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Sazetak

Diplomskog rada studentice Mia Maji¢, naslova

Odredivanje varijabilnosti masline DNA markerima

Maslina je suptropska biljka, jedna od najznacajnijih poljoprivrednih kultura i simbol
mediteranske regije. Koristi se za stolnu upotrebu, ali najvise je cijenjena za proizvodnju
maslinovog ulja. Postoji mnogo homonima i sinonima u imenima sorata, posebno kod sorata
lokalnog znacaja, §to Cesto dovodi do problema, opcenito u maslinarstvu, ali posebno u
rasadnicarskoj proizvodnji. Maslina je dugovjeéna drvenasta biljka za koju se, zbog specifi¢ne
morfologije, pretpostavlja da unutar razli¢itih dijelova istog stabla moze imati nakupljene
mutacije koje uvjetuju genetsku i fenotipsku varijabilnost. Deskriptivne metode zasnovane na
fenotipu su neophodne za opis sorata, ali opis sorata moze varirati zbog veceg ili manjeg
utjecaja okoliSa na genotip, Sto se odrazava na fenotipu. Molekularni DNA markeri su nadopuna
deskriptivnim metodama, a pomocu njih je moguée ustanoviti i variranja na samom genomu
masline, neovisno o utjecaju okolisa.

U ovom istrazivanju provedene su SSR i AFLP analize nekoliko starih i vrlo starih stabala
masline sorata 'Drobnica’, 'Karbunéela', 'Galica' i 'Ostrica’ za koja postoji pretpostavka da imaju
akumulirane mutacije unutar istog stabla. Uzorci za DNA analizu tih sorata sakupljeni su u
nasadima na Ugljanu i PaSmanu, te u okolici Zadra, i to sa razli¢itih pozicija unutar istog stabla,
s pretpostavkom da izmedu tih pozicija postoji varijabilnost na razini genoma.

Cilj istrazivanja bio je, prvo, pomo¢u SSR markera utvrditi isti identitet za razlicita stabla koja
pripadaju istoj sorti, i drugo, pomoc¢u AFLP markera utvrditi postojanje genetske varijabilnosti
unutar istog stabla kao posljedicu nakupljanja mutacija. Potvrden je isti sortni identitet izmedu
stabala unutar svake sorte. Utvrdena je varijabilnost unutar sorata izmedu razli¢itih stabala, kao
1 unutar razlic¢itih dijelova istog stabla, i to kod sve Cetiri sorte.

Kljuéne rije¢i: maslina, molekularni markeri, mutacije



Summary

Of the master’s thesis — student Mia Maji¢, entitled

Determination of olive variability by DNA markers

The olive is a subtropical plant, one of the most important agricultural crops and a symbol of
the Mediterranean region. It is used for table consumption, but is mostly prized for the
production of olive oil. There are many homonyms and synonyms in cultivar names, especially
in cultivars of local significance, which often leads to problems, generally in olive growing, but
especially in nursery production. Olive is a long-lived woody plant for which, due to specific
morphologies, it is assumed that within different parts of the same tree may have accumulated
mutations that cause genetic and phenotypic variability. Phenotype-based descriptive methods
are necessary to describe cultivars, but the description of cultivars may vary due to a greater or
lesser environmental impact on the genotype, which is reflected in the phenotype. Molecular
DNA markers are complementary to descriptive methods, and they can be used to detect
variations in the olive genome itself, regardless of environmental influences.

In this research, SSR and AFLP analyzes of several old and very old olive trees of the varieties
'Drobnica’, 'Karbuncela', 'Galica' and 'Ostrica’ were performed, which are presumed to have
accumulated mutations within the same tree. Samples for DNA analysis of these cultivars were
collected in plantations at Ugljan and Pasman, and in the vicinity of Zadar, with different
positions within the same tree, assuming that there is variability between these positions at the
genomic level.

The aim of the study was, first, to confirm the same identity for a different tree belonging to the
same variety using SSR markers, and second, to determine the existence of genetic variability
within the same tree as a result of mutations, using AFLP markers. The same varietal identity
between trees within each variety was confirmed. Variability was found within cultivars
between different trees, as well as within different parts of the same tree, in all four cultivars.

Keywords:  olive, molecular markers, mutations



1. Uvod

Maslina (Olea europaea L.) simbol je mediteranske regije te je jedna od najrasirenijih
voénih kultura priobalne Hrvatske koja obuhvaca Istru, priobalni pojas Kvarnera i otoke te
priobalni pojas Dalmacije s otocima. Osim u Hrvatskoj, tradicionalna je kultura drveca sa
znaajnim kulturnim i gospodarskim interesom i u svim ostalim mediteranskim zemljama.
Stablo masline (O. europaea L.) postoji u dva oblika: kultivirani (O. europaea subsp. europaea
var. sativa) i divlji oblik (O. europaea subsp. europaea var. sylvestris). Maslina je suptropska,
diploidna i stranooplodna biljna vrsta. Vazan je dio ljudske prehrane kao stolna maslina ili
maslinovo ulje, te je jedna od ekonomski najznacajnijih kultura u proizvodnji ulja u
mediteranskoj regiji. Prema podacima Drzavnog zavoda za statistiku u 2017.g. u Republici
Hrvatskoj proizvedeno je 28.947 tona maslina, odnosno oko 37.463 hl maslinovog ulja. Prema
istim podacima, povrSina pod maslinicima u 2017. godini iznosila je 18.683 ha, §to zauzima
ukupno 1,2% ukupne povrSine namijenjene za uzgoj poljoprivrednih kultura. Zbog sastava
masnih kiselina i sadrzaja ostalih funkcionalnih sastojaka hrane, zanimanje za maslinovo ulje
kao zdrav izvor masti proSirilo se i izvan mediteranske regije, diljem svijeta. Zbog prijevara i
zamjena djevicanskog ulja jeftinim uljima i kako bi se iste izbjegle, potrebna je identifikacija
sorti masline i autentifikacija djevi¢anskog maslinovog ulja. Prema Bandelj i sur. (2002.),
procjena i karakterizacija genetskih resursa maslina stoga su prepoznati kao vrlo vazni, jer su i
produktivnost masline i kvaliteta ulja svojstva svojstvena sortama. Mnoge sorte sa znacajnom
fenotipskom i genotipskom raznolikosc¢u proizlaze iz stolje¢a prirodne selekcije (Ouazzani i
sur.,, 1996.). Bogatstvo kultivirane germplazme masline izvanredan je slucaj medu
hortikulturnim  kulturama, zbog dugovjeCnosti stabla i nedostatka prometa novim
oplemenjivackim genotipovima (Belaj i sur., 2011.).

Mutacije su znacajan izvor varijabilnosti. Kod masline varijabilnost moZe biti 1 unutar
istog stabla, u izbojima iz njegovih razlic¢itih dijelova kao $to su guka, deblo i kro$nja. S obzirom
na mnogobrojne klonske razlike unutar istoimene sorte, identifikacija germplazme masline je
otezana i komplicirana. Zbog velikog utjecaja okolisa na fenotip, kemijska analiza razli¢itih
nakupina spojeva i analiza morfoloskih svojstava nisu dovele do identifikacije sorti (Ouazzani
1 sur., 1995.), stoga su danas sve viSe u upotrebi ucinkoviti i pouzdani molekularni markeri.
Prema Manel i sur. (2003.) i Baldoni i sur. (2006.) znanje o strukturi genetske raznolikosti
kljuéni je cimbenik za upravljanje genetskim resursima u uspjeSnim oplemenjivackim
programima. Intenzivna razmjena i difuzija biljnog materijala na podrucju mediteranskog
bazena, ukljucujuéi i jadransku regiju, pridonijela je zabuni u imenovanju sorti i stvaranju
velikog broja sinonima (iste sorte nazivaju se razli¢itim imenom) i homonima (razli¢ite sorte
nazivaju se istim imenom), stoga je identifikacija sorte primarna je briga uzgajivaca maslina,
oplemenjivaca i znanstvenika. Detaljno znanje o koli¢ini raznolikosti postojecih sorti i
raspodjeli genetske varijabilnosti predstavljaju osnovu za planiranje strategije ocuvanja i za
odabir genotipova s pozeljnim svojstvima u nacionalnim programima uzgoja maslina. (Lazovi¢
i sur., 2018.)



2. Cilj rada

Cilj rada je sljedeci:
('Ostrica’, 'Karbuncela', 'Drobnica’ i 'Galica') koriStenjem DNA analiza mikrosatelitskih
molekularnih markera (SSR), i to prema principu identitetnih grupa, tj. potvrda pripadnosti svih
uzoraka pretpostavljene sorte unutar iste identitetne grupe; i

drugo, utvrditi postojanje genetske varijabilnosti, odnosno varijabilnosti na razini DNA kao
posljedice nakupljanja mutacija unutar istog stabla ijedne te iste sorte, i to metodom AFLP
sustava molekularnih DNA markera.



3. Pregled literature

3.1. Mutacije kao izvor varijabilnosti

Varijabilnost je proces nastajanja razlicitih jedinki unutar jedinki iste vrste te ona moze
biti nasljedna ili nenasljedna. Genetska varijabilnost posljedica je rekombinacije gena i mutacija
u pocetnoj genetskoj populaciji. Buduéi da su stabla masline pretezno alogamna, prisutne su
visoke razine heterozigotnosti i polimorfizama DNA medu kultivarima (Doveri i sur., 2008.).
Velika raznolikost masline vjerojatno je posljedica raznolikog podrijetla germplazme, kao
rezultat krizanja izmedu divljih 1 kultiviranih maslina, $to je u konacnici rezultiralo novim
sortama (Gomes i sur., 2009.). Kako bi oplemenjivacki programi bili dugoro¢no uspjesni i kako
bi se maksimiziralo iskoriStavanje resursa germplazme masline, nuzno je poznavanje
varijabilnost medu postoje¢im sortama. Zbog visoke genetske varijabilnosti masline i
prisutnosti homonima i sinonima potrebne su ucinkovite i brze diskriminacijske metode.

3.2. Detekcija varijabilnosti klasicnim metodama

Varijabilnost masline tradicionalno se procjenjivala morfoloskim metodama (Belaj i
sur., 2002.). Morfoloski opisi Medunarodnog vije¢a maslina (COI, 1997.) obi¢no se primjenjuju
za opis i identifikaciju sorti maslina (Abdessemed i sur., 2015.). Temelje se na opisu mase i
oblika kostice 1 ploda te duljini, Sirini i omjeru lis¢a. MorfoloSka svojstava podlozna su utjecaju
¢imbenika okoli$a, biljnoj dobi i fenologiji, a budu¢i da je objektivnost presudna za precizno
morfolosko tipiziranje, tesko je koristiti takve osobine u identifikaciji masline i1 karakterizaciji
genetskih odnosa (Ercisli i sur., 2011.). Prema istrazivanju Strikica i sur. (2009.), geografska
Sirina imala je najve¢i utjecaj na morfoloske karakteristike masline, zatim geografska Sirina 1
nadmorska visina. Korelacija izmedu morfoloskih karakteristika i geografskih koordinata
iznosila je 25,7%, Sto ukazuje na snazan utjecaj okoliSa na morfologiju, stoga je upotreba
morfoloske karakterizacije upitna 1 nepouzdana.

3.3. Detekcija varijabilnosti molekularnim markerima

Genetski marker je gen ili DNA sekvenca s poznatim mjestom kromosoma Kkoji
kontrolira odredeni gen ili osobinu. Genetski markeri su grupirani u dvije kategorije: klasi¢ni
markeri (morfoloski, citoloski i biokemijski) i DNA/molekularni markeri (Azhar Nadeem i sur.,
2017.). Molekularni markeri koriste se za razlikovanje sorti maslina, odredivanje izvornih sorti
1 proucavanja genetske raznolikosti pruzajuéi diskriminacijski sustav koji je neovisan o
uvjetima okolisa (Abdessemed i sur., 2015.). Danas postoji i dostupno je nekoliko molekularnih



markera, RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism), RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA), ISSR (Intersimple
Sequence Repeat), SSR (Simple-sequence repeats), i ti biljezi pruzaju to¢an i nedvosmislen alat
za preciznu identifikaciju kultivirane masline (Ercisli i sur., 2012.).

Analiza molekularnih markera zapocinje izolacijom kvalitetne DNA koja mora imati
Sto vecu koncentraciju, $to manji stupanj razlomljenosti i oneciS¢ujucih primjesa. Izolacija se
sastoji od nekoliko koraka: suSenje i usitnjavanje uzorka te na kraju sama izolacija DNA od
ostalih komponenti kao $to su proteini, RNA, polifenoli i polisaharidi. Zatim slijedi lancana
reakcija polimeraze, odnosno PCR (engl. Polymerase Chain Reaction) metoda kojom se
amplificira jedna 1ili nekoliko kopija dijela DNA uz pomo¢ pocetnica ili primera
(oligonukleotidni fragmenti oko 20 parova baza), generiraju¢i tisu¢e do milijuna kopija
odredene sekvence DNA. PCR ima tri stadija: denaturacija DNA, nalijeganje primera na
komplementarno mjesto na pocetnoj molekuli DNA i amplifikacija DNA. U prvom stadiju
dolazi do denaturacije tj. rasplitanja DNA uslijed pucanja vodikovih veza zbog visoke
temperature (90 — 97°C). Nakon S$to se komplementarni lanci dvolan¢ane DNA razdvoje,
primeri uz pomo¢ enzima Taq DNA-polimeraza nalegnu na komplementarno mjesto te se
amplificiraju koriste¢i izvorne lance kao predloske. Tako svaka molekula DNA sadrzi jedan
stari 1 jedan novi lanac DNA. Zatim slijedi tehnika elektroforeze, koja se obavlja u aparaturi za
elektroforezu. Fragmenti molekule DNA mobilni su u elektricnom polju te se nakon stavljanja
u aparaturu za elektroforezu, u Zelatinozni gel, razdvoje prema anodi 1 katodi, ovisno o
molekularnoj masi. Potom slijedi bojanje kako bi se mogli ocitati rezultati, a to su jedna ili
nekoliko crtica unutar jedne pruge.

RFLP je bila prva tehnika molekularnih markera i jedini sustav biljega koji se temelji
na hibridizaciji, a markeri na osnovi PCR-a su RAPD, AFLP, SSR ili mikrosateliti i ISSR.
RAPD, AFLP i mikrosatelitski biljezi pruzaju izravne genotipske informacije vrijedne za brojne
primjene u genetskim studijama (Bandelj i sur., 2004.). Molekularni markeri mogu se koristiti
za odredivanje genetskih odnosa medu sortama ili za identifikaciju i mapiranje lokusa koji
utjecu na jednostavna ili sloZena svojstva (QTL - quantitative trait loci) (Carriero i sur., 2002.).
Budu¢i da svaka vrsta molekularnog markera ima svoje pozitivne 1 negativne strane, izbor
markera koji ¢e se koristiti u istrazivanju prvenstveno ovisi o ciljevima istraZivanja.

Mikrosateliti se nazivaju i SSR markerima, a temelje se na PCR metodi. To su dijelovi
molekule DNA koji se sastoje od viSestruko ponavljaju¢a kratka nukleotida (1-6). Nalaze se u
genomu, kloroplastu i mitohondrijima. Mikrosateliti mogu biti mononukleotid (A), dinukleotid
(GT), trinukleotid (ATT), tetranukleotid (ATCG), pentanukleotid (TAATC) i heksanukleotid
(TGTGCA) (Azhar Nadeem i sur., 2017.). Razvijeni su za razumijevanje genetskih odnosa
maslina, karakterizaciju sorte i za oplemenjivacke programe (Gomes i sur., 2009.). Mikrosateliti
su jedan od najcesce koristenih za genotipizaciju maslina i diskriminaciju sorti pomazuc¢i tako
racionalnom upravljanju i koristenju genetskog nasljedstva (Abdessemed i sur., 2015.). Stovise,
SSR markeri su prikladni za razlikovanje usko povezanih genotipova i klonsku identifikaciju
unutar sorti maslina zbog visokog stupnja varijabilnosti i multialelnih stanja. SSR-ovi su ko-
dominantni, imaju viSu razinu polimorfizma i veéi sadrzaj informacija, procjenjeno
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o¢ekivanom heterozigotnos$¢u, od AFLP-a i RAPD-a (Belaj i sur., 2003.), stoga je ovaj sustav
biljega najpouzdaniji, najucinkovitiji i najjednostavniji za upotrebu identifikacija sorti maslina
(Ercisli i sur., 2011.). Prema Azhar Nadeem i sur. (2017.) SSR testovi zahtijevaju vrlo male
uzorke DNA (~ 100 ng po jedinki) i niske pocetne troskove za ru¢ne metode ispitivanja te su u
viSe studija ocijenjen kao najbolji za sortnu identifikaciju.

Genetske veze izmedu kultiviranih maslina, divljih formi i srodnih vrsta proucavane su
pomoc¢u AFLP markera (Bandelj i sur., 2004.). AFLP markeri kombinacija su RFLP i PCR
tehnologije 1 time su rijeSena sva ogranicenja koja su se pojavljivala pri koriStenju RAPD i
RFLP markera. Prvi uvjet koji treba biti zadovoljen je visoko kvalitetna i ¢ista DNA koja ne
smije biti kontaminirana. Ona se zatim probavlja pomocu dva restrikcijska enzima, rijetki reza¢
(kao $to je ECORI) i Cesti rezac (kao S§to je Msel). Potom se u procesu ligacije na svaki kraj
fragmenata povezu adapteri koji sluze za PCR amplifikaciju u kasnijim koracima. Adapteri su
kratke oligonukleotidne sekvence sadinjene od 14 - 20 baznih parova. Potom slijedi
amplifikacija koja ima dvije faze, prva je pre-selektivna, a druga selektivna amplifikacija.
Budu¢i da se tokom restrikcije dobiva na tisuce fragmenata koje je teSko odvojiti 1 analizirati,
u pre-selektivnoj fazi se nekoliko fragmenata selektivno pojacava koriste¢i primere s dodanim
nukleotidom na tri osnovna kraja. Zatim slijedi selektivna amplifikacija u kojoj se Kkoriste
primeri s dodane tri nukleotidne baze. Nakon izvodenja PCR-a, vizualizacija se vrsi u
agaroznom ili poliakrilamidnom gelu. Prema Azhar Nadeem i sur. (2017.) AFLP biljezi su
isplativi i nisu potrebne prethodne informacije o redoslijedu. AFLP biljezi tehnicki su
zahtjevniji od RAPD-a, ali vrlo uc¢inkoviti u otkrivanju polimorfizama DNA (Bandelj i sur.,
2004.). AFLP markeri su najucinkovitiji sustav biljega zbog svoje sposobnosti da otkriju
najveci broj traka po reakciji i zbog visokih vrijednosti postignutih za zna€ajan broj indeksa
(Belaj i sur., 2003.).

RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA) je tehnika koja ukljucuje, kako i samo
ime kaZe, nasumi¢nu amplifikaciju DNA, koriste¢i nasumic¢ne primere. RAPD markeri su
fragmenti DNA iz PCR amplifikacije slucajnih segmenata DNA koriStenjem jednog, kratkog
(10 nukleotida) 1 slucajnog primera (Azhar Nadeem 1 sur., 2017.). Tehnika zapocinje izolacijom
genomske DNA koja se zatim amplificira PCR metodom, koriste¢i kratke dijelove nasumi¢nih
primera. Cijeli proces zavr$ava razdvajanjem u agaroznom gelu elektroforeze. Polimorfizmi
nastali kao posljedica mutacija vidljivi su u elektroforezi kao prisutnost ili odsutnost odredene
RAPD trake (Jiang, 2012.). Najvise se koriste za studije genetske sli¢nosti (Belaj i sur., 2002.)
te za identifikaciju i tipizaciju identiteta maslina (Bandelj i sur., 2004.). Glavne prednosti RAPD
markera su jednostavnost tehnike i njezini niski troskovi (Bandelj 1 sur., 2004.) te daje visoku
razinu polimorfizma, ali im nedostaje dobra ponovljivost, §to oteZzava usporedbu izmedu
pojedinih studija.

ISSR marker je temeljni primer dizajniran iz SSR regije. Amplificira segment DNA
izmedu dva SSR ponavljanja koja su identi¢na, ali suprotno orijentirana, pomoc¢u PCR metode.
Jednostavni su, lako razumljivi u usporedbi s RAPD-om i nije potrebno prethodno znanje o
DNA sekvencama. Dominantni su biljezi i imaju manju ponovljivost (Azhar Nadeem i sur.,
2017.).



RFLP je prvi sustav DNA markera u povijesti molekularnih markera, vazan za
mapiranje biljnog genoma. Ova tehnika koristi restrikcijske enzime kako bi identificirala
varijacije u homolognim sekvencama DNA. Za razliku od ostalih molekularnih markera, RFLP
se temelji na hibridizaciji. Prvi korak ove tehnike je izolacija ¢iste DNA koja se potom mijesa
s restrikcijskim enzimima, a zatim se enzimi koriste za rezanje DNA na odredenim lokusima.
U slucaju kada se na mjestu prepoznavanja dogodi mutacija jednog baznog para, restrikcijski
enzim ne reze fragment. Potom se fragmenti DNA odvajaju elektroforezom u agaroznom gelu
te se stvara niz traka razli¢itih duljina. Ve¢ina RFLP markera su dominantni (detektirat ¢e se
oba alela u heterozigotnom uzorku) i visoko su specifi¢ni za lokus (NCBI - National Center for
Biotechnology Information).



4. Materijali i metode

4.1. Biljni materijal i nomenklatura uzoraka

Biljni materijal je sakupljen u nekoliko starih ekstenzivnih nasada i pojedinacnih stabala
maslina (Slike 4.1. i 4.2.) determiniranih prema fenotipu, tj. morfolo$kim karakteristikama, kao
i prema iskazima vlasnika nasada i stabala kao sorte 'Ostrica’, 'Galica', 'Karbunéela' i ‘Drobnica’.
Stabla su odabrana prema nacelu starosti 1 prema nacelu morfologije debla i krosnje. Starost
stabala jest uvjet za nakupljene mutacije, a oblik i morfologija stabla, debla i kroSnje
omogucuje, tj. Siroko deblo, postojanje guke i izboja iz kojih izbijaju mladice relativno
"udaljene” pozicije unutar jednog stabla za koje pretpostavljamo da bi na njima moglo biti
nakupljenih mutacija.

Ukupno su odabrana dva stabla 'Ostrice' i tri stabla 'Drobnice' pretpostavljene starosti od vise
stotina godina, tri stabla 'Karbuncele' i jedno stablo 'Galice' starosti vise od stotinu godina.
Lokacije stabala su sljedece: oba stabla 'Ostrice’ su na otoku Ugljanu, Sutomiscica; sva tri stabla
'Drobnice’ su iz Lukorana, takoder na otoku Ugljanu; tri stabla 'Karbunéele' su iz Zdrelca na
otoku Pasmanu, a stablo 'Galice' je s lokacije Trsine u Petr¢anama blizu Zadra.

Sva stabla su morfoloski vrlo "razvedena", odnosno sastoje se od jednog ili vise panjeva u
odumiranju iz kojega izbijaju nova, mlada debla (novi "panj"), oko kojih se nalazi vise zivih i
vitalnih guka iz kojih izbijaju novi izboji. Primjer ovakve "razvedenosti" stabala na primjeru
nasada 'Karbuncele' (Slika 4.1.), kao i na primjeru slike nepoznate sorte na Hvaru, ali koji dobro
ilustrira pojam guke koja izbija iz baze "panja" i ima zadebljanje ili izboja koji takoder izbija iz
panja, ali bez zadebljanja. (Slika 4.2).
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Slika 4.1. Primjer "razvedenosti' stabala sorte 'Karbuncela' u starom nasadu na otoku PaSmanu
(Foto: Bolari¢)

Slika 4.2. Primjer "razvedenosti" stabala nepoznate sorte na kojem se vidi veliki "panj" s
nekoliko guka koje imaju zadebljanje i izboja koji izbijaju iz tog "panja" (Hvar, Malo
Grabje) (Foto: Vokurka)



Uzorci za DNA analize su, ovisno o raspolozivosti, mogli biti uzeti s razli¢itih panjeva istog
stabla, iz razlic¢itih guka s istog ili razli¢itih panjeva, odnosno sa glavnine stabla iz vr$nih izboja.
Na temelju toga je uc¢injena i nomenklatura uzoraka (Tablica 4.1.) iz koje se vidi 0 kojoj se sorti
radi (Drb = 'Drobnica’, Gal = 'Galica’, Krb = 'Karbuncela', Ost = 'Ostrica’), 0 kojem
morfoloskom dijelu stabla je rije¢ (p = panj, g = guka, v = vrh, 1 = izboj), pri ¢emu je svako
stablo numerirano, kao i svaki morfoloski dio stabla. Prema ovom sustavu oznafavanja, na
primjer, uzorak oznacen kao Krb1-p.3.g.2 znaci da je rijec¢ o sorti 'Karbuncela', i to prvom stablu
ozna¢enom brojem jedan, i da je uzorak za DNA analizu prikupljen s panja ozna¢enog brojem
tri i sa guke broj dva koja izbija oko ili iz tog panja.

Tablica 4.1. Nomenklatura uzoraka: sorte su oznacene kraticom, stabla brojem, a dijelovi i
pozicije na stablu s kojih su uzeti uzorci takoder kraticom i brojem.

Sorta Kratica  Stablo

'Drobnica’ Drb 1,2,3.

'Galica' Gal 1.

'Karbuncela' Krb 1., 2., 4.

'OStrica’ Ost 1, 2.

Pozicija Kratica  Broj - oznaka

panj p. za razlicite pozicije navedeni su razliciti brojevi
guka g.

vrh V.

izboj i

Popis svih uzoraka i pozicija na stablu s kojih su sakupljeni je prikazan u tablici 4.2. Pozicije
su vazne upravo za kasnije obrazloZenje rezultata i eventualno postojanje varijabilnosti i pojavu
mutacija ovisno o pojedinim pozicijama.



Tablica 4.2. Popis svih sorata i njihovih uzoraka u analizi, kao i lokacija s kojih su uzorci

prikupljeni.

Sorta Kratica Lokacija Opis pozicije uzorka

'Drobnica’ Drb1-g.1 Ugljan - Lukoran Stablo 'Drobnice’ br.1, uzorak iz guke br.1
Drb1-g.2 Stablo 'Drobnice’ br.1, uzorak iz guke br.2
Drb1-p.1 Stablo 'Drobnice’ br.1, uzorak iz panja br.1
Drb1-p.2.v.2 Stablo 'Drobnice’ br. 1 uzorak iz panja br.2 i vrha br.2
Drb1l-g.1.v.1 Stablo 'Drobnice’ br.1, uzorak iz guke br.1 i vrha br.1
Drb2-p.1 Stablo 'Drobnice’ br.2, uzorak iz panja br.1
Drb3-p.1 Stablo 'Drobnice’ br.3, uzorak iz panja br.1

'Galica’ Gall-g.1 Petrcane Stablo 'Galice' br.1, uzorak iz guke br.1
Gall-g.2 Stablo 'Galice' br.1, uzorak iz guke br.2
Gall-v.1 Stablo 'Galice' br.1, uzorak iz vrha br.1
Gall-v.2 Stablo 'Galice’ br.1, uzorak iz vrha br.2

'Karbunéela' Krbl-p.1.g.1 Zdrelac-Pa$man  Stablo 'Karbunéela' br.1, uzorak iz panja br.1 i guke br.1
Krb1-p.2.g.1 Stablo 'Karbuncela' br.1, uzorak iz panja br.2 i guke br.1
Krb1l-p.3.g.1 Stablo 'Karbuncela' br.1, uzorak iz panja br.3 i guke br.1
Krb1-p.3.g.2 Stablo 'Karbuncela' br.1, uzorak iz panja br.3 i guke br.2
Krb1-p.3.g.3 Stablo 'Karbuncela' br.1, uzorak iz panja br.3 i guke br.3
Krbl-p.1.v.1 Stablo 'Karbuncela' br.1, uzorak iz panja br.1 i vrha br.1
Krb1-p.2.v.1 Stablo 'Karbuncela' br.1, uzorak iz panja br.2 i vrha br.1
Krb1l-p.3.v.1 Stablo 'Karbuncela' br.1, uzorak iz panja br.3 i vrha br.1
Krb2-p.1 Stablo 'Karbuncela' br.2, uzorak iz panja br.1
Krb4-p.1 Stablo 'Karbuncela' br.4, uzorak iz panja br.1
Krb4-p.1.i.1 Stablo 'Karbuncele' br.4, uzorak iz panja br.1 i izboja br.1

'Ostrica’ Ostl-p.1.g.1  Ugljan- Stablo 'Ostrica’ br.1, uzorak iz panja br.1 i guke br.1

Sutomi$éica

Ostl-p.2.g.1 Stablo 'Ostrica’ br.1, uzorak iz panja br.2 i guke br.1
Ost1-p.3.g.1 Stablo 'Ostrica’ br.1, uzorak iz panja br.3 i guke br.1
Ostl-p.2 Stablo 'OStrica’ br.1, uzorak iz panja br.2
Ostl-v.1 Stablo 'Ostrica’ br.1, uzorak iz vrha br.1
Ostl-v.2 Stablo 'OStrica’ br.1, uzorak iz vrha br.2
Ostl-v.3 Stablo 'Ostrica’ br.1, uzorak iz vrha br.3
Ost2-p.1 Stablo 'Ostrica’ br.2, uzorak iz panja br.1
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4.2. Sakupljanje lisnog tkiva i izolacija DNA

Listovi za izolaciju DNA iz svih stabala za koja je postojala pretpostavka da bi mogli
imati nakupljenih mutacija sakupljeni su 2018. pocetkom ljeta. Za izolaciju je najbolje Kkoristiti
mlade i zelene listove, a sakupljati ih poc¢etkom ili u prvom dijelu vegetacijske sezone. Takvi
listovi, ako se adekvatno prikupljaju kao uzorci i ako se adekvatno transportiraju i ¢uvaju, u
daljnjoj obradi i izolaciji daju najbolje rezultate u smislu kvalitete i kvantitete izolirane DNA.
Medutim, starije listove, ili ¢ak listove fosilnog karaktera takoder je moguce Kkoristiti za
izolaciju DNA (Gugerli i sur., 2004.), ali u tom slu¢aju je postupak izolacije otezan, potrebni
su prilagodeni protokoli, a izolirana DNA moze biti manje zadovoljavajuca u smislu kvalitete
I kvantitete. S druge strane, ako se koriste stariji listovi sakupljeni u poodmaklim stadijima
vegetacije izolacija DNA moze biti otezana (Barta i sur., 2017.) zbog vece koncentracije
nakupljenih biljnih metabolita u vakuolama i zbog ¢ega protokoli za izolaciju ¢esto moraju
nalagati modificirane i slozenije korake purifikacije.

Listovi su sakupljeni tako da je sa svake pozicije na stablima masline, dakle sa to¢no odredene
guke, mladih izboja, vrha neke starije formacije izboja, ili sa panja uzeto nekoliko zdravih i
Cistih listova. Listovi se sloze u presavinuti list filter papira kako bi papir upio vlagu od
transpiracije. Svaki uzorak se zajedno sa filter papirom dalje stavlja u koverte (u koje je
prethodno dodan silika-gel), a po nekoliko koverti (dakle, po nekoliko uzoraka) stavi se u
polivinilnu vreéicu, vrecica se dobro zatvori i do laboratorija ili hladnjaka se transportira u
prijenosnom terenskom hladnjaku. Medutim, samim uzimanjem uzoraka zapoceo je i proces
susenja, i to na jednostavan nacin, upravo pomocu kuglica silika-gela koje su prethodno dodane
u svaku kovertu i to u koli¢ini od otprilike jedne i pol jusne zlice. Tako sakupljeni uzorci se
samo odloze u hladnjak na temp. od +4°C — +6°C i ostave nekoliko dana, a silika-gel kroz to
vrijeme izvuce svu vlagu iz lista. Na ovaj jednostavan nacin moguce je osuSiti uzorke za
izolaciju DNA bez visokih ulaganja u liofilizator i zamrziva¢ za duboko smrzavanja na -80°C,
Sto je standardna oprema U vecini postupaka pripreme uzoraka za izolaciju DNA. Kod
sakupljanja uzoraka potrebno je biti pazljiv 1 sistematian, te dobro oznaciti sve prikupljene
uzorke kako ne bi doSlo do naknadnih zabuna ili zamjene uzoraka. Takoder je kod
transportiranja potrebno biti brz koliko god to uvjeti na terenu omogucuju, 1 truditi se izbjeci
moguce temperaturne Sokove.

Nakon suSenja uzorci se samelju u fini prah, i to tako da se odvagne 25 mg suhog lisnog tkiva,
premjesti u tubicu u koju se doda po jedna kuglica promjera sedam milimetara od nehrdajuceg
celika. Ovako pripremljena tubica postavi se u aparat za pulverizaciju laboratorijskih uzoraka
(u ovom slucaju lista), naziva i marke Mixer Mill 400MM (Retsch, Njemacka). Mrvljenje se
provodi brzim tresenjem, i to pod frekvencijom od 20 Hz i odmah se nastavlja sa izolacijom
prema protokolu "Plant DNEasy Isolation Kit", odnosno prema uputstvima i pomoc¢u pribora i
potro$nog materijala, enzima i reagensa koje su sastavni dio "kita" (tj. kompleta) za izolaciju
DNA. Reagensi koje sadrzi navedeni komplet su uglavnom kemijske tvari za razbijanje stani¢ne
membrane i procis¢avanje DNA, dok se plasti¢ni pribor u kompletu odnosi na filtere i tubice.
Potrebno je raspolagati laboratorijskom opremom, a to je mikrocentrifuga i pipete razli¢itih
volumena.

11



DNA je potrebno provjeriti prije daljnjeg koriStenja, tj. odrediti njenu koli¢inu i kvalitetu, te
svesti na standardnu laboratorijsku koncentraciju. Kvaliteta i koli¢ina DNA se najjednostavnije
provjerava u agaroznom gelu manje gustoce (najces¢e 0,8% agaroze) u vodoravnoj
elektroforezi. Agaroznoj otopini je potrebno dodati boju (Olerup), i to jednu kap, dok se
priprema gel. Boja je vidljiva pod UV osvjetljenjem, a veze se unutar lanca DNA, pa na temelju
svjetlosnog signala na digitalnoj fotografiji mozemo procijeniti koli¢inu DNA, kao i njenu
kvalitetu. Parametri elektroforeze su sljedeci: trajanje 45 min, uz napon od 90 V, uz dodatak
tzv. "stop-mixa", modre boje koji je laksi i brzi u elektroforezi u usporedbi s DNA, ali se na
osnovu njene pozicije moze, tijekom elektroforeze, ustanoviti koju tocku fragmenti DNA nisu
prosli, pa se obi¢no ta "oznaka" pusta da dode do pred drugi kraj gela i u tom trenutku se
elektroforeza zaustavlja. Zatim se agarozni gel fotografira sustavom za vizualizaciju GelDoc
XR (marke Biorad, SAD) koji u komori za fotografiranje ima digitalnu kameru i UV svjetlo
pod kojim dolazi do osvjetljivanja boje koja se vezala na fragmente DNA. Koli¢ina DNA se
procjenjuje na temelju standardne DNA poznate koncentracije (komercijalni proizvod) koja se
kroz elektroforezu pusti uz uzorke koje je potrebno analizirati. Takva "standardna" DNA moze
biti razli¢itih koncentracija, ali najcesce se koriste koncentracije razli¢itih "jakosti”, od 5 do
100, pa 1 viSe ng/ pl. Do zakljucka o koncentraciji izolirane DNA dolazi se procjenom, t;.
usporedbom svjetlosnog signala DNA koju analiziramo i standardnih uzoraka. Vizualizacija
DNA pomoc¢u UV svjetla nakon izolacije prikazan je na Slici 4.3.

Slika 4.3. Primjer vizualizacije uzoraka DNA nakon izolacije (Foto: Vokurka)
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4.3. SSR analiza

Analiza mikrosatelitskih lokusa provedena je na deset mikrosatelitskih markera, i to
prema prijedlogu konsenzualnih markera pomocu kojih je mogucée razlikovati sve poznate sorte
masline (Baldoni i sur., 2009.). Prema smjernicama navedenim u tom radu, koriSteni su primeri
prikazani u Tablici 4.3.

PCR-reakcija za analizu mikrosatelitskih fragmenata pripremljena je u volumenu od 25 pl sa 4
ng genomske DNA, u puferskom mediju 10 mM Tris-HCI, pH 8,3 i 50mM KCI. Upotrijebljeno
je 0,5 U Taq polimeraze (Sigma), uz koncentraciju ostalih reagensa 2,0 mM MgCI2, 0,2 mM
svakog dNTPa i 0,4 uM svakog primera (forward i reverse). Oligonukleotidni primeri forward
koristeni za SSR analizu obojani su specificnim florescentnim bojama (DyeG5) kako bi ih bilo
moguce kasnije vizualizirati u laserskom modulu kapilarne elektroforeze.

PCR reakcija se odvijala u aparatu Veriti™ 96-well Thermal Cycler (marke Applied
Biosystems) prema temperaturnom rezimu tzv. touch down protokola:

95°C/5 min. - [94°C/45 s. - 56°C -0.3°C/ciklus /45 S - 72°C/45 s.]11x -
- [94°C/45 s. - 53°C/45 s. - 72°C/4S5 s.]24x - 72°C/S min.

Ovakva formula pisanja PCR reakcije (Vokurka, 2012.) znaci da je pocetak reakcije bio na 95
°C u trajanju od pet minuta. Zatim je pokrenuta touch down faza s denaturacijom DNA na 94
°C u trajanju od 45 sekundi, zatim nalijeganje primera na temperaturi od 56 °C, s tim da se ova
temperatura u svakom od sljede¢ih deset ciklusa smanjuje za 0,3 °C, nakon cCega slijedi
elongacija DNA na 72°C u trajanju od 45 sekundi. Nakon touch down faze slijedi stabilna faza
od 24 ciklusa s ujedna¢enom temperaturom nalijeganja primera od 53°C, dok su temperature i
trajanje denaturacije i elongacije fragmenata iste kao i u prethodnoj touch down fazi. Touch
down faza, tj. postupno smanjivanje temperature u svakom sljede¢em ciklusu omogucuje
pravilnije nalijeganje primera na kalup DNA i bolju ukupnu amplifikaciju fragmenata.

Tablica 4.3.  Oligonukleotidni primeri koriSteni u SSR-analizi maslina

Naziv Smjer Sekvenca Izvor

ssrO0eUA-DCAO5  fw. 5'-aac aaa tcc cat acg aac tgc c-3' Sefci sur., 2000.
rev. 5'-cgt gtt gct gtg aag aaa atc g-3'

ssrOeUA-DCA0S8 fw. 5'-aca att caa cct cac ccc cat acc c-3' Sefci sur., 2000.
rev. 5’-tca cgt caa ctg tgc cac tga act g-3’

ssrOeUA-DCA09  fw. 5’-aat caa agt ctt cct tct cat ttc g-3' Sefc i sur., 2000.
rev. 5’-gat cct tcc aaa agt ata acc tct c-3’

ssrOeUA-DCA14  fw. 5’-aat ttt tta atg cac tat aat tta c-3’ Sefc i sur., 2000.
rev. 5’-ttg agg tct cta tat ctc cca ggg g-3’

ssrOeUA-DCA16  fw. 5’-tta ggt ggg att ctg tag atg gtt g-3’ Sefc i sur., 2000.
rev. 5’-ttt tag gtg agt tca tag aat tag c-3’

ssrOeUA-DCA18  fw. 5’-aag aaa gaa aaa ggc aga att aag c-3’ Sefc i sur., 2000.

13



rev. "-gtt ttc gtc tct cta cat aag tga c-3’

Gapu71B '-gat caa agg aag ggg ata aa-3’ Carriero et al.,, 2002.

’-aca aca aat ccg tac gect tg-3’
Gapu101 "-cat gaa agg ggg aca ta-3’ Carriero et al., 2002.
'-ggc act tgt gca gat tg-3’

Gapul03A fw. ’-tga att taa ctt taa acc cac aca-3’ Carriero et al,, 2002.
'-gca tcg ctc gat ttt tat cc-3’

UuD043 "-tcg gct tta caa ccc att tc-3’ Cipriani et al., 2002

'-tgc caa tta tgg ggc taa ct-3’

<
®
=<

ol U1 U1 U1 U1 U1 U1 U1 U

DNA ulomci iz nastali u ovoj reakciji su razdvojeni u cetverokapilarnom automatskom
elektroforeznom uredaju (Genetic Analyzer 3130), marke Applied Biosystems. Razdvajanje i
vizualizacija nastalih fragmenata omogucéuje jasno odjeljivanje uzoraka prema razli¢itim
duljinama (i profilima) nastalih ulomaka DNA, kao i jasno svrstavanje uzoraka u identitetne
grupe (Vokurka, 2012.). Pod pojmom identitetna grupa podrazumijevaju se grupe uzoraka koje
dijele jednaki SSR-profil na danom lokusu ili na ve¢em broju razli¢itih lokusa (Pedersen,
2006.). Cilj ovog rada je bio potvrditi jedinstveni identitet za sve Cetiri sorte, ne i konkretno
utvrdivanje duljine alela ili eventualno postojanje sinonima sa drugim sortama, za $to bi bio
potreban znatno veci broj poznatih sorata koje bi posluzile za usporedbu kao referentne sorte,
ili bi bilo potrebno usporedivati duljine fragmenata (uz prilagodbe "pomaka” duljina odredenim
u aktualnoj analizi.

4.4. AFLP analiza

Analiza DNA metodom AFLP-a provedena je prema Vosu i sur. (1995.) koji su prvi
osmislili ovaj tip analize DNA, ali je protokol modificiran na na¢in kako je dalje opisano.

Za restrikciju (prva faza AFLP analize) genomske DNA je koristeno 1 pg genomske DNA, i to
u volumenu od 50 pl, pomoc¢u dva restrikcijska enzima. Prvi je EcoRI (marke New England
Biolabs), tzv. rare cutter koji ima specifi¢no mjesto restrikcije slijed od $est nukleotidnih baza.
Drugi enzim, tzv. frequent cutter je Msel, takoder marke New England Biolabs i koji sjece
DNA na vise mjesta odredenih specifi¢nim slijedom od Cetiri baze. Restrikcija je provedena u
puferskom mediju sastava 10 mM TRIS-HAc, 10 mM MgAc, 50 mM KAc i 5 mM DTT. Svaki
restrikcijski enzim je koriSten u koli¢ini od 1 U trajanju od tri sata na temperaturi od 37°C.

Druga faza (ili drugi korak) u AFLP analizi je spajanje oligonukleotidnih adaptera, tj. dodavanje
po 10 ul otopine adaptera u restrikcijsku smjesu koja sadrzi 5 pmola adaptera EcoR1 i 50 pmola
adaptera Msel. Za spajanje adaptera (ligaciju) potreban je enzim, za §to je korisStena T4 DNA-
ligaza (Applied Biosystems) u koli¢ini od 1U. Energija za ligaciju je koristena od ATP-a (1,2
mM), a ligacija se odvijala u puferskoj otopini od 10 mM TRIS-HAc, 10 mM MgAc, 50 mM
KAc i 5 mM DTT, u trajanju od pet sati, u vodenoj kupelji namjestenoj na 37°C.

14



Smisao adaptera jest u tome S$to nalijeze na sebi homologne krajeve (tzv. sticky ends)
fragmenata DNA nakon restrikcije, i to samo jednim svojim dijelom, dok je drugi dio takoder
poznatog slijeda i sluzi kao osnova na koju u sljedecoj fazi, tj. fazi predamplifikacije, nalijezu
primeri za predamplifikaciju. Slijedovi adaptera, od kojih se svaki takoder sastoji od dva okraca
oligonukleotidna i (djelomi¢no) medusobno homologna fragmenta, ovisno o tome da li nalijezu
na krajeve fragmenata koji su rasjeceni jednim ili drugim enzimom (EcoRlI ili Msel) su sljedeci:

EcoRI-adapter: 5'-ctc gta gac tgc gta cc-3'
3'-ctg acg cat ggt taa-5',

Msel-adapter: 5’-gac gat gag tcc tga g-3'
3'-tac tca gga ctc at-5'.

Slijedeci korak (ili tre¢a faza) u AFLP analizi je predamplifikacija. Predamplifikacija je grubo,
pocetno umnazanje fragmenata Cijom elektroforezom i vizualizacijom nije moguce uociti
varijabilnost u njihovoj duljini, buducéi da u predamplifikaciji sudjeluje manje selektivni primeri
za amplifikaciju, pa su nastali fragmenti vrlo brojni i razli¢itih su duljina. Takvi fragmenti
nakon elektroforeze daju kontinuiranu sliku, buduc¢i da su i duljine takvih fragmenata poput
kontinuirane varijable.

Predamplifikacija je provedena u volumenu od 50 pl od ¢ega je 5 pl predamplificiranih ulomaka
iz predamplifikacijsko-ligacijske smjese. Puferski sastav ove reakcije je 20 mM Tris-HCI, 2,5
mM MgClI2 i 50 mM KClI, uz 0,2 mM svakog dNTPa, 1,25 U Tag-polimeraze (Sigma) i po 75
ng svake predamplifikacijske oligonukleotidne pocetnice (MO1 i E02). Ovi primeri koji nalijezu
na adaptere amplificiraju 1/16 ulomaka iz restrikcije, §to je uvjetovano sa po jednom
selektivnom bazom.

Temperaturni rezim predamplifikacije koja se sastoji samo od tri osnovna koraka koji se
ponavljaju 25 puta je sljedeci:

[92°C/60 s. - 60°C/30 s. - 72°C/60 s. ]25x

Cetvrta faza AFLP analize je selektivna amplifikacija koja se provodi uz koristenje razli¢itih
kombinacija selektivnih primera koji omogucuju vrlo selektivhu amplifikaciju fragmenata,
ovisno o genotipu, i na taj nacin omogucuju vizualizaciju molekularnih razlika na razini DNA.
Provodi se tako da se produkti predamplifikacije razrijede u omjeru 1:25 i kao takvi se koriste
kao "uzorak" za selektivnu amplifikaciju. Volumen reakcije je 20 ul (1/4 ovog volumena je
prethodno razrijeden produkt predamplifikacije, 1:25), a puferski sastav joj je 20 mM Tris-HCI,
2,5 mM MgCI2 i 50 mM KCI, uz 0,2 mM svakog dNTPa, 0,4 U Tag-polimeraze (Sigma), 5 ng
selektivnog primera 'E'i 30 ng primera 'M'". Primer 'E' je obiljezen florescentnom oznakom kako
bi bio vidljiv u uredaju za kapilarnu elektroforezu. Selektivna amplifikacija (Cetvrta faza AFLP
analize) u kojoj primeri imaju dodatna tri selektivna nukleotida omogucuje selektivnu
amplifikaciju 1/256 ulomaka, ¢ime se postize dovoljna gusto¢a umnozenih fragmenata, ali ne i
prevelika kao u fazi predamplifikacije, pa u ovoj fazi vizualizirani fragmenti se ne ponasaju kao
"kontinuirana varijabla". Temperaturni rezim za selektivnu amplifikaciju je touch down, a
provodi se prema sljede¢em profilu:
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94°C/30 s. - [94°C/30 s. - 65°C -0.7°C/cikius/30 S - 72°C/60 s.]11x -
- [94°C/30 s. - 56°C/30 s. - 72°C/60 s.]24x - 72°C/S min.

Oligonukleotidne sekvence primera koji su koristeni u predamplifikaciji i u selektivnoj
amplifikaciju navedeni su u Tablici 4.4. Deset kombinacija primera koje su kori$tene u ovom
istrazivanju su sljedece: E36/M47, E38/M47, E36/M59, E32/M47, E32/M48, E42/M59,
E40/M61, E39/M61, E33/MA4T7 i E42/M61.

Tablica 4.4. AFLP-primeri za predamplifikaciju i amplifikaciju produkata restrikcije

Kod Slijed baza (i fluoresc. oznaka) Boja

Primer E+1 (predamplifikacija) EO01 5'-gactgcgtaccaattca-3'

E32 5'- gactgcgta cca att caac -3’ 6Fam
E33 5'-gactgcgtaccaatt caag-3' 6Fam
E36 5'-gactgcgta cca att cacc -3’ Vic

Primer E+3 (selektivna amplifikacija) E38 5'- gactgc gta cca attcact-3' Vic
E39 5'-gactgcgta cca att caga -3’ 6Fam
E40 5'- gactgc gta cca att cagc-3' Vic
E42 5'- gactgcgta cca att c agt-3' Vic

Primer M+1 (predamplifikacija) MO02 5'-gatgagtcctgagtaac-3'

Primer M+3 (selekt. amplifikacija) M47 5'- gat gag tcc tga gtaa caa -3’
M48 5'- gat gag tcc tga gta a cac -3’
M59 5'- gat gag tcc tga gtaa cta -3’
M61 5'- gat gag tcc tga gta a ctg -3’

4.5. Statisti¢ka analiza

Matrica razlicitosti izvedena je na bazi binarne matrice dobivene ocitanjem AFLP
fragmenata. Za izradu matrice razlicitosti koriSten je modificirani Euklidski koeficijent
(EucSQ):

2

EucsQ = (v, -v,,)
gdje Yia i Yja predstavlja frekvenciju AFLP fragmenata izmedu analiziranih uzoraka. Matrica
razli¢itosti posluzila je kao ulazni set podataka za klaster analizu baziranoj na analizi UPGMA

(Unweighted Pair-Group Method of Arithmetic Averages). Izracun matrice razli¢itosti i analiza
UPGMA provedeno je pomocu statistickog programa NTSY Spc 2.21L (Rohlf, 2008).
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5. Rezultati i rasprava

5.1. Rezultati analize mikrosatelitskih markera

Rezultati analize mikrosatelitskih markera prikazani su kao relativne vrijednosti koje su
oznacene slovima abecede. Analizom SSR markera utvrden je isti identitet uzoraka sorata koje
su, kao $to je i pretpostavljeno, atribuirane upravo pod tim imenom pod kojim su atribuirane.
To znaci da svi uzorci sakupljeni s bilo kojeg dijela stabla, ili sa bilo kojeg stabla atribuiranog
pod istim imenom, pripadaju istoj sorti. Pojedini slu¢ajevi unutar iste sorte nemaju isti genetski
profil, (ipak se ne nalaze unutar iste identitetne skupine), medutim razlike u samo dva ili tri
alela nisu toliko velike da bi bilo rijec¢i o razli¢itima sortama. Ove razlike u genetskim profilima
dobivenima na temelju analize mikrosatelitskih lokusa prikazuje Tablica 5.1.
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Tablica 5.1. Analiza SSR lokusa kod cetiri sorte maslina: aleli su oznaceni slovima (a, b, ¢, d, itd.), a razlike su istaknute razli¢citom bojom:

Dcal6 Dcal6 (Dca9 Dca9|Dcal4 Dcal4|Dca5 Dca5|Gapu71B Gapu71B|Gapul03A Gapul03A Gapul101 Gapul01|DCA18 DCA18|Udo 43 Udo 43 |DCA08 DCA08

b
b
b

a

b
b
b
b
b
b
b
b
b
b

d

d

d
d
d

Drbl-g.2

Drbl-p.2.v.2
Drbl-g.1lv.1
Drb1-g.1

Drb1-p.1
Drb2-p.1
Drb3-p.1
Gall-g.2

Gall-g1
Gall-v.2
Gall-v.1

Krb1l-p.l.g.1
Krb1-p.3.g.1
Krb1-p.3.g.2

Krb1l-p.3.v.1

Krb1-p.3.g.3
Krb1l-p.1v.1

Krb1l-p.2.v.1
Krb2-p.1

Krb4-p.1

Krb4-p.1.i.1
Ost2-p.1

Ost1-v.2

Ost1-p.2
Ostl-v.1
Ost1-v.3

Ostl-p.3.g1
Ostl-p.lgl
Ostl-p.2.g.1

18



Prema Baldoniju (2009.) potrebno je minimalno Cetiri razlicita alela na ovih deset SSR lokusa
da bi bio zadovoljen uvjet da se radi o unutarsortnoj varijabilnosti. Razlike u pojedinim alelima
postoje ¢ak i izmedu razli¢itih pozicija na jednom stablu, $to ve¢ indicira na postojanje mutacija.

Sorta 'Drobnica’ (Tablica 5.1.) ¢iji su uzorci sakupljeni na tri razli¢ita stabla, i sa razli¢itih
pozicija kod stabla br. 1 (Drb1) pokazuje odredenu razinu varijabilnosti, kako izmedu stabala,
tako i unutar stabla Drb1. Stablo 'Drobnice’ Drbl je izrazito "razvedeno” pa uzorak sakupljen
na guki br.1 (g.1) ima sasvim drugadiji profil na lokusu Dca9. Razlike unutar stabla Drbl
vidljive su i na lokusu Udo43, i to na panju br.2 i vrhu br.2, odnosno na vr$snom dijelu stabla
Drbl koji izbija iz panja br.2. Ovaj uzorak (Drb1-p.2.v.2) se na lokusu Udo43 razlikuje u
jednom alelu. Postoje i razlike izmedu stabala, pa tako na lokusu Dca9 u po jednom alelu se
razlikuju 1 preostala dva uzorka sakupljena sa razlicitih stabala (Drb2 i Drb3), a u jednom alelu
se razlikuje i uzorak stabla Drb3 na SSR lokusu Udo43.

Sorta 'Karbuncela' (Tablica 5.1.) ¢iji su uzorci sakupljeni na tri razli¢ita stabla, pokazuje
odredenu razinu varijabilnosti izmedu stabla, no ne i unutar stabla. Stablo Krb4, gdje su uzorci
uzeti iz panja br. 1 i izboja br.1, razlikuje se od stabla Krbl i Krb2 na SSR lokusima Dca9,
Dca5, GapulO3A, GapulOl1, Dcal8 i Dca08 u jednom alelu. Na lokusu Udo43 sva tri stabla
imaju medusobno drugaciji genetski profil. Dva uzorka sa stabla Krb4 razlikuju se na sedam
alela od preostalih uzoraka, pa je ovdje rije¢ o unutarsortnoj varijabilnosti.

Kod sorata 'Galica' i 'Ostrica' (Tablica 5.1.) nisu uo¢ene razlike unutar stabala ili izmedu stabala
niti na jednom SSR alelu, §to znaci da na razini SSR markera, odnosno na razini ovih lokusa na
kojima je provedena analiza, nisu uo¢ene mutacije, odnosno varijabilnost koja je posljedica
ovih mutacija. Ovo ipak ne znaci da mutacija nema, samo §to pomocu ovih SSR markera one
nisu ustanovljene.

5.2. Rezultati analiza AFLP markera

AFLP analiza na deset kombinacija selektivnih primera pokazuje varijabilnost unutar
pojedinih sorata, kao i unutar pojedinih stabala iste sorte. Graf 5.1. prikazuje grupiranje svih
uzoraka ukljucenih u istrazivanje, tj. prikazuje sve uzorke sve Cetiri sorte ('‘Drobnica’, 'Ostrica’,
'Karbuncela' i 'Galica'). Dendrogram dobiven UPGMA analizom na temelju Euklidske distance
prikazuje ukupan (tj. egzaktan) broj AFLP fragmenata u kojem se razlikuju pojedini uzorci.
'Drobnica’ i 'Galica' se grupiraju u jednu grupu, ali svaka sorta se grupira u dvije zasebne
podgrupe. Drugu grupu ¢ine uzorci 'Karbuncele', ali 1 unutar ove grupe izdvajaju se dva uzorka
sa stabla Krb4, koja to stablo izdvajaju u posebnu podgrupu. I na kraju, posebnu grupu
sacinjavaju uzorci sorte 'Galica' kod koje se niti jedan uzorak posebno ne izdvaja.

19



Ostl-p.lgl
Ostl-pl.g1
Ostl-p3gl

Ostl-w.1l
Ostlv.3

Ostlwv2
Ost2-p.1
Ostlp2

120115110105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 O

EucsQ

Graf 5.1. UPGMA dendrogram zasnovan na AFLP analizi i modificiranom Euklidskom

koeficijentu za sve uzorke sorata zastupljenih u istrazivanju

Svrha naseg istrazivanja je ipak usmjerena na varijabilnost, odnosno na razlike prisutne unutar
iste sorte, a posebno unutar istoga stabla. Zbog toga je vazan broj alela u kojima se pojedini
uzorci razlikuju, i to unutar sorte i stabla. Ovaj broj je prikazan posebno u tablicama (Tablice

5.2.,5.3,,5.4.,5.5.) za svaku sortu.
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Tablica 5.2. Razlike izmedu svih uzoraka sorte 'Drobnica’, sa tri stabla (Drb1, Drb2 i Drb3) i
razliCitih pozicija unutar tih stabala, dobiven na temelju AFLP markera i
modificirane Euklidske distance

Drb1- Drb1- Drb1- Drb2- Drb3-
EucSQ I Drb Drbl-g.1 Drbl-g2 p.1 p.2.v.2 glv.l p.1 p.1
Drb1-g.1 0
Drb1-g.2 5 0
Drb1-p.1 5 2 0
Drb1-p.2.v.2 8 3 3 0
Drb1l-g.1.v.1 13 10 8 7 0
Drb2-p.1 9 8 8 11 12 0
Drb3-p.1 6 5 5 8 11 5 0
Drbl-g.1
Drbl-g.2
Drbl-p.1
Drbl-p2wv.2
Drb2-p.1
Drb3-p.1
Drbl-g.1v.1

EucSQ

Graf 5.2. UPGMA dendrogram zasnovan na AFLP analizi i modificiranom Euklidskom
koeficijentu za uzorke sorte 'Drobnica’ sa tri stabla (Drb1, Drb2 i Drb3) i razlicitih
pozicija unutar tih stabala

Graf 5.2. prikazuje razlike izmedu pojedinih uzoraka sorte 'Drobnice’, i u njemu je vidljivo da
uzorak sa stabla (genotipa) Drbl sakupljen iz guke br. 1 i vrha najvise odudara od ostalih
uzoraka bez obzira jesu li sakupljeni na istom stablu ili s razli¢itih stabala. Koeficijent prikazan
u Tablici 5.2. takoder ukazuje da je najveca razlika unutar svih uzoraka ima 13 markera, a
utvrdena je izmedu uzorka Drb1-g.1.v.1 i Drbl-g.1, dakle, unutar istog stabla, odnosno sa iste
guke ali sa razli¢itog vrha (izboja) iz navedene guke. Ovaj rezultat jasno ukazuje na ¢injenicu
da se uzorci s razli¢itih pozicija istog stabla mogu razlikovati u genetskoj strukturi, $to je
vjerojatno posljedica nakupljenih mutacija unutar istog stabla. Ovakav rezultat korespondira sa
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rezultatima SSR analize, u kojima se uzorak Drb1-g.1 takoder bitno razlikuje od ostalih uzoraka
'Drobnice’, i to onih sakupljenih na istom stablu, kao i uzorka sa drugog stabla.

Tablica 5.3. Razlike izmedu svih uzoraka sorte 'Karbuncela' (tri razlicita stabla: Krb1, Krb2 i
Krb4) i razli¢itih pozicija unutar tih stabala dobiven na temelju AFLP markera i
modificirane Euklidske distance

— —
' ‘_! 1 ‘_! 1 i 1 C\! 1 PO_ 1 — 1 — 1 — |Q-‘ 3 + o
— — — — — — > — > — > o -
24 24 Ew fw fw £4 B4 2w £ £ £4
EucSQ oo X a X a oA, S=R ¥ Yoo X a X Qo £ SR A Y
Krb1l-p.1.g.1 0
Krb1-p.2.g.1 2 0
Krb1-p.3.g.1 2 2 0
Krb1-p.3.g.2 0 2 2 0
Krb1-p.3.g.3 2 2 2 2 0
Krb1l-p.1.v.1 3 3 3 3 3 0
Krb1l-p.2.v.1 4 4 6 4 6 5 0
Krb1-p.3.v.1 3 3 3 3 3 2 7 0
Krb2-p.1 3 5 3 3 5 6 7 6 0
Krb4-p.1 59 59 59 59 57 60 63 60 58
Krb4-p.1.i.1 59 59 59 59 57 60 63 60 58
Krbl-p.1.9.1
Krbl-p.3.9.2
Krbl-p.2.g.1
Krbl-p.3.9.1
Krbl-p.3.9.3
Krbl-p.1.v.1
Krbl-p.3.v.1
Krb2-p.1
Krbl-p.2.v.1
|Krb4-p.1
IKrb4-p.1.i.1

60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 O
EucSQ

Graf5.3. UPGMA dendrogram zasnovan na AFLP analizi i modificiranom Euklidskom

koeficijentu za uzorke sorte 'Karbuncela' sa tri stabla (Krb1, Krb2 i Krb3) i razli¢itih
pozicija unutar tih stabala
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Graf 5.3. prikazuje razlike izmedu pojedinih uzoraka sorte 'Karbuncela', i u njemu je vidljivo
da uzorak sa stabla (genotipa) Krb4 sakupljen iz panja br.1 i izboja br. 1 najvise odudara od
ostalih uzoraka sa stabla Krbl i Krb 2. Koeficijent prikazan u Tablici 5.3. takoder ukazuje da
je najveca razlika unutar svih uzoraka najvise 63 markera, a koji oba uzorka sa stabla Krb4
razlikuju od uzorka sakupljenog sa stabla Krb1-p.2.v.1 te 58 markera koji uzorke sa stabla
Krb4-p.1.i.1. razlikuju od uzorka sakupljenog sa stabla Krb2-pl. Sto se ti¢e varijabilnosti
unutar stabla, ne postoji razlika osim kod stabla Krb1. Isto tako, uzorak sa stabla Krb2 se grupira
unutar uzoraka sa stabla Krb1, dok se uzorci sa stabla Krb4 odvajaju u posebnu grupu. Ovi
rezultati pokazuju da se uzorci s razli¢itih stabla razlikuju u genetskoj strukturi, §to je vjerojatno
posljedica mutacija. Kod 'Karbuncele' postoji najveca varijabilnost koja, ako se uzmu u obzir i
podaci SSR analiza prema kojima se uzorci sa stabla Krb4 razlikuju u sedam alela od uzoraka
sa preostala dva stabla, koja se moze opisati i kao unutarsortna varijabilnost. Ovakva
varijabilnost moze biti 1 osnova za klonsku selekciju, pod uvjetom da se ispolji ne samo na SSR
profilu nego i na svojstvima znac¢ajnim u proizvodnji.

Tablica 5.4.  Razlike izmedu svih uzoraka sorte 'OStrica’ sa dva stabla (Ost1 i Ost2) dobiven na
temelju AFLP markera i modificirane Euklidske distance

Ostl- Ostl-  Ostl- Ostl-  Ostl- Ostl- Ostl-  Ost2-
EucSQ p.lgl p.2gl p3gl p.2 v.1l V.2 v.3 p.1
Ostl-p.1.g.1 0
Ostl-p.2.g.1 8 0
Ostl-p.3.g.1 9 3 0
Ostl-p.2 24 22 21 0
Ostl-v.1 13 7 6 23 0
Ostl-v.2 15 7 6 23 2 0
Ostl-v.3 13 7 6 23 0 2 0
Ost2-p.1 12 6 9 18 11 11 11 0
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Graf 5.4. UPGMA dendrogram zasnovan na AFLP analizi i modificiranom Euklidskom
koeficijentu za uzorke sorte 'OStrica’ sa dva stabla (Ost1 i Ost2) i razlicitih pozicija
unutar tih stabala

Graf 5.4. prikazuje razlike izmedu pojedinih uzoraka sorte 'Ostrica’, i u njemu je vidljivo da
uzorak sa stabla (genotipa) Ostl sakupljen iz panja br. 2 najvise odudara bez obzira jesu li
sakupljeni na istom stablu ili s razli¢itih stabala. Koeficijent prikazan u Tablici 5.4. takoder
ukazuje da ima 24 markera koji ovaj uzorak razlikuju od uzorka sakupljenog sa istog stabla, ali
sa drugih pozicija (Ostl-p.1.g1.), odnosno sa drugog panja i guke. Uzorci sa stabla Ostl-v.1,
v.2 i v.3 razlikuju se u 23 markera od uzorka sa istog stabla, ali iz razli¢itih dijelova (Ost1-p.2).
Takoder, uzorci uzeti sa istog stabla Ost1, ali iz razli¢itih pozicija p.2 i p.2.g.1, odnosno iz istog
panja, ali iz razlic¢ite guke, razlikuju se u 22 markera. Uzorak sa stabla Ost2-p.1 se grupira
unutar uzoraka sa stabla Ost1, dok se uzorak panja br. 2 sa stabla Ost1 odvaja u posebnu grupu.
Ovaj rezultat ukazuje na ¢injenicu da se uzorci s razli¢itih pozicija istog stabla mogu razlikovati
u genetskoj strukturi, Sto je vjerojatno posljedica nakupljenih mutacija unutar istog stabla.
Ovakav rezultat je u suprotnosti sa rezultatima dobivenim SSR markerima kod kojih nisu
uocene razlike unutar istog stabla.

24



Tablica 5.5.  Razlike izmedu uzoraka sorte 'Galica' sa jednog stabla (Gall) dobiven na temelju
AFLP markera i modificirane Euklidske distance

Gal1l- Gall- Gall- Gall-
gl g.2 v.1 v.2
Gall-g.1 0
Gall-g.2 0 0
Gall-v.1 1 1 0
Gall-v.2 2 2 1 0
‘ Gall-g.1
‘Gall-g.?
Gall-v.1
Gall-v.2
| I | |
3 2 1 0
EncE(Q

Graf 5.5. UPGMA dendrogram zasnovan na AFLP analizi i modificiranom Euklidskom
koeficijentu za uzorke sorte 'Galica’ sa stabla Gall i razli¢itih pozicija unutar stabala

Graf 5.5. prikazuje da se uzorci sa stabla Gall, sakupljenog iz vrha br. 1 i 2 razlikuje od uzorka
sa istog stabla sakupljenog iz guke br. 1 i 2, pri ¢emu se i medusobno razlikuju. Koeficijent u
Tablici 5.5. ukazuje da ima 2 markera koji razlikuju uzorak sakupljen na stablu Gall-v.2 od
uzorka sakupljenog sa istog stabla, ali sa drugih pozicija (Gall-gl. i g2.), odnosno sa druge
dvije guke. Razlika u genetskoj strukturi je u ovom sluc¢aju zanemariva buduéi da se radi o
razlici u svega dva alela. Ovaj rezultat ujedno ukazuje da je 'Galica’ sorta s najmanje razlika
unutar razli¢itih pozicija unutar istog stabla.
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6. Zakljuéak

Na temelju SSR analize i AFLP analize uzoraka DNA sa po nekoliko stabala sorata
‘Drobnica’, 'Karbuncela', 'Ostrica’ i 'Galica' i1 sa viSe razli¢itih pozicija na stablu (guka, panj,
1zboji, vrh), moguce je zakljuciti sljedece:

1. Opcenito, maslina je kultura koja je, zbog svoje dugovjecnosti, podlozna visokoj
genetskoj varijabilnosti kao vjerojatnoj posljedici akumuliranih mutacija, a ta
varijabilnost moze biti prisutna ¢ak i unutar istog stabla na njegovim razli¢itim
dijelovima (pozicijama) i moze biti razli¢itog intenziteta;

2. Kod sorata 'Ostrica’ 1 'Galica' nema varijabilnosti detektirane SSR markerima, dok
varijabilnost AFLP markera postoji, ali je nizeg intenziteta;

3. Kod sorata 'Drobnica’ ustanovljena je varijabilnost SSR markera, ali samo do tri alela
izmedu razli¢itih stabala (ne i unutar istog stabla) Sto nije dovoljno da bi se ova
varijabilnost mogla okarakterizirati kao unutarsortna varijabilnost. Postoji ve¢a razina
AFLP varijabilnosti nego kod 'Ostrice' i 'Galice', i to do 13 alela unutar jednog stabla:
vrh izboja u odnosu na uzorak izravno s guke iz koje izlazi isti taj izboj;

4. Genetski profil jednog stabla sorte 'Karbuncela' razlikuje se na sedam SSR alela u
odnosu na preostala stabla, §to znaci da je rije¢ o unutarsortnoj varijabilnosti. Razlike
SSR alela unutar istog stabla postoje, ali nisu ve¢e od sedam alela, §to je minimum za
unutarsortnu varijabilnost;

5. Isto stablo 'Karbuncele' kod kojeg je zabiljeZena razlika od sedam SSR alela odlikuje se
i relativno visokom varijabilnos¢u AFLP markera, i to ovisno o poziciji, od 57-63
razli¢ita alela u odnosu na preostala dva stabla izmedu kojih su razlike u broju alela
minimalne.

Iako je u istraZivanje je uklju¢en manji broj uzoraka, on je ipak dovoljan da kao preliminarno
istrazivanje potvrdi hipotezu da se unutar jednog stabla moze akumulirati odredena razina
varijabilnosti koja ne mora biti toliko velika da bude znacajna za selekciju, ali ipak ukazuje na
moguéi put nastanka mutacija kod starih stabala. S druge strane, varijabilnost izmedu razli¢itih
stabala iste sorte moze biti na razini unutarsortne varijabilnosti koja je osnova za klonsku
selekciju. Preliminarni rezultati ukazuju na opravdanost ukljucivanja veceg broja uzoraka i
sorata u slican koncept istrazivanja.
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