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1ZVOD

Tehnologija DNK molekularnih markera omogucava razvoj nove strategije i
primenu novih metoda u genetici i oplemenjivanju. Molekularni markeri i njima
srodne tehnologije predstavljaju osnovu za konstrukciju linkage mapa i
odredivanje nasledivanja kvalitativnih i kvantitativnih osobina. Markeri koji se
nalaze u blizini poZeljnog gena imaju potencijalnu primenu u oplemenjivanju,
determinisanju i unosenju gena, mada se time ne smanjuje znacaj konven-
cionalnih metoda oplemenjivanja. Izmedu velikog broja molekularnih markera
koji su do sada publikovani, prvo je otkriven polimorfizam duZine restrikcionih
fragmenata (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP). RFLP markeri
daju realnu sliku polimorfizma i mogu se koristiti za precizno odredivanje razlika
izmedu genotipova. Na bazi ovih markera prvo je konstruisana geneticka mapa
kod ¢oveka, a kasnije kod mnogih bilinih i Zivotinjskih vrsta. U radu je
predstavljen pojam, znacaj i koncept primene markera, znacaj i osobine restrik-
cionih enzima i primena RFLP markera u mapiranju genoma i selekciji kvali-
tativnih i kvantitativnih osobina. U radu su takode diskutovani osnovni principi
determinisanja RFLP markera i njihove prednosti i nedostaci u odnosu na druge
sisteme molekularnih markera.

KLJUCNE RECI: polimorfizam duzine restrikcionih fragmenata, morfoloski
markeri, molekularni markeri, restrikcioni enzimi, determinacija RFLP, mapira-
nje, selekcija uz pomo¢ markera, major geni, QTL lokusi

Uvod

Geneticko inZenjerstvo i biotehnologija predstavljaju moc¢nu tehniku u
odredivanju geneticke osnove organizama i stvaranju varijabilnosti, u cilju izbora
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genotipova sa poZeljnim osobinama za ¢oveka, adaptiranih na odredene bioticke i
abioticke faktore. Upotrebom molekularnih tehnika moguce je efikasnije koristiti
gene divljih srodnika i egzoti¢ne germplazme. Odredivanje lokusa kvantitativnih
osobina pomoéu molekularnih markera omogucava efikasnije oplemenjivanja na
ove osobine. U mapiranju genoma prvo su korid¢eni morfoloski i biohemijski, a
nakon toga molekularni markeri.

Sta su geneticki markeri ?

Tanksley (1983) i Young (1994) definidu geneticke markere kao ta¢no
odredene lokacije na hromozomu, koje sluze kao "obeleZivadi' kod analize
genoma. Marker se definise i kao fizi¢ka lokacija segmenta DNK na hromozomu,
koja se moze identifikovati (gen, restrikciono mesto) i Cije se nasledivanje moze
pratiti. Markeri mogu predstavljati regione DNK (gene) ili druge segmente DNK sa
nepoznatom kodirajucom funkcijom, ali &iji se oblik nasledivanja mozZe odrediti.
Postoje dva tipa markera: morfoloski i molekularni markeri.

Morfoloski markeri

Nasledivanje miorfoloskih markera se prati fenotipski, bez posebnih
biohemijskih i molekularnih tehnika. Nevo et al. (1979) u grupu ovih markera
svrstavaju i pigmentne markere. Morfoloske osobine kontrolisane jednim loku-
som mogu se koristiti kao geneti¢ki markeri, ako je njihova fenotipska ekspresija
stabilna i ponovljiva u razli¢itim sredinama. Kodominantni markeri mogu biti pod
uticajem genetickih faktora (epistaza) i faktora sredine, koji modifikuju njihovu
fenotipsku ekspresiju, $to ogranitava njihovo kori$éenje u funkciji geneti¢kih
markera.

U odnosu na veli¢inu genoma i broj genskih lokusa, broj morfologkih
markera je zanemarljiv i ne moZe posluziti kao osnova za detaljnije analize
polimorfizma. Osim toga, intraaleina interakcija kod morfoloskih markera je
dominantno-recesivna, i onemogucava fenotipsku diferencijaciju polimorfizma
heterozigotnih i homozigotno dominantnih lokusa. T

Polimorfizam morfoloskih, izoenzimskih i biohemijskih markeéra u okviru
jedne vrste, posebno ako je samooplodna, je nizak (Nevo et al., 1979). Fenotipsko
ispoljavanje ovih markera samo u odredenoj fazi ili u odredenom tkivu ili organu,
promene pod uticajem epistaza i pleiotropni efekti predstavijaju osnovne
nedostatke ovih markera (Peacock, 1991).

Prve linkage genetitke mape gajenih biljnih vrsta napravljene su skoro pre
80 godina (Emerson etal,, 1935; MacArtur, 1934, cit. Tanksley et al., 1989). Geni,
odnosno geneticki markeri, koji su koriéeni za stvaranje prvih genetickih mapa

.su bili uglavnom geni koji kontrolisu morfoloske osobine; domindntni geni za
*visinu, recesivni geni za albinizam, geni koji kontrolisu oblik lista i sl. Sax (1923) -
(cit. po Tanksley et al., 1989) je prvi upotrebio pigment kao marker kod pasulja za
+ analizu gena koji determini$u veli¢inu semena. Ideja je bila da se selekcijom na
“7-boju koja je pod kontrolom major gena, indirektno vrsi selekcija na krupnoéu
zrna koja je pod kontrolom minor gena, Sto je bila u osnovi ideja selekcije uz
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pomo¢ markera. Do prakti¢ne realizacije te ideje nije doslo zbog jakog
maskirajueg efekta major gend.

Molekularni markeri

Alelni lokusi kod kojih postoji variranje ili polimorfizam sekvenci DNK na
proteinskom nivou su biohemijski markeri, a lokusi sa variranjem na nivou DNK,
bez fenotipske ekspresije, su DNK markeri (Jones et al., 1997).

Biohemijski markeri su proteini koji nastaju ekspresijom odredenih genskih
lokusa. Ovi proteini se mogu elektroforetski identifikovati, to ustvari predstavija
indirektnu identifikaciju alela, pod cijom se kontrolom vrsi sinteza proteina
(Vodenicharova, 1998). Najcesce upotrebljavani proteinski markeri su izoenzimi,
koji predstavijaju grupu enzima koji katalizuju istu biohemijsku reakciju, ali imaju
razlicitu strukturu, hemijske i imunologke karakteristike i razli¢ito naelektrisanje,
zbog cega u gelu zauzimaju razlicite poloZaje (McMillin, 1983; Market and Moller,
1995).

Proteinski markeri pokazuju razlike u sekvenci jednog gena i funkcionisu
kao kodominantni markeri. Primena proteinskih markera je ogranitena zbog
njihovog malog broja i modifikacija nakon translacije (Staub et al., 1982). Pored
toga, najveci deo DNK ne predstavlja kodirajuée sekvence, ne sluzi kao matrica za
transkripciju iRNK, $to znadi da se ne moze otkriti piohemijskim markerima. Na
bazi morfoloskih i izoenzimskih markera konstruisane su linkage mape za pirinac,
kukuruz, psenicu, jecam i neke druge gajene vrste (Kinoshita, 1995).

Zavisno od nacina otkrivanja polimorfizma, DNK molekularni markeri mogu
biti svrstani u dve gupe:

a)  otkrivanje polimorfizma na bazi hibridizacije i
b) otkrivanje polimorfizma na bazi PCR reakcije (Polymerase Chain Reaction).

Polimorfizam duZine restrikcionih fragmenata (Restriction Fragment Length
Polymorphisms, RFLP) i polimorfizam lokusi sa promenljivim brojem zdruzenih,
tandemskih ponovaka (Variable Number Tandem Repeats, VNTR) se otkrivaju
hibridizacijom proba i fragmenata genomske DNK koji su nastali tretiranjem
genomske DNK sa restrikcionim enzimima (Weising et al., 1992; Rogstad, 1996).
Probe su obi¢no mali (500-3000 bp) -shucajni klonovisgenoma, klonovi ¢DNK ..
(kopirana-copy ili komplemémarna-complementary DNK sintetisana na osnovu
iRNK toga gena) i sintetizovane probe za mikrosatelite i minisatelite (Staub et al,,
1996). RFLP markeri odredeni sa jednostrukim kopijama genomske DNK i
klonovima cDNK su izuzetno pogodni za komparativno mapiranje genoma
(Sherman et al., 1995; Yu et al, 1996). Njihovo jedino ogranicenje je nizak .,
polimorfizam kod intraspecies analiza agronomskih osgpina,fTako je npf. kod..
pSenice <10% RFLP markera polimorfno (Kam-Morgdn 1,,1989; Cadalenet al

Kod sktivanja polimorfizma na bazi PCR reakcijeskotiste se prajmeri (Saikj.
et al., 1985) Prdjrheri predstavljaju sinteticke oligonukleot ¢ komplementarne ™’
jednostukim Jancinia DNK. Da bi se determinisao neki'segmént DNK, on se mora
. umnoZiti; proizvesti njegova velika kolicina, koja ée stvoriti vidljivu traku na gelu.
7a umnozavanje; tj. amplifikaciju dva komplementarna lanca segmenta denaturi-
sane matri¢ne DNK koristi se par oligonukleotidnib prajmera. Prajmeri se veZu za
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komplementarne sekvence matri¢nog lanca genomske DNK na taj nadin da su
svojim 3’ krajevima okrenuti jedan prema drugom i oba su inicijatori sinteze
novih komplementarnih DNK lanaca u 5’-3’ smeru. Kod PCR reakcije, tokom koje
se odvija amplifikacija DNK, razlikuju se tri odvojena procesa: denaturisanje
matricne DNK, vezivanje prajmera za jednostruke DNK lance i enzimatsko
produzavanje novosintetisanih lanaca. Tokom PCR reakcije stvara se veliki broj,
104106, kopija prajmerima ogranitenog segmenta DNK (Saiki et al., 1985).
Princip amplifikacije DNK pomocu PCR aparata, osobine i primena prajmera, kao
i osobine i rezultati primene molekularnih markera kod kojih se koristi PCR,
obradeni su u brojnim radovima (Beckmann and Soller, 1990; Zietkiewicz et al,
1994; Vos et al., 1995; Welsh et al., 1995; McClelland et al., 1997; Gupta and
Varshney, 2000; Chen and Yames, 2002).

Molekularni markeri se koriste za konstruisanje genetickih linkage mapa
(Jung, 1992; Mohan et al., 1997), komparaciju genoma taksonomski udaljenih
vrsta izmedu kojih nije moguée ukrstanje (Gebhardt et al., 1991; Whitkus et al.,
1992; Devos et al., 1995; Saghai Marof et al., 1996), proucavanje odnosa izmedu
gajenih vrsta i njihovih divljih srodnika (Lee, 1998), graficko predstavljanje
pedigrea genotipova (Boutin et al., 1995), determinisanje pozicije genskih lokusa
(Tanksley et al., 1989;-Paterson, 1995), selekciju uz pomo¢ markera (marker-as-
sisted selection, MAS) (Dudley, 1993; Yoshimura et al., 1995) i poziciono kloni-
ranje gena (map-based cloning) (Young, 1990; Wicking and Williamson, 1991).

Prednost molekularnih markera u odnosu na morfoloske i biohemijske
markere je njihova fenotipska neutralnost, tj. na njih sredina nema uticaja, mogu
se naéi u svim tkivima i mogu se ocenjivati u svim fazama porasta. Do sada je
razvijen veliki broj sistema molekularnih markera, od kojih je veéina
predstavljena u radovima Mohan et al. (1997), Kumar (1999), Gubta and Varshney
(2000) i Hartl (2000).

RFLP molekularni markeri

Polimorfizam duZine restrikcionih fragmenata predstavlja molekularne
markere koji nastaju sec¢enjem DNK specifinim restrikcionim enzimima na ta¢no
odredenim restrikcionim mestima u genomu (Beckmann and Soller, 1983:
Tanksley et al., 1989; Staub et al., 1996).

Ako je neki organizam homozigotan za jedan genski lokus, koji predstavlja
restrikcioni fragment DNK, na gelu ce se pojaviti jedna traka. Na SI. 1. sorta
psenice Ning7840 je homozigotna za lokus otpornosti prema Fusarium sp, koji se
nalazi na 3BS hromozomu (Zhou et al., 2003). To znaci da su oba fragmenta DNK
homolognih hromozoma diploidnog organizma iste duZine i za vreme
elektroforeze prelaze isti put. Ako dode do mutacije toga fragmenta, koja se
manifestuje u promeni njegove duzine, fragment e za vreme elekiroforeze preci
razli¢it put u odnosu na prvobitni, "divlji" alel. Ako se desila delecija nastao je
kradi, laksi alelni fragment, koji za vreme elektroforeze prelazi duzi put na gelu
(sorta Wheaton). Homozigotni mutantni organizam ce takode imati jednu traku
na gelu. Heterozigot, koji sadrzi obe alelne forme ovoga restrikcionog fragmenta
e imati dve trake na gelu, ¢ija udaljenost od pocetka gefa odgovara udaljenosti
homozigota divljeg i homozigota mutantnog alela. Na taj nacin nastaju tri razlicite
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forme jednog lokusa, pa se za lokus kaze da je polimorfan, odnosno da postoji
polimorfizam duZine restrikcionih fragmenata (Tanksley et al., 1989).

Ning7840 Wheaton F, biljke
$I 1. Kodominantno nasledivanje RFPL molekularnib markera. Elektroforetski
raspored traka na gelu restrikcionib fragmenata DNK roditelja i F» generacije kod
ukrtanja Ning7840/Wheaton (Zhou et al., 2003).

Fig. 1.Codominant inberitance of RFLP molecular markers. Electrophoresis pattern of
polymerase chain reaction products amplified by microsatellite Xgwm493 on an
agarose gel (2.5%, 180V, 1h). DNA samples are Ning7840, Wheaton, and F, individual
plants derived from the cross Ning7840/Wheaton (Zbou et al., 2003).

lako restrikcioni fragmenti nisu geni, oni se nasleduju kao svi drugi geneticki
markeri, segmenti DNK, pa i geni (Jones et at., 1997). Ustvari, po definiciji, i geni
predstavijaju segment, tj. fragment DNK. Posto variranje u duZini restrikcionih
fragmenata moze biti smatrano alelnim variranjem, kao i kod morfoloskih i
biohemijskib markera, mogude je mapirati ove razlike u DNK sekvencama, kao $to
se mapiraju morfoloski ili bilo koji drugi geneticki markeri.

Primena RFLP markera se zasniva na polimorfizmu duZine fragmenata DNK,
koji nastaju tretiranjem genomske DNK poznatim restrikcionim enzimom. Razlike
izmedu dve genomske DNK razlicitog porekla se uocavaju kada duZina nastalib
fragmenata kod dve DNK nije ista, $to znaci da se restrikciona mesta nalaze na
razli¢itim delovima DNK.

Restrikcioni enzimi

Restrikcioni enzimi ili restrikcione endonukleaze su otkriveni pre viSe od 30
godina (Smith and wilcox, 1970; Kelly and Smith, 1970). Molekularni biolog
Hamilton Smith je 1970. godine prvi otkrio restrikcioni enzim Hindll, za §to je
dobio Nobelovu nagradu 1978. godine, zajedno sa Werner Arber i Daniel
Nathans. Restrikcioni enzimi predstavljaju odbrambeni sistem bakterija, pomocu
kojeg bakterije seku i degradiraju DNK bakteriofaga, koju bakteriofazi unose u
pakterije. Oni funkcioniSu kao mikrobiolodki imuni sistem, i neki autori ih
nazivaju i molekularne makaze. Da ne bi doslo do autose¢enja, bakterijska
restrikciona mesta su modifikovana putem metilacije. Restrikcioni enzimi jako
variraju u veli¢ini i krecu se od kratkih, npr. Pvu sa 157 aminokiselina, do
gigantskih, npr. Gjel sa 1250 aminokiselina.

Svaki enzim prepoznaje sekvencu DNK sa odgovaraju¢im redosledom baza i
na tom mestu sec¢e genomsku DNK na karakteristi¢an na¢in (Zabeau and Roberts,
1979). Mnoga restrikciona mesta imaju isti redosled baza u 5-3 i 35
komplementarnom lancu (Sl 2).
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Mesto seéenja (})
5-GLAATTC.-3’
3"...CTTAATG-3’

Mesto secenja (1)

Tretiranje sa FcoRY

l

5..G AATTC--3’
3'--CTTAA G--3'

SI. 2. Restrikciono mesto za EcoRl i formirane sekvence nakon secenja. Sekvenca koja
ima isti redosled baza u oba lanca se naziva palindrom, a restrikciono mesto
palindromsko restrikciono mesto.

Fig. 2. Restriction site in DNA for EcoRI and sequences after cutting. The sequence is
a palindrome, reading the same from left to right (5'—3 ) on the top strand, as it does
Jrom right to left (5'—3°) on the bottom strand. The restriction site is palindrome
restriction site.

Restrikcioni enzimi mogu seéi DNK heliks na dva razli¢ita na¢ina:

a)  izmedu istog para baza u komplementarnim lancima kada nastaju fragmenti
sa ravnim krajevima (SL. 3a) i

b)  stepenasto u simetri¢nim nukleotidnim parovima sekvence, kada nastaju
lepljivi (sticky) krajevi sa 5’ duzim krajevima (SL 3b) ili sa 3’ duzim krajevima
(overhanging ends) (SI. 3¢).

a) Sefenje sa Smal

5'...CCCIGGG...3
3'...GGGTCCC...5’

1

5'...CCC ravni krajevi GGG...3’
3'...GGG blunt ends CCC..5’

b) Secenje sa BamHI ©) Secenje sa Pstl

5'...G{GATCC...3’ 5’...CTGCAIG...3’

3'...CCTAGTG...5

1

5..G 5 duzi  5'...GATCC...3’
3'..CCTAG...5" kraj G..5

5’ overbanging
(sticky) ends

3. .GTACGTC...5

|

5...CTGCA...3" 3’ duzi G..3
3G kraj 3’...ACGTC...5’
3’ overbanging
(sticky) ends

SI. 3. Restrikcioni enzimi mogu sec¢i DNK u restrikcionim mestima ravno (a) ili
stepenasto u simetricnim nukleoticdnim krajevima (b, c)
Fig. 3. Examples of bow restriction enzymes cleave DNA. (a) Smal results in blunt ends,
(b) BamHI results in overbanging ("sticky") 5’ ends. (c) PstI results in overbanging
('sticky") 3" ends.
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Tub. 1.Karakteristike nekib restrikcionth enzima
Tab. 1. Characteristics of some restrictive enzymes

Broj bp restrikcionog _ . Organizam iz kojeg | Restrikciona sckvenca
Naziv enzima . P . o
mesta je enzim izolovan i mesto secenja
B R R
Haelll Haemophilus egyptus 5 ~-(’(’:(‘('~-»’
3 CCTGG.S
Hbal Haemophilus GCGIC
Enzimi 4bp emolyticus cTGCG
restrikcionih
sckvenci Hpall Haemophilus CLCGG
parainfluenzae e one
Sau3A Staphylococcus LGATC
Aureus 3A ctact
Bamtl Bacillus GYGATCC
Amyloliguefaciens H CCTAGTG
Bglll Bacillus globigi AVGATCT
TCTAGTA
EcoRI E. coli RY13 GVAATTC
CTTAATG
Haell Haemopbilus RGCGCLY
Enzimi Gbp aegyptus YTCGCGR
restrikcionih ‘
sckvenci Hind1ll Haemophilus AJAGCTT
influenzae Rd TTICGATA
Psii Providencia stuartii CTGCALG
‘ GTACGTC
Sali Streptomyces albus GYTCGAC
CAGCTTG
Smal Serratia madrcescens ceClGGaG
GGGTCCC
Enzimi 7bp . P
restrikcionih Mstll Microcoleus species C(A I‘NAF"V\('
. . GTGANTCC
sckvenci
Enzimi 8bp , Nocardia GCLGGCCGE
restrikcionih Noil s ; g OO
: otitidis-caviarum CGCCGGTCG
sekvenci
Enzimi nesimetriénih BsiXl Bacillus CCNNNNNINTGG
restr. sckvenci ) stearothermophulus GGTNTNNNNNCC

Restrikcioni enzimi koji proizvode lepljive krajeve kod DNK su posebno
vazni u kloniranju DNK. Svi fragmenti DNK, bez obzira na poreklo, koji nastaju
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a) Delecija AA AB 313]

» S —— e — .
EcoRI proba EcoRI
L‘ L) ’
A f o PAMIRNS e
EcoRI  proba EcoRI
| IR _._/‘ §
B ! i
b) Insercija AA AB BB
—
EcoRl _ proba EcoRT ' L T '
| L] ()]
A i -1
b %N""w.‘ r——— S——
Ecort Prova ... EcoRI
B b e | r——
I 1
¢)Mutacija AA AB BB
_—’ [ = ) s v = ']
) proba
EcoRI
1 em— EcolRI ECOIRI
A t [ L e ——
oy N———— —————
EcoRI proba ECORI
B | m—— 2 ]
f EA =1
d) Promene broja zdruZenih baznih ponovaka
—» —> —» —>  mikrosatelitVNTRs duine 2 -4 baze
—»—» b —>  ponovci trinukleotidNTRs duine 3 baze
—» —> —» —> minisatelittVNTRs duZine > 12 baza
Ecollll D> —p ECOIRI
A 1B aleli lokusa X se A ‘ proba 1 L
razlikuju u broju
zdruenih ponovaka Eco}ﬂ B > — —> b EcoRI

B I I]
proba 1

8L 4. Promena poloZaja restrikcionog mesta nastaje usled (a) delecija, (b) insercija, (c)
mutacija u tacki i (d) promenljivog broja zdrugenib baznib ponovake.
Fig. 4. Position change of a restriction site is due to: (a) Deletion, (b) Insertion, (c)
Point mutation, and (d) Variable number of tandem repeats.
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secenjem istim enzimom imaju iste sekvence na lepljivim krajevima. Ako se sa
nekim restrikcionim enzimom, npr. EcoRl wretira istovremeno genomska DNK i
neki vektor, kod obe DNK nastace kovalentni lepljivi krajevi. Uz pomoc enzima
DNK ligaze segment genomske DNK moze biti kloniran v genom vektora, $to
predstavlja osnov rekombinantne DNK i sinteze prajmera (Roder ¢t al., 1998).

REBASE (http://www.rchase.neb.com./rebase/rchase.htm) je baza podataka
restrikcionih enzima, gde je biohemijski okarakterisano 3576 restrikcionih
enzima (Roberts et al., 2003).

ime restrikcionog enzima sadrzi tri slova, koja oznadavaju vrstu i rasu
hakterije iz koje su izolovani. Na primer, EcoRl je izolovan iz E. coli, rasa RY13,
Hind\11 iz Haemophilus influenzae, rasa Rd. Spisak nekih restrikcionih enzima, sa
njihovim poreklom i odgovarajucim restrikcionim sekvencama je dat u Tab. 1.

Polimorfizam RFLP molekularnih markera

Polimorfizam duzine restrikcionih fragmenata je posledica razlicitih
polozaja restrikcionih mesta kod razli¢itih genoma/genotipova (Burr et al., 1983).
Promena polozaja restrikcionog mesta moze nastati zbog:

a) Delecije segmenta DNK izmedu restrikcionih mesta (S1. 4a),
b) Insercije segmenta DNK izmedu restrikcionih mesta (81 4b),
¢) Mutacija u tacki koje dovode do nestanka funkcije postojecih ili nastanka

novih restrikcionih mesta (SL 4¢) i
d) Promenljivog broja zdruzenih ponovaka (VNTRs) unutar restrikcionog

fragmenta. Tandemski ponovci mogu biti mikrosatelitni VNTR duzine 2-4

baze, trinukleotidni VNTR duZine 3 baze i minisatelitnih VNTR duzine preko

12 baza (SL 4d).

Frekvencija i distribucija RFLP markera u genomu

Frekvencija i distribucija restrikcionih fragmenata zavisi od broja i rasporeda
restrikcionih mesta u genomskoj DNK. Enzimi koji prepozriaju restrikciona mesta
sa Cetiri baze seku priblizno svakih 256 baza (4%, tj. stvaraju fragmente DNK
duzine 256 baza, §to je mnogo Cesce od enzima koji prepoznaje restrikciona
mesta sa $est baza (DNK fragmenti oko 4000 bp) ili osam baza (DNK fragmenti
oko 64000 bp). Kada jedan enzim sece identi¢ne genome uvek nastaje identican
broj restrikcionih fragmenata, koji su identi¢ne duzine.

Osnovni principi determinacije RFLP markera

Kod mapiranja genskih lokusa RFLP molekularnim markerima vazno je
odrediti pozicije restrikcionih mesta. Ovi podaci se mogu koristiti kod
komparacije homolognih gena razlicitih vesta, u analizi organizacije introna ili
kloniranju delova gena, kao §to su promotori ili regulacione sckvence kod
vektora, Ukoliko postoji veca geneticka distanca izmedu dve individue postoji
veca verovatnoca da poseduiju razlicite oblike RFLP fragmenata.

Raspored restrikcionih mesta u genomu moze biti analiziran i bez kloniranja
gena, odnosno bez tretiranja genomske DNK restrikcionim enzimima, ako se
raspolaze sa odgovarajucom, obelezenom probom. Probu moze predstavljati klon
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c¢DNK ili klon istog gena kod srodnih organizama. Kada se klon obeleyi
radioaktivno ili fluoroscentno nastaje proba, koja se koristi za determinaciju
pozeljnog gena u populaciji genomskih fragmenata koji su nastali nakon
tretiranja sa restrikcionim enzimima (Tanksley et al., 1989) (8. 5).

Tehnika identifikacije specifitne DNK u kompleksnoj mesavini DNK

Nitroceluloza  Nitroceluloza Autoradiogram

Gel | .
) Hibridizacija
/___> | sa obelezenom |

DNK ili RNX
3 probom
Ciadkalng rastvord ———

Kapilarno premestanje DNK
a iz gela nanitrocelulozu . e
Razdvajanje fragmenata DNX Hibridizacija probe sa Identifikacija specifi¢nih
elekiroforezom na bazi njithove fiksitanom DNK na blotu DNK fragmenata
velicine homolgnih sa probom

L. 5. Southern blot procedura analize genomske DNK
Fig. 5. Southern blot technique used to identify a specific DNA in a complex
mixture of DNAs

Jednom od mnogobrojnih procedura vrsi se ekstrakcija genomske DNK,
zatim tretiranje sa odabranim restrikcionim enzimom, nakon cega nastaje
populacija DNK fragmenata. Restrikcioni fragmenti se razdvajaju elektroforetski
na agaroznom gelu u kojem se nalazi etidijum bromid, koji omogucava
vizuelizaciju fragmenata pod ultravioletnim svetlom (SL 5a). Kada je genomska
DNK tretirana restrikcionim enzimima, a restrikcioni fragmenti nisu obeleZeni
probom koja omoguéava vizuelizaciju odredenog fragmenata, na elektrofo-
retskom gelu se dobije razmaz. Razmaz predstavlja veliku populaciju fragmenata
razli¢ite velitine, od malih do velikih, zavisno od broja i rasporeda restrikcionih
mesta u genomu. Kada se upotrebi proba koja omogudava vizuelizaciju
odredenog restrikcionog fragmenta na gelu se vidi samo traka u kojoj se nalazi taj
fragment, dok ostali restrikcioni fragmenti nisu vidljivi jer su neobeleZeni.

Fragmenti DNK se prebacuju (blotting) na nitrocelulozni filter ili najlon
membranu, tehnikom koja je po njenom pronalazacu, Edward Southern, dobila
naziv Southern blot tehnika (Southern blot technique) (Southern, 1975). South-
ern blor tehnika se koristi za identifikaciju i kvantifikaciju specificnih DNK
sekvenci. Gel sa trakama DNK se potapa u alkalni rastvor gde se vrsi denatrusanje
DNK, usled ¢ega nastaju jednostruki lanci. Nakon toga gel se neutralie i DNK
prebacuje sa elektroforetskog gela na nitrocelulozni filter ili najlon membranu, za
koji se permanentno veze zagrejavanjem (S1. 5b). Fragmenti na najlon membrani
imaju isti raspored kao na elektroforetskom gelu.

Najlon membrana su DNK se inkubira sa oznacenom jednolang 1
probom, gde dolazi do hibridizacije probe sa komplementarnim jednostrukin
lancem genomske DNK (81 5¢). Visak DNK, nevezana i slabo vezana DNK, se
odstranjuje ispicanjem. Detekcija probe zavisi od njenog oznacavanja i moze biri
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autoradiografska (radioaktivno oznacavanje) ili neradiografska (fluoroscentno
oznacavanje) (S1. 5d). Ako su DNK markeri razdvojeni u razlicite trake mogu se
izracunati veli¢ine genomskih restrikcionih fragmenata. Od dobijenih fragmenata
formira se restrikciona mapa koja pokazuje relativnu poziciju restrikcionih mesta.

Klonirani DNK fragmenti mogu posluziti za odredivanje sekvenci nukleo-
tidnih parova DNK (sekvencioniranje DNK), $to su najdetaljnije informacije koje
se mogu dobiti 0 nekom DNK fragmentu. Na 0snovu toga s€ odreduju sekvence
gena i regulatorne sekvence u okviru fragmenta i viéi njihovo poredenje sa
sekvencama homolognih gena razlicitih organizama. Walter Gilbert i Frederick
Sanger su 1980. godine dobili Nobelovu nagradu za hemiju, za njihov doprinos u
determinisanju baza sekvenci u nukleinskim kiselinama.

Primena RFLP molekularnih markera

RFLP markeri su prvi otkriveni molekularni markeri, intenzivno kori$ceni u
mapiranju gena i genoma, i€ O njima postoji veliki broj publikacija. Kasnije
otkriveni molekularni markeri zasnovani na osobinama restrikcionih enzima i
PCR reakcije (AFLP) ili prajmera i PCR reakcije (RAPD, SSR itd.) su, zahvaljujudi
njihovom polimorfizmu, doprineli detaljnijem mapiranju genoma i odredivanju
geneticke varijabilnosti. fako svaki sistem molekularnih markera ima odredene
specificnosti po kojima se razlikuje od drugih, svi molekularni markeri se u
oplemenjivanju biljaka koriste za mapiranje genoma i odredivanje pozicije gena
radi primene MAS (Staub et al., 1996; Mohan et al,, 1997; Gupta et all., 1999).
Molekularne linkage mape su konstruisane za vige od 30 biljnih vrsta (Tanksley et
al, 1995).

Ne moze se govoriti samo O primeni jednog molekularnog markera a dase to
istovremeno ne odnosi i na ostale. Tako npr. u stvaranju linkage mapa i otkrivanju
lokusa kvantitativnih osobina koriste se svi markeri. U narednom tekstu dace se
prikaz primene markera, sa posebnim osvrtom na RFLP markere.

Mapiranje genoma

Mapiranje predstavlja odredivanje poloZaja markera na hromozomu,
relativne geneticke distance izmedu njih i njihovo svrstavanje u linkage grupe na
bazi rekombinacionih vrednosti (Jones ¢t al., 1997). Mape nastaju statistickom
analizom podataka genotipskog proucavanja markera u laboratoriji i fenotipske
evaluacije. Markeri mapirani kao jedna linkage grupa s¢ nalaze na istom
hromozomu, te broj razicitih linkage grupa ustvari odgovara broju hromozoma.

RFLP markeri s¢ nasleduju prema Mendelovim principima, $to omogucava
otkrivanje mutantnog gena koji kosegregira sa RFLP segmentom. Efikasnost RELP
markera u genetickom mapiranju se zasniva na ¢injenici da oni predstavljaju
stvarno variranje DNK sekvenci, a ne variranje u produktima gena ili fenotipu. Za
analizu individualnih organizama neophodan je uzorak DNK, a organizam ne
o biti 7iv. Upotrebljiva DNK moze biti izolovana i iz muzejskih uzoraka (Abbott
et al, 1999y, a4 u nekim slucajevima i iz fosilnih ostataka (Hill and Whang, 1996).
{voret DNK se mogu uzeti u bilo kojoj fazi porasta, Koja ohezbeduje neophodnu
Kobcinu DNK
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Potencijalnu  moguénost primene polimorfizma duZine restrikcionih
fragmenata u mapiranju humanog genoma prvi su opisali Botstein et al. (1980) a
prva kompletna linkage geneticka mapa humanog genoma zasnovana na RFLP
markerima publikovana je 1987. godine (Donis-Keller et al., 1987). Prvu linkage
mapu kod biljaka su uradili Bernatzky and Tanksley (1986). Osnovni principi
mapiranja sa RFLP molekularnim markerima zasnivaju se na kloniranju
pojedinaénih kopija DNK kod neke vrste i upotreba tih kopija kao proba u
odredivanju segregacije homolognih regiona genoma kod segregirajucih popula-
cija, kao Sto su Fy, BC, dvostruki haploidi (dihaploidi, DH), blisko-izogene linije
(near-izogenic lines, NIL) i rekombinantne inbred linije (recombinant inbred
lines, RIL). Posto se u jednom regionu hromozoma/DNK moZe testirati vise
razlicitih kopija klonova na osnovu toga moze se konstruisati linkage geneticka
mapa koja ima veliki broj markera medusobno blisko vezanih.

Linkage mape na bazi RFLP molekularnih markera se mogu stvarati samo
kod organizama koji se seksualno razmnozavaju i pod ustovom da postoje klonovi
pojedinacnih kopija DNK. Veéina ekonomski vaznih biljnih vrsta se seksualno
razmnozava i lako je dobiti potomstvo za analizu, a isto tako razvijen je niz metoda
selektivnog kloniranja genomske DNK (Hohjoh, 1990).

RFLP markeri éutmapir:mi za glavne poljoprivredne vrste, kao sto su psenica
(Hartl et al., 1995); kukuruz (Helentjaris, 1987), pirina¢ (Causse et al., 1994),
jecam (Graner et a., 1991; Kleinhofs, 1993) i krompir (Tanksley et al., 1987). Tako
npr. geneticka mapa pirinca sadrzi 2300 DNK markera, od kojih su 1500 ¢DNK i
800 RFLP markeri (Causse et al., 1994). Detaljine RFLP mape svih sedam
homeolognih grupa hromozoma penice su publikovane (Devos and Gale, 1993;
Marino et al., 1996; Roder et al., 1998). Prve RFLP mape psenice su ukljucivale
samo nekoliko mutantnih lokusa i agronomski vaznih gena, jer su koris¢eni RFLP
markeri bili neefikasni zbog malog alelnog variranja izmedu sorti (Kam-Morgan et
al., 1989).

Genomi nekih srodnih vrsta sadrie nepromenjene  (konzervativne)
segmente DNK od zajednickog pretka, odnosno imaju zajednicki, isti deo
geneticke linkage mape. Naime, na odredene segmente DNK nisu delovali
evolucioni faktori i ti segmenti su zadrZali nepromenjenu linkage mapu u sadrzaju
i redosledu gena i nakon evolucionog radvajanja. Taj nepromenjeni deo linkage
mape, koji se nalazi u genomima vrsta sa zajednickim pretkom, naziva se "synteny"
(Tanksley et al., 1995). Synteny omogucava odredivanje relativnog poretka gena
izmedu srodnih vrsta koje vise nisu seksualno kompatibilne. Na osnovu toga
konstruisane su detaljne komparativne mape za familiju Poaceae (pirina¢, kuku-
ruz, sirak, jecam i pSenica), Solanaceae (paradajz, krompir, paprika) i familiju
Brassicaceae (Arabidopsis, kupus, karfiol, repica).

RFLP markeri su znacajni zbog toga $to su unikatni kao i zbog njihove
potencijulne primene u oplemenjivanju biljaka i odredivanja genetickog diver-
ziteta (Karp et al., 1996). Oni se mogu upotrebiti u neograni¢enom broju, ¢ime se
obezbeduje visoka rezolucija, ¢ak i za poligene osobine (Backer et al., 1995), i
omogucava uspesna izolacija gena pre njihove fenotipske ekspresije (Lawrence,
1995).

Williams et al. (1991) su pretvorili RFLP molekularne markere u sekvence
karakteristicnih amplificiranih regiona (Sequence Characterized Amplified Re-
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gions, SCARs), kod kojih se primenjuje PCR reakcija. Sckvenciranjem krajeva
klonova genomske DNK dizajnirani su oligonukleotidni prajmeri koji se kasnije
direktno primenjuju za PCR reakciju amplifikacije polimorfnog regiona. Ako nije
utvrden polimorfizam amplificiranog segmenta tada se PCR fragmenti tretiraju
restrikcionim enzimima u cilju otkrivanja RFLP kod amplificiranog fragmenta.
prednost SCAR je u PCR amplificiranju restrikcionog segmenta genomske DNK,
uz zadrzano kodominantno nasledivanje.

Otkrivanje major gena

Upotreba RFLP markera u oplemenjivanju biljaka se zasniva na postojanju
poznate Cvrste veze, "inkage", izmedu markera i pozeljnog gena. Ovaj odnos
omogudava otkrivanje gena indircktno preko otkrivanja molekularnog markera
(Dudley, 1993). Pozeljni gen se ne moze taéno locirati na hromozomu, odnosno
nivou DNK. Umesto izbora genotipa koji nosi pozeljni gen direktno, izbor se vrsi
indirektno, izborom vezanog markera najblizeg poZeljnom genu. Na ovom
principu se zasniva selekcija uz pomo¢ markera. Najpouzdaniji rezultati primene
MAS se dobijaju uz njihovo kombinovanje sa fenotipskim podacima (Zhou et al.,
2003).

Mnoga ukrstanja u oplemenjivackim programima imaju za cilj unosenje
odredenih gena donora u povoljnu geneticku osnovu recipijenta. Jedan od
klasi¢nih primera je unoSenje gena za otpornost prema patogenu u osetljivu
sortu. Nakon ukritanja vrsi se selekcija biljaka koje pored gena za povoljnu
geneticku osnovu sadrze i gen za otpornost od roditelja donora. Konvencionalni
nacin otkrivanja pozeljne kombinacije gena podrazumeva inokulaciju biljaka sa
jednom ili viSe rasa patogena, pojedinacno ili istovremeno, i nakon toga selekciju
biljaka bez simptoma bolesti. Ovakvo testiranje je nekada neprakti¢no, posebno
ukoliko ne postoje odgovarajudi staklenici, u kojima je moguce gajiti biljke od
setve do zrelosti. Skrining na karantinske bolesti je tesko ili nemogude uraditi
zbog zakonske regulative. Na osnovu veze gena za otpornost prema patogenu sa
RFLP probama moguce je uraditi istovremeni skrining, bez inokulacije, vise
razli¢itih gena za otpornost prema patogent.

Otkrivanje geneticke osnove kvantitativnih osobina

Vedina osobina biljaka su poligenog karaktera, kontrolisane zajednickim
delovanjem vise gena slabog efekta - minor gena. Najvaznije ekonomske osobine,
kao §to su prinos, tolerantnost prema ekologkim ¢iniocima, kvalitet, duzina
vegetacije itd. su pod kontrolom minor gena. Suprotno kvalitativaim osobinama,
gde je za major gene relativno lako napraviti linkage mape, pozicioniranje minor
gena je mnogo teze. Mapiranje genetickih lokusa agronomski vaznih kvantita-
tivnih osobina (Quantitative Trait Loci, QTL) je glavni cilj u oplemenjivanju
biljaka, gde su neophodni informativni markeri, vrlo blisko vezani sa QOTL (Roder
at al., 1998).

Procedura odredivanja QTL zapodinje ukrdtanjem dva genotip. - 0ji se
medusobno razlikuju u prou¢avanoj osobini, gajenjem F generacije, i nakon toga

. stvaranjem neke od generacija Saz;lyaj:mja, segregacije, koje predstavljaju
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materijal za odredivanje QTL. Moguénost otkrivanja QTIL vezanog sa RFLP
markerom zavisi od jadine efckta QTL na osobinu, veli¢ine proucavane populacije
i frekvencije rekombinacija izmedu markera i QTL. Kada su RFLP markeri i QT
znacajno medusobno udaljeni rekombinacije smanjuju verovatnocu njihovog
zajednicog prenosnja na potomstvo. Analize bazirane na jednom markeru QTL
obi¢no ne mogu odrediti QTL sa statisti¢om znacajnoscu, ili se moze napraviti
druga greska, podcenjivanje rezultata statisticke analize. Medutim, ako selekcija
na bazi jednog markera daje jednako pouzdane rezultate kao i selekcija na bazi
viSe markera, to znaéi da je taj marker blisko vezan sa QTL i moze se koristiti
individualno kao dijagnosticki marker (Zhou et al., 2003).

Thoday (1960) je predloZio upotrebu dva markera kod odredivanja QT1. koji
se nalaze sa obe strane QTL i ustvari markiraju segment DNK u okviru koga se
nalazi taj QTL. Kod upotrebe dva (ili viSe) markera zajedno postoji manje
nepoznanica izmedu pozicije i veli¢ine efekta QTL, §to je osnovni nedostatak
upotrebe jednog markera. Termin intervalno mapiranje (Interval Mapping, IM) se
koristi za metodu procene pozicije QTL unutar dva markera. Intervalno
mapiranje se izvodi na bazi maksimalne verovatnoce (likehood map) (Lander and
Botstein, 1989), a.postoji i moguénost procene upotrebom proste regresije
(Haley and Knott, 1992). Intervalno mapiranje je efikasnije i zahteva manje
potomstvo nego metod direktne analize markera (Lander and Botstein, 1989;
Zeng, 1994). Xombinaciom IM sa multipli regresionom analizom razvijen je
metod kompozitnog intervalnog mapiranja (Composite Interval Mapping, CIM)
(Jansen, 1994; Zeng, 1994).

QTL mape i intervalne analize omogucavaju direktno proucavanije broja i
prirode QTL lokusa odredene osobine. Svaki QTL moze biti proudavan
pojedinaéno i odredene njegove individualne i interakcijske osobine. RFLP
markeri takode omoguéavaju brzo i precizno uvodenje QTL u superiorne sorte ili
druge geneticke osnove koje sluze za dalja proucavanja.

Primena molekularnih markera kod povratnih ukrstanja

RFLP markeri mogu u znatnoj meri pojeftiniti, olak3ati i ubrzati proces
povratnih ukr$tanja, kod oplemenjivanja rekurentnog roditelja na jednu osobinu.
Kod povratnih ukrstanja mogu se koristiti dva tipa markera; markeri specifi¢ni za
genotip donora ili markeri specificni za rekurentnog roditelja (Reys-Valdes,
2000). Ako je pozZeljni gen donora markiran dovoljno blizu vezanim RFLP
markerima skrining populacije povratnih ukrStanja moZe se obaviti u fazi
sejanaca, pre fenoloske ekspresije gena donora. Ova tehnika je posebno efikasna
kada je efekat unetog gena slab, $to onemogucava sigurnu fenotipsku selekciju.
Osim QTL, na isti nadin moZe se obaviti deteminacija genotipova nosioca major
gena, koji su markirani RFLP markerima.

Segregirajuce potomstvo nakon povrarnih ukr$tanja sadrzi hromozome koji
se sastoje od pojedinih delova roditeljskih hromozoma. Pored determinacijc
pozelinog gena donora u oplemenjivanju je vazno imati i informaciju o genetickoj
strukturi svakog hromozoma, odnosno imati informaciju koji delovi hromozoma
pripadaju rekurentnom roditelju a koji donoru. Na osnovu poznavanja RFLP
genotipa u odredenom lokusu dobija se informaciia o poreklu alela tog seementa
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hromozoma. Analogno jednom lokusu, poznavanje RFLP genotipova velikog
broja vezanih lokusa u celom genomu omogucava ta¢no odredivanje porekla
pojedinih lokusa hromozoma. Kada se poreklo svih poznatih RFLP markera
predstavi graficki dobije se graficki genotip (graphical genotype) odredenog
ukrstanja (Tanksley et al., 1989). Homologni segmenti hromozoma ne mogu biti
predstavijeni graficki. G raficko predstavljanje hromozoma omogucava odabiranje
potomstava kod kojih pored poZzeljnog donor gena, postoji i najveca verovatnoda
da ostali deo genoma vodi poreklo od rekurentnog roditelja. Takvu kombinaciju
je moguce pronaciiu mladim generacijama, nakon nekoliko povratnih ukrstanja.

prilikom unogenja poZzelinog gena u genotip rekurentnog roditelja, sa cross-
ing over unesenim segmentom pozelinog gena unose se i susedni geni, pozeljni
ili nepozeljni. Zbog toga se i ne mogu ocekivati brzi rezultati kod ukrStanja
rekurentnog roditelja sa donorom, koji pored pozeljnog ima i niz negativnih
tokusa, Stam i Zeven (1981) navode da se i poste 20 povratnih ukrstanja, sa
pozelinim genom zadrzava segment donora velicine 10 ¢M, u kojem ima na
stotine gena, medu kojima su i nepozeljni geni. Kod oplemenijivanja soje na
otpornost prema insektima Lambert i Tyler (1999) navode da su stvorene tri sorte
sa unesenim poZeljnim genom iz japanske germplazme. QTL za otpornost je
identifikovan pomocu RFLP markera. Medutim, nijedna od ovih sorti nije
prihva¢ena od proizvodjaca zbogn >adekvatnog nivoa otpornosti, niskog prinosa i
losih agronomskih osobina. Narvel et al. (2001) smatraju da lose osobine ovih
sorti mogu  biti posledica kvantitativne prirode otpornosti i prenosenja i
zadrzavanja nepozeljnih alela iz donora koji su vezani sa lokusom otpornosti
(linkage drag).

veoma detaljna mapa RFLP i drugih markera u regionu donor gena
omogucava izbor biljaka sa najmanjim segmentom koji nosi pozeljni gen,
odnosno biljaka sa najpovoljnijom rekombinacijom izmedu hromozoma donorai
hromozoma rekurentnog roditelja. .

Molekularni markeri su efikasni i kod upotrebe ‘egzotitne germplazme i
divljih srodnika, koji su ¢esto nosioci gena koji mogu poboljsati osobine gajenih
biljaka (Tanksley and McCouch, 1997). Introgresija pozeljnih gena iz divljih vrsta
u postojece sorte i negativna selekcija nepozeljnih karakteristika divljeg roditelja
moze biti brza koridénjem MAS nego upotrebom konvencionalnih metoda (Solo-
mon-Blackburn and Barker, 2001).

Uz pomo¢ MAS moZe se vrsiti oplemenjivnje na nekoliko  osobina
istovremeno, kao 3to je npr. akumulacija razli¢itih gena za otpornost u postojece
sorte (Liu et al., 2000). Gen za otpornost prema vagima kod salate je unesen iz
divljeg srodnika, gde je pored tog gena unesen i veliki broj nepozeljnih lokusa
(Peleman and van der Voot, 2003). I nakon velikog broja povratnih ukrstanja sa
rekurentnim roditeljem novi genotip je imao 10§ kvalitet i nizak prinos i nije bio
prihvatljiv za trziste. Upotrebom molekularnih markera ustanovljeno je da je
nepovoljni linkage drag bio recesivan sa obe strane gena za Opornost, §to je
stvaralo teskocde prilikom izbora rekombinantnih genotipova na bazi fenotipa.
Izbor rekombinantnih genotipova sa mestom rekombinacije veoma blizu
pozeljnog gena obavljen je na osnovu molekularnih markera, $to bi upotrebom
klasi¢nih metoda selekgije bilo vilo tesko izvodljivo.
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RFLY u odnosu na druge molckularne markere

RELP markeri, isto kao i morfoloski markeri, predstavljaju segment DNK.
lzmedu ove dve vrste segmenata DNK/markera postoji niz razlika (Jones et al.,
1997 Kumar, 1999). Prvo, morfologki markeri imaju jedan #i vise lokusa sa
jednim ili vise alela izmedu kojih postoje intraaletne i interalelna interakcije.
Posto se RELP muarkeri determinidu dirckino na nivou DNK oni se ponasaju
kodominantno, $to omogudava otkrivanje bilo kojeg genotipa. Drugo, nivo
aleInog variranja za RFLP markere je mnogo vedi nego Sto je variranje morfoloskih
markera. Trece, pretpostavlja se da je veéina RFLP markera fenotipski neutralna i
da selekcija ne menja njihovu frekvenciju. Morfoloski markeri se odreduju
fenotipski i ukoliko fenotip ne odgovara ciljevima oplemenjivaca vrsi se negativna
selekcija, $to znadi da ée se na te morfoloske markere visi sclekcioni pritisak,
menjaju njihove frekvencije i postojeéi polimorfizam. Cetveto, kod RFLP markera
nema epistatickih efekata i zbog toga se moze posmatrati njihov neogranic¢en broj
u jednoj populaciji. Suprotno tome, broj morfoloskih markera je ogranicen zbog
interakeija.

Za razliku od multilokusnih markera, kao $to su RAPD i AFLP, najveci broj
RFLP proba hibridizuje sa jednim fragmentom diploidnih genoma, odnosno dva
fragmenta tetraploidnih genoma (Sherman et al,, 1995; Mohan et al., 1997).
Upravo ova osobina omogucava primenljivost RFLP kod vige ukrstanja, Sto
prakti¢no znaci da odnosi utvrdeni izmedu markera i gena kod jednog uke$tanja
vaze i kod drugih ukritanja. Markeri zasnovani na PCR reakciji su specifiéni za
svaku vestu, dok se RFLP markeri mogu koristiti kod velikog broja srodnih vrsta.
Upravo ova osobina ¢ini RFLP markere pogodnim kod transfera gena izmedu
razlic¢itih vrsta i kod komparativnog mapiranja (Tanksley et al., 1995).

RFLP markeri imaju nizi nivo polimorfizma u odnosu na mikrosatelite (Rus-
sell et al,, 1997) i manje su efikasni u odnosu na AFLP markere (Powell et al.,
1996). luko je tesko proceniti geneticke distance i porediti publikovane podatke
za razlicite sisteme molekularnih markera, ipak genceticka slicnost na bazi RFLP
ima nesto vecu korelaciju sa procenjenom srodnosii predaka nego 5to se dobija
kod SSR markera (Backes et al., 2003). Kod analize genotipova soje unutar
subspeciesa Glycine max Powell et al. (1996) su dobili sli¢ne rezultate primenom
RFLP i AFLP molekularnih markera. Kod psenice, geneticka sli¢nost odredena na
bazi RFLP manje odstupa od procenjene sli¢nosti predaka, nego §to je to sludaj sa
SSR markerima (Bohn et al., 1999).

Svaki sistem molekularnih markera ima odredene prednosti ili nedostatke u
odnosu na druge sisteme. U daljem tekstu su sumirane prednosti i nedostaci RFLP
molekularnih markera (Burr et al., 1983; Dudley, 1993; Mohan et al., 1997; Jones
et al,, 1997; Russell et al., 1997; Robinson et al., 1999).

Prednosti RFL markera.

RFLP su kodominantni markeri, $to znadi da ovaj sistem molekularnih
markera otkriva sve alele (morfe) lokusa - homozigote i heterozigote, na osnovu
Cega je sistem informativniji u odnosu na markere koji pokazuju punu
dominantnost.
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Ovi molekularni markeri su stabilni i ponovljivi, dajuci konstantne rezultate
«a razlicite periode testiranja, odnosno gajenja ispitivanih organizama i za razlicite
lokacije.

Nedostaci RFL markera.

Za primenu RFLP molekularnih markera navodi se niz, uslovno receno,
nedostataka, ¢iji stepen zavisi od niza faktora; medu prvim finansiranja i svrhe
testiranja. kao i kadrovske i tehnicke osposobljenosti laboratorije.

RFLP je metoda molekularnih markera koja zahteva izuzetno i dugotrajno
laboratorijsko angazovanje. Pre dobijanja konacnog rezultata mora sc¢ slediti
dugotrajna metodika, koja znatno poskupljuje ovaj metod. Visoka cena kostanja
je jedna od najznacajnijih prepreka Sire primene ove metode.

Ekstrakcija DNK za analizu molekularnih markera je uglavnom jednostavna,
dok ncophodna koli¢ina i njen kvalitet moze da predstavija problem. RFLP
molekularni markeri zahtevaju veliku kolicinu DNK, visokog kvaliteta, sto je
nekada tesko obezbediti.

Prve metode otkrivanja restrikcionih fragmenata radene su sa radio
izotopima, $to je predstavijalo poseben problem i opasnost. lako su kasnije
razvijene metode s fluoroscencijom i dalje se najbolji rezultati dobijaju uz
kori$¢enje radio izotopa.

Kod sintetisanja proba postojc dva problema. Prvo, kod nekih vrsta probe su
nedostupne. Drugo, duzina proba mora biti adekvatno odredena; preduge probe
otkrivaju malo polimorfizma, a suvie kratke otkrivaju previse polimorfizma, koji
nekada nije tipican.

Niska frekvencija pozelinog polimorfizma kod poliploidnih organizama, kao
$to je npr. pSenica, smanjuje cfikasnost primene RELP markera.

Nabrojune i druge teskoce  ostavljaju  otvoreno  pitanje ekonomske
efikasnosti upotrebe molekularnih markera (Moreau et al., 2000).
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MOLECULAR MARKERS I. RESTICTION FRAGMENT
LENGTH POLYMORPHISM
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SUMMARY

with the development of DNA molecular marker technology, geneticists and
breeders were supplied with tools for new strategies and methods in overcoming
problems encountered during research and breeding. Molecular markers and re-
lated technologies are basis for linkage map construction and the analysis of the
molecular and genetic background of qualitative and quantitative traits inheri-
tance. Molecular markers that are closely linked to genes of interest have potential
utility in improvement programs, although they are likely to have little or no effect
in reducing the need for convencional trials across location and environments.
Among the various molecular markers developed to date, Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) was developed first. RELP is the most reliable poly-
morphism which can be used for accurate scoring of genotypes. Using RFLP mark-
ers, genctic maps have been developed in many species. RFLP markers facilitate
the selection of progenies with desirable genotypes. Analyses comprising RFLP
markers are labor intensive and time consuming. In this paper, a concept of mark-
ers is discussed, with emphasis on molecular markers, restriction €nzymes, poly-
morphism, and application of RFLP markers in the mapping and marker-assisted
selection. The hasic principles of RELP markers determination and their advan-
tages and disadvantages regarding other molecular markers are briefly discussed.

KEY WORDS: restriction fragment length polymorphism, morphological
markers, molecular markers, restriction enzymes, RFLP determination, mapping,
molecular marker assisted selection, major genes, QTL loci, advantages of RFLP,
disadvantages of RFLP
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