanje utjecalo je na pove¢anu pojavu mutacija u
somatskim stanicama i postalo je vazno u nastajanju
raznolikosti vinove loze (Maleti¢ i sur., 2008.).
Kultivacija loze pocela je tijekom neolitika, uzduz
isto¢nih obala Crnog mora (Transkavkazija), ali ar-
heoloski nalazi sjemenki vinove loze sugeriraju da je
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loza u Europi bila rasprostranjena ¢ak i ranije (Mull-
insisur., 1992.). Lako¢a vegetativnog razmnozavanja
pogodovala je Sirenju mnogih kultivara u razlicite
regije svijeta. Kao posljedica toga neki kultivari imaju
i do 100 sinonima (isti kultivar ima razli¢ita imena),
a takoder, susre¢u se i brojni homonimi (isto ime za
razli¢ite kultivare) (Maleti¢ i sur., 2008.). Sinonimija,
homonimija i pogresno nazivlje, znacajan je problem
u preko 130 kolekeija vinove loze diljem svijeta.

Rod Vitis raznolik je i obuhvaca 40 — 60 vrsta iz
Azije, oko 25 iz Sjeverne Amerike i svega jednu vrstu
iz Europe, plemenita vinova loza — Vitis vinifera L.
Potonja je dominantna vrsta za uzgoj, dok se ostale
vrste roda Vitis pretezno upotrebljavaju za oplemenji-
vanje podloga i stolnih kultivara, a u novije vrijeme
i kao izvor gena u oplemenjivanju na otpornost, na
ekonomski znacajne gljiviéne bolesti. Procjenjuje se
da postoji oko 6000 kultivara plemenite vinove loze
(Alleweldt i Dettweiler-Miinch, 1994.), od &ega je
u komercijalnoj upotrebi manje od 400 (This i sur.,
2004.). Stoga je opstanak brojnih kultivara ugrozen,
a veéina kultivara Vitis vinifera L. danas se odrzava
u kolekcijama germplazme.
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Problem erozije hrvatskog sortimenta vinove loze pre-
poznat je prije dvadesetak godina kada se krenulo s
nizom stru¢nih i znanstvenih projekata s ciljem za-
Stite i revitalizacije autohtonih kultivara. O vaznosti i
uspjehu autohtonih kultivara svjedo¢i sve vedi interes
i potraznja za njihovim vinima, a time i sve vedi inte-
res za kvalitetnim sadnim materijalom. Zbog vazno-
sti vinove loze kao poljoprivredne kulture i kulturnog
naslijeda, bitno je razumjeti geneticke dogadaje koji
su rezultirali nastankom i danasnjom raspodjelom
kultivara vinove loze. Novi kultivari nastaju spolnom
reprodukcijom, a kod vinove se loze njihov genotip
dalje odrzava vegetativnim razmnozavanjem, $to zna-
¢i da se u danasnjem sortimentu, zahvaljujudi tradici-
onalizmu, nalaze kultivari stari vise stotina ili tisu¢a
godina, udaljeni svega nekoliko generacija od divljeg
pretka (Arroyo-Garcia i sur., 2006.), uz bok moder-
nih kultivara dobivenih oplemenjivanjem. Porijeklo
mnogih kultivara jos nije utvrdeno, pa je utvrdivanje
njihove proslosti, kao i potraga za direktnim preci-
ma, jo$ uvijek otvoreno pitanje. Zatim se sortiment
kroz stoljeca razvijao konstantnom introdukcijom i
spontanim krizanjima izmedu introduciranih, udo-
macenih, a moguce i divljih jedinki. Pretpostavlja se
da je broj kultivara u Hrvatskoj varirao kroz godine,
a koliko to¢no moze se samo nagadati - jer do po-
Cetka 19 stoljeca, kada zapocinje ampelografski rad
na nasem podrudju, malo je povijesnih dokumenata
na tu temu (Maletié i sur., 2008.).

U Hrvatskoj, na ove prostore, kulturne su forme
(kultivari) vinove loze stigle prije vise stotina godina
s raznim narodima te se odredeni dio te germplazme
udomadio ili krizao i s lokalnim divljim, a mozda i
s kulturnim formama kroz generacije uzgoja sve do
danas. Realno je da je dio sortimenta koji se tradi-
cijski uzgajao ili se jo$ uzgaja na prostoru danasnje
Hrvatske, nastao na ovim podrudjima, ali ne uvi-
jek i iskljucivo iz lokalnih kultivara. Dio sortimenta
stigao je u neka davnija vremena za koja ne postoje
pisani tragovi. Ljudska preferencija, odnosno selek-
cija, koja ovisi o kojem se uzgojnom podrudju radi,
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ima prili¢no vaznu ulogu u razvoju sortimenta i ne
bi se trebala sagledavati samo kroz danasnje drzav-
ne granice zemalja, ve¢ kroz $iri povijesni kontekst
regije, uzimajuéi u obzir tradicionalne trgovinske
putove, migracije naroda i agro-ekoloske uvijete.
Mnogobrojni su mogudi pristupi u definiranju au-
tohtonosti pojedinog kultivara nastalog nakon (naj-
esce) spontanog krizanja i dugotrajnog vegetativ-
nog razmnozavanja pra¢enog Sirenjem u odredenom
prostoru. Primjerice, pod autohtone kultivare mogu
se ubrojiti i stari, tradicionalni kultivari za koje su
pronadeni strani sinonimi, ali njihovo strano pori-
jeklo nije dokazano. Znanstveni pristup i dostupni
moderni alati mogu barem donekle odmotati ovo
klupko i dati odgovor je li nesto autohtono (nastalo
u prostoru danasnjeg uzgoja). Primjerice, definira-
nje pripadnosti kultivara nekom skupu gena unutar
utvrdene genetske strukture neke populacije takoder
pomaze u dokazivanju njegove autohtonosti.
Postoji li uopée jasno definiran skup gena vinove
loze ovisno o zemljopisnom polozaju, problem je na
koji su istrazivaci pokusavali dati odgovor i dobivali
razlicite rezultate. Za to je bilo potrebno analizirati
$to vedi set kultivara koji obuhvaca vedinu genetske
raznolikosti vinove loze, stoga su ovakva istraziva-
nja bila moguc¢a jedino (ve¢inom mikrosatelitskom)
analizom najvecih svjetskih kolekcija. Sefc i sur.
(2000., 2009.) izvjeséuju o povezanosti hrvatskog
i talijanskog skupa gena. Aradhya i sur. (2003.) te
Zduni¢ i sur. (2013.) analizom su sjevernoameri¢-
kih kolekeija utvrdili strukturu koja prati klasi¢nu
ekogeografsku podjelu kultivara (Negrul, 1938.).
Cipriani i sur. (2010.) pak nisu mogli utvrditi po-
stojanje genetske strukture s obzirom na zemljopisno
porijeklo i/ili regiju trenutnog uzgoja, s napomenom
da su polovicu neredundantnog seta ¢inili talijanski
kultivari. Kao rezultat naprednih srodstvenih SNP
analiza, Myles i sur. (2011.) tvrde da se genetska
struktura dana$njih kultivara moze smatrati kom-
pleksnim pedigreom jer su se krizanja provodila
izmedu elitnih kultivara te tako potvrduju, kao $to
je ve¢ ranije navedeno, vise centara domestikacije.
Emanuelli i sur. (2013.) detektirali su razli¢it broj



geografskih skupina. Analizom 20 SSR lokusa na
najve¢em setu kultivara (n = 2096) iz kolekcije Va-
ssal, Bacilieri i sur. (2013.) potvrdili su postojanje
genetske strukture i tri glavne grupe: grupa vinskih
kultivara zapadne Europe, grupa vinskih kultivara
Balkana i isto¢ne Europe te grupa veéinom stolnih
kultivara isto¢nog Mediterana, Kavkaza te Bliskog,
Srednjeg i Dalekog istoka.

U istrazivanju Laucou i sur. (2018.) kori$tenjem
SNP biljega uspjeli su detaljnije razdvojiti kultivare
na temelju genetske strukture na ¢ak osam razlicitih
grupa. U navedenom je istrazivanju utvrdeno kako su
grupe kultivara definirane na temelju genetske struk-
ture i nisu jasno razdvojene s obzirom na trenutnu
geografsku pripadnost, $to je jasan pokazatelj da su
se pojedini kultivari kroz povijest premjestali i su-
djelovali u razvoju sortimenta na novim podrudjima.

Nedavna genotipizacija (Zulj Mihaljevi¢, 2017.)
velikog uzorka autohtonih i introduciranih kultivara
vinove loze iz Hrvatske (vi$e od 180 primki) i refe-
rentnih kultivara na ve¢em broju mikrosatelitskih
lokusa, kloroplastnih mikrosatelita (cpSSR) i SNP
biljega, dovela je do novih spoznaja o hrvatskom
sortimentu vinove loze. Ovim projektom stvorena
je baza DNA profila i alelnih frekvencija koja je
omogudila: dopunu i korekciju postoje¢ih podataka
o hrvatskim kultivarima u nacionalnoj (Hrvatska
baza podataka o biljnim genetskim izvorima; https://
cpgrd.hapih.hr/) i inozemnim javnim bazama; ana-
lizu srodstvenih odnosa i razinu medusortne genet-
ske sli¢nosti hrvatske germplazme, te analizu odnosa
izmedu hrvatskih i europskih kultivara vinove loze
koristenjem analognih podataka iz javno dostupnih
baza, a s ciljem utvrdivanja statusa autohtonosti. Po-
znavanje razine i raspodjele genetske raznolikosti te
medusobnih srodstvenih odnosa, kao i utvrdivanje
najpouzdanijeg seta molekularnih biljega, nuzno je
za razvoj efektivnih strategija ocuvanja i efikasnog
kori$tenja Vitis germplazme.

U istrazivanje koje je provela Zulj Mihaljevi¢
(2017.) bilo je uklju¢eno ukupno 212 primki vinove
loze, a svi uzorci, osim njih sedam, porijeklom su
iz ukupno pet sluzbenih nacionalnih i regionalnih
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kolekcijskih nasada kultivara vinove loze: Nacio-
nalna kolekcija autohtonih kultivara (Sveudiliste u
Zagrebu Agronomski fakultet); Kolekcijski nasad
kultivara Istre i Kvarnera (Institut za poljoprivredu
i turizam, Porec); Kolekcijski nasad dalmatinskih
kultivara (Institut za jadranske kulture i melioraci-
ju krsa, Split); Kolekeija kultivara vinove loze Hr-
vatskog zagorja te Kolekcija autohtonih kultivara
vinove loze Primorsko-goranske Zupanije (Sveuci-
liste u Zagrebu, Agronomski fakultet). Te kolekcij-
ske nasade odrzavaju javne znanstvene institucije
uz potporu Nacionalnog programa za o¢uvanja i
odrzive uporabe biljnih genetskih izvora za hranu i
poljoprivredu u Republici Hrvatskoj koje financira
Ministarstvo poljoprivrede Republike Hrvatske.
Od 2020. godine podize se na objektu Mandice-
vac, Dakovo, sigurnosna kolekcija kontinentalnih
autohtonih kultivara (Fakultet agrobiotehnickih
znanosti, Osijek). Prema pretpostavljenom podri-
jetlu skupljene primke razvrstane su u pripadajuée
regije uzgoja: sjeverozapadna Hrvatska, Slavonija i
Podunavlje; Istra i Hrvatsko primorje; Dalmacija.
U daljnjem tekstu bit ¢e prikazani i prokomenti-
molekularnih podataka kao i razvrstavanja jedinki
u skupine, s ciljem analize genetske raznolikosti hr-
vatskih kultivara vinove loze.

Unato¢ ¢injenici da je veéina kultivara vinove loze
samooplodna, ona je visoko heterozigotna vrsta, $to
je potvrdeno i na hrvatskom setu kultivara vinove
loze (Zulj Mihaljevi¢ i sur., 2020.), a utvrdena vri-
jednost bila je samo malo manja od one utvrdene za
najvecu svjetsku kolekciju u Vassal-u (INRA Mont-
pellier) analiziranoj na 2096 kultivara (Bacilieri i
sur., 2013.).

S obzirom na dugotrajnu povijest i specifi¢nosti
dalmatinskog vinogradarstva i vinarstva, Dalmaci-
ja se smatrala kao ampelografski najbogatija regija
Hrvatske, odnosno regija s najposebnijim sortimen-
tom. To se posebice odrazava u primjerice alelnom
bogatstvu i broju privatnih alela. Analiza genetske
raznolikosti za pretpostavljeno hrvatske kultivare
vinove loze pokazala je i potvrdila pretpostavku da
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PROSJEK

Dalmacija ima najve¢u genetsku raznolikost alela, a
sto je vidljivo iz Slike 3.15. Na njoj su vizualizirani
odnosi osnovnih parametara genetske raznolikosti
izracunati za tri hrvatske regije (Slavonija i Podu-
navlje bili su zastupljeni samo s jednim kultivarom,
stoga su bili izuzeti iz ove usporedbe).

Kako bi dobili odgovor na pitanje, krije li hrvatski
set kultivara donekle jedinstvenu genetsku pozadinu,
napravljena je usporedba frekvencija alela kao i po-
traga za specifi¢nim mikrosatelitskim alelima izmedu
velikog europskog seta kultivara vinove loze (Grape-
Gen06 set) i seta od 127 neredundantnih pretpo-
stavljeno hrvatskih kultivara. Medutim, analize su
pokazale da unutar hrvatskog seta nisu pronadeni
privatni, odnosno za hrvatski set specifi¢ni aleli niti
na jednom od devet standardnih mikrosatelitskih
lokusa. Svejedno, apsolutne razlike u frekvencijama
bili su evidentne i implicirale su postojanje genetske

strukture pa su tako neki aleli bili ¢es¢i (ili rjedi) u
hrvatskom setu, kao npr. aleli 234 i 256 za lokus
sstVIZAG79 (Zulj Mihaljevié, 2017.).

Kako bi se dobio uvid u genetsku strukturu,
potrebno je obuhvatiti $to veéi broj kultivara kao
i polimorfnih, nevezanih biljega. Programi nami-
jenjeni analizi genetske strukture vode se osnovnim
postavkama populacijske genetike, posebice koristeni
program Structure koji u analiziranom uzorku
definira jedinke koje pripadaju razlic¢itim skupina-
ma sa svojstvenim alelnim ucestalostima. Imajuci
na umu da sortiment vinove loze nekog podrucja
ne predstavlja prirodnu populaciju, u analizu genet-
ske strukture priklju¢eni su publicirani profili samo
tradicionalnih kultivara iz francuske kolekcije Vassal
i usporedene s pretpostavljeno hrvatskim setom koji
uopée ne sadrzi moderne kultivare, a sve kako bi se
smanjio utjecaj namjerne selekcije.

N,

=2
m

Sjeverozap. Hrvatska

Istra i Hrv primorje

Dalmacija

SLIKA 3.15. PRIKAZ PROSJECNIH OSNOVNIH PARAMETARA GENSKE RAZNOLIKOSTI PRETPOSTAVLJENIH
HRVATSKIH POPULACIJA (N, = BROJ AMPLIFICIRANIH ALELA, N,, = ALELNO BOGATSTVO, N, = BROJ EFEKTIVNIH
ALELA, | = SHANNONOV INFORMACIJSKI INDEKS, N,, = BROJ PRIVATNIH ALELA, UH_ = NEPRISTRANA OCEKIVANA
HETEROZIGOTNOST) ZA TRI PRETPOSTAVLJENE POPULACIJE: ISTRA | HRVATSKO PRIMORJE (N = 29),
SJEVEROZAPADNA HRVATSKA (N = 22) | DALMACIJA (N = 75) NA TEMELJU 36 ANALIZIRANIH SSR LOKUSA.



Na Slici 3.16. vizualno je prikazan udio svake
od 127 pretpostavljeno autohtonih kultivara vinove
loze u jednoj od pet predlozenih izvornih populacija
uz sortiranje genotipova prema mjestu uzorkovanja,
odnosno pretpostavljenom porijeklu. Inferirane iz-
vorne populacije prikazane su na sljedeéi nadin: pop-
ulacija 1 (predstavljena crvenom bojom, i oznacena
kao BALKAN) obuhvatila je najveéi broj kultivara
iz Madarske, Hrvatske, Srbije i Rumunjske i mogla
bi se sire gledano definirati kao Balkan. Populacija 2
(predstavljena Zutom bojom, a oznacena kao IBER)
obuhvatila je najveéi broj kultivara iz Spanjolske,
Portugala, Alzira i Maroka te je bila definirana kao
Iberijski poluotok i zemlje Maghreba. Populacija
3 (predstavljena zelenom bojom, a oznacena kao
MFEAS) obuhvatila je zemlje isto¢nog Mediterana
i Crnog mora te Bliskog i Srednjeg istoka poput
Greke, Turske, Bugarske, Sirija, Cipra i Uzbekistana.
Populacija 4 (vizualizirana svjetlije plavom bojom a
oznacena kao WCEUR) obuhvatila je prvenstveno
kultivare jugozapadne Francuske, odnosno sorti-
ment Bordeauxa, te manji broj kultivara sjevernog
Portugala, Galicije i sjeverne Spanjolske, odnosno
one koje se uzgajaju uz Biskajski zaljev (priobalno
podrudje Atlantskog oceana). Populacija 5 (vizual-
izirana tamnije plavom bojom) formirana je prven-
stveno oko dva kultivara — ‘Pinot’ i ‘Gouais blanc’
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te njihovog brojnog potomstva koje se uzgaja na
podrudju sjeveroisto¢ne Francuske i Njemacke. Od
127 kultivara iz pretpostavljeno hrvatskog seta, go-
tovo polovica (57) svrstana je u balkanski genski
skup (na slici ozna¢enoj kao BALKAN), $to je ekvi-
valentno i podudara se s Negruljevom ekoloskom
geografskom klasifikacijom (Negrul, 1938.).

Zanimljivo je da su i kontinentalni i priobalni
kultivari bili grupirani u istu balkansku populaci-
ju iako su, s obzirom na brojne veze s talijanskom
germplazmom utvrdene kroz postojanje sinonima,
ocekivalo se da ¢e neki kultivari biti grupirani s tali-
janskom germplazmom. Medutim, analize genetske
strukture (Bacilieri i sur., 2013.; Emanuelli i sur.,
2013.) definiraju talijansku populaciju kao apsolutno
izmijesanu populaciju. Razlog tomu, kako navode,
uloga je Rimskog Carstva u Sirenju vinogradarstva,
a time i sortimenta. Balkanski skup gena vinove
loze najvecu sli¢nost pokazuje s istoénom grupom
kultivara (Zulj Mihaljevi¢, 2017.). Rezultat da je bal-
kanski genski skup sli¢niji grupi kultivara s Iberi-
jskog poluotoka i zemalja Maghreba nego primjer-
ice njemackim kultivarima, s obzirom na geografski
polozaj ovih regija iznenadujudi je, a pretpostavlja
se da je rezultat migracije kultivara vinove loze koja
se kroz povijest intenzivno odvijala uz Sredozemne
trgovacke rute.

ITAP MAGH MFEAS MD EUUK WCEUR

SLIKA 3.16. GRAFICKI PRIKAZ PREDLOZENE STRUKTURE ANALIZIRANOG SKUPA KULTIVARA ZA K = 5 PREMA STRUCTURE ANALIZI.
SVAKI KULTIVAR PRIKAZAN JE VERTIKALNIM STUPCEM OBOJENIM SUKLADNO Q KOEFICIJENTU | PRIPADAJUCOJ IZVORNOJ SKUPINI.
ISPOD NAVEDENE KRATICE PREDSTAVLJAJU REGIJE UZORKOVANJA ANALIZIRANIH KULTIVARA: BALK — BALKAN; EMCA - ISTOCNI
MEDITERAN | KAVKAZ; IBER — IBERIJSKI POLUOTOK; ITAP — APENINSKI POLUOTOK, MAGH — ZEMLJE MAGHREBA; MFEAS — BLISKI |
DALEKI ISTOK; ND — GRUPA NEDETERMINIRANIH KULTIVARA; RUUK — RUSIJA | UKRAJINA; WCEUR — ZAPADNA | CENTRALNA EUROPA.
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Dodatna 34 kultivara mogu se smatrati kultivar-
ima mijeSanog porijekla s napomenom da je vise od
50 % njihovog genoma porijeklom iz ranije spome-
nutog balkanskog skupa. Razlog velikog postotka
kultivara izmijesanog porijekla mozemo traziti u
kompleksnim pedigreima i migracijama kultivara.

Ukupno osam kultivara vec¢inu svog genoma vuce
iz nekog drugog genskog skupa, a to su ‘Bogdanusa’,
‘Marastina omiska’ i ‘Frmentun’ koje pokazuju pri-
padnost grupi kultivara Iberijskog poluotoka i ze-
malja Maghreba. ‘Belina starohrvatska’ pokazuje
pripadnost grupi kultivara sjeveroisto¢ne Francuske i
Njemacke, dok se ‘Cibib’, ‘Krivaja crvena’, ‘Mijajusa’
i “Trnjak’ svrstavaju u isto¢nu grupu koja obuhvada
isto¢ni Mediteran, Crno more te Bliski i Srednji
istok. Medutim, iako je analiza genetske strukture
sugerirala njihovo strano porijeklo, ¢etiri kultivara,
koja nalazimo samo unutar Hrvatske (‘Bogdanusa’,
“Trnjak’, ‘Krivaja crvena’ i ‘Cibib’) mozemo i dalje
smatrati hrvatskim kultivarima, s obzirom da se ne
uzgajaju u podrudjima pretpostavljenog porijekla, a
povijesno su dio hrvatske bastine.
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Za uvid u postojanje genetske strukture i odnosa
unutar pretpostavljeno hrvatskog seta provedeno
je klasteriranje na ve¢em broju SSR markera (Slika
3.17.) i ono potvrduje pretpostavku postojanja
odredene genetske strukture hrvatskog sortimenta
(Zulj Mihaljevi¢, 2017.). Dalmatinski sortiment
najhomogeniji je i grupira se oko klju¢nih kultiva-
ra poput ‘Plavca malog’ i “Tribidraga’, a klasteri -
odnosno skupine, prate poznate srodstvene odnose.
Takoder se jasno izdvaja klaster koji sadrzi i juzno
i sjeverno jadranske kultivare koji su grupirani na
temelju srodstva s talijanskim kultivarom ‘Bom-
bino bianco), te veliki klaster u kojem su grupirani
potomci kultivara ‘Heunisch weiss’ (sinonim za
‘Gouais blanc’ odnosno ‘Belinu starohrvatsku’) i
vtlo zanimljivog, ali zaboravljenog kultivara naziva
‘Pljuskavac’ ili ‘Bljuzgavac’. Kultivari koji Structure
analizom nisu bili grupirani u balkanski genski
skup i u samom UPGMA dendrogramu pokazali
su najmanju genetsku sli¢nost s preostalim sortimen-
tom i grupirani su u zasebne klastere poput npr.
klastera isto¢nih (pretpostavljeno grekih) kultivara:
‘Mijajusa’, ‘Krivaja crvena’, “Trnjak’ i ‘Brunac’.
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SLIKA 3.17. KRUZNI UPGMA DENDROGRAM ZA 127 PRETPOSTAVLJENO
HRVATSKIH KULTIVARA VINOVE LOZE NA TEMELJU 36 ANALIZIRANA

SSR LOKUSA. CRVENOM BOJOM OZNACENI SU KULTIVARI 1Z DALMACIJE,
ZUTOM 1Z ISTRE | HRVATSKOG PRIMORJA, ZELENOM IZ SJEVEROZAPADNE

HRVATSKE, A PLAVOM KULTIVAR IZ SLAVONIJE | PODUNAVLJA.
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Maslina (Olea europaea L.) pripada porodici maslina
(Oleaceae) koja broji 29 rodova s preko 600 vrsta
drveca i polugrmova (Besnard i sur., 2009.). Unu-
tar vrste poznato je $est podvrsta: Olea europaea ssp.
europaea (Sredozemlje); Olea europaea ssp. laperrinei
(Alzir); Olea europaea ssp. maroccana (Maroko); Olea
europaea ssp. cerasiformis (otok Madeira, Portugal);
Olea europaea ssp. cuspidata (Juzna Afrika, Egipat,
Australija, Havaji, Arabija, Indija i Kina) i Olea eu-
ropaea ssp. guanchica (Kanarski otoci, Spanjolska)
(Rugini i sur., 2011.). Rezultati analize sekvenci
kloroplastne DNA (cpDNA) upuéuju na ¢injenicu
da prve Cetiri podvrste imaju zajednicko podrijetlo
(Lumaret i sur., 2004.).

Kromosomi su masline kratki, morfoloski sli¢ni
i brojni, $to znacajno otezava karioloska istrazivanja
i karakterizaciju kromosoma. Za podvrstu O. e. ssp.
cerasiformis utvrdena je tetraploidnost, za O. e. ssp.
maroccana heksaploidnost, dok su ostale podvrste
O. europaea diploidne s 46 kromosoma (Breviglieri
i Battaglia, 1954.; Besnard i sur., 2008.). Zbog iden-
ti¢nog broja kromosoma (2n = 46), kompatibilnosti
i pretpostavljenog zajednickog podrijetla, kulturne
(O. e. ssp. europaea var. europaea) i divlje masline
(O. e. ssp. europaea var. sylvestris) svrstane su u dva
varijeteta iste podvrste (Green, 2002.).
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Maslina je jedna od prvih kultiviranih biljnih
vrsta, simbol mira i Sredozemlja. Na podruéju Sre-
dozemlja maslina ima nezamjenjivo mjesto u kultur-
nom, duhovnom i materijalnom Zivotu stanovnistva
kao izvor visoko vrijednih masnoca. Koristi se u koz-
metici, kao ogrjev i kao hrana za domace Zivotinje.
Prema literaturnim navodima, pocetak upotrebe
plodova i drva divljih maslina seze u razdoblje od
prije vise od 100.000 godina na podru¢ju Maroka
(Marquer i sur., 2022.). Uzgoj maslina zapoceo je na
Bliskom istoku najkasnije 5.000. g. pr. n. e. (Zohary
i Spiegel-Roy, 1975.; Besnard i sur., 2013.). Analizom
kloroplastne DNA (cpDNA) na preko 1800 jedin-
ki divljih i kulturnih maslina ukljucujuéi i jedinke
podvrste cuspidata, Besnard i sur. (2013.) zaklju¢uju
da su se procesi primarnog udomacenja odvijali na
podrugju istocnog Sredozemlja. Prvi kultivari nastali
su odabirom najboljih jedinki divljih maslina koje su
se isticale po produktivnosti i krupnoéi ploda (Rapo-
port, 2008.; Besnard i sur., 2013.). Velika raznoli-
kost, ali i relativno bliski srodstveni odnosi kultivara
i divljih maslina zabiljezeni na cijelom Sredozemlju
dovode do zakljuc¢ka da su se procesi sekundarnog
udomacenja masline odvijali tijekom duzeg vremen-
skog razdoblja, na vise lokacija (Belaj i sur., 2010.;
Erre i sur., 2010.; Milanesi i sur., 2011.).
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Otkri¢em novih kontinenata maslina se sirila
izvan svog prirodnog podrudja rasprostranjenosti u
Sjevernu i Juznu Ameriku, a u novije vrijeme i u
Kinu i Australiju. Danas se maslina uzgaja na Sest
kontinenata izmedu 30° i 45° sjeverne i juzne zemljo-
pisne $irine na podrudjima sa sredozemnom klimom
(Civantos, 2008.). Prema posljednjim statistickim
podacima u svijetu se uzgaja na preko 12 milijuna
hektara (FAO, 2018.). Plodovi masline najc¢esce se
preraduju u maslinovo ulje (oko 90 %), dok se manji
dio (oko 10 %) konzervira i koristi za stolne masline.

Pocetak organiziranog uzgoja masline u Hrvatskoj
se veze za osnivanje grékih naseobina na jadranskoj
obali i otocima u razdoblju od VI. do IV. stolje¢a pr.
n. e. (Ozani¢, 1955.), no novija arheoloska otkri¢a
kostunica iz okolice Splita navode na zaklju¢ak da
je upotreba ploda masline bila poznata jo$ prije IX.
stolje¢a pr. n. e. (Bakari¢ i sur., 2008.).

Maslinarstvo je tijekom povijesti prolazilo kroz
brojne uspone i padove. Ozani¢ (1955.) navodi da se
uzgoj maslina i proizvodnja maslinovog ulja u Dal-
maciji znacajnije pro$irila tek nakon 1565. godine
kao posljedica mletacke odredbe o poticanju razvoja
maslinarstva u cilju smanjenja uvoza. Kraj XVIIIL.
stolje¢a smatra se zlatnim dobom hrvatskog masli-
narstva kada se uzgajalo izmedu 20 i 30 milijuna
stabala. U to vrijeme postojao je veliki broj mlinova
za mljevenje ploda (785 mlinova), a samo nekoliko
presa (tijesaka) za cijedenje maslina. U kratkom vre-
menskom razdoblju, ve¢ krajem XIX. stoljeca, uku-
pan se broj stabala smanjio na samo Cetiri milijuna
(Ozani¢, 1955.). Prema podacima Drzavnog zavo-
da za statistiku (DZS, 2008.) danas se u Republici
Hrvatskoj maslina uzgaja na 20.087 ha $to je ¢ini
nasom glavnom vo¢nom vrstom.

Dosadasnjim morfoloskim i molekularnim istra-
zivanjima utvrdena je velika raznolikost kultivara
kao i unutarsortna raznolikost (engl. intra-cultivar
variability), no tocan broj kultivara u svijetu i u po-
jedinim zemljama, pa tako ni u Hrvatskoj, nije po-
uzdano ni kona¢no utvrden. Najvazniji su problemi
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pri identifikaciji kultivara brojni sinonimi (razlici-
ti nazivi za isti kultivar) i homonimi (isti naziv za
razlicite kultivare). Kultivari najées¢e nose nazive
prema tipi¢cnom morfoloskom svojstvu ili podrucju
u kojem se uzgajaju. Jos davne 1914. godine Mar¢i¢
(1914.) isti¢e problem nazivlja te navodi za primjer
‘Oblicu’ koja se na otoku Kor¢uli uzgaja pod nazi-
vom ‘Orgula’, a na poluotoku Peljescu se kultivar
‘Duzica’ naziva ‘Orgula’. Isti autor navodi 53 sino-
nima za osam kultivara koji se uzgajaju na podrué-
ju Dalmacije, Hrvatskog primorja i Kotora (Crna
Gora) (Marci¢, 1914.). Stoga ne iznenaduje $to se u
literaturi mogu pronadi razli¢iti podaci o broju kul-
tivara u svijetu. Njihov broj varira od 2.000 (Lavee,
1994.) do 5.331 (Cimato i sur., 2008.) i uglavnom
su lokalnog znacdaja. Samo nekoliko kultivara, kao
$to su ‘Arbequina’, ‘Arbosane’ i ‘Frantoio’, prosirilo
se cijelim svijetom.

Nas$ najznacajniji kultivar zastupljen s preko 65 %
stabala je ‘Oblica’ uz koju se uzgaja jos dvadesetak
kultivara masline (Vrsalovi¢, 1901.). Vise od stolje-
¢a, veliko zanimanje i znatni napori uloZeni su u
utvrdivanje to¢nog broja autohtonih kultivara. Jedno
od najopseznijih dijela temeljeno na morfoloskim
opazanjima objavio je Stjepo Buli¢ 1921. godine u
kojem je naveo 18 kultivara i 218 naziva za podrudje
Kraljevine Jugoslavije (Buli¢, 1921.). Trideset godina
kasnije, popisano je 87 kultivara i 85 sinonima (Zec,
1951.). Bartolini i sur. (1998.) navode 47 autohto-
nih kultivara i 70 sinonima za podrudje biv§e SFR
Jugoslavije. Vje¢ni problem sinonima i homonima
odit je i u publikaciji Striki¢ i sur. (2010.) u kojoj je
opisano 46 kultivara i navedeno 154 pripadajuéih
sinonima i homonima.

Opis morfoloskih svojstava kultivara masline
koristi se za identifikaciju i vrednovanja biljnog
materijala i ima Siroku primjenu u upravljanju polj-
skim kolekcijama masline kao i u oplemenjivanju.
Medutim, zbog ogranicene dostupnosti tijekom go-
dine (cvjetovi, plodovi), te utjecaja okolisnih uvjeta
na ekspresiju gena, identifikacija kultivara danas je
nezamisliva bez primjene molekularnih biljega (Sarri
isur., 2006.).



U dosadasnjim istrazivanjima hrvatskih kultivara
masline primjenom molekularnih biljega utvrdena
je visoka razina raznolikosti te pouzdanost biljega
u identifikaciji i utvrdivanju medusobnih odno-
sa. Stambuk i sur. (2007.) analizirali su 44 uzorka
masline iz srednje i juzne Dalmacije primjenom 16
mikrosatelitnih biljega te je utvrdeno postojanje 30
razli¢itih kultivara. Dvadeset lokalnih istarskih i
sedam introduciranih kultivara analiziranih s 12
mikrosatelitnih biljega rezultirali su identifikacijom
18 razli¢itih profila i tri slu¢aja sinonimije (‘Bilica’
= ‘Bjankera’, ‘Karbonaca’ = ‘Drobna, ‘Crna’ = ‘Kar-
boner’ i ‘Karbuna’) (Poljuha i sur. 2008.). Analizom
20 kultivara (14 hrvatskih i $est turskih) pomocu
$est mikrosatelitnih biljega utvrdeno je razdvajanje
kultivara u tri skupine. S obzirom da su se kulti-
vari razvrstali u skupine neovisno o zemlji porije-
kla, autori zaklju¢uju da postoji odredena genetska
srodnost i moguée zajednicko porijeklo hrvatskih i
turskih kultivara masline (Ercisli i sur., 2012.). Na
posljednjem popisu sorti voénih vrsta u Republici
Hrvatskoj (HAPIH, 2020.) nalazi se ukupno 28
kultivara masline od kojih je 16 autohtonih.

Za kultivar ‘Oblica’ utvrdena je vrlo visoka mor-
foloska raznolikost te niska genetska raznolikost na
temelju AFLP biljega (Amplified fragment length
polymorphism) (Strikié i sur., 2009.). S druge strane,
za kultivar ‘Lastovka’ zabiljezena je visoka razina
morfoloske i genetske raznolikosti (Striki¢ i sur.,
2011.). Usporedbom 190 uzoraka kultivara ‘Istr-
ska belica’ (Slovenija), ‘Bjelica’ (Hrvatska), ‘Zutica’
(Crna Gora), ‘Crnica’ (Slovenija), ‘Crnica’ (Hrvat-
ska), i ‘Crnica’ (Crna Gora) utvrdena je raznolikost
unutar kultivara te prisustvo sinonima i homonima,
kako na nacionalnoj, tako i na regionalnoj razini.
Analizom 12 mikrosatelitnih biljega utvrdeno je
postojanje medunarodnog sinonima ‘Bjelica’ (Hr-
vatska) i ‘Zutica’ (Crna Gora), homonima Tstrska
belica’ i ‘Bjelica’ (Hrvatska)/ *Zutica’ (Crna Gora) te
‘Crnica’ (Slovenija) i ‘Crnica’ (Hrvatska, Crna Gora).
Takoder, utvrdena je uniformnost kultivara Tstrska
belica’ (Slovenija), niska raznolikost kultivara ‘Crni-
ca’ (Slovenija) te srednja razina raznolikosti kultivara
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‘Crnica’ (Hrvatska i Crna Gora). Za kultivar ‘Bjelica’
(Hrvatska)/"Zutica’ (Crna Gora) utvrdeno je poliklo-
nalno porijeklo (Lazovi¢ i sur., 2018.).

Pored kulturnih, genetsko bogatstvo masline uk-
ljucuje i divlje tipove. U divlje masline (Olea euro-
paea subsp. europaea var. sylvestris) ubrajaju se izvor-
ni divlji (oleastri) kao i feralni tipovi (olivastri) koji
predstavljaju sjemenjake kulturnih maslina ili kri-
zanaca izmedu kulturnih i divljih maslina (Zohary
i Hopf, 1994.; Garcia-Donas Diaz, 2001.; Vargas
i Kadereit, 2001.; Belaj i sur., 2007.). Izvorni div-
lji i feralni tipovi uglavnom su sli¢nih morfoloskih
svojstava, osobito u juvenilnoj fazi Zivotnog ciklusa
(mali, ovalni listovi). Primjena molekularnih metoda
identifikacije stoga je od iznimne vaznosti. Visoka
razina genetske raznolikosti divljih maslina predstav-
lja izniman potencijal u oplemenjivanju (Lumaret
i sur., 2004.; Belaj i sur., 2007., 2010.; Besnard i
sur., 2013.) narocito kao izvora otpornosti na niz
biotskih i abiotskih stresova (Mulas i Francesconi,
1999.; Ciccarese i sur., 2002.; Murillo i sur., 2005.;
Aranda i sur., 2011.; Hédia Hannachi, 2012.; Diaz-
Rueda i sur., 2021.), ali i u svrhu dobivanja ulja vi-
soke kakvocée (Baccouri i sur., 2008., 2011.; Han-
nachi i sur., 2008.; Dabbou i sur., 2011.; Leén i sur.,
2018.). U prvom oplemenjivackom programu koji
je uklju¢ivao i izvorne divlje masline kao roditelje u
krizanjima, zabiljezena je velika genetska raznolikost
sjemenjaka divljih maslina, intenzivnija cvatnja i veéi
broj biljaka s kratkim juvenilnim razdobljem (ne-
produktivnim dijelom Zivota biljke) u usporedbi sa
sjemenjacima kultivara (Klepo i sur., 2013., 2014.).
Raznolikost divljih maslina zasigurno ¢e imati vaznu
ulogu u buduénosti, kao klju¢ni ¢imbenik u borbi s
klimatskim promjenama te novim uzro¢nicima bo-
lesti maslina kao i Stetnicima. Na podruéju Hrvatske
do sada nije istrazena rasprostranjenost niti genetska
raznolikost divljih maslina, no poznato je njihovo
prisustvo na otoku Pagu (Zec, 1951.).
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U svrhu analize srodstvenih odnosa izmedu divljih
populacija i tradicijskih kultivara maslina na podru¢-
ju Hrvatske bilo je uklju¢eno pet populacija divljih
maslina (Brijuni, Pag, Hvar, Lastovo, Peljesac) kao
i skupina hrvatskih tradicijskih kultivara. Divlje su
populacije bile zastupljene s 15 do 21 jedinkom, a 53
hrvatska tradicijska kultivara maslina s 63 jedinke.

Molekularne su analize provedene pomocdu 12
mikrosatelitnih lokusa (sstOeUA-DCA3, ssrOeUA-
DCA4, sstOeUA-DCA9, ssrOecUA-DCAL11,
ssrOeUA-DCA16, sstOeUA-DCA18, EMO3,
GAPU59, UDOY9-011, UDOY9-019, UDO99-
039, UD099-043; (Sefc i sur., 2000.; Carriero i
sur., 2002.; De la Rosa i sur., 2002.).

Broj razli¢itih multilokusnih genotipova utvrden
je pomocu programa GenClone v2.0 (Arnaud-Ha-
ond i Belkhir, 2007.). U uzorku od 63 tradicijska
kultivara utvrdeno je 50 razli¢itih multilokusnih
genotipova $to ukazuje na visoku razinu sinonimi-
je Sto je Cest slucaj u svim maslinarskim zemljama.
Prosje¢no alelno bogatstvo (V) divljih populacija
izra¢unato u programu FSTAT (Goudet, 1995.)
iznosilo je 11,925, dok je kod tradicijskih kultiva-
ra bilo nesto nize (9,333) (Tablica 3.5.). Divlje su
populacije imale ukupno 62 jedinstvena alela (V)
koji nisu bili prisutni kod kulturnih maslina, dok je
kod kulturnih nadeno 12 jedinstvenih alela. Najvise
alelno bogatstvo kao i najveci broj jedinstvenih alela
imala je populacija divljih maslina s Hvara. Divlje su
masline u prosjeku imale nesto nizu vrijednost zapa-
zene heterozigotnosti (7, = 0,766) od kulturnih (#,
= 0,783), ali vecu ocekivanu heterozigotnost (H, =
0,783 / H, = 0,748). Razlike u vrijednostima alelnog
bogatstva (IV), te zapazene (/) i ocekivane ()
heterozigotnosti izmedu divljih i kulturnih maslina
nisu bile signifikantne (P> 0,05) na temelju Kruskal-
Wallisovog testa (Kruskal—Wallis test; K\W; Kruskal
i Wallis, 1952.) provedenog u programskom paketu
SAS v9.3 (SAS Institute Inc., 2011.). Signifikantno
odstupanje (2 < 0,001) od ravnoteze po Hardyju i
Winbergeru procijenjeno u programu GENEPOP
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(Raymond i Rousset, 1995.) utvrdeno je kod popu-
lacija PO1 Brijuni i P02 Pag.

Koeficijenti genetske diferencijacije izmedu svih
parova divljih populacija izracunati po metodi Weira
i Cockerhama (Weir i Cockerham, 1984.) u progra-
mu FSTAT bili su signifikantni (7 < 0,05), a kretali
su se od 0,014 izmedu populacije P03 Hvar i P04
Lastovo do 0,073 izmedu populacije P02 Pag i P05
Peljesac. Analizom molekularne varijance (engl.
analyisis of molecular variance; AMOVA; Excofhier i
sur., 1992.) u programu ARLEQUIN v3.5 (Excoffier
i sur., 2005.) ras¢lanjena je ukupna genetska vari-
janca na sastavnice varijance izmedu skupina (divlje
vs. kulturne), izmedu populacija unutar skupina,
te unutar populacija. Vedinu genetske raznolikosti
(94,25 %) uvjetovale su razlike izmedu genotipova,
3,76 % genetske varijance uvjetovano je razlikama
izmedu populacija unutar skupina, a tek 1,99 % ra-
zlikama izmedu divljih i kulturnih maslina, pri ¢emu
je koeficijent ¢ o7 izosio 0,020 i bio nesignifikantan
(P =0,1606).

Faktorijalna analiza korespondencije (engl. Facto-
rial Correspondence Analysis; FCA) provedena je po-
mocu programa Genetix v4.05 (Belkhir i sur., 2004.)
u svrhu prikaza genetskih odnosa izmedu populacija
u koordinatnom sustavu (Slika 3.18.). Prve dvije osi
objasnile su 63,18 % ukupne varijance. Prva je os
razdvojila kulturne masline te donekle i populacije
divljih maslina PO1 Brijuni i P05 Peseljac od divljih
populacija P02 Pag i P04 Lastovo. Takav se rezultat
moze objasniti time da ve¢ina hrvatskih tradicijskih
kultivara alohtona, odnosno da ti kultivari nisu na-
stali odabirom iz lokalnih divljih populacija ve¢ da
su introducirani. Isto tako, ¢ini se da populacije P01
Brijuni i P05 Peljesac ne predstavljaju izvorne po-
pulacije divljih maslina ve¢ da se u veéini slucajeva
radi o feralnim tipovima odnosno sjemenjacima i/ili
krizancima divljih i kulturnih genotipova. Shodno
tome, populacije P02 Pag i P04 Lastovo mogle bi
predstavljati izvorne divlje masline koje su tijekom
posljednjeg glacijalnog maksimuma (engl. Last Gla-
cial Maximum; LGM) prezivjele u mikrorefugijima.
Potrebno je istaknuti da su se tradicijski kultivari



TABLICA 3.5, MIKROSATELITNA RAZNOLIKOST POPULACIJA DIVLJIH MASLINA | <

SKUPINE HRVATSKIH KULTIVARA UTVRBENA POMOCU 12 MIKROSATELITNIH BILJEGA S

.

BR. POPULACIJA N N, N, N, H, H, F =

pu}
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P01 Brijuni 20 7,417 6,833 4 0,708 0,749 0,054 é

o

P02 Pag 17 7,583 7,348 6 0,711 0771 0,078 §
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P03 Hvar 21 9917 8,967 16 0,810 0,821 0,013 %

P04 Lastovo 20 8,500 7,751 6 0,800 0,796 -0,005" é
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P05 Peljesac 15 7,000 7,000 3 0,800 0,780 -0,026™ g

P06 Kultivari 50 9,333 6,630 12 0,783 0,748 -0,047 %
"""" ovie % 13S0 11es e oz oms 002

Kulturne 50 9,333 9,333 12 0,783 0,748 -0,047
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n - veli¢ina uzorka; N_ - prosje¢an broj alela po lokusu; N_ - alelno bogatstvo (za usporedbu izmedu Eetiri divije populacije i skupine
hrvatskih kultivara prosjecan broj alela sveden je na populaciju veli¢ine 15 jedinki, dok je za usporedbu izmedu divljih i kulturnih
maslina prosjec¢an broj alela sveden na populaciju veli¢ine 50 jedinki); N _ - broj jedinstvenih alela; H, - zapaZena heterozigotnost; H,
- ocekivana heterizogitnost; F - koeficijent samooplodnje (signifikantnost odstupanja od Hardy-Weinbergove ravnoteze utvrdena je
za populacije divljih maslina nakon provedbe postupnog Bonferronijevog testa: *** P < 0,001; ** 0,001 < P < 0,01; *0,01 < P < 0,05; ™ P >
0,05; " test nije proveden jer se radi o skupini kultivara); P, - signifikantnost Kruskal-Wallisovog testa usporedbe vrijednosti alelnog

bogatstva (N, ), te zapaZene (H,) i otekivane (H,) heterozigotnosti izmedu divljih i kulturnih maslina.
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pod nazivima ‘Piculja’ i ‘Mrcakinja’ u koordinatnom
sustavu smjestili uz populacije P02 Pag i P04 Lasto-
vo $to ukazuje na to da su ova dva kultivara srodna
izvornim divljim maslinama. Odredena morfoloska
svojstva navedenih kultivara idu tome u prilog. ‘Pi-
culja’ ima sitan plod s ¢vrstom kozicom i tankim
slojem mesa (uzgaja se najvise na otoku Lastovu),
dok je ‘Mrcakinja’ redovite i obilne cvatnje, te sluzi
kao veoma dobar oprasiva¢ za ve¢inu drugih tra-
dicijskih kultivara maslina. Ova dva kultivara niz
autora (Marci¢, 1914.; Slaus-Kantschieder, 1914.;
Buli¢, 1921.; Zec, 1951.; Bakarié, 2002.) smatra si-
nonimnima, $to se ne podudara s rezultatima ovog
istrazivanja.

Bayesovskom analizom populacijske strukture
provedenom pomoc¢u programa STRUCTURE
2.3.3 (Pritchard i sur., 2000.) te izratunom para-
metra AK u programu StructureSelector (Li i Liu,
2018.), najvi$a je vrijednost parametra AK utvr-
dena pri K = 3 (90,47), a sljede¢a najveca pri K =
4 (54,71). Prilikom analize na temelju hipoteze o
postojanju dvije genetske skupine (K= 2), vecina je

%
ga:mma K=2: @A @B

divljih maslina bila pridruzena skupini A, a kultur-
nih skupini B (Slika 3.19.). Pri tome su iznimke ve¢
spomenuti tradicijski kultivari ‘Piculja’ i ‘Mréakinja
te odredene jedinke divljih maslina iz populacije P05
Peljesac i PO1 Brijuni koje su se, u skladu s prika-
zom na temelju faktorijalne analize korespondencije
pokazale kao feralne. Pri K= 3 genetska se skupi-
na B razdvojila na dvije genetske skupine. Skupi-
ni B, pripala je veéina kultivara, dok je prosje¢na
vrijednost udjela ove genetske skupine u genomu
jedinki populacije P05 Peljesac iznosila Q = 0,475
$to ukazuje na njeno feralno podrijetlo. Skupini B,
pridruzeno je osam jedinki populacije PO1 Brijuni
(Q > 0,75), jedna jedinka populacije P05 Peljesac i
osam kultivara (‘Istarska crnica’, ‘Kamasa’, ‘Krivulja’,
‘Oleaster’, ‘Pujizica’, ‘Rosulja’, ‘Uljarica’ i “Zuzorka’)
$to ukazuje na to da ova genetska skupina predstavlja
kultivare introducirane iz nekog drugog genetskog
izvora od onog iz kojeg dolazi ve¢ina nasih kultivara
koji pripadaju skupini B,. Naposljetku, pri K = 4,
skupina A koja predstavlja divlje masline razdvojila se
po zemljopisnom podrijetlu na skupinu A, utvrdenu
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ve¢inom u populaciji P02 Pag i na skupinu A kojoj
pripadaju jedinke populacije P04 Lastovo, dok su
u populaciji P03 Hvar ove dvije genetske skupine
gotovo jednako zastupljene.

Navedenim je istrazivanjem dokazano postoja-
nje autohtonih divljih maslina na podru¢ju Hrvatske
koje nisu nastale spolnim razmnazanjem introduci-
ranih kultivara ve¢ ¢ine sastavni dio sredozemne ma-
kije. Autohtone divlje masline mogu se prvenstveno
nadi na Pagu, Hvaru i Lastovu, dok su na Peljescu
ved¢inom prisutni feralni tipovi ili krizanci divljih i
kulturnih tipova. Hrvatski kultivari ‘Piculja’ i ‘Mr-
¢akinja’ vjerojatno su nastali odabirom pozeljnih
jedinki iz populacije authohtonih divljih maslina.
Svi su ostali kultivari maslina introducirani tijekom
stoljeca, a dijele se na dvije genetske skupine. Dok
ve¢ina kultivara spada u jedinstvenu skupinu, po-
stoje odredeni kultivari (‘Istarska crnica’, ‘Kamasa,
‘Krivulja, ‘Oleaster’, ‘Pujizica’, ‘Rosulja’, ‘Uljarica’ i
“Zuzorka’) koji se od njih genetski jasno razlikuju,
a srodni su pojedinim jedinkama uzorkovanima na
Brijunima feralnog tipa koje su vjerojatno nastale
spolnim razmnazanjem introduciranih kultiva-
ra. Kompleksni genetski odnosi izmedu kultivara,
ucestalost sinonima i homonima te visoka razina
raznolikosti divljih maslina naglasavaju potrebu za
nastavkom istrazivanja.
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U okviru Znanstvenog centra izvrsnosti za biorazno-
likost i molekularno oplemenjivanje bilja (CroP-Bio-
Div) na Institutu za jadranske kulture i melioraciju
kr$a uspostavljena je poljska kolekcija hrvatskih i
introduciranih kultivara te divljih maslina. Podu-
zeta su fenotipska istrazivanja otpornosti na susu i
zaslanjenost, koli¢ine ulja u plodu te reproduktivnih
svojstva alternativno rodnih i redovito rodnih jedin-
ki kultivara ‘Oblica’. Analiza podrijetla i raznolikosti
kulturnih i divljih maslina Republike Hrvatske nuz-
na je za njihovu uspjesnu zastitu, odrzavanje i upo-
trebu. Za provedbu analize podrijetla i raznolikosti
istrazit ¢e se polimorfnost mikrosatelitnih biljega
(Sefc i sur., 2000.; Carriero i sur., 2002.; Cipriani
isur., 2002.), biljega SNP (engl. Single Nucleotide
Polymorphism; polimorfizam pojedina¢nog nukleo-
tida) metodom DArTseq (Melville i sur., 2017.) kao
i biljega EST-SNP razvijenih sekvenciranjem nu-
kleotidnih slijedova EST (engl. Expressed Sequence
Tag; oznaka eksprimirane sekvence) transkriptoma
masline (Belaj i sur., 2018., 2022.). Cjelogenomska
studija pridruzivanja (engl. Genome-Wide Association
Study; GWAS; Visscher i sur., 2012.) bit ¢e provede-
na u svrhu identifikacije gena povezanih s otporno-
$¢u masline na susu i zaslanjenost, kao i s koli¢cinom
ulja u plodu.
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Unutar porodice Brassicaceae svrstano je oko 350
rodova s 3.500 vrsta te se smatra jednom od eko-
nomski najvaznijih porodica s vrstama koje se odli-
kuju brojnim pozeljnim agronomskim i nutritivnim
svojstvima. Jedna od vrsta unutar te porodice, od-
nosno roda Brassica je rastika (Brassica oleracea var.
acephala) za koju se smatra da je najstarija forma
kupusa podrijetlom s Isto¢nog Mediterana (Balkaya
i Yanmaz, 2005.).

Rastika se na podru¢ju Hrvatske uzgaja na Ja-
dranskoj obali, te ju OZani¢ (1938.) u svojoj knjizi o
najvaznijim primorskim vrstama povréa opisuje kao:
»Ova vrst kupusa vrlo je stara i bliza divljoj kupusnici.
Postoje tri skupine odlika lisnatog kupusa, nu malo
se odlika gaji za hranu ljudima, nego se vecim dije-
lom gaje kao ukrasne biljke, ili pak za krmljenje stoke.
Kod nas se gaji visoka rastika, koja je do pred nekoliko
desetljeca bila nas glavni kupus. Gaji se i danas po
primorju i otocima, pa uspijeva i u mrsavoj zemlji, a
podnosi i najvecu Zegu i susu, te odolijeva i ledu. Nasa
rastika daje i davala je vrlo tecno varivo, ako se s njom
postupa kako treba. Da joj se dade malo vise gnoja i
malo vise vode i ona bi bila bolja, pa bi zasluzila da
joj se da malo mjesta u svakom povrinjaku. Velika joj
je prednost, da se moze saditi cijele godine. Uspijeva i u
hladu medu stablima.” Narodni nazivi za rastiku su i
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broskva, krmni kelj, lisnati kelj, prokula, prokulica,
ras¢ika, rastan, sto¢ni kelj, ukret i vukret (Nikoli¢,
2015.). Rastika predstavlja tradicijsku kulturu naseg
jadranskog podrucja, a osobito je bila zastupljena
na nasem juznom jadranskom obalnom podrudju,
otocima te dalmatinskom zaledu. Prehranila je ge-
neracije na tom podrudju jer dobro podnosi nepo-
voljne klimatske uvjete kao $to su susa te visoke kao
i niske temperature. Listovi rastike uzgojeni tijekom
ljeta koristili su se za ishranu stoke, a tijekom zime
nakon razdoblja niskih temperatura rastika je po-
stajala ,slada” te prikladnija za ishranu ljudi. Iako je
rastika Cesta kultura u Hrvatskoj i dalje ne postoji
ni jedna priznata sorta kao ni registrirana sjemenska
proizvodnja u nasoj zemlji, $to bi bilo od velikog
znacaja zbog visoke nutritivne vrijednosti, te jedno-
stavnosti uzgoja (Batelja i sur., 2009.).

Posljednjih godina povecéavaju se povrsine pod ra-
$tikom u nekim dijelovima svijeta zbog utvrdenog
visokog sadrzaja vitamina C, kalcija, te male kalo-
rijske vrijednosti u njenim listovima (Samec i sur.,
2019.b). Procjenjuje se da je godisnja proizvodnja
na Sredozemlju oko 10.000 tona (Demir i Balkaya,
2011.). S obzirom na to da se kod nas u proizvod-
nji koriste uglavnom tradicijski kultivari namece se
potreba za njihovom morfoloskom i molekularnom
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karakterizacijom kako bi se utvrdila bioraznolikost
na nasem podrudju. Nadalje, prikupljanje biljnog
materija na cijelom podrudju te njegova detaljna
karakterizacija omogudila bi i pronalazenje tradi-
cijskih kultivara otpornijih na bioti¢ke i abioticke
stresove, te ostala pozeljna bioloska i agronomska
svojstva (Copeland i McDonald, 2001.; Sameci sur.,
2019.a). Iako postoji vise razlic¢itih morfotipova rasti-
ke, sve njih karakterizira razvoj dubokog i snaznog
korijena, a stabljika mozZe narasti do jednog metra,
te na vrhu formira rozetu. Donji listovi su okruglog
do ovalnog oblika, valovitih do nazubljenih rubova,
te se nalaze na dugim peteljkama. Povrsina lista je
glatka i pomalo valovita, te prekrivena voskom. Boja
listova je zelena do plavo zelena s pojavom ljubicaste
boje (Lesi¢ i sur., 2016.).

Uz brokulu, cvjetacu, kelj, kelj pupcar, korabicu i
kupus, rastika (ukljucujudi i lisnati kelj; Brassica ole-
racea var. acephala) je jedan od kulturnih varijeteta
nastalih udomacenjem divljeg kupusa (Brassica olera-
cea ssp. oleracea). Uglavnom se uzgaja u sredozemnoj
regiji, koja se takoder smatra podrud¢jem udomacenja
ove vrste (Maggioni i sur., 2014.; Mabry i sur., 2021.).
Trend proizvodnje rastike je u porastu s godiSnjom
svjetskom proizvodnjom vrsta koje pripadaju rodu
Brassica oko 70 milijuna tona (Food and Agriculture
Organization of the United Nations, 2022.), a samo
na podrudju Sredozemlja godisnje se proizvede oko
10.000 tona rastike (Demir i Balkaya, 2011.). Veca
gospodarska vaznost komercijalnih kultivara rastike
utvrdena je u crnomorskoj regiji, Pirinejskom polu-
otoku i talijanskoj regiji Toskani, s trendom porasta
proizvodnje u SAD-u (Cartea i sur., 2003.; Balkaya
i Yanmaz, 2005.; Dixon, 2006.; Christensen i sur.,
2011.; Samec i sur., 2019.b). Ratika se uglavnom
uzgaja kao uzdrzavajuca kultura (engl. subsistence
crop), kultura koja sluzi za izravnu upotrebu na gos-
podarstvu, za razliku od brojnih isplativih kultura
(engl. cash crops) koje se uzgajaju iskljucivo radi pro-
daje na trzi$tu. Bududéi da je oplemenjivanje rastike
vrlo ograniceno, uzgoj koji se temelji isklju¢ivo na
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tradicijskim kultivarima éesto dovodi do gubitka po-
tencijalno korisnih gena (Branca i sur., 2013.; Lotti
isur., 2018.). Klimatski uvjeti za proizvodnju kupu-
snjaca opéenito podrazumijevaju hladnija podruc¢ja,
ali se lako moze uzgajati i u podruéjima s toplijim
uvjetima, poput primorskog dijela Hrvatske (Batelja
i sur., 2009.; Emebu i Anyika, 2011.). U Hrvatskoj
rastiku uglavnom uzgajaju u ku¢anstvima starije
osobe na ograni¢enom zemljopisnom podruéju koje
obuhvaca obalni dio Jadranskog mora. Zbog utvr-
denih visokih nutritivnih vrijednosti, te pozitivnog
utjecaja na zdravlje ljudi, posljednjih godina povec¢an
je broj znanstvenih istrazivanja usmjerenih prema
utvrdivanju genetske strukture i raznolikosti rastike.
Proucavanje genetske varijabilnosti rastike cesto se
provodi koristenjem mikrosatelitnih biljega (engl.
microsatellite markers|Simple Sequence Repeats; SSR)
zbog visokog polimorfizma i na unutarvrsnoj razini
(Tautz, 1989.; Jarne i Lagoda, 1996.; Branca i sur.,
2013.). Na podrugju Irske je provedeno istrazivanje
s ciljem utvrdivanja genetske varijabilnosti biljnih
genetskih izvora vrste Brassica oleracea te su u tu
svrthu kori$teni biljezi SSR i AFLP (engl. Amplified
Fragment Length Polymorphism, AFLP) (El-Esawi i
sur., 2016.a, 2016.b). Okumus i Balkaya (2007.) su
proveli istrazivanje na 20 morfoloski razlicitih popu-
lacija rastike iz Turske te utvrdili da se iste genetski
razlikuju koriste¢i RAPD (engl. Randomly Amplifi-
ed Polymorphic DNA, RAPD) metodu, a istrazivane
populacije podijelile su se u tri ve¢e grupe ovisno
o morfoloskim svojstvima. Batelja i sur. (2009.) su
proucavali morfolosku raznolikost populacija rastika
s podrudja Istre i Dalmacije, te utvrdili da se popu-
lacije nisu razdvojile prema geografskoj pripadnosti.
Sli¢no utvrduju i Sefo i sur. (2010.) na podrudju Her-
cegovine gdje se ve¢ina svojstava istrazivanih popula-
cija nije znacajno razlikovala. Morfoloska svojstva ra-
Stike su daleko vise istrazivana u drugim dijelovima
svijeta. Tako je za rastike sa sjeverozapadnog dijela
Spanjolske utvrdena znacajna varijabilnost izmedu
svih istrazivanih populacija (Cartea i sur., 2003.).
U istom istrazivanju utvrdeno je da je morfoloska
raznolikost priobalnih populacija ve¢a u odnosu na



kontinentalne populacije. Znadajna varijabilnost
morfoloskih karakteristika rastike utvrdena je i na
podruc¢ju Italije (Lotti i sur., 2018.), Turske (Balkaya
i Yanmaz, 2005.) i Indije (Gorka i sur., 2018.). Pro-
ucavanje morfoloskih svojstava rastike u Hrvatskoj
provedeno je samo na ograni¢enom broju populacija,
dok genetska raznolikost do sada nije prouc¢avana
(Batelja i sur., 2009.). Nadalje, Lotti i sur. (2018.)
su u svom istrazivanju okarakterizirali germplazmu
vrste ra$tike koja se uzgaja u Apuliji (juzna Italija).
Istrazivanje je provedeno na 19 populacija rastika
koriste¢i 12 mikrosatelitnih biljega koji su u preli-
minarnom istrazivanju istih autora bili polimorfni.
U istrazivanju je utvrdeno ukupno 46 alela, a broj
alela po lokusu je varirao od dva do sedam. Infor-
macijski sadrzaj polimorfizma (engl. Polymorphism
Information Content; PIC) mikrosatelitnih biljega se
kretao od 0,086 do 0,742. Utvrdena je visoka razi-
na genetske raznolikosti izmedu populacija, dok su
se Cetiri populacije jasno odvojile. Maggioni i sur.
(2014.) ukazuju na vaznost visoke genetske raznoli-
kosti tradicijskih kultivara u odnosu na komercijalne
$to su utvrdili koristenjem AFLP metode. Moderni,
komercijalni kultivari rastike polako istiskuju iz pro-
izvodnje tradicijske kultivare $to moze dovesti do
gubitka pozeljnih alela. Stoga su genetska istraziva-
nja razli¢itih tradicijskih kultivara rastike preduvijet
za uspje$ne oplemenjivacke programe. Skorasnje
istrazivanje genetske raznolikosti razli¢itih popula-
cija rastike s podruéja Bosne i Hercegovine ukazuje
na znatnu genetsku raznolikost i na ovom podru¢ju
(Sutkovi¢ i sur., 2021.).

U istrazivanje je bilo uklju¢eno 25 populacija stra-
nooplodnih tradicijskih kultivara rastike prikuplje-
nih duz hrvatske obale, otoka te s podrué¢ja Bosne i
Hercegovine (Tablica 3.6.). Sjeme se odrzava i ¢uva
u kolekeiji Instituta za poljoprivredu i turizam u Po-
recu. Poljski pokus s ciljem morfoloske i molekularne
karakterizacije proveden je na pokusaliStu Instituta.
Sjeme je posijano u srpnju, a biljke su presadene u
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kolovozu 45 dana nakon sjetve i to u fazi 4 - 5 pravih
listova (BBCH14 - 15). Pokus je postavljen prema
slu¢ajnom bloknom rasporedu u Cetiri ponavljanja,
a osnovna parcela je ukljuéivala Cetiri reda po pet
biljaka. Biljke su bile posadene na razmak od 50 cm
unutar i izmedu redova. U uzgoju su primijenjene
uobicajene agrotehnicke mjere za uzgoj kupusnjaca
(Lesi¢ i sur., 2016.).

Uzorci lista su prikupljeni s 20 biljaka po popu-
laciji u tehnologkoj zrelosti i osuseni u silika-gelu za
izolaciju DNA. Genetska raznolikost rastike je utvr-
dena analizom mikrosatelitnih biljega. Mikrosatelit-
ni biljezi su odabrani pregledom dosadasnjih istra-
zivanja (El-Esawi i sur., 2016.b; Lotti i sur., 2018.).
Statisti¢ka analiza podataka obuhvatila je procjenu
unutarpopulacijske raznolikosti, procjenu genetske
diferencijacije, analizu molekularne varijance, Baye-
sovsku analizu skupina, izratun genetske udaljenosti
izmedu populacija, te izradu filogenetske mreze.

U svrhu molekularne analize kori$teno je 13 mi-
krosatelitnih biljega prethodno razvijenih za kupu-
snjace, od kojih je osam bilo informativno (BRMS-
005, Ol10-H02, Ol11-D12, Ol11-G11, Ol11-H02,
Ol12-A04, Ra2-A01, Ra2-E12). Upotrebom osam
mikrosatelitnih biljega identificirano je ukupno 86
alela. Prosje¢no alelno bogatstvo (V) izracunato
u programu FSTAT (Goudet, 1995.) iznosilo je
3,185, a kretalo se od 2,125 kod populacije Labin-
ci (P02), do 4,075 kod populacije iz Carskog polja
s otoka Korcule (P21). Zapazena heterozigotnost
(H,) izracunata je u programu GENEPOP (Ray-
mond i Rousset, 1995.) iznosila je 0,442, a kretala
se u rasponu od 0,225 (P18, Mostar) do 0,588 (P21,
Carsko polje). Prosje¢na vrijednost o¢ekivane hete-
rozigotnosti (/) iznosila je 0,459 i bila je ve¢a kod
svih populacija u odnosu na zapazenu, a kretala se
u rasponu od 0,276 (P02, Labinci) do 0,577 (P14,
Vrgorac). Koeficijent samooplodnje (£,) bio je si-
gnifikantan (P < 0,05) kod éetiri populacije: Preko
(P08), Baska voda (P12), Vrgorac (P14) i Mostar
(P18) (Tablica 1). Prosje¢na genetska diferencija (F,)
izmedu 25 analiziranih populacija iznosila je 0,357,
a kretala se od 0,055 izmedu populacija iz Katuna
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TABLICA 3.6. UNUTARVRSNA RAZNOLIKOST POPULACIJA TRADICIJSKIH KULTIVARA RASTIKE (BRASSICA OLERACEA VAR. ACEPHALA)

POP POPULATION VEGNO N N, H, H, Fie
P01 Kastelir IPT-202 17 3,123 0,478 0,504 0,052 ns
P02 Labinci IPT-206 13 2,125 0,231 0,276 0,165 ns
P03 Fuskulin IPT-379 16 3,474 0,477 0,508 0,063 ns
P04 Rovinj IPT-174 17 2,192 0,250 0,286 0,126 ns
P05 LoSinj IPT-396 19 2,369 0,342 0,337 -0,015ns
P06 Losinj IPT-390 20 3,648 0,494 0,552 0,106 ns
P07 Ugljan IPT-391 19 3,128 0,474 0,483 0,019 ns
P08 Preko IPT-381 20 3,682 0,456 0.490 0,069*x*
P09 1z IPT-380 18 3,697 0,486 0,492 0,013 ns
P10 Katuni IPT-402 17 3,420 0,478 0,474 -0,008 ns
P11 Kostanje IPT-422 20 3,533 0,525 0,508 -0,033 ns
P12 Topi¢i, Baska voda IPT-387 19 3,518 0,434 0,490 0,114%%%
P13 Vrgorac IPT-397 20 3,791 0,500 0,555 0,100 ns
P14 Vrgorac IPT-383 19 3,307 0,533 0,577 0,076%
P15 Vrgorac IPT-386 17 2,986 0,404 0,397 -0,019 ns
P16 Drinovci IPT-403 18 3,155 0.486 0,472 -0,031 ns
P17 Vitina, Mostar IPT-385 20 2,980 0,425 0,464 0,083 ns
P18 Mostar IPT-395 15 2,941 0,225 0,349 0,356%x*
P19 Mostar IPT-393 20 3,952 0,450 0,486 0,073 ns
P20 Okljucina, Vis IPT-394 17 2,603 0,463 0,477 0,029 ns
P21 Carsko polje, Koréula IPT-399 20 4,075 0,588 0,524 -0,121ns
P22 Zavalatica, Kor¢ula IPT-401 19 3,878 0,461 0,467 0,014 ns
P23 Ponikve, PeljeSac IPT-400 20 3,736 0,575 0,557 -0,033 ns
P24 Dubrovnik IPT-392 18 2,641 0,396 0,356 -0,112 ns
P25 Pavlje Brdo, Konavle IPT-384 17 2,779 0,427 0,398 -0,073 ns

N - veli€ina uzorka; N, —alelno bogatstvo; H,—zapaZena heterozigotnost;

H,—oclekivana heterozigotnost;

* znacajno pri P < 0,05; ** znacajno pri P < 0,01; *** znac€ajno pri P < 0,001

F

s

—koeficijent samooplodnje (ns—nije zna&ajno;
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(P10) i Vrgorca (P14) do 0,591 izmedu populacija iz
Labinaca (P02) i Rovinja (P04). Najve¢u prosje¢nu
genetsku diferenciju pokazali su tradicijski kultivari
s podrugja Istre (0,357), a najmanju oni s podrudja
juzne Dalmacije (0,198). Analiza molekularne va-
rijance (engl. Analysis of molecular variance; AMO-
VA; Excofhier i sur., 1992.) provedena u programu
ARLEQUIN (Excoffier i Lischer, 2010.) pokazala
je da veéinu genetske raznolikosti (76,43 %) uvje-
tuju razlike izmedu jedinki unutar populacija, no
signifikantna vrijednost (P < 0,0001) parametra ¢,
izmedu populacija ukazala je na postojanje popula-
cijske strukeure.

Bayesovska analiza populacijske strukture prove-
dena pomoc¢u programa STRUCTURE (Pritchard i
sur., 2000.) pokazala je najvi$u vrijednost parametra
AK (12,57) pri hipotezi o postojanju dvije genetske
skupine (K = 2). Postotak pripadnosti (Q) genetskoj
skupini A se smanjivao od sjevera prema jugu kako
se povecavao postotak pripadnosti genetskoj skupini
B. Populacije karakteristi¢ne za genetsku skupinu A
(Q > 90 %) bile su tri istarske populacije (P01, P02,
P04), ali i populacija s Visa (P20), dok je najvisi po-
stotak pripadnosti genetskoj skupini B zapazen kod

P02

REGIJE

R1ISTRA (HRV)

R2 SJEVERNOJADRANSKI OTOCI (HRV)
@ R3 DALMATINSKO ZALEDE (HRV)

R4 HERCEGOVINA (BIH)

R5 JUZNA DALMACIJA (HRV)

P06
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populacija iz juzne Dalmacije (P22 - P25). Shodno
tome, ve¢ina populacija koje su nastale mijesanjem
dviju genetskih skupina (Q < 75 %) potjecala je iz
Dalmatinskog zaleda (P10; P11-P15).

Srodstveni odnosi izmedu analiziranih populaci-
ja prikazani su filogenetskom mrezom (Slika 3.20.)
izradenom po metodi sparivanja susjeda (engl.
neighbor-net) u programu SplitsTree4 (Huson i Bry-
ant, 20006.) na temelju matrice standardne genetske
udaljenosti po Neiju (Nei, 1972.). Iako su se mnoge
populacije podrijetlom iz iste regije pokazale genet-
ski srodnima, postojanje niza izuzetaka ukazuje na
Cestu razmjenu sjemena izmedu proizvodaca iz ra-
zlicitih regija. Uglavnom niske vrijednosti bootstrap
za ve¢inu skupina na filogenetskoj mrezi ukazuju na
slobodan protok gena (engl. gene flow) izmedu po-
pulacija rastike koje je omoguéen visokom razinom
stranooplodnje kod navedene biljne vrste. Time se
odrzava visoka razina unutarpopulacijske raznoli-
kosti, no istodobno otezava precizna karakterizacija
svojstava odredenog tradicijskog kultivara rastike u
svrhu njegove zastite ukljuc¢ivanjem na Sortnu listu
Republike Hrvatske kao ¢uvane sorte (engl. conser-
vation variety).

