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Kada istrazujemo geneti¢ku raznolikost masline moramo u vidu imati postojanje tri tipa
maslina: divlje masline (oleaster), sjemenjaci (olivaster) i kultivirane masline. U ovom
istrazivanju prikupljeni su uzorci tri populacije divljih maslina s otoka Paga i Lastova,
poluotoka Peljesca i 15 najces¢ih hrvatskih kultivara. Provedena je analiza 12 mikrosatelitnih
lokusa. IzraCunati su razli¢iti geneti¢ki parametri i upotrebljene razliCite statisticke metode kao
Sto su: informacijski sadrzaj polimorfizma, prosjecan broj alela po populaciji, alelno bogatstvo,
broj privatnih alela, primijeCena i ocCekivana heterozigotnost, koeficijent samooplodnje,
genetska diferenciranost, izra¢un matrice geneticke udaljenosti, izrada NJ stabla, Bayesovska
analiza skupina na temelju modela te faktorska analiza korespondencije. Jedinke u populaciji
Peljesac odredene su kao olivasteri, a ne kao prave divlje masline (oleasteri). Pravim divljim
populacijama su se pokazale samo populacije Pag i Lastovo. Kultivari Piculja i Mrc¢akinja nisu
kultivari, nego prave divlje masline koje zbog obilne i redovite cvatnje sluze u maslinicima kao
obilan izvor peluda tijekom sezone oprasivanja, signifikantan koeficijent samooplodnje (Fis) u
populaciji Pag ukazuje da je ova divlja populacija, vijerojatno zbog smanjenja velicine, prosla
kroz geneti¢ko usko grlo (eng. bottleneck). Dobiveni rezultati naglaSavaju potrebu o¢uvanja
prirodnih populacija divljih maslina kao rezervata rijetkih i vrijednih alela u oplemenjivackim
programima.
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1. UvVOD



1.1. TAKSONOMSKI POLOZAJ I MORFOLOSKA OBILJEZJA MASLINE

Prema APG sustavu (APG IV 2016) maslina (Olea europea L.) je tipi¢na vrsta porodice
Oleaceae, koja je kao pripadnik reda Lamiales smjestena u srediSnje dvosupnice unutar
kritosjemenjaca. Porodica Oleaceae sadrzi 25 rodova unutar kojih se nalazi oko 600 vrsta koje

su zastupljene na svim kontinentima. (Besnard i sur., 2002).

Jedan od najistaknutijih rodova unutar spomenute porodice je rod Olea koji se istice
svojom iznimnom agroekonomskom vrijedno$¢u. Rod Olea sadrzi izmedu 30 i 40 vrsta koje su
rasprostranjene na podrucju Australije, Azije, Afrike i Mediterana. Unatrag nekoliko desetljeca
provedene su opseznije studije koje su se bavile taksonomijom ovog roda primjenom
molekularnih metoda. Najnovija klasifikacija dijeli rod na dva podroda Olea i Panniculata s
time da se podrod Olea dalje diferencira u dvije sekcije Olea i Legustroides. Unutar sekcije
Olea smjestena je vrsta Olea europaea s dva varijeteta: Olea europaea sub. europaea var.
europaeae (kultivirana maslina) i Olea europaea sub europaea var. sylvestris (divlja maslina)
(Besnard i sur., 2002; Green, 2002).

Maslina je dugovje¢no bogato razgranjeno zimzeleno stablo ili grm s nepravilnim i
izrazito kvrgavim deblom te vretenastim i jako razgranjenim korijenom. Kro$nja masline je
asmetri¢na sastavljena od kozastih, zimzelenih listova koji su na ograncima rasporedeni
nasuprotno. Listovi su s kratkom peteljkom, duguljastog oblika (3-10 cm duljine i do 2 cm
Sirine) s cjelovitim rubom i usiljeni s tipi¢no kserofitskim uvuéenim pucima. Lice lista je glatko
tamno zeleno boje, a nali¢je je dlakavo, srebrnosive boje. Listovi su za grane pri¢vr$éeni

kratkim peteljkama (SI. 1a).

Cvijet masline je dvospolan ili muski sa sterilnim tu¢kom, a izrasta iz pazusaca lista.
Radijalne je simetrije 1 ugodnog mirisa, a na drvu masline ga mozemo vidjeti u rahlim
metlicastim cvatovima sastavljenim od 15-30 cvjetova (SI. 1a). Unutar cvijeta masline nalaze
se dva prasnika, a plodnica je nadrasla, sastavljena od dva plodna lista (SI. 1b). Oprasivanje je
dominantno vjetrom, ali jednim dijelom i kukcima (Free,1993). Morfoloska sterilnost cvijeta
primijec¢ena je osobito kod kultivara u vidu nepotpuno razvijene plodnice. Na ovaj naéin
maslina spreava samooprasivanje pa su vecini kultivara redovito potrebni oprasivaci u
maslenicima (Benc¢i¢, 1991). Unutar plodnice se razvijaju dva sjemene zametka (SI. 1c). Plod
je mesnata, jajasta koStunica duga 1-3 cm i Siroka do 2 cm. Na pocetku je koStunica zelene boje,
a sazrijevanjem poprima tamnoplavu, crnu ili smedezelenu boju. U popreénom prerezu

kostunice jasno se razlikuju tri sloja: vanjski kozi¢asti egzokarp, mesnati mezokarp te drvenasti



endokarp (SI. 1d). U kemijskom sastavu plod se sastoji od: 45-55% vode, 18-24%
ugljikohidrata, 13-28% ulja, 5-8 % celuloze, 1,5-2 % bjelancevina te 1-2 % minerala (Skarica,
1996).

Upravo kemijski sastav ploda masline, a prije svega zasi¢enih i nezasi¢enih masnih
kiselina koje su temelj maslinovog ulja, ¢ine maslinu jednom od agroekonomski najvrjednijih
biljnih vrsta. Prema posljednjim podacima za 2017./2018. godinu, proizvodnja maslinova ulja

na globalnoj razini iznosila je preko 3 milijuna tona (http://www.olioofficina.net/).

egzokarp

- mezokarp

Slika 1. a) Ogranak s metli¢astim cvatom masline, b) dvospolni cvijet masline s cvjetnom
formulom, ¢) uzduzni prerez kroz dvospolni cvijet masline i vidljiva dva sjemena zametka
u plodnici, d) wuzduzni prerez ploda masline (Preuzeto i izmijenjeno iz
https://www.narodnilijek.com/web/herbarium-maslina/; Skarica i sur., 1996)



https://www.narodnilijek.com/web/herbarium-maslina/

1.2. DIVLJA MASLINA (Olea europaea L. subsp. europaea var. sylvestris)

U divlje masline se ubrajaju; 1) izvorno divlje masline (oleaster) koje se nalaze u
prirodnim zonama pod malim utjecajem ¢ovjeka i 2) feralne masline (olivaster) kao sjemenjaci

kultiviranih maslina ili sjemenjaci nastali krizanjem kultivara i divljih maslina (Klepo, 2014).

Glavna obiljezja divljih maslina su izrazito veéa geneti¢ka varijabilnosti u odnosu na
kultivare, a koja im omogucuje jako dobru prilagodbu stanistima (Erre i sur., 2010), bodljasti
mladi ogranci, sitni okruglasti plodovi ¢iji polumjer ne prelazi 8 mm, slabo mesnat mezokarp s
niskim postotkom uljnih sastojka (ispod 15%) te ornitokorno i endozookorno rasprostiranje
drugim Zivotinjama, za razliku od kultivara koji se isklju¢ivo rasprostiru klonalno planiranim

aktivnostima covjeka (Belaj i sur., 2011).

Divlje masline su uz rogac (Ceratonia siliqua), tr§lju (Pistacia lentiscus), mirtu (Myrtus
communis), tetiviku (Smilax aspera), borovicu (Juniperus oxycedrus i Juniperus macrocarpa),
sparozinu (Asparagus acutifolius), krkavinu (Rhamnus sp.), ruzmarin (Rosmarinus officinalis),
crniku (Quercus ilex), ostriku (Quercus cocifera) itd., prirodni sastojak Suma alepskog bora ili
makije u stenomediteranskoj zoni mediteranske biljnogeografske regije. One su izuzetno vazne
za oCuvanje tla, odrZzavanje bioraznolikosti te u oplemenjivanju domacih kultivara u vidu
povecanja produktivnosti, sastava i kvalitete maslinova ulja (Klepo, 2014). Divlje masline su
poznate po svojoj dugovjecnosti, a kao primjer mozemo uzeti one U blizini naselja Lun na otoku
Pagu (SI. 2).

Slika 2. Stara divlja maslina s lokaliteta Lun na otoku Pagu (autorica: T. Klepo)



Izmedu vise desetaka tisuca divljih maslina na ovom otoku svojom se jedinstveno$c¢u izdvaja
oko 1500 divljih maslina starosti i preko 1600 godina, visokih od 5 do 8 metara. Ovo nalaziste
divljih maslina, povrsine 23,6 ha jedino je takve vrste na Jadranu te je, zbog velike botanicke i
estetske vrijednosti, 1963. godine zasticeno i proglaseno botanickim rezervatom

(https://www.lun.hr/slides/flashmasline/index.html).

1.3. PODRIJETLO | UDOMACENJE MASLINE

Posljednjih desetak godina intenzivno se istrazuje podrijetlo masline, postanak prvih
kultivara i $irenje masline diljem svijeta (Breton i sur., 2006; Belaj i sur., 2007; Besnard i sur.,
2013, 2016, 2018). Moze se reci da su danas prisutne dvije teorije koje pokusavaju objasniti
podrijetlo divlje masline i podrijetlo kultivara: monocentri¢na i multicentri¢na. Monocentri¢na
teorija pretpostavlja da su izvorno divlje masline rasprostranjene samo u isto¢nom
Sredozemlju, a da ono $to se smatra divljim maslinama u zapadnom Sredozemlju predstavlja
tzv. sjemenjake ili olivastere, tj. masline koje samo izgledaju kao divlje, ali su se razvile iz
sjemena kultivara. Po ovoj teoriji dana$nji kultivari maslina su domestificirani iz divljih
maslina isklju¢ivo u isto¢nom Sredozemlju. Multicentri¢na teorija pretpostavlja da su izvorno
divlje masline prisutne u cijelom Sredozemlju i da postoji mogucénost da su neki kultivari nastali
udomacivanjem lokalniith divljih maslina (npr. Maroko, Sicilija, Korzika). Ovu posljednju
teoriju podrzava vec¢ina najnovijih istrazivanja. Tako su koriste¢i podatke kloroplastnog
genoma Besnard i sur. (2009, 2013, 2018) zakljucili da je divlja maslina bila prisutna u
Mediteranu u kasnom miocenu ili ranom pliocenu, a detekcijom tri glavna kloroplastna
haplotipa u zapadnom, srediSnjem i istoénom Mediteranu uspjeli rekonstruirati
rasprostranjenost izvornih divljih maslina (SI. 3a). Zanimljivo je da su kloroplastni haplotipovi

divljih maslina ostavili svoj trag u kloroplastnom genomu modernih kultivara (SI. 3b).

Tijekom holocena, osobito tijekom posljednjih 8000 godina, dolazi do stabilizacije klime
mediteranskog podrucja, ali i do sve naglasenijeg ljudskog utjecaja, Sto je dovelo do
intenzivnog Sirenje areala kako divlje tako i kultivirane masline (Figueiral and Terral, 2002).
Bez obzira na teorije o podrijetlu masline, vecina autora smatra da danas najcesci kultivari
maslina potjece iz isto¢nog Sredozemlja te da su se na zapad $irili uz pomo¢ drevnih civilizacija
kao §to su civilizacije Fenicana, Grka i Rimljana (SI. 4.). Arheobotanicki ostaci plodova divljih

maslina iz lzraela (Kislev i sur., 1995) ukazuju da je prva upotreba maslina za razne ljudske
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potrebe (npr. konzumiranje plodova, koristenje lis¢a u prehrani domacih zivotinja, upotreba
drva maslina itd.) bila u vrijeme prvih civilizacija koje su se uspostavile na Bliskom Istoku u
vrijeme neolitika prije oko 10000 godina. Domestifikacija divlje masline se odvijala prije svega
vegetativnom propagacijom najpozeljnijih genotipova divlje masline. Cini se da je vegetativna
propagacija bila ve¢inom kalemljenje jer je poznato da su reznice izuzetne osjetljivosti na
patogene u tlu.
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Slika 3. Rasprostranjenost kloroplastnih haplotipova masline u Sredozemlju (A) divlja maslina,
(B) kultivari (Preradeno iz Besnard i sur., 2018).
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Slika 4. Antropogeno $irenje kultivirane masline iz istoénog Sredozemlja na zapad.

1.4. MIKROSATELITI KAO GENETICKI BILJEZI

U genetickim istraZivanjima kao alat za utvrdivanje geneti¢ke raznolikosti upotrebljavaju
se razliCiti geneticki biljezi (eng. genetic markers). Razli¢iti oblici biljega nazivaju se alelima,
a mjesto biljega na kromosomu lokusom. Tradicionalno se geneticki biljezi dijele na
morfoloske 1 molekularne, ali zbog moguénosti otkrivanja geneticke raznolikosti izravno na

razini DNA danas se gotovo isklju¢ivo koriste DNA biljezi kao podtip molekularnih biljega.

Od mnogobrojnih DNA biljega, mikrosateliti ili jednostavne ponavljajuce sekvence
(eng. Simple Sequence Repeats, SSR) su zbog svoji dobrih osobina (npr. ravhomjerna
zastupljenost u genomu, kodominantnost, visok nivo polimorfizma) naj¢esée upotrebljavani
geneticki biljezi (Moxon i Willis, 1999). Inace, mikrosateliti su dijelovi DNA sastavljeni od
tandema ponavljaju¢ih motiva nukleotida koji nikad nisu duZzi od 6 bp. Najcesce se nalaze u
nekodiraju¢im dijelovima genoma; gdje je stopa tockastih mutacija znatno viSa nego u
kodiraju¢im regijama. NO, Stopa mutacije u mikrosatelitnoj regiji je znatno veca i od ostatka
nekodiraju¢eg dijela genoma te iznosi od 102 do 10°° nukleotida po lokusu po generaciji, §to ih
¢ini iznimno varijabilnim, a samim time i vrlo informativnim (Radosavljevi¢, 2012). Visoka
razina polimorfizma SSR-biljega objasnjava se naj¢es¢e pomocu mehanizma poznatog kao

replikacijsko klizanje (eng. replication slippage) (SI. 5). Naime, tijekom replikacije



mikrosatelitne regije, zbog nesavrSenosti rada DNA polimeraze, osobito u ponavljaju¢em
mikrosatelitnom motivu, dolazi do pomaka ili ,,proklizavanja“ jednog lanca u odnosu na drugi
$to dovodi do pogreske u sparivanju baza, a to za posljedicu ima stvaranje omce. Ukoliko se
omca nalazi na rastu¢em lancu, u sljede¢em replikacijskom ciklusu do¢i ¢e do delecije
odredenog broja mikrosatelitnih motiva, a ukoliko se om¢a nalazi na lancu kalupa u sljede¢em
replikacijskom ciklusu do¢i ¢e do insercije odredenog broja mikrosatelitnih motiva. Regije koje
omeduju mikrosatelit nisu toliko podlozne mutacijama kao sama mikrosatelitna sekvenca pa
ako je poznat redoslijed nukleotida za takve regije moguce je sintetizirati PCR pocetnice za
umnazanje mikrosatelitnog lokusa. Kada je jednom odreden redoslijed nukleotida za PCR
pocetnice koje omeduju mikrosatelitnii lokus, laboratorijska analiza mikrosatelita je prili¢no
jednostavna i svodi se samo na lanc¢anu reakciju polimerazom i detekciju alela na kapilarnoj

elektroforezi.

Slika 5. Shematski prikaz replikacijskog klizanja. 1) ,,klizanje* novosintetiziranog lanca uz stvaranje
petlje 2) izgled dvolan¢ane DNA prije druge replikacije 3) replikacija 4) usporedba novonastalih
lanaca S i bez promjene broja mikrosatelitnih motiva. (Izvor:
https://www.frozenevolution.com/vi224-multiplication-can-also-be-product-nucleotide-
slipped-strand-mispairing-mechanism)



https://www.frozenevolution.com/vi224-multiplication-can-also-be-product-nucleotide-slipped-strand-mispairing-mechanism
https://www.frozenevolution.com/vi224-multiplication-can-also-be-product-nucleotide-slipped-strand-mispairing-mechanism

1.5. STATISTICKE METODE U ANALIZI GENETICKE RAZNOLIKOSTI

1.5.1. Deskriptivna statistika

Odredivanje informativnosti mikrosatelitnih biljega i geneti¢ke raznolikosti unutar i izmedu
populacija vrsi se deskriptivnom statistikom. Informativnost mikrosatelitnih biljega procjenjuje
se na temelju informacijskog sadrzaja polimorfizma i ukupnog broja uo¢enih alela (N3) u
analiziranoj populaciji. Informacijski sadrzaj polimorfizma (eng. Polymorphism Information
Content, skracenica PIC) (Botstein i sur., 1980) predstavlja mjeru broja i ucestalosti alela na

nekom lokusu. Procjenjuje se na temelju sljedece jednadzbe:

PIC =1 —ipf -2 i pfzipfzpf
i=1

!
i=j+1 =1

gdje je:

pi = ucestalost alela i,
piZ x pj? = umnozak kvadratne uéestalosti za svaki par alela,
| = ukupan broj alela.

Geneticka raznolikost unutar i izmedu populacije analizira se obi¢no tako da se
izracunava alelno bogatstvo (Nar), broj jedinstvenih alela (Npa), zapazena heterozigotnost (Ho),
oc¢ekivana heterozigotnost ili genska raznolikost (Hg), inbreeding koeficijent (Fis) te indeks
geneticke diferencijacije (Fsr).

Alelno bogatstvo (EI Mousadik i Petit,1996) je prosjecan broj alela u populaciji kada bi
broj jedinki unutar razli¢itih populacija u istrazivanju bio jednak. Procjenjuje se na temelju

rarefakcijskog indeksa prema sljedecoj jednadzbi:

N _Z 1 (ZNZ;Ni}

ar = 2N
2n




gdje je:

N — broj uzorkovanih jedinki,

2N — broj uzorkovanih alela,

Ni — broj alela i u populaciji,

N — broj poduzorkovanih jedinki (veli¢ina najmanjeg uzorka u analizi),
2n — broj poduzorkovanih alela.

Aleli koji se mogu pronaé¢i samo u jednoj populaciji nazivaju se jedinstvenim alelima
(Npa). Zapazena heterozigotnost (eng. observed heterozygosity, Ho) predstavlja udio
heterozigotnih jedinki u analiziranim populacijama. Oc¢ekivana heterozigotnost (eng. expected
heterozygosity, He) predstavlja udio jedinki u populaciji koje bi bile heterozigotne nakon jedne
generacije nasumicne oplodnje. Ocekivana heterozigotnost se obi¢no izracunava pomocu

nepristrane formule po Neiju:

gdje je:

He — nepristrana geneti¢ka raznolikost po Neiju,
n — veli¢ina uzorka,

pi= ucestalost alela i u populaciji,

| — ukupan broj alela,

Ho — zapazena heterozigotnost

Koeficijent samooplodnje (eng. inbreeding coefficient) (Fis) je mjerilo smanjenja
heterozigotnosti u populaciji u odnosu na populaciju koja je u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi,

a izracunava se prema formuli:

gdje je:

Ho - zapaZena heterozigotnost,
He - oCekivana heterozigotnost.
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Indeks geneticke diferencijacije (Fst) je mjera populacijske diferencijacije uvjetovana
genetickom strukturom. Indeks geneticke diferencijacije krec¢e se od Fst = 0 (nema geneticke
diferencijacije izmedu podpopulacija) do 1 (potpuna geneticka diferencijacija). Indeks genetske

diferencijacije izraCunava se prema formuli:

H
for =170,
T

gdje je:

Hs - prosjec¢na oc¢ekivana heterozigotnost podpopulacija,
Hr - ocekivana heterozigotnost populacije.

1.5.2.Mjerila geneti¢ke udaljenosti i izrada stabala srodnosti

Najcesce upotrebljavano mjerilo udaljenosti izmedu jedinki na temelju mikrosatelitnih
biljega je geneticka udaljenost temeljem udjela zajednickih alela (Proportion of Shared Alleles
Distance, DPSAM) (Bowcock i sur., 1994), a koja se izracunava prema sljede¢oj formuli:

gdje je:

S - broj zajednickih alela
L - broj mikrosatelitnih lokusa

U svrhu grafickog prikaza genetickih odnosa na temelju matrica udaljenosti izmedu
jedinki ili populacija obi¢no se koriste multivarijantne metode razvrstavanja (classification
methods) u koje spadaju i razli¢iti algoritmi za izradu stabala. Jedan od najcesce koriStenih
metoda izrade stabla je metoda sparivanja susjeda (Neighbor Joining; Saitou i Nei, 1987).
Izrada stabla metodom sparivanja susjeda zapocinje zvjezdastim stablom kod kojeg su sve

jedinke jednako udaljene od korijena kao i medusobno. Izracunava se korigirana matrica
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udaljenosti kod koje se udaljenosti izmedu svakog para jedinki korigiraju na temelju prosje¢ne
udaljenosti tih jedinki od svih ostalih jedinki u analizi. Razlaganje zvjezdastog stabla zapocinje
od para jedinki koje imaju minimalnu korigiranu udaljenost. Nakon izraCunavanja duljina grana
od novonastalog ¢lanka i para jedinki koje su preko njega povezane, izracunavaju se udaljenosti
izmedu Clanka i1 svih ostalih jedinki u analizi. Time se tvori nova izvorna matrica, te se

cjelokupan postupak ponavlja.

1.5.3.Bayesovska analiza populacijske strukture

Bayesovska analiza populacijske strukture ima za cilj utvrditi optimalan broj skupina u
svrhu razvrstavanja jedinki u genetski diferencirane skupine pretpostavljaju¢i Hardy
Weinbergovu razvnotezu kao i1 ravnoteZzu vezanosti gena (eng. linkage equilibrium) unutar
svake skupine (Pritchard i sur., 2000; Corander i sur., 2003). Analiza se temelji na Bayesovom

teoremu:

P(D|H)P(H)

P(H|D)= PD]

gdje je:

P(H|D) - posteriorna vjerojatnost hipoteze H istinita uz dane podatke D,

P(D|H) - uvjetna vjerojatnost podatka D uz danu hipotezu H,
P(H) - priorna vjerojatnost hipoteze H,

P(D) - marginalna vjerojatnost podatka D,

D - multilokusni genotipovi jedinki u analizi.

Nakon $to se odredi optimalan broj skupina K, pripadnost jedinki pojedinim skupinama
odreduje se izraCcunom udjela genoma svake pojedine jedinke, koji potjece iz odredene skupine,
odnosno izvorne populacije. Pretpostavlja se postojanje 1 do N skupina K, te se za svaku
hipotezu provede odgovarajuéi broj neovisnih prohoda (eng. run). Svaki se prohod sastoji od
velikog broja ponavljanja (npr. 200000) tijekom perioda zagrijavanja lanca (eng. burn-in), dok
se podatci o posteriornoj vjerojatnosti podataka prikupljaju tijekom ponavljanja (npr. 1 000000)
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algoritma Markovljevog lanca Monte Carlo (eng. Markov Chain Monte Carlo). Usporedbom
posteriornih vrijednosti podataka za svaku vrijednost K (Pritchard i sur., 2000), te izraunom
stope promjene posteriornih vrijednosti 4K izmedu uzastopnih vrijednosti K, moguce je

odabrati najvjerodostojnije hipoteze, a jedinke pridruziti pojedinim skupinama.

AK = Ly +Le,—
sd

2%l

gdje je:
L, - prosjecna posteriorna vrijednost podataka [InP(X |K )] broja skupina K izra¢unata na

temelju viSe prohoda,

L, , - prosjecna posteriorna vjerojatnost podataka [InP(X |K )] broja skupina K-1,
L., - prosjecna posteriorna vjerojatnost podataka [InP(X |K )] broja skupina K+1,

sd, - standardna devijacija posteriornih vrijednosti podataka za broj skupina K (Greguras,
2013).

1.5.4. Faktorijalna analiza korespodencije (FCA)

Faktorijalna analiza korespodencije (eng. Factorial Correspondence Analysis) je
viSedimenzionalna statistiCka metoda koja se koristi za sazimanje informacija i1 prikaza odnosa
izmedu genotipova na temelju simultane analize veceg broja biljega. Cilj analize je pronaci
kompozitne osi dobivene kombinacijom alela, a koje objasnjavaju dio ukupne opaZene inercije
tablice. Na taj se nacin jedinke nanose na dvije sloZene osi koje optimiziraju razlike izmedu

analiziranih jedinki koriste¢i prosje¢nu inerciju predefiniranih skupina (Benzécri, 1973.).
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2. CILJ RADA
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Cilj ovog diplomskog rada je analizirati 12 mikrosatelitnih lokusa 45 jedinki divlje
masline iz populacija Pag, Lastovo i PeljeSac i 15 najc¢es¢ih hrvatskih kultivara kako bi se: (1)
dobio bolji uvid u razinu geneticke raznolikosti populacija divlje masline u Hrvatskoj, (2)
procijenila geneticka srodnost hrvatskih divljih maslina s najées¢im hrvatskim kultivarima, (3)
potvrdila ili odbacila autohtonost divlje masline na ovim prostorima te (4) potvrdila ili odbacila

prisutnost i podrijetlo feralnih jedinki (,,sjemenjaka“).
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. BILINI MATERIJAL

Biljni materijal za molekularnu analizu je sakupljen s 15 jedinki u svakoj od tri populacije

divlje masline (Sl. 6) te s 15 kultivara masline (Tab. 1). S ukupno 60 biljaka sakupljeni su mladi

ogranci i pohranjeni u terenski hladnjak te u $to kracem vremenu dopremljeni u Laboratoriji za

filogeniju 1 molekularnu sistematiku Botani¢kog zavoda Bioloskog odsjeka PMF-a Sveucilista

u Zagrebu.

i

Slovenija C/J\ \

HRVATSKA

Bosna i Hercegovina

Peljesac (15)
N 43.00

Lastovo (15)
N 42.77
E 16.90

/
é

Slika 6. Geografska pozicija istrazivanih populacija divlje masline
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Tablica 1. Kultivari masline i lokacija njihova podrijetla

Kultivar Lokacija Zemljopisna duZina (E) Zemljopisna Sirina (N)
Bjelica Orasac 18.006678 42.704177
Buza Bale 13.786025 45.043114
Crnica Vitaljina 18.479712 42.442074
Drobnica Kastel Stari 16.345261 43.553794
Istarska Bjelica Bale 13.786025 45.043114
Istarska Crnica Bale 13.786025 45.043114
Karbuncela Kastel Stari 16.345261 43.553794
Lastovka Kastel Stari 16.345261 43.553794
Levantinka Gornje selo, 16.362224 43.362224
Grohote
Mastrinka Solta 16.286097 43.388243
Mr¢akinja Slano 17.893664 42.787918
Oblica Solta 16.286097 43.388243
Perisi¢eva mastrinka Kastel Stafili¢ 16.335393 43.550262
Piculja Stanice za juzne 18.083502 42.652547
kulture
Sitnica Peljesac 17.498207 42.893484

3.2. 1ZOLACIJA UKUPNE STANICNE DNA

Izolacija ukupne genomske DNA provedena je upotrebom izolacijskog kompleta

DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen ®) i uredaja za automatsku izolaciju DNA QIAcube

(Qiagen®).

1. Izvaze se 100 mg svjezeg lisnog tkiva i pomocu sterilne pincete stavi u epruvetu od 2 mL
(Safe-lock 2 mL tube, Eppendorf®), u koju se jos doda sterilizirana &eliéna kuglica (d = 7
mm) za usitnjavanje;

2. Epruvete se sloze u stalak za 24 uzorka uredaja za usitnjavanje Tissue Lyser (Qiagen®),
urone u tekué¢i dusik i1 nakon stajanja oko jednu minutu usitne u uredaju za usitnjavanje
jednu minutu na frekvenciji od 30 Hz/s;

3. Na usitnjeno biljno tkivo doda se 400 uL. AP1 pufera i 4 uL RNaze A. Smjesa se promijesa
na ,,vorteks* mijesalici (GVLab-Gilson®);

4. Dobiveni homogenat inkubira se 10 minutana 65 ° C uz povremeno mijeanje na ,,vorteks*
mijesalici (GVLab-Gilson®);
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5. Doda se 130 pL P3 pufera, sadrzaj dobro promijesa na vorteks mijesalici (GVLab-Gilson®)
i stavi 7 minutana -20 ° C;

6. Uzorci se potom centrifugiraju (centrifuga 5415 D-Eppendorf®) 5 min na 16 000 X g;

7. 400 uL gornjeg vodenog sloja prenese se u novu epruvetu od 2 mL (Safe-lock 2 mL tube,
Eppendorf®);

8. Epruvete se stave u vorteks inkubator QIAcube uredaj, a odgovaraju¢i adapteri s
pripadaju¢im kolonama izolacijskg kompleta u rotor centrifuge QIAcube uredaja
Napomena! Broj pozicije u rotoru QIAcube uredaja (gdje c¢e nakon postupka izolacije
zavrsiti izolat DNA) mora odgovarati broju uzorka u vorteks inkubatoru QIAcube uredaja.

9. U podrucje QIAcube uredaja na mjesta za pufere stave se bocice s puferom AW1, puferom
AW?2 i puferom AE. Neposredno prije pocetka rada, uklone se ¢epovi s bocica pufera te se
uredaj napuni s filter-nastavcima od 1000 pL;

10. Zatvore se vrata QIAcube uredaja i na zaslonu na glavnom izborniku odabere protokol:
,Purification of total DNA from plant cells and tissues”, a u podizborniku ,,DNeasy@ Plant
Mini Kit®;

11. Kada protokol zavrsi (oko 1 sat) na ekranu se prikaZze poruka da su uzorci obradeni,
otvore se vrata QIAcube uredaja i izvade adapteri iz rotora, a iz adaptera se izvade i zaklope
epruvete od 1,5 mL s pro¢is¢enom DNA;

12. Izolirana DNA pohrani se u zamrzivac na -20 ° C.

3.3. UMNOZAVANJE MIKROSATELITNIH LOKUSA LANCANOM REAKCIJOM
POLIMERAZOM | DETEKCIJA ALELA

Prije umnoZavanja mikrosatelitnih lokusa izmjerena je koncentracija izoliranth DNA
pomocu spektrofotometra NanoPhotometer P300 (Implen®). Prije pocetka mjerenja potrebno
je kalibrirati uredaj pomoc¢u AE pufera koji se koristio u zadnjem koraku izolacije DNA. Kako
bi se dodatno potvrdila vjerodostojnost mjerenja, poslije mjerenja koncentracija izoliranin DNA
izmjerena je koncentracija A-DNA poznate koncentracije (100 ng/ul). Osim §to je za sve uzorke
izmjerena koncentracija, odreden je i omjer apsorbancije 260/280 kao mjera Cistoce izoliranih

DNA.
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Lanc¢anom reakcijom polimerazom umnozeno je 12 mikrosatelitnih lokusa (Sefc i sur.,
2000; De la Rosa i sur., 2002; Carriero i sur., 2002; Cipriani i sur., 2002). Nazivi mikrosatelitnih
lokusa, sekvence pocetnica i ocekivane duljine umnozenih fragmenata i ponavljajuc¢i motivi

DNA navedeni su u Tablici 2.

PCR otopina za umnozavanje mikrosatelitnih lokusa za jedan uzorak ukupnog volumena

20 pL imala je sljedeci sastav:

e 9.1 uL H2O (sterilizirana, deionizirana)

e 2.0pL 10 x PCR pufer (TAKARA®)

e 1.6 uL dNTP (TAKARA®)

e (.2 uL BSA (20 pg/mL)

e 0.1 uL Taq Hs (TAKARA®)

e 5.0 uL otopine DNA (2 pg/mL)

e 1,0 ul pocetnica F (na 5' - kraju florescencijska oznaka Fam, Ned, Vic ili Pet)

e 1,0 ul pocetnica R

Umnozavanje mikrosatelitnih SSR regija lan¢anom reakcijom polimerazom provedeno

je u uredaju GeneAmp 9700 (Applied Biosystems®™) prema programu:

e inicijalni korak denaturacije: 7 minuta na 95 °C,

e 35 ciklusa ponavljanja tri temperature: 20 sekundi na 95 °C (denaturacija), 30 sekundi
na 50 °C (vezanje PCR pocetnice na DNA kalup), 30 sekundi na 72 °C (sinteza novih
DNA lanaca),

e zavr$ni korak elongacije od 8 minuta na 72 °C.

Za preliminarnu provjeru umnozavanja mikrosatelitnih lokusa lan¢anom reakcijom
polimerazom upotrebljena je elektroforeza na agaroznom gelu. Uzorci koji su na gelu agaroze
nakon bojanja i UV-svjetla pokazivali DNA trakicu u veli¢inskom rasponu od 100 — 300 bp
poslani su na detekciju kapilarnom elektroforezom na uredaju ABI3130x1 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems®) u DNA servisu Macrogen (Seoul, Juzna Koreja). Nakon kapilarne

elektroforeze rezultati svih analiziranih uzoraka bili su vidljivi u obliku .fsa podataka.
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Tablica 2. Nazivi mikrosatelitnih lokusa, ponavljaju¢i SSR motiv i o¢ekivane duljine umnoZenih
SSR lokusa u parovima baza (bp)

Raspon duljina

Lokus Ponavljajuéi motiv PCR-fragmenata (pb)
ssrOeUA-DCA3 (GA)19 228-250
ssrOeUA-DCA4 (GA)16 1280-186
ssrOeUA-DCA9 (GA)2 161-205
ssrOeUA-DCA11 (GA)25(GGGA)4 125-161
ssrOeUA-DCAL6 (GT)13(GA)20 120-178
ssrOeUA-DCA18 (CA)4CT(CA)3(GA)19 168-184

EMO3 (CA); 205-215

GAPU59 (CT)o oko 227
UDO099-011 (CT)7(CA)10(CT)2(CA)CT(CA)CT(CA)g oko 115
UDO099-019 (GT)20(AT)s oko 165
UDO099-039 (AT)s(GT)u1 oko 170
UDQ099-043 (GT)12 oko 174

3.4. STATISTICKA ANALIZA

Rezultati kapilarne elektroforeze mikrosatelitnih alela u obliku .fsa racunalnih podataka

ocitani su ra¢unalnim programom GeneMapper (Applied Biosystems®).

Ukupan broj alela po biljegu (Na) i informacijski sadrzaj polimorfizma (eng.
Polymorphism Information Content, skracenica P1C) svakog mikrosatelitnog biljega izracunati
su uz pomo¢ racunalnog programa PowerMarker (Liu i Muse, 2005). Ukupan broj alela,
zapazena heterozigotnost (Ho) i ocekivana heterozigotnost (He) te koeficijent samooplodnje
(Fis) izracunati su za svaki mikrosatelitni lokus u svakoj populaciji pomoc¢u racunalnog
programa GENEPOP 4.0 (Raymond i Rousset, 1995). Alelno bogatstvo (Nar) ili broj alela koji
je neovisan o veliini uzorka izracunat je u programu FSTAT (Goudet, 1995), a broj
jedinstvenih alela (Npr) u programu MICROSAT (Minch i sur., 1997). U ra¢unalnom programu
FSTAT, pomocu nepristranog procjenitelja po metodi Weira i Cockerhama (1984), izracunat
je indeks geneticke diferencijacije (Fst) izmedu svih parova populacija kao i negova

signifikantnost 10000 nasumicnih permutacija.

Geneticka udaljenost na temelju udjela zajednickih alela (proportion-of-shared-alleles
distance; Bowcock i sur., 1994) izracunata je upotrebom rac¢unalnog programa MICROSAT
(Minch i sur., 1997). Uz pomo¢ podprograma NEIGHBOR racunalnog paketa PHYLIP ver. 3.6
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b (Felsenstein, 1993) iz dobivene matrice geneti¢ke udaljenosti izmedu jedinki izradeno je

srodstveno stablo upotrebom algoritma NJ (Neighbor Joining).

Bayesovska analiza populacijske strukture provedena je pomoc¢u ra¢unalnog programa
STRUCTURE (Pritchard i sur., 2000; Hubisz i sur., 2009). Broj pretpostavljenih skupina bio je
od1ldo7(K=1-7),te]jezasvaku hipotezu provedeno 10 neovisnih prohoda (run). Svaki se
prohod sastojao od 200,000 ponavljanja tijekom razdoblja zagrijavanja lanca (burn-in). Podaci
0 posteriornoj vjerojatnosti podataka prikupljani su tijekom 1,000,000 ponavljanja algoritma
Markov Chain Monte Carlo uz pretpostavku modela koji dozvoljava mjeSovito podrijetlo
jedinki (admixture model) i korelirane alelne ucestalosti bez ukljucivanja prethodnih

informacija o populacijskoj pripadnosti pojedinih jedinki.

Faktorijalna analiza korespondencije (Factorial Correspondence Analysis; FCA)

provedena je pomocu programa Genetix 4.05 (Belkhir i sur., 2004).
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4. REZULTATI
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4.1. DETEKCIJA | SVOJSTVA MIKROSATELITNIH BILJEGA

Analizom 12 mikrosatelitnih lokusa (Tablica 3) na 45 jedinki divljih maslina iz tri
populacije (Pag, PeljeSac, Lastovo) i 15 najce$¢ih kultivara u Hrvatskoj uspjesno je
identificirano 139 mikrosatelitnih alela. Broj alela se kretao od 5 (UD099-019) do 19 (UDO99-
043). Vrijednosti PIC-a oscilirale su od 0.452 (UD099-019) do 0.871 (UDO099-039), s

prosje¢nom vrijednosti od 0.774.

Tablica 3. Raspon duljina PCR fragmenata, ukupan broj alela (N,) i informacijski sadrzaj
polimorfizma (PIC) za 12 mikrosatelitnih lokusa analiziranih u ovom radu.

Raspon duljina PCR umnoZenih

Lokus fragmenata (pb) Na PIC
ssrOeUA-DCA3 232-258 9 0.734
ssrOeUA-DCA4 130-188 15 0.818
ssrOeUA-DCA9 161-207 15 0.869

ssrOeUA-DCA1L 127-179 7 0.725
ssrOeUA-DCAL6 123-183 18 0.859
ssrOeUA-DCAL8 156-196 14 0.792
EMO3 205-219 8 0.809
GAPU59 208-228 8 0.685
UDO099-011 103-135 11 0.847
UDO099-019 99-167 5 0.452
UD099-039 105-189 10 0.871
UDO099-043 168-220 19 0.829
Prosjek 11.58 0.774
Ukupno 139

4.2. GENETICKA RAZNOLIKOST

Rezultati unutarpopulacijske raznolikosti svake populacije divljih maslina i kultivara
prikazani su u Tablici 4. Najniza vrijednost prosje¢nog broja alela po lokusu (Nay) utvrdena je
za skupinu kultivara (6.917), a najveca za populaciju Lastovo (7.583). Najveci broj jedinstvenih
alela zabiljeZen je za populacije divlje masline Lastovo (13) i Pag (12), a najmanji za skupinu
kultivara (4). Populacija divlje masline s poluotoka PeljeSca imala je puno manji broj
jedinstvenih alela (8) od druge dvije populacije divljih maslina. Zapazena (Ho) i o¢ekivana (Hg)
heterozigotnost bile su najmanje za populaciju Pag (Ho=0.717, He= 0.769), a u istoj populaciji
koeficijent samooplodnje (Fis) ukazivao je na signifikantno odstupanje od Hardy-Weinbergove
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ravnoteze. Izracun koeficijenta samooplodnje kultivara nije proveden jer se tu radi o kolekciji

kultivara skupljenih s razli¢itih geografskih lokacija, a ne o populaciji koja obitava na istom

podrucju izmjenjujuci gene izmedu jedinki.

Tablica 4. Mikrosatelitna raznolikost tri populacija divljih maslina i skupine hrvatskih

kultivara.

Populacija n Nay Npa Ho He Fis P
Pag 15 7,250 12 0,717 0,769 0,068 *
Lastovo 15 7,583 13 0,833 0,771 -0,080 ns
Peljesac 15 7,000 8 0,800 0,780 -0,026 ns
Kultivari 15 6,917 4 - - - -

n = veli¢ina uzorka, Nay = prosjecan broj alela po lokusu, Npa = broj jedinstvenih alela, Ho = zapazena
heterozigotnost, He = ocekivana heterozigotnost, Fis = koeficijent samooplodnje

Rezultati izraCuna indeksa geneticke diferencijacije divljih populacija masline (Fst)
prikazani su u Tablici 5. Vrijednosti indeksa Fst za sve parove populacija bile su signifikantne
pri 0.001 < P(Fst) < 0.01. Najveca vrijednost Fst zabiljeZena je izmedu populacija Pag i
Peljesac (0.078), dok je najmanja zabiljezena izmedu populacija Pag i Lastovo (0.050). Kao i u
slucaju koeficijenta samooplodnje, izracun indeksa geneticke diferencijacije kultivara nije

proveden jer se tu radi o kolekciji kultivara skupljenih s razli¢itih geografskih lokacija, a ne o

populaciji.

Tablica 5. Matrica vrijednosti Fsr izmedu populacija divlje

masline
Populacija Pag Lastovo  Peljesac
pag *% *%
Lastovo 0,050 il

Peljesac 0,078 0,065
Signifikantnost Fsr: ** 0.001 < P(Fs1) <0.01

4.3. GENETICKA UDALJENOST IZMEDU JEDINKI | NJ STABLO SRODNOSTI

Nezakorijenjeno NJ (Neighbor Joining) stablo je izradeno na temelju matrice genetske
udaljenosti (udjel zajednickih alela ili eng. Proportion of Shared Alleles, Psa) izmedu svih 60

analiziranih genotipova (Slika 7a).
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Slika 7. a) Nezakorijenjeno NJ (Neighbor Joining) stablo srodnosti izradeno na temelju matrice
kultivari,
Struktura izvornih populacija na temelju Bayesovske analize pomocu programa STRUCTURE pri K =
2 do 4. Svaka je jedinka predstavljena stupcem, a stupac odgovara grani u srodstvenom stablu koja je u
istom redu kao i stupac; Boja odgovara postotku genoma (Q) jedinke koji potjece iz odredene izvorne

genetske udaljenosti udjela zajednickih alela,

populacije.

Pag,

K=3
Udio pripadnosti
1.00.0

0.5

1.00.0

K=4

0.5

1.0

Lastovo,

Peljesac,

Na stablu je vidljivo grupiranje jedinki u pet skupina. Tri skupine u gornjem dijelu stabla

Cine jedinke s otoka Paga i Lastova i dva kultivara (Mrcakinja i Piculja). Dvije donje skupine

na srodstvenom stablu ¢ine jedinke iz populacije divljih maslina s poluotoka Peljesca, jedna

jedinka s otoka Pag i Lastovo te vec¢ina kultivara.
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4.4. BAYESOVA ANALIZA POPULACIJSKE STRUKTURE

Bayesovskom analizom populacijske strukture utvrden je optimalan broj skupina, uz
prethodnu pretpostavku (hipoteze) da postoji od jedna do 7 skupina (Slika 8). Na temelju
usporedbe posteriornih vjerojatnosti podataka [In P(X|K)] za svaku vrijednost K i izraGunom

vrijednosti AK utvrdena je najveca vrijednost za K=2 1 K= 4,

-2500 300
235.6 ! ' :

-2700 1 1 +200
- i
X g >
> s P
g
£

]
-2900 A T100
-3100 : 0
0 1 6 7

o n P(X]K): vjerodostojnost (posteriorna vjerojatnost; 100 prohoda za svaki K)
A AK: stopa promjene vjerodostojnosti izmedu uzastopnih vrijednosti K

Slika 8. Struktura izvornih populacija na temelju Bayesovske analize pomoc¢u programa
STRUCTURE.

Kod K = 2, podjele s najvisim AK, vidljiva je podjela u skupinu koju ¢ine jedinke iz
populacija divlje masline Pag i Lastovo te kao kod NJ srodstvenog stabla, dva kultivara
Mr¢akinja i Piculja te skupinu koju ¢ine jedinke iz populacije Peljesac i vecina Kultivara (SI.
7b). Zanimljivo je da ova podjela u analizi Structure, za razliku od srodstvenog stabla, ne
podrazumijeva uvrStavanje dvije jedinke iz populacija divlje masline Pag i Lastovo u skupinu
u kojoj su jedinke iz populacije Peljesac i kultivari. Kod K = 3 i1 K =4 jasna je vidljiva podjela
skupine divljih populacija na odvojene skupine Pag i Lastovo, te kod K = 4 podjela skupine
Peljesac i kultivari u dvije skupine u kojima nema ¢iste podjele na samo kultivare i samo jedinke

populacije Peljesac.
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4.5. FAKTORIJALNA ANALIZA KORESPODENCIJE

Faktorijalnom analizom korespondencije (FCA) prikazani su odnosi izmedu 45 jedinki
divlje masline 1 15 naj¢esc¢ih hrvatskih kultivara (SI. 9). Prve dvije osi objasnjavaju gotovo 83
% ukupne varijance, s tim da prva os iznosi 49.70 %, a druga 33.25 % ukupne varijance,
ukazujucéi na veliku razinu raznolikosti izmedu i unutar istrazivanih populacija. Prva os razdvaja
populaciju divlje masline Lastovo i kultivare Mr¢akinja i Piculja od populacije divlje masline
Pag, dok su jedinke divlje populacije PeljeSac i vecine kultivara smjestene izmedu ove dvije
populacije tek nesto blize populaciji Pag. Druga os razdvaja populacije divlje masline Pag i

Lastovo te dva kultivara (Mrcakinja i Piculja) od divlje populacije Peljesac i vecine kultivara.

1.50 -
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n "
Piculja\l.PO | ® P2 Lastovo
- aC o P3 Peljedac
u . o P4 Kultivari
|
L ]
B0 0.90 -
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c@ - " th;‘ié:_(':evaMastrinka
(e} starskaBjelica Bjelica
N Mastrinka .
g . . . 0-60 Lastovkﬁ;l:| A Blllza .
w =1.90 -1.00 -0.50 0.po e o O%EH o ® 1,00 1.50
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o - oo oo g
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Slika 9. Prikaz odnosa izmedu 45 jedinki iz tri populacije divlje masline i 15 naj¢e$c¢ih hrvatskih
kultivara masline u koordinatnom sustavu odredenom prvim dvjema osima faktorijalne analize
korespondencije (FCA). Pojedinaéni genotipovi prikazani su malim kvadratima, a baricentri populacija

i skupine kultivara ve¢im kvadratima.
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5. RASPRAVA
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Raznolikost masline podrazumijeva divlje (oleaster), sjemenjake (olivaster) i kultivirane
forme. Na podrucju Republike Hrvatske maslina se uzgaja na otocima i obalnom dijelu, svugdje
gdje dopire mediteranska klima. U ovom istrazivanju prikupljeni su uzorci tri populacije divljih

-----

kultivara.

Svi analizirani mikrosatelitni lokusi su bili polimorfni, s visokim ukupnim (139) i
prosjecnim (11.58) brojem detektiranih alela te visokom prosjecnom vrijednoséu
informacijskog sadrzaja polimorfizma (0.774) §to ukazuje na veliku diskriminacijsku mo¢

upotrebljenih mikrosatelitnih biljega.

Nadalje, zabiljezena je velika genetska raznolikost populacija divljih i skupine
kultiviranih maslina koje su vidljive iz rezultata ukupnog i prosjecnog broja alela, alelnog
bogatstva, broja jedinstvenih alela te zapaZene i ocekivane heterozigotnosti (Tablica 4).
Vrijednosti gotovo svih parametara bile su vece za divlje nego za kultivirane masline ukazujuci
na njihovu vecu genetsku raznolikost, a §to je bilo 1 ocekivano (Lumaret i sur., 2004; Belaj i
sur., 2007, 2010; Besnard i sur., 2013). Naime, kultivari su produkt ljudskog uzgoja. Covjek je
u prirodnim (divljim) populacijama birao mali broj jedinki s naglasenim ekonomski vrijednim
osobinama (npr. veli¢ina ploda ili ve¢i postotak ulja) koje je onda klonski razmnozavao. Na
ovaj nacin, zbog ljudskog utjecaja, doslo je do nastanka fenomena poznatog kao geneti¢ko usko
grlo (eng. bottleneck) i efekt osnivaca (eng. founder effect), a koji snazno utje¢u na smanjenje

geneticke raznolikosti.

Prosje€an broj alela kao i broja jedinstvenih alela kod populacije PeljeSac je vrlo nizak
za divlju populaciju pa se po ovim parametrima populacija PeljeSac nasla izmedu divljih
populacija 1 skupine kultivara (Tab. 4). Njezinu posebnost naglasavaju 1 vrijednost indeksa
zamiSljene tri divlje populacije u analizi (Tab. 5). Nakon izracuna genetskih udaljenosti medu
jedinkama i njihova prikaza u obliku NJ-stabla (Sl. 7a), Bayesovske (SI. 7b) i Faktorijalne
analize korespondencije (SI. 9), a koje su u pravilu sve jedinke iz populacije Peljesac smjestale
u zajednicku skupinu s kultivarima, doslo se do zakljucka da je populacija PeljeSac populacija
sjemenjaka tj. populacija koja se je oformila klijanjem plodova kultivara. Naime, sjemenjaci u
pravilu morfoloski izgledaju kao divlje masline, ali su geneticki tek nesto jace raznoliki od
kultivara jer im je majcinski dio genoma podrijetlom od kultivara, a o¢inski moZze biti

podrijetlom i od kultivara i od divljih jedinki. S druge strane sjemenjaci su ne§to manje
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raznoliki od divljih maslina kod kojih 1 maj¢inski i o¢inski dio genoma potjece od jedinki iz

divljih populacija s potpuno slobodnom oplodnjom.

Svojom geneti¢kom raznoliko$¢u i smjestajem na NJ-srodstvenom stablu, u Structure i
FCA analizi pravim divljim populacijama (oleastri) su se pokazale populacije Pag i Lastovo.
Signifikantan koeficijent samooplodnje (Fis=0.0680) zabiljezen je za populaciju divlje masline
s Paga. Ovaj rezultat ukazuje da su jedinke u ovoj populaciji srodstveno blize nego $to bi trebale
biti pri slobodnoj oplodnji tj. da je populacija Pag izolirana s povecanim stupnjem
samooplodnje. Temeljem navedenog, mozemo pretpostaviti da su populacije divlje masline
neko¢ bile puno vece, no razvojem i Sirenjem poljoprivredne proizvodnje, prirodne populacije
su se smanjivale Sto je uzrokovalo gubitak dijela raznolikosti (genetsko usko grlo). Ovi rezultati
naglasavaju potrebu ocuvanja prirodnih populacija divljih maslina kao rezervata rijetkih i
vrijednih alela Sto predstavlja izniman potencijal u oplemenjivackim programima (Klepo i sur.,

2013, 2014).

Donekle iznenadujuéi rezultat je da su se u svim primijenjenim analizama kultivari
Piculja i Mrcakinja uvijek svrstavali u prave divlje masline. Ovaj rezultat je u skladu s
tradicionalnim kori$tenjem ova dva kultivara, ne kao izvora plodova bogatih uljem, nego, zbog
obilne i redovite cvatnje, kao izvora peluda u maslinicima tijekom sezone oprasivanja. Nadalje,
Bakari¢ (2002) kultivar ‘Mrcakinju’ smatra jednim od sinonima za ‘Divljaku’ Sto samo

potvrduje rezultat iz ovog rada da je ‘Mréakinja’ zapravo divlja maslina, a ne kultivar.

Tijekom nekih analiza (npr. NJ, FCA) po jedna jedinka iz populacija divlje masline Pag
i Lastovo grupirale su se sa skupinom kultivara, no u Bayesovskoj analizi populacijske
strukture one su se pokazale kao jedinke divljih maslina (SI. 7a, b). Tijekom daljnjih
istrazivanja trebalo bi ponoviti izolaciju DNA ovih jedinki i analizu mikrosatelitnih lokusa jer

postoji sumnja na krivo skoriranje pojedinih alela ili na zagadenje stranom DNA.
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6. ZAKLJUCCI
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Na temelju provedenih populacijsko-genetickih analiza na 12 mikrosatelitnih lokusa 45
jedinki iz tri populacije divlje masline 1 15 jedinki najces¢ih hrvatskih kultivara moze se

zakljuciti sljedece:

e upotrebljeni mikrosatelitni biljezi bili su polimorfni s velikom mo¢i razlu¢ivanja
analiziranih jedinki,

e utvrdena je velika geneticka raznolikost divljih populacija kao i skupine kultivira, pri
¢emu su vrijednost svih populacijsko-genetic¢kih parametara bile veée za divlje masline
nego za kultivare,

e relativno mali prosjeCan broj alela i jedinstvenih alela, velika vrijednost geneticke
diferencijacije u odnosu na druge divlje populacije, polozaj na NJ-stable, u Structure
analizi i FCA plotu ukazuju da je populacija PeljeSac populacija sjemenjaka
(olivaster), a ne populacija divlje masline (oleaster),

e pravim divljim populacijama su se pokazale samo populacije Pag i Lastovo,

e kultivari Piculja i Mréakinja nisu kultivari; nego prave divlje masline koje zbog obilne
i redovite cvatnje sluze u maslinicima kao obilan izvor peluda tijekom perioda
oprasivanja,

e signifikantan koeficijent samooplodnje (Fis) u populaciji Pag ukazuje da je ova divlja
populacija, vjerojatno zbog smanjenja velicine, prosla kroz geneti¢ko usko grlo (eng.
bottleneck), a to je dovelo do povecanja stupnja samooplodnje,

e dobiveni rezultati naglaSavaju potrebu o¢uvanja prirodnih populacija divlje maslina

kao rezervata rijetkih 1 vrijednih alela u oplemenjivackim programima.
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