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POPIS KRATICA

AFLP, polimorfizam duljine amplificiranih fragmenata (engl. amplified fragment length
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LOD vrijednost, logaritam omjera vjerojatnosti (engl. logarithm of the likehood ratio)
log2FC, logaritamski omjer promjene ekspresije gena (engl. logarithmic fold change)
MRNA, glasnicka RNA (engl. messenger RNA)
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ple sequence

STS biljeg (engl. Sequence Tagged Site)



1. UVOD

Maslina (Olea europaea L.) je jedna od ekonomski najvaznijih voénih vrsta jer se koristi
za proizvodnju ulja visoke nutritivne vrijednosti. Uzgoj masline se prosirio po‘etjelomisvijetu,
ali 95 % povrsina prekrivenih nasadima maslina i dalje se nalazi u mediteranskem podrucju
(FAOSTAT, 2023). U Hrvatskoj se maslina uglavnom uzgaja na krSkim terenima, u obalnom
podrucju i na otocima gdje predstavlja glavnu poljoprivrednu kulturu. Godi$nja proizvodnja
plodova masline trostruko je porasla od pocetka devedesetih,godina,do danas, Sto je medu

ostalim, posljedica prelaska s monosortnih na visesortne siasade:

Unato¢ ovom znacajnom porastu proizvodnje, prinosi masline i dalje su nestabilni te
cesto niski, ponajprije zbog ograni¢enja povezanih s reproduktivnim procesima. Maslina se
odlikuje obilnom cvatnjom, nakon koje obi¢no slijedi, slabije zametanje plodova, $to u
konacnici rezultira niskim prinosima(Cuevas i Polito, 2004). Uspjeh oplodnje i produktivnost
maslinika uvelike ovise o izboru sorti i njithovomyrasporedu, a od osobite je vaznostimedusortna
kompatibilnost i istodobna cvatnja (Cuevas i sur., 2009). Osim navedenih‘€imbenika, okeli$ni
¢imbenici poput temperature zraka; oborina i vjetra mogu znatno utjecati na tijek<cvatnje,
na porast temperature zraka, sto u danasnjim uvjetima globalneg zatopljenja c¢esto moze dovesti

do smanjenja prinosa.

Kako 'bi se razjasnili ¢imbenici &keji odreduju’ oplodnju 1 zametanje plodova, u
istrazivanjima se sve ¢es¢e primjenjuju,suvremene metode, uklju¢ujuéi molekularne tehnike,
mikrosatelitne biljege i roditeljski test (Mookerjee 1sur., 2005; Vuletin Selak i sur., 2021). Ovi
pristupi " “omogucuju preciznu procjenu - medusortne <kompatibilnosti, identifikaciju

najuéinkovitijih oprasivaca i uvidiu uspjeh samooplodnje.

Ipak, jedan od najvaznijih problema u uzgoju masline je samoinkompatibilnost (SI),
mehanizam kojim maslina® nastoji /skljuciti moguénost samooplodnje i1 dati prednost
stranooplodnji (De Nettancourt,~1977). Kao odgovor na problem sortne SI, u mnogim
istrazivanjima preporucuje se sadnja kompatibilnih sorti u maslinicima koje ¢e sluziti kao izvor
peludi u stranooprasivanju te dovesti do uspjesne oplodnje (Cuevas i sur., 2024a). Predlazu se
najuspjesnije kombinacije sorti za zajedni¢ku sadnju, ali za puno sorti nema informacija te
uspjeh pojedine kombinacije moze znacajno ovisiti 0 uvjetima uzgoja. Razjasnjavanje ovog

slozenog mehanizma omoguceno je provedbom kontroliranih opraSivanja u poljskim uvjetima,



uz primjenu fenoloskih, mikroskopskih, genomskih i transkriptomskih metoda istrazivanja

reproduktivnih procesa, koje pruzaju uvid u gene potencijalno ukljucene u SI mehanizam.

1.1. Taksonomija, filogenija, morfologija i domestikacija masline (Olea europaea L.)

Maslina predstavlja jednu od klju¢nih poljoprivrednih kultura,mediteranske regijey s
dugom tradicijom uzgoja i znac¢ajnim utjecajem na kulturu i gospodarstvo tog podrucja.Pripada
porodici Oleaceae koja obuhvaca 27 rodova i oko 750 razli¢itih vrsta rasprostranjenih na svim
kontinentima osim Antarktike (Dupin i sur., 2020, 2024). Veéina predstavnika ove porodice su

drvenaste vrste poput masline, jasena, jasmina, forzicije,/o0smantusa; kaline 1 jorgovana.

Rod Olea obuhvaca priblizno 30-40 zimzelenih vrsta grmova i stabala. Dijeli se na tri
podroda: Olea, Tetrapilus i Paniculatae, pri ¢emu se podrod Olea dijeli na dvije sekcije: Olea i
Ligustrides (Green, 2002). Sekcija Olea obuhvaca kompleks Olea europaea, koji ukljucuje 6
podvrsta temeljenih na morfoloskim razlikama i geografskoj rasprostranjenosti (Rubio de Casas
i sur., 2006; Besnard i sur., 2018):

- subsp. europaea, rasprostrfanjena na podruéju Mediterana;

- subsp. cerasiformis, obuhvaca Madeira oto¢je;

- subsp. cuspidata, rasprostranjena u jugoistocnoj Africi i jugozapadnoj Aziji;
- subsp. guanchica, znac¢ajna za Kanarske otoke;

- subsp. laperrinei, obuhvaca podruéje Sahare;

- subsp. maroccana, rasprostranjena u Maroku.

Sve su podvrste diploidne, osim subsp..maroccana (heksaploidna, 6x) i subsp.
cerasiformis (tetraploidna, 4x) koje su poliploidne (Besnard i sur., 2008). Noviji filogenomski
podaci upucuju na postojanje sedme podvrste Olea europaea subsp. ferruginea za azijske

populacije koje su jasno odvejene od africke podvrste cuspidata (Julca i sur., 2023).

Podvrsta subsp. europaea obuhvaca dva botanicka varijeteta: kultivirane masline (Olea
europaea subsp. europaea var. europaea) i divlje masline (Olea europaea subsp. europaea var.
sylvestris). Divlje masline pojavljuju se u dva oblika, kao pravi oleasteri te feralni oblici, nastali
iz sjemenjaka kultiviranih maslina ili krizanjima izmedu pravih oleastera i kultiviranih sorti

(Angiolillo i1 sur. 1999; Belaj i sur., 2007). Divlje masline odlikuju se grmolikim rastom,



manjim listovima i plodovima te znatno nizim udjelom ulja u plodu u odnosu na kultiviranu

maslinu (Green, 2002).

Maslina je viSegodiSnje zimzeleno kserofitsko stablo s razgranjenom okruglastom
kroS$njom, nepravilnim i kvrgavim deblom te vretenastim i razgranjenim korijenom. Stablo
masline moze dose¢i visinu i od 15-20 m. U uzgojnim uvjetima, visina stabala se regulira
redovitom rezidbom s ciljem olakSavanja berbe i odrZzavanja produktiviosti. lako se kod starijih
stabala korijenov sustav razvija pretezno lateralno i plitko (60-70 cm dubine), u ranijim fazama
razvoja, tijekom prvih 3-4 godine, korijen primarno raste usvertikalnom smjeru, nakon ¢ega
dolazi do formiranja boc¢nog korijenja koje postupno preuzima, dominantnu funkciju u
apsorpciji vode i hranjiva (Therios, 2009). Kod miladih ‘stapala masline kora je glatka, sivo-
zelene boje, dok kod starijih stabala postupno tamni, postaje hrapava, kvrgava, naborana.
Kro$nja masline je asimetri¢na s nasuprotno rasporedenim koZnatim listovima §, kratkom
peteljkom. Lice lista je glatko, tamneszelene boje, a nali¢je je dlakavo, srebrno-sive,boje.
Listovi masline zavrSavaju svoj rast priblizne nakon dva tjedna od formiranja, a zadrzavaju se

na stablu od 2-3 godine (Martin i Sibbett, 2005).

Smatra se da je.domestikacija masline zapocela prije otprilike Sest tisuéa godina na
isto¢noj obali Sredozemnog mora. Tijekom povijesti, maslinu su‘prema zapadu Sirili Feni¢ani,
a kasnije Grci i/Rimljani diljem mediteranskog bazena. Molekularna istrazivanja ukazala su na
postojanje triju glavinth genofondova na Mediteranu: isto€ni (Q1), sredisnj1(Q2) i zapadni (Q3).
Navedeni genofondovispredstavljaju klju¢na podruéja pedtijetla i diverzifikacije masline, uz
znacajan utjecaj lokalnih populacija oleastera koje su, putem mtrogresije, pridonijele prijenosu
genetskog materijalasiz divljih u kultivirane oblike, (Breton i sur., 2008; Diez i sur., 2015;
Besnard.i.sur., 2018).

1.2. Pregled svjetskog maslinarstva

Tijekom proteklih desetlje¢a uzgoj masline prosirio se izvan Mediteranskog podrucja i
danas zauzima vazno mjesto unsvjetskoj poljoprivrednoj proizvodnji. Prema najnovijim
podacima Organizacije za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih naroda (engl. Food and Agriculture
Organization of the United Nations, FAO) ukupna svjetska povrS§ina pod maslinicima u 2023.
godini u viSe od 40 drzava iznosila je priblizno 11,87 milijuna hektara, pri ¢emu se preko 90 %
povrsine i1 dalje nalazi u zemljama mediteranskog bazena. Najvecu povrsinu pod maslinicima
ima Spanjolska (oko 2.650,000 ha), na drugom mjestu je Tunis s 1.930,000 ha, a zatim slijede
Maroko (1.210,000 ha) i Italija (1.080,000 ha). Ukupna svjetska proizvodnja plodova masline
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u 2023. godini iznosila je oko 20,37 milijuna tona, dok je ukupna proizvodnja maslinova ulja
dosegla priblizno 2,65 milijuna tona. U istoj godini, Spanjolska kao najve¢i svjetski proizvodac
maslinova ulja, proizvela je 845,000 tona maslinova ulja (33 % svjetske proizvodnje) i priblizno
5,1 milijun tona maslina (25 % svjetske proizvodnje) na povr$ini od 2,65 milijuna hektara. Od
ostalih vodecih proizvodaca u 2023. godini, istiCe se Italija s pfoizvedenih 328,500 tona
maslinovog ulja (12,8 % svjetske proizvodnje), Portugal s 160,900 tona (6,3 %), Turska s
215,000 tona (8,4 %) te Grcka s 175,000 tona (6,8 %). Navedene zemlje cine,priblizno 75 %
ukupne svjetske proizvodnje maslinova ulja, $to potvrduje dominantnu ulogu mediteranskog
bazena u globalnoj proizvodnji ove kulture. Tunis i Maroka istaknule su'se kao zemlje s izrazito
velikim povr§inama pod maslinicima, no prema podacima iz 2023. godine, ostvareni prinosi po
hektaru u ovim zemljama znatno su nizi u usporedbi s nekim drugim zemljama proizvodacima,
Sto je zasigurno posljedica tradicionalnog ekstenzivnog uzgoja, ogranicere, upotrebe
navodnjavanja i1 znacajnog utjecaja klimatskih uvjeta. U'svjetsku proizvodnju maslimovih ulja
ukljucene su i brojne druge zemlje. Unutar Mediteranskog bazena isti¢u se AlzirEgipat, Sitija,
Libanon i Palestina, dok izvan mediteranske regije-znacajniji proizvodaci ukljucuju Argentinu,
SAD, Cile, Peru i Australijus Manji proizvodaci nalaze se i u brojnim drugim'zemljama Juzne
Amerike i Bliskog Istoka, ukljucujucinUzbekistan, Saudijsku ‘Arabiju, Kuvajt, Kinuglrak, Iran,
Afganistan i druge.

Osim gospodarskog znacaja u svjetskoj proizvodunji, maslina ima izrazitu prehrambenu
i zdravstvenu vrijednost..Od plodova masline dobivaju se dva glavna prehrambena proizvoda:
stolne'masline imaslinovo ulje. lako maslinovo ulje dominira wukuipnoj proizvodnji i potrosnji,
stolne masline ‘takoder predstavljaju s vazan' segmenty maslinarske industrije. Vaznost
maslinarstva proizlazi prvenstveno iz proizvodnje maslinovaulja, koje predstavlja glavni izvor
nezasicene masne oleinske kiseline 1 antioksidansatejje kljuc¢an sastojak mediteranske prehrane.
Nezasi¢ene masne kiseline od oSobite su vaznosti zbog uloge u ocuvanju stanicnih membrana,
regulaciji metabolizma lipida i smanjenju rizika od kardiovaskularnih bolesti. Zahvaljujuci
prethodno navedenom i visokom sadrzaju bioaktivnih spojeva, poput fenola, tokoferola,
skvalena i sterola te izraZenim nutritivnim i zdravstvenim koristima (Tresserra-Rimbau i sur.,
2017), potrosnja ekstra djevi¢anskog maslinova ulja (engl. Extra Virgin Olive Oil, EVOO) u

stalnom je porastu i u zemljama koje se ne isticu vlastitom proizvodnjom maslina.



1.3. Maslinarstvo u Hrvatskoj

Hrvatska ima dugu maslinarsku tradiciju te se maslina (Olea europaea L.) uzgaja i vise
od 2000 godina (Miljkovi¢, 1991). Najve¢i razvoj maslinarstva zabiljezen je krajem
osamnaestoga stoljeca, kada se procjenjuje da je na podrucju Hrvatske bilo oko 30 milijuna
stabala maslina, a prosje¢na godi$nja proizvodnja maslinova ulja iznesila je izmedu/20-30
tisuéa tona (Skarica i sur., 1996). U drugoj polovici devetnaestoga stoljeca, zapocinje postupni
pad maslinarstva, prvenstveno uslijed promjene agrarno-gospodarskih uvjeta, 0sobito nakon
pojave filoksere koja je poharala vinograde u Italiji, Francuskoj i, Spanjolskoj (Ozimec i sur.,
2015), sto je uzrokovalo preorijentaciju poljoprivrede premalvinogradarstvu i na hrvatskim
prostorima (Kovacevi¢ 1 Perica, 1994). Daljnjem padu maslinarstva pridonijelo je Sirenje
filoksere na naSe prostore, kao 1 snazno iseljavanje stanovniStva 1z Dalmacije u prekooceanske
zemlje, $to je dovelo do napustanja poljoprivrednih povrsina, ukljucujuci i maslinike. Znacajni
suvremeni zamah u obnovi maslinarstva wiHrvatskoj zabiljezen je tijekom 1980.-tih godina
kroz projekt Programa Ujedinjenih naroda za razvoj i Organizacije za hranu i poljoeprivredu
Ujedinjenih naroda (UNDP/FAQ), usmjeren na prijenos znanja i suvremenih tehnologija u
maslinarstvu. Od tada pa Sve do nekeliko posljednjih godinagmaslinarstvo u Hrvatskoj biljezi
kontinuiran razvoj, obiljezen, obnovom zapusStenih maslinika, podizanjémsnovih nasada, sve
ve¢om primjenom suvremenih-agrotehnickih mjera te Sirenjemmuzgoja kako autohtonih, tako 1
introduciranih  sorti masline. Prema podacima iz 2023. godine, ukupna povr$ina pod
maslinicima u Hrvatskoj iznosila je 20.790,ha, s prosjeénim pringsom od 1.435,8 kg/ha, pri

cemu je ostvarena ukupna proizvodnja od 29,850 tona (EAOSTAT, 2023).

Ulaskom u Europsku Uniju, Hrvatska je postala dio zajednice koja ¢ini 70 do 75 %
syjetske proizvodnje maslinovog ulja, ¢ime su'domaci proizvodaci stekli pristup mehanizmima
potpore i sustavima kontrole kvalitete koji podupiru standardizaciju proizvodnje i zastitu
autenticnosti proizvoda. . Sve ve€i, broj proizvodaca orijentira se na proizvodnju
visokokvalitetnih ekstra djevi¢anskih 'maslinovih ulja, temeljenih na autohtnonim sortama,

unutar sustava zasticene oznake 1zvornosti (engl. Protected Designation of Origin; PDO).

Geografska podjela maslinarskih podrucja na juznu, srednju i sjevernu Dalmaciju,
kvarnerske otoke, Istru i unutrasnjost Dalmacije (Striki¢ i sur., 2012), u velikoj je mjeri
odredena specifiénim mikroklimatskim uvjetima pojedinih regija, Sto se odraZzava i u sortnom
sastavu, pri ¢emu su neke sorte vezane uz pojedina uza podrucja, dok su druge, poput sorte

'Oblica’, rasprostranjene u gotovo svim regijama uzgoja.



Hrvatska nacionalna sortna lista uklju¢uje 28 sorti masline, od kojih je 16 sorti
autohtnog podrijetla, $to ¢ini 57,14 % ukupne proizvodnje u rasadnicima (HAPIH, 2021).
Procjenjuje se da se na podruc¢ju Hrvatske ukupno uzgaja izmedu 40 1 60 razlicitih sorti (Klepo
i sur., 2024). Medu svim sortama u svim uzgojnim podru¢jima, najraSirenija jé sorta;'Oblica’,
koja zauzima vise od 65 % ukupne proizvodnje maslina u zemljin(Slika 1). U Dalmaciji
prevladavaju sorte s izrazenim gospodarskim znacajem: 'Oblica', 'Lastovka', 'Levantinka',
'Drobnica’ i 'Bjelica’. Sorta 'Levantinka' glavna je sorta otoka Solte, dok sesorta "Drobnica’
uglavnom uzgaja na otoku Korc¢uli. Za juznu Dalmaciju znacajne su'i sorte 'Grozdaca', 'Duzica’,
'Mezanica', 'Uljarica', 'Zeludarica', "Kosmaca' i niz drugilisorti, Za podruéje juzne Dalmacije
karakteristi¢ne su i sorte 'Karbuncela', 'Krvavica', 'Puljka’i 'Qstrica’. Urpodrucju Kvarnerskih
otoka u uzgoju su i sorte 'Simjaca', 'Plomika' te/Istarska bjelica'«U podrucju Istre uvelike je
zastupljena sorta 'Istarska bjelica’, a uz nju i sorte 'Buza', 'Rosinjola' te 'Crnica' (Strikié i sur.,
2012). Od introduciranih sorti, zastupljene su sorte 'Pendolino’, 'Frantoio’, 'Picholing’, 'Santa
Catarina', 'Ascolana tenera’, 'Cipressino’, ‘Moraiolo’, 'Maurino', '‘Cucco’, 'ltrana’ ignnoge druge,
dok je 'Leccino’ najzastupljenija talijanska introducirana sorta.

‘Bjelica”  “Slivnjaéa’ , .
2% 2‘}-10 ‘Rosulja’

204 ‘Buza’3%

‘Karbunéela’
3%
‘Drobnica’
4%%

‘Levantinka’
4%

‘Oblica’
65%

Slika 1. Sortna struktura maslinika u Republici Hrvatskoj.

Povrsine pod maslinicima kontinuirano rastu, a godiSnja prosjecna proizvodnja maslina
povecana je s oko 16.000 tona pocetkom devedesetih godina na priblizno 50.000 tona u

posljednjem desetlje¢u. Dizajn maslinika takoder se znacajno promijenio, §to podrazumijeva
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prijelaz s tradicionalnih monosortnih maslinika na viSesortne maslinike. Nadalje, uvodenje
stranih, introduciranih sorti u nasa uzgojna podruc¢ja bez znanja o njihovoj reproduktivnoj

kompatibilnosti, moZe negativno utjecati na uspjeh zametanja plodova.

Jedan od najznacajnijih problema hrvatskog maslinarstva, koji izravno@tjece na prinos,
jest reproduktivna (ne)kompatibilnost izmedu razlicitih sorti. Stoga je; prilikomuvodenjanovih
sorti u nova uzgojna podrucja, nuzno provesti analize njihove kompatibilnosti, uz istovremeno
pracenje njihove fenologije cvatnje, kako bi se osigurala stabilna rodnost I'redoviti prinosi.
Osim toga, razlike u vremenu cvatnje izmedu sorti prisutniharnasadu mogu dodatno ograniciti
mogucnost medusobne oplodnje. Razumijevanje fenoloskih svojstava i reproduktivne biologije
klju¢no je za ucinkovit izbor oprasivaca i planiranje prostornog rasporeda u visesortnim

maslinicima.

1.4. Fenologija cvatnje: indukcija cvjetanja i tijek cvatnje kod masline

Cvatnja predstavlja jednu od klju¢nih fenoloskih faza u razvoju masline, jeru znacajnoj
mjeri odreduje konac¢an prinos. Proces indukcijet diferencijacije cvjetnih pupova kod masline
odvija se kroz dva uzastopna razdoblja. Tijekom proljec¢a i ljeta, dolazido inicijalne stimulacije
razvoja cvjetnih pupova kojom se inhibira njihova diferencijacija u lisne pupove."U drugom,
jesensko-zimskomrazdoblju,spod povoljnim okolinim uvjetima,', kandidacijski“ pupovi
ponovno se aktiviraju'te nastavljaju diferencijaciju u cvjetne strukture (Lavee, 1996; Fabbri i
Benelli, 2000). Na Slici 2/prikazane su faze razvoja cvijeta masline, od diferencijacije pupova

do otwvaranja cvjetova 1 oslobadanja peludi.

| _ YIVL 4
o0 009 ) ’) 1 \! ! &
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Slika 2. Razvoj cvijeta masline (preuzeto i prilagodeno prema Alagna i sur., 2016).

Tijekom razdoblja cvatnje masline, razlikujemo pocetak cvatnje, punu cvatnju i kraj

cvatnje (Barranco i sur., 1994). U mediteranskim uvjetima, cvatnja masline obi¢no se odvija u



svibnju i pocetkom lipnja, s trajanjem otprilike dva tjedna. Istovremeno cvjetanje razli¢itih sorti
glavni je preduvjet za njihovo uspjesno medusobno oprasivanje (Cuevas i sur., 2009; Vuletin
Selak i sur., 2021).

Na fenoloski razvoj masline uvelike utjecu klimatski parametri, medu Kojima su
najznacajniji temperatura zraka, koli¢ina oborina, relativna vlaznost zraka, ali 4 topografske
znacajke nasada (Galan i sur., 2005; Oteros i sur., 2013). Uz klimatske uvjete, znac¢ajnu ulogu

u fenoloSkom razvoju masline ima i genotip biljke.

Pocetak cvatnje masline i duljina trajanja cvatnjé ovis€ @ temperaturnim uvjetima u
razdoblju koje joj prethodi (Galan 1 sur., 2005). Indukcija ¢vjetnih pupova odvija se tijekom
ljetnih mjeseci prethodne vegetacijske sezone, dok je za prekid zimskog mirovanja pupova
nuzno razdoblje dulje izloZenosti niskim temperatura (< 7,2 °C) (engl. Chilling Units, CU)
(Orlandi i sur., 2010), nakon c¢egamse akumulacijom viSih temperatura (engl., Heat
Requirements) (> 12,5 °C) potice daljnji razvoj.od prekida mirovanja do otvaranja evjetova pri
¢emu vise temperature poticu raniju cvatnju (Rallo i Martin, 1911). Zbog slozenosti fenoloskog
razvoja masline, razvijeno je wvise razli€itth modela koji .omoguéuju progjenu potrebne
akumulacije CU (kao $to su engl. Chilling Hours model, Utah model, Dynamic model i dr.) te
toplinskih jedinica(kaosto suengl. Growing Degree Hours, GDH; Growing degree days, GDD)
i uzimaju u ohzir razli¢itetemperaturne pragove, trajanje akumulacije, genetsku specifi¢nost
sorti te okolisnu varijabilnost (Richardson i sur., 1974; Weinberger, 1950; Anderson i sur.,
1992;De Melo-Abreu, 2004).

U uvjetima klimatskih promjena i globalnog zatopljenja, izraZeni trendovi porasta
temperatura 1 smanjenja koli¢ine oborine u mediteranskom podruc¢ju dovode do pomaka
fenoloskih faza, osobito u pogledu vremena pocetka 1 trajanja cvatnje. Osim toga, toplije zime
mogu negativno utjecati na proces indukcije cvjetnih pupova, povisene temperature u proljece
mogu smanjiti vijabilnost peludnih zrnaca i1 tucka, dok visoke ljetne temperature mogu
nepovoljno djelovati na diobu stafiica tijekom razvoja ploda, Sto se moze odraziti na

akumulaciju i kvalitetu ulja (Ben-Ari i sur., 2021; Fraga i sur., 2021).

1.5. Morfologija generativnih organa masline (Olea europaea L..)

Cvatovi masline u obliku metlice razvijaju se u pazuscima listova na jednogodi$njim
izbojcima. Duljina cvata varira ovisno o sorti te se kre¢e izmedu 3 1 8 cm. Cvat masline obicno

sadrzi izmedu 15 1 30 cvjetova, takoder ovisno sorti i uvjetima uzgoja. U ranijim istraZivanjima
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sorte su prema broju cvjetova podijeljene u cvatu u tri skupine: s malim (10 - 14 cvjetova),
srednje velikim (15 - 18 cvjetova) i velikim cvatovima (19 - 23 cvijeta) (Lavee i sur., 2002;
Vuletin Selak i sur., 2012). Cvjetovi masline mogu biti dvospolni (hermafroditni ili potpuni) i
funkcionalno muski (sterilni) cvjetovi kojih su plodnica i tuak nepotpuno razwvijeni ili
nedostaju (Slika 3). Dvospolni cvijet masline graden je od Caske & €etiri srasla zelena lapa,
vjenci¢a koji Cine Cetiri bijele latice srasle pri dnu, dva nasuprotnaiprasnika s velikim
prasnicama, tucka s izrazenom velikom njuskom, kratkim vratom (prosjecne duljine 0,4 mm) i
nadrasle plodnice (prosjecne duljine 3,3 mm) od dva plodna lista od kojih svaki ima dva

sjemena zametka (Therios, 2009).

L.

Slika 3. Cvat masline s hermafroditnim i sterilnim_cvjetovima: A) Cvjetovi su prikazani s

laticama; B) Cvjetovima su odstranjene, latice tadi boljeg prikaza. Strelicama su oznaceni

sterilni cvjetovi na.@bje slike (preuzeto iz Seifi i sur. 2015).

Formiranje sterilnih cvjetova kod masline rezultat je slozene integracije genetskih,
okolisnih 1 fizioloSkih c¢imbenika. Njihov broj znaajno varira ovisno o godini, sorti,
pojedina¢nim stablima, izbojima i unutar samih cvatova (Lavee, 1996; Fabbri i sur., 2004; Seifi
i sur., 2015). Takoder, povecanarucestalost sterilnih cvjetova Cesto se biljezi u su$nim
razdobljima te pri nedostatku hranjiva (Rosati 1 sur., 2011). Polozaj cvijeta u cvatu ima vaznu
ulogu u njegovoj diferencijaciji, pri ¢emu se potpuni cvjetovi pretezno razvijaju na vrhovima
cvatova ili njihovim primarnim pedicelima, dok su sterilni cvjetovi ¢e$ée prisutni na lateralnim
pedicelima (Cuevas i Polito, 2004; Seifi i sur., 2008). Takva raspodjela odrazava kompeticiju
za ograniene resurse unutar cvata, cvjetovi na povoljnijim pozicijama, s boljom opskrbom

hranjivima i asimilatima, imaju vecu vjerojatnost za potpuni morfoloski i funkcionalni razvoj.
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Prema podacima Vuletin Selak i sur. (2012), udio sterilnih cvjetova u cvatu kretao se u rasponu
od 2,6 % kod sorte 'Leccino’ u 2006. godini do 66 % kod sorte ‘Oblica’ u 2009. godini, ovisno
o sorti, godini i lokaciji uzgoja. Unato¢ morfoloskim razlikama izmedu sterilnih i
hermafroditnih cvjetova, prasnici u obje vrste cvjetova proizvode slican broj péladnih, zrnaca,
slicne veli¢ine, vijabilnosti i sposobnosti oplodnje (Cuevas i Polito, 2004). Medutim, zbog
nedostatka tucka, sterilni cvjetovi nemaju sposobnost formiranja ploda _te sluze kao izvor peludi

u oprasivanju drugih hermafroditnih cvjetova.

Nakon uspjeSnog opraSivanja i oplodnje iz hermafroditnog cvijetasmasline razvija se
plod. Plod masline je koStunica, okruglastog do ovalnog oblika. Gradena je od vanjskog
epikarpa (pokozica), mesnatog mezokarpa koji sadrzi ulje (22 %),/vodu (50 %), proteine (1,6
%), ugljikohidrate (19,1 %), celulozu (5,8 %) te “minerale (1,5 %) i unutarnjeg, endokarpa.
Unutar endokarpa smjeSteno je sjeme, koje je obavijeno sjemenom ovojnicom te sadrzi
endosperm i embrij (Slika 4). U ranim fazama razvoja plod je zelene boje,.dok tijekom
dozrijevanja mijenja boju sve do tamnoljubicaste.ili crne. Kod pojedinih sorti, plod meze ostati

zelen i u fazi potpune zrelosti«(Therios; 2009).

Slika 4. Shematski prikaz ploda masline u fazi potpune zrelosti: epikarp (epi), mezokarp (mez),
endokarp (endo), endosperm (end) i embrij (emb) (preuzeto i prilagodeno prema D’Angeli i
sur., 2012).
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1.6. OprasSivanje i oplodnja cvjetova masline

Maslina je anemofilna vrsta kod koje se opraSivanje odvija prvenstveno pomocu vjetra,
iako njeni cvjetovi imaju uocljiv bijeli vjenci¢ 1 otpustaju ugodan miris kojim privlace insekte,
ponajprije pcele. U godini visoke rodnosti (engl. tzv. ON godina) odraslo stablo masline moze
proizvesti 1 vise od 500 000 cvjetova te oko 50 milijardi peludnih zrnaca koji bispotencijalno
mogli izvrsiti oplodnju (Cuevas i Polito, 2004; Rojas-Gomez i sur., 2023). Medutim,samo kod
malog broja, svega od 1 do 2 % dolazi do zametanja plodova (Martin, 1990). Peludna zrnca
masline mogu vjetrom prije¢i i do 12 km, no istrazivanja su pokazala da,je efektivna udaljenost
koja bi mogla rezultirati oplodnjom razli¢itih sorti izmedu 30-40"my(Fabbri i sur., 2004), dok
su Cuevas i Pinillos (2009) utvrdili da je uspje$no @prasSivanje moguce na udaljenostima i do

250 m.

Peludna zrnca masline elipti¢nog su oblika, a njthova vanjska ovojnica (egzina),sadrzi
tri uzduzne brazde koje dijele povr§inu peludnog zrnca na tri jednaka dijela. Duljina peludnih
zrnaca iznosi izmedu 23,42 um-23,97 qam, dok je Sirina u rasponu od 17,54 pm-17,78 um
(Lanza i sur., 1996). Cjelokupansproces od.oprasivanja do oplodnje reguliranyje interakeijom
pelud-njuska tucka, odnsono procesima koji upravljaju rastom peludnih mjesinica. Kada pelud
stigne na prijemCivu, njusku, tucka, dolazi do njenog prihvata i, hidratacije- zahvaljujuci
viSestani¢nim papilarnim stanicama sa sekretom kojima jeprekrivena njuska tucka, nakon cega
peludna zenca ‘proklijaju, tvoreéi peludne mjeSinice koje rastu kfoz sporofitna tkiva tucka
koristeéi vlastite energetske rezerve u pocetku (Hefrero, 1992). Peludne mjesinice prolaze kroz
prijenosno tkivo w,vratu tucka (engl. transmitting tissue). i kroz otvor, mikropilu, dolaze do
embrionalne vrece. Jedna spermalna stanica spaja se syjajnom stanicom tvoreci diploidu zigotu,
koja se dalje dijeli i razvija u zametak, dok se druga spermalna stanica spaja s dvjema polarnim
jézgrama tvoreci triploidni sekundarni endosperm. Prijenosno tkivo u vratu tucka osigurava
potrebne hranjive tvari i metaboli¢ke, prekursore koji omogucuju kontinuiran i pravilan rast
peludnih mjesinica te ima vaznu ulogu u prianjanju, usmjeravanju i signalizaciji peludnih

mjesinica.

Uspjeh zametanja plodova ovisi 0 nizu reproduktivnih procesa od kojih su neki
prethodno spomenuti u tekstu. Kako bi doslo do uspjesne oplodnje, pelud mora sti¢i na njusku
tucka dok je ona jo$ prijemciva i moze podrzati klijanje peludi. Daljnji rast i razvoj peludnih
mjesinica, ovisi 1 o genotipu primatelja peludi 1 donora peludi. Rast peludnih mjeSinica kroz

vrat tucka mora se odviti u vremenu unutar kojeg je ocCuvana vijabilnost sjemenog zametka. Iz
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navedenih komponenti koje odreduju uspjeh zametanja plodova - (i) prijem¢ivost njuske tucka,
(i1) brzina rasta peludnih mjeSinica, (iii) vijabilnost sjemenih zametaka - moze se izracunati
efektivno vrijeme oprasivanja (engl. effective pollination period, EPP), razdoblje tijekom kojeg
opraSivanje moze rezultirati zametanjem plodova (Vuletin Selak i sur., 2014a; Riella i sur.,
2022). U razli¢itim istrazivanjima utvrdeno je da EPP moZe varirati izmedu 3 1 12 dana (Cuevas

i sur., 2009; Vuletin Selak i sur., 2014a), ovisno o godini i sorti.

1.7. Stani¢na i molekularna regulacija interakcije pelud-tuc¢ak (fizioloSko-biokemijski

procesi)

Prihvacanje kompatibilne peludi i sprjecavanje klijanja vlastite peludi rezultat su
sloZenih molekularnih interakcija izmedu peludnog zrnca, kojepredstavlja muski gametofit, i
tucka kao zenskog reproduktivnog organa biljke. Maslina ima peludna zrnca bogata pri¢uvnim
tvarima, koja lako klijaju u in vitro uvjetima i tijekom duljeg vremenskog razdoblja zadrzavaju
sposobnost klijanja. S druge strane, /tucak posjeduje vlazni tip njuSke ‘prekrivene
ekstracelularnim sekretom, ¢vrst usprayni vrat 1 kKontinuitet izmedu subpapilarnog tkivamjuske
tucka 1 prijenosnog tkiva/u vratu tucka (Serrano i sur., 2008). Peludfia zrnea mijenjaju svoj
metabolizam iz autotrofnog stanja na njusci tucka u potpuno heterotrofnnu fazu, pri ¢emu ovise
o rezervama ugljikohidrata u wratu tucka (Herrero i Arbeloa, 1989). Kada je klijanje peludi
masline podrzano, peludne'mjesinice rastu kroz prijenosno tkive prema sjemenim zametcima

kako bi izvssile ‘oplodnju.

Tijekom-inicijalnog prianjanja dolazi do\stvaranja tzv. ,,peludnog stopala®, strukture
koja nastaje medudjelovanjem lipida i proteina iz peludne ovojnice i stanica njuske tucka. Ta
struktura'ne samo da posreduje u prianjanju peludi na‘povrsinu njuske tucka, ve¢ sluzi i kao
kanal za prijenos vode i hranjivih tvari u peludno zrnce te za razmjenu signalnih molekula
izmedu peludi i1 tucka. IstraZzivanja su pokazala da komponente stani¢nih stijenki u tucku
sudjeluju u prijemcivosti, medustaniénem prepoznavanju, opskrbi hranjivim tvarima i
regulaciji rasta peludnih mjesinicasBiokemijski i genetski dokazi ukazuju na to da su proteini
izlu€eni iz tkiva tucka kljucni za rast peludne mjeSinice i kemotropno usmjeravanje koje poticu

sinergidne stanice sjemenih zametaka (Higashiyama, 2010; Kumar i McClure, 2010).

Tijekom kompatibilne interakcije pelud-tucak, razina reaktivnih kisikovih vrsta (engl.
reactive oxygen species, ROS) na njusci tucka se smanjuje, Sto omogucuje ucinkovitu

hidrataciju peludi i inicijaciju rasta peludne mjesinice kroz otvor egzine (Wang i sur., 2010).
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Nakon hidratacije, vaznu ulogu ima signalni protein LAT52, jedan od cisteinom bogatih
proteina (engl. cysteine-rich peptide, CRP), koji se veze na LePRK receptor kinazu te potice
klijanje peludi i polarizirani rast peludne mjesinice (Tang i sur., 2002; Higashiyama, 2010).
Apikalni rast peludne mjeSinice reguliran je gradijentom kalcijevih iona (Ca*")&kejt koordinira
egzocitozu vezikula, dinamiku aktinskog citoskeleta i modifikaciju§tani¢ne stijenke. Valdivia
i sur. (2009) otkrili su da ekspanzin iz peludi i vrata tucka poti¢e probijanje i rast peludne

mjesinice kroz prijenosno tkivo u vratu.

Prijenosno tkivo u vratu tu¢ka podrzava rast peludnih mjesinica zahwaljujuci prisutnosti
glikoproteina, polisaharida, glikolipida i arabinogalaktanskihproteina (AGP) (Pereira i sur.,
2015). Arabinogalaktanski proteini, poput AGP6 i AGP11 imaju vaznu ulogu u rastu peludnih
mjesinica, bududi da reguliraju ekspresiju gena povezanih s Ca**signalizacijom te organizaciju
komponenata stani¢ne stijenke poput celuloze, pektina‘i kaloze, koje su nuzne za odizavanje
strukturalne stabilnosti i funkcionalnestipeludnih mjesinica (Costa i sur., 2013). Kod masline,
prostorna i vremenska distribucijapektina i AGP pridonosi prepoznavanju peludii hidrataciji
(Suarez i sur., 2013). Kod.medelne ‘biljke /Arabidopsis thaliana, regulater rasta peludnih
mjesinica je 1 y-aminomaslacna kiselina (GABA), ¢ija uloga ukljucuje regulaciju smjera i brzine
rasta putem modulacije Ca* kanala naplazmatskoj membrani. Peludne mjeSinice usmjeravaju
se nizom signala, ukljucujuci ione poput K*, Cl™ i Ca?*, glikopreteine, ROS, dusikov (II) oksid
(NO), peptide 1 druge slozene signalne mreZe koje joS nisu u potpunosti razjasnjene (Lopes i
sur., 2019).

U zavr$noj fazi rasta, sinergidne stanicenluce peptidne atraktante, medu kojima su
najpoznatiji/LURE peptidi koji usmjeravajuypeludnu mjesinicu prema mikropili (Takeuchi 1
Higashiyama, 2016). LURE peptidi se vezu na peludne-receptorske kinaze PRK (engl. pollen
receptor kinases) na povrsini peludne mjesinice, a njihovo djelovanje moze biti pojacano putem

AMOR glikana.

Oplodeni sjemeni zametaky§alje signal preostalim peludnim mjesinicama kako bi se
sprijecila viSestruka oplodnja. Osim $to sudjeluje u adheziji peludi i redukciji ROS-a, dusikov
(IT) oksid u kasnijim fazama djeluje kao negativni kemotropni signal, sprjeCavajuéi usmjerenje
peludnih mjeSinica prema ve¢ oplodenom sjemenom zametku. Genetske analize upucéuju na to
da su takvi procesi pod kontrolom receptor kinaza, ukljucujuéi FERONIA (FER),
HERCULES1 (HERK1) i ANJEA (ANJ) receptor kinaze (Robichaux i Wallace, 2021).

FERONIA djeluje kao senzor peludne mjeSinice u sinergidnim stanicama, regulirajuci njen rast,
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prsnuce i oslobadanje spermalnih stanica. S njom su povezani receptori ANXURL (ANX1) i
ANXUR?2 (ANX2) koji odrzavaju integritet peludnih mjesinica sve do dolaska do sjemenog
zametka (Boisson-Dernier i sur., 2009). Prekomjerna ekspresija ANXUR receptorskih kinaza
dovodi do pojacane egzocitoze, §to rezultira akumulacijom komponenti stanicne stijenke u
izvanstani¢cnom matriksu te na taj nacin dolazi do narusavanja homeostaze apikalnog rasta i

zaustavljanja elongacije peludne mjesinice.

Nadalje, CRP-ovi zbog svoje specifi¢nosti predstavljaju skupinu visokopolimorfnih
signalnih peptida visoke raznolikosti i brzog evolucijskog razvojayzbog egase smatra da imaju
vaznu ulogu u mehanizmima reproduktivne izolacije i specijacije. Unutar te skupine, odredeni
,reproduktivni CRP proteini®, poput DEFL (engl. Defensin-like), kljucni su za prsnuce peludne
mjeSinice, ali istovremeno pokazuju antifungalno djelovanje.”S druge strane, RALF (engl.
Rapid Alkalinization Factor) peptidi sudjeluju u o€uvanjuintegriteta stanic¢ne stijenkepeludne
mjesSinice te kontroli njezina prsnuéa, Sto,je kljucno za oslobadanje spermalnih stamica i

ostvarenje oplodnje (Zhou i Dresselhaus,2018):

1.8. Gametofitski i sporofitski sustav samoinkompatibilnosti

Vecina kritosjemenjaca razvija hermafroditne cvjetove u kojimasse tucak i prasnici
nalaze u neposrednoj blizini unutar istoga cvijeta, medutim, i unato¢ tome u mnogim
slucajevima ‘me A dolazi  do razvoja ploda nakon samooplodnje. Mehanizam
samoinkompatibilnosti«(SI) predstavlja majvazniju reproduktivau barijeru kod brojnih
kritosjemenjaca, s kojom se sprjeCava moguénost. samooplodnje, a prednost se daje
stranooplodnji, koja\je evolucijski poveljnija zbeg ocuvanja geneticke raznolikosti (De
Nettaneourt, 1977). Sustavi samoinkompatibilnosti ‘mogu se razvrstati prema morfologiji
cvijeta, na temelju genetske regulacije inkompatibilnosti i mjesta na kojem dolazi do inhibicije
rasta peludnih mjesinica. Na temelju morfologije cvjetova, SI sustavi mogu se podijeliti na
heteromorfne i homomorfne sustave., Heteromorfni SI sustavi sprjeCavaju moguénost
samooplodnje pojavom distilije (dva morfoloska oblika cvijeta) i tristilije (tri morfoloska oblika
cvijeta), a uspjesno opraSivanje moguce je samo izmedu razli¢itih morfoloskih oblika. Kod
homomorfnog SI sustava, samooplodnja je onemogucena genetskim ili biokemijskim
mehanizmima koji su neovisni o morfologiji cvijeta. Ovakvi sustavi najéesce su kontrolirani
jednim multialelnim S-lokusom i u slucaju da pelud ima isti S-alel kao i njuska tucka, rast
peludne mjeSinice bit ¢e inhibiran te nec¢e do¢i do oplodnje (Slika 5). Geni smjeSteni na S-

lokusu kodiraju muske i1 Zenske determinante autosterilnosti. Homomorfni SI sustavi dalje se
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dijele na gametofitski (engl. gametophytic self-incompatibility, GSI) i sporofitski (engl.
sporophytic self-incompatibility SSI) sustav inkompatibilnosti.

Genotip donora peludi: S1-S2 S1-S2 S1-S2 S1-S2 S1-S2 S1-S2

Genotip peludi: S1 S2 Sl S2 S1 S2 S1-S2 S1-S2 S1-S2  S1-S2 S1-S2 S1-S2

Genotip tucka: $3-54 S1-S4 S1-S2 S3-54 S1-S4 S1-S2

Njuska

Vrat

Tucak

Plodnica

Gametofitski sustav samoinkompatibilnosti (GSI) Sporofitski sustav samoinkompatibilnosti (GSI)

Slika 5. Kod gametofitskog sustava samoinkompatibilnosti (GSI), pelud nosi jedan od dva S-
haplotipa roditeljske biljke, sa S1 ili S2-aleloms Ukoliko se S-alel peludi podudara syjednim od
dva S-alela njuske tucka, doéi ¢e do zaustavljanja rasta peludne mjesSinie€mnakon prorastanja
otprilike jedne tre¢ine duljine vrata tucka. Kod sporofitskog, sustava samoinkempatibilnosti
(SS1), S-haplotip peludi odreden je s‘oba S-haplotipa roditeljskog sporofita. Ako se S-haplotip
donora peludi podudari,s barem jednim S-haplotipom njuske tu€ka, doci €e do reakcije
inkondpatibiln@sti na‘povr§ini njuske tucka, ¢ime je sprijécen rast peludne mjesinice (preuzeto

i prilagodeno prema Claessen i sur., 2019).

Gametofitski sustav samoinkompatibilnosti karakteristican je za porodice pomoc¢nica
(Selanaceac), ruzovki (Rosaceae), zijevalica,(Scrophulariaceae), zvon¢ika (Campanulaceae) i
makova (Papaveraceae). Kod GSI sustava, hapleidno peludno zrnce nosi samo jedan S-alel, a
fenotip samoinkompatibilnosti odreden je upravo tim S-alelom. U vratu tuc¢ka, S-lokus najcesce
kodira za enzim S-RNazu, dok je musku determinantu predstavlja SLF/SFB protein (engl. S-
locus F-box protein) (Franklin-Tong i Franklin, 2003). U inkompatibilnoj reakciji, zbog alelne
podudarnosti, SLF/SFB ne moze prepoznati niti neutralizirati S-RNazu, koja time zadrzava
svoju citotoksi¢nu aktivnost. Posljedi¢no, dolazi do razgradnje RNA u peludnoj mjesinici te se
aktivira signalni put koji vodi do programirane stani¢ne smrti, ¢ime se sprjecava samooplodnja
(Serrano i sur., 2010). Kod vrste Papaver Roheas, GSI sustav temelji se na kalcijevom
kaskadnom mehanizmu i dvjema genetski povezanim S-determinantama: PrsS (engl. Papaver
rhoeas stigma S-protein), sekretornom proteinu koji se eksprimira u njusci tucka, i PrpS (engl.

Papaver rhoeas pollen S-protein), transmembranskom proteinu koji se eksprimira u peludi.
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Njihova medusobna interakcija pokrece signalni put koji dovodi do zaustavljanja rasta peludne

mjesinice i programirane stanicne smrti inkompatibilne peludi (Wang i sur., 2020).

Sporofitski sustav samoinkompatibilnosti (SSI) dobro je prouc¢en kod poredice krstasica
(Brassicaceae) i glavocika (Asteraceae), a nalazimo ga i _,kod porodica slakova
(Convolvulaceae), breza (Betulaceae), karanfila (Caryophyllaceae), sljezovki (Malvaceae) te
kod porodice Polemoniaceae (Hiscock i Mclinnis, 2003). Uf ovom sustavu, fenotip
inkompatibilnosti peludi odreden je diploidnim genotipom roditeljskog spotefita, tocnije
tapetalnim stanicama unutar peludnih vrecica, gdje sestijekom razveja’ peludnih zrnaca
eksprimiraju oba alela S-lokusa koja mogu biti u medusobnimy dominantno-recesivnim
odnosima. U vanjsku ovojnicu peludi ugraduju se S-lokus cisteinom bogati proteini (engl. S-
locus cysteine-rich protein, SCR/SP11), koji djelujurkao specificna muska determinanta SSI
kod porodice Brassicaceae. S-lokus receptor kinaza (emngl. S-locus receptor kinase, SRK)
predstavlja specificnu zensku determinantu koja kodira za razliCite alelne varijante serin-
treonin receptor kinaza koje se ecksprimiraju u papilarnim stanicama njuske tucka:
Ekstracelularna domena SRKaprepoznaje specifiéni SCR/SP11 protein s povrsine peludi, a
njihova interakcija pokreée dimerizaciju” SRK te autofosferilaciju serinskih i, treoninskih
ostataka u kinaznoj domeni, ¢ime se aktivira signalna kaskada kojasinhibira rast peludne
mjesinice te sprjeCava samooplednju (Hiscock i Mclnnis, 2003; Nasrallah, 2019). Kod SSI
mehanizma, inhibigcija rasta peludnih mjesinica odvija se've¢ nagpovisini njuske tucka. S-lokus
glikoproteiny(engl. S-locus glycoprotein, SLG) lokaliziran{je u papilarnim stanicama njuske
tugka 1, 1ako nije,nuzan za samu funkciju prepoznavanja, smatra se da podrzava i stabilizira

SRK ¢ime se povecava osjetljivost odgovorana inkempatibilnu pelud (Takasaki i sur., 2000).

Zanimljivo je da SCR/SP11 proteini ‘pripadaju skupini cisteinom bogatih proteina,
unutar koje se nalaze i brojni anfimikrobni peptidi uklju¢eni u imunoloski odgovor biljaka, dok
SRK pripada obitelji receptorskih serin-treonin kinaza (engl. receptor-like serine-threonine
kinases, RLKs) koje takoder, imaju klju¢nu ulogu u obrambenim odgovorima biljaka
(Silverstein i sur., 2007).

1.8.1. Samoinkompatibilnost i medusortna kompatibilnost masline (Olea europaea L.)

Maslina je izrazito alogamna, odnosno stranooplodna vo¢na vrsta. U mediteranskom
podrucju, maslina se tradicionalno uzgajala u monosortnim nasadima u kojima je zbog

izostanka uspjeSnog opraSivanja i zametanja plodova imala slabe prinose. U Dalmaciji je
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najzastupljenija sorta bila 'Oblica’. U takvim monosortnim nasadima, posebno onima na
izoliranim lokacijama, udaljenima od drugih nasada, gdje je samooprasivanje bila jedina
mogucénost, zabiljeZeni su znacajno nizi prinosi u odnosu na visesortne nasade (Moutier, 2000;

Cuevas i sur., 2001; Lavee i sur., 2002; Vuletin Selak i sur., 2011).

Dugo se smatralo da maslina posjeduje gametofitski sustav sameinkompatibilnosti (Wu
1 sur., 2002; Serrano 1 sur., 2010), temeljen ponajprije na morfoloS8kim obiljezjima razlicitih
vrsta s GSI sustavom, kao §to su dvostani¢na pelud i vlazna njuska tucka, a gdjedo inhibicije
rasta peludnih mjeSinica dolazi u prijenosnom tkivu u vratutucka (Serranowsur., 2008). Analize
interakcije pelud-njuska tucka u istrazivanju Sanchez-Estradad Cuevas (2019) pokazale su da
smanjeni rast peludnih mjesinica i niski postotak oplodnje, negativno utjeCu na zametanje
plodova i prinose u monosortnim nasadima, $to upuc€uje na GSI'mehanizam. Nadalje, Vuletin
Selak i sur. (2014b) analizirali su reproduktivne znacajke sorti ‘Lastovka’, ‘Leccino’ i¥Oblica’
i utvrdili da nakon samooprasivanja dolazi do klijanja peludnih zrnaca, a da se inhibicija rasta
peludnih mjesSinica dogada nakon inicijalnog rasta peludnih mjesinica. Takoder, S-aleli kod
masline joS uvijek nisu identificirani, 1ako jeé uocena RNa-zna aktivnost'na njusci tucka i u

peludnim mjeSinicama (Serrano 1 Olmedilla, 2012).

Nasuprot«GSly» brojniy, znanstvenici zagovaraju postojanje sporofitskog sustava
samoinkompatibilnosti kad masline. Obzirom na to dage SSI sustav ve¢ utvrden kod vrsta
rodova Fraxinus, Phillyrea1 Ligustrum, pretpostavlja se dadsti sustav djeluje i kod masline,
buduéida se sustavi inkompatibilnosti rijetko razlikuju unutassiste porodice (Cuevas i sur.,
2024b). Dodatnu potporu daje identifikacija, homelognih gena SRK, SLG i SCR, klju¢nih za
SSI u porodici Brassicaceae, uz istovremeni neuspjeh u izolaciji S-RNaza i SLF/SFB proteina
ukljucenth u GSI (Collani i sur., 2012). Breton 1 Bervill¢ (2012) predlaZu postojanje polialelnog
sporofitskog sustava samoink@mpatibilnosti (engl. poliallelic SSI, PASI) na temelju
eksperimentalnih podataka koji se“zasnivaju na Sest S-alela. PredloZeni model ukljucuje
dominaciju medu S-alelima u peludnim zrncima, ali ne i u tuc¢ku, stoga kombinacija dviju sorti
moze biti medusobno kompatibilna u jednom smjeru, a u povratnom krizanju inkompatibilna.
U 2014. godini, Breton i suradnici odredili su S-alelne parove za vise od 60 sorti, ¢ime su
omogucili precizniju procjenu medusortne kompatibilnosti 1 olakSali odabir najboljih
oprasivaca. Farinelli 1 sur. (2015) nadopunili su ovo istrazivanje ukljuc¢ivanjem glavnih
talijanskih sorti. Analizom peludi i tucka 16 h nakon oprasivanja, Saumitou-Laprade i sur.

(2017a,b) potvrdili su postojanje homomorfnog dialelnog (engl. diallelic SSI, DSI) sustava
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samoinkompatibilnosti kod samooprasenih cvjetova sli¢nog SSI sustavu kod srodnih vrsta
poput Phillyrea angustifolia i Fraxinus ornus (Saumitou-Laprade i sur., 2010; Vernet i sur.,
2016). Ovakav sustav pod kontrolom je jednog lokusa s dva alela (S1 i S2) pri ¢emu je S2 alel
dominantan nad S1. Razli¢iti genotipovi masline podijeljeni su u samo dvije skupine G1 s
genotipom S1S2 i G2 s genotipom S1S1 (Saumitou-Laprade i sur., 2017a,b)./Sorte koje
pripadaju razli¢itim skupinama su medusobno kompatibilne, a inkompatibilne su sorte/unutar
iste skupine. Nedavna istrazivanja potvrduju postojanje homomorfnog dialelnog SST sustava
kod masline, a lokus samoinkompatibilnosti mapiran je na 18. kromosomu i sSmjesten u regiji
genoma koja je visoko ocuvana unutar porodice Oleaceae, a, funkeionalno povezana s
giberelinskim metabolickim putem (Mariotti i sur., 2020a; Castric 1 sur., 2024; Raimondeau i
sur., 2024). Breton i sur. (2021) predlozili su model dvostruke sukeesivne selekcije (engl. dual-
successive-screen model), koji podrazumijeva postojanje dvaju odvojenih geneti€kih lokusa
odgovornih za ekspresiju razli¢itih mehanizama samoinkompatibilnosti. Prema tom modelu,
prvi lokus djeluje na razini njuske tu¢ka, gdje'se inkompatibilnost regulira DSI sustavom, kojim
se sorte svrstavaju u dvije skupine kempatibilnosti/inkompatibilnosti. Drugi lokus, djeluje
unutar plodnice, gdje se rast peludnih mjesinica regulira PASI sustayvom Keji ukljucuje do
dvadeset razli¢itih skupina kompatibilnosti, §to objasnjava sloZenost i varijabilnost wkrizanjima
kod masline. Rezultati povratnih krizanja, posebice izmedu genetski bliskospevezanih sorti
poput sorte 'SiKitita' i njenog muskog roditelja - sorte 'Arbequina’ppokazali su znatno smanjeno
zametanje, plodova, Sto s¢ teSko moze uskladiti, s pretpostaykama‘gametofitskog modela, u
kojem bi se o€ekivalo da najmanje polovin@peludaih zrnaca moze ostvariti oplodnju (Cuevas
i sur., 2024b), Stordodatno podupire prisutnost SSI kod masline. U odredenim uvjetima moze
se Javiti tzv. pseudo-samoinkompatibilnost, koja omogucuje samooplodnju i formiranje ploda

(Bretoniissur., 2016; Alagna i sur., 2019).

Razumijevanje samoinkompatibilnosti i medusortne kompatibilnosti maslina nuzno je
kod planiranja podizanja masada. Brojna su istrazivanja bila usmjerena na utvrdivanje
kompatibilnih kombinacija sorti kojima se preklapaju intervali pune cvatnje kako bi se osigurala
uspjesna oplodnja i redoviti prinosi (Moutier i sur. 2000; Lavee i sur., 2002; Vuletin Selak i
sur., 2011). Moutier i sur. (2002) su u istrazivanje ukljucili 16 sorti prisutnih u uzgoju u
Francuskoj te su na temelju rezultata kontroliranih krizanja i pra¢enja zametanja plodova dali
pregled medusortne kompatibilnosti i u¢inkovitosti pojednih oprasivaca. U istrazivanju Cuevas

i sur. (2024a) sorte 'Sikititia’, 'Arbequina’ i 'Koroneiki' pokazale su se kao u¢inkoviti oprasivaci
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za sortu 'Arbosana’ stoga bi se mogle preporuciti za sadnju u superintezivnim monosortnim

nasadima sorte 'Arbosana’.

U nekim sluc¢ajevima i nakon medusobnog oprasivanja dolazi do imKompatibilne
reakcije, gdje imamo primjer sorti 'Manzanilla de Sevilla' i 'Mission' (Cuevas 1 Polito, 1997).
Medutim, zbog neujednacenih rezultata razli¢itih istrazivanja, iste se sorte nerijetko opisuju kao
samokompatibilne 1 kao samoinkompatibilne, Sto otezava donoSenje pouzdanih zakljucaka o
njihovoj stvarnoj reproduktivnoj sposobnosti samooprasivanja. Primjerice, sorta 'Arbequina’
prethodno je Klasificirana kao samokompatibilna, dok sukasnija istrazivanja pokazala da je
zapravo samoinkompatibilna sorta (Diaz i sur., 2006; Marchese 1 sur.;2016; Sanchez-Estrada i
Cuevas, 2018). Sli¢no tome, sorta 'Frantoio', 8¢ u nekim istrazivanjima opisuje kao
samokompatibilna (Fabbri i sur., 2004), a u drugima kao samoitnkompatibilna sorta (Wu i sur.,
2002; Mookerjee i sur., 2005). Neki autori navode da je sorta ‘Manzanillo' samoinkompatibilna,
dok je drugi opisuju kao djelomi¢nd samoinkompatibilnu sortu obzirom da ne dolazi do
potpunog sprjecavanja rasta i razvoja vlastite peludi (Cuevas i Polito, 1997; Lavee'i sur., 2002;
Wu i sur., 2002). Sorta 'Manzanillo® se u/novijim istrazivanjima pokazala kao potpuno
samoinkompatibilna sorta (Sanchez=Estrada 1 Cuevas, 2019). Marijabilnost dobivenihsezultata
djelomicno se moze objasniti utjecajem specificnih okolisnih cimbenika,na istrazivane sorte,

razlikama u njihovoj genetskoj osnovi i /ili primjeni razli¢itihgmetoda istrazivanja.

Doédatno, pouzdanost usporedbe oteZava cinjenicadda Cesto dolazi do zamjene i
neprecizne identifikacije sorti (Wu i sur., 2002; Yadawi sur., 2021). Procjenjuje se da u svijetu
postoji visecdod 2000 sorti maslina, me tecan broj otézava ucestala pojava sinonimije i
homenimije/ te unutarsortne raznolikosti(Barranca i sur., 2000). Upravo iz tog razloga
posljednjih su desetljeca intenzivirani naperi, ma sustavnom prikupljanju, ocuvanju i
molekularnoj karakterizaciji genetskih resursa masline. Kao odgovor na prijetnju genetske
erozije i gubitka tradicionalnih sorti, uspostavljene su ex situ banke germplazme masline.
Medunarodno vije¢e za maslinu (engl. ‘International Olive Council, 10C) od 1994. godine
razvija mrezu koja danas obuhvaéa 24 banke germplazme masline, s preko 1700 razlicitih sorti,
a sastoji se od &etiri svjetske kolekcije smjestene u Cordobi (Spanjolska), Marrakechu (Maroko)
1 Izmiru (Turska) te najnovija u 2025. godini na Kreti (Grcka) 1 20 nacionalnih zbirki (Albanija,
Alzir, Argentina, Hrvatska, Cipar, Egipt, Francuska, Grcka, Iran, Izrael, Italija, Jordan,
Libanon, Libija, Crna Gora, Palestina, Portugal, Slovenija, Tunis 1 Urugvaj)

(https://www.internationaloliveoil.org/the-ioc-network-of-germplasm-banks/).
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1.9. Metode istraZivanja reproduktivne kompatibilnosti u biljnoj biologiji

Metode koje se koriste za odredivanje najuspjesnijih kompatibilnih kombinacija sorti
maslina postale su pitanje velikog znanstvenog interesa u programima oplemenjivanja (Diaz i
sur., 2007; De la Rosa i sur., 2013) i odredivanju reproduktivne kompatibilnosti (Seifii sur.,
2012). Za proucavanje kompatibilnosti medu sortama masline koriste'seé: analiza rasta peludnih
mjesinica (Wu i sur., 2002; Vuletin Selak i sur., 2014b; Cuevas i sur.g2024a;b) i/ili edrédivanje
uspjeha zametanja plodova nakon provedbe kontroliranih oprasivanja (Cuevas, i sur., 2001;
Vuletin Selak i sur., 2011; Cuevas i sur., 2024a,b) uz sprje¢avanje pristupa‘nezeljene peludi
okolnih sorti te novije metode koje se temelje na primjeni mikrosatelita te sekvenciranju nove
generacije (engl. next generation sequencing, NGS) i analizi gena uklju¢enih u mehanizme

samoinkompatibilnosti.

1.9.1. Analiza rasta peludnih mjesinica i analiza uspjeha zametanja plodova

Odredivanje reproduktivné kompatibilnosti medu sortama temelji se ma analizi
interakcije pelud-njuska tucka u uvjetima kontroliranog oprasivanja. Kako bi se ‘sprijecio
pristup nezeljene peludi na njuskama tucka, ova metoda zahtjeva kori§tenje papirnatih vrecica
za izolaciju grana i daljnju, analizu komponenti ukljucenih u iaterakeiju pelud-njuska tucka
(prianjanje peludi na njusci tucka, klijanje peludi, rast peludnih mjeSinica kroz vrat tucka i
oplodnja sjemenih zametaka) te analizu pocetnog i konaénog uspjeha zametanja plodova (engl.
initial dnd, final, fruit’ set). Navedene analize Omogucuju prepoznavanje reakcija
samoinkompatibilnosti usporedbom procesa u cvijetu koji je oprasen vlastitom peludi s onima

koji su opraseni S peludi drugih sorti kori$tenjem tehnika fluorescentne mikroskopije.

Vijabilnost peludi, odnosno sposobnest peludnog¢zrnca da proklija i proizvede
funkcionalnu peludnu mjesinicliy, ovisi o genetskim osobinama sorte, razvojnom stadiju
peludnih zrnaca, okoli$nim uvjetima i’ kompatibilnosti peludi s njuskom tucka. Klijavost peludi
opada s vremenom proteklim od opraSivanja, a visoke temperature dodatno ubrzavaju
degeneraciju 1 smanjuju vijabilnostpeludi. Prijemcivost njuske tucka predstavlja sposobnost
njuske tucka da podrzi hidrataciju, klijanje i rast kompatibilne peludi. MozZe trajati od nekoliko
sati do nekoliko dana, ovisno o vrsti, razvojnom stadiju cvijeta i okolisnim ¢imbenicima (Sanzol
I Herrero, 2001). Gubitak prijemcivosti njuske tucka odvija se postupno: prvo se gubi
sposobnost prihvacanja rasta peludne mjeSinice, zatim se gubi sposobnost podrzavanja klijanja
peludnog zrnca, a naposljetku nestaje i mogucnost prijanjanja peludi na povrsini njuske tuc¢ka
(Sanzol i sur., 2003). Kod nekih vrsta, ¢ak i degradirane njuske tu¢ka mogu podrzati prijanjanje
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peludi, ali ne i rast peludnih mjesinica. Visoke temperature ubrzavaju starenje njuske tucka,
dok nize temperature odrzavaju njenu prijemcivost kroz dulje vremensko razdoblje (Sanzol i

Herrero, 2001).

Analiza rasta peludnih mjeSinica koriStena je u istrazivanjima reproduktivne
(in)kompatibilnosti kod mnogih voénih vrsta poput marelice (Burgoshi sur., 1993), kruske
(Shaheen i sur., 2011), badema (Dicenta i sur., 2002), tresnje (Hedhly 1 sur:, 2005)"i mnogih
drugih. Dinamika rasta peludnih mjeSinica ovisi o vrsti, sorti, podrijetlu peludiy nutritivnom
stanju cvijeta i okolisnim uvjetima. Genotip peludi sorte opraSivaca i sorte primatelja peludi
utjecu na dinamiku rasta peludnih mjesinica. Brzina rasta peludnih mjesinica mijenja se ovisno
o tkivima tucka kroz koja prolazi (Sanzol i Herrero, 2001). Brojna istrazivanja na maslini
ukazuju na to da stranoopraSivanje rezultira intenzivaijim rastom peludnih mjeSinica, veCom
brzinom rasta, ranijom oplodnjom i ve¢im brojem oplodenih sjemenih zametaka u 0dnosu na
samooprasivanje (Breton i Bervillé, 2012; €uevas i sur., 2024a). PoviSene temperature mogu
pozitivno utjecati na brzinu rasta peludnib mjeSinica, skrac¢ujuci vrijeme koje je ‘potrebno da
peludna mjesinica dode do_sjemenog zametka (Hedhly i sur., 2005). Médutim, istovremeno
visoke temperature mogu nepoveljno utjecati na vijabilnost, sjemenih zametaka i/ trajanje

prijemc¢ivosti njuske tu¢ka (Hedhly i sur., 2003).

Odredivanje s#eproduktivne kompatibilnosti analizom poéetnog i, kona¢nog uspjeha
zametanja plodova primjenom kontroliranih oprasivanjatemeljt se na kvantifikaciji zametnutih
plodovay nakon, razlicitih kombinacija opraSivanja, pri. ¢emu se usporeduju rezultati
samooprasivanja i stranooprasivanja. Ova metoda, omogucuje procjenu ucinkovitosti donora
peludi te identifikaciju kompatibilnih i nekompatibilnih sorti, analizom pocetnog uspjeha
zametanja plodova u ranoj fazi, prije pojave opadanja plodova tzv. 'June drop’, koje nastupa
nakon pocetnog zametanja zbogizrazene kompeticije medu plodovima, kao i kasnijoj fazi, kada
se biljezi konacni uspjeh zametanja plodova. Pocetni uspjeh zametanja plodova odreduje se
mjerenjem broja plodova u cvatovima na‘izoliranim granama i odreduje se izmedu 16-20 dana
nakon pune cvatnje (Cuevas i sur., 2024b). Konacni uspjeh zametanja plodova odreduje se 45
do 60 dana nakon pune cvatnje kada se zavrsi redukcija broja plodova (Cuevas 1 sur., 2001;
Vuletin Selak i sur., 2011) te se smatra pouzdanim pokazateljem za predvidanje kona¢nog
prinosa, budu¢i da kasnije opadanje plodova najceS€e proizlazi iz djelovanja vanjskih
¢imbenika, kao §to su nepovoljni klimatski uvjeti, Stetnici ili bolesti, koji nisu izravno povezani

S primijenjenim tretmanima opraSivanja. Prema dobivenim vrijednostima uspjeha zametanja
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plodova moze se izraCunati pokazatelj stupnja samoinkompatibilnosti sorte (engl. self-
incompatibility indeks, ISI) kao omjer konac¢nog uspjeha zametanja plodova nakon
samooprasSivanja i kona¢nog uspjeha zametanja plodova nakon stranoopraSivanja za svaku
eksperimentalnu godinu ili eksperimentalni nasad (Cuevas i sur., 2001). Sorte maslna kod kojih
su dobivene ISI vrijednosti < 0,1 definiraju se kao potpuno samoinkempatibilne (Androulakis
i Loupassaki, 1990).

1.9.2. Molekularni DNA biljezi

Molekularni DNA biljezi predstavljaju jedan od najucinkovitijth alata za detekciju
genetskih polimorfizama na razini pojedinac¢nih lokusa t Citavog gemoma, koji nastaju kao
posljedica insercija, delecija, tockastih mutacijaj duplikacija i _translokacija (Nadeem i sur.,
2017). Danas je dostupno mnostvo razli¢itih biljega kejise primjenjuju u genotipizaeiji biljaka,
pri ¢emu njihov odabir ovisi o istrazivackim ciljevima, kao i o tehnickim te finaneijskim
moguénostima. Za razliku od morféloskih 1 biokemijskih biljega, DNA biljezidisu podlozni
utjecaju okoliSnih ¢imbenika niti razvojne faze biljke, Sto ih ¢ini izuzetno pouzdanima u analizi

genetske varijabilnosti (Kordrostami i Rahimi, 2015).

Razvoj molekularnihybiljega zapoceo je 1980-ih godina, pojavom:RELP biljega (engl.
Restriction Fragment Length Palymorphism), koji se temeljenacijepanju deoksiribonukleinske
kiseline (engl. deoxyribonucleic acid, DNA) na fragmente uzdpomecé restrikcijskih enzima i
njihovo;j detekciji hibridizacijom s radioaktivno oznacenom sondom (Botstein i sur., 1980).
Zahvaljujuci otkricu lanc¢ane reakcije polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR),
omogucen je brz, informativan i troSkevmno prihvatljiv pristup analizi genetske raznolikosti
biljaka: Neki od daljnje razvijenih molekularnih biljega su RAPD (engl. Random Amplified
Polymorphic DNA) koji se temelje na primjeni univerzalnih, nasumi¢no odabranih
oligonukleotida koji omogucuju-amplifikaciju razli¢itih dijelova genoma bez prethodnog
poznavanja sekvence i AFLP (engl. Amplified Fragment Length Polymorphism) biljezi koji
predstavljaju kombinaciju RFLP, i PCR tehnike, a ukljucuju cijepanje DNA restrikcijskim
endonukleazama i selektivnu amplifikaciju restrikcijskih fragmenata (Williams i sur. 1990; VVos
i sur., 1995). Daljnji razvoj molekularnih tehnika omogucio je uvodenje naprednijih biljega
poput mikrosatelitnih biljega ili jednostavnih ponavljajucih sekvenci (engl. Simple Sequence
Repeats, SSR) te SNP biljega, temeljenih na polimorfizmu pojedinacnog nukleotida (engl.
Single Nucleotid Polymorphism) (Litt i Luty, 1989; Deschamps i sur., 2012). SNP biljezi

predstavljaju promjene u jednom nukleotidu na tono odredenim mjestima unutar genoma, a

22



njihova identifikacija omogucena je primjenom razli¢itih metoda sekvenciranja nove generacije

(engl. Next Generation Sequencing, NGS).

Primjena molekularnih biljega, posebice mikrosatelita, u genetskim .istrazivanjima
uvelike je doprinijela napretku u proucavanju masline, gdje se prethodno’ navedeni biljezi

koriste u brojne svrhe, medu kojima su:

1. analiza genetske varijabilnosti masline (Belaj i sur., 2003; Bandelj i sur., 2004);

2. filogenetska istrazivanja (Besnard i Bervill¢, 2002; Baldoni 1 sur., 2006; Belaj i sur., 2007,
Baldoni i sur., 2009);

3. genotipizacija sorti i karakterizaciju genetskih izvera masline (Sefc i sur., 2000; Cipriani i
sur., 2002; Owen i sur., 2005; Baldoni i sur., 2009);

4. upravljanje kolekcijskim nasadima (Muzzalupo i sur., 2014; Trujillo i sur., 2014);

5. analiza roditeljstva (Dedla Rosa i sur., 2004; Mookerjee i sur., 2005; Diaz i surl, 2007,
Marchese i sur., 2016; Vuletin Selak isur., 2021; Cuevas i sur., 2024a,b)

6. identifikacijajpodrijetla i sljedivosti maslinovog ulja (Pasqualone 1'sur., 2007; Montemurro i
sur., 2015; Ben Ayed 1 sur., 2016).

1.9.2:1. Mikrosatelitni biljezi

Genotipizacija temeljena na SSR biljezimaypostalayje Siroko prihva¢ena metoda za
identifikaeiju kultivara, procjenu genetske sli€nosti, analizu’ roditeljstva i srodstva razlic¢itih
poljoprivrednih kultura u oplemenjivackim programima (Yadav i sur., 2021). Mikrosateliti
predstavljaju dijelove DNA sastavljene od tandemskih ponavljanja osnovnog motiva duljine 1-
6 pb, koji se ucestalo pojavljuju u prokariotskim i eukariotskim genomima. Prema broju
nukleotida koji ¢ine ponavljajuci miz dijele se na mono-, di-, tri-, tetra-, penta- i
heksanukleotide, dok se prema tipu ponavljanja osnovnog motiva dijele na: (i) potpune
mikrosatelite koji se sastoje od jednog motiva koji se neprekidno ponavlja, (ii) nepotpune
mikrosatelite kod kojih se nalazi jedan ili viSe parova baza razli¢itih od osnovnog motiva, (iii)
mikrosatelite prekinute sekvencom od nekoliko parova baza umetnutom u osnovni motiv te (iv)
mikrosatelite sloZzene od nekoliko osnovnih ponavljaju¢ih motiva (Vieira i sur., 2016). Biljni

genomi osobito su bogati AT ponavljanjima osnovnog motiva (Powel i sur., 1996). SSR biljezi
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su prisutni kako u kodiraju¢im, tako i u nekodiraju¢im regijama te su ravnomjerno rasporedeni
duz cijelog nuklearnog genoma, ali se mogu naci i u kloroplastnom i mitohondrijskom genomu

(Kalia i sur., 2011).

Mikrosateliti se ubrajaju medu najucinkovitije molekularne biljege zahvaljuju€i brejnim
prednostima, medu kojima se isticu visoka razina polimorfizma, informativnost, pouzdanost te
mogucnost razlikovanja homozigotnih i heterozigotnih genotipovaizbog svoje kodominantne
prirode. Osim §to su visoko zastupljeni i relativno ravnomjerno rasporedeni unutareukariotskog
genoma, njihova ponovljivost i prilagodljivost automatiziranim analizamagdodatno povecavaju
njihovu moguénost primjene u genetskoj karakterizaciji. Takoder, prednost mikrosatelita je i
mogucénost provodenja tzv. multiplex reakcija koristenjem fluorescentno obiljezenih pocetnica,
¢ime se omogucuje istovremena amplifikacija viSe SSR lokusa, $to znaajno povecava

ucinkovitost analize 1 smanjuje troSkove iste (Vieira i sur.;,2016).

Unato¢ brojnim prednostima SSR biljega, njihova sve intenzivnija. primjena s
vremenom je ukazala i na odredene nedostatke, posebice u pogledu dosljednosti rezultata medu
razli¢itim laboratorijima. Naime, metodoloske razlike u odredivanjufvelicingralela ¢esto su
dovele do neskladnosti winterpretaciji podataka. Kako bi se povecala pouzdanost 1 usporedivost
rezultata, razvijen je, standardizirani skup SSR biljega koji® se odlikuje visokom
diskriminativnom mo¢i, stabilnom amplifikacijom bez pojave 1zv. stuttér bandova, snaznim
fluorescentnim 'signalom.te izostankom nul alela. Temeljem navedenih kriterija definiran je
referentni popis,mikrosatelita koji se danas primjenjuju.u genotipizaciji masline (Baldoni i sur.,
2009; Yadawii sur., 2021).

1.9.2:2. Primjena mikrosatelitnih biljega i voditeljskog testa u istrazivanju reproduktivne

kompatibilnosti masline

Izbor sorti i njihovi raspored odreduju uspjeh oplodnje te produktivnost maslinika, §to
su preduvjeti uspjeSne maslinarske proizvodnje. Ipak, informacije o medusortnoj
kompatibilnosti te uspjehu samooplodnje razli¢itih sorti maslina, jo§ uvijek su nedostatne,
posebice u uvjetima poja¢anog unosenja novih sorti u nova uzgojna podrucja. U tom kontekstu,
mikrosatelitni biljezi u kombinaciji s roditeljskim testom pokazali su se kao pouzdana
molekularna metoda za procjenu kompatibilnosti u istrazivanjima reproduktivne biologije
masline (Mookerjee i sur., 2005). DNA profiliranje (engl. DNA fingerprinting) i analiza

roditeljstva mladih biljaka dobivenih klijanjem sjemena, sjemenjaka, vrlo su korisni i u

24



potvrdivanju krizanja u oplemenjivatkim programima te utvrdivanju kompatibilnosti
roditeljskih genotipova (De la Rosa i sur., 2004; Diaz i sur., 2007). Budu¢i da se SSR biljezi
nasljeduju kodominantno u skladu s Mendelovim sustavom nasljedivanja te su visoko
polimorfni, svaki roditelj prenosi potomku jedan alel, stoga svaki potomak<na odredenom
lokusu mora imati barem jedan alel kojeg nalazimo i kod roditelja (Sefc i sur., 2000;De la Rosa
i sur., 2002). Ova se metoda pokazala osobito ué¢inkovitom u uvjetima slobodnog oprasivanja,
kada postoji vise mogucih potencijalnih opraSivaca cvjetova roditeljske biljke, za razliku od
analize rasta peludnih mjeSinica 1 uspjeha zametanja plodova koji,se provode u uvjetima
kontroliranih opraSivanja. U takvim uvjetima, analize’ roditeljstva pomocu SSR biljega
uklju¢uju DNA profiliranje poznatog maj¢inskog genotipa, genotipova potencijalnih donora
peludi i embrija. Na temelju dobivenih genotipovaembrija, dodjeluje se roditeljstvo odredenom
donoru peludi (Vuletin Selak i sur., 2021). U zadnje, vrijeme, najcesce koristehi racunalni
programi za roditeljsku analizu kod masline su CERVUS 3.0 (Kalinowski i sur., 2007) ihlFaMoz
(Gerber i sur., 2003).

U razli¢itim istraZivanjima za identifikaciju roditeljskih genotipova embrija ili mladih
sjemenjaka koriStena su.dva (Montemurro 1 sur., 2019), cetiriqDe La Rosa i sur.;2004; Diaz i
sur., 2007), sedam (Baruca Arbeiter 1'sur., 2014; Vuletin Selak i'sur., 2021), osam (Mookerjee
i sur., 2005; Seift 1 sury 2012; Cuevas i sur., 2024a,b) de.deset (Mariotti 1 sur., 2020b)
mikrosatelitnin biljéga. Analiza roditeljstva i genotipizacija_ pomocu SSR biljega moze se
koristiti za »procjenu..samoinkompatibilnosti pojedinih' sorti i medusobne kompatibilnosti
razli€itih sorti, §to je potvrdeno na primjeru vise talijanskih sorti masline (Montemurro i sur.,
2019). Mookerjee 1sur. (2005) koristili sumikrosatelitne biljege za identifikaciju potencijalnih
donora, peludi u uvjetima slobodnog oprasivanja za pet sorti u komercijalnom masliniku u
Australiji te time pridonijeli boljem razumijevanju samoinkompatibilnosti i sortne
kompatibilnosti. Seifi i sur. (2012) koristili su analizu roditeljstva i mikrosatelitne biljege za
genotipizaciju embrija sorte ‘Kalamata’ iisvih potencijalnih donora peludi, pri ¢emu su istaknuli
kljuénu ulogu odabira kompatibilnih ©prasivaca u postizanju uspjeSnog zametanja plodova i
visokih prinosa. Diaz 1 sur. (2006) koristili su mikrosatelitne biljege u istrazivanju
samoinkompatibilnosti dviju glavnih Spanjolskih sorti, ‘Picual’ i ‘Arbequina’ u monosortnim i
viSesortnim nasadima, ¢ime je dodatno potvrdena izrazena samoinkompatibilnost navedenih
sorti, ali 1 njthova medusobna inkompatibilnost. Baruca Arbeiter i sur. (2014) proveli su analizu
roditeljstva u monosortnim nasadima ‘Istarske bjelice’ koriste¢i mikrosatelitne biljege 1

raCunalni programi FaMoz, pri ¢emu su identificirali najuspjesnije (kompatibilne) donore
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peludi te su na temelju genotipizacije embrija, procijenili udio samooplodnje. U istrazivanje
Vuletin Selak i sur. (2021) ukljucena je nasa najzastupljenija sorta ‘Oblica’, a izolacijom DNA
iz embrija 1 daljnjom genotipizacijom pomocu mikrosatelitnih biljega identificirani
najuspjesniji oprasivaci ove sorte te je odreden uspjeh samooplodnje. U stperintezivnim
nasadima u Spanjolskoj &esto je zastupljena sorta ‘Arbosana’, za kojije kombinacijom metoda
za odredivanje kompatibilnosti - ukljucujuéi analizu uspjeha zametanja plodova, rasta peludnih
mjesinica 1 molekularnu analizu roditeljstva primjenom SSR biljega, utvrdéno da se radi o
samoinkompatibilnoj sorti. Budu¢i da se radi 0 uzgoju masline u jako gustom sklopu, nije
moguce provesti nadosadnju sorti oprasSivaca, stoga autofl preporucuju eijepljenje odredenih
grana unutar postojec¢ih kro$nji medusobno prikladanim, kompatibilnim sortama kako bi se

osigurala uc¢inkovita oplodnja i stabilni prinosi (Cuevas i sur., 2024a).

Pri odabiru sorti za nove nasade ili optimizaciji postojecih, osobitu paznju treba posvetiti
izboru uéinkovitih oprasivaca. Osim §to bi trebali biti kompatibilni s glavnom sortom u nasadu,
vazno je i da se preklapaju u razdoblju cvatnje, ne pokazuju izrazenu alternativnu rednost te po
mogucnosti, imaju jednaku namjenu - bilo kao'stolna sorta ili sorta uljarica (Cuevas i sur., 2001,
Mookerjee i sur., 2005). Nadalje, uspjeh oplodnje u uvjetimasslobodnog oprasivanja; uvelike
ovisi 0 brojnosti stabala 1 prostornom rasporedu potencijalnih ‘donora peludi unutar nasadu.
Sorte koje su u nasadu zastupljene s veéim brojem stabalasimaju vecéi potencijal da budu
identificirane kao majvjergjatniji donori peludi, jer veéa brojmost stabala povecava ukupnu
koli¢inu destupne peludi‘dok je njuska tucka jos uvijek prijemciva. Uz to, ako se sorte nalaze u
neposrednoj blizini i ako im se razdoblja cvatnje preklapaju, znacajno raste i mogucénost da
pelud ucinkovito ‘dospije do njuske tucka  glavne, sorte w nasadu. Budu¢i da je maslina
anemofilnadvrsta, @ obzir je potrebno uzeti 1meteoroloSke podatke, smjer 1 jacinu vjetra te
kolic¢inu padaline, koji dodatno mogu imati utjecajna koncentraciju peludi u zraku, a time i na

uspjeh oplodnje.

1.9.3. Sekvenciranje nove generacije (NGS)

Razvoj metoda sekvenciranja DNA, koje omogucuju odredivanje redoslijeda
nukleotida, jedan je od glavnih ¢imbenika napretka bioloskih znanosti (Slika 6). Prva generacija
sekvenciranja zapocela je krajem 1970.-tih, kada su Frederick Sanger i njegovi suradnici (1977)
razvili metodu lanc¢ane terminacije, poznatu i kao dideoksi sekveciranje, dok su Alan Maxam i
Walter Gilbert (1977) razvili metodu kemijskog cijepanja DNA. Ove metode imale su veliki

utjecaj na molekularnu biologiju jer su po prvi puta omogucile odredivanje potpune sekvence
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gena, a kasnije i cijelih genoma. Sangerova metoda, zbog manje potrebe za upotrebom toksi¢nih
kemikalija i radioizotopa u usporedbi s metodom Maxama i Gilberta, postala je dominantna
metoda sekvenciranja DNA tijekom naredna dva i pol desetljeca. Razvojem automatiziranih
instrumenata i uvodenjem paralelne obrade velikog broja uzoraka, laboratoriji su mogli
znacajno povecati propusnost sekvenciranja, ¢ime je omoguéeno brze i uéinkovitije

sekvenciranje.
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Slika®6: Shematskidprikaz razvoja tehnologija sekvengciranja < od prve do treCe generacije

(prilagodeno, prema,Satam i sur., 2023).

Zahvaljujuéi, navedenim tehnoloskim naprecima,igotovo potpune sekvence ljudskog
genoma objavljene su 2001. godine (Venteni sur., 2001), a Sangerova metoda naposljetku je
omoguéila zavrSetak sekvenciranja 2004. godine, projekta koji je trajao 13 godina s
procijenjenim troSkom od 2,7¢milijardi americkih dolara (International Human Genome
Sequencing Consortium, 2004). Nakon uspjesnog sekevenciranja ljudskog genoma, potraznja
za brzim 1 jeftinijim metodamasekvengiranja znatno je porasla. Upravo je ta potreba potaknula
razvoj tehnologija sekvenciranja'nove generacije - druge generacije. Za usporedbu, ve¢ 2008.
godine ljudski genom je sekvenciran u roku od pet mjeseci, uz znacajno smanjeni troSak od oko
1,5 milijuna dolara (Wheeler i sur., 2008). Tehnologije sekvenciranja druge generacije odlikuju
se nizom prednosti, medu kojima se isticu: moguénost istodobnog sekvenciranja vise milijuna
DNA fragmenata, znac¢ajno krace trajanje samog postupka, znatno nizi trosSkovi u usporedbi s

konvencionalnim metodama te mogucénost izravnog ocitanja sekvence bez potrebe za
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elektroforetskim razdvajanjem produkta. Jedna od dodatnih prednosti NGS platformi jest
pojednostavljena priprema knjiznice DNA, pri ¢emu nije potrebno kloniranje DNA fragmenata.
Primjenom NGS tehnologija omoguéena je sveobuhvatna analiza cijelih genoma, egzoma i
velikih genetskih panela, kao i potpunih RNA transkriptoma. Komercijalno dostupne platforme
za sekvenciranje druge generacije temelje se na razli¢itim metodamia, DNA ili RNA of€itanja,
medu kojima su najznacajnije pirosekvenciranje (Roche/454), sekveneiranje sintezom (engl.
Sequence By Synthesis, SBS) koje koristi Illumina tehnologija, sekvenciranje ligacijom
karakteristicno za ABI/SOLiID (Sequence By Ligation, SBL) te lon Torrent koji detektira
promjene pH tijekom inkorporacije nukleotida (Voelkerding i sur., 2009). Tehnologije trece
generacije sekvenciranja (engl. third generation sequencing, TGS)predstavljaju znacajan
iskorak u analizi nukleinskih kiselina, ponajprijé,zahvaljuju€i mogucnosti o€itanja iznimno
dugih fragmenata, cesto duljih od deset tisu¢a baza. Ove metode omogucuju sekvehciranje bez
prethodne amplifikacije, ¢ime se uvelike smanjuje mogucnost pogreske, skracuje wrijeme
analize te povecava propusnost i ucinkovitost. Dvije najzastupljenije TGS platfofme ukljuéuju
tehnologiju Single-Molecule Real-Time (SMRT), razvijenu od strane tvrtke Pacific Biosciences
(PacBio), te nanopornu tehnolegiju’ kojud Je komercijalizirala tvrtka Oxford Nanopore
Technologies (ONT). Usparedno s razvojem metoda sekvenciranja, neophodan je itkontinuiran
razvoj bioinformati¢kih alata klju¢an za upravljanje velikim Keli¢inamaspodataka koje

generiraju NG$ platforme.

1.9.3.1. Upotreba NGS.metoda - RNA sekvenciranja u biljnoj biologiji

Prije uvodenja NGS tehnologija, u analizama ekspresije gena najcesée su se koristile
EST sekvence dobivene Sangerovom metodem (englaExpressed Sequence Tags) i mikro€ipovi
(engl-“microarrays) (Alba i sur., 2004). Medutim, zbog ogranicene osjetljivosti, nemoguénosti
kvantifikacije nisko zastupljenih transkripata 1 detekcije novih ili slabije zastupljenih
transkripata, ove metode pokazale, su znaCajna ograniCenja u sveobuhvatnoj analizi
transkriptoma (Wang 1 sur., 2009). Sekvenciranje nove generacije znacajno je unaprijedilo
genomiku, omogucivsi dublje razumijevanje strukture, funkcije i dinamike genoma te je

potaknulo razvoj transkriptomike, epigenomike, metagenomike i drugih omics pristupa.

Transkriptom predstavlja sve prisutne transkripte u stanici, tkivu ili organizmu u
odredenom razvojnom stadiju ili fizioloSkom stanju. RNA sekvenciranje (engl. RNA
sequencing, RNA-Seq), suvremeni pristup analizi transkriptoma, znafajno je unaprijedilo

razumijevanje raznolikosti, sloZzenosti 1 regulacije RNA molekula u eukariotskim stanicama.
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Ciljevi transkriptomike obuhvacaju identifikaciju i klasifikaciju svih vrsta transkripata,
ukljucujuci glasnicku RNA (mRNA), nekodiraju¢e RNA i male RNA molekule, odredivanje
transkripcijske strukture gena, Sto ukljucuje analizu mjesta pocetka transkripcije, 5'1 3" krajeva
transkripata, obrazaca alternativnog prekrajanja i posttranslacijskih modifikacija, kao i
kvantifikaciju genske ekspresije izmedu razli¢itih razvojnih stadijadieksperimentalnih uvjeta
(Wang i sur., 2009). Ovisno o dostupnosti referentne genomske sekvence' u RNA-Seq
analizama, transkriptom se moze rekonstruirati poravnanjem ocitanja na referentnt genom ili
primjenom de novo pristupa, $to je posebno vazno kod organizama\s nedovoljno istrazenim

genomom.

Razli¢ita genomska i transkriptomska istrazivanja provedena su na brojnim biljnim
vrstama s ciljem razumijevanja regulatornih mreza, i biokemijskih puteva koji upravljaju
stani¢nim procesima i omogucuju prilagodbu biljaka napromjenjive okoliSne uvjete. RNA-seq
Cesto je koriStena metoda u istraZivanjima na modelnim biljkama, ukljucujucibiljke
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., poznatd i kao Thalijev ili talijin uro¢njak, Oryza sativa - riza,
Zea mays - kukuruz, Solanumdycopersicum - rajéica te mnoge druge. Kod prethodno navedenih
biljnih vrsta, RNA-Seq metoda uvelike je koristena u analizama genske ekspresije uaivjetima
abiotiCkog 1 biotiCkog stresa, s ciljem identifikacije gena ukljuéenthyu,odgovore na stres,
razja$njavanja molekularnih mehanizama prilagodbe te boljeg.razumijevanja uloge signalnih i
regulatornih putevau obrambenim reakcijama biljaka (Yang i sur. 2015; Baldoni i sur., 2016;
Coolen i sur, 20165 Lud sur., 2017). Osim.u analizama odgovora na stres, RNA-seq metoda
primijenjena je i istrazivanjima reproduktivnih procesa kod biljaka. Klepikova i sur. (2015)
analizirali sudinamiku genske ekspresije tumeristemskom-tkivu tijekom prijelaza iz vegetativne
faze w fazu' evatnje, pri ¢emu je zabiljezen nagli porast diferencijalno eksprimiranih gena.
Razli¢ite metode analize transkriptoma koriSteme su u istraZzivanju mehanizama razvoja
prasnika i musSke sterilnosti mnogih jednosupnica i dvosupnica poput vrsta Arabidopsis

thaliana (Chen i sur., 2010Q); Gossypiumispp. (Ma i sur., 2012) i drugih.

U svrhu razjasnjavanja molekularnih mehanizama samoinkompatibilnosti (SI),
provedena su mnoga istrazivanja kod biljnih vrsta s razli¢itim mehanizmima SI sustavima,
poput Camellia oleifera (He i sur., 2020), Citrus clementina (Caruso i sur., 2012), Solanum
lycopersicum (Zhao i sur., 2015), Dendrobium officinale (Chen i sur., 2021), Erigeron
breviscapus (Zhang i sur., 2015). U svom radu, Zhao i sur. (2015) proveli su transkriptomsku

analizu tucka kod samokompatibilne (Solanum pimpinellifolium) i samoinkompatibilne vrste
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raj¢ice (Solanum chilense). Autori su pokazali kako su diferencijalno eksprimirani geni
povezani s metabolizmom cisteina i metionina, kao i s prijenosom signala biljnih hormona te
da ti procesi vjerojatno imaju vaznu ulogu u regulaciji rasta peludnih mjeSinica kod
samoinkompatibilnih vrsta. Rezultati navedenih istrazivanja naglasavaju vrijednost ove metode
kao snaznog alata u biljnoj biologiji koji omoguéuje detaljno prou€avanje regulaCije ‘gena u

razlicitim fizioloskim procesima.

1.9.3.2. Upotreba metoda analize transkriptoma u istrazivanjima veste Olea europaea L.

Razvojem RNA-seq tehnologije omogucena jé globalna 1 kvantitativna analiza
transkriptoma masline u razli¢itim tkivima i fazama'razyvoja, sto je dodatno pridonijelo
razumijevanju molekularnih osnova adaptacijéy biljaka ‘U stresnim uvjetima, geneticke
raznolikosti ove vrste te rasvjetljavanju reproduktivnih, procesa. Veliki broj transkriptomskih
istrazivanja, ukljucujuci i ona temeljena na RNA-seq metodi, obuhvatio je analize padrijetla i
domestikacije masline (Gros-Balthazard 1 sur., 2019), fizioloske i molekulathe promjene
tijekom dozrijevanja (Serrano i sur., 42024), kao i razli¢ite obrasce genske ekspresije u
specifi¢nim organima masline (Alagna 1 suri, 2016; Zafra i sur., 2017;4Ramirez-Tejero 1 sur.,
2020; Bullones i sur., 2023a).

RNA-seq metoda uspjesne je primijenjena i za analizusedgovora na bioticki i abioticki
stres. Tako su, primjerice, Marchese i sur. (2023) analizirali transkriptomske promjene u lisnom
tkivu nisko osjetljivessotte ‘Koroneiki’ i visoko osjetljive Sorte ‘Nocellara del Belice’ nakon
infekcije gljivicom Spilocaea oleagina, pri ¢eému je identificiran veliki broj diferencijalno
eksprimiranih gena ustadijima prije i poslije vidljivibh simptema bolesti na listu. Leyva-Pérez i
sur. (2014)@nalizirali su gensku ekspresiju sotte ‘Picual’ u uvjetima hladnoce te identificirali
vise od 6 300 diferencijalno eksprimiranih gena uwnavedenim uvjetima. Bullones i sur. (2023b)
razvili su bazu podataka OliveAtlas u kojem je sadrzano 70 RNA-seq eksperimenata
provedenih na sorti ‘Picual’; koji obuhvacaju glavne organe masline, procese klijanja peludi i

rasta peludnih mjeSinica te odgovore na razlicite bioticke i abioticke stresove.

Veliki je broj genomskih i transkriptomskih istrazivanja koja su obuhvatila razlicite
teme vezane uz reproduktivnu biologiju masline poput alternativne rodnosti (Turktas i sur.,
2013; Dastkar i sur., 2020); rane juvenilne faze (Jiménez-Ruiz i sur., 2018); prijelaza iz
juvenilne u reproduktivnu fazu (Fernandez-Ocafia i sur., 2010); hidratacije i rasta peludi u in

vitro uvjetima (Bullones i sur., 2023a).
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Unato¢ znac¢ajnom napretku metoda sekvenciranja, brojna su pitanja vezana uz reproduktivnu
biologiju masline i dalje otvorena. Baza podataka ReprOlive, temeljena na transkriptomskim
podacima iz reproduktivnih tkiva masline (Carmona i sur., 2015), zajedno s dostupnim
sekvencama do sada objavljenih genoma masline (Cruz i sur., 2016; Unver 1 sur., 2017;
Jiménez-Ruiz i sur., 2020; Rao i sur., 2021; Sebastiani i sur. 2024), predstavljaju 1znimno
vrijedne resurse za identifikaciju kandidat gena ukljuenih u reproduktivne' procese kod
masline. U 2016. godini, sekvenciran je prvi genom kultivirane masline (Olea europaea L.
subsp. sativa) sorte ‘Farga’ (Cruz i sur., 2016), ¢ija je kvaliteta poboljSana /povezivanjem s
genetickom kartom, §to je omogucilo precizno mapiranje‘sekvenciranith regija na kromosome
(Julca i sur., 2020). Godinu dana kasnije, objavljen je.genom divlje mastine (Olea europaea L.
subsp. europaea var. sylvestris) s podrucja Turské(Unver i sur., 2017), no kasnija istrazivanja
ukazala su na to da bi analizirana jedinka mogla pripadati feralnoj populaciji,«a ne divljoj
maslini (Julca 1 sur., 2020). Nadalje, genomske sekvence sorti maslina ‘Picual’ i1 ‘Arbequina’
postale su dostupne u 2020., odnosne 2021, gedini (Jiménez-Ruiz i sur., 2020; Ragi sur., 2021),

a nedugo zatim i za sorte ‘Leccino® 1 ‘Frantoio’ (Sebastiani i sur. 2024).

Analize transkriptoma otkrivaju Sirok spektar gena kafididata koji mogu imati‘ulogu u
mehanizmima kontrole (in)kompatibilnosti, a koji utje¢u na sposobnost njuske tucka da odbije
ili prihvati pelud. Osobito, transkriptomske analize peludi, postale su klju¢ni alat za
razumijevanje razygja gameta, specifi¢ne genske ekspresije peludi, dinamike rasta peludnih
mjesinica te, medudjelovanje peludi i njuSke tucka, ali iza identifikaciju gena kandidata
ukljucenih u mehanizme samoinkompatibilnosti. S ciljem boljeg razumijevanja mehanizama
ukljucenih u klijanje, peludi i rasta peludath mjeSinica kod masline, laria i sur. (2016) su
primjenom<RNA-seq metode i de novo. pristupa  sastavljanja transkriptoma analizirali
ekspresijske profile peludnih mjeSinica u “razlicitim kombinacijama pelud-tucak iz
samokompatibilnih 1 samoinkompatibilnih sorti masline ‘Nocellara del Belice’ 1 ‘Nera di
Gannos’. Nadovezujuci sefna ova istrazivanja, Bullones i sur. (2023a) proveli su sveobuhvatnu
analizu dinamike transkriptomaspeludnih mjesinica u in vitro uvjetima kroz Cetiri uzastopne
razvojne faze peludnih mjeSinica. Analiziran je transkriptom peludi s ukupno 22 148
transkripcijske faktore koji nemaju ortologe u drugim biljnim vrstama. Uz analizu peludi i
peludnih mjeSinica, istraZivanja usmjerena na razli¢ite organe masline pokazala su da tkiva
cvijeta pokazuju najveci broj organ-specificnih gena, od kojih su mnogi izravno povezani s

razvojem reproduktivnog sustava, poput gena CALS11 i CALS12 koji kodiraju kalozne sintaze
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koje su potrebne u formiranju kaloznih stijenki i odvajanje tetrada tijekom razvoja peludnih
zrnaca. Osim toga, posebno su istaknuti i MS1 geni koji kodiraju transkripcijske faktore

odgovorne za aktivaciju razvoja prasnika, sazrijevanje peludnih zrnaca i kontrolu razvoja

tapetuma (Ramirez-Tejero i sur., 2020).

Medutim, sveobuhvatna istrazivanja transkriptoma koj

kompatibilne i inkompatibilne procese u cvijetu masline naka

identificirani diferencijalno eksprimi

odgovorima.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Provedbom ovog istrazivanja primijenjeni su novi alati i pristupi u analizi

samoinkompatibilnosti i sortne kompatibilnosti masline. Definirani su slj cifini

ciljevi:

e Utvrditi fenoloSke 1 klimatske parametre koji odreduju poceta

o Odrediti vrijeme cvjetanja sorti prisutnih u eksperim

e Analizirati procese medudjelovanja njuske tuck elja 1 sorti donora peludi

nakon kontroliranih opraSivanja;

%
b

e Izdvojiti najuspjesnije oprasivace sorte ‘Last ’ u poljskim uvjetima ivanje
roditeljstva iz embrija;
e Povezati kompatibilan/nekompatibilan odgovor nakon provedbe trolir

ene s 1cniE

e (drediti stupanj samoinkompatibilnosti sorti ‘Oblica

m
i
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Eksperimentalni nasad maslina u Kastel Starom

(udaljena 50 m) koja broji 22 introducirane (strane) sorte mas orionl’, ‘Canino’,

‘Chemlali’, ‘Cipressino’, ‘Colombino’, ‘Farga’, ‘Fasol ‘Frantoio’, ‘Grignan’,
ggianese’, ‘Parmesana’,

a Slici 8

‘Koroneiki’, ‘Leccino’, ‘Maurino’,

prikazana je shema nasada autohtonih i introduciranih sorti iz koje se moze v

odredene sorte zastupljene s vecim bfoje abala u nasadu, ali postoje i sorte sasvega

stablom u nasadu.

Slika 7. Polozaj eksperimentalnog maslinika u Kastel Starom. Naran¢astom bojom oznacen je
nasad s introduciranim sortama, a crvenom bojom oznacen je nasad S autohtonim sortama

(preuzeto i prilagodeno prema: https://earth.google.com/web/).

34


https://earth.google.com/web/

4 4 4 4 4 4 4 4 4

4

4 22 22 22 22 22 22 Sorta:

4 15 23 15 25 15 ‘Alveriano grionl” (1)
4 8 8 1 2 ‘Caning’ (2)

4 26 26 15 23 3 3 ‘Chemlali?, (3)

4 20 20 20 20 7 7 ‘Cipressino’ (4)
4 27 27 27 27 27 ‘Colombino’ (5)
4 17 17 17 17 15 ‘Drobhica’(6)

4 21 5 5 15 ‘Farga’ (7)

4 15 15 24 24 24 24 ‘Fasolino’ (8)

4 18 18 18 18 18 18 ‘Favarol®,(9)

4 9 9 9 9 9 9 ‘Frantoio’ (10)

4 13 11 11 11 11 ‘Grignan’ (11)

4 15 15 15 15 15 ‘Karbuncela’ (12)
4 10 10 10 10 10 ‘Koroneikiy(13)

‘Lastovka’ (14)

‘Leceino’ (15)
16 14 19 19 6 6 ‘Levantinka’ (16)
16 14 19 19 6 6 ‘Maurino’ (17)
16 14 19 19 6 6 ‘Moraiolo’ (18)
16 14 19 19 6 6 ‘Oblica’ (19)
16 14 19 19 6 6 ‘Olivastra Seggianese’ (20)
16 14 19 19 6 6 ‘Parmesana’ (21)
16 14 19 19 6 6 ‘Pendolino’ (22)
16 14 19 19 6 6 ‘Picholine’ (23)
16 14 19 19 6 6 ‘Rosciola’ (24)
16 14 19 19 6 6 ‘Santa Caterina™(25)
16 14 19 19 6 6 ‘Sigoise’ (26)
16 14 19 19 6 6 ‘Taggiasca’ (27)
16 14 19 19 6 6 12

Slika 8. Shema/asadaautohtonih (crvana boja) i introduciranilisorti (narancasta boja) maslina
u Kastel Starom.<Sorta ‘Cipressino’ zastupljena je u vjetrozastithom pojasu oko nasada
introduciranih, sorti, stukupno 100 stabala;, dok su, ostale sorte na shemi prikazane prema

stvarnom broju-stabala unutar nasada. Praznine predstavijaju nepopunjena mjesta u nasadu.

3.2. Sortiment

Istrazivanjem su obuhvacene Cetiri najznacajnije autohtone sorte masline te 22
introducirane sorte masline. Sorte, ‘Lastovka’, ‘Levantinka’, ‘Oblica’ 1 talijanska sorta
*Leccino’ ukljuc¢ene su ud@nalizu reproduktivnih procesa u cvijetu masline. Kod odredivanja
najuspjesnijih oprasivaca sorte, ‘Lastovka’ koriStenjem roditeljskog testa, uz prethodno
navedene sorte, ukljucene su sve sorte u okruzenju sorte ‘Lastovka’ koje su mogle biti
potencijalni donori peludi. Obzirom da je ‘Oblica’ najzastupljenija, vodeca sorta u hrvatskim
maslinicima na kojoj je provedeno i najvise istrazivanja, a da se nju Cesto uzgaja i autohtona

sorta ‘Lastovka’, OVO je istrazivanje usmjereno upravo na te dvije sorte.
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Izdvojene istrazivane sorte:

Autohtone sorte masline (Kovacevic i Perica, 1994.; Barranco i sur., 2000; Bakari¢ i sur., 2007;
Ozimec i sur., 2015)

‘Lastovka’ je sorta uljarica. MoZemo je naci u podrucju juzae i srednje Dalmacije, na
otocima Solti, Hvaru i Bradu te u Crnogorskom primorju. Vodeéa je sorta otoka Koréule, gdje
predstavlja 80 % ukupnog sortimenta. Srednje je bujnog, okruglastog rasta kros$nje koji
podsjeca na otvoreni kiSobran. List je sitan, kopljast, tamnozelene boje lica. Plod je srednje
veli¢ine, prosjeéne mase oko 3 g. Karakterizira je redoviti iObtlanyprines, asadrzaj ulja u plodu
krece se izmedu 16 1 24 %. Smatra se lako ukorjenjivom sortom's godi$njom proizvodnjom oko
50 000-70 000 sadnica. Veoma je osjetljiva na. niske temperature i bakterijsku bolest rak

masline.

‘Levantinka’ (sinonim: ‘Soltanka’) je sorta uljarica koju mozemo naci u podrugju juzne
i srednje Dalmacije, posebice na otoku Solti. Razvija bujnu, okruglastu kro$nju.Dugackogjje i
Sirokog, na dnu blago uvijenog lista stamnozelénim licem, a bjelkastim nali¢jem. Plod je
duguljast, srednje veli¢inesprosjeéne mase.oko 4 g. Redovitog je i obilnog uroda sa sadrzajem
uljau plodu izmedu 16 122 %. Smatrase tesko ukorjenjivom sortom s godisnjom proizvodnjom

od nekoliko tisuasadnica. Veoma je osjetljiva na susu i niske temperature.

¢Oblica’ (sinonimi: ‘Krupnica’, ‘Orbula’, ‘Velika’, ‘Orkula’; *Pitoma’, ‘Velika’,
‘Bracka’’..), je masa_najvaznija i najrasprostranjenija’serta prisutha u cijelom uzgojnom
podfucjumasline u Hrvatskoj, ali 1 u Bosni 1 Hercegovini te Crnoj Gori. Razvija bujnu, okruglu
krosnju. Ima Siroki, kopljasti list srednje veli¢ine. Krupnog je i okruglog ploda, prosje¢ne mase
oko 4.¢g. Sadrzaj uljau plodu krece se izmedu, 17 i 22 %. Obzirom na navedeno, Koristi se za
proizvodnju ulja, ali i kao stolna sorta. Za sortuOblica’ karakteristi¢na je pojava alternativne
rodnosti. Ubraja se medu lako uketjenjive sorte s godisnjom proizvodnjom oko 150-200 000

sadnica. Otporna je premadiskim temperaturama i susi, a osjetljiva na napade maslinine muhe.

Introducirane sorte maslina

‘Leccino’ je talijanska sorta koja predstavlja najzastupljeniju stranu sortu u Hrvatskoj.
Sorta uljarica, prisutna u Istri od 1940. godine. Bujnog je rasta, guste kro$nje. Listovi su
svijetlozeleni, srednje veliCine, elipticno-kopljasti. Jajoliki plodovi srednje su veliCine,

prosjecne mase oko 2,5 g. Koli¢ina ulja u plodu moze doseé¢i do 20 %. Odlikuje se dobrom i
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redovitom rodno$c¢u. Pokazuje visoku tolerantnost na niske temperature, bolest paunovog oka i

raka masline.

Strana kolekcija broji jo§ 16 talijanskih sorti (‘Canino’, ‘Cipressino’, ‘Colombino’,
‘Fasolino’, ‘Favarol’, ‘Frantoio’, ‘Grignan’, ‘Leccino’, ‘Maurino’, ‘Moraiolo’, Olivastra
Seggianese’, ‘Parmesana’, ‘Pendolino’, ‘Rosciola’, ‘Santa Caterina’, “Taggiasca’). U kolekeiji
se nalazi sorta ‘Chemlali’ iz Tunisa, Spanjolska sorta ‘Farga’, gt€ka sorta’ “Keroneiki’,
francuska sorta ‘Picholine’, ‘Sigoise’ iz Alzira te sorta ‘Alveriano igrionl’ koja je u postojec¢im
shemama nasada navedena pod tim imenom, no ovaj naziv,nije petvrden u znanstvenoj

literaturi.

3.3. Pracenje fenofaze cvatnje istraZivanih sorti masline i dijagram cvatnje

Tijekom mjeseca svibnja i lipnja 2019., 2020, 2021. godine praceno jeytrajanje
fenofaze cvatnje svih sorti ukljuenih u, istrazivanje prema RESGEN metodologiji za
sekundarnu karakterizaciju masline (Barranco 1'sur., 1994). Svakoga dana u razdoblju cvatnje;

biljeZene su promjene na stablima vizualnim pregledom stabala sa svih strana krosnje.
U fenofazi cvatnje, razlikuju se Cetiri razvojna stadija:

1. uocava se odyajanje €aske cvijeta i vijencica te se izduljuje cvjetna stapka (0znaka stadija =

E);

2. pocetak cvatnje: otvaranje prvih cvjetova.u cvata,masline nakon promjene boje iz zelene u

bijelu - ,,faza bijelih glavica“ (oznaka stadija =) (Slika9);
3.'puna cvatnja: otvorena je vecina cvjetova u cvatu(oznaka stadija = F1) (Slika 10);
4. kraj cvatnje: latice poprimaju smedu boju i otpadaju (oznaka stadija = G) (Slika 11).

Svakoga dana ocijenjen je najraniji stadij cvatnje prisutan na odredenom stablu (lijeva
oznaka), najprisutniji stadij evatnje (SrediSnja oznaka) i najodvedeniji stadij cvatnje (desna
oznaka): npr. F-F1-G. Na ovaj nac¢in pokusalo se izbje¢i eventualne pogreske jer se u isto

vrijeme na stablu mogu naci otvoreni i zatvoreni cvjetovi u ovisnosti o svjetlosti.
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Cetak cva

a 10. Puna cvatnja (F1).

Slika 9. Po
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Slika 12. Ruza vjetrova za mjesec svibanj - razdoblje cvatnje (2019., 2020, 2021. godina).
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3.4. Analiza fenoloskih i klimatskih parametara

Podaci o dnevnim satnim temperaturama u vrijeme cvatnje i periodu koji prethodi
cvatnji u tri eksperimentalne godine (2019. godina, 2020. godina i 2021. godina)prikupljeni su
putem meteoroloSke postaje Split - Marjan i ustupljeni od stranes DHMZ. U pedacima je
postojao veoma mali broj praznina koje su popunjene tako da je za svaku prazainu koristena
aritmeticka sredina krajnjih vrijednosti koje je okruzuju. Na taj na€in osiguran je vremenski

kontinuitet bez znacajnih odstupanja u odnosu na izvorne podatke.

Akumulacija hladnih sati izracunata je prema medificiranom °Chilling hours’ modelu
(Weinberger, 1950), u kojem su svi sati s temperaturom </7,2 °C smatrani u¢inkovitima za
akumulaciju hladnih sati. Buduc¢i da su negativie temperature,u‘analiziranom razdoblju bile
rijetke i s malim odstupanjima od 0 °C, u izraéun, su ukljuene zajedno € pozitivhim
temperaturama. lzracun akumulacije zapoceo je 1. studenog svake godine, a vrijednesti su
odredene zasebno za razdoblja koja zavr$avaju krajem sije¢nja (CH1), veljace (CH2), ozujka

(CH3) i travnja (CH4).

Nakon zavrSetka razdoblja akumulacije hladnih sati, pracena je faza akumulacije sati
toplinskih jedinica. Izracun, sati toplinskih jedinica potrebnih: za ulazak pojedine sorte u
razdoblje cvatnjé zapoceo je ody1. ozujka. Akumulacija sati.toplinskih jedinica izraunata je
prema pojednostavljenomi(linearnom) ‘GDH modelu’ (Richardson i sur.,:1975), pri ¢emu je za
svaku satnuyvrijednost viSu od bazne temperature, (Tb) toplinska akumulacija odredena kao
razlika izmedu zabiljezene temperature i bazne vrijednosti. U analizi je koristeno pet baznih
temperaturat 8° C; 9,2 °C; 10 °C; 11 °Chi 12,5.°C (GDH8; GDH9,2; GDH10; GDH11;
GDH412,5),/0dabranth prema prethodnim “istrazivanjima o' toplinskim zahtjevima masline
(Galan 1 sur., 2005; Vuletin Selak i sur., 2018), dok je vrijednost 8 °C uklju¢ena kao dodatni
prag u ovom istraZzivanju. Dobivene satne vrijednosti su zbrojene kako bi se odredila ukupna

akumulacija sati toplinskihtjedinica (GDH).

3.4.1. Statisticka analiza fenoloskih idklimatskih parametara

Za grupiranje sorti masline prema fenoloskim 1 klimatskim parametrima provedena je
K-means klaster analiza. U analizu je uklju¢eno 27 sorti masline. Podaci o svakoj sorti
prikupljeni su tijekom tri uzastopne godine istrazivanja (2019., 2020.12021.), ¢cime je formirana
ukupno 81 kombinacija sorta x godina, a osnovna jedinica analize bila sorta. Kao varijable su

koriStene: (i) broj dana u godini od 1. sije¢nja do pocetka razdoblja cvatnje (DPC), (ii)

40



akumulirani sati toplinskih jedinica izra¢unati prema GDH modelu za pet temperaturnih
pragova (8 °C (GDHS8), 9,2 °C (GDH9,2), 10 °C (GDH10), 11 °C (GDH11) i 12,5 °C
(GDH12,5)) te (iii) akumulacija hladnih sati, pri ¢emu CH1, CH2, CH3 i CH4 predstavljaju
akumulirane hladne sate u razdoblju od 1. studenog do kraja sije¢nja, veljace, oZzujka,'odnosno

travnja.

Analize su provedene u programskom jeziku Python (verzijas3:x), koristenjem paketa
scikit-learn (verzija 1.7.2; Pedregosa i sur., 2011), a za K-means klaster analizu koriSten je
modul sklearn.cluster. Za svaki od 6 klastera izraunate suscentroidne,vrijednosti, definirane
kao prosjecne vrijednosti ukljucenih parametara za sort¢ unutat odredenog klastera, a iste su

vizualizirane su u obliku heat mape primjenom skale boja (plava-zuta-Ccrvena).

Za dodatnu interpretaciju ¢cimbenika koji odreduju grupiranje sorti provedena je analiza
stabla odluke (engl. Decision tree Classifier) koriStenjem, modula sklearn.tree unutar, paketa
scikit-learn (verzija 1.7.2; Pedregosad sur., 2011) u programskom jeziku Python.(verzija 3.x).

Kao kriterij podjele koriSten je Gint indeks, a' maksimalna dubina stabla postavljena je na 6.

3.5. Kontrolirana oprasSivanja

U svrhu istrazivanja reproduktivnih procesa (uspjeh klijanja, rast (prorastanje) i razvoj
peludnih mjeSinica te’ uspjeh zametanja plodova) u 2020.“1 2021 godini, provedena su

kontrolirana oprasivanja sorte ‘Lastovka’ i sort¢“Oblica’ u razdoblju punce cvatnje.

3.5d: Pripremaystabala i provedba kontroliranih oprasivanja

Nepasredno pred cvatnju, izdvojenoije pet stabala sorte ‘Lastovka’ i pet stabala sorte
‘Oblica”koja su se istaknula velikim brojem formiranih cvatova. Na svakom stablu odabrane
s Cetiri grane s najvecim brojem,cvjetova u fazi pred otvaranjem (najmanje 10 cvatova po
grani) te su im uklonjeni ve¢ otvoreniicvjetovi. Grane su izolirane papirnatim vre¢icama koje
omogucuju izmjenu plinova, $tite od kiS¢ i ulaska strane peludi (Slika 13). Sljedec¢eg dana
prikupljena je pelud svih sorti opraSivaca. S izoliranih grana uklonjeni su zatvoreni cvjetovi, a
otvoreni cvjetovi opraseni su pomocu kista, nanoSenjem peludi na njusku tucka (Slika 14) te su
grane ponovno izolirane. Sorta ‘Lastovka’ oprasena je sa vlastitom peludi (‘Lastovka’ (La) x
La), s peludi sorte ‘Oblica’ (Lax ‘Oblica’ (O)) te s peludi sorte ‘Levantinka’ (La x ‘Levantinka’
(Le)). Sorta ‘Oblica’ oprasena je s vlastitom peludi (O x O), s peludi sorte ‘Lastovka’ (O x La),
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‘Levantinka’ (O x Le) te sorte ‘Leccino’ (O x ‘Leccino’ (Lec)). U slu¢aju samooplodnje, trebalo

je paziti da se pelud prikupila sa stabla na kojem se izvodilo oprasivanje.

Slika 14. Provedba kontroliranih oprasivanja nanosenjem peludi kistom na njusku tucka.
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3.5.2. Priprema cvjetova za analizu pod fluorescentnim mikroskopom

Svakoga dana, tijekom cetiri uzastopna dana nakon oprasivanja (24 h, 48 h, 72 h, 96 h)
prikupljeno je 20 cvjetova po tretmanu oprasivanja koji su fiksirani u prethodno pripremljen
FAA fiksativ (formalin, ledena octena kiselina, 70% etanol u omjeru 1:2:17) prema Cuevas i
sur. (1994b).

Prije analize reproduktivnih procesa pod fluorescentnim mikroskopom;,cvjetove treba

pripremiti prema predlozenoj metodologiji:
1. Ispiranje fiksativa 2-3 sata pod laganim mlazom vode;

2. Omeksavanje cvjetova u 0,8 M natrijevoj luzini (NaOH), tijekom 4-6 h modificirano iz
Cuevas i sur. (1994b). Dulje omeksavanje cvjetovau NaOH ili koristenje vece koncentracije

NaOH negativno utjeCe na tkivo jer postaje mekano i krhko ¢ime se otezava rad;
3. Ispiranje 0,8 M NaOH iz cvjetova pod laganim mlazom vode 12-24 h;

4. Razdvajanje njuske i vratatucka od plodnice te izdvajanje Cetiri sjemena zametka iz plodnice

pod stereomikroskopom,Stemi DV4(Carl Zeiss, Gottingen, Germany);

5. Bojanje njuSke.igvrata tu€ka i sjemenih zametaka u 0,1 % anilin blue boji pripremljenoj u

fosfatnom puferu (pH=11,7).

3.5.2.1. Analiza reproduktivnih procesa u cvijetu masline pad fluorescentnim mikroskopom

Uspjeh klijanja peludi na njusci tucka, rasti razvojypeludnih mjeSinica u vratu tucka te
dolazak peludnih mjesinica do sjemenogzametka (oplodnja)analizirani su pod fluorescentnim
mikroskopom Axioskop 2 plus (Carl Zeiss, Germany),uz koristenje Carl Zeiss filter seta 18 (FT

425 nm, LP 450 nm) i Zen software-a za analizu slike (Carl Zeiss, Germany).

Odreden je broj peludnih zrnaca i broj proklijalih peludnih zrnaca na jednoj strani njuske
tucka. Kako bi se odredio ukupanbrojpeludnih zrnaca i ukupan broj proklijalih peludnih zrnaca
na ukupnoj povrsini njuske tucka, bilo je potrebno dobivene vrijednosti na jednoj strani njuske
tucka uvecati dva puta. U slucaju prevelikog broja peludnih zrnaca, odredio se broj peludnih
zrnaca i proklijalih peludnih zrnaca na tri vidna polja sa desne i lijeve strane tucka te u dnu
vrata tucka. Za izracun ukupnog broja peludnih zrnaca napravilo se preracunavanje na ukupnu
povrsinu njuSke tucka prema Griggs 1 sur. (1975). Zahvaljujuéi ovim podacima, odredio se

postotak klijavosti na njuski tucka kod obje sorte u razli¢itim vremenima. Za potrebe analize
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rasta 1 razvoja peludnih mjeSinica, napravio se tzv. ,,squash* preparat njuske i vrata tucka
laganim pritiskom preko pokrovnog stakalca. Rezultat je izraZzen kao postotak cvjetova kod
kojih je zabiljeZen rast peludne mjeSinice do dna vrata tucka nakon 24 h, 48 h, 72 h i 96 h.
Uspjeh oplodnje izrazen je kao postotak cvjetova kod kojih je najmanje jedna peludna mjeSinica
uspjela do¢i do mikropile odredenog sjemenog zametka nakon 24 h, 48 h, 72 h 196 h. Daobiveni
rezultati obradeni su analizom varijance (ANOVA) pomocu statistickog programa SPSS(IBM,
1.21), pri ¢emu su kao ¢imbenici ukljuceni oprasivac i vrijeme nakon oprasivanja. Znacajnost

razlika izmedu srednjih vrijednosti utvrdena je LSD testom (p < 0,05).

3.6. Roditeljski test

U svrhu odredivanja potencijalnih roditelja plodova sorte ‘Lastovka’, prikupljeno je od
50 - 69 plodova s pet odabranih majéinskih stabala na kojima su primijeceni visoki prinosi u
listopadu 2019. i 2020. godine. Plodovi su prikupljeni sa svih strana krosnje (sjever, jug, istok,
zapad), a na raspolaganju je bilo ukupno 619 plodova (embrija): 329 iz 2019. godine i 290 iz
2020. godine.

3.6.1. Izolacija DNA iz embrija i listova

Za izolagiju DNA iz embrija masline koristena je modificirana metoda prema Guerin i
Sedgley (2007). U 441°6. koraku produljeno je vrijeme centrifugiranja, a u 5: koraku produljeno

je vrijeme inkubacije u zamrzivacu s 30 min na'1,5 h.
Postupak izolacije, DNA iz embrija masline ukdjucuje sljedece korake:

1."Plodovima masline skalpelom se odstrani mezokarp,te s¢ pomocu skripca razbije endokarp.
Skalpelom se prepolovi endosperm te se embrijqpincetom prenese u ,safe lock“ 2 mL

mikroepruvetu (Slika 15).

2. Tkivo se homogeniziralpomocu plasticnog tucka uz dodatak 500 pl ekstrakcijskog pufera
[100 mM tris(hidroksimetil)aminometan (TRIS-HCI; pH 8,0), 20 Mm etilendiamintetraoctena
kiselina (EDTA; pH 8,0) i 4 mg/ml natrijevog dietilditiokarbamata, koji se doda pred

upotrebu]. Tako pripravljen uzorak pohrani se na ledu, dok se ne pripreme svi uzorci.

3. Uzorci se inkubiraju u vodenoj kupelji 10 min pri 65 °C. Zatim se uzorcima doda 500 pl
liziraju¢eg pufera [L0O0 mM (TRIS-HCI; pH 8,0), 20 mM (EDTA; pH 8,0), 1 M natrijev klorid
(NaCl), 2 % natrijev dodecil-sulfat (SDS) te 1 % natrijev metabisulfit, koji se doda pred
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upotrebu]. Uzorci se ponovno inkubiraju u vodenoj kupelji 30 min pri 65 °C, pri ¢emu ih

potrebno lagano promijesati svakih 10 min.

vorteksiraju. Uzorci se centrifugiraju (Hettich Universal 320 R, Njem
14 000 x g pri 4 °C. Ovaj korak ponovi se dva puta.

5. Supernatant se prenese u novu mikroepruvetu od 1,5 ml te mu se

izopropanola. Uzorci se inkubiraju 1 h i 30 min na —20 °C

Slika 15. Prvi korak izolacije DNA iz embrija masline (Baruca Arbeiter, 2017).
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Obzirom da je tkivo embrija bogato polisaharidima i fenolnim spojevima koji ometaju
amplifikaciju biljega, uzorke DNA bilo je potrebno dodatno procistiti kako bi dobili
visokokvalitetnu DNA i dovoljne koncentracije DNA potrebne za uspjeSnu PCR amplifikaciju
(Zienkiewicz i sur., 2014; Zafra i sur., 2018) prema cetil trimetil amonijev ‘bromid-
polivinilpirolidon (CTAB-PVP) protokolu (Japelaghi i sur., 2011)«z modifikacije opisane u
Miklav¢i¢ Visnjevec i sur. (2017).

Postupak je sadrzavao sljedece korake:

1. Prethodno izolirana DNA procisti se pomocu 400 pL CFAB-P\VP ekstracijskog pufera [(2%
(wiv) CTAB, 2% (w/v) topivi PVP, 2 M NaCl, 4225 " mM EDTA (pH 8.0),
300 mM Tris—HCI (pH 8.0), 2% (w/v) B-merkaptoetanol).

2. Uzorci se inkubiraju 10 min pri 65 °C, a zatim se doda 200 pL fenol-kloroform-izoamilnog
alkohola (25:24:1). Kratko se vorteksiraju, a potom centrifugiraju 10 min brzinom 14,000 x g.
Ovaj korak se ponovi jos§ jednom. P zavrsetku, supernatant se prenese u mikroepruvetu od 1,5

mL.

3. Talozenje DNA postize/se pomocu 30'uL'3 mM natrijevog acetata i 300 pL ledenoghladnog
izopropanola. Uzorci se vorteksiraju i pohrane 30 min u zamrzivaéu na -80 °C, a zatim slijedi

centrifugiranje 30 minbrzinom 14,000 x g.

4. Supernatant se.odbaci, a DNA talog se isperepomocu 500 pwlf 70% etanola. DNA se laganim
pokretom po mikroepruveti odvoji od nje te.se ceatrifugira 5 min brzinom 14 000 x g i pri 4
°C.

8.'Etanol se odbaci te se talog DNA posusi stajanjem na zraku. DNA se otopi u 50 ul TE-pufera
[0 mM Tris-HCIl (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0)].Ostavi sépreko noéi na 4 °C kako bi se sva

otopila, potom se pohrani u zamrzivacu na -20 °C.

Uz plodove, u nasadu sufuzorkovani listovi svih sorti potencijalnih donora peludi koji su
pohranjeni u frizideru na 4 °Chdo izolacije DNA narednog dana. Ukupna DNA iz listova
izolirana je pomo¢u CTAB-PVP protokola (Japelaghi i sur., 2011) uz modifikacije opisane u
Miklav¢i¢ Visnjevec i sur. (2017).

Mjerenje koncentracije i ¢istoca izolirane DNA svih uzoraka odredena je koriStenjem
Thermo Scientific™ NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis spektrofotometra (Thermo
Scientific, SAD).
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3.6.2. Genotipizacija

Uzorci embrija i listova potencijalnih donora peludi analizirani su pomoc¢u sedam
mikrosatelitnih biljega: ssrOeUA-DCA-(3, 9, 11, 16) (Sefc i sur., 2000), GAPU101 (Carriero i
sur., 2002), EMO3 (De La Rosa i sur., 2002) i UD0O99-019 (Cipriani.i sur., 2002). Reakeijska
smjesa za umnozavanje mikrosatelitnih lokusa za jedan uzorak od 15,ul sadrzavala je 1x
reakcijski pufer; 2 mM MgCl; 0,2 mM mjesavinu deoksiribonuklgozid trifosfata = dNTP-ova
(Promega); 1,25 jedinica Taq polimeraze (Promega); 0,2 uM svake oligonukleotidne specifi¢ne
pocetnice (forward i reverse); 0,25 uM trece univerzalne pocetnice M 13(=21) (Schuelke, 2000)
obiljezene sa 6-FAM, VIC, PET ili NED fluorescentnom bojom (Applied Biosystems, SAD) te
40 ng DNA svakog od potencijalnih donora peludiili 4 ul nerazrijedene DNA embrija masline.
Umnozavanje mikrosatelitnih regija (Tablica 1) lanéanom reakcijom polimeraze provedeno je
u uredaju Thermal Cycler 200 (Bio-Rad Laboratories, SAD) prema tzv. two-step touch down
protokolu: poéetna denaturacija 5 minuta na94 °C, zatim 5 ciklusa ponavljanja tristemperature:
30 sekundi na 94 °C, 30 sekundi na 574°C 1 elengacija 30 sekundi na 72 °C (uz snizavanje
temperature u svakom od preostala 4 ciklusa za 1 °C). Drugi korak amplifikacije podrazumijeva
30 ciklusa 30 sekundi pa 94 “C, 80ysekundi na 52 °C i 30 sekundi na 72 °C. Zavs$ni korak
elongacije izveden je 8 minwna 72 °C:. Touch down faza podrazumijeva pestupno snizavanje
temperature u svakom_sljedecemyciklusu i omogucuje specifi€nije vezanje pocetnica na DNA

kalup te poboljsavaukupnu amplifikaciju fragmenata.

Tabliea 1. Popis koriStenih mikrosatelitnih'biljega 1 njihove sekvence.

Mikrosatelitni lokus Sekvenca pocetnice (5'-3') Ponavljaju¢i motiv

F: *CCCAAGCGGAGGTGTATATIGTTAC
SSIEUA-DEA3 & k. 1GCTTTTGTCRIGTTTGAGATETTG (CAs

F: *AATCAAAGTCTTECTTCTCATTTCG
SSIOCUA-DCAD 1. GATECTTCCAAAAGTATAACCTCTC (Ga)zs

F: *GATCAAACTACTGCACGAGAGAG
SSTOUA-DCA-LL BT GTCTCAGTGAACCCTTAAACC (CA)s(GGCA)

F: *TTAGGTGGGATTCTGTAGATGGTTG
SSIOUA-DCA-16 b T TTIAGGTGAGTTCATAGAATTAGC (GT)13(GA)s

F: *CATGAAAGGAGGGGGACATA
GAPUL0L R: GGCACTTGTTGTGCAGATTG (CAR(C1(AC)s

F: *GGTGTAGCCCAