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1. UvOD

1.1. Nukleinska kiselina

Nukleinska kiselina je skupina bioloskih makromolekula. Njihova funkcija je pohrana
geneticke informacije te njezino prevodenje u strukturu bjelancevina. Sastavljena je od
Se¢erne komponente (riboza i deoksiriboza), purinske i pirimidinske heterocikli¢ne baze te

fosforne kiseline (www.enciklopedija.hr)

1.2. DNA

Deoksiribonukleinska kiselina je molekula na kojoj se nalaze upute za sintezu
karakteristi¢nih proteina odnosno za raspored aminokiselina u njihovim polipeptidnim
lancima (slika 1.). Sastoji se od dusi¢nih baza purina i pirimidina te od Secera s pet ugljikovih
atoma i fosfata. Ima Cetiri vrste dusi¢nih baza: od kojih su adenin (A), gvanin (G) (purinske)
te timin (T) i citozin (C) (pirimidinske baze). Preko tih baza vodikovim su vezama povezana
dva lanca, pri ¢emu se uvijek vezu adenin i timin odnosno citozin i gvanin. Redoslijed baza
u jednom lancu u potpunosti ovisi od redoslijeda baza u drugom, komplementarnom lancu.
Ovo svojstvo je od velikog znacaja prilikom diobe stanice i prenosenja nasljednog
materijala. Promjer uzvojnice je 2 nm, razmak izmedu susjednih baza je 0.34 nm, a
medusobno su zakrenute za 36 ° te se tako spiralna struktura ponavlja nakon svakih deset
nukleotida. Sveukupna DNA neke stanice ili virusa naziva se genom, a dio DNA koji
odreduje strukturu neke bjelancevine ili RNA naziva se gen. Molekule DNA najveci su
biopolimeri. Duljina im iznosi od nekoliko mikrometara, kod virusa i stani¢nih organela
(mitohondrij, kloroplasti) te nekoliko milimetara kod bakterija, do vise od 1 dm u pojedinim
kromosomima sisavaca. Tehnikom sekvenciranja mogucée je utvrditi toan redoslijed
nukleotida u DNA (W. Gilbert; F. Sanger). Godine 2001. utvrden je potpuni redoslijed
nukleotida u svim kromosomima. Danas se analiza DNA koristi u razli¢ite znanstvene svrhe,
a budu¢i da je molekula kemijski otporna, moguce je analizirati ¢ak i1 fosilne uzorke

(http://enciklopedija.hr).



Osnovu teorije o nasljedivanju postavio je Gregor Mendel krajem proslog stoljeca.
Proucavajuci nasljedivanja kod biljaka on je otkrio osnovne zakonitosti, a njegovi faktori
nasljedivanja su ono Sto danas nazivamo genima. Geni su osnova nasljedivanja koja se
prenose s generacije na generaciju. Vise gena zajedno s nekim proteinima ¢ini kromosome,
koji su sastavni dijelovi stani¢ne jezgre. Kromosome je mogucée vidjeti svjetlosnim
mikroskopom, ali tek nakon bojanja u stanicama koje se intenzivno miotski dijele (npr.
stanica korijena luka). Istraziva¢ Avery 1944. godine je dokazao da je kemijska osnova gena
tj. nasljedivanja DNA. Deoksiribonukleinska kiselina (Deoxyribonucleic Acid, DNA) je
sredi$nja molekula zivota te osnovni nositelj nasljedne informacije, kontrolira rast i razvoj
svakog zivog bi¢a. DNA je sastavljena od dva lanca molekula koji su medusobno uvijeni
jedan oko drugog u obliku dvostruke uzvojnice (slika 1). Model dvostruke uzvojnice opisali
su 1953. godine Watson i Circk. DNA lanac sastoji se od niza nukleotida, a svaki nukleotid
od Secera deoksiriboze, fosfata i nukleotidnih baza : adenina (A), citozina (C), gvanina (G)
i timina (T). Baze se sparuju vodikovim vezama na nacin da je adenin vezan sa timinom (A-
T), a citozin s gvaninom (C-G). Svaki pojedina¢ni kontakt je par baza (engl. base pair, bp) a

cijeli ljudski genom ih ima oko 3 milijarde (Pavlica, 2012.).
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Slika 1. DNA

(izvor: https://edutorij.e-skole.hr/)



1.3. Kloroplast

Kloroplasti pripadaju skupini organela koje nazivamo plastidi. Nalaze se u citoplazmi
eukariotske stanice i imaju sposobnost diobe neovisno o diobi stanice (slika 2). Obavijeni su
dvjema membranama. Na unutarnjim membranama se nalazi pigment Klorofil, koji je
neophodan za proces fotosinteze. Kloroplasti imaju vlastiti DNA, RNA i ribosome.
Unutra$nji prostor kloroplasta nazivamo stroma. Kloroplasti sadrze vlastitu DNA molekulu
i vlastite ribosome te se mogu dijeliti  neovisno o diobi stanice

(http://www.genetika.biol.pmf.unizg.hr/pogl18.html)

Slika 2. Kloroplast

(izvor: https://edutorij.e-skole.hr/share/proxy/alfresco-noauth/edutorij/api/proxy-guest/074ffbb3-
alb7-4fel-9f4a-1ea3539d642d/biologija-1/m03/j06/index.html)

1.4. Mitohondrij

Mitohondriji su organeli eukariotskih stanica u kojima se odvija aerobna respiracija i sinteza
adenozin — trifosfat (ATP). Mitohondriji izgledaju poput izduZenih tjeleSca promjera 0,5 pm
(slika3.). Mitohondriji su omedeni dvjema membranama, koje Cine ovojnicu. Vanjska
membrana je propusnija od unutarnje, povrsina joj je znatno povec¢ana naborima $to ulaze u
unutra$njost mitohondrijima (matriks ili mati¢nica). Unutarnja membrana i matriks obiluju
enzimima koji su odgovorni za metaboli¢ke procese koji se zbivaju u mitohondrijima
(https://www.bib.irb.hr/209028).



vanjska membrana

kriste

matriks

unutrasnja membrana

Slika 3. Mitohondrij

(izvor: http://instrukcije-kemija.blogspot.com/2011/05/instrukcije-iz-biologije.html)

1.5. Stani¢na jezgra

Stani¢na jezgra (lat. nucleus) je organel promjera oko 5 um. Ovojnicom je odvojena od
citoplazme, a u njoj je pohranjena nasljedna tvar stanice. Jezgrina se ovojnica sastoji od
vanjske i unutarnje membrane. Vanjska membrana izravan je nastavak membrana
endoplazmatskoga retikuluma u na njoj se nalaze ribosomi. Prostor izmedu membrana
ovojnice, tzv. perinuklearni prostor, povezan je s lumenom endoplazmatskog retikuluma. Na
jezgrinoj ovojnici nalaze pore koje omogucéuju sladnu komunikaciju izmedu jezgre i
citoplazme. Pore su okruzene proteinskim prstenom, a on je odgovoran za kontrolirani
promet molekula. Tijekom jezgrine diobe njezina se ovojnica razgradi, a potom se oko dviju
jezgra kéeri izgradi nova ovojnica. Jezgra je najceSce okrugla, ovalna, ali moZe biti 1
ameboidna, osim u nekim metabolicki vrlo aktivnim stanicama, primjerice zljezdanim ili
tumorskim. Tvar koja se nalazi unutar jezgrine ovojnice intenzivno se boji karminom i nekim
bazi¢nim bojama te se naziva kromatin. Njega tvore molekule DNA, RNA 1 proteini. Po
biokemijskom sastavu kromatin je slican kromosomima vrlo tanki pa se mogu jasno uociti

svjetlosnim mikroskopom (https://edutorij.e-skole.hr).



1.6. Razvoj izolacije DNA

U eukariotskih stanicama organizacija molekula DNA je slozenija nego u prokariota. Genom
eukariota sastavljen je od viSe linearnih molekula DNA koje su organizirane u strukture koje
nazivamo kromosomi. U interfaznoj jezgri kromosomi su vidljivi u obliku guste zrnate
strukture koju nazivamo kromatin. Kromatin je kompleks protein i molekula DNA.
Proteinski dio cine histoni, mali proteini koji proporcionalno imaju vise bazi¢nih
aminokiselina i na taj na¢in olakSavaju vezanje na negativno nabijenu molekulu DNA.
Histonsku jezgru oko koje se namata cetiri vrate histona u obliku proteinskih dimera. Tu
strukturu  nazivamo nukleosom i predstavlja osnovnu  strukturu  kromatina

(http://akademija.inovagen.hr/izolacija-dna-povijest-i-primjena/).

Prvu izolaciju DNA proveo je Svicarski lijecnik Friedrich Miescher 1869. godine. Mieschera
su zanimali osnovni principi zivota: odrediti kemijski sastav stanice. U pocetku je njegov
rad bio usredoto¢en na razlicite vrste proteina koje se nalaze u leukocitima, te je dokazao da
su proteini glavna poveznica stani¢ne citoplazme. Tijekom pokusa primijetio je odredenu
supstancu koja se talozila u slucaju dodataka kiseline, te bila ponovno otopljena nakon pH

na alkalni (http://akademija.inovagen.hr/izolacija-dna-povijest-i-primjena/).

Prouc¢avanjem DNA na odredenim biljnim skupinama otkrivamo jedinstvenu metodu
izolacije koja nije identi¢na ni na jednoj drugoj biljnoj skupini. Razvijeno je nekoliko metoda
izolacije DNA koje ¢e biti objasnjene, te ¢e biti prikazan primjer jednog kultivara na

odredenoj metodi.



2. 1ZOLACIJA GENOMSKE DNA

Izoliranje DNA, RNA 1 proteina osnovne su metode istrazivanja koristene u molekularnoj
biologiji. Molekule DNA, RNA i proteina izoliraju se iz biljnih materijala za koristenje u

industrijske svrhe, preparativne ili analiticke.

Svrha prve izolacije DNA je bila na¢i odgovore na pitanja vezana uz principe zivota,
ekstrakcija DNA je za danas nasla primjena u razli¢itim poljima, od medicinske dijagnostike,
genetickog  inZenjerstva  zivotinja 1 biljaka do  kriminalisticCke  forenzike

(http://akademija.inovagen.hr/izolacija-dna-povijest-i-primjena/)

2.1. Metode izolacije DNA i njihova primjena

Miescher je razvio novi protokol, pomoc¢u kojeg je uspjes$no dobio veée koli¢ine proc¢is¢enog
nukleina, kasnije nazvanog kao ,,nukleinska kiselina®. Od tada do danas je razvijeno mnogo
razli¢itih metoda, od kojih su najéesée: Alkalna metoda ekstrakcije, etidijum bromid-
cezijum Kklorid (CsCl) gradijentno centrifugiranje, celulozna kromatografija, izolacija
nukleinskih kiselina na ¢vrstoj fazi, automatizirano pomoc¢u magnetskih kuglica i dr.

(http://akademija.inovagen.hr/izolacija-dna-povijest-i-primjena/)

Jedne od najsire koriStenih metoda izolacije genomske DNA iz biljaka su CTAB
(Cetiltrimetilamonijum bromid) prema Doyle i Doyle (1990.) s manjim izmjenama te natrij
— bisulfit metoda (Lovri¢, 2010.).

Protokoli za izolaciju temelje se na sljedecim postupcima: liziranje stanica, uklanjanje
stani¢nih proteina, RNA i drugih makromolekula (ugljikohidrati, lipidi, fosfolipidi),
kemijskom ekstrakcijom (fenol — kloroform) ili enzimskim reakcijama (proteinaza K, RNA),
izdvajanje DNA talozenjem, pomocu alkohola (96% etanol) i na kraju otapanje DNA u TE
(Tris-EDTA) puferu, pH 8,0. Ovo su Klasi¢ni laboratorijski postupci, koji su temelji cijelog
niza  komercijalnih ~ metoda, koje se mogu  uspjeSno  automatizirati.

(https://www.medri.uniri.hr)

Kako bi se izolirana DNA mogla koristiti u genetskim istrazivanjima ona mora biti Cista i
kvalitetna, a njezinu kvalitetu smanjuje prisutnost polisaharida, proteina i inhibitora DNA

polimeraze (tinin, alkaloidi i polifenoli). Zbog prisutnosti navedenih sekundarnih metabolita


http://akademija.inovagen.hr/izolacija-dna-povijest-i-primjena/
http://akademija.inovagen.hr/izolacija-dna-povijest-i-primjena/

je uzorak DNA uveli¢an i neCist. DNA se moze izolirati iz lista ili zrna biljaka. NajceSce je
izolacija DNA iz listova pomocu tekuceg dusika koji smrzava tkivo i zbog Cega se tkivo

moze usitniti do praha (http://akademija.inovagen.hr/izolacija-dna-povijest-i-primjena/).

Tijekom godina provodile su se razli¢ite metode izolacije DNA. Pervaniz i sur.( 2011.)
izolirali su DNA iz lista i zrna zitarica pomo¢u modificirane CTAB metode, a njihov omjer
je apsorbanci A260/ A280 izmedu 1,93 i 2,27 $to ukazuje da je DNA kontaminirana
proteinima i polisaharidima. Datukishvili i sur. (2010.) proveli su izolaciju DNA iz soje,
pSenice, je¢ma, zobi 1 kukuruznog brasna prema DNAeasy Kit, Wizard Kit i CTAB metodi
1 dobili omjer apsorbanci A260/ A280 izmedu 1,4 i 1,6 §to ukazuje na kontaminiranost
uzoraka proteinima. Xia i sur. (2019.) su koriste¢i modificiranu SDS (Natrij dodecil sulfat)
metodu na soji izmjerili visoku ¢istoéu DNA pomoc¢u omjera apsorbanci A260/ A280 koja
je iznosila 1,86 i 1,94. Omjer apsorbanci A260/ A280 kao i omjer apsorbanci A260/ A230

varira od sorte do sorte 1 ovisi o ¢isto¢i izolirane DNA.

Osim izolacije genomske DNA iz dijela biljke (lista ili sjemena ili cijele biljke), takoder se

primjenjuju izolacije DNA iz kloroplasta i mitohondrija te jezgrina DNA.


http://akademija.inovagen.hr/izolacija-dna-povijest-i-primjena/

3. 1ZOLACIJA KLOROPLASTNE DNA

Istrazivanja genoma kloroplasta zapocela su 1950.-ih godina kada su znanstvenici otkrili da
Kloroplasti imaju vlastitu DNA (Sugiura, 2003.). Godine 1986. objavljen je prvi rad o
sekvenciranom genomu plastida duhana (Shinozaki i sur., 1986.) i mocvarne vrste
Marhancije (Ohyama i sur., 1986.). Kloroplastna DNA (cpDNA) evolucijski je neovisna o
jezgrinoj DNA i kruznog je oblika (slika 4.) te vrlo sli¢na bakterijskom kromosomu.
Kloroplastni genom (plastom) je veli¢ine od 110 do 200 kb (kilobaza). Nasljeduje se
citoplazmom (maj¢insko nasljedivanje), nije podlozna rekombinaciji te u¢incima dominacije
ili fenotipskim interakcijama (Borojevi¢, 1981.). Prilikom oplodnje majéinska komponenta
potomku daje ne samo sastav jezgre vec i sastav citoplazme s organelima, dok ocinska
komponenta daje samo jezgru. Stoga su podaci dobiveni istrazivanjem cp DNA vrlo vazni u
podrucju filogenije i filogeografije (Slatkin 1994.). Kloroplastna DNA kodira oko 120
proteina kao §to su RNA polimeraza, ribosomalni proteini 1 naravno enzimi koji su vazni U
procesu fotosinteze. U istrazivanjima, koja se temelje na prethodnoj izolaciji cpDNA, prvi

je korak prikupljanje biljnog materijala te izolacija kloroplasta.

Wheat Chloroplast DNA
(Triticum aestivum

cv.Chinese Spring)

134,545 bp

Slika 4. Kruzna struktura genoma kloroplasta Triticum aestivum

(izvor: Ogihara i sur., 2002.)



3.1. Prikupljanje biljnog materijala
Kod prikupljanja biljnog materijala potrebno je voditi ra¢una o:

a. odgovarajucoj fenoloskoj fazi biljke (vrsta i koli¢ina kloroplasta ¢e direktno
ovisiti od stupnja razvoja biljke)

b. zdravstvenom stanju biljke (neostecena, bez prisutnosti bolesti)

3.2. Izolacija kloroplasta

Za izolaciju cpDNA visoke Cistoce potrebno je izdvojiti cjelovite kloroplaste koji se najcesce
dodatno procis¢avaju u gradijentu Percolla (Bartlett i sur., 1982.; Lung i sur., 2015.).
Potrebna je relativno mala koli¢ina svjezeg biljnog materijala (od 10 do 50g ovisno o
protokolu), a kao izolacijski pufer najces¢e se koriste pufer sljedeCeg sastava: 300 mM
sorbitol, 20 mM Tris/HCI, 5mM EDTA, 10mM Na>COzi 0,1% BSA (Napier i Barnes, 1995.;
Dumanci¢, 2019.).

Biljni se materijal usitnjava u mikseru nakon ¢ega se dodaje organski pufer. Suspenzija se
zatim profiltrira preko dva sloja Miraclotha u plastiéne graduirane kivete. Nakon
centrifugiranja supernatant se uklanja i dodaje se izolacijski pufer, a talog se resuspendira
mikropipetom (Dumancic¢, 2019.). Slijedi drugi ciklus centrifugiranja i priprema epruveta s
diskontinuiranim gradijentima Percolla. Supernatant se odlijeva a talog se uz pomo¢ kista
suspendira puferom za homogenizaciju. Nakon treceg ciklusa centrifugiranja kloroplasti ¢e
biti rasporedeni u dvije faze, a u donjoj se nalaze netaknuti kloroplasti. Izdvojeni kloroplaste

je vazno Cuvati u mraku i na ledu nekoliko sati do samo izolacije cpDNA (Fulgosi, 2007.).

Nakon uspjesno izolirane cpDNA koja je tada pogodna za umnazanje odredenih dijelova
lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR) ujedno je pogodna i za direktne analize

polimorfizama nakon prethodne razgradnje restrikcijskim endonukleazama.

VaZznost i uloga metoda u izolaciji cpDNA je prikazana kroz istraZivanja na osam najvaznijih

kulturnih vrsta u poljoprivrednoj proizvodnji.



3.3. Soja

Kulturna Soja (Glycine max (L.) Merr) porijeklom je iz Azije (slika 5). Njen uzgoj traje vec
nekih 4000 godina, a zbog kemijskog sastava zrna jedna je od vodeéih uljnih i
bjelancevinastih kultura kao hrana u ishrani ljudi i Zivotinja. U Republici Hrvatskoj u 2017.
soje se uzgaja na povrSinama na oko 85 tisuca hektara s prosje¢nim prinosom od 2,4 t/ha
(www.dzs.hr/). Kako bi se udvostruéila proizvodnja i prinos potrebno je stvarati nove sorte

s poboljSanim svojstvima i visokom rodno$¢u (Vratari¢, Sudari¢, 2008.).

Slika 5. Glycine max (L) Merr

(izvor: https://www.plantea.com.hr/soja/)

Jedan od prvih protokola je bio onaj Ohyama i sur. (1977.) u kojem je dan detaljan opis
metode izolacije DNA iz kloroplasta, mitohondrija 1 jezgre mladih listova soje koristeci
centrifugiranje u gradijentu CsCl. Hatfield i sur. (1985.) su ispitivali maj¢insko nasljedivanje
kloroplastne DNA unutar roda Glycine. Izolacija cpDNA odradena je prema Shoemaker i
sur. (1984.) te je kasnije razgradena restrikcijskim endonuklezama, a potom je odredena
struktura kloroplastnog genoma te je utvrdeno da su fragmenti potomstva identi¢ni

majcinskoj komponenti.
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3.4. PSenica

Psenica (Triticum aestivum (L.) em. Fiori et Paol.) ubraja se medu najstarije poljoprivredne
kulture (slika 6).. Uzgajana je u Iraku, Maloj Aziji, Kini i Egiptu. PSenica je najvazniji
ratarski usjev, a uzgaja se na oko 23% svjetskih obradivih povrSina. Prema statistiCkom
ljetopisu iz 2018. u Republici Hrvatskoj 2017. godine povrsine pod pSenicom iznosile Su

116 150 ha s prosje¢nim prinosom od 5,9 t/ha (www.dzs.hr).

Bowman i Dyer (1982.) navode u¢inkovitost dehidriranog izoliranog kloroplasta za izolaciju
cpDNA koji olakSava daljnje koristenje drugih metoda. Middleton i sur (2014.)
istrazivanjem su ispitali povezanost vrsta Triticeae pomocu sljedova genoma kloroplasta. U
prosjeku je ocitano 500 000 genomskih DNA po primki $to je rezultiralo s ukupno 8
000 — 30 000 ¢itanja izvedenih kloroplasta. Dobiveni su visokokvalitetni sklopovi genoma
Kloroplasta iz svih primki pSenice $to je omogudilo izracunavanje vremenske razlike
nekoliko bioloskih rodova Tritiaceae te dobivanje rezultata o podrijetlu kloroplasta u

poloploidnim vrstama.

Slika 6. P$enica u zriobi

(izvor: https://www.plantea.com.hr/psenica/)

Ogihara 1 sur. (2001.) utvrduju da su neke strukturne promjene u genima kloroplasta

prepoznate i kod u drugih predstavnika trava. Navode da su te promjene rezultat
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replikacijskog proklizivanja ili intramolekularne rekombinacije kroz jednostavna izravna

ponavljanja i jednostavni gubitak nukleotida.

3.5. Suncokret

Suncokret (Heianthus annuus L.) potjece iz Amerike (Meksiko, Peru). Najprije je uzgajan
kao ukrasno bilje, a njegovo sjeme se koristilo kao hrana za ptice (slika 7). Vazna je uljana
kultura 1 u sastavu sjemena ima 50% ulja, 20% bjelanCevina i ugljikohidrata. Ima Siroku
uporabu, pa se koristi u ljudskoj ishrani, ishrani stoke, farmaceutskoj industriji i dr.
Suncokret se u Republici Hrvatskoj uzgaja na oko 37 tisuca hektara s prosje¢nim prinosom
od 3,1 t/ha (www.dzs.hr). S obzirom na njegovu namjenu, razvijene su brojne sorte i hibridi

pa je podrucje oplemenjivanja suncokreta Siroko (Vratari¢, Sudari¢, 2004.).

Triboush i sur. (1998.) koriste metodu izolacije cpDNA iz svjezih mladih listova temeljenu
na homogenizaciji s organskim otapalima te na izolacijskim puferima sa saharozom te
talozenjem S kalijevim acetatom i ¢iS¢enjem S amonijevim acetatom i izopropanolom.
Kloroplastna DNA je zatim razgradena s 12 restrikcijskih endonukleza. Takoder navode da
je koriSteno vrlo malo biljnog materijala (5g), relativno velikom koli¢inom izolirane CoDNA

(s 5-10 pg/g tkiva).

Slika 7. Heianthus annuus L.

(izvor: https://www.plantea.com.hr/suncokret/)

Wills i Burke (2006.) otkrivaju podrijetlo 51 primke divljeg i udomacenog suncokreta na
temelju varijabilnosti copDNA sekvenci. Identificirali su 45 haplotipova kloroplasta iz 26

populacija u divljeg suncokreta te 3 haplotipa unutar 15 udomacenih linija.
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3.6. Kukuruz

Kukuruz (Zea mays L.) je jednogodisnja biljka jarog tipa razvica, a njegova duzina
vegetacija od nicanja do pune zriobe ovisi od osobine sorte, odnosno hibrida, s jedne strane,
I uvjeta uzgoja, s druge strane (slika 8). Po duzini vegetacije sve hibride kukuruza mozemo
razvrstati u rane, srednje rane i kasne vegetacije. Zrno kao osnovna sirovina u pripravljanju
koncentrirane sto¢ne hrane ima izuzetnu veliku vaznost jer sadrzi 70-75% ugljikohidrata,
10% bjelancevina, oko 5% ulja, 15% mineralnih tvari, te 2,5% celuloze

(www.agroklub.com).

Oldenburg i Bendich (2004.) su ispitali cpDNA prikupljenih iz razli¢itoga tkiva klijanaca
(od 8 do 16 dana) te tkiva odrasle biljke (od 50 do 58 dana). Nisu uspjeli detektirati DNA u
vec¢ine kloroplasta odraslih listova. Oldenburg i Benedich (2015.) za izolacija plastida,
koristili su pufer visoke soli i pufer za izolaciju temeljen na sorbitolu. U istrazivanju su
prikazali linearne kromosome plastida kukuruza posebno terminalnih regija te potencijalno

koriStenje rezultata u trasformaciji plastida u zitarica.

Slika 8. Zea mays L.

(izvor: https://www.plantea.com.hr/kukuruz/)

3.7. Uljana repica

Uljana repica ( Brassica napus L. (Partim)) proizvodi se zbog dobivanja ulja. U sjemenu
uljane repice ima oko 40% i oko 20 % bjelancevina. Ranije je ulje uljane repice koriSteno za

osvjetljenje i mazivo, a potom u industrijske svrhe (slika 9). Ulje sadrzava veliku koli¢inu
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eruka kiseline (do 50%) koja nema hranjive vrijednosti, a Stetna je za zdravlja. Selekcijom
se uspio dobiti sortiment s neznatnim sadrzajem te kiseline, pa se ulje tako moze koristiti u
prehrani bez da je Stetno za zdravlje. Pocinje cvjetati rano u proljece, a cvatnja traje 20-ak i

viSe dana (www.agroklub.com).

Hu i sur. (2012.) tijekom istrazivanja su koristili male koli¢ine biljnog materijala za izolaciju
cpDNA i mtDNA. Uzorak homogenata je koriSten za ekstrakciju cpDNA i mtDNA iz
identi¢nog meduspremnika. Navode da je metoda brza i da nije potreban gradijent Percolla
nego diferencijalno centrifugiranje. Izolirana cpDNA je bila pogodna za daljnje molekularne
analize i moze se ¢uvati najmanje godinu dana na -20°C bez ikakvih promjena u njihovim
svojstvima. PredloZeni postupak moze biti koriSten za proucavanje citoplazmatske muske ili

druge sterilnosti u sli¢nim istraZivanjima.

Slika 9. Brassica napus L.

(izvor: https://www.plantea.com.hr/uljana-repica/)

3.8. JeCam

Jecam (Hordeum vulgare L.) se uglavnom koristi kao stocna hrana jer posjeduje visoku
hranidbenu vrijednost. U hranidbi stoke jeCam se koristi kao prekrupa (izmrvljeno zrno koje
se koristi za dodavanje u brasno za kruh i u druge proizvode), pa ga je dobro mijesati s

ostalim zrnatim kulturama, a koli¢ina je¢ma u smjesi ovisi o vrsti i nac¢inu hranidbe Zivotinje
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(slika 10). U industriji se rabi prvenstveno u proizvodnji piva i alkohola jer daje kvalitetan
slad. Slad je¢ma rabi se u pekarskoj, konditorskoj, tekstilnoj industriji, u proizvodnji kvasca,

Skroba i dr. (www.agroklub.com)

Saski i sur. (2007.) izolirali su kloroplast iz mladog lis¢a postupkom gradijenta saharoze
izvornom metodom Plamer (1986.) modificirana i izmijenjena od strane Saski i sur. (2007.).
Oko 10 g lisnatog tkiva homogenizirali su u izolacijskom puferu Sandbrink koriste¢i se
prethodno ohladenim tkivom. Homogenat je filtriran pomocu Cetiri sloja gaze i jednog sloja
Miracloth-a. Zakljuceno je da je potrebno mnogo sekvenci kloroplasta iz trava, kako bi se
osiguralo dovoljno uzorkovanja taksona za generiranje filogenije, za cijelu porodicu koja se

temelji na genomima.

Slika 10. Hordeum vulgare L.

(izvor: https://hr.wikipedia.org/wiki/Je%C4%8Dam_ozimac)

3.9. Zob

Zob (Avena sativa L.) je jednogodisnja zeljasta biljka iz porodice trava (Poaceae) (slika 11).
U planinskom podrucju uzgaja se jara sorta, dok se u nizinskom podrucju obi¢no sije na
jesen — ozima zob. U RH se sijala na vise od 60 000ha, no danas na skoro Cetiri manje

povrsina odnosno 15 885 ha (https://www.dzs.hr/, 2019.). U usporedbi s ostalim zitaricama
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potrebno joj je najveca koli¢ina vode tijekom rasta i razvoja. Prosjecni prinosi zobi iznose
oko 4 t/ha. Nakon zetve od pljeve se odvoji zrno te se dalje procesuira ili samo tako susi

(www.agroklub.com).

Slika 11. Avena sativa L

(izvor: http://pinova.hr/hr_HR/baza-znanja/ratarstvo/zob/sjetva-zobi)

Yu 1 Woo (1990.) opisali su jednostavnu mehanicku metodu za izolaciju kloroplasta s
visokim stopama fotosinteze iz listova zobi (Avena sativa L.). Fotosintetska aktivnost
kloroplasta u tom istrazivanju bila je stabilna najmanje 2 sata sa stopama od CO2 ovisno o
30- 40 uml g* Chl st. Fotosintetska svojstva ovih kloroplasta bila su sli¢na kloroplastima
Spinata i graska koji su izolirani mehani¢kim cijepanjem. Optimalni pH za fotosintezu O2
bio je 7.6. Indukcijsko vrijeme u tom istrazivanju je bilo 0.5-2 min. U ovim pripravcima
kloroplasta dobivene su maksimalne stope razvoja fotosintetskog O> u odsutstvu
dvovalentnih kationa i EDTA. Kada ti kationi nisu prisutni u testnom mediju, dodavanjem
EDTA veée od 1mol/m® smanjuje se fotosintetska aktivnost kloroplasta. U njihovim

pripravcima kloroplasta je bilo 0,2-0,3 mol/m?®,
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3.10. Lucerna

Lucerna (Medicago sativa L.) se uzgaja na svim kontinentima, a od europskih zemalja
najveci proizvodac je Francuska. Za prehranu domacih Zivotinja moze se koristiti u zelenom
stanju ispasom 1 ko$njom, kao sijeno, silazu i1 braSno. Do pocetka cvatnje je so¢na, mekana,
zeljasta i ispunjena vodenasto-staklastom srzi (slika 12.). Dalje biljka postaje grublja, srz se
susi, stiSce 1 nastaje Supljina, zato se sa koSnjom ne smije zakasniti. Lucerna je stranooplodna

te jednim dijelom i samooplodna biljka (www.agroklub.com).

Slika 12. Medicago sativa L.

(izvor: https://www.agroklub.com/sortna-lista/krmno-bilje/lucerna-57/)

Xia i sur. (2020.) su u istrazivanju DNA izolacije kroz rad koristili CTAB metodom (Doyle
i Doyle 1987.), a podatci su dobiveni tehnologijom sekvenciranja nove generacije.
Kompletan slijed je oznaen pomo¢u PGA. Genom Kkloroplasta M. Edgeworthii je 122.442
bp i samo jedna kopija IR regije. Postoji 112 funkcionalnih gena, ukljucujuci 76 gena koji
kodiraju proteine (PCG), 32 gena za tRNA i 4 za rRNA. Medu njima je i 10 proteinskih
kodova i 6tRNA . Osnovni sastav genoma je 33,1% A, 16,4% C, 17,6% G, 33,0% T i
prosjeéni sadrzaj GC je 34,0%. Da bi se dalje otkrio filogenetski polozaj M. Edgerworthii
Leguminosae, preuzeto je 11 kompletnih kloroplasta sekvence genoma leguminoza (slika
13)).
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Slika 13. Filogenetski odnosi 11 vrsta na temelju kompletnog genoma kloroplasta

(izvor: Xia i sur. (2020.))
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4. ZAKLJUCAK

Uloga kloroplasta u biljnoj stanici je da se replicira neovisno o jezgrinom genomu.
Kloroplasti sadrze informacije o proteinima koji su neophodni za proces fotosinteze. Uloga
1 vaznosti izolacije cpDNA dana je kroz pregled istrazivanja na osam poljoprivrednih
kultura. Bitno je naglasiti da je uzimanje uzoraka za izolaciju cpDNA potrebno izvrsiti dok
je biljka jo§ mlada zbog Cistoce 1 kvalitete genetskog materijala biljke. Kukuruz spomenut u
ovom radu ima linearnu cpDNA kao i mnoge druge istraZene vrste. Istrazivanja na pSrnici
ukazuju na postojanje kruzne molekule cpDNA. Razlog zbog kojeg neke vrste imaju
linearnu cpDNA u kloroplastu, a neke kruznu jo§ nije poznat te se i dalje provode

istrazivanja.
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