FILOGENETSKA
MREZA IZRADENA NA
TEMELJU NEIJEVE GENETSKE
UDALJENOSTI IZMEBU 25
POPULACIJA TRADICIJSKIH
KULTIVARA RASTIKE
ANALIZIRANIH POMOCU 0SAM
MIKROSATELITNIH BILJEGA.
BROJEVI UZ ISPREKIDANE
LINIJE OZNACAVAJU
VRIJEDNOSTI BOOTSTRAP VECE
0D 50%. OZNAKE POPULACIJA
SU NAVEDENE U TABLICI 3.16

P04
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Prethodno je navedeno kako unato¢ tradiciji i
prosirenosti uzgoja ne postoji ni jedna domaca reg-
istirana sorta rastike na sortnoj listi RH. Stoga je
u okviru Znanstvenog centra izvrsnosti za biora-
znolikost i molekularno oplemenjivanje bilja (ZCI
CroP-BioDiv) provedena morfoloska, molekularna
i biokemijska karakterizacija populacija rastike s ja-
dranskog podrudja te se planira daljnje prikupljanje
primki i kontinuirano popunjavanje kolekcije oso-
bito s izoliranih lokacija (otoci). Na prikupljenom
materijalu ve¢ je provedeno testiranje populacija na
otpornost na visoke temperature i susu te su odabra-
ne one koje bolje podnose oba abioticka stresa (Bauer
i sur,, 2022.). U daljnjim istrazivanjima nastavit ¢e
se testiranje populacija na otpornost na abioticke i
bioti¢ke stresove kako bi se izdvojile one koje ¢e se
lakse prilagoditi budu¢im klimatskim promjenama.
Posebna paznja ¢e se posvetiti o¢uvanju genetske
strukture prikupljenih tradicijskih kultivara, a $to
zbog visoke stranooplodnje pretpostavlja umnazanje
sjemena s dovoljnog broja biljaka u uvjetima umjetne
ili prostorne izolacije pojedinih populacija. Osim
zapocetog testiranja i selekcije na abiticke i bioticke
stresove, potrebno je provesti i selekciju na vazna
agronomska i nutritivna svojstva. Ovakvim pristu-
pom bilo bi moguce dobiti registrirane kultivare za
razlicite namjene, kako za prehranu ljudi i Zivotinja,
tako i za zelenu gnojidbu ili ornamentalne svrhe.
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4.1. UvobD

Mnogim svojstvima od znacenja, kako za evoluciju
tako i za oplemenjivanje bilja, nije u potpunosti po-
znata genetska osnova, budu¢i da nije poznato koji
geni i koliko je gena uklju¢eno u njihovu pojavnost.
Ovakva slozena svojstva nazivaju se kvantitativni-
ma i predmet su proucavanja kvantitativne genetike
ve¢ vise od jednog stolje¢a (Wallace i sur., 2013.;
Bernardo, 2020.b). U pocetku je bilo vrlo tesko
odrediti broj gena i njihove u¢inke na kvantitativna
svojstva. To je bilo mogude iskljuc¢ivo statistickim
metodama, pri ¢emu se izdvaja jedno stoljece stara
Castle-Wright-ova formula (Castle, 1921.; Wright,
1968.; Lynch i Walsh, 1998.). Prema najjednostav-
nijoj verziji procjenitelj minimalnog broja efektivnih
gena (n) bio bi:
_(i-Py)

"eT ey
gdje su P: i P2 fenotipske srednje vrijednosti dviju
parentalnih populacija, a V' genetska varijanca F, ge-
neracije izmedu tih dviju populacija. Pretpostavke su
da geni nisu vezani, a da aditivni geni imaju jedna-
ki u¢inak koji se razlikuje izmedu dviju populacija,
tako daje Pr-P2=2n1i V= n/2 i onda je 7 jednak
stvarnom broju gena (7). Osnova je ovoga odnosa,
$to se razlika izmedu dviju populacija razdvaja u sve
vide gena, genetska varijanca F, generacije trebala
bi biti manja. Ako su geni vezani, imaju nejednak
ucinak, nisu aditivni ili postoji epistaza. Ovaj pro-
gjenitelj iskazuje nize vrijednosti, pa se zato govori
o minimalnom broju gena (7, < 7). Opcenito, ¢esto
se susre¢emo s ve¢im brojem pretpostavki u kvan-
titativnoj genetici i, konkretno, u analizi lokusa za
kvantitativna svojstva (engl. Quantitative trait loci
analysis; QTL analysis). Pretpostavke ¢e tek najnovi-
jim agnostickim metodama strojnog ucenja u potpu-
nosti nestati. Na povijesnom pocetku analiza lokusa
za kvantitativna svojstva koja koristi molekularne
biljege, statisticka je analiza podrazumijevala da se
koristi pobolj$ani izratun minimalnog broja gena
prema Landeu (Lande, 1981.) i da se u analizi F,
(mahom biparentalne) generacije koriste roditelji koji
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se bitno fenotipski razlikuju u istrazivanom kvanti-
tativom svojstvu prema klasi¢noj Castle-Wright-ovoj
formuli. Brzim i snaznim razvojem novih metodo-
logija molekularne analize lokusa za kvantitativna
svojstva zadnjih nekoliko desetljec¢a, postupno se
napustaju nacela uporabe divergentnih roditelja i
jednostavne biparentalne populacije.

4.2. NAGELA

Metode molekularne biologije omogucuju ras¢lam-
bu genetske varijacije za kvantitativno svojstvo na
doprinose pojedina¢nih gena i utvrdivanje u¢inaka
razlicitih alela na te gene kako bi se u kona¢nici oda-
brali genotipovi sa zeljenim alelima. Medutim, DNA
sekvenca i to¢na funkcija ovih gena uglavnom nisu
poznati, pa se umjesto ,,gena’ opreznije govori o lo-
kusima za kvantitativna svojstva (engl. Quantitative
trait loci; QTLs; hrv. ,QTL-ovi”), odnosno mjesti-
ma na kromosomima koja utjecu na nasljedivanje
kvantitativnih svojstava. Collard i sur. (2005) daju
tehnicki nezahtjevan pregled osnovnih koncepata
QTL analize. Postoji cijeli niz metoda razlicitih su-
stava molekularnih biljega koje se koriste za detekeiju
i identifikaciju QTL-ova, no sve metode pocivaju na
etiri osnovna nacela (Becker, 2011.):

1. Biljni materijal za istrazivanje QTL-ova mora biti
genetski varijabilan,

2. Materijal mora prethodno biti karakteriziran po-
mo¢u molekularnih biljega,

3. Materijal mora prethodno biti fenotipski karakte-
riziran za agronomsko svojstvo od interesa,

4. Rezultati molekularne analize biljega i fenotipske
analize spajaju se kako bi se mogli detektirati i
identificirati QTL-ovi i izraditi genetska karta na
kojoj je vidljiva pozicija identificiranih lokusa na
pojedinim kromosomima.

Biljni materijal za QTL analizu ili to¢nije karti-
rajuca populacija uglavnom je jedna ili vise razdva-
jaju¢ih populacija; primjerice F, ili kasnije generacije
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uzgajane u razli¢itom stupnju srodstva, ili povratni
krizanci, samooplodne linije, linije dobivene slu¢aj-
nim medukrizanjem u jednoj ili viSe generacija (engl.
random mated lines), ili dihaploidne linije dobivene iz
jedne ili vise populacija. U poc¢ecima QTL-analiza,
razvoj kartiraju¢ih populacija bio je najmukotrpniji
proces koji moze trajati viSe uzgojnih godina, pogo-
tovo $to je za kartiraju¢u populaciju trebalo proizve-
sti $to vise jedinki — linija kako rezultati ne bi bili
pristrani (engl. biased) prema detekciji zapravo nepo-
stoje¢ih QTL-ova. Zbog toga je u posljednje vrijeme
uvrijezeno da broj linija po kartirajuéoj populaciji ne
bi trebao biti manji od 200 jedinki (Becker, 2011),
ili ¢ak 250 (Bernardo, 2020a). Medutim, neovisno o
veli¢ini kartirajuc¢ih populacija koje mogu sadrzavati
i po nekoliko tisuca linija, ukupni broj nepristrano
detektiranih lokusa zapravo je samo broj razdvajaju-
¢ih QTL-ova, a ne ukupni broj QTL-ova koje kon-
troliraju pojedino svojstvo. Dakle, i ovdje se radi o
nekom minimalnom broju ,,gena” sli¢no kao i kod
Castle-Wright-ove formule.

U novije vrijeme, karakterizacija kartirajuce po-
pulacije pomo¢u molekularnih biljega naziva se ge-
notipizacija koja je sastavni dio i analize genetske
raznolikosti kada imamo vise kartiraju¢ih populacija
ili kada se analiziraju samooplodne (inbred) linije per
se, odnosno neke druge primke pojedinih biljnih vr-
sta. Fenotipska se karakterizacija zove i fenotipizaci-
jom, koja predstavlja zapravo dio uobicajene rutine u
klasi¢cnom oplemenjivanju bilja upraznjavane daleko
prije molekularnog oplemenjivanja.

Detekcija i identifikacija QTL-ova u zdruzenoj
statistickoj analizi genotipizacije i fenotipizacije po-
sljednji je i najosjetljivi korak u analizi lokusa za
kvantitativna svojstva. Niz se statistickih metoda
rabi ili se rabilo kako za detekciju (ima li ,pravih”
QTL-ova uopée), tako i za identifikaciju (gdje se de-
tektirani QTL-ovi nalaze na kromosomu). Kearsey
i Farquhar (1998.) daju prvu kritiku tadasnje QTL
metodologije naglasavaju¢i da metode detekcije i
identifikacije nisu precizne, pa je razvoj statistickih
metoda zadnjih desetlje¢a zajedno s razvojem meto-
da genotipizacije iSao uglavnom u smjeru povecane
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preciznosti analize. Pri tome, vazno je re¢i da to¢-
nost detekcije i identifikacije nije nikada opéenito
dovedena u pitanje: novije preciznije metode nakon
nekoliko desetlje¢a mogle su mahom potvrditi to¢ne
rezultate starijih i jednostavnijih statistickih analiza.

4.3. STATISTICKE METODE

Uobicajene statisticke metode za analizu lokusa za
kvantitativna svojstva su analiza pojedinacnih biljega
(engl. single-marker analysis), jednostavno kartiranje
intervala (engl. simple interval mapping; SIM), sa-
stavljeno kartiranje intervala (engl. composite inter-
val mapping; CIM) i viSestruko kartiranje intervala
(engl. multiple interval mapping; MIM).

4.3.1. Analiza pojedinacnih biljega

Analiza pojedina¢nih biljega (engl. single-marker
analysis) najjednostavnija je metoda za detekeiju lo-
kusa za kvantitativna svojstva i provodi se za svaki
biljeg posebno (Soller i sur., 1976.; Weller, 1986.; Ed-
wards i sur., 1987.; Stuber i sur., 1987.). Pretpostavka
je da je QTL povezan s odredenim biljegom uko-
liko su fenotipske vrijednosti analiziranog svojstva
signifikantno razli¢ite izmedu genotipova biljega.
Ako je pretpostavljeni QTL vezan s biljegom M uz
ucestalost rekombinacije 7, povezanost izmedu vri-
jednosti svojstva i obrasca razdvajanja biljega moze
se izraziti kao:

yi=n+f(M)+g

gdje je Y, vrijednost svojstva jedinke j, s prosjek po-
pulacije, /() funkcija genotipa biljega, a &, rezidu-
alna pogreska povezana s jedinkom ;.

Ocekivana vrijednost funkcije (M) ovisi o ge-
netskoj vrijednosti genotipa pretpostavljenog QTL-a
i povezanosti (7) izmedu biljega i QTL-a, a moze se
izra¢unati upotrebom uvjetnih vjerojatnosti:

Pr(QuM;)

PrOA) =)



gdje je Pr(Q,|M) uvjetna vierojatnost da je genotip
QTL-aQ,, ukoliko je genotip biljega ]\4j_,, Pr(QkM/)
je zajednicka vjerojatnost, a Pr(]Wj) marginalna vje-
rojatnost koja ovisi o tipu populacije za kartiranje.
Srednja vrijednost svojstva za genotip biljega M, izra-
¢unava se kao:

K
k=1

gdje je 4, srednja vrijednost genotipa biljega M, 4,
je srednja vrijednost genotipa QTLa Q,, Pr(Q | M)
uvjetna vjerojatnost da je genotip QTL-a Q,, ukoli-
ko je genotip biljega M.

U populaciji povratnog krizanja nastaloj kriza-
njem F, generacije i homozigotnog roditelja (MmQq
x MMQQ), srednja vrijednost svojstva za genotip
biljega MM je:

Hmm = Koq X Pr(QQIMM) + poq X Pr(Qq|Mm).

Na temelju pretpostavke da su biljeg M i QTL veza-
ni uz udestalost rekombinacija 7, srednja vrijednost

svojstva genotipskih klasa biljega MM i Mm je:
tum = (1 =7)pigq + Thoq

Pmm = Thoe + (1 —1)pggs

te je tako razlika izmedu srednjih vrijednosti svojsta-
va izmedu genotipskih klasa jednaka:

Umm — Hpm = (1 — Zr)(“QQ - /‘Qq)

Stoga je nulta hipoteza koju treba testirati:

Ho: MM — Hmm = 0.

Ukoliko je nulta hipoteza odbacdena (srednje vri-
jednosti svojstva se razlikuju izmedu genotipskih
klasa biljega), zaklju¢ujemo da postoji QTL koji je
povezan s analiziranim biljegom. Statisticke me-
tode kojima se navedena hipoteza moze provjeriti

uklju¢uju analizu varijance (ANOVA) ili linearnu
regresiju.

Glavna je prednost analize pojedina¢nih biljega
jednostavnost, pri ¢emu nije potrebna genetska karta
i analiza se moze provesti uobicajenim racunalnim
programima. Nedostatak je analize pojedina¢nih
biljega nemoguénost istovremene procjene lokacije
QTL-a i njegovog ucinka. Lokacija QTL-a moze
se nazrijeti analizom biljega za koje postoje najvede
razlike izmedu prosjeka genotipskih klasa, no pro-
cijenjeni ¢e u¢inak QTL-a izracunat za pojedini bi-
ljeg biti manji od stvarnog ucinka pretpostavljenog
QTL-a kao rezultat rekombinacija izmedu biljega i
QTL-a. Bududi da nije mogude razluditi lokaciju od
uc¢inka QTL-a statisticka je snaga testa smanjena,
narocito u slu¢aju nedovoljno saturirane genetske
karte. Stovie, ovom se metodom ne moze odrediti
je li biljeg vezan s jednim ili vise QTL-ova.

4.3.2. Jednostavno kartiranje intervala

Primjenom metode Jednostavnog kartiranja intervala
(simple interval mapping; SIM) (Lander i Botstein,
1989.) koriste se rezultati dobiveni izradom genetske
karte te se umjesto analize pojedina¢nih biljega ana-
liziraju intervali izmedu susjednih gena uzduz kro-
mosoma. Ako su biljezi A i B vezani uz ucestalost re-
kombinacijar, a QTL je lociran izmedu ta dva biljega
i to s ucestalosti rekombinacija 7, s A'i 7, s B, odnos
izmedu navedenih ucestalosti rekombinacije je 7 = 7, +
r,— 2r,r,ako pretpostavimo odsutnost interferencije.
Ukoliko pretpostavimo da je interferencija potpuna
jer je ucestalost rekombinacija vrlo niska te je dvo-
struko cross-over rijetka pojava, formulu mozemo
reducirati na 7 = 7,+ 7,. U tom slu¢aju lokaciju QTL-
a mozemo izraziti na relativan nacin u odnosu na
interval izmedu biljega A i B tako dajep=7/rilp
= r,Ir. Ukoliko su poznati podaci o genotipu biljega,
moguce je izracunati uvjetne vjerojatnosti genotipova
QTL-a u svakoj poziciji izmedu susjednih biljega.
Prateéi dva biljega u populaciji povratnog kriza-
nja nastaloj krizanjem F, generacije i homozigot-
nog roditelja (AaBb x AABB), otekujemo pojavu
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Cetiri genotipske klase biljega (AABB, AABb, AaBB,
AaBb). O¢ekivana udestalost genotipa QTL-a ovisi
o njegovoj lokaciji izmedu dva biljega. Ako se QTL
nalazi na sredini intervala tako daje p = 7, /7 = 0,5
ocekivane ucestalosti genotipa QTL-a ovisno o ge-
notipovima omedujudih biljega su:

GENOTIP OMEBUJUCIH BILJEGA

GENOTIP
QTL-A

AABB AABB AABB

Qa 1.0 0.5 0,5 0,0

AABB AaBb
Haass = N7\ /\I-MBI) = Haq
Haa Haq
AABb AaBB

Haagb = 0.5 (Haa*Haq) Bagee= 0.5 (hagtHag)

AN

Qq 0,0 0.5 0.5 0,0

Predpostavimo da vrijednosti svojstva imaju normal-
nu raspodjelu te da svaki genotip biljega/QTL-a ima
identi¢nu varijancu (67). Ukoliko znamo genotipove
omedujucih biljega, uvjetne fenotipske vrijednosti
prate ili jednostavne normalne raspodjele (u slu¢aju
genotipova AABB i AaBb) ili pak kombinaciju dvaju
normalnih raspodjela s razli¢itim srednjim vrijedno-
stima (44, p4,, U slucaju genotipova AABb i AaBB)

kao $to je to prikazano na Slici 4.1.

GENOTIP GENOTIP OCEKIVANE RASPODJELE
BILJEGA BILJEGA VRIJEDNOSTI
1 QTL-A KVANTITATIVNOG
SVOJSTVA
AABB AAQQBB N(Hgg: p?)
- 2
AABb AAQQBb i AAQgBD '[312] P) x Nlkiag %) +p x Nlkig
2 -
AaBB AaQQBB i AaQgBB Sz]x Nlkog: p7) + (1= p) > Nl
AaBb AaQqgBb Ny, p?)

Ukoliko QTL nije izmedu ta dva biljega, srednje
vrijednosti svojstva svih genotipskih klasa biljega
trebale bi biti jednake. Ukoliko se pretpostavljeni
QTL nalazi izmedu ta dva biljega, moZemo izra-
¢unati procjenitelje maksimalne vjerodostojnosti za
sva tri parametra ( ,&w, ,&M, o2) koji su definirani
kao vrijednosti, pri kojima uvjetna vjerojatnost da
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Hag  Haa Hag  Haa

SLIKA 4.1. OCEKIVANE RASPODJELE VRIJEDNOSTI SVOJSTVA ZA
CETIRI GENOTIPSKE KLASE BILJEGA U POPULACIJA POVRATNOG
KRIZANJA U SLUCAJU DA SE QTL NALAZI NA SREDINI INTERVALA
IZMEDU BILJEGAAIB (p=R; /R=10,5)

zapazeni podaci proizlaze iz te hipoteze postize svoju
maksimalnu vrijednost. U svrhu testiranja signifi-
kantnosti u¢inka pretpostavljenog QTL mozemo
izra¢unati vrijednost LOD (likelihood of odds) izme-
du vjerodostojnosti dvije hipoteze:

L(H,)
LOD = lOg10 [THO)
gdje je, L(H ) funkcija vjerodostojnosti nulte hipoteze
pri kojoj se QTL ne nalazi u analiziranom intervalu
L (k= 1y = W)> a L(H) je funkcija vierodostojnosti
modela koji uklju¢uje postojanje QTL-a u analizi-
ranom intervalu QTL, (fLQq= ]ftqq: 62) . Vrijednost
LOD stoga je mjerilo vjerodostojnosti nazo¢nosti
QTL-a u analiziranom intervalu u usporedbi s vje-
rodostojnos¢u nepostojanja QTL-a. Vrijednost LOD
izraCunava se za svako mjesto u intervalu (npr. za
svaki cM). Vrijednosti LOD mogu se nacrtati uzduz
skupina vezanih gena i ukoliko prelaze kriti¢nu vri-
jednost ukazuju na postojanje QTL-a u analiziranoj
kromosomskoj regiji. Najvjerojatnija je pozicija QTL
ona na kojoj je vrijednost LOD-a najveca.
Jednostavno kartiranje intervala ima niz predno-
sti pred analizom pojedina¢nih biljega. Analizom
usko vezanih biljega mogude je prevladati problem



pojave rekombinacija izmedu biljega i QTL-a te
tako povecati vjerojatnosti identifikacije QTL-a uz
to¢nu procjenu njegovog ucinka. Medutim, ukoliko
postoji vise QTL-ova koji razdvajaju u analiziranoj
populaciji jednostavno kartiranje intervala ne uzima
u obzir genetsku varijancu uzrokovanu QTL-ovima
izvan intervala koji se analizira, $to narocito dolazi
do izrazaja u slu¢aju vezanih QTL-ova kao i prili-
kom postojanja interakcija izmedu QTL-ova.

4.3.3. Sastavljeno kartiranje intervala

Sastavljeno kartiranje intervala (Composite interval
mapping; CIM) (Jansen i Stam, 1994.; Zeng, 1994.)
kombinira jednostavno kartiranje intervala i vise-
struku regresiju na biljege koji su povezani s QTL-
ovima, a koji su izvan intervala koji se analizira. U
slu¢aju Jednostavnog kartiranja intervala procjena
uc¢inka QTL-a bit ¢e pristrana ukoliko postoji vise
QTL-ova. Stoga se u sastavljenom kartiranju inter-
vala dodatni biljezi uklju¢uju u model kao kovarija-
ble (kofaktori) prilikom analize odredenog intervala
u svrhu kontrole genetskog zaleda. Tako se pokusava
eliminirati genetska varijanca drugih QTL-ova, pri
¢emu se smanjuje rezidualna varijanca i povec¢ava
snaga testa u svrhu identifikacije QTL-a.

U populaciji povratnog krizanja analiza intervala
izmedu biljega 7 i i+1 pomocu jednostavnog karti-
ranja intervala (SIM) moze se izraziti sljede¢im sta-
tistickim modelom:

Yj = Bo + BiXij + ¢

gdje je, ¥; vrijednost svojstva jedinke j; ,je odsjecak
regresijskog pravaca koji predstavlja srednju vrijed-
nost svojstva u populaciji; f, je nagib regresijskog
pravaca koji predstavlja genetski ucinak pretpostav-
lienog QTL-a koji se nalazi izmedu biljega 7 i i+1,
a X_je indikartorska varijabla (engl. dummy varia-
ble) koja ima vrijednost 1 u slucaju genotipa biljega
AABB, 0 za AaBb, 1-pipza AaBB, pi1- pza AABb,
a g je rezidual modela.

U sluéaju analize navedenog intervala pomocu sa-
stavljenog kartiranja intervala u model ukljuceni su i
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dodatni biljezi (K) koji se nalaze izvan intervala izme-
du biljega 7 i i+1, tako da se model moze izraziti kao:

K
Yj = Bo + BiXi; + Z BiXkj + €

k#i,i+1

gdje je B, parcijalni regresijski koeficijent biljega £,
a ij je indikatorska varijabla biljega 4 i jedinke j,
koja ima vrijednost 1, ukoliko je genotip biljega A4
odnosno 0 za Aa.

U svrhu testiranja signifikantnosti u¢inka pretpo-
stavljenog QTL-a, vrijednost LOD moze se izracu-
nati kao logaritam omjera vjerodostojnosti potpunog
i reduciranog modela, pri ¢emu reducirani model
pretpostavlja da se u analiziranom intervalu ne na-

lazi QTL:

yj = Bo +
k#iit1

Bkaj + £j .

Dodavanjem kofaktora smanjuje se varijanca uzro-
kovana QTL-ovima koji se nalaze izvan analizira-
nog inervala na nacin da se blokira njihov dopinos
gjelokupnoj genetskoj varijanci svojstva, te se tako
povecava snaga testa. Medutim, ostaje problem kako
odrediti koji bi biljezi trebali biti ukljuc¢eni kao ko-
faktori u model.

Iako postoji niz provizornih rjesenja (npr. koriste-
nje jednog biljega po kromosomu, koristenje ome-
dujudih biljega pretpostavljenog QTL-a), biljezi koji
¢e biti koristeni kao kofaktori u Sastavljenom kar-
tiranju intervala obi¢no se identificiraju postupnom
regresijom prema naprijed (engl. Forward Stepwise
Regression; FS), prema natrag (engl. Backward Eli-
mination Regression; BE) ili prema naprijed i prema
natrag (engl. Forward Backward Stepwise Regression;
FB). Tim se postupcima biljezi rangiraju po njiho-
vim uéincima na kvantitativno svojstvo izratunom
parcijalne F-statistike pomoc¢u linearne regresije.
Ne postoji opée pravilo koliko bi se biljega trebalo
ukljuciti u model, no previsok broj kofaktora moze
smanyjiti statisticku snagu testa, narocito ukoliko je
veli¢ina populacije relativno mala.
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Nakon odredivanja biljega koji ¢e se ukljuditi u
model kao kofatkori Sastavljenim se kartiranjem
intervala na sustavan na¢in mogu identificirati vise-
struki QTL-ovi. Medutim, Zeng i sur. (1999.) sazeli
su ogranicenja upotrebe Sastavljenog kartiranja in-
tervala na sljede¢i nadin: (a) analiza je pristrana zbog
nejednolike raspodjele biljega po genomu, $to znaci
da je snaga testa u regijama u kojima postoji mnogo
biljega znatno veca od one u regijama u kojima je broj
biljega manji; (b) nije moguée procijeniti zajednicki
genetski ucinak vezanih QTL-ova; (c) Sastavljeno
kartiranje intervala ne rjesava problem epistatickih
interakcija; (d) upotreba vezanih biljega kao kofakto-
ra moze znatno smanjiti statisticku snagu testa.

4.3.4. ViSestruko kartiranje intervala

U visestrukom kartiranju intervala (engl. Multiple
interval mapping; MIM; Kao i Zeng, 1997.; Kao i
sur., 1999.; Zeng i sur., 1999.) istovremeno se ana-
lizira vi$e intervala u svrhu identifikacije vie QTL-
ova, te za procjenu njihovih pojedina¢nih kao i epi-
statickih ué¢inaka. Visestruko kartiranje intervala
model je koji se temelji na (a) genetskom modelu po
Cockerhamu (Cockerham, 1954.) za procjenu genet-
skih parametera i modeliranje odnosa izmedu vrijed-
nosti svojstva i genetskih parametara, te (b) metodi
maksimalne vjerodostojnosti za procjenu genetskih
parametara (Kao i sur., 1999.). Visestruko kartira-
nje intervala stoga je kombinacija analize lokusa za
kvantitativna svojstva i analize genetske arhitekture
kvantitativnih svojstava, a sastoji se od cetiri faze
(Zeng i sur., 1999.): (a) Faza procjene vjerodostojno-
sti: analiza vjerodostojnosti genetskog modela (broj,
pozicije i epistaticke interakcije QTL-ova), (b) Faza
potrage: izbor najboljeg genetskog modela, (c) Faza
procjene parametara: kvantitativnog svojstva na te-
melju izabranog modela (broj, pozicije i epistaticke
interakcije QTL-ova, te genetske varijance i kova-
rijance objasnjenje u¢incima QTL-ova), te (d) Faza
predikcije: procjena genotipske vrijednosti jedinki i
njihovog potomstva na temelju izabranog genetskog
modela.
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U usporedbi s Jednostrukim i Sastavljenim kar-
tiranjem intervala, ViSestruko kartiranje intervala
obi¢no je snazniji test te preciznije detektira QTL-
ove. Stovise, moguce je procijeniti epistaticke interak-
cije izmedu QTL-ova, genotipske vrijednosti jedinki
kao i heritabilnost kvantitativnog svojstva. Buduéi da
je broj mogucih genetskih modela ogroman, nije mo-
gude sa sigurno$¢u tvrditi je li izabrani model stvarno
i najbolji (globalni maksimum) ili je to samo lokalni
maksimum, dok optimalan model nije niti uzorko-
van. Kako god bilo, visestruko kartiranje intervala
kombinira i ujedinjava tri vrlo znacajna znanstvena
pristupa analizi nasljedivanja kvantitativnim svojstvi-
ma: analiza lokusa za kvantitativna svojstva, analiza
genetske arhitekture svojstva i odabir pomoc¢u biljega
(engl. marker-assisted selection; MAS).

4.4. POZICIJA | UCINCI QTL-A
4.4.1. Kriti€ne vrijednosti

Da bi se odredeni QTL smatrao signifikantnim, vri-
jednost LOD mora biti ve¢a od odredene kriti¢ne
vrijednosti. Morton (Morton, 1955) je na temelju
teorije sekvencionalnog testiranja predlozio kriti¢cnu
vrijednost tri u svrhu dokazivanja veze izmedu dva
lokusa na karti. U slucaju analize lokusa za kvan-
titativna svojstva kriti¢na vrijednost od LOD = 3
znadi da je hipoteza o postojanju QTL na odredenoj
poziciji tisu¢u puta vjerodostojnija od nulte hipoteze
(QTL nije na toj poziciji).

Bududi da analiza lokusa za kvantitativna svojstva
ukljucuje viSestruka testiranja po cjelokupnom geno-
mu, nominalna kriti¢na vrijednost povecava razinu
pogreske tipa I (odbacivanje nulte hipoteze kada je
ona istinita). Ukoliko se provodi 7 neovisnih testova
na razini signifikantnosti o, vjerojatnost da se barem
u jednom slucaju odbacuje nulta hipoteza, iako je
istinita je (Lynch i Walsh, 1998):

y=1-0-a)n

Bonferronijeva korekcija za visestruke usporedbe na-
laze ukoliko Zelimo da je signifikantnost cjelokupnog



pokusa na razini vy, svaki pojedinacni test treba se
temeljiti na razini signifikantnosti:

1
a=1-(1Q-y)n

gdje je, o razina pogreske pojedina¢nog testa (engl.
comparison-wise error rate), Y razina pogreske cjelo-
kupnog pokusa (engl. experiment-wise error rate), a
7 je broj medusobno ovisnih testova (odnosno broj
intervala koji se analiziraju).

Robusniji pristup nalaze upotrebu postupka po-
duzorkovanja, kao $to su npr. permutacijski testovi.
U permutacijskom testu fenotipske se vrijednosti
jedinki slu¢ajno permutiraju, dok genotipovi biljega
ostaju konstantni. Analiza lokusa za kvantitativna
svojstva provodi se na originalnom setu podataka
kao i na ve¢em broju permutiranih setova (npr. 1.000
ili 10.000) u svrhu utvrdivanja razine pogreske tipa
I (Churchill i Doerge, 1994.).

4.4.2. Pozicije QTL-ova i intervali pouzdanosti

Iako je najvjerojatnija pozicija QTL-a na karti ona
na kojoj je postignuta najveca vrijednost LOD, po-
znavanje intervala pouzdanosti (regija u kojoj se
QTL nalazi s odredenom vjerojatno¢u) klju¢no je
za ucinkovitu upotrebu omedujudih biljega u po-
stupku odabira pomocu biljega (engl. marker-assisted
selection; MAS). Upotrebom pravila jednog LOD-a
(engl. one-LOD rule) krajnje su tocke intervala po-
uzdanosti one na kojima je vrijednost LOD-a za
jedan manja od one procijenjene na poziciji QTL-a
(Conneally i sur., 1985.; Lander i Botstein, 1989.).
Na temelju simulacija van Ooijen (1992.) je zaklju-
¢io da je vjerojatnost postojanja QTL na razini P <
0,05 u intervalu pouzdanosti od dvije LOD vrijed-
nosti. Visscher i sur. (1996.) su u svrhu odredivanja
intervala pouzdanosti predlozili neparametrijsku
tehniku temeljenu na poduzorkovanju bootstrap
(Efron, 1979.). Poduzorci bootstrap iste su veli¢ine
kao i izvorni set podataka, a tvore se postupkom
uzorkovanja s ponavljanjima podataka (kombinacije
s ponavljanjem) koji se sastoje od genotipa biljega

i fenotipa (vrijednosti kvantitativnog svojstva). Na
temelju veceg broja (1.000 i vise) poduzoraka boot-
strap utvrduje se empirijska raspodjela ucestalosti,
te 95 %-tni interval povjerenja pozicije odredenog

QTL-a.

4.4.3. Genetski uéinci

Nakon utvrdivanja pozicije QTL-a, moguce je pro-
cijeniti genetski u¢inak i na¢in djelovanja QTL-a.
Genetski u¢inak QTL izratunava se na temelju vri-
jednosti svojstva pojedinih genotipskih klasa QTL
koja se procjenjuje na onoj poziciji na kojoj je vri-
jednost LOD maksimalna. Definicije genetskih udi-
naka identi¢ne su onima koje se koriste u klasi¢noj
kvantitativnoj genetici (Falconer i Mackay, 1996.), te
ovise o fenotipskim vrijednostima pojedinih genet-
skih klasa odredene populacije za kartiranje:

OCEKIVANA VRIJEDNOST SVOJSTVA

GENOTIP QTL-A

Qq u-g p+d N/A

qq N/A p-a p-a

U populaciji povratnog krizanja (BC) genetski je
ucinak (g) kombinacija aditivnog (a) i dominacij-
skog ucinka i moze se izra¢unati pomocu sljedeée
formule:

Hoq ~ Haq

I77 2
gdje je, g genetski ucinak QTL-a, a p, i p, feno-
tipske su vrijednosti svojstva homozigotne i hetero-
zigotne genotipske klase QTL-a. Dok se u populaciji
povratnog krizanja dominacijski u¢inak ne moze
razdvojiti od aditivnog ucinka zbog nepostojanja
jedne homozigotne genotipske klase, F, populacija
omogucava procjenu i aditivnog (a) i dominacijskog

(d) ucinka:
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q = Hee ;”qq
_ Hoq T Hqq
d= Hoq — 2

U populaciji rekombinantnih inbred linija (RIL)
mogucde je procijeniti samo aditivni u¢inak (d), dok
procjena dominacijskog ué¢inka (d) nije moguca jer
ne postoji heterozigotna genotipska klasa.

4.4.4. Udio varijance objasnjen QTL-om

Na kraju je moguce i procijeniti udio fenotipske va-
rijance analiziranog svojstva objasnjen pretpostavlje-

nim QTL-om:

, _ (0§ — o)
T —T

gdje je, 7? udio fenotipske varijance objasnjen QTL-
om, 012 varijanca je pri nultoj hipotezi (HO: ne postoji
QTL u intervalu), 62 rezidualna varijanca pri alterna-
tivnoj hipotezi (H1: postoji QTL u intervalu, a 62 je
ukupna fenotipska varijanca svojstva. Ukupna fenotip-
ska varijanca objasnjena svim QTL-ovima za odrede-
no svojstvo moze se procijeniti na izravan nacin tako
da u linearni model istovremeno uklju¢imo biljege
koji se nalaze uz svaki identificirani QTL, ali se time
dobije samo priblizna vrijednost. Visestruko kartiranje
intervala (MIM) omogucava ukljuéivanje vise QTL-
a u model. Na taj se na¢in moze procijeniti ukupna
fenotipska varijanca objasnjena svim QTL-ovima na
to¢nim pozicijama imajuéi na umu ne samo genetske
ucinke (aditivnih i dominacijskih) svih QTL-ova, ve¢
i epistaticke ucinke proizasle iz interakcije.

4.5. OGRANICENJA QTL ANALIZA

Medutim, u praksi ukupni udio fenotipske varijance
analiziranog svojstva objasnjen svim detektiranim
QTL-ovima najéesce je oko 50 % (Bernardo, 2020.a).
Stovise, udio fenotipske varijance za slozena svojstva
kao $to je prinos, malen je: izmedu 1 i 5 %, buduti da
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ve¢ina QTL-ova s malim genetskim ucincima ostaju
zapravo nedetektirana. Glavno je pitanje je li klasi¢na
analiza lokusa svrsishodna u slu¢aju slozenih kvanti-
tativnih svojstava koji su kontrolirani s mnogo lokusa
malog ucinka. Stovise, modernije pridruzujuée karti-
ranje podesnije je za takva svojstva, pogotovo §to ov-
dje nema potrebe za razvojem kartiraju¢ih populacija.
S druge strane, oplemenjivaci bilja ionako rutinski
razvijaju svoje razdvajajuce populacije u sklopu svojih
oplemenjivan¢kih programa, pa informacije dobivene
QTL analizom mogu biti oplemenjivacki korisne.
To se pogotovo odnosi na kvantitativna svojstva koja
su kontrolirana s nekoliko lokusa velikih ué¢inaka.
Nadalje, visoki udio fenotipske varijance analizira-
nog svojstva pojavljuje se redovito kod interspecies i
drugih vrlo divergentnih krizanaca gdje su maksimi-
zirane razlike za neko kvantitativno svojstvo izmedu
roditelja kartiraju¢e populacije.

Osnovna ogranicenja pri detekciji QTL-ova s
malim genetskim ucincima mala je snaga detekcije
i nepoklapanje QTL-ova kroz vise kartiraju¢ih po-
pulacija. Snaga detekcije QTL-ova je funkcija veli-
¢ine kartiraju¢e populacije i heritabilnosti (Lande i
Thompson, 1990.), sto znaci da se veli¢ina kartira-
juce populacije mora dodatno povecavati za svojstvo
niske heritabilnosti. Primjerice, snaga detekcije 10
QTL-ova pri heritabilnosti od 0,30 i veli¢ine F, po-
pulacije od 100 linija je samo 0,12. Nepoklapanje
QTL-ova pokazana je u mnogim publikacijama gdje
se ponekad prikazuju sasvim razliciti setovi identifi-
ciranih QTL-ova u razli¢itim kartiraju¢im popula-
cijama (Bernardo, 2020.a). Mozda jo$ veéi problem
predstavlja detekcija zapravo nepostoje¢ih QTL-ova
(engl. false positives) (Kearsey i Farquhar, 1998.) kao
rezultata, izmedu ostaloga, male velic¢ine kartiraju¢ih
populacija. Pristranost (engl. bias) i pogreska uzorko-
vanja procijenjenog udjela genotipske varijance objas-
njenog QTL-ovima mogu biti veliki, no oni se mogu
smanjiti uporabom razlicitih validacijskih modela
(Utz i sur., 2000.; Melchinger i sur., 2004.; Schén
isur., 2004.). Sva ova veca ogranicenja razrijeSena
su detekcijom i identifikacijom QTL-ova pomocu
modernijih metoda pridruzujuceg kartiranja.
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DOMAGOJ SIMIC

Kvantitativna je genetika kod kukuruza, kao model-
ne i klju¢ne poljoprivredne biljne vrste, vrlo razvijena
i ima dugu tradiciju. Hallauer i sur. (2010.) daju iscr-
pan pregled uporabe metoda kvantitativne genetike
u oplemenjivanju kukuruza neulazeéi neposredno
u metode molekularnog oplemenjivanja. Takoder,
nije ukljudena niti procjena minimalnog broja efek-
tivnih gena kao klasi¢nog parametra (Castle-Wright
formula), budu¢i da je oplemenjiva¢ima kukuruza od
vtlo ogranicene koristi zbog niza genetickih i ople-
menjivackih pretpostavki koje bi trebale biti ispu-
njene (Simi¢ i Hallauer, 2001.). Medutim, pojavom
molekularnih analiza lokusa za kvantitativna svoj-
stva, Castle-Wright formula ucinila se interesantnom
kao paralelni statisti¢ki parametar za procjenu broja
gena. Najvedi je izazov razviti populaciju u kojoj bi se
vezanost i nejednaki ucinci alela drasti¢no smanyjili.
Stoga Hallauer i suradnici razvijaju medukrizanu
(engl. random mated) populaciju od dvaju roditelja,
inbred linija B73 i Mol7 koju medukrizaju tijekom
10 generacija kako bi se dobila priblizna Hardy-We-
inbergova geneticka ravnoteza. Usporedujuéi nekoli-
ko verzija Castle-Wright formule, rezultati pokazuju
da je mogucée u velikoj populaciji (>1000) detektirati
nekoliko desetaka gena koji kontroliraju visinu biljke
i visinu do klipa (Simi¢ i Hallauer, 2001.).
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Ve¢ su prve prave QTL analize pokazale da je
vedina agronomski znacajnih svojstava kod kukuru-
za kontrolirana ve¢im brojem gena maloga u¢inka
koji pojedina¢no uglavnom ne prelaze 5 % ukupne
varijacije (Wallace i sur., 2014.). Zbog malog uzor-
ka i malog broja biljega, broj detektiranih QTL-
ova bio je tada vrlo skroman. Kasnije, naprednije
QTL analize, s ve¢im populacijama i ve¢im brojem
biljega identificirale su genetsku varijaciju raspore-
denu na nekoliko desetaka gena koje kontroliraju
niz najvaznijih svojstava kod kukuruza; primjerice
za sadrzaj ulja u zrnu (Laurie i sur., 2004.), datum
cvatnje (Buckler i sur., 2009.), otpornost na bole-
sti (Kump i sur., 2011.), arhitekturu lista (Tian i
sur., 2011.) sadrzaja ukupnih proteina, $kroba i ulja
(Cook i sur., 2012.). Vilo je rijetko utvrdeno da je
pojedino svojstvo kontrolirano s manjim brojem
QTL-ova velikog ué¢inka, primjerice - sadrzaj ka-
rotenoida u zrnu (Wallace i sur., 2014.). Buckler i
sur. (2009.) zaklju¢uju da nije detektiran niti jedan
QTL s velikim uéinkom od detektiranih 36 i 39
QTL-ova za svojstva broj dana do polinacije, od-
nosno broj dana do svilanja, ali su objasnili 89 %
ukupne varijance kroz osam okolina. Osim toga su
utvrdili nepotpuno poklapanje QTL-ova kroz vise
kartiraju¢ih populacija.
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Pocevsi s prvim pionirskim radom (Helentjaris
i sur., 1986.) pa do danas, vise tisu¢a znanstvenih
radova objavljeno je 0 QTL-ovima na kukuruzu.
Prema bazi podataka ,Web of Science Core collec-
tion”, natuknice ,,QTL+maize” generiraju izlistanje
od >2700 indeksiranih znanstvenih radova (Web of
Science Databases, 2022.). U referentnoj bazi ,Ma-
ize genetics and genomic database” prikupljeno je
vise od 1700 razli¢itih QTL-ova za razlicita svojstva
s podrobnim opisima (Woodhouse i sur., 2021.). S
druge strane, znanstvenih ¢lanaka koji se bave QTL
analizom kod kukuruza u Hrvatskoj je vrlo malo.
Natuknica ,,QTL+maize+Croatia” generira izlistanje
od samo 12 radova nakon filtriranja od ¢lanaka koji
QTL-ove spominju, ali nisu predmet istrazivanja.
Od toga, u dva rada sudjeluju hrvatski znanstvenici
na pokusima i materijalu izvan okvira oplemenjiva¢-
kih programa u Hrvatskoj (Vaz Patto i sur., 2008.;
Mendes-Moreira i sur., 2015.).

Pregled svih objavljenih znanstvenih radova o QTL
analizi na kukuruzu u Hrvatskoj prikazan je u Tablici
4.1. Pionirski rad Kozumplik i sur. (1996.) godine
ukljucivao je dvije kartiraju¢e populacije stvorene u
Hrvatskoj i potjecu iz Hrvatske, $to zasigurno pred-
stavlja jedinstven doprinos. U tom radu kori$teni su
izozimi, RFLP-ovi i SSR-ovi kao molekularni biljezi
u relativno malim populacijama. Svi sljede¢i znan-
stveni radovi o0 QTL analizi u razdoblju od 2009. do
2020. godine ukljucivali su po samo jednu kartiraju¢u
populaciju i to B84xOs6-2 (F, ) stvorenu na Poljopri-
vrednom institutu Osijek i Cetiri puta medukriZzanu
populaciju B73xMol7 nazvanu IBM (Syn4) nasta-
lu u Sjedinjenim Americkim Drzavama (Lee i sur.,
2002). Osnovni razlozi zasto je koristena populacija
IBM (Syn4) jesu: i) znacajno je produzena genetska
karta generirana uslijed dodatnih rekombinacija na-
stalih medukriZanjem (smanjena vezanost gena), ii)
znacajno je vie polimorfnih molekularnih biljega
razlicite provenijencije, i iii) radi se o referentnoj po-
pulaciji koju su koristili istrazivadi diljem svijeta. Od
2017. godine, kao kartiraju¢u populaciju koristilo se
set testkrizanaca te populacije koja je omogudila i
analizu QTL-ova za prinos zrna (Gali¢ i sur., 2017.).
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Prvi rad nakon Kozumplik i sur. (1996.), objavljen
je tek trinaest godina kasnije (Simié¢ i sur., 2009.)
u kojem je predstavljena genetska karta populacije
B84x0s6-2 (F, ) sastavljena od 121 polimorfnog
biljega podjednako rasporedenih po cijelom geno-
mu. Sli¢no kao kod Helentjaris i sur. (1986.), teZiste
ovoga rada bilo je prikazati genetske karakteristike
pojedinih biljega i samu genetsku kartu. U idu¢im
radovima s pravim QTL analizama, fenotipizirana
su kvantitativna svojstva koncentracije elemenata
(Cd, Cu, Fe, K, Mg, Sr, P, Zn) u listu i zrnu (Sori¢ i
sur., 2009., 2011,; Simi¢ i sur., 2012.; Zduni¢ i sur,,
2014.). Od ovih znanstvenih radova izdvaja se rad
Sori¢ i sur. (2009.) u kojem je detektiran jedan QTL
s velikim u¢inkom (,major-gen”) za koncentraciju
kadmija u listu koji je objasnio ¢ak 49,8 % fenotipske
varijance. Osim toga, u radu Simiéisur. (2012.) prvi
je put obuhvaéena interakcija QTLxokolina koja ¢e
kao posebni izazov biti predmet istrazivanja u ve¢ini
narednih publikacija.

Od 2014. godine nadalje, fenotipizacija za QTL
analize obuhvacala je razlicita kvantitativna svojstva:
parametre fluorescence klorofila (Simi¢ i sur., 2014.;
Gali¢ i sur., 2019.a), sadrzaj ulja, proteina i hektolitar-
ska masa (Gali¢ i sur., 2017.), tolerantnost na biotske
stresove (Gali¢ i sur., 2019.b; Brki¢ i sur., 2020.), kao
i prinos u uvjetima blagog i umjerenog toplinskog
stresa (Gali¢ i sur., 2019.a). Potonje istrazivanje pro-
vedeno na Sest okolina u Hrvatskoj i Turskoj ukazalo
je na oc¢ekivano nepoklapanje prepoznatih QTL-ova
na okolinama u kojima je prisutan toplinski stres ra-
zli¢itoga intenziteta. Gali¢ i sur. (2017.) koristili su
~92.000 filtriranih biljega iz javne baze podataka
genotipizacije IBM (Syn4) populacije dobivenih me-
todom genotipizacije sekvenciranjem (GBS).

Iz Tablice 4.1. vidljivo je da je tijekom vremena
povecan ukupan broj polimorfnih biljega u istraziva-
njima, $to je trend koji se geometrijskom progresijom
nastavlja i dalje. Od pocetnih 33 biljega (Kozumplik
isur., 1996.) preko setova od 121, 142 i ~2170 bi-
liega u kasnijim radovima do znadajno veéih setova
od ~40.000 i 600.000 biljega u novijim radovima
(Mazur i sur., 2019.; Galié i sur., 2020.a; Galié i



TABLICA 4.1. PREGLED OBJAVLJENIH ZNANSTVENIH CLANAKA O QTL ANALIZI NA KUKURUZU U OKVIRU OPLEMENJIVACKIH PROGRAMA U HRVATSKOJ

<
KARTIRAJUCA VELICINA . SUSTAV UKUPAN BROJ  FENOTIPIZIRANA  BROJ OBUHVACENA REF. ?
POPULACIJA KARTIRAJUCE MOLEKULARNIH POLIMORFNIH KVANTITATIVNA DETEKTIRANIH INTERAKCIJA =
POPULACIJE BILJEGA BILJEGA SVOJSTVA QTL-OVA QTLxOKOLINA =S
=
(2]
L131f x Lnfl (F)) / 40/40 Izozimi, RFLP, 33 prinos 2/1 ne Kozumplik i g
L131f x L219 (F,) SSR visina biljke 3/2 sur., 1996. 2
per se broj dana do 3/3 &
polinacije =
>
=
B84x0s6-2 (F,,) 294 SSR, SNP 121 - - - Simi¢ i sur., =
per se 2009. E
x
<
B84x0s6-2 (F,,) 290 SSR, SNP 121 koncentracija 1 ne Sori¢ i sur., %
per se Cd u listu 2009. §
S
B84x0s6-2 (F,,) 290 SSR, SNP 121 koncentracija u ne Sori¢ i sur., N
per se listu Cd/Cu/Fe/  3/1/3/1/1/2 2011. =
K/Mg/Sr 2
B84x0s6-2 (F,,) 294 SSR, SNP 142 koncentracija da Simi¢ i sur,,
per se uzrnu 8/3/7/1/1/4/8 2012.
P/Fe/Fe:P/Zn/
Zn:P/Mg/Mg:P
IBM (Syn4) 205 razli¢iti 2178 parametri da Simi¢ i sur.,
per se fluorescence 1/1/1/2/ 2014.
klorofila 2/2/1
TRABS/ETTR/
ABSRC/ETRC
/DIRC/TRDI/
PIABS
IBM (Syn4) 203 razliciti 2161 koncentracija u da Zduni¢ i
per se listu Cd/Cu/ 1/1/2/1/2/2 sur., 2014.
Fe/K/Mg/Sr
IBM (Syn4) 276 razli¢iti/GBS 2178/~92000  sadrzaj ulja 1 ne Gali¢ i sur.,
testkrizanci SNP sadrZaj proteina 1 2017.
hektolitarska 4
masa
IBM (Syn4) 221 razliciti 2178 parametri da Gali¢ i sur.,
testkrizanci fluorescence 3/1/1 2019.a
klorofila 2/1/1
blagi stres
RCABS/PIABS/
prinos umj. stres
RCABS/PIABS/
prinos
IBM (Syn4) 191 razliciti 2178 intenzitet zaraze da Gali¢ i sur.,
testkrizanci Fusarium trulezi 1 2019.b
klipa
IBM (Syn4) 207 razliciti 2178 Tolerantnost da Brkic i sur.,
per se na kukuruznu 7/5/5 2020.

zlaticu
ostecenje/sek.
porast/veli¢ina

123



ANALIZA LOKUSA ZA KVANTITATIVNA SVOJSTVA

sur., 2020.b) koji ne pripadaju u nejasan podskup
radova o analizi lokusa kvantitativnih svojstava u
uzem smislu, ve¢ u analizu QTL-ova pomo¢u pri-
druzujuéeg kartiranja.

Biofortifikacija je proces obogadivanja biljnih kul-
turnih vrsta pove¢anjem koncentracija esencijalnih
ili beneficijalnih minerala i/ili poveéanjem njihove
bioraspolozivosti. Dhaliwal i sur. (2022.) daju $iri
pregled problematike, kao i pregled vaznijih metoda
biofortifikacije kod ratarskih kultura. Biofortifikacija
se moze provesti agronomskim ili geneti¢kim pristu-
pom, pri ¢emu geneticki pristup moze biti proveden
putem klasi¢nog i molekularnog oplemenjivanja, od-
nosno geneti¢kim preinacavanjem. Tijekom proslo-
ga desetljeca, analiza lokusa kvantitativnih svojstava
kod kukuruza takoder je dala svoj doprinos. Ciljevi
ovoga rada bili su utvrditi i) QTL-ove za koncentra-
ciju fosfora (P), zeljeza (Fe), cinka (Zn) i magnezija
(Mg), ii) QTL-ove za bioraspolozive sadrzaje Fe, Zn
i Mg u zrnu jedne kartirajuée populacije kukuru-
za. Bioraspolozivost ovih metala u zrnu kukuruza
smanjena je sadriajem fosfora, odnosno njegovim
spojem fitatom koji ¢ini 80 % ukupnog P u zrnu
kukuruza, pa se raspolozivost Fe, Zn i Mg moze
izracunati kao kvocijent koncentracije tih metala i
koncentracije ukupnog P u zrnu (Fe/P, Zn/P, Mg/P).

Dvije genetski divergentne inbred linije kukuruza
B84 i Os6-2 znacdajno razlicitog ionomskog profila
krizane su u svrhu stvaranja kartiraju¢e populacije.
Od tog krizanca razvijena je populacija od 294 F, |
linija (Simi¢ i sur., 2009.b). Fenotipizacija tih linija
per se provedena je tijekom tri vegetacijske godine u
poljskim pokusima postavljenim u Osijeku prema
30 x 10 alpha planu u dva ponavljanja. Uzorci zrna
uzeti su u punoj fizioloskoj zriobi na pet prethodno
ru¢no samooplodenih klipova po liniji kako bi se
izbjegle ksenije. lonomski profili svih linija naprav-
lieni su na Institutu za pedologiju i agrokemiju u
Budimpesti nakon mljevenja uzoraka pomocu in-
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duktivno spregnute plazme — opticke spektrometri-
je (inductively coupled plasma — optical specrometry).
BioraspolozZivost sadrzaja Fe, Zn i Mg procijenjeni su
kao omjeri koncentracije Fe/P, Zn/P i Mg/P koji su
ekvivalentni molarnim omjerima P/Fe, P/Zn i P/Mg
uz pretpostavku da je udio fitata u ukupnom sadrza-
ju P konstantan. Konstantan udio fitata empirijski je
utvrden kemijskom analizom na parentalnim linija-
ma u kemijskom laboratoriju Instituta za kukuruz
»Zemun polje” u Beogradu, Srbija.

Genotipizacija je provedena na 294 F__linija po-
mocu seta polimorfnih molekularnih biljega koji
su u konac¢nici ukljucivali 65 mikrosatelita (simple
sequence repeats; SSRs) i 56 SNP-ova (single nucleo-
tide polymorphism; SNP). Sveukupna DNA analiza
ucinjena je u TraitGenetics GmbH, Njemacka pre-
ma standardnim protokolima (Simié i sur., 2009.a).
U prosjeku su SNP biljezi imali samo 1,5 % ne-
dostaju¢ih podataka, jedan SNP biljeg pokazao je
dominantno nasljedivanje, a kod drugih pet utvrde-
na je znacajna segregacijska distorzija (Simié i sur.,
2009.a). Svi biljezi (121 biljeg) uspjesno su kartirani
duljine od 484,6 cM s prosje¢nom udaljenos¢u iz-
medu biljega od 4,4 <M (Slika 4.2.). Usporedujuci
ovu kartu s drugim tada$njim javno dostupnim ge-
netskim kartama, utvrdena je istovjetnost pozicija
svih biljega, te ukupno dobra kvaliteta karte koja
omogucuje valjanu QTL analizu.

Za analizu lokusa kvantitativnih svojstava pri-
mijenila se metoda sastavljenog kartiranja intervala
koriste¢i regresijski pristup uz kofaktore. Kofaktori
su automatski odabrani pomo¢u koristenog softwa-
rea PLABQTL (Utz i Melchinger, 1996.) i dodani u
model s F-to-enter = 3,5. Empirijski prag LOD vri-
jednosti odreden je testiranjem 1000 permutacija po-
dataka (Churchill i Doerge, 1994.). Udio fenotipske
varijance analiziranih svojstava objasnjenih detekti-
ranim QTL-ovima prilagoden je brojem parametara
u viSestrukoj regresiji (Hospital i Charcosset, 1997.).

U rezultatima ovoga rada prikazani su histogrami
s raspodjelama udestalosti za istrazivana kvantitativ-
na svojstva, srednje vrijednosti po okolinama, kao
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SLIKA 4.2, GENETSKA KARTA NA BAZI 121 POLIMORFNOG BILJEGA DETEKTIRANIH U F,, LINIJAMA
POPULACIJE KUKURUZA B84x0S6-2 STVORENIH NA POLJOPRIVREDNOM INSTITUTU OSIJEK. RELATIVNA
POZICIJA BILJEGA IZRAZENA JE U CM LIJEVO OD KROMOSOMSKIH STUPICA (PREMA $IMIC | SUR., 2009.A).

i analiza varijance koja ukljucuje i dvo¢imbeni¢ne  vrijednosti, broj znac¢ajnih QTL-ova i prilagodene
interakcije genotip x okolina i QTL x okolina. Po-  postotke fenotipske i genotipske varijance (Tablica
tonja je interakcija bila uglavnom statisticki znacajna  4.2.). Empirijski pragovi LOD vrijednosti bili su
na razini P<0,05. Heritabilnost je bila izmedu 0,53  izmedu 3,92 i 4,13 kojima su deklarirani znacajni
i 0,71. Najvaznija je tablica koja prikazuje LOD  QTL-ovi. Najvise njih (8) detektirano je za kon-

TABLICA 4.2.LOD VRIJEDNOSTI UTVRDENE TESTIRANJEM 1000 PERMUTACIJA PODATAKA (CHURCHILL | DOERGE, 1994.),
BROJ ZNACAJNIH QTL-OVA, PRILAGODENI POSTOTAK FENOTIPSKE VARIJANCE (R?,,) | GENOTIPSKE VARIJANCE (Q,)
OBJASNJENIH DETEKTIRANIM QTL-OVIMA ZA SEDAM SVOJSTAVA BIOFORTIFIKACIJE U ZRNU KUKURUZA.

SV0OJSTVO LOD VRIJEDNOST - EMPIRIJSKI PRAG (o = 0,05) BROJ ZNACAJNIH QTL-OVA
P 413 8 28,4 443
Fe 4,07 3 21,1 17,0
Fe/P 4,09 7 33,2 497
Zn 4,04 1 42 64
Zn/P 3.96 1 36 7.3
Mg 4,00 4 21,0 35,3
Mg/P 392 8 46,4 66,5
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centraciju P i omjer Mg/P objasnjavajudi sveukupno
28,4 %, odnosno 46,4 % fenotipske varijance. Po-
jedini QTL-ovi za Mg/P objasnjavaju ¢ak vise od
10 % fenotipske varijance i rasporedeni su po svim
kromosomima kukuruza. Utvrdeni su statisticki
znacajni aditivni uéinci za sve istrazivane QTL-ove
ukazajudi da su svojstva biofortifikacije zrna kod ku-
kuruza kontrolirana mahom brojnim QTL-ovima
maloga u¢inka predvidenim jednostavnim aditivnim
modelom.

Op¢enito, utvrdeni su jednostavni mehanizmi na-
sljedivanja akumulacije minerala u zrnu kukuruza,
ponajvise najvaznijih elemenata Fe, Zn i Mg, $to ima
direktne implikacije na programe oplemenjivanja za
ova svojstva. Nadalje, moguce je istovremeno posti-
¢i povecane koncentracije minerala uz zadrzavanje
njihove bioraspolozivosti koje su dostizne u samo
nekoliko generacija selekcije, zbog vjerojatno manjeg
broje gena koji kontroliraju svojstva biofortifikacije.
Vaznost ovih rezultata prepoznati su i u recentnim
znanstvenim ¢lancima koji ukazuju na globalni
problem nedostatka minerala u ljudskoj prehrani,
pogotovo ondje gdje je kukuruz osnovna namirnica
(Hossain i sur., 2022.; Kumar i sur., 2022.).
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Krusna ili obi¢na psenica, Triticum aestivum L., iz
porodice trava (Poaceae), nastala je prije oko 10.000
godina na podruéju Plodnog polumjeseca. Alohek-
saploidna je vrsta koja ima tri podgenoma, A, B i
D (genomska formula: 2n = 6x = 42 kromosoma,
genomski kod: AABBDD). Krusna je psenica evo-
luirala tijekom dva dogadaja spontanog krizanja
(Petersen i sur., 2006.; Mayer i sur., 2014.) koji su
ukljucivali tri diploidne divlje vrsta iz tribusa 77iti-
ceae: vistu Triticum urartu Thumanjan ex Gandilyan
(donor podgenoma A), nepoznatog bliskog srodnika
viste Aegilops speltoides Tausch (donor podgenoma B)
i vrstu Aegilops tauschii Coss. (donor podgenoma D).
Nakon svakog krizanja uslijedilo je spontano udvo-
stru¢enje kromosoma koje je omoguéilo normalno
sparivanje kromosoma (tvorbu bivalenta) u mejozi
i time nastanak fertilnih krizanaca. Spomenute tri
vrste imaju jednak broj kromosoma (2n = 2x = 14).
Pretpostavlja se da se prvo krizanje dogodilo izmedu
donora podgenoma A i B $to je rezultiralo alote-
traploidnom divljom pSenicom Triticum turgidum
ssp. dicoccoides (Asch. & Graebn.) Thell. (2n = 4x
= 28; AABB), divljim pretkom kulturnog pira dvo-
zrnca (Triticum turgidum ssp. dicoccum (Schrank ex
Schiibl.) Thell.) kao i tvrde ili durum psenice (77i-
ticum turgidum ssp. durum (Desf)) Husn.), koja se
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danas uzgaja $irom svijeta radi proizvodnje tjesteni-
ne. Spontanim krizanjem tetraploidne vrste Triticum
turgidum ssp. dicoccoides (AABB) i diploidne Aegi-
lops tauschii (DD) nastao je aloheksaploidni predak
danasnje krusne psenice Triticum aestivum L. S 21
parom kromosoma, krusna je psenica strukturno
alopoliploid s tri homeologna seta od sedam kro-
mosoma u svakom od triju podgenoma. Medutim,
genetski se ponasa kao diploid jer je sparivanje home-
olognih kromosoma sprije¢eno Ph genima od kojih
je najpoznatiji gen PhI smjesten na dugom kraku
kromosoma 5B (Svacina i sur., 2020.). Heksaploidna
priroda genoma psenice klju¢na je za njezinu bolju
adaptabilnost u odnosu na njezine pretke jer inte-
rakcije izmedu triju genoma doprinose fleksibilno-
sti pSenice u razinama ekspresije gena (Dubcovsky i
Dvorak, 2007.). Aloheksaploidni genom krusne pse-
nice velic¢ine je priblizno 17 milijardi parova baza (17
Gb; 17 gigabaza) i osobito je kompleksan zbog broj-
nih genomskih preuredenja (engl. genomic rearran-
gement) koje ukljucuju delecije, duplikacije, inverzije
i recipro¢ne translokacije kao i vrlo visokog postotka
ponavljaju¢ih sekvenci (Mayer i sur., 2014.). Iz tih
je razloga referentna sekvenca cjelokupnog genoma
pSenice sastavljena znatno kasnije od referentnih se-
kvenci mnogih drugih biljnih vrsta.



Rezultati sekvencioniranja cjelokupnog genoma
heksaploidne psenice (Appels i sur., 2018.) pokazali
su postojanje podjednakog broja kodiraju¢ih gena u
podgenomima A, B i D (35.345, 35.643 odnosno
34.212). Medutim, na osnovi studija raznolikosti
germplazme psenice razlic¢itog podrijetla pomocu
razli¢itih tipova DNA biljega uklju¢ujudi biljege
SNP, RFLP, SSR, AFLP i DAfT, na kromosomima
podgenoma D pronaden je znatno manji broj poli-
morfnih biljega u odnosu na homeologne kromoso-
me podgenoma A i B (Liu i Tsunewaki, 1991.; Réder
i sur., 1998.; Peng i sur., 2000.; Chao i sur., 2009.;
Nielsen i sur., 2014.; Voss-Fels i sur., 2015.; Alipour
i sur., 2017.; Eltaher i sur., 2018.; Ali i sur., 2022.).
Niska razina polimorfizma pronadena u podgeno-
mu D proizlazi iz evolucijske povijesti heksaploidne
psenice koja je nastala prije manje od 10.000 godina
hibridizacijom tetraploidne psenice s ogranicenim
brojem jedinki vrste Aegilops tauschii (Dvorak i sur.,
1998.; Talbert i sur., 1998.). U evolucijskoj genetici
ova je pojava poznata pod nazivom genetsko usko
gtlo uslijed poliploidizacije (engl. polyploidy bottle-
neck) (Dubcovsky i Dvorak, 2007.).

PSenica je druga najvaznija prehrambena kultura
nakon rize i najrairenija je Zitarica u svijetu, koja
s oko 20 % ukupnih kalorija a takoder i sli¢nim
udjelom ukupnih bjelan¢evina sudjeluje u prehrani
svjetske populacije, zbog ¢ega je vazna za globalnu
sigurnost hrane (Dreisigacker i sur., 2021.). Kako
bi i8li ukorak s budu¢im zahtjevima proizvodnje
pSenice, narocito u svjetlu sve vedih potreba rastu-
¢e svjetske populacije za hranom, oplemenjivadi se
kontinuirano okre¢u novim tehnologijama i opleme-
njivac¢kim strategijama. Tehnologija molekularnih
biljega nudi moguénost povecanja efikasnosti selek-
cije u oplemenjivanju pSenice kroz razne pristupe,
kao $to su selekcija potpomognuta biljezima (engl.
Marker Assisted Selection; MAS), a u novije vrijeme
i genomska selekcija (engl. Genomic Selection; GS).
Pretpostavka je za provodenje MAS-a prethodna in-
formacija o povezanosti odredenog biljega odnosno
lokusa za kvantitativno svojstvo (engl. Quantitative
trait loci; QTL) sa svojstvom od interesa. Analiza
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QTL-ova kod psenice provedena je za niz pojedi-
nac¢nih svojstava pomo¢u metode kartiranja QTL-
ova u biparentalnim populacijama ili pridruzuju¢im
kartiranjem (engl. association mapping) u razli¢itim
kolekcijama kultivara uz koriStenje razli¢itih vr-
sta molekularnih biljega. Danas su poznate tisuce
QTL-ova s pripadaju¢im pozicijama na genomu
pSenice i njihovim doprinosom fenotipskoj vari-
jabilnosti razli¢itih svojstava (Singh i sur., 2021.).
Prvi radovi o kartiranju QTL-ova kod psenice
publicirani su u 90-im godinama prosloga stolje¢a
i od tada se njihov broj ubrzano povecava. Bipa-
rentalne kartirajuée populacije u tim su studijama
ukljucivale pretezno F, , potomstva, rekombinantne
inbred linije (engl. Recombinant Inbred Lines; R1Ls)
i potomstva udvostrucenih haploida (engl. Doubled
Haploid; DH). Medutim, od druge dekade 2.000-ih
do danas raste interes za pridruzujude kartiranje na
pSenici kod kojeg nema potrebe za razvojem po-
pulacije za kartiranje, buduéi da se ono provodi u
kolekcijama kultivara i/ili oplemenjivackih linija.
Stovise, u kolekcijama kultivara postiZe se bolja ra-
zlucivost kartiranja (engl. mapping resolution) zbog
velikog broja povijesnih dogadaja rekombinacije
(engl. historical recombination events). Zanimanje za
pridruzujuce kartiranje kod psenice, kao i drugih
poljoprivrednih kultura, u velikoj je mjeri i poslje-
dica brzog napretka u visokoproto¢nom sekvenci-
oniranju i tehnologijama genotipizacije, pomocu
kojih su oplemenjiva¢ima postale dostupne tisuée
SNP biljega. Ipak, unato¢ spomenutim prednostima
u odnosu na kartiranje QTL-ova, pridruzujuce se
kartiranje pokazalo kao manje uspje$no u pronala-
zenju QTL-ova jakoga ucinka na ciljano svojstvo,
prvenstveno zbog nemogucénosti detektiranja QTL-
ova u slu¢aju kada je pozeljni alel u maloj ucesta-
losti u istrazivanoj kolekciji genotipova (Bernardo,
2016.). Ovo je vjerojatno razlog da su QTL-ovi ja-
koga u¢inka na ciljano svojstvo, kao $to je npr. Fhbl
za otpornost na fuzarijski palez klasa kod psenice,
u pravilu otkriveni pomoc¢u kartiranja QTL-ova u
biparentalnim populacijama, a ne pomo¢u pridru-
zujudeg kartiranja.
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Prijezetveno je proklijavanje (engl. Pre-Harvest Sprou-
ting, PHS) pojava klijanja sjemena u klasu dok je
usjev jo$ na polju, a dogada se kod psenice kao i kod
ostalih strnih Zitarica uslijed obilnih oborina, nepo-
stedno prije ili u vrijeme Zetvene zriobe. Ova pojava
smanjuje prinos po jedinici povrsine, hektolitarsku
masu zrna kao i pekarsku kakvocu uslijed povecane
aktivnosti a-amilaze i drugih hidrolitickih enzima
koji razgraduju skrobne i bjelanéevinaste rezerve
u endospermu zrna psenice (Derera i sur., 1989.;
Saréevi¢ i sur., 2000.; Mares i sur., 2009.). Otpor-
nost na PHS je kompleksno kvantitativno svojstvo
pod utjecajem genetskih i okoli$nih faktora. Genet-
ska komponenta otpornosti na prijezetveno prokli-
javanje uklju¢uju nekoliko fizioloskih i morfoloskih
svojstava sjemena i klasa kao $to su dormantnost sje-
mena, boja i propusnost sjemene ljuske i perikarpa,
aktivnost a-amilaze te fitohormona apscizinske i gi-
berelinske kiseline u sjemenu, oblik i zbijenost klasa,
prisutnost vo$tane prevlake na klasu, polozaj klasa u
zriobi (uspravan, pognut), prisutnost osja te koncen-
traciju vodotopivih inhibitora klijanja u pljevicama
(Saréevié i sur., 2000.; Mares i Mrva, 2014.; Ali i sur.,
2019.). Dormantnost sjemena (engl. Seed Dormancy;
SD) definirana je izostankom klijanja u uvjetima
optimalnim za klijanje i najznacajnija je genetska
komponenta kontrole otpornosti na prijezetveno
proklijavanje (Mares i Mrva, 2014.; Kumar i sur.,
2015.). Rezultati velikog broja ranije publiciranih
istrazivana koja su ukljucivala fizioloske, biokemij-
ske, geneticke i oplemenjivacke aspekte prijezetvenog
proklijavanja objedinjeni su u knjizi urednika Derera
(1989.). Kasnijim istrazivanjima fokus je bio na dor-
mantnosti sjemena, naslanjajuci se u odredenoj mjeri
na opsezna istrazivanja dormantnosti sjemena kod
je¢ma i rize kao i kod modelne biljne vrste, talijinog
uro¢njaka (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) (Mares
i Mrva, 2014.). Globalna vaznost rje$avanja proble-
ma prijezetvenog proklijavanja rezultirala je i u vise
medunarodnih simpozija posveéenih prijezetvenom
proklijavanju kod Zitarica koji se redovito odrzavaju
od 1975. godine (Mares i Mrva, 2014.).
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Gubici uzrokovani $tetama uslijed prijezetvenog
proklijavanja na globalnoj su razini ve¢i i od mili-
jardu dolara godisnje (DePauw i sur., 2012.). Pri-
jezetveno proklijavanje izrazito je velik problem u
podruéjima gdje prevladava maritimna klima poput
sjeverozapada SAD-a, sjevera Japana, zapadne Au-
stralije i sjeverozapadne Europe (Lunn i sur., 2002.).
Medutim, uslijed klimatskih promjena nerijetko
se dogada da se i na podrucju jugoisto¢ne Europe
moze zabiljeZiti dulji ki$ni period u vrijeme Zetve
koji uzrokuje znacajne $tete na usjevima psenice
zbog prijezetvenog proklijavanja. Neredovita pojava
prijezetvenog proklijavanja na podrudju jugoistoc-
ne Europe otezava selekciju genotipova otpornih na
ovaj abiotski stres jer su zbog izostanka selekcijskog
pritiska u sukcesivnim razdvajajué¢im generacija-
ma oplemenjivaci upudeni na testiranje otpornosti
u kontroliranim laboratorijskim uvjetima. Ocjena
otpornosti na prijezetveno proklijavanje tradicional-
no se provodi laboratorijskim testovima klijavosti s
ovrSenim zrnima (standardni testovi klijavosti) ili te-
stovima s intaktnim klasovima (Derera i sur., 1989.;
Humphreys i Noll, 2002.; Shorter i sur., 2005.; Zhu
isur., 2019.). Testovi klijavosti osiguravaju direktno
mjerenje dormantnosti sjemena, dok testovi s intak-
tnim klasovima mogu ukljucivati i druge mehaniz-
me povezane sa svojstvima klasa. Druge metode kao
$to su odredivanje padajuéeg broja prema Hagbergu
(engl. Hagberg falling number) i mjerenje aktivno-
sti 0-amilaze indirektne su metode za procjenu ot-
pornosti na prijezetveno proklijavanje i usmjerene
su prvenstveno na procjenu Stete od proklijavanja
(Hagemann i Ciha, 1984.; Singh i sur., 2008.; Ra-
sul i sur., 2012.; Martinez i sur., 2018.). Medutim,
navedene su metode vremenski i radno zahtjevne,
narodito u ranim razdvajajuéim generacijama kada
oplemenjivaci moraju testirati veliki broj genotipova.

Brzi napredak u razvoju molekularnih biljega kao
i statistickih metoda za detekciju QTL-ova otvara
moguénost implementiranja selekcije potpomognute
biljezima (MAS) radi povecanja efikasnosti opleme-
njivanja s ciljem kreiranja genotipova poveéane ot-
pornosti na prijezetveno proklijavanje kod psenice.



Do danas je otkriven velik broj QTL-ova za otpor-
nost na prijezetveno proklijavanje na kromosomima
sva tri podgenoma psenice u germplazmi austral-
skog, kineskog, sjevernoamerickog i srednjoeurop-
skog podrijetla (Rehman Arif i sur., 2012.; Cabral i
sur., 2014.; Lin i sur., 2016.; Ali i sur., 2019.; Wang
i sur., 2020.). Medutim, QTL-ovi najve¢eg ucinka
detektirani su na kromosomima 3A i 4A (Shao i
sur., 2018.). Neki od gena koji se nalaze u blizini
znacajnih QTL-ova na kromosomima skupine 3
(3A, 3B i 3D) i kromosomu 4A identificirani su i
njihovi su udinci na otpornost od prijezetvenog pro-
klijavanja dokumentirani, uklju¢ujudi gene 72PHSI
(Nakamuraisur., 2011.; Liu i sur., 2013.; Lin i sur.,
2018.), 7aMKK3 (Shorinola i sur., 2016.; Torada i
sur., 2016.), 7aVPI (Yang i sur., 2007.) i TaMyb10
(Lin i sur., 2016.; Wang i sur., 2016.).

Unato¢ velikom broju pronadenih QTL-ova za
otpornost na prijezetveno proklijavanje, nedostaje
informacija o njihovoj prisutnosti i u¢inku u germ-
plazmi psenice relevantnoj za oplemenjivacke pro-
grame jugoisto¢ne Europe.

Populacija rekombinantnih inbred linija (RIL) razvi-
jena je na Poljoprivrednom institutu Osijek iz kriza-
nja nedormantnog kultivara ‘Bezostaja 1’ neotpornog
na poslijezetveno proklijavanje i dormantnog kulti-
vara ‘Klara’ koji je otporan na prijezetveno proklija-
vanje. Prema pocetnim slovima roditeljskih kultivara
populacija je nazvana BK. Koristenjem metode po-
tomstva jednog sjemena (engl. Single Seed Descent;
SSD) pocevsi od F2 generacije populacija je dovede-
na do sedme filijalne generacije (F7), nakon ¢ega su
pojedinac¢ne linije odrzavane u smjesi (engl. bulk).
Populacija BK koju je ¢inilo 119 RIL-ova zajedno
je s roditeljima ‘Bezostajom 1’ i ‘Klarom’ posijana u
poljskom pokusu prema shemi slu¢ajnoga bloknog
rasporeda (engl. Randomized Complete Block Design;
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RCBD) u dvije repeticije u vegetacijskim godinama
2015./2016. i 2016./2017. na lokaciji Zagreb. Clanovi
pokusa sijani su u troredne parcelice povrsine 0,72
m?. U Zetvenoj je zriobi u svakoj parcelici nasumié-
nim izborom prikupljen uzorak od 30 klasova. Svi
klasovi ru¢no su ovr$eni i po 40 zrna svakog uzorka
stavljeno je na klijanje u Petrijeve zdjelice koje su
potom inkubirane u komori rasta u periodu od $est
dana na 20 °C. Brojanje proklijalih sjemenki prove-
deno je nakon tri i $est dana. Sjemenke koje su po-
kazivale bilo kakav vidljiv znak razvoja vegetativnih
primordija (minimalni stadij odgovara probijenom
perikarpu iznad embrija), biljezena su kao proklijala.
Indeks klijanja (engl. Germination Indeks; Gl) racu-
nat je prema formuli (Iki¢ i sur., 2012.):

GI = ((6 x D3) + (3 x D6))/(6 x 100)

gdje D3 i D6 predstavljaju broj proklijalih zrna tre¢i
i Sesti dan od postavljanja pokusa. Indeks klijanja
obrnuto je proporcionalan dormantnosti sjemena
(otpornosti na prijezetveno proklijavanje).

Tijekom godina analiza je varijance za indeks kli-
janja (GI) provedena kori$tenjem GLM procedure u
statistickom programu SAS 9.4. (SAS Institute Inc.,
2013.) prema sljede¢em modelu:

Vi =+ 9 +e +n(e) +geij + &

U modelu Y, je GI i-tog genotipa u j-toj godini i
k-toj repeticiji, gdje je 4 ukupni prosjek, g, ¢ i 7, su
odstupanja genotipa, godine i repeticije od ukupnog
prosjeka, g, je interakcija genotip x godina, a € je
pogreska.
Heritabilnost u $irem smislu, 42, izracunata je
prema formuli:
2 2
W =0 /(0f + 20+ 2

)

er

. s 2 o . . .
gdje suc?, 0’ i 0. genotipska varijanca, varijanca
interakcije genotip x godina i varijanca pogreske,
izracunate iz olekivanog prosje¢nog kvadrata u ana-
lizi varijance, a e i 7 broj godina odnosno repeticija.
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E7 potomstvo biparentalne populacije BK zajed-
no s roditeljima za potrebe genotipizacije uzgojeno
je u komori rasta. Uzorkovano je biljno tkivo u fazi
4 do 5 listova koje se koristilo za izolaciju DNA.
Uzorci DNA poslani su na University of Canberra,
Bruce, Australija, na sekvenciranje pomo¢u DArT
(engl. Diversity Arrays Technology) tehnologije kojom
su generirani DAfT SNP biljezi kori$teni u ovom
istrazivanju. Prvotno je ocitanje sadrzavalo 4.874
biljega. Nakon uklanjanja biljega s nepoznatom
pozicijom na kromosomu, s uéestalo$¢u heterozi-
gotnosti ve¢com od 30 %, te s ucestalo§¢u manje za-
stupljenog alela (engl. minor alelle frequency; MAF)
nizom od 5 % preostalo je 1.087 DArT SNP bilje-
ga koji su koristeni u istrazivanju. Skupine vezanih
gena (engl. linkage group) konstruirane su pomocu
racunalnog programa MAPMAKER v3.0 (Lander i
Green, 1987.) koriste¢i LOD vrijednost 5.0 kao prag
za definiranje signifikantne povezanosti. Redoslijed
biljega utvrden je pomo¢u algoritma RECORD
(engl. REcombination Counting and ORDering) uz
daljnje podesavanje pomocu algoritma SARF (eng].
Sum of Adjacent Recombination Fractions) u racunal-
nom programu QTL IciMapping v4.1 (Meng i sur.,
2015.). Rac¢unalni program MAPMAKER koristen
je kako bi se potvrdio poredak biljega definiran ra-
¢unalnim programom QTL IciMapping, a ucesta-
losti rekombinacija (engl. recombination frequency; r)
izmedu biljega konvertirane su u centiMorgane (cM)

ANALIZA VARIJANCE KROZ GODINE ZA INDEKS KLIJANJA (GI)

Godina (E) 1 2,58 2,58
Genotip (G) 120 15,83 0,13
GxE 120 2,30 0,02
Pogreska 240 0,93 0,00
Ukupno 483 21,95 0,05

koriste¢i Kosambijevu (1943.) kartiraju¢u funkciju
(engl. mapping function).

Analiza lokusa za kvantitativna svojstva (engl.
Quantitative Trait Loci analysis; QTL analysis) pro-
vedena je pomocu sastavljenog kartiranja intervala
(engl. Composite interval mapping; CIM) (Jansen i
Stam, 1994.; Zeng, 1994.) i visestrukog kartiranja
intervala (engl. Multiple Interval Mapping, MIM;
Kao i sur., 1999.; Zeng i sur., 1999.) kori$tenjem
ra¢unalnog programa Windows QTL Cartographer
v2.5 (Wang i sur., 2012.). Biljezi koji su koriSteni
kao kofaktori u sastavljenom kartiranju intervala
(CIM) izabrani su postupnom regresijom prema
naprijed i prema natrag (engl. Forward Backward
Stepwise Regression; FB). Prag za detekciju QTL-ova
procijenjen je permutacijskom analizom (Churchill
i Doerge, 1994.) na osnovi 1.000 permutacija. Vi-
Sestruko kartiranje intervala (MIM) temeljilo se
na modelu koji je uklju¢ivao QTL-ove detektirane
pomocu sastavljenog kartiranja intervala (CIM).
Aditivni uéinci QTL-ova kao i njihove epistatske
interakcije testirane su pomoc¢u Bayesovskog in-
formacijskog kriterija (engl. Bayesian information
crtierion; BIC; Zeng i sur., 1999.). Na temelju ko-
na¢nog modela procijenjeni su aditivni i epistatski
ucinci QTL-ova kao i udjeli (R?) fenotipske varijan-
ce analiziranog svojstva koji su bili objasnjeni pret-
postavljenim QTL-ovima i njihovim epistatskim

interakcijama.
< 0,001
qz + Zﬂgez +4rfgz 6,90 <0,001
G2+ 20‘952 4,95 < 0,001

aZ

DF - STUPANJ SLOBODE; SS — SUMA KVADRATA; MS — PROSJECNI KVADRAT; EMS -

OCEKIVANI PROSJECNI KVADRAT; P > F-SIGNIFIKANTNOST F VRIJEDNOSTI

132



Gl

1.0 +

0.8 -

0.6 -

0.2 |

0.0

2016 2017

GODINA

PROSJEK

DISTRIBUCIJA INDEKSA KLIJANJA (GI) KOD 119 REKOMBINANTNIH INBRED LINIJA ZA 2016. 1 2017.
GODINU TE PROSJEK DVIJU GODINA. PLAVA (DORMANTNI) | SIVA (NEDORMANTNI) STRELICA UPUCUJU NA POLOZAJ
VRIJEDNOSTI GI KOD OTPORNOG RODITELJA ‘KLARA’ ODNOSNO NEOTPORNOG RODITELJA ‘BEZOSTAJA 1'.

Kombinirana je analiza varijance koja je uklju-
¢ivala obje godine godine (Tablica 4.3.) pokazala
signifikantno variranje izmedu godina i genotipo-
va, kao i signifikantnu interakciju genotip x godina.
Heritabilnost u $irem smislu za GI iznosila je 0,95.

Indeks klijanja u RIL populaciji varirao je u ras-
ponu od 0,09 do 0,95 u 2016. te od 0,05 do 0,84
u 2017. godini. Transgresivna segregacija uocena je
u RIL populaciji u obje godine, uglavnom u smjeru
nize dormantnosti sjemena (Slika 4.3.), dok je samo
nekoliko linija imalo izraZeniju dormantnost sjemena
od dormantnog roditelja ‘Klara’.

Genetska karta (engl. genetic map, linkage map)
konstruirana je na osnovi 1.087 visokokvalitetnih
SNP biljega generiranih pomo¢u DArTseq tehnolo-
gije i sastojala se od 26 skupina vezanih gena (engl.
linkage groups; LG) koje pokrivaju sve kromosome
pSenice. Kromosomi 1D, 2A, 4A, 6A, i 7B podije-
ljeni su u dvije skupine vezanih gena.

Skupine vezanih gena bile su sastavljene od tri
(LG 4D) do 133 (LG - 3B) biljega, duljina karte

iznosila je 4,660 cM s prosje¢nim intervalom izmedu

biljega 5,24 ¢cM. Podgenomi A, B i D bili su pokri-
veni s 458 (42,13 %), 522 (48,02 %) i 107 (9,84 %)
biljega s ukupnom duljinom od 2.215 cM, 1.993 cM
i 451 cM (Slika 4.4.). To je u skladu s rezultatima
prikazanima u radu (Liton i sur., 2021). U populaciji
dvostrukih haploida (DH) razvijenih iz krizanja sorti
pSenice Roblin x RL4137, najvedi je broj polimorfnih
biljega SNP zabiljezen na kromosomima podgenoma
B, a najmanji na kromosomima podgenoma D.
Kori$tenjem sastavljenog kartiranja intervala
(CIM) i viSestrukog kartiranja intervala (MIM)
u BK populaciji 2016. godine kartirana su cetiri
QTL-a povezana s dormantno$¢u sjemena na kro-
mosomima 4A, 3B, 2D i 2A (Tablica 4.4.). Metoda
visestrukog kartiranja intervala nije detektirala si-
gnifikantne interakecije izmedu QTL-ova, a kona¢ni
model objasnio je 46 % fenotipske varijance svojstva
dormantnosti sjemena (SD). Na temelju fenotipskih
podataka za SD u BK populaciji 2017. godine detek-
tirana su dva QTL-a na kromosomima 4A i 3A, koji
zajedno objasnjavaju 28,93 % fenotipske varijance

(Tablica 4.4.).
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SLIKA 4.4. GENETSKA KARTA PSENICE NA TEMELJU 119 REKOMBINANTNIH INBRED LINIJA (RIL)
PODRIJETLOM IZ KRIZANJA ‘BEZOSTAJA 1’ x ‘KLARA’ ANALIZIRANIH POMOCU BILJEGA DARTSEQ SNP.

TABLICA 4.4. DETEKTIRANI QTL-OVI ZA DORMANTNOST SJEMENA (SD) IDENTIFICIRANI U BIPARENTALNOJ
RIL POPULACIJI ‘BEZOSTAJA 1’ x ‘KLARA’ (BK) U VEGETACIJSKOJ GODINI 2015/2016 | 2016/2017 KORISTECI
SASTAVLJENO KARTIRANJE INTERVALA (CIM) VISESTRUKO KARTIRANJE INTERVALA (MIM).

[ Apodgenom
@ Bpodgenom
[ D podgenom

GODINA CiM MIM
POZICIJA POZICIJA

2016. dorlé-1 4A, 53,00 5,17 0,074 14,27 53,00 0,072 14,77

2016. dorl6-2 3B 6,01 4,21 -0,077 15,76 6,01 -0,078 17,3

2016. dorl6-3 2D 16,26 3,63 -0,058 8,89 16,26 -0,06 8,57

2016. dorl6-4 2A, 26,95 3,55 -0,06 8,93 26,95 -0,054 5,77

2016 Ukupno 46,41
00, dorr1 4, Te14 6 007 1 e ooes 2018
2017. dorl7-2 3A 151,62 3,84 -0,058 9,59 153,62 -0,056 8,75

2017. Ukupno 28,93

LG - SKUPINA VEZANIH GENA; POZICIJA - POZICIJA QTL-A U CM; A — ADITIVNI UCINAK QTL-A; R? - UDIO
FENOTIPSKE VARIJANCE ANALIZIRANOG SVOJSTVA OBJASNJEN PRETPOSTAVLJENIM QTL-OM (%).
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Aleli QTL-ova na kromosomu 4A (detektirani
u obje godine) koji smanjuju indeks klijanja odno-
sno povec¢avaju dormantnost sjemena (otpornost na
prijezetveno proklijavanje) potje¢u od dormantnog
roditelja ‘Klara’, dok su kod preostalih detektira-
nih QTL-ova (u obje godine) aleli koji doprinose
smanjenju GI dolazili od ne dormantnog roditelja
‘Bezostaja 1.

Konzistentnost pojavljivanja QTL-ova u obje
godine godine ili lokacije u kojima se provodi feno-
tipizacija, odnosno ocjena ciljanoga svojstva kao i
njihov konzistentan udinak u razli¢itim oplemenji-
vackim populacijama, vazne su odrednice stabilnog
QTL-a (usko vezanog biljega) ¢inedi ga prikladnim
za koristenje u MAS-u. U prethodnim studijama
pronadeno je preko 100 QTL-ova povezanih s ot-
porno$¢u na prijezetveno proklijavanje kod psenice
koji su pokazivali razlicitu stabilnost izrazenu brojem
okolisa u kojima su manifestirali signifikantni uci-
nak na doti¢no svojstvo (Zhou i sur., 2017.). Iako su
QTL-ovi pronadeni na svim kromosomima psenice
(Mohan i sur., 2009.; Cabral i sur., 2014.; Cao i sur.,
2016.; Fakthongphan i sur., 2016.), najkonzistentni-
ja podrudja pripadala su kromosomskoj skupini 3
(Kato i sur., 2001.; Osa i sur., 2003.; Kulwal i sur.,
2004.; Mori i sur., 2005.; Liu i Bai, 2010.) i kromo-
somu 4A (Mares i sur., 2005.; Chen i sur., 2008.;
Cabral i sur., 2014.; Zhou i sur., 2017.) $to je u skladu
s rezultatima naseg istrazivanja. Geni otpornosti na
PHS koji se nalaze na kromosomima 3A, 3B i 3D
smatraju se usko vezanim s genima koji kontroliraju
crvenu boju sjemene ljuske, iako postoji moguénost
da se radi o istim genima s plejotropnim uc¢inkom na
oba svojstva (Himi i sur., 2002.). Ovo je u skladu s
ve¢ dugo poznatom ¢injenicom da su kultivari pseni-
ce s tamnijom nijansom crvene (smede) boje sjemene
ljuske otporniji na prijezetveno proklijavanje od kul-
tivara sa svjetlijom ili bijelom bojom sjemene ljuske
(Warner i sur., 2000). S druge strane, glavni QTL
na kromosomu 4A identificiran u brojnim studijama
nije povezan s bojom sjemena (Mares i sur., 2005.;
Tan i sur., 2006.; Chen i sur., 2008.; Imtiaz i sur.,
2008.; Ogbonnaya i sur., 2008.; Gbs i sur., 2011.;

Cabral i sur., 2014.), ve¢ se vjerojatno radi o genu
1aMKK3 kojeg su klonirali Torada i sur. (2016.).
Mi smo u nasem istrazivanju pomoc¢u KASP biljega
analizirali alelni profil za gen 72MKK3 (lociran na
kromosomu 4A) u kolekciji kultivara ozime psenice,
relevantnoj za oplemenjivacke programe jugoisto¢ne
Europe, koja je ukljuéivala i roditelje populacije BK.
Analiza je pokazala da na doti¢nom genskom lokusu
kultivar ‘Klara’ (dormantni roditelj u provedenom
krizanju) posjeduje ,rezistentni” alel, a ‘Bezostaja
I’ ,osjetljivi” alel za prijezetveno proklijavanje. To
je u skladu s rezultatima provedene QTL analize u
populaciji BK koji su pokazali da aleli QTL-ova na
kromosomu 4A, koji doprinose vecoj otpornosti na
PHS potje¢u od dormantnog roditelja ‘Klara’.

Stabilni QTL-ovi ili funkcionalni biljezi visokog
ucinka na otpornost genotipa na prijezetveno pro-
klijavanje identificirani su u germplazmi relevantnoj
za oplemenjivacke programe psenice u Hrvatskoj i
jugoisto¢noj Europi, te mogu posluziti kao poten-
cijalni alat u selekciji potpomognutoj markerima
(MAS). U sklopu Znanstvenog centra izvrsnosti
za bioraznolikost i molekularno oplemenjivanje
bilja (ZCI CroP-BioDiv) formirana je kolekcija od
200 kultivara i oplemenjivackih linija ozime p$e-
nice adaptiranih na uzgojne uvjete Hrvatske i ju-
goisto¢ne Europe. Kolekcija je tijekom vise godina
fenotipizirana u vise okoli$a na nekoliko svojstava
povezanih s otporno$éu na PHS. Fenotipizirana
svojstva ukljucivala su visinu biljke, datum cvatnje,
dormantnost sjemena i embrija te osjetljivost embrija
na apscizinsku kiselinu. Kolekeija kultivara takoder
je genotipizirana u SGS Institut Fresenius GmbH
TraitGenetics Section (Gatersleben, Njemacka) ko-
riStenjem 25k Infinum iSelect SNP ¢ipa, kojeg ¢ini
24.145 SNP biljega. Generirani fenotipski i geno-
tipski podaci posluzit ¢e za cjelogenomsku studiju
pridruzivanja (engl. Genome-Wide Association Study;
GWAS) u svrhu identifikacije lokusa kvantitativnih
svojstava s visokim u¢inkom na otpornost od PHS.
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PRIDRUZUJUCE
KARTIRANJE

Jerko Gunjaca



5.1. UvoD

Analiza lokusa za kvantitativna svojstva (QTL) po-
drazumijeva pronalazenje genskih lokusa koji su
odgovorni za fenotipsku varijabilnost analiziranog
svojstva. Osim §to se koriste za izradu genskih ka-
rata, rekombinacijski dogadaji sluze i kao osnova za
otkrivanje povezanosti izmedu molekularnih biljega
i fenotipske varijabilnosti. Statisticke metode koje se
koriste u analizi QTL-a mogu se podijeliti u dvije
osnovne skupine: metode koje su opisane u pret-
hodnom poglavlju za koje se koristi zajednicki naziv
»kartiranje vezanosti (gena)” (engl. /inkage mapping)
i metode koje se nazivaju ,pridruzujuée kartiranje”
(engl. association mapping), kojima je posveéeno
ovo poglavlje. Osnovna je razlika izmedu ove dvije
skupine metoda u razini kontrole rekombinacijskih
dogadaja: kartiranje vezanosti iskoristava pojave
rekombinacije koje se dogadaju tijekom razvitka
populacija za kartiranje, a pridruzujuée kartiranje
pojave rekombinacije koje su se dogodile u bilo kojoj
generaciji u povijesti neke populacije odabrane za
kartiranje (Slika 5.1.).

U kontroliranom eksperimentu na kojem se te-
melji kartiranje vezanosti za kartiranje se koriste
populacije u kojima je poznata srodnost izmedu je-
dinki, a kod biljnih vrsta to su najée$é¢e potomstva
biparentalnog krizanja. Takve specifi¢no razvijene
populacije nisu potrebne za pridruzujude kartiranje,
jer se u njemu mogu koristiti vrlo divergentne po-
pulacije (za koje se Cesto koristi izraz ,panel”) koje
se odlikuju velikom genotipskom i fenotipskom ra-

znoliko$¢u. U tim populacijama srodnost izmedu
jedinki nije poznata, nego se procjenjuje na teme-
lju genotipskih podataka. Opisujuéi ove temeljne
razlike izmedu dviju skupina metoda, Myles i sur.
(2009.) za kartiranje vezanosti koriste naziv ,karti-
ranje porodica” (engl. family mapping), a pridruzuju-
¢e kartiranje nazivaju ,kartiranje populacija” (engl.
population mapping). U pridruzujuéem se kartiranju
koriste molekularni biljezi koji osiguravaju znatno
veéu zasi¢enost genetske karte, ¢ime se postize i
znatno veda razlucivost analize. Kartiranjem veza-
nosti QTL-i se uglavnom mogu locirati tek unu-
tar ve¢ih kromosomskih regija (10 do 20 cM), dok
pridruzujuce kartiranje, zbog iskoristavanja znatno

kartiranjem vezanosti mogu se detektirati samo oni
QTL-i za koje su roditelji ¢ijim je krizanjem nastala
populacija za kartiranje imali razli¢ite genotipove.
Kod pridruzujuceg kartiranja nema takvog ograni-
Cenja, pa bi se njime potencijalno mogli detektira-
ti svi QTL-i koji kontroliraju neko svojstvo, zbog
Cega se istrazivanja koja se temelje na pridruzuju-
¢em kartiranju jo§ nazivaju i ¢jelogenomske studije
pridruzivanja (engl. genome-wide association studi-
es — GWAS). Udio otkrivenih QTL-a ovisi o tome
koliko je ukupne genetske varijabilnosti koja postoji
u prirodi sacuvano unutar populacije za kartiranje
(Zhu i sur., 2008.). Sumirajuéi sve prednosti i nedo-
statke pridruzujuceg kartiranja, Myles i sur. (2009.)

d/ VELIKI BROJ GENERACIJA

SLIKA 5.1. SHEMATSKI PRIKAZ REKOMBINACIJSKIH DOGADAJA U POPULACIJAMA ZA KARTIRANJE KOD
KARTIRANJA VEZANOSTI (LIJEVO) | PRIDRUZUJUCEG KARTIRANJA (DESNO), PREMA ZHU | SUR. (2008.)
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jos navode i vecu udinkovitost i smanjenje troskova
u odnosu na skup i dugotrajan proces razvoja popu-
lacija za kartiranje vezanosti, ali i pove¢anje troskova
i smanjenje pouzdanosti fenotipiziranja populacija,
koje se sastoje od velikog broja jedinki prilagodenih
vrlo raznolikim okoli$nim uvjetima.

5.2. NERAVNOTEZA VEZANOSTI

Dakle, analiza QTL-a temelji se na pronalazenju lo-
kusa biljega na kojima se javljaju fenotipske razlike
u analiziranom svojstvu izmedu jedinki s razli¢itim
alelima na tom lokusu. Tada se moze pretpostaviti da
se lokus tog biljega nalazi u neposrednoj blizini gena
koji kontrolira to svojstvo. Zbog toga izmedu lokusa
biljega i genskog lokusa (QTL-a) nikada ne dolazi
do rekombinacije, odnosno, oni se nalaze u nerav-
notezi vezanosti (engl. linkage disequilibrium — 1LD).
U pojednostavnjenom prikazu (Slika 5.2.) hipotetski
QTL predstavljen je takoder jednim polimorfnim
nukleotidom. Jedan od dva susjedna biljega (SNP1)
ne nalazi se u neravnotezi vezanosti s QTL-om jer
izmedu njih ocito dolazi do rekombinacije, bududi da
se u populaciji pojavljuju sva éetiri moguca genotipa.
Obje alelne varijante QTL-a pojavljuju se iskljucivo
u kombinaciji s jednom od dviju alelnih varijanata
biljega SNP2, $to ukazuje na postojanje LD-a od-
nosno vezanosti QTL-a i tog biljega. Fenotipske
vrijednosti jedinki ovise o genotipu QTL-a, pa se
fenotipske razlike javljaju samo izmedu jedinki koje
nose razlicite alele QTL-a. Zbog neravnoteze veza-

SNP1 QTL SNP2
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w7 ]
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SLIKA 5.2. HIPOTETSKI PRIKAZ SEGMENTA KROMOSOMA S QTL-OM |
DVA BILJEGA (PREMA MYLES | SUR., 2009., POJEDNOSTAVNJENO).
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nosti fenotipske se razlike takoder uo¢avaju i izmedu
jedinki s razli¢itim alelom SNP2, pa se u tom kon-
tekstu taj biljeg naziva nukleotidom kvantitativnog
svojstva (engl. quantitative trait nucleotide — QTN).

Jacina neravnoteze vezanosti (LD) moze se mjeriti
na razli¢ite nadine, a jedan od najce$ée primjenjiva-
nih i najjednostavnijih izra¢unavanje je korelacije
izmedu alelnih ucestalosti dvaju lokusa (kvadratna
vrijednost korelacijskog koeficijenta — r?). S pove-
¢anjem udaljenosti izmedu lokusa opada ja¢ina ne-
ravnoteze vezanosti, a o stopi opadanja ja¢ine LD-a
ovisi i rezolucija kartiranja. Stopa opadanja specifi¢-
na je za populaciju koja se koristi za kartiranje, pa je
prije same analize QTL-a potrebno provesti i analizu
strukture LD-a u populaciji. Obi¢no se vrijednost r*
od 0,1 ili 0,2 uzima kao grani¢na vrijednost u smislu
da se za lokuse izmedu kojih je korelacija slabija od
te grani¢ne vrijednosti smatra da nisu u LD-u (Zhu
i sur., 2008.). Medu biljnim vrstama postoje velike
razlike u stopi opadanja ja¢ine LD-a (Flint-Garcia
i sur.,, 2003.), a nacelno je stopa opadanja znatno
sporija kod samooplodnih vrsta u odnosu na stra-
nooplodne (Nordborg, 2000.). LD prestaje ve¢ na
udaljenosti od nekoliko stotina parova baza (100 —
300 bp) kod stranooplodnih vrsta kao $to su smreka
(Heuertz i sur., 2006.) ili vinova loza (Lijavetzky i
sur., 2007.), ali se proteze i na viSe stotina tisuc¢a
parova baza kod samooplodnih vrsta kao $to je riza
(Mather i sur., 2007.). Unutar vrsta takoder postoje
velike razlike izmedu populacija, a ja¢ina LD-a znat-
no brze opada s udaljeno$¢u u prirodnim populaci-
jama u odnosu na populacije tradicijskih kultivara, a
jos brze u odnosu na populacije sastavljene od elitnih
oplemenjivac¢kih linija, $to su na primjeru kukuruza
pokazali Tenaillon i sur. (2001.). Te razlike nastaju
zbog utjecaja strukture populacije i srodnosti izmedu
jedinki, koje mogu prouzroiti prividno protezanje
LD-a na znatno vece udaljenosti nego $to bi se to do-
godilo uslijed (isklju¢ivo) fizicke povezanosti. Kako
bi se mogle dobiti nepristrane procjene jacine LD-ja,
Mangin i sur. (2012.) razvili su procjene r* korigira-
ne na srodnost i strukturu populacije. Koliko mogu
biti velike razlike izmedu korigiranih i nekorigiranih



r2

procjena r* dobro ilustrira primjer populacije hrvat-

skih tradicijskih kultivara graha (Slika 5.3.).

5.3. STRUKTURA POPULACIJE

Sluéajno sparivanje jedinki teorijska je pretpostavka
koja se ne ostvaruje ¢ak ni u prirodnim populacija-
ma. Zbog toga se u prirodnim populacijama, kao i
u oplemenjivackim populacijama kultiviranih bilj-
nih vrsta, javljaju vrlo kompleksni obrasci srodnosti
jedinki i populacijske strukture. Kada se analizira
fenotipsko svojstvo ¢ija je varijabilnost korelirana s
tim obrascima, kartiranjem ¢e mu se pridruziti ve-
liki broj biljega od kojih ¢e tek rijetki stvarno biti u
LD-u s genima koji kontroliraju to svojstvo. Kako
bi se smanjio broj tih ,laznih otkri¢a” (engl. false
discoveries), u model koji se koristi u analizi mora se
ukljuditi i uéinak strukture populacije.

U studijama pridruZivanja najé¢esc¢e se koristi
Bayesovska analiza populacijske strukture koja je
opisana u tre¢em poglavlju (Pritchard i sur., 2000.).
Nakon $to se odredi najvjerodostojniji broj skupi-
na K, za svaku se jedinku izracuna udio genoma

LD

(Q) koji potjece iz odredene skupine. Procijenje-
ne Q vrijednosti za odabrane skupine koriste se
za procjenu ucinka strukture populacije. Baye-
sovska analiza vrlo je kompleksna, pa moze biti i
iznimno dugotrajna — najprije se mora provesti za
svaki pretpostavljeni broj skupina K, nakon ¢ega
je potrebno pronadi najvjerodostojniji K. Relativ-
no jednostavniji pristup procjeni u¢inka strukture
populacije sazimanje je genotipskih podataka svih
jedinki primjenom analize glavnih sastavnica (engl.
principal component analysis — PCA). Na taj se na-
¢in ve¢ina ukupne genotipske varijabilnosti preras-
podjeljuje na nekoliko glavnih sastavnica (Price i
sur., 2006.), a sama analiza neusporedivo je brza.
Rezultat PCA vrlo se esto podudara (Zhao i sur.,
2007.) s rezultatom Bayesovske analize implemen-
tirane u racunalnom programu STRUCTURE,
kao $to se vidi i na primjeru hrvatskih tradicijskih
kultivara graha (Slika 5.4.). Najvjerodostojniji K
= 3, pa STRUCTURE razdvaja populaciju na tri
skupine, od kojih je jedna srednjoamerickog, a dvije
andskog porijekla (oznacene razli¢itim bojama). Na
temelju rezultata PCA takoder se mogu razluditi tri
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PC2

skupine, pri ¢emu prva glavna sastavnica razdvaja
stednjoamericke od andskih, a druga dvije skupine

andskog porijekla.

5.4. SRODNOST

Obrasci odnosa izmedu jedinki mogu biti znatno
kompleksniji nego oni koji se opisuju pripadnos¢u
jednoj od nekoliko skupina, odnosno potpopulacija.
Definiranje tih slozenih obrazaca zahtijeva procjenu
srodnosti za svaki par jedinki u populaciji. Tako se do-
bivena matrica srodnosti K (engl. #inship) moze uvesti
u model i koristiti za predikeiju fenotipskih svojstava,
$to je standardna metoda koja se koristi u oplemenji-
vanju zivotinja. U izvornom su se obliku za konstruk-
ciju matrice srodnosti koristili podatci o rodoslovlju
(pedigreu) jedinki, ali se u pridruzujuéem kartiranju
za procjenu srodnosti koriste genetski biljezi.

Za razliku od genetske sli¢nosti (odnosno uda-
lienosti) o kojoj se raspravljalo u tre¢em poglavlju,

procjena srodnosti predstavlja pokusaj razludivanja
jesu li dvije jedinke koje nose iste alele (engl. iden-
tity by state — IBS) ujedno i naslijedile te alele od
zajednickog pretka (engl. identity by descent — IBD).
Razlikovanje IBD-a od IBS-a temeljni je problem
procjene srodnosti, u svrhu ¢ijeg je rjeSavanja razvijen
niz razli¢itih metoda. Taj se problem moze jedno-
stavno definirati formulom za koeficijent srodnosti
K, prema (Lynch, 1988.):

_ STy

K=1-7,
gdje je Sl_j genetska slicnost (IBS) jedinki7ij, a Tl,j
prosje¢na sli¢nost izmedu nesrodnih jedinki. Dakle,
srodnost se moze procijeniti tako da se iz ukupne
genetske slicnosti (IBS) izdvoji onaj dio koji ne pred-
stavlja sli¢nost koja je naslijedena od zajednickog
pretka (koja nije IBD), a problem je u tome $to je
T, parametar cija vrijednost u praksi nikada nije
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poznata. Ovdje je vazno napomenuti da se Lyncheva
formula u literaturi pojavljuje u razli¢itim oblicima,
pri ¢emu se koriste razli¢iti simboli i razli¢ite defi-
nicije njihovog znac¢enja. Radi dosljednosti, ovdje se
koriste oznake prema Stich i sur. (2008.). Isti autori
predlazu i vrlo jednostavno rjesenje za procjenu 7
koje zahtijeva da se pored populacije na kojoj se pro-
vodi pridruzujuée kartiranje u istrazivanje ukljudi i
nekoliko (toj populaciji) nesrodnih jedinki. Tada se
T, motZe procijeniti kao prosjecna §, izmedu svih
jedinki u populaciji i svake od nesrodnih jedinki.
Medutim, Stichu i sur. (2008.) zakljucuju da je ovo
jednostavno rjesenje manje u¢inkovito od drugih,
kompleksnijih metoda procjene srodnosti koje se
uobicajeno koriste u studijama pridruzivanja.

Prve studije pridruzivanja provedene na biljnim
vrstama koristile su procjene srodnosti na temelju
metoda implementiranih u ra¢unalnom programu
SPAGeDi (Hardy i Vekemans, 2002.). Losa je strana
tih metoda da njihova primjena rezultira generira-
njem matrica srodnosti s velikim brojem negativ-
nih vrijednosti. Te su negativne vrijednosti Yu i sur.
(2006.) tumacili kao vrijednosti onih parova jedinki
¢ija je srodnost manja od srodnosti slu¢ajno odabra-
nih parova jedinki iz populacija, pa su kao praktic¢-
no rjesenje predlozili da se sve negativne vrijednosti
zamijene s vrijedno$¢u 0. Veéina aktualnih meto-
da procjene srodnosti temelje se na VanRadenovoj
normaliziranoj (engl. normalized) matrici slicnosti
(VanRaden, 2008.). Procjena sli¢nosti izmedu jedin-
ki moze se definirati uz pomo¢ formule:

o = Zimal1+ G = D — 1]
iy — 2

gdje je 7 broj biljega, a x,, i x, brojevi kopija biljega £
kod jedinki 7i j. Druga od tri VanRadenove metode
za procjenu srodnosti temelji se na standardizaciji s
obzirom na ucestalost alela:

_ o (i — 2p,) (% — 2p,)
K. = lz
7 me 2pk(1 - pk)
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gdje je 2, ucestalost referentnog alela. Izvorno,
VanRaden ovu je formulu prikazao u matri¢cnom

obliku:
K;=ZDZ

gdje je Z matrica razlika izmedu matrice biljega M
veli¢ine 7 x m i standardizirane matrice alelnih uce-
stalosti P ¢iji je svaki element jednak Z@k -05); D
je dijagonalna matrica ¢iji su elementi:

1

P = o 2p (L= py)]

a Z’ inverzna matrica matrice Z. Endelman i Jan-
nink (2012.) predlazu metodu koja se umjesto nor-
malizacije koristi centriranjem matrice sli¢nosti, a
moze se definirati formulom:

_ 8COVM + (1= 8)COV + (M) (M)
Y 2 ¥ k=1 pk(l - pk)

gdje je O intenzitet skupljanja (engl. shrinkage), (COV’)
prosjek dijagonalnih elemenata matrice kovarijanci
COV;a{M,) i (M) prosjeci redaka matrice biljega
M i njene inverzne matrice M. Matrica kovarijanci
uzorka (COV) koristi se kao procjenitelj cjelogenom-
ske matrice kovarijanci X:

!

cov =

— (M XM)

Osim navedenih razvijene su i druge metode za
procjenu srodnosti, od kojih su najkompleksnije one
u kojima se koriste zasebne matrice srodnosti s obzi-
rom na te aditivne, dominacijske i epistatske genske
u¢inke (Mufioz i sur., 2014.).

5.5. RACUNALNI PROGRAMI

Kompleksnost metoda koje se koriste u okviru studija
pridruzivanja ogleda se i u brojnosti racunalnih pro-
grama koji su razvijeni radi njihove provedbe. Osim
alata koji se koriste za rjesavanje specifi¢nih problema

PRIDRUZUJUCE KARTIRANJE



PRIDRUZUJUCE KARTIRANJE

razvijena su i ¢jelovita rjeSenja, odnosno setovi alata
ili platforme koje se koriste za provedbu svih faza
studije pridruzivanja. Neki od specifi¢nih alata bit ¢e
spomenuti u idu¢im potpoglavljima, a ovdje ¢e biti
ukratko opisana najéesée koristena cjelovita rjesenja.

PLINK (Purcell i sur., 2007.) je skup alata za
GWAS razvijen na Sveudili$tu Harvard, MIT-u
(Massachusetts Institute of Technology) i pridruzenim
institucijama. Ukljucuje alate za upravljanje podatci-
ma, kontrolu kvalitete, analizu strukture populacije,
procjenu srodnosti i analizu pridruzivanja. Moze se
koristiti samostalno ili uz pomo¢ posebno razvijenog
grafickog sucelja (gPLINK) koje omogucava integra-
ciju s raunalnim programom Haploview (Barrett
i sur., 2005.) radi grafickog prikaza rezultata anali-
ze. Primarno je namijenjen za primjenu u humanoj
genetici.

GAPIT (Genome Association and Prediction Inte-
grated Tool) je integrirani alat namijenjen za studije
pridruZivanja i genomsku selekciju. Instalira se kao
paket u R okruzZenju, a u novoj verziji 3 (Wang i
Zhang, 2021.) pored niza metoda za analizu poje-
dina¢nih lokusa ukljucuje i nekoliko razlic¢itih mul-
tilokusnih modela. Integracija u R okruzenje pruza
mogu¢nosti kori$tenja alata za upravljanje podatci-
ma, statisticku analizu i graficki prikaz rezultata.

TASSEL (Trait Analysis by aSSociation, Evolution
and Linkage) je ra¢unalni program koji ukljucuje in-
tegrirane alate za studije pridruZivanja i genomsku
selekciju (Bradbury i sur., 2007.). Dostupan je u tri
verzije: kao samostalni program (engl. stand-alone)
s grafickim suceljem (GUI) ili bez njega (,pipeline”),
te kao paket za R. Kako je ovaj racunalni program
koristen u studijama slucaja koje ée biti prikazane u
nastavku ovog poglavlja, u iduca ¢e dva potpoglavlja
detaljnije biti opisane metode koje su dostupne u

TASSEL-u.

5.6. KONTROLA KVALITETE | NADOMJESTANJE
NEDOSTAJUCIH PODATAKA

U svom izvornom obliku, skupovi genotipskih po-
dataka nisu pogodni za izravnu upotrebu u studija-
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ma pridruzivanja uslijed prisutnosti razlicitih tipova
pogresaka koje se u njima mogu pojaviti tijekom ge-
notipiziranja. Te pogreske mogu nastati uslijed lose
kvalitete uzoraka, zamjene uzoraka, kontaminacije
i drugih razloga (Marees i sur., 2018.).

5.6.1. Formati genotipskih podataka

Razvojem novih metoda genotipiziranja (engl. Next
Generation Sequencing — NGS; Genotyping-by-Sequ-
encing — GBS) moguce je ostvariti iznimno visoku

pokrivenost biljnih genoma generiranjem podataka o

stotinama tisuca ili ¢ak nekoliko milijuna SNP bilje-

ga, ovisno o veli¢ini genoma (He i sur., 2014.). Zbog
izuzetne veli¢ine tako nastalih skupova genotipskih
podataka (engl. big data) za njihovu pohranu koristi
se niz posebnih datote¢nih formata, koji uglavnom
predstavljaju specijalne forme tekstualnih datoteka.

TASSEL pruza moguénost uéitavanja podataka po-

hranjenih u nekoliko razlicitih formata, koji ¢e ovdje

biti ukratko opisani. To su:

1. Hapmap — tekstualne datoteke u kojima su po-
datci pohranjeni u obliku tablice ¢iji su stupci raz-
dvojeni tabulatorima. Redci tablice predstavljaju
biljege, a stupci jedinke. Prvih 11 stupaca sadrze
neke dodatne informacije: oznaku referentnog ale-
la, oznaku (broj) kromosoma, poziciju biljega i dr.
Za alele biljega koriste se dvoslovne ili jednoslovne
oznake (prema kodu IUPAC-a — Medunarodne
unije za Cistu i primijenjenu kemiju).

2. VCF (Variant Call Format) — slican Hapmapu,
osim $to prvih nekoliko redaka sadrzi neke me-
ta-informacije. Aleli su kodirani na sli¢an nacin.
Ovo je najsire koristeni format, pa predstavlja naj-
bolje rjesenje za prebacivanje podataka u druge
ra¢unalne programe.

3. PLINK - format u kojem su informacije razdije-
ljene u dvije tekstualne datoteke: .ped (informacije
o jedinkama) i .map (informacije o biljezima).

4. Numericki format — primarno se koristi za ostale
viste podataka (fenotip, struktura populacije), ali
se moze koristiti i za genotipske podatke, koji se
interpretiraju kao vjerojatnosti (pojave referentnog



alela) pa mogu poprimati vrijednosti koje se krecu
u rasponu [0,1].

5.6.2. Kontrola kvalitete

Prva o¢ita posljedica pogresaka nastalih pri genoti-
piziranju nedostatak je odredenih podataka, pa se
iz cjelokupnog skupa najprije moraju odstraniti one
jedinke i biljezi kod kojih nedostaje veliki udio ge-
notipskih podataka (npr. vise od 20 %). Nakon toga
uklanjaju se svi biljezi s rijetkim alelima, najces¢e
oni s ucestalostima manje zastupljenog alela (engl.
minor allele frequency — MAF) nizom od 5 %. Njih
na pogreske pri genotipiziranju, a kod njih je tako-
der i veda ucestalost ,laznih® pridruzivanja. Treci
je indikator mogucih pogresaka ucestalost heterozi-
gotnih lokusa — za samooplodne vrste kod kojih se
ocekuje visoka razina homozigotnosti, a ve¢i udjeli
heterozigotnih lokusa ukazuju na vjerojatne pogres-
ke pri genotipiziranju, pa je takve lokuse, odnosno
jedinke, takoder potrebno odstraniti. Kada je broj
genotipiziranih lokusa iznimno velik, moze se pro-
vesti prorjedivanje (engl. pruning) biljega kojim se
unutar regije kromosoma zadane veli¢ine zadrzavaju
samo oni biljezi koji nisu korelirani (odnosno nisu
u LD-u). Filtriranje jedinki i biljega nije zahtjevan
postupak, a TASSEL ima integrirane alate koji to
rade na vrlo jednostavan nacin.

5.6.3. NadomjeS§tanje nedostaju¢ih podataka

U tako ,proc¢is¢enom” setu preostat ¢e jo§ odrede-
ni broj jedinki koje nisu uspjesno genotipizirane na
svim lokusima, odnosno, odredeni ¢e udio geno-
tipskih podataka nedostajati. Kako primjena nekih
statistickih metoda nije moguca bez cjelovitih setova
podataka (npr. PCA) nakon filtracije potrebno je na-
domjestiti (engl. impute) nedostajuée podatke. Osim
toga, pouzdane metode procjene nedostaju¢ih poda-
taka takoder ¢e povecati i pouzdanost pridruzujuceg
kartiranja, odnosno genomske selekcije. TASSEL
nudi nekoliko opcija za nadomjestanje (engl. impu-

tation) nedostajudih genotipskih podataka. Najjed-
nostavnija opcija su dvije numericke metode koje se
osim za genotipske mogu koristiti i za nadomjestanje
nedostaju¢ih fenotipskih podataka. U situacijama
kada nisu poznate to¢ne pozicije svih biljega na gen-
skoj karti, moze se koristiti metoda LD-kNNi (Mo-
ney i sur., 2015.), odnosno metoda k najblizih susjeda
(engl. k-nearest neighbors) koja u obzir uzima LD
izmedu biljega. Preostale dvije metode namijenjene
su za specifi¢ne tipove populacija, za biparentalne
porodice — FSFHap, a za oplemenjivacke populacije
— FILLIN (Swarts i sur., 2014.). Osim toga, TASSEL
jo$ nudi pripremu podataka za racunalni program
Beagle (Browning i sur., 2018.), koji predstavlja bolje
rjesenje za raznolike i heterozigotne populacije. Osim
kori$tenja jedine metode dostupne unutar TASSEL-
a, nedostajudi fenotipski podatci mogu se prethodno
nadomjestiti takoder primjenom nekih drugih pro-
gramskih rjesenja kao $to je npr. PHENIX, R paket
s istoimenom metodom koja se koristi korelacijama
izmedu svojstava kao i korelacijama izmedu jedinki,
odnosno njihovom srodnos¢u (Dahl i sur., 2016.).

5.7. STATISTICKA ANALIZA

Proc¢is¢eni i upotpunjeni genotipski i fenotipski
podatci podvrgavaju se statisti¢koj analizi, uz even-
tualan dodatak matrica Q (struktura populacije) i
K (srodnost) generiranih uz pomo¢ specijaliziranih
ra¢unalnih programa.

5.7.1. Statisti¢ki model

TASSEL pruza moguénosti provodenja analize pri-
druzivanja prema nekoliko razlic¢itih modela. Naj-
jednostavniji je od tih modela onaj koji se koristi
primjenom funkcije GLM (general linear model).
Radi se o fiksnom modelu — analognom modelu
predstavljenom u okviru metode ,,Analiza pojedi-
na¢nih biljega” iz prethodnog poglavlja. Ovdje je
taj osnovni model prosiren, pa se u njemu osim
fiksnog ucinka biljega mogu pojaviti i neki drugi
fiksni uc¢inci (strukture populacije, ué¢inci elemenata
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dizajna pokusa, kovarijable, itd.). Korekcija na kom-
pleksnije obrasce srodnosti provodi se uvodenjem
u model slu¢ajnog u¢inka genetskog zaleda (engl.
genetic background), odnosno primjenom mjeSovi-
tih modela. Funkcija MLM (mixed linear model)
podrazumijeva primjenu Q + K modela (Yu i sur.,
2006.), zadanog u matri¢noj formi pomoc¢u izraza:

y = Xf+So+Qv+Zute

gdje je y vektor fenotipskih opazanja, f vektor ostalih
fiksnih uéinaka, a vektor u¢inaka biljega, » vektor
ucinaka populacijske strukture, # vektor ucinaka
genetskog zaleda, e vektor reziduala (pogresaka), Q
matrica populacijske strukture koja definira odnos
izmedu y i v, a X, §i Z matrice incidencije koje de-
finiraju odnos izmedu y i redom f, @ i u. Varijanca
slu¢ajnog ucinka genetskog zaleda jednaka je:

VAR(u) = 2KVg

gdje je K matrica srodnosti, a V genetska varijanca.
Kada fenotipski set sadrzi vise podataka za svaku
jedinku, analiza se moze provesti tako da se izravno
analiziraju svi podatci ili tako da se analiziraju po-
datci koji su prethodno uprosjeceni po jedinkama.
Kako je prva varijanta izuzetno zahtjevna u smislu
troSenja racunalnih resursa i vremena, ¢e$ée se ana-
liziraju prosje¢ne fenotipske vrijednosti jedinki. Radi
razli¢itog broja opazanja za razlilite jedinke, ta se
analiza mora ponderirati pogreskama procjena (Xue
i sur., 2017.) $to se postize primjenom opcije ,,pon-
derirani MLM” (weighted MLM).

Analogno kompleksnijim metodama predstavlje-
nim u prethodnom poglavlju, i u studijama pridru-
zivanja umjesto navedenih modela za analizu poje-
dina¢nih biljega mogu se koristiti modeli koji kao
kovarijable uklju¢uju biljege koji su ve¢ prethodno
pridruzeni analiziranom svojstvu, odnosno multilo-
kusni (engl. multi-locus) modeli. U TASSEL-u je za
sada dostupna samo metoda postupne regresije koja,
medutim, nije namijenjena za pridruzujuce, nego za
kartiranje vezanosti. Zato bi iduca verzija TASSEL-a
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trebala ukljudivati novorazvijenu metodu MSTEP
(multi-trait multi-locus stepwise model selection) koja
se zasniva na modelima koji pored vise lokusa uklju-
¢uju i viSe svojstava (Fernandes i sur., 2022.). S druge
strane, GAPIT pruza moguénost kori$tenja ¢ak tri
multilokusne metode: MLMM (Multi-Locus Mixed
Model; Segura i sur., 2012.), FarmCPU (Fixed and
random model Circulating Probability Unification;
Liu i sur., 2016.) i BLINK (Bayesian-information
and Linkage-disequilibrium Iteratively Nested Key-
way; Huang i sur., 2019.).

5.7.2. KOREKCIJE VISESTRUKIH TESTOVA

Problem koji je naveden u prethodnom poglavlju
ponavlja se i u analizama pridruzivanja: analiza
pojedina¢nih biljega podrazumijeva provodenje za-
sebne analize, odnosno zasebnog F-testa za u¢inak
svakog biljega. Uslijed provodenja velikog broja te-
stova raste vjerojatnost da ¢e neki od signifikantnih
testova lazno ukazivati na postojanje LD-a izmedu
biljega i QTL-a, odnosno raste vjerojatnost pojave
»laznih otkri¢a” (Sori¢, 1989.). Osnovni je problem
Bonferronijeve korekcije (opisane u tre¢em poglavlju)
$to se temelji na pretpostavci da su svi provedeni
testovi medusobno neovisni, $to ne odgovara istini
zbog postojanja LD-a izmedu biljega, pa primjena
takve pretpostavke rezultira vrlo strogom grani¢nom
vrijedno$¢u te posljedi¢no vrlo malim brojem preo-
stalih ,otkri¢a”. Radi toga se u studijama pridruziva-
nja ¢e$¢e koriste znatno liberalnije metode korekcije
koje se temelje na odredivanju ,stope laznih otkri¢a®
(engl. false discovery rate — FDR). Naime, kada u
analiziranom setu podataka uopée ne bi bilo biljega
koji bi se mogli pridruziti nekom QTL-u, p-vrijed-
nosti bi slijedile uniformnu raspodjelu u rasponu
od 0 do 1. Na temelju usporedbe stvarne i (te) pret-
postavljene raspodjele moze se odrediti granica koja
razdvaja ,istinita” od ,laznih otkri¢a” (Benjamini
i Hochberg, 1995.). Storey (2002.) redefinira FDR
kao pFDR (positive false discovery rate) te uvodi
analognu g-vrijednost koja se moze interpretirati
kao vjerojatnost pojave ,laznih otkri¢a® u odnosu



na broj signifikantnih testova. TASSEL nema mo-
gucnost korekeije p-vrijednosti, a GAPIT provodi
korekciju p-vrijednosti po FDR metodi Benjaminija
i Hochberga. U jednom i drugom slu¢aju p-vrijed-
nosti mogu se naknadno korigirati nekom (drugom)
metodom, primjenom specijaliziranih paketa za R.
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Grah (Phaseolus vulgaris L.) je jednogodisnja zeljasta
biljna vrsta iz porodice mahunarki (Fabaceae). Gos-
podarski je najznacajnija i najrasirenija kultivirana
vrsta iz roda Phaseolus iz kojeg su, uz Ph. vulgaris
L., udomacene jos Cetiri vrste: Ph. lunatus L., Ph.
coccineus L., Ph. acutifolius A. Gray i Ph. polyantus
Greenman (Gepts, 2001.).

Divlje oblike graha, koji rastu od sjevernog Mek-
sika do sjeverozapadne Argentine, karakteriziraju tri
eko-geografske zalihe gena. Dvije od njih, andska i
srednjoamericka, glavne su zalihe gena vrste, a uklju-
¢uju i divlje i udomadene oblike. Tre¢u zalihu gena
predstavljaju divlje populacije koje rastu u sjevernom
Peruu i Ekvadoru. Udomadenje graha odvijalo se ne-
ovisno u Srednjoj Americi (dolina Oaxaca u juznom
Meksku) i Andama (vjerojatno na podrucju izmedu
juga Bolivije i sjevera Argentine) (Bitocchi i sur.,
2017.). Protok gena izmedu udomacenog i divljeg
graha doveo je do znacajne introgresije alela (Patha-
nia i sur., 2014.). Srednjoamericki i andski tipovi
graha u razlicito su vrijeme uvedeni iz Srednje i Juzne
Amerike u Europu. Srednjoamericki je grah vjero-
jatno stigao u Europu preko Spanjolske i Portugala
1506. godine, a andski na isti na¢in 1528., nakon
Pizarrovog istrazivanja Perua (Gioia i sur., 2013.).
Naknadno Sirenje kultivara graha diljem Europe bilo
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je vtlo slozeno s nekoliko reintrodukcija iz razlicitih
regija Amerike, u kombinaciji s ¢estim razmjenama
izmedu europskih i zemalja mediteranskog podru¢ja
(Papa i sur., 2006.). Danas su i kultivari srednjoa-
merickog i andskog porijekla, kao i njihovi hibridi,
rasprostranjeni po cijelom svijetu (Papa i sur., 2006.;
Chdvez-Servia i sur., 2016.). Tako u Europi prevla-
davaju tradicijski kultivari iz andskog centra udoma-
¢enja, u Brazilu srednjoamericki, u Africi je jednaka
ucestalost andskih i srednjoamerickih, dok u Kini
prevladavaju srednjoamericki (De Ron i sur., 2015.).

U Hrvatskoj je grah vazna prehrambena kultura,
no proizvodnja se gotovo isklju¢ivo temelji na tra-
dicijskim kultivarima jer u novije vrijeme nema ni
oplemenjivackih programa koji bi stvarali nove sorte
(Carovi¢-Stanko i sur., 2017.). S druge strane, tijekom
duge tradicije uzgoja graha u Hrvatskoj razvilo se
mnostvo tradicijskih kultivara s velikom genetskom
i morfoloskom raznolikos¢u koji su poznati pod svo-
jim narodnim nazivima; uglavnom temeljenim na
morfoloskim osobinama sjemena, odnosno na boji i
mozaiku sjemene ljuske (Cupié i sur., 2012.; Vidak
i sur., 2015.; Carovi¢-Stanko i sur., 2017.; Satovié i
sur., 2018.). Tradicijski su kultivari vazan izvor gena
za prilagodbu na lokalne uvjete uzgoja i otpornost
na bolesti (Carovié-Stanko i sur., 2017.; Azeez i sur.,



2018.). Medutim, posljednjih godina, u opasnosti
su od genetske erozije uzrokovane slozenim socio-
ekonomskim promjenama u ruralnim zajednicama
(niska profitabilnost poljoprivrednih gospodarstava,
njihova mala velic¢ina i poodmakla dob poljoprivred-
nika, zamjena tradicionalnih kultivara modernim
kultivarima graha i/ili drugih profitabilnijih kultura)
(FAO, 2008.). U Europi se posljednjih desetljeca, kao
odgovor na zahtjeve trzista, opaza trend zamjene tra-
dicijskih kultivara novima stvorenim u suvremenim
oplemenjivac¢kim programima (Lioi i sur., 2005.).
Grah je od velike vaznosti za ljudsku prehranu u
cijelom svijetu, kao izvor visokokvalitetnih bjelanée-
vina, ugljikohidrata, vitamina, minerala, dijetalnih
vlakana, fitonutrijenata (flavonoidi, lignini, fitoste-
roli) i antioksidansa (Camara i sur., 2013.). Mnogi
od ovih spojeva imaju vazne blagotvorne ucinke na
zdravlje ljudi te grah ima znacajan potencijal kao
funkcionalna hrana. Grah sadrzi sve aminokiseli-
ne, ali je siromasan aminokiselinama koje sadrze
sumpor, kao $to su metionin, cistein i triptofan te
je u kombinacijama sa zitaricama, koje njima obilu-
ju, odli¢na zamjena za meso (Bennetau-Pelissero,
2019.). Nutritivni sastav sjemenki kultivara graha
ovisi o ¢imbenicima kao $to su podrijetlo, genotip
i uvjeti okolisa (Gouveia i sur., 2014.). Istrazivanja
koja su analizirala genetsku kontrolu sastava sjemena
uglavnom su bila usmjerena na minerale; kao $to su
zeljezo, fosfor i cink (Blair i sur., 2009.; Cichy i sur.,
2009.), buduéi da je njihov nedostatak medu najvaz-
nijim nutritivnim nedostatcima u ljudskoj prehrani
(Gregory i sur., 2017.; Bindraban i sur., 2020.).

Arheoloskim i genetskim istrazivanjima utvrdeno je
da je do udomacenja graha doslo kroz dva razlidita
dogadaja u Srednjoj Americi i na podru¢ju Anda, pa
postoje dva neovisna centra podrijetla kultiviranog
graha: Srednjoamericki i Andski (Kami i sur., 1995.;
Gioia i sur., 2013.). Zbog toga se populacije kultivi-
ranog graha, s obzirom na svoje podrijetlo, mogu
podijeliti na dvije skupine koje se razlikuju po svo-
joj genetskoj strukeuri i razini genetske raznolikosti
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(Papa i sur., 2006.). Istrazivanja su pokazala da po-
stoje razlike izmedu i unutar skupina koje se ocituju
u brojnim fizioloskim, agronomskim, morfoloskim,
biokemijskim i citogenetskim svojstvima te da posto-
ji razli¢ita alelna udestalost na odredenim lokusima
zbog adaptacije na lokalne biotske i abiotske ¢imbe-
nike (Pathania i sur., 2014.; Schmutz i sur., 2014.).

U svrhu klasifikacije i analize raznolikosti popula-
cija graha koriste se morfoloski biljezi, tip fazeolina,
SSR i SNP biljezi (Chévez-Servia i sur., 2016.; Vald-
isser i sur., 2017.). Dostupnost molekularnih biljega
omogudila je utvrdivanje podrijetla i raznolikosti po-
pulacija, kao i rasvjetljavanje genetske osnove vaznih
slozenih agronomskih svojstava uz pove¢anu razluci-
vost (Gioia i sur., 2013.; Chédvez-Servia i sur., 2016.;
Valdisser i sur., 2017.). Dokazano je da je fazeolin,
glavni protein za skladi$tenje sjemena graha, vazan
molekularni biljeg u istrazivanjima genetske raznoli-
kosti i evolucije divljih i kultiviranih populacija graha
zbog svojih funkcionalnih i strukturnih svojstava (De
La Fuente i sur., 2012.). Primke, porijeklom iz Sred-
njoamerickog i Andskog centra udomadenja mogu se
razlikovati prema svojim morfoloskim karakteristi-
kama kao i tipovima fazeolina (De La Fuente i sur.,
2012.). Prevladavajudi su tipovi fazeolina ‘S’ (srednjo-
americki) ili “T°’C’/’H’ (andski) (Raggi i sur., 2013.).
Prema istrazivanjima temeljenim na analizama fazeo-
lina, kultivari graha andskog porijekla prevladavaju¢i
su u Europi, gdje njihov udio u pojedinim zemljama
varira izmedu 66 i 76 % (Lioi, 1989.; Logozzo i sur.,
2007.; Angioi i sur., 2010.).

SNP-ovi se koriste u genetskoj analizi graha jer su
siroko rasprostranjeni i najzastupljeniji su moleku-
larni biljezi u genomu (Neml: i sur., 2017.; Valdisser
isur., 2017.) i dostupno ih je nekoliko tisu¢a (Re-
sende i sur., 2018.). Posljednjih godina SNP biljezi
sve se viSe razvijaju i koriste za genetske i evolucijske
studije na grahu; analizu strukture genoma, analizu
genetske raznolikosti, cjelogenomske studije pridru-
zivanja i integraciju genetskih mapa (Goretti i sur.,
2014.; Villordo-Pineda i sur., 2015.; Neml: i sur.,
2017.; Valdisser i sur., 2017.). Za grah, metodologija
DArTseq pruza uc¢inkovitu i isplativu strategiju za
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generiranje SNP-ova za velike studije u cijelom ge-
nomu (Valdisser i sur., 2017.). Kako bi ove analize
bile korisne za buduée programe uzgoja, rezultati se
moraju usporediti s rezultatima morfoloskih analiza
kako bi se uzgajiva¢ima pomoglo u odabiru izvornog
materijala (Nkhata i sur., 2020.).

U grahu, GWAS je koristen za identifikaciju
gena koji kontroliraju svojstva kao $to je otpornost
na bolesti (Shi i sur., 2011.; Perseguini i sur., 2016.;
Zuiderveen i sur., 2016.; Tock i sur., 2017.; Fritsche-
Neto i sur., 2019.), osobine povezane s tolerancijom
na susu (Galeano i sur., 2012.; Hoyos-Villegas i sur.,
2017.), agronomske osobine op¢enito (Neml i sur.,
2014.; Kamfwa i sur., 2015.b; Moghaddam i sur.,
2016.; Ates i sur., 2018.; Nascimento i sur., 2018.;
Resende i sur., 2018.), fiksacija dusika (Kamfwa i
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sur., 2015.a), vrijeme kuhanja (Cichy i sur., 2015.),
tolerancija na poplavu (Soltani i sur., 2017., 2018.),
sadrzaj mikronutrijenata (Mahajan i sur., 2017.; Kat-
uuramu i sur., 2018.; Myers i sur., 2019.; Diaz i sur.,
2020.; Erdogmus i sur., 2020.) i pucanje mahuna
(Rau i sur., 2019.).

Istrazivanje je provedeno na Zavodu za sjemenarstvo
Sveucilista u Zagrebu Agronomskog fakulteta na 174
primke hrvatskih tradicijskih kultivara graha priku-
pljene u domacinstvima i obiteljskim poljoprivred-
nim gospodarstvima iz razlic¢itih dijelova Hrvatske
(Slika 5.5.). Primke su odabrane na nacin da uklju-
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¢uju najrasirenije hrvatske tradicijske kultivare koji se
jasno razlikuju po morfoloskim svojstvima sjemenki.

Fenotipski podaci o sadrzaju minerala prikupljeni
su u istrazivanju Palcica i sur. (Palci¢ i sur., 2018) i
uklju¢uju podatke za dusik (N), fosfor (P), kalij (K),
kalcij (Ca), magnezij (Mg), Zeljezo (Fe), cink (Zn) i
mangan (Mn) za $iri panel od 226 primki.

Genotipizacija je provedena koristenjem SSR i
SNP biljega dobivenih DarTseq metodom. Dvade-
setSest SSR-a s ukupno 135 alela u panelu od 174
primke graha koristeno je za utvrdivanje struktu-
re populacije kori$tenjem racunalnog programa
STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard i sur., 2000.). Tip
fazeolina za svaku je primku odreden amplifikacijom
fazeolinskih sekvenci (Kami i sur., 1995.) na nacin
opisan u Carovi¢-Stanko i sur. (2017.).

Analiza temeljena na 26 SSR-a identificirala je K
= 2 kao najvjerojatniji broj skupina (AK = 20 533,
24) pripisujuéi primke srednjoamerickog podrijetla
(fazeolin tip ‘S’) skupini A, dok su primke andskog
podrijetla (fazeolin tip ‘H’/°’C’ ili “T”) formirale sku-
pinu B. Kod K= 3 (AK =1 935, 93), skupina B
razdvojila se u dvije skupine (B1 i B2) koje odvajaju
veliku vedinu primki tipa fazeolin ‘H’/’C’ od onih
koji imaju fazeolin tip “T". Tako je kod K'= 3 skupini
A pripadalo 48 primki (27,59 %), 29 (16,67 %) sku-
pini B1, a 80 (45,96 %) skupini B2. Za 17 primki
(9,77 %), vjerojatnost pripadnosti bila je niza od
75 % za bilo koju od skupina i stoga su smatrane
“primkama mjesovitog podrijetla”. Q-vrijednosti
svake primke dobivene kod K = 3 koriStene su za
kontrolu genetske pozadine u GWAS-u.

DArTseq analizu proveo je Diversity Arrays Tech-
nology Pty Ltd., Bruce, Australija. Kvaliteta SNP
biljega izvedenih iz DarTseq-a odredena je parame-
trima ‘reproducibilnost’ (postotak tehnicki ponov-
ljenih parova koji identi¢no ocjenjuju za dati biljeg),
‘call-rate’ (postotak uzoraka za koje je dati biljeg bo-
dovan) i ‘MAF’ (ucestalost pojavljivanja rjedeg alela)
(Wenzl i sur., 2004.). Sekvence biljega uskladene su
s referentnim genomom Phaseolus vulgaris (Schmutz
i sur., 2014.) koristenjem BLASTN-a (Zhang i sur.,
2000.). Od 17 514 polimorfnih biljega 8 092 (46 %)

imalo je visoku reproducibilnost bodovanja (> 0,95),
visoku stopu ‘call-rate’ (> 0,90) i ucestalost rjedih
alela (MAF) vi$u od 5 %. Od 8 092 SNP sekvence, 6
599 (82 %) visokokvalitetnih SNP-ova rasporedeno
je na 11 kromosoma graha. Prosje¢an broj SNP-ova
po kromosomu bio je 599,91 u rasponu od 403 na
kromosomu 4 do 834 na kromosomu 2. Prosjecan
broj SNP-ova po 1 Mbp-u bio je 12,85 ili jedan SNP
na svakih 77 828 parova baza. Dvjesto osamdeset
osam SNP-ova za koje je vise od 5 % primki bilo
heterozigotno uklonjeno je iz daljnje analize, a po-
daci koji nedostaju imputirani su koriStenjem meto-
de imputacije genotipa Beagle 5.1 (Browning i sur.,
2018.) za preostalih 6311 SNP-ova. Skup podataka
dopunjen je imputacijom, a zatim kori$ten za kon-
struiranje matrice srodstva primjenom Cetiri metode
implementirane u softveru TASSEL 5 (Bradbury i
sur., 2007.): (1) centrirani IBS (Endelman i Jannink,
2012.), (2) normalizirani IBS (Yang i sur., 2011.), (3)
dominacijski IBS (Mufoz i sur., 2014.) i (4) domi-
nacijski normalizirani IBS (Zhu i sur., 2015.). Do-
datno, koristena je korigirana matrica srodnosti koju
su predlozili Diniz i sur. (2019.).

Neravnoteza vezanosti, neovisnost alela na razli-
¢itim lokusima procijenjena je pomo¢u kvadratne
vrijednosti korelacijskog koeficijenta (r?). Pristranost
uzrokovana srodnos¢u i/ili strukturom populacije
uklonjena je korigiranjem r*: (a) na srodnost koriste-
njem razli¢itih matrica srodstva (r,?), (b) na struk-
turu populacije koristenjem Q-vrijednosti dobivenih
pomoc¢u STRUCTURE-a (r?) ili (c) na oboje (r,)
(Mangin i sur., 2012.). Kako bi se vizualiziralo opa-
danje LD-a kao funkcije udaljenosti izmedu lokusa
koristen je model Hilla i Weira (Hill i Weir, 1988.).
Prema nekorigiranoj procjeni r* ja¢ina LD-a uopée
nije opadala ni na udaljenosti od 10 Mbp, a vrijed-
nost r? ostala je iznad 0,3, ¢ak i za parove lokusa na
suprotnim krajevima kromosoma (vidi poglavlje 5.2,
slika 5.3). Pristranost uzrokovana srodstvom jaca je
od pristranosti uzrokovane strukturom populacije
i nije bilo gotovo nikakve razlike izmedu korekcije
samo na srodstvo i na srodstvo i strukturu populaci-
je, pri ¢emu je u oba slucaja vrijednost r* pala ispod
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0,1 na priblizno 1 Mbp. Iako razlike izmedu krivulja
za razlic¢ite matrice srodnosti nisu bile toliko izraze-
ne, ipak je zbog nesto boljeg rezultata centralizirana
IBS matrica koriStena za GWAS.

Prije provodenja GWAS-a, nedostajuéi fenotipski
podaci imputirani su pomo¢u PHENIX metode koja
je implementirana u istoimenom R paketu (Dahl
i sur., 2016.). Prije imputacije, odstupnici (outliers)
(> 1,96 standardne devijacije) su uklonjeni pomo¢u
opcije "trim” u “phenix-u” (od jedne do deset najek-
stremnijih vrijednosti po svojstvu). GWAS je pro-
veden kori$tenjem modela za analizu pojedina¢nih
biljega (single-locus) (Yu i sur., 2006.) i multilokusnih
modela (multi-locus) (Segura i sur., 2012.). Mjesoviti
model primijenjen u oba slucaja ukljucivao je korek-
cije za strukturu populacije i genetsku povezanost (Q
i K matrice). Analiza za pojedina¢ne biljege provede-
na je primjenom racunalnog programa TASSEL 5,
a multilokusna analiza primjenom MLMM paketa
za R (Segura i sur., 2012.). Inicijalne p-vrijednosti
iz TASSEL-a podvrgnute su korekciji za visestruke
testove, uz pomo¢ “qvalue” paketa za R (Storey i
sur., 2020.), a g-vrijednost od 0,2 odabrana je kao
prag znacajnosti. Distribucija ,,sirovih” p-vrijednosti
iz TASSEL-a prikazana je Manhattan dijagramima

kreiranim primjenom "CMplot” paketa za R (Yin
i sur.,, 2021.). Pri izradi Manhattan dijagrama za
svako je svojstvo izra¢unat priblizan prag kao p-vri-
jednost hipotetskog SNP-a koji bi imao g-vrijednost
od 0,2. Sli¢an priblizni prag znacajnosti izracunat
je i za MLMM, gdje su p-vrijednosti iz nultog ko-
raka kori$tene za procjenu p-vrijednosti hipotetskog
SNP-a koji bi imao g-vrijednost od priblizno 0,2.
Distribucija alela po subpopulacijama za svaki QTN
(engl. quantitative trait nucleotide) vizualizirana je
kreiranjem violinskih dijagrama.

Najveéi broj QT'N-ova otkriven je za N, ukupno
22 znadajna QTN-a na sedam kromosoma. Medu
njima, najvise su vrijednosti -log, (p) uocene za dva
para QTN-ova koji se nalaze na kromosomu Pv03
i kromosomu Pv10, te objasnjavaju 7 % ukupne fe-
notipske varijabilnosti. Pet QT N-ova povezano je s
P: Cetiri na kromosomu Pv07 i jedan na kromosomu
Pv08, objasnjavajuci 8 — 9 % varijabilnosti. Prona-
den je po jedan znac¢ajan QTN za Ca na kromosomu
Pv09 i Mg na Pv08, objasnjavaju¢i 9 odnosno 13 %
varijabilnosti. Kona¢no, dva QTN-a povezana sa Zn
nalazila su se 1,4 Mbp jedan od drugog na Pv06,
objasnjavaju¢i 8 i 10 % varijabilnosti. Nisu prona-
deni QTN-ovi povezani s K, Fe i Mn.
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Kao $to se i ocekivalo, viselokusni model koji se
uklapa u MLMM rezultirao je s mnogo manje otkri-
¢a povezanosti biljega i svojstava. Od 22 QTN-a koje
je TASSEL povezao s N, MLMM je potvrdio samo
dva: jedan od cetiri na PvOl i prvi od dva QT N-a
na Pv10. Sli¢no tome, samo jedan QTN od éetiri
koje je TASSEL pronas$ao na Pv07 bio je povezan s
P. Dodatno otkriée MLMM-a bio je QTN povezan
s N na Pv05 (Slika 5.6.).

Sto se tide odnosa izmedu velidina razli¢itih pro-
¢jena komponenata varijance dobivenih MLMM-
om, usporedba dijagrama rezidualnog zbroja kva-
drata (RSS) za N i P moze se sazeti u dvije klju¢ne
tocke: (1) struktura populacije objasnjava 40 % uku-
pne varijabilnosti za N 1 0 % ukupne varijabilnosti
za P; (2) varijabilnost pogreske bila je sli¢ne veli¢ine
kao genetska varijabilnost za N i dvostruko veéa za
P. Posljedi¢no, unatoc¢ sli¢noj relativnoj veli¢ini ge-
netske varijabilnosti za N i P, MLMM je otkrio tri
QTN-a s p-vrijednostima ispod kriti¢ne vrijednosti
za N i samo jedan za P.

Najve¢i udio ukupne fenotipske varijabilnosti
objasnjen je QTN-om Mg_8, koji objasnjava 13 %
ukupne fenotipske varijabilnosti za Mg. Pridruzeni
biljezi bili su rasporedeni po cijelom genomu, osim
kromosoma Pv04 i Pvll na kojima nije otkriven ni
jedan. N je svojstvo povezano s najve¢im brojem bi-
ljega, ali su pojedina¢ni u¢inci biljega bili manji nego
kod ostalih svojstava. Vecina biljega bila je smjestena
blize krajevima kromosoma, a samo nekoliko blize
centromernom podrudju.

Jak ucinak strukture populacije na N moze se
povezati s u¢inkom supstitucije alela na QTN mje-
stima. Referentni alel za sve QT N-ove uvijek je bio
prisutan u svim subpopulacijama, a srednji sadrzaj
N kod individua koje nose referentni alel u subpopu-
laciji A (srednjoameric¢ko podrijetlo) uvijek je negdje
izmedu srednjih vrijednosti subpopulacija Bl i B2
(andsko podrijetlo). Postoje tri moguda scenarija za
distribuciju SNP alela. Mogli su biti prisutni samo
u subpopulacijama andskog podrijetla, ali je njihov
pozitivan ucinak vidljiv u B1 i B2 gotovo nestao na
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razini cijele populacije, prikriven u¢inkom strukture
populacije. U drugom scenariju, alel SNP prisutan je
samo u subpopulaciji A (srednjoamericko podrijetlo)
s o¢itim negativnim ucinkom, koji je umanjen zbog
ucinka strukture populacije. Kona¢no, ako je SNP
alel prisutan u svim subpopulacijama, njegov ucinak
varira od jedne do druge subpopulacije, da bi postao
gotovo nevidljiv na razini cijele populacije. Isti sce-
nariji pojavljuju se i kod drugih elemenata, npr. kod
cinka (Slika 5.7.).

Rezultati GWAS-a mogu posluziti kao osnova
za razumijevanje geneticke arhitekture nutritivnih
svojstava sjemenke graha, s ciljem povecanja sadr-
zaja makro- i mikronutrijenata u okviru programa
oplemenjivanja graha.

Uzgojem biljaka u kontroliranim uvjetima komora
rasta koje omogucuju upravljanje i kontrolu oko-
lisnih ¢imbenika kao $to su temperatura, trajanje,
spektralni sastav i intenzitet svjetlosti, pristupacnost
hranjiva i vode, u kombinaciji s najnovijih dostu-
pnim metodama spektralnih analiza (VIS, NIR,
IR), klorofile fluorescencije i mjerenja izmjene pli-
nova, na inovativan naéin se analiziraju fenotipska
svojstva biljaka, odnosno slozena interakeija geno-
tipova s njihovom okoliSem. Primjena ovih metoda
omogucuje fenotipizaciju visoke propusnosti (high
throughput phenotyping, HTP), odnosno, omoguduje
nedestruktivnu, objektivnu, brzu i preciznu kvanti-
fikaciju morfoloskih, anatomskih, fizioloskih i bi-
okemijskih svojstava biljaka i modeliranje ideotipa
poljoprivrednih kultura prilagodenih uzgoju u speci-
ficnim agroekoloskim uvjetima. Osim toga, opisana
tehnologija omogucuje prouc¢avanje i razumijevanje
temeljnih fizioloskih procesa kod biljaka.
Kombinacijom ovih (HTP) metoda s naprednim
tehnikama genotipizacije visoke propusnosti u ge-
nome-wide association studijama (GWAS) omogucit
¢e se identifikacija genskih regija i gena povezanih
uz specificna fenotipska svojstva (poput svojstva ot-
pornosti na susu, povecanja efikasnosti iskoristenja
hranjiva ili otpornosti na bolesti). Implementacija
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rezultata ovakvih istrazivanja u oplemenjivackim
programima putem biljezima potpomognutog ople-
menjivanja ¢e omoguditi brzi i efikasniji oplemenji-
vacki proces kojim e se stvoriti novi uéinkovitiji
i produktivniji genotipovi poljoprivrednih kultura.
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6.1. UVOD

Genomska selekcija (engl. genomic selection; GS)
noviji je pristup biljezima potpomognutoj selekciji
(engl. marker-assisted selection; MAS) koji, za razli-
ku od ranije kori$tenih metoda, koristi molekularne
biljege cijelog genoma te ne zahtijeva utvrdivanje bi-
liega povezanih s lokusima kvantitativnih svojstava
(engl. quantitative trait loci, QTL; Bernardo i Yu,
2007.). GS kao pristup oplemenjivanju prvi je put
opisana jo$ 2001. godine kad su Meuwissen i sur.
(2001.) utvrdili da je pomoc¢u biljega visoke gustocée
moguce precizno odrediti oplemenjivacku vrijednost
jedinki za koje fenotipski podaci nisu dostupni. Naj-
prije je koristena u oplemenjivanju mlije¢nih goveda,
a do danas je stekla Siroku primjenu te se koristi i u
oplemenjivanju bilja (Annicchiarico i sur., 2019.; Cui
isur., 2020.; Haile i sur., 2020.; Keller i sur., 2020.;
Xu i sur., 2020.; Krishnappa i sur., 2021.). Iako se
GS smatra jednim od oblika MAS-a, navedena dva

pristupa razlikuju se u nekoliko klju¢nih karakteri-
stika navedenih u Tablici 6.1 (Singh i Singh, 2015.).

U prakti¢noj primjeni GS koristi dva skupa poda-
taka: (1) trenaznu populaciju (engl. training popula-
tion; TP) — referentna populacija za koju su poznati
fenotipski i genotipski podaci, i (2) oplemenjivacku
populaciju (engl. breeding population; BP) — obuhva-
¢a selekcijske kandidate za koje su poznati samo ge-
notipski podaci (Sorrells, 2015.). TP se koristi kako
bi se uz pomo¢ statistickih modela procijenili ucinci
molekularnih biljega na kvantitativna svojstva od in-
teresa. Zatim se tako procijenjeni u¢inci molekular-
nih biljega primjenjuju na BP kako bi se izracunala
genomska procjena oplemenjivacke vrijednosti (engl.
genomic estimated breeding value; GEBV), odnosno
kako bi se predvidjela oplemenjivacka vrijednost se-
lekcijskih kandidata (Lorenz i sur., 2011.; Voss-Fels
i sur., 2019.) (Slika 6.1).

TABLICA 6.1. 0SNOVNE SLIENOSTI | RAZLIKE U PRISTUPU OPLEMENJIVANJU IZMEBU

BILJEZIMA POTPOMOGNUTE SELEKCIJE (MAS) | GENOMSKE SELEKCIJE (GS)

PRISTUP GS

Ciljani QTL-i

Svi koji utje€u na svojstvo

MAS

QTL-i sa znacajnim i velikim ucincima

Osnova selekcije PR
pomocu biljega

GEBV vrijednost procijenjena

Molekularni biljezi

Broj koristenih biljega

Veliki broj biljega duz cijelog genoma

Nekoliko biljega povezanih
s ciljanim QTL-ima

Pronalazak, potvrda i provjera QTL-a

Nije potrebno, procjenjuju se
QTL u€inci povezani s biljezima

Potrebno

Populacija kori$tena za treniranje
modela/pronalazak QTL-a

U srodstvu s populacijom
na kojoj se provodi GS

Ne mora biti u srodstvu s populacijom
na kojoj se provodi MAS

Dugovje¢nost populacije koristene za
treniranje modela/pronalazak QTL-a

Populacija se odrzava i redovno
azurira dodavanjem novih linija

Populacija se uglavhom ne odrzava

Fenotipska procjena

Ograni¢ena na trenaznu populaciju

Tijekom pronalaska,
potvrde i provjere QTL-a

Cilj oplemenjivackog programa

Pobolj$anje ciljanih
kvantitativnih svojstava

Introgresija/Akumulacija
ciljanih QTL-a

Selekcija na vise svojstava

Koriste se isti genotipski
podaci za sva svojstva

Koriste se zasebni genotipski
podaci za svaki QTL
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SLIKA 6.1. SHEMATSKI PRIKAZ GENOMSKE SELEKCIJE.

TRENAZNA
POPULACIJA

TRENIRANJE
MODELA

OPLEMENJIVACKA >
POPULACIJA

f

genotipizacija
§\)

Osnova je GS-a istovremeno koristenje velikog
broja molekularnih biljega, naj¢esée jednonukleotid-
nih polimorfizama (engl. single-nucleotide polimorp-
hism; SNP), koji gusto i ravnomjerno prekrivaju ge-
nom. Takvi molekularni biljezi nazivaju se biljezima
visoke gustoée, a upravo visoka gustoéa osigurava da
su svi QTL-i svojstva od interesa u neravnotezi veza-
nosti gena (engl. linkage disequilibrium; LD) s barem
jednim biljegom. Pomoc¢u visoke gustoc¢e pokrive-
nosti genoma biljezima, GS nastoji obuhvatiti uku-
pnu aditivnu geneticku varijancu na temelju zbroja
ucinaka velikog broja molekularnih biljega, pritom
obuhvadajuéi sve QTL-e koji doprinose varijabil-
nosti svojstva. To¢nost predvidanja GS opisuje se
Pearsonovom korelacijom izmedu GEBV vrijednosti
procijenjene za BP i prave (genetske) oplemenjivacke
vrijednosti (engl. true breeding value; TBV). Bududi
da TBV vrijednost nije poznata u prakti¢noj primje-
ni, za izracun korelacije s GEBV koristi se njezina
procjena — procijenjena oplemenjivacka vrijednost
(engl. estimated breeding value, EBV), kako bi se
utvrdila uspjesnost modela (Heffner i sur., 2009.).
Dobivena korelacija predstavlja to¢nost procjene GS.
Medutim, prije prakti¢ne provedbe GS-a i ukljuciva-
nja u oplemenjivacki program, to¢nost predvidanja
procjenjuje se koristenjem unakrsne validacije (engl.
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cross-validation). Postupkom unakrsne validacije po-
pulacija za koju su poznati genotipski i fenotipski
podaci podijeli se na trenazni skup podataka ili TP, i
validacijski skup podataka ili validacijsku populaciju
(engl. validation population, VP). U tom slu¢aju to¢-
nost predvidanja GS izracunava se korelacijom izme-
du procijenjene GEBV vrijednosti i stvarne, opazene
fenotipske vrijednosti za VP (van den Berg i sur.,
2019.; Krishnappa i sur., 2021.). Uspjesnost GS-a
ovisit ¢e o dobivenoj to¢nosti predvidanja, a koja
je pod utjecajem razlicitih ¢imbenika, ukljucujuéi
molekularne, geneticke i fenotipske ¢imbenike, te
¢imbenike odabranog statistickog modela. Geneticki
¢imbenici podrazumijevaju raspodjelu i ja¢inu LD-a
izmedu biljega i QTL-a, mjeru kolinearnosti izme-
du biljega, efektivnu veli¢inu i strukturu populacije,
razlike u frekvenciji alela izmedu TP i VP, itd. (Ha-
bier i sur., 2007.; Isidro i sur., 2015.; Edwards i sur.,
2019.). U fenotipske ¢imbenike ubrajaju se ¢imbenici
vezani uz sama svojstva, kao $to su heritabilnost i
fenotipska varijanca TP (Heffner i sur., 2009.; Or-
nella i sur., 2012.). Ostali su ¢imbenici koji utjec¢u
na to¢nost predvidanja veli¢ina TP-a, broj i vrsta
molekularnih biljega, srodnost TP i VP, te znacajke
odabranog statistickog modela (Heslot i sur., 2012.;
Poland i sur., 2012.).



6.2. CIMBENICI KOJI UTJECU NA TOCNOST
PREDVIDANJA GENOMSKE SELEKCIJE

6.2.1. Veli¢ina trenazne populacije i srodnost
trenaZne i oplemenjivake (validacijske)
populacije

Prvi korak za postizanje optimalne vrijednosti to¢no-
sti predvidanja i uspjesno ukljucivanje GS-a u ople-
menjivacki program biljaka pravilno je definiranje
TP (Jannink i sur., 2010.; Crossa i sur., 2016.b; Ed-
wards i sur., 2019.). Prilikom dizajniranja TP treba
uzeti u obzir BP, odnosno odabrati TP na osnovu
rezultata koje nastojimo dobiti na BP (Krishnappa i
sur., 2021.). U ovom koraku vazna su dva medusob-
no ovisna ¢imbenika — veli¢ina TP te srodnost TP
i BP. To¢nost predvidanja raste s porastom veli¢ine
TP sve dok se ne dosegne maksimalna vrijednost na-
kon koje povecanje veli¢ine TP viSe nema znacajan
utjecaj na povecanje tocnosti predvidanja (Heffner
isur.,, 2011.a; Arruda i sur., 2015.; Maulana i sur.,
2019.). Za postizanje visokih vrijednosti to¢nosti
predvidanja, TP i BP bi trebale biti visoko srodne
(Asoro i sur., 2011.; Rutkoski i sur., 2015.). Brojna
su istrazivanja, jednako u biljnim i Zivotinjskim ople-
menjivackim programima, pokazala da je to¢nost
predvidanja GS znacajno smanjena u slu¢aju da tre-
nazna i kandidatna populacija nisu srodne (Wind-
hausen i sur., 2012.; Ly i sur., 2013.; Albrecht i sur.,
2014.; Lorenz i Smith, 2015.). To¢nost predvidanja
moze rezultirati i nultim vrijednostima ili vrijedno-
stima vrlo blizu nuli, ako se prilikom dizajniranja
TP koriste iskljucivo jedinke nesrodne jedinkama
u BP (Riedelsheimer i sur., 2013.). Cimbenici koji
rezultiraju ve¢om to¢nos¢u predvidanja u srodnim su
populacijama viSestruki: (1) manja je vjerojatnost da
se dogodila rekombinacija izmedu biljega i QTL-a,
bududi da dijele zajednickog bliskog pretka (o¢uvana
je veza QTL-biljeg), (2) veca je vjerojatnost prisutno-
sti istog polimorfnog lokusa koji uzrokuje genetsku
varijaciju, (3) bliski srodnici dijele ve¢i udio geneti¢-
ke pozadine te je veca vjerojatnost da ¢e pokazivati i
sli¢ne uzorke postojanja interakcije izmedu QTL-a
i geneti¢ke pozadine u odnosu na udaljene srodnike

(Lorenz i Smith, 2015.; Mohammadi i sur., 2015.).
Medusobna ovisnost veli¢ine i srodnosti TP oc¢ituje
se u ¢injenici: $to su promatrane populacije medu-
sobno srodnije, to je manja veli¢ina TP potrebna za
postizanje maksimalne vrijednosti to¢nosti predvi-
danja (Rutkoski i sur., 2015.; Huang i sur., 2016.).
Istrazivanja koja su provedena na svojstvima kvali-
tete pSenice pokazala su da je za postizanje priblizno
iste vrijednosti to¢nosti predvidanja dovoljna tri puta
manja TP za biparentalne populacije u usporedbi
s populacijom koja sadrzi vise razlicitih genotipova
(engl. multifamily population) (Heflner i sur., 2011.a;
Heffner i sur., 2011.b). Battenfield i sur. (2016.) tako-
der navode da to¢nost predvidanja raste s porastom
veli¢ine TP, ali i s dodavanjem punih srodnika (engl.
Sfull-sib) u TP i VP ¢ime se povecava genetska po-
vezanost. Prema navodima Kristensen i sur. (2018.)
strodnost populacija ima veéi utjecaj na to¢nost pred-
vidanja GS-a nego veli¢ina TP. Uzimajudi u obzir
da je fenotipizacija ¢esto dugotrajan i skup proces,
za uspje$no ukljuéivanje GS-a u oplemenjivacki
program klju¢no je dizajnirati TP koja istovremeno
omogucdava postizanje visokih vrijednosti to¢nosti
predvidanja, ali i ¢ija velic¢ina jo$ uvijek omogucuje
fenotipizaciju koja je vremenski i financijski isplativa
(Crossa i sur., 2016.b).

Da bi se to postiglo tri su moguca cilja o kojima
treba voditi racuna u dizajniranju TP: maksimalizi-
ranje varijance biljega odabirom individua s razli¢i-
tim GEBV, smanjenje kolinearnosti izmedu biljega
dodatnim kriZanjima uz povecano fenotipiziranje
rekombinacijskih varijanti i uniformno uzorkovanje
genetske raznolikosti oplemenjivatkog programa uz
pomo¢ multivarijacijske statistike, s ciljem poboljsanja
procjene ucinaka rijetkih alela (Jannink i sur., 2010.).

6.2.2. Gusto¢a molekularnih biljega

Istrazivanja GS-a koja su ispitivala u¢inak gustoce
molekularnih biljega dovela su do istog zakljucka
— da se to¢nost predvidanja povecava s pove¢anjem
gustoce biljega. Kao i u sluc¢aju veli¢ine TP, to¢nost
predvidanja raste s pove¢anjem gustoce biljega sve
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dok ne dosegne maksimalnu vrijednost (tzv. plato
predvidanja), (Heffner i sur., 2011.b; Haile i sur.,
2018.). Koriste¢i simulacije, Meuwissen (2009.) je
procijenio da je najmanji broj biljega potreban za
postizanje visoke vrijednosti to¢nosti predvidanja u
GS jednak umnosku efektivne veli¢ine populacije i
veli¢ine genoma izrazene u Morganima. Uzimajudi
u obzir psenicu, ¢ija veli¢ina genoma iznosi otprili-
ke 30 Morgana, i pretpostavljenu efektivnu veli¢inu
populacije od 50 jedinki, potrebna gustoéa iznosila
bi 1500 biljega. Medutim, istrazivanja na psenici
pokazala su da se i uz znatno manju gustocu biljega
mogu posti¢i zadovoljavajuée vrijednosti toénosti
predvidanja (Heffner i sur., 2011.a; Heffner i sur.,
2011.b) te da u nekim slu¢ajevima broj biljega po-
treban za postizanje maksimalne vrijednost to¢nosti
predvidanja moze biti i ve¢i od 1500 (Arruda i sur.,
2015.; Maulana i sur., 2019.). Jedan je od najvaznijih
¢imbenika koji odreduje gustocu biljega potrebnu za
GS stopa LD-a izmedu biljega i QTL-a (Solberg i
sur., 2008.; Sorrells, 2015.). Ako biljezi nisu u pot-
punom LD-u s QTL-om, povecanje broja biljega
dovodi do povecanja to¢nosti predvidanja. Optima-
lan broj biljega za GS koriste¢i visoko srodne popu-
lacije (npr. biparentalne populacije) obi¢no je manji
u odnosu na broj biljega potrebnih u slu¢aju manje
srodnih populacija (npr. linije iz razlic¢itih populacija)
(Heftner i sur., 2011.b). Mali broj genskih rekombi-
nacija prisutan u biparentalnim populacijama biljaka
koje nisu nasumicno sparivane uzrokuje postojanje
velikih blokova vezanih gena (linkage blocks) Sto
ogranicava lokalizaciju QTL-a na relativno velike
intervale od 10 do 20 cM, te uzrokuje visoku stopu
LD-a izmedu biljega i QTL-a. Posljedi¢no, manji
je broj biljega potreban za predvidanja unutar bipa-
rentalnih populacija u odnosu na predvidanja unu-
tar populacije polusrodnika (Lorenzana i Bernardo,
2009.). Prema istrazivanju Juliana i sur. (2019.) jed-
nom kad se postigne genomska razlucivost kod vrsta
koje pokazuju visoku stopu LD-a, gustoca biljega
ima neznatan utjecaj na to¢nost predvidanja GS-a.
Potrebna gustoca biljega takoder ovisi o srodnosti
TP i VP, odnosno; $to su dvije populacije srodnije,
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maksimalna vrijednost to¢nosti predvidanja postize
se pri manjoj gustodi biljega (Liu i sur., 2015.).

6.2.3. Heritabilnost svojstva

Brojna su istrazivanja na razli¢itim biljnim vrsta-
ma pokazala da na to¢nost previdanja GS znacaj-
no utjece heritabilnost svojstva, tj. udio genetske
komponente u ekspresiji fenotipa. lako ne postoji
jednoznacna kategorizacija vrijednosti heritabilnosti,
u vedini istrazivanja ona se opisuje kao niska (ako je
vrijednost < 0,4), umjerena (0,4 — 0,7) ili visoka (>
0,7) (Heffner i sur., 2011.a; Heffner i sur., 2011.b).
Heritabilnost svojstva utjece na GS tako $to je njena
vrijednost niza, to je manja i to¢nost predvidanja, i
obrnuto (Bernardo i Yu, 2007.; Combs i Bernardo,
2013.; Zhang i sur., 2015.). Za svojstva koja pokazu-
ju nisku heritabilnost potrebno je znacajno povecati
broj fenotipskih opazanja ili povecati TP kako bi
se postigle sli¢ne vrijednosti to¢nosti predvidanja,
kao u slucaju svojstava s visokom heritabilnos¢u
(Meuwissen i sur., 2001.; Sorrells, 2015.; Hayes i
sur., 2017.).

6.2.4. Interakcija genotip x okolina

Na to¢nost predvidanja GS modela u odredenoj mje-
ri utjece i postojanje interakcije genotip x okolina
(engl. genotype-by-environment interaction; GEI).
Vedina kompleksnih i ekonomski vaznih svojstava
pod snaznim je utjecajem okolis$nih uvjeta, te kod
takvih svojstava prisutnost GEI moze dovesti do
promjene poretka uspjesnosti genotipova u razlici-
tim okolinama. U tom slucaju otezana je selekcija na
siroko prilagoden genotip jer, ovisno o okolinama,
moze postojati i viSe od jednog najuspjesnijeg geno-
tipa (Heslot i sur., 2014.). Utjecaj GEI na to¢nost
predvidanja GS-a odituje se kroz njen negativan
utjecaj na heritabilnost svojstva, a $to ¢e posljedi¢no
uzrokovati i smanjenje genetske dobiti. Dosadasnja
su istrazivanja pokazala i da to¢nost predvidanja
znacajno varira izmedu testiranih okolina (Crossa
i sur., 2016.a). To¢nost predvidanja svojstava koja



su pod snaznim utjecajem okoline bit ¢e smanjena,
posebno ako se provode viSeokolinski pokusi (engl.
multi-environmental trial; MET). Odabir okolina za
MET treba biti pravilno isplaniran kako bi se sma-
njio utjecaj okoline i GEI na fenotipske vrijednosti
(Xu, 2016.). Promatrajuci to¢nost predvidanja GS-a
za svojstvo uroda psenice, Belamkar i sur. (2018.) za-
kljucili su da je ona uslijed prisutnosti GEI znac¢ajno
niza kad se predvidanja provode izmedu razli¢itih
godina u odnosu na predvidanje unutar iste godine
pokusa. Neka istrazivanja predlazu uklju¢ivanje GEI
u GS model (Jarquin i sur., 2014.; Lopez-Cruz i sur.,
2015.; Lado i sur., 2016.) ili uklju¢ivanje informacija
iz visoko koreliranih okolina (Burguefio i sur., 2012.;
Ornella i sur., 2012.) kako bi se poveéala to¢nost
predvidanja. Identifikacija i uklanjanje okolina iz
skupa podataka koji se koristi za treniranje modela
takoder predstavljaju uspjesnu strategiju za poboljsa-
nje to¢nosti predvidanja (Heslot i sur., 2013.).

6.3. MODELI PREDVIDANJA KORISTENI
U GENOMSKOJ SELEKCIJI

U posljednjih nekoliko desetlje¢a znacajno su se
povecali dostupnost i brzina genotipizacije, dok je
fenotipizacija ostala ograni¢avajuéi faktor u opleme-
njivanju bilja. Kao rezultat velikog broja informacija
dobivenih razvojem i primjenom visoko propusne
genotipizacije, prilikom primjene biljega u procjeni
fenotipa, oplemenjivaci se suocavaju s problemom
premalog broja opazanja u odnosu na broj biljega.

Kada je broj varijabli predvidanja (broj biljega) ve¢i
od broja opazanja (fenotipske vrijednosti), rezultat je
beskonacan broj procjena ucinaka biljega. Kako bi
se smanjio problem visoko-dimenzioniranih podata-
ka, koriste se razli¢ite metode sazimanja na osnovu
kojih su razvijeni i razli¢iti modeli koristeni u GS-
u. Modeli se uglavnom razlikuju u pretpostavkama
distribucije i varijance u¢inaka biljega, odnosno pret-
postavkama kako uéinci biljega doprinose ukupnoj
varijanci (Meuwissen i sur., 2001.; Liu i sur., 2018.).
Za potrebe predvidanja, uz pomo¢ GS-a, koriste se
razliciti parametrijski i neparametrijski modeli (Hefl-
ner i sur., 2009.; de los Campos i sur., 2013.; Merrick
i Carter, 2021.), a klasifikacija najées¢e koriStenih
modela prikazana je na Slici 6.2. Parametrijski mo-
deli pretpostavljaju da je veza izmedu fenotipskih i
genotipskih vrijednosti linearna, stoga uzimaju u ob-
zir samo aditivne udinke gena, dok neparametrijski
modeli tu vezu objasnjavaju nelinearnim funkcijama,
te uzimaju u obzir i neaditivne u¢inke gena (Desta i
Ortiz, 2014.). To¢nost predvidanja razli¢itih modela
ovisi o genetskoj arhitekturi promatranog svojstva
(Larkin i sur., 2019.).

Predvidanje po principu najboljih linearnih ne-
pristranih predvidanja (engl. best linear unbiased
prediction; BLUP) temelj je tzv. BLUP modela,
medu kojima su najc¢esée koristeni GBLUP (engl.
genomic BLUP) i RRBLUP (engl. ridge-regression
BLUP). Prema Meuwissen i sur. (2001.) model pre-
ma kojem se odvijaju predvidanja kod BLUP modela

je sljededi:

MODELI PREDVIBANJA KORISTENI

U GENOMSKOJ SELEKCIJI

PARAMETRIJSKI MODELI NEPARAMETRIJSKI MODELI
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RRBLUP Bayes A

GBLUP Bayes B

LASSO Bayes Cn
EN BRR
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SLIKA 6.2. KLASIFIKACIJA NAJCESCE KORISTENIH
MODELA PREDVIDANJA U GENOMSKOJ SELEKCIJI.
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y=ut+Zu+te

gdje je y vektor prilagodenih prosjeka za promatra-
no svojstvo, p je ukupni prosjek, Z je matrica bi-
liega, u je vektor uc¢inaka biljega (uz pretpostavku
u - N(0,Ic 2)), a e je pogreska ostatka. Za izra¢un
ucinaka biljega RRBLUP model koristi hrbatnu re-
gresiju (engl. ridge-regression; RR) koja predstavlja
metodu sazimanja koeficijenata regresije prema nuli
ijedan prema drugome. Ovaj model pretpostavlja bi-
ljege nasumi¢nim uc¢inkom sa zajednickom varijan-
com, a svi ucinci biljega jednako se sazimaju prema
nuli, iako mogu imati nejednake u¢inke (Meuwissen
i sur., 2001.; Heffner i sur., 2011.a; Heslot i sur.,
2012.). Glavna pretpostavka RRBLUP modela je da
svi lokusi objasnjavaju jednaki dio genetske varijan-
ce te da ucinci biljega slijede normalnu distribuciju.
Prema Piepho (2009.), veli¢inu sazimanja u¢inaka
odreduje parametar slozenosti A, koji se izracunava
prema jednadzbi A = 6 2/c 2, gdje je 6.2 varijanca po-
greske ili reziduala, a 6 2 varijanca biljega. RRBLUP
se modelom GEBV vrijednosti selekcijskih kandidata
predvidaju na osnovu procijenjenih uc¢inaka biljega iz
trenaznog skupa podataka (Whittaker i sur., 2000.).
GBLUP model ne oslanja se na procjenu ucinaka
biljega, ve¢ uz pomo¢ biljega procjenjuje matricu od-
nosa izmedu fenotipiziranih jedinki trenaznog skupa
podataka i nefenotipiziranih selekcijskih kandidata,
koja se zatim koristi za procjenu matrice varijanci/ko-
varijanci genetskih vrijednosti (Zhong i sur., 2009.;
Tan i sur., 2017.). Ova dva modela istovjetna su pod
uvjetima koji se obi¢no susre¢u u prakti¢noj primjeni
GS-a (Habier i sur., 2007.; Hayes i sur., 2009.).
Osim BLUP modela, u parametrijske modele s
penalizacijskim pristupom, izmedu ostalih, jo$ se
ubrajaju i modeli operator najmanjeg apsolutnog
skupljanja i odabira (engl. least absolute shrinkage
and selection operator; LASSO) i elasti¢na mreza
(engl. elastic net; EN). LASSO model istovremeno
na ucinke biljega primjenjuje metodu odabira vari-
jabli (iz para usko povezanih biljega izabire jedan,
a ostale zanemaruje) i metodu sazimanja njihovih
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regresijskih koeficijenata (Wang i sur., 2018.). EN
model predstavlja analizu kombinacijom LASSO i
RR regresije. Primjenjuje ponderiranu penalizaciju
uz ¢imbenik a koji odreduje koliko se tezine dodje-
ljuje svakoj od dvije metode. EN vrsi odabir skupina
visoko koreliranih biljega, dok istovremeno primje-
njuje kontinuirano sazimanje biljega (Zou i Hastie,
2005.; Friedman i sur., 2010.).

Bayesovski modeli takoder pripadaju parame-
trijskim modelima, a svoju osnovu nalaze u Baye-
sovom teoremu. Za razliku od BLUP modela ¢ija
je osnovna pretpostavka da svi udinci biljega imaju
zajednicku varijancu, $to moze dovesti do preveli-
kog sazimanja velikih u¢inaka, bayesovski modeli
dopustaju da biljezi imaju razlicite ucinke i varijan-
ce. Osmisljene su kako bi se preciznije modelirali
ucinci biljega razlicitih veli¢ina, $to je realisti¢nija
pretpostavka, buduéi da je poznato da je ve¢ina kom-
pleksnih svojstava pod utjecajem nekoliko biljega s
velikim uc¢inkom, dok veéina biljega ima mali u¢inak
na svojstvo, ili on u potpunosti izostaje (Heffner i
sur., 2009.). Pretpostavka Bayesovskih modela je da
genetska varijanca i-tog lokusa (Vgi) prati pocetnu
(unaprijed odredenu) raspodjelu, p(V,). Za svaki se
biljeg procjenjuje zasebna varijanca (varijance mogu
varirati), a na osnovu informacija iz pocetne se raspo-
djele procjenjuje genetska varijanca (V;u) (Meuwissen
i sur., 2001.). Ovisno o unaprijed odredenim para-
metrima raspodjele, razlikujemo vise Bayesovskih
modela koje se Cesto jos nazivaju i bayesovskim abe-
cednim modelima. BayesA model pretpostavlja da
genetska varijanca slijedi invertiranu ¢’ raspodjelu sa
stupnjevima slobode i parametrima skaliranja tako
odabranima kako bi srednja vrijednost i varijanca
raspodjele odgovarale ocekivanim srednjim vrijed-
nostima i varijancama biljega. BayesA ne omogucuje
postojanje nultih vrijednosti u¢inaka biljega, $to ce-
sto nije realna pretpostavka, budu¢i da postoje dije-
lovi genoma koji ne nose informaciju o QTL-u te ¢e
stoga ucinci nekih biljega sigurno izostati (Heffner
isur., 2009.). Za razliku od BayesA modela, BayesB
i BayesCr omogucuju da bi ucinci nekih biljega bili
procijenjeni na 0, odnosno da neki biljezi nemaju



ucinka. BayesB model primjenjuje t-raspodjelu na
varijance u¢inaka biljega, dok Bayes Cn primjenjuje
gausijansku raspodjelu (Habier i sur., 2011.). BayesB
i BayesCn modeli uvode ¢imbenik = koji odreduje
vjerojatnost da je u¢inak biljega jednak nuli (Hef-
fner i sur., 2009.). Oba modela zahtijevaju da je ©
(udio biljega koji ne pridonose znacajno svojstvu od
interesa) unaprijed poznat. Medutim, ako je udio
biljega koji nemaju u¢inak nepravilno procijenjen,
to moze imati negativne posljedice za procjenu toé-
nosti predvidanja u GS-u (Wang i sur., 2018.). Stoga
BayesCr model dodatno pretpostavlja da bi uéinci
biljega koji su uklju¢eni u model imali jednaku vari-
jancu. BayesLASSO (BL) model predstavlja inacicu
LASSO regresije opisane u radu autora Park i Ca-
sella (2008.). BL pretpostavlja da su ucinci biljega
normalno distribuirani, da je varijanca specifi¢na
za svaki biljeg i slijedi eksponencijalnu raspodjelu s
nepoznatim parametrom A koji slijedi gama distri-
buciju, a odreduje ja¢inu sazimanja (de los Campos
i sur., 2009.; Crossa i sur., 2010.; Tan i sur., 2017.).
Uzimajudi u obzir navedene pretpostavke, vidljivo
je da BL model uzrokuje jace sazimanje regresijskih
koeficijenata koji su blize nuli (biljezi s vilo malim
uc¢inkom), dok koeficijente ¢ija je apsolutna vrijed-
nost velika sazima manje (biljezi s ve¢im uc¢inkom,
bez obzira na predznak) (Heslot i sur., 2012.). Sli¢no
kao i kod RRBLUP modela, bayesovska hrbatna re-
gresija (engl. Bayesian ridge regression; BRR) sazima
ucinke biljega jednako prema nuli, ali jos dodatno
primjenjuje prethodnu normalnu raspodjelu na ucin-
ke biljega (de los Campos i sur., 2013.).

U neparametrijske modele kori$tene u GS-u
ubrajaju se modeli zasnovani na razli¢itim jezgre-
nim metodama (engl. kernel methods) od kojih je
najpoznatiji model reproduciranje Hilbertovih pro-
stora jezgre (engl. reporoducing kernel Hilbert space;
RKHS). RKHS model pretvara varijable predvidanja
(biljege) u skup medusobnih udaljenosti kako bi se
proizvela matrica vrijednosti koja ¢e zatim biti ko-
ristena u linearnom modelu (Wang i sur., 2018.).
Ovaj model kombinira aditivni genetski model
s jezgrenom funkcijom te se pokazao korisnim za

hvatanje neaditivnih u¢inaka gena (Gianola i Van
Kaam, 2008.). Osim RKHS, ovoj skupini pripadaju
jos i razli¢iti modeli zasnovani na metodama strojnog
ucenja (engl. machine learning) i metodama dubokog
ucenja (engl. deep learning). Model slu¢ajnih $uma
(engl. random forest; RF) zasniva se na izgradnji ve-
likog broja jednako raspodijeljenih stabala odluke
(engl. decision trees). Prilikom izgradnje svakog od
stabala odluke optimalni poduzorak trenaznog seta
podataka odabire se koriste¢i bootstrap metodu.
Za svako pojedinac¢no stablo odluke vrsi se pred-
vidanje kori$tenjem regresijskog modela, a kona¢na
vrijednost to¢nosti predvidanja izracunava se kao
stednja vrijednost predvidanja za sva stabla odluke
(Breiman, 2001.; Shah i sur., 2019.). Model stroja s
potpornim vektorima (engl. support vector machines;
SVM) zasniva se na primjeni principa strukturne
minimizacije rizika te uzima u obzir slozenost po-
dataka koristenih za treniranje modela. Istrazivanja
su pokazala da su RF i SVM modeli u¢inkoviti u
otkrivanju interakcija izmedu biljega (Jannink i sur.,
2010.; Desta i Ortiz, 2014.).

6.4. UKLJUCIVANJE GENOMSKE SELEKCIJE
U OPLEMENJIVACKI PROGRAM BILJAKA

Iako je u svojim zacecima GS uglavnom bila pri-
mjenjivana u zivotinjskim oplemenjivackim pro-
gramima, posebno u oplemenjivanju na mlije¢-
nost goveda, do danas je stekla Siroku primjenu i
u biljnim oplemenjivackim programima (Xu i sur.,
2020.; Krishnappa i sur., 2021.). Unato¢ brojnim
preprekama koje postoje u biljnim u odnosu na zi-
votinjske oplemenjivacke programe (npr. GEI), do
danas je GS uspjesno koristena u oplemenjivanju
na razlicita kvantitativna svojstva psenice (Heffner i
sur., 2011.b; Arruda i sur., 2015.; Bassi i sur., 2016.;
Crossa i sur., 2016.b), je¢ma (Lorenzana i Bernardo,
2009.; Lorenz i Smith, 2015.; Sallam i sur., 2015.),
razi (Wang i sur., 2014.; Schulthess i sur., 2016.),
zobi (Asoro i sur., 2011.), kukuruza (Bernardo i Yu,
2007.; Crossa i sur., 2013.; Albrecht i sur., 2014.;
Zhang i sur., 2015.), rize (Guo i sur., 2014.; Grenier
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i sur., 2015..; Cui i sur., 2020), graska (Zhong i sur.,
2009.; Burstin i sur., 2015.; Annicchiarico i sur.,
2019.), krumpira (Slater i sur., 2016.; Caruana i sur.,
2019.), rajc¢ice (Duangjit i sur., 2016.; Yamamoto i
sur., 2016.), soje (Duhnen i sur., 2017.; Qin i sur.,
2019.; Stewart-Brown i sur., 2019.) i mnogih drugih
vrsta, ukljucujudi i neke viSegodisnje, drvenaste vrste
(Grattapaglia i Resende, 2011.; Isik, 2014.).
Najvaznija je prednost GS-a povecanje genetske
dobiti uslijed skracivanja selekcijskog ciklusa u ople-
menjivackom procesu (Heffner i sur., 2010.; Sorrells,
2015.; Voss-Fel i sur., 2019.). GS poboljsava to¢nost
selekcije i omogucéuje raniji odabir linija u uzgoj-
nom ciklusu, ¢ime se smanjuje potencijalni trosak
fenotipizacije (Belamkar i sur., 2018.). Budu¢i da
GS uzima u obzir sve dostupne biljege bez njihovog
predodabira, navodi se da je posebno prikladna za
predvidanje kvantitativnih svojstava, na cije ispo-
ljavanje utjece veliki broj biljega s malim u¢inkom
(Kristensen i sur., 2018.).U usporedbi s uobicajeno
koristenim MAS strategijama u oplemenjivanju na
agronomski vazna slozena svojstva, GS zahtijeva
manje opseznu fenotipizaciju za identifikaciju agro-
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SLIKA 6.3. SHEMATSKI PRIKAZ OPLEMENJIVACKOG PROGRAMA
ZASNOVANOG NA GENOMSKOJ SELEKCIJI (PREMA HEFFNER | SUR., 2009.).
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OPLEMENJIVACKA
POPULACIJA

nomski superiornijih linija. Heffner i sur. (2010.)
procijenili su da je za svaki ciklus MAS-a mogude
provesti 2,33 ciklusa oplemenjiva¢kog programa
ozime pSenice zasnovanog na GS-u, te da uz uvjet
postizanja to¢nosti predvidanja od 0,5 genetska dobit
na godi$njoj razini premasuje dobit od MAS-a za dva
puta. Oplemenjivaci biljaka do danas su stekli vrijed-
ne spoznaje o primjeni i na¢inima ukljuc¢ivanja GS-a
u oplemenjivacki program, medutim te su primjene
uglavnom ogranicene na istu populaciju unutar uz-
gojnog ciklusa. Prema Auinger i sur. (2016.) to¢nost
predvidanja GS-a dobivena unutar jednog ciklusa
moze se smatrati gornjom granicnom Vrijednosti,
budu¢i da su jedinke unutar jednog ciklusa obi¢no
visoko srodne, te se njihov razvoj odvija pod utje-
cajem istih okolisnih ¢imbenika. Predvidanje kroz
vise uzgojnih ciklusa rezultira smanjenjem to¢nosti
predvidanja jer je u tom slu¢aju smanjena srodnost
promatrane populacije, a zbog utjecaja okoline i fe-
notipski podaci pokazuju ve¢u varijabilnost. Medu-
tim, istrazivanje Belamkar i sur. (2018.) pokazalo je
da GS moze biti kori$tena i u preliminarnim procje-
nama prinosa u oplemenjivackom programu psenice
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te da i niske vrijednosti to¢nosti predvidanja mogu
uspjesno biti kori$tene za procjenu i selekciju u ranim
generacijama. Takoder je uoceno da koristenje poda-
taka o GEBV vrijednostima zajedno s fenotipskim
vrijednostima u preliminarnim pokusima poveéava
moguénost odabira boljih linija kroz vise okolina (lo-
kacija i godina) u odnosu na odabiranje iskljucivo na
osnovu fenotipskih vrijednosti tijekom jedne godine.

Heffner i sur. (2009.) predlozili su strategiju pre-
ma kojoj se GS moze vrlo uéinkovito ukljuciti u
oplemenjivacke programe biljaka, a koja se sastoji od
dva odvojena ciklusa: (1) ciklusa treniranja modela, i
(2) ciklusa razvoja linija (Slika 6.3.). Svrha je ciklusa
treniranja modela poboljsanje to¢nosti predvidanja
$to se postize kontinuiranim ukljuc¢ivanjem superi-
ornih linija u treniranje modela, a koje su razvijene
u ciklusu razvoja linija. Linije koje se uklju¢uju u
ciklus treniranja modela procjenjuju se fenotipski,
a njihovi genotipski podaci preuzimaju se iz ciklusa
razvoja linija. U ciklusu razvoja linija, superiorne se
linije odabiru na osnovu GEBV vrijednosti od kojih
se zatim razvijaju cijepajuce generacije. U kasnijim
se generacijama linije genotipiziraju te se odabiru li-
nije s najboljim procjenama GEBV vrijednosti koje
se mogu i fenotipizirati te sluziti kao nove sorte, ali
se koriste i za krizanja iz kojih ¢e se razviti nova
populacija za sljedeci ciklus GS-a. Kako bi ovakve
strategije pronasle prakti¢nu primjenu u oplemenji-
vackom programu, nuzno je da se najprije utvrde
optimalni parametri za provodenje GS-a na kulturi
od interesa, kao $to su model predvidanja, veli¢ina
trenazne populacije i gustoca biljega, a Sto ¢e prven-
stveno ovisiti o srodnosti promatrane populacije te
promatranom svojstvu.

GS u sustini predstavlja metodoloski pristup ili
strategiju koriStenja podataka o fenotipskim svojstvi-
ma te velikog broja biljega kroz razli¢ite predikcijske
modele s ciljem povecéanja genetske dobiti od selek-
cije. Ukoliko selekcija temeljena na GEBV vrijed-
nostima moze skratiti vrijeme trajanja u bilo kojoj
fazi oplemenjivackog ciklusa moze se ocekivati da ¢e
se ostvariti ve¢a dobit primjenom GS u odnosu na
klasi¢nu fenotipsku selekciju. S prakti¢ne strane to je
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naglasenije ukoliko se GS primjenjuje u ranim faza-
ma, iako rezultati ukazuju da je to¢nost GS i fenotip-
ske selekcije varirala ovisno o koriStenom materijalu
i ovisno o okolini. Sto je to¢nost fenotipske selekcije
bila niza tako su i vrijednosti za GS bile niZe, uz na-
pomenu da su troskovi za GS uvijek bili nizi (Belam-
kar i sur., 2018.; Borrenpohl i sur., 2020.). Za oceki-
vati je da ¢e se i u bliskoj budu¢nosti nastaviti trend
snizavanja troskova genotipizacije, ali i rasta troskova
fenotipizacije. Nadalje, primjena GS-a daje to¢niju
procjenu oplemenjivacke vrijednosti u odnosu na in-
formaciju o rodoslovlju genotipa. Prema teoriji, GS
uzrokuje sporije povecanje srodnosti izmedu jedinki
(tzv. inbreeding) ili gubitak genetske raznolikosti u
usporedbi sa selekcijom na oplemenjivacku vrijednost
temeljenu na osnovi informacija o rodoslovlju (Daet-
wyler i sur., 2007.). Medutim, treba naglasiti da GS u
praksi moze uzrokovati genetski pomak (engl. 4rift)
ne detektiraju¢i QTL (koji samim tim neée biti ni
odabran), pa ukoliko fiksirani biljeg i QTL nisu u
savr$enom LD-u, odabirom biljega nece se nuzno
odabrati ni fiksirani QTL (Muir, 2007.). Dosadas-
nja istrazivanja ukazuju na to da osnovna genetska
arhitektura svojstva od interesa, karakterizirana s od-
govaraju¢im brojem QTL-a, distribucijom alelnih
ucinaka i frekvencijom alela, utjec¢e na uspjesnost ra-
zlicitih GS modela (Jannink i sur., 2010.). Uzimajuéi
u obzir sve prednosti i ogranicenja, GS nedvojbeno
ima veliki potencijal primjene u oplemenjivanju bilja,
neovisno o oplemenjivackim ciljevima.
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Selekcija za svojstva kvalitete pSenice (Zriticum aesti-
vum L.) Cesto iziskuje mnogo vremena i financijskog
ulaganja, bududi da zahtijeva fenotipizaciju u zavrs-
nim fazama razvoja novih linija i sorata. Vedina su
svojstava kvalitete pSenice kvantitativna svojstva, a
bududi da je nasljednost takvih svojstava Cesto ni-
ska, tradicionalno koristene metode oplemenjivanja
mogu biti dugotrajne, skupe i u kona¢nici mogu do-
vesti do nepouzdanih rezultata. Genomska selekcija
(engl. genomic selection; GS) jedna je od metoda koje
omogucuju predvidanje oplemenjivacke vrijednosti
jedinki koja istovremeno u model ukljucuje informa-
cije o cjelogenomskim biljezima, a ranija istrazivanja
ve¢ su pokazala da ovaj pristup moze biti uspjesno
koristen i u oplemenjivanju na razli¢ita svojstva pse-
nice (Heffner i sur., 2011.a; Heffner i sur., 2011.b;
Rutkoski i sur., 2011.; Guzman i sur., 2016.). Cilj
istrazivanja Ciji su rezultati ovdje prikazani bio je
utvrditi potencijal genomske selekcije za predvidanje
svojstava kvalitete pSenice te odrediti utjecaj razli¢ite
veli¢ine TP, heritabilnosti svojstva, gustoce biljega i
modela na to¢nost predvidanja, s ciljem predlaganja
optimalnog scenarija za primjenu GS-a na svojstva
kvalitete p$enice.
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U istrazivanju je koriStena biparentalna populacija
porijeklom iz kriZanja sorti ozime p$enice Monika
i Golubica (MG populacija). Roditeljski genotipovi
odabrani su prema kriteriju da se ne razlikuju niti u
jednoj gluteninskoj podjedinici visoke mase (engl.
high molecular weight glutenin subunits; HMW-
GS). Nakon krizanja u cijepaju¢im generacijama
slu¢ajno su odabirane jedinke do F7 generacije te je
MG populacija u konacnici sadrzavala 153 rekom-
binantne inbred linije (engl. recombinant inbred
line; RIL). Populacija je genotipizirana koriste-
njem DArTseq tehnologije (engl. Diversity Arrays
Technology), a nakon uklanjanja biljega s nepotpu-
nim podatcima i sadrZajem heterozigota visim od
30 %, preostao je skup od 2231 SNP biljega koji
je koristen za GS. Poljski pokusi provedeni su na
dvije lokacije (Osijek i Slavonski Brod) tijekom tri
uzastopne godine. Na svakoj lokaciji pokus je bio
postavljen u dva ponavljanja, prema redno-stupca-
nom dizajnu. Za potrebe istrazivanja GS-a praceni
su pokazatelji kvalitete zrna — hektolitarska masa
(engl. test weight; TW) i sadrzaj proteina (engl. gra-
in protein content; GPC), te pokazatelji kvalitete
brasna — sadrzaj vlaznog glutena (engl. wer gluten
content; WGC) i svojstva kvalitete tijesta dobivena
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pomocu miksograf uredaja (engl. midline peak time;
MPT / engl. midline peak height; MPH) (Johnson i
sur., 1943.; Swanson, 1993.).

Unakrsna validacija nasumi¢nim dijeljenjem skupa
podataka na TP i VP za svaki od prikazanih scenari-
ja i koristenih modela predvidanja provedena je 1000
puta, a konacna to¢nost predvidanja GS-a prikazana
je kao srednja vrijednost Pearsonovih korelacija do-
bivenih za svaku od provedenih unakrsnih valida-
cija. Heritabilnost u $irem smislu (engl. broad-sense
heritability; H?) procijenjena je za sva promatrana
svojstva, a odnos heritabilnosti i to¢nosti predvida-
nja dobivene koristenjem RRBLUP modela prikazan
je na Slici 6.4. Iz rezultata je vidljivo da poveéanje
to¢nosti predvidanja modela prati povecanje herita-
bilnosti svojstva. Iako odnos nije u potpunosti line-
aran, moze se zakljuditi da ée se svojstva s visokom
heritabilno$¢u mo¢i bolje predvidjeti kori$tenjem
GS-a, dok ¢e to¢nost predvidanja svojstava s niskom
heritabilno$¢u biti niza. Brojna druga istrazivanja
takoder potvrduju da za postizanje visoke to¢nosti
predvidanja vaznu ulogu ima heritabilnost svojstva.
Koriste¢i simulirane biparentalne populacije psenice,
Yao i sur. (2018.) istrazili su sposobnost razli¢itih
modela GS-a za za predvidanje 11 svojstava uroda i

H2=0.84

H2=0.89
0.55 |

™ MPH WGC MPT

SV0OJSTVO
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kvalitete zrna. Rezultati su pokazali da je najvazniji
utjecaj na to¢nost predvidanja imala heritabilnost
svojstva. Neovisno o primijenjenom modelu, to¢-
nost se kretala od 0,17 do 0,22 za svojstva s niskom
heritabilnosti (< 0,3), od 0,25 do 0,32 za svojstva s
umjerenom heritabilnosti (- 0,5), te od 0,37 do 0,42
za svojstva s visokom heritabilnosti (> 0,8). U istrazi-
vanju Ornella i sur. (2012.) na 5 RIL populacija koje
dijele jednog zajednickog roditelja koristena su tri
razli¢ita modela za genomsku selekciju na otpornost
na crnu zitnu hrdu i Zutu hrdu. U slu¢aju svih popu-
lacija, sva tri modela pokazala su bolju sposobnost
predvidanja otpornosti na crnu zitnu hrdu u odnosu
na zutu hrdu, $to je vrlo vjerojatno posljedica veée
heritabilnosti svojstva otpornosti na crnu Zitnu hrdu.

Kako bi se utvrdio utjecaj veli¢ine TP na to¢nost
predvidanja, skup podataka podijeljen je na TP i VP
u omjerima 50:50, 60:40, 70:30 i 80:20 (N, = 77,
92, 107 i 122 linije). Utjecaj gustoce biljega (N, )
procijenjen je koristenjem cjelokupnog skupa poda-
taka (N, = 2231), te dva manja skupa podataka koji
su ukljucivali otprilike 50 % (N, = 1123 biljega) i
25 % (N, = 531) od ukupnog broja biljega. U oba
slu¢aja koristen je RRBLUP model, a Slika 6.5. i
Slika 6.6. prikazuju rezultate dobivene za svojstva
GPC i MPH. Rezultati su potvrdili pretpostavku
da veli¢ina TP i gustoca biljega utjecu na to¢nost

H2=0.9 SV0JSTVO
™

MPH

B WeC

‘ MPT

GPC

GPC ODNOS TOENOSTI
PREDVIDANJA | HERITABILNOSTI ZA
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77 92 107

VELICINA TP

0.45

0.35

531 1123

GUSTOCA BILJEGA

predvidanja, odnosno da je za postizanje visih vri-
jednosti to¢nosti predvidanja potrebno imati do-
voljno veliku TP i zadovoljavajué¢u gustoc¢u biljega.
Do istih su zaklju¢aka dosli i Heffner i sur. (2011.a)
koriste¢i dvije medusobno nepovezane biparentalne
populacije pSenice i ispituju¢i moguénost primjene
GS-a za svojstva kvalitete zrna kao $to su predzetve-
no proklijavanje, izbrasnjavanje, hektolitarska masa,
sadrzaj proteina, tvrdo¢a te sposobnost zadrzavanja
razli¢itih otapala. Najvise srednje vrijednosti to¢nosti
predvidanja zabiljezene su pri najvecoj veli¢ini TP
(96 linija), dok su srednje vrijednosti to¢nosti pred-
vidanja dosegle maksimalnu vrijednost koristenjem
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256 biljega, a daljnje povecanje broja biljega uzroko-
valo je pad vrijednosti to¢nosti predvidanja. Utjecaj
razli¢itih ¢imbenika na to¢nost predvidanja uroda
zrna, datuma klasanja, visine i komponenata prinosa
koriste¢i RRBLUP model istrazivali su i Lozada i sur.
(2019.) koji su zaklju¢ili da poveéanje veli¢ine TP
rezultira pove¢anjem to¢nosti predvidanja, s tim da
je maksimalna vrijednost postignuta koristenjem 60
% skupa podataka kao TP. Takoder su pokazali da
povecanje srodnosti TP i VP ima pozitivan ucinak
na to¢nost predvidanja.

Budud¢i da su ovdje rezultati prikazanog istra-
zivanja pokazali da su najvise vrijednosti to¢nosti
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predvidanja postignute u slucaju koristenja 80 %
skupa podataka kao TP i cjelokupnog skupa geno-
tipskih podataka, za usporedbu utjecaja razli¢itih
modela predvidanja na to¢nost predvidanja koristene
su upravo te postavke. Usporedba modela ukljuci-
vala je tri parametrijska modela (RRBLUP, EN i
BL) te jedan neparametrijski model (RF). Rezultati
usporedbe modela za svojstva WGC, TW i MPT
prikazani su na Slici 6.7.

Iz rezultata vidljivo je da je za sva tri promatrana
svojstva BL model nadmasio RRBLUP i EN mo-
del, iako se nije pokazao najboljim modelom za sva
svojstva. Uz vrlo malu razliku u vrijednosti to¢no-
sti predvidanja u odnosu na BL model, RF model
pokazao se kao najbolji model za predvidanje svoj-
stva MPT. Za preostala dva svojstva RF je poka-
zao najlosiju (TW) ili gotovo najlosiju sposobnost
predvidanja (WGC). Medutim, prilikom odabira
modela koji ¢e se koristiti u GS-u treba uzeti u obzir
i njihovu vremensku i kompjutersku zahtjevnost.
Usporedujudi navedena ¢etiri modela, EN model
pokazao se najmanje zahtjevnim, odnosno, za nje-
govu provedbu bilo je potrebno otprilike 19 minu-
ta, dok su ostali modeli bili nesto zahtjevniji (za
RRBLUP potrebno je oko 38 minuta, a za RF 72
minute). Najzahtjevnijim se pokazao BL model za
¢iju je provedbu bilo potrebno gotovo 3 sata (172
minute). Uzevsi u obzir da je mnogo zahtjevniji po
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pitanju provedbe, a ne rezultira znatno viom to¢no-
$¢u predvidanja u odnosu na puno manje zahtjevan
EN model, BL model vjerojatno ne bi bio model od
interesa na predvidanje ovih svojstava, a posebno
ne u sluc¢aju kad je potrebno relativno brzo donijeti
odluku o tome koje linije ulaze u daljnju selekeiju.
Da sposobnost BL modela ne nadilazi sposobnosti
npr. RRBLUP modela pokazuje i istrazivanje Or-
nella i sur. (2012.). Oba modela pokazala su dobru
sposobnost predvidanja (- 0,5) za svojstvo otpor-
nosti na crnu hrdu, dok su za zutu hrdu vrijedno-
sti predvidanja oba modela bile vrlo niske (- 0,15).
Usporedbom modela za svojstva vrijeme cvatnje
i broj zrna u klasu koriste¢i dvije populacije dvo-
strukih haploida, Thavamanikumar i sur. (2015.)
pokazali su da BayesB model ima bolju ili jednaku
sposobnost predvidanja u odnosu na BL i RRBLUP
modele u slu¢aju da su populacije u srodstvu. Kada
populacije nisu u srodstvu, BayesB model zna¢ajno
nadmasuje ostale kori$tene modele za sva ispitivana,
jednostavna i kompleksna svojstva. Ovakve rezultate
autori su pripisali sposobnosti BayesB modela da
uc¢inkovito obuhvati LD izmedu biljega i QTL-a.
Neznatne razlike izmedu pet primijenjenih modela
(RRBLUP, BayesA, BayesB, BRR i BL) uo¢ili su
Yao i sur. (2018.), pri ¢emu su one najvise varirale
za svojstvo datum klasanja i maksimalnog otpora
tijesta. Neka novija istrazivanja GS-a za razlidita



svojstva pSenice pokazuju da razli¢iti modeli stroj-
nog i dubokog uc¢enja mogu znacajno nadmasiti uo-
bic¢ajeno koristene modele predvidanja kao $to su
BLUP i bayesovski modeli. Merrick i Carter (2021.)
zakljucili su da ¢e pri predvidanju svojstva datuma
nicanja SVM model biti model od izbora. Uspore-
dujudi sposobnost predvidanja dva modela strojnog
ucenja (RF i SVM) i dva modela dubokog uéenja
(CNN i viseslojna mreza perceptrona), Sandhu i sur.
(2021.) pokazali su da za svih 13 svojstava kvalitete
pSenice koja su promatrali, modeli dubokog uéenja
znacajno nadmasuju RRBLUP i ostale modele.

Glavni cilj ovdje prikazanog istrazivanja bio je istra-
ziti potencijal nekoliko modela GS-a za predvidanje
razlicitih svojstava kvalitete koriste¢i dvije biparen-
talne populacije ozime psenice te predloziti neke op-
timalne vrijednosti parametara koristenih u selekciji
(veli¢ina TP, gustoca biljega i sl.) s ciljem buduéeg
smanjenja troskova genotipizacije i fenotipizacije u
selekcijskom procesu. Ovdje prikazani rezultati istra-
zivanja potvrduju da je koristenjem GS-a mogude
s visokom to¢nos$éu predvidjeti svojstva kvalitete
zrna pSenice te da na to¢nost predvidanja modela
znacajno utjece heritabilnost svojstva, veli¢ina TP
i gustoca biljega. Utvrdivanje optimalnog modela
i parametara GS-a omogudit ¢e koristenje moleku-
larnih biljega u postupku predselekcije za svojstva
kvalitete zrna te racionalizaciju klasi¢ne metode
oplemenjivanja psenice. Rezultati dobiveni takvim
istrazivanjem pomod¢i ¢e oplemenjiva¢ima u razvoju
strategija zasnovanim na genomskoj selekciji za ucin-
kovitiji razvoj novih linija i sorata.
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POGOVOR

POGOVOR

Brzi razvoj raznih znanosti i tehnologija omogucuje
postupni prelazak na ,,molekularno oplemenjivanje
bilja“, a $to podrazumijeva uporabu znanja i tehnika
iz razlicitih podrudja brzo razvijaju¢e biotehnologije;
prije svega genomike i bioinformatike, s namjerom
da se postupci selekcije ucine uéinkovitijim, a vrijeme
razvoja novih kultivara skrati. U tome su vrlo bitni
i novi iskoraci u unapredenju fenotipizacije primje-
nom dronova, fenotipizacijskih platformi i GPS-vo-
denih samohodnih strojeva opremljenih razli¢itim
senzorima. Oplemenjivanje bilja postupno prestaje
biti strpljivo i dugoro¢no zanimanje pojedinaca i
malih timova unutar pojedina¢nih ustanova (kom-
panija), a sve viSe dobro organizirana multidiscipli-
narna djelatnost koja integrira stru¢njake iz podrucja
genetike, fiziologije, bioinformatike, robotike, komu-
nikacijske tehnologije i drugih struka koji djeluju iz
vise razlicitih ustanova (kompanije, sveucilista, javni
instituti). Ovakvi timovi jako ovise o laboratorijima
i pokusnoj infrastrukturi koja podrazumijeva pri-
mjenu uredaja za visokopropusnu genotipizaciju i
fenotipizaciju, superra¢unala i napredne statisticke
modele, dronove i GPS tehnologiju integriranu u
poljoprivredne strojeve.

Stoga, oplemenjivanje bilja buduénosti ocekuje
prakti¢ne alate koji ¢e proistedi iz istrazivanja koja
koriste napredne laboratorijske metode u podrucju
genomike, proteomike i fenomike, a koje u ¢jelinu
povezuje bioinformatika. Dosadasnja praksa malo-
brojnih visegodisnjih poljskih pokusa za procjenu
vrijednosti genotipa u poljskim uvjetima morat ¢e
prerasti u ubrzano i Siroko testiranje genotipa pri-
mjenom umjetne inteligencije i ,,pametnih” Zetvenih

strojeval. Osim zadovoljenja potrebnih koli¢ina hra-
ne za ishranu ljudi i stoke, pred oplemenjivanje bilja
sve se viSe postavljaju i ciljevi biofortifikacije osnov-
nih poljoprivrednih kultura, tj. genetsko poboljsanje
nutritivnih svojstava globalnih poljoprivrednih kul-
tura?. Isto tako, ciljevi oplemenjivanja bilja ire se na
razvoj specijalnih kultivara za proizvodnju biogoriva,
kao i posebnih kultivara i populacija prilagodenih
uzgoju prema kriterijima ekoloskog uzgoja3.

Trenutni globalni status oplemenjivanja bilja u
rasponu je od jo$ uvijek dominantnog konvencio-
nalnog oplemenjivanja koje se zasniva na prirodnoj
rekombinaciji i prijenosu pozeljnih gena spolnim pu-
tem, sve vi$e potpomognutim raznim molekularnim
metodama, do tzv. ,novih tehnika oplemenjivanja”
(New Breeding Technigeus, NBT) koje podrazumije-
vaju tehnike genetickog inzenjerstva (transgenic bree-
ding i RNA interference, RNAI) i tehnike uredenja
genoma (gene editing)*.

Privla¢na aktualna paradigma molekularnog ople-
menjivanja bilja zasniva se na detekciji superiornih
biljaka u oplemenjivackoj populaciji iskljuc¢ivo ana-
lizom genotipa na molekularnom nivou. Medutim,
¢ini se da ni jedna zasebna metoda i solitarni pristup
nece rijesiti aktualne izazove konvencionalnog ople-
menjivanja, tim vise $to se globalni okolinski i soci-
jalni scenariji mijenjaju ubrzanim ritmom. Stvaranje
novih superiornih genotipova i rjeSavanje problema
koji izviru iz interakcije genotipa i okoline, zahtije-
va holisticki pristup. Tek naprednom integracijom
razlicitih znanstvenih disciplina i tehnologija bit ¢e
moguce poluciti nove genetski pobolj$ane kultivare
za potrebe buduée (pametne) poljoprivrede.

1 Harfouche, A.L., Jacobson, D.A., Kainer, D., Romero, J.C., Harfouche, A.H., Scarascia Mugnozza,
G., Moshelion, M., Tuskan, G.A., Keurengjes, J.J.B., Altman, A., 2019. Accelerating Climate Resilient
Plant Breeding by Applying Next-Generation Artificial Intelligence. Trends Biotechnol. 37, 1217-1235.
2 Garg, M., Sharma, A., Vats, S., Tiwari, V., Kumari, A., Mishra, V., Krishania, M., 2021. Vitamins in Cereals: A Critical Review of Content,
Health Effects, Processing Losses, Bioaccessibility, Fortification, and Biofortification Strategies for Their Improvement. Front. Nutr. 8.
3 Messmer, M., Wilbois, K., Baier, C., Schaefer, F., Arncken, C., Drexler, D., Hildermann, I., 2015.
Plant Breeding Techniques. 2nd edition. FiBL-Dossier. Research Institute of Organic Agriculture (FiBL).

4 Jung, C., Capistrano-Gossmann, G., Braatz, J., Sashidhar, N., Melzer, S., 2018. Recent developments

in genome editing and applications in plant breeding. Plant Breed. 137, 1-9.
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Znanstveni interesi Brune Rajkovi¢a su kvantitativna genetika i primjena molekular-
nih biljega u oplemenjivanje p3enice s naglaskom na otpornost na abiotske stresove.
Clan je radne skupine za p$enicu Znanstvenog centra izvrsnosti za bioraznolikost i

molekularno oplemenjivanje bilja (ZCI CroP-BioDiv).

ALEKSANDRA SUDARIC

Aleksandra Sudari¢ (1965.) diplomirala je na Poljoprivrednom fakultetu Sveucilista
u Osijeku 1989. godine. Magistrirala je 1996. godine na Agronomskom fakultetu
Sveudilista u Zagrebu. Doktorsku disertaciju obranila je 1999. godine na Poljopri-
vrednom fakultetu Sveucilista J. J. Strossmayera u Osijeku. Od 1990. godine radiu
Poljoprivrednom institutu Osijek, a od 2015. godine je na radnom mjestu znanstvenog
savjetnika u trajnom zvanju. Znanstveni je interes Aleksandre Sudari¢ konvencionalno
oplemenjivanje soje s posebnim naglaskom na nutritivna svojstva, implementacija novih
molekularnih tehnika, te o¢uvanje genetskih izvora krupno sjemenih leguminoza,
primarno soje. Voditelj je radne skupine za soju Znanstvenog centra izvrsnosti za
bioraznolikost i molekularno oplemenjivanje bilja (ZCI CroP-BioDiv).

HRVOJE SARCEVIC

Hrvoje Saréevi¢ (1963.) diplomirao je (1991.), magistrirao (1998.) i doktorirao (2003.)
na Sveucili$tu u Zagrebu Agronomskom fakultetu. Od 1994. radi na Sveucilistu u
Zagrebu Agronomskom fakultetu, na kojem je 2019. izabran u redovitog profesora u
trajnom zvanju. Znanstveni interesi Hrvoja Saréeviéa su populacijska genetika, ge-
netika kvantitativnih svojstava pSenice, kukuruza i soje s naglaskom na otpornost na
biotske i abiotske stresove, o¢uvanje biljnih genetskih izvora te primjena molekularnih
biljega u oplemenjivanju bilja. Clan je radne skupine za pdenicu Znanstvenog centra
izvrsnosti za bioraznolikost i molekularno oplemenjivanje bilja (ZCI CroP-BioDiv).
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ZLATKO SATOVIC

Zlatko Satovi¢ (1965.) diplomirao je na Fakultetu poljoprivrednih znanosti Sveudili-
$ta u Zagrebu 1990. godine. Magristrirao je 1995. godine na International Centre for
Advanced Mediterranean Agronomic Studies (CIHEAM), Mediterranean institute of
Zaragoza (IAMZ), Zaragoza, Spanjolska. Doktorsku disertaciju obranio je 1999. na
SveudiliStu u Zagrebu Agronomskom fakultetu. Od 1990. radi na SveudiliStu u Zagre-
bu Agronomskom fakultetu na kojem je 2012. izabran u redovitog profesora u trajnom
zvanju. Znanstveni je interes Zlatka Satovi¢a ocuvanje biljnih genetskih izvora, analiza
molekularne raznolikosti i filogenetika, molekularno oplemenjivanje bilja te ljekovito i
aromati¢no bilje. Voditelj je Znanstvenog centra izvrsnosti za bioraznolikost i moleku-
larno oplemenjivanje bilja (ZCI CroP-BioDiv).

DOMAGOJ SIMIC

Domagoj Simi¢ (1965.) diplomirao je 1989. na Poljoprivrednom fakultetu Sveuilista Josi-
pa Jurja Strossmayera u Osijeku, magistrirao 1994. na Agronomskom fakultetu Sveucilista
u Zagrebu i doktorirao 1999. na Sveudilistu Hohenheim u Stuttgartu, SR Njemacka. U
razdobljima 1989. - 1995. i od 1998. do danas radi na Poljoprivrednom institutu Osijek,
na kojem od 2018. radi na mjestu znanstvenog savjetnika u trajnom zvanju. Znanstveni
je interes Domagoja Simiéa konvencionalno i molekularno oplemenjivanje kukuruza,
kvantitativna genetika i fiziologija stresa, istrazivanje interakeije genotip x okolina kod
ratarskih kultura. Voditelj je radne skupine za kukuruz Znanstvenog centra izvrsnosti
za bioraznolikost i molekularno oplemenjivanje bilja (ZCI CroP-BioDiv).

FILIP VARGA

Filip Varga (1989.) diplomirao je na Bioloskom odsjeku Prirodoslovno-matematickog
fakulteta SveucdiliSta u Zagrebu 2014. godine. Doktorsku disertaciju obranio je 2021. na
Sveudili$tu u Zagrebu Agronomskom fakultetu. Od 2015. radi na Sveucilistu u Zagrebu
Agronomskom fakultetu, prvo kao asistent, a trenutno kao poslijedoktorand. Znanstveni
interesi Filipa Varge uklju¢uju analizu molekularne raznolikosti, etnobotaniku, primjenu
GIS-a u ekologiji i poljoprivredi te otvorene podatke. Clan je radne skupine za kadulje
i dalmatinski buha¢ Znanstvenog centra izvrsnosti za bioraznolikost i molekularno

oplemenjivanje bilja (ZCI CroP-BioDiv).

MONIKA VIDAK

Monika Vidak (1985.) diplomirala je 2013. godine na Sveulili$tu u Zagrebu Agronom-
skom fakultetu. Doktorsku disertaciju je obranila 2019. godine u sklopu uspostavnog
istrazivackog projekta Hrvatske zaklade za znanost na Sveuilistu u Zagrebu Agronom-
skom fakultetu gdje je i zaposlena od 2015. godine. Znanstveni je interes Monike Vidak
sjemenarstvo, o¢uvanje biljnih genetskih izvora, molekularne metode u identifikaciji
kultivara i analizi bioraznolikosti, fenotipizacija te ljekovito i aromati¢no bilje. Poslije-
doktorandica je na elementu projekta ,Grah“ u sklopu Znanstvenog centra izvrsnosti
za bioraznolikost i molekularno oplemenjivanje bilja (ZCI CroP-BioDiv).
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ZIVOTOPISI AUTORA

ZVONIMIR ZDUNIC

Zvonimir Zduni¢ (1970.) diplomirao je na Poljoprivrednom fakultetu u Osijeku
(1994.). Magistrirao je (1998.) i doktorirao (2001.) na Agronomskom fakultetu Sveu-
¢ilista u Zagrebu. Na Poljoprivrednom institutu Osijek zaposlen je od 1995. na Odjelu
za oplemenjivanje i genetiku kukuruza, a od 2009. godine obnasa duznost ravnatelja.
Izabran je u Znanstvenog savjetnika u trajnom zvanju 2017. godine, a u zvanje re-
dovitog profesora 2019. godine. Godine 2017. stekao je zvanje Executive Master of
Business Administration na poslovnoj $koli COTRUGLI Business School. Znanstveni
interesi Zvonimira Zduni¢a obuhvacaju stratesko planiranje poduzeda, kvantitativou
genetiku i konvencionalno oplemenjivanje kukuruza, te procjenu upotrebne vrijed-
nosti molekularnih alata za oplemenjivanje bilja u oplemenjiva¢kim programima.
Sudjelovao je na ve¢em broju znanstvenih projekata. Clan je radne skupine za psenicu

Znanstvenog centra izvrsnosti za bioraznolikost i molekularno oplemenjivanje bilja

(ZCI CroP-BioDiv).

MAJA ZULJ MIHALJEVIC

Maja Zulj Mihaljevi¢ (1985.) diplomirala je (2010.) i dokrorirala (2017.) na Agronom-
skom fakultetu Sveudilita u Zagrebu. Od 2011. do 2022. radila je na ~ Zavoda za
oplemenjivanje bilja, genetiku i biometriku na Agronomskom fakultetu Sveucilista u
Zagrebu u statusu doktoranda i poslijedoktoranda. Njezini znanstveni interesi uklju-
¢ivali su oplemenjivanje bilja te molekularno oplemenjivanje bilja s posebni naglaskom
na o¢uvanje autohtonog sortimenta Republike Hrvatske. Trenutno je vlasnica privatne
obiteljske destilerije.



Znanstveni centar izvrsnosti za
bioraznolikost i molekularno

oplemenjivanje bilja (ZCI CroP-BioDiv)

Znanstveni centar izvrsnosti za bioraznolikost i molekularno oplemenjivanje
bilja (ZCI CroP-BioDiv) istrazivacka je mreza usmjerena na prijenos znanja i
tehnologije sa svthom izravnog doprinosa napretku istrazivanja u poljoprivredi.

Istrazivacka skupina ukljucuje znanstvenike triju fakulteta (Sveudiliste u Za-
grebu Agronomski fakultet; Sveudiliste J. J. Strossmayera u Osijeku, Fakultet
agrobiotehnickih znanosti; Sveudiliste u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki
fakultet) i triju instituta (Institut za poljoprivredu i turizam Pore¢; Poljoprivredi
institut Osijek i Institut za jadranske kulture i melioraciju krsa, Split), te stoga
ukljucuje ugledne znanstvenike sa svih visokoskolskih institucija kao i znanstve-
nih instituta iz podru¢ja poljoprivrede u Hrvatskoj.

Ciljevi Znanstvenog centra izvrsnosti su: (a) povec¢anje dobiti koja proizlazi
iz upotrebe biljnih genetskih izvora za hranu i poljoprivredu, (b) identifikacija
klju¢nih svojstava biljnih vrsta pomo¢u poljskih pokusa i laboratorijskih analiza,
te optimizacija protokola fenotipizacije, (c) optimizacija protokola genotipizacije
uvodenjem standardiziranih laboratorijskih postupaka, te (d) primjena novih
pristupa u statistickoj analizi podataka.

Istrazivanja se provode na osam biljnih vrsta - modela koje predstavljaju glavne
poljoprivredne kulture kao i kulture koje bi mogle postati zanimljive za poljopri-
vrednu proizvodnju u buduénosti u R. Hrvatskoj: kukuruz, psenica, soja, vinova
loza, maslina, kupusnjace/lukovi, grah i dalmatinski buha¢/kadulje.

Krajnji je cilj Znanstvenog centra izvrsnosti poticanje suradnje i sinergije
izmedu hrvatskih sveuciliSta i znanstvenih instituta na podrucju poljoprivrede u
svrhu utemeljenja nove istrazivacke platforme koja ¢e objediniti nova znanstvena
saznanja i tehnoloska postignuca u svrhu prevladavanja poteskoc¢a u podrudju
oplemenjivanja bilja.

ZA VISE INFORMACIJA POSJETITE: http://biodiv.iptpo.hr

Prof. dr. sc. Zlatko Satovié, voditelj projekta
Sveuciliste u Zagrebu Agronomski fakultet
Sveto$imunska cesta 25, 10000 Zagreb

TEL: 01 239 3935 / E-MAIL: zsatovic@agr.hr
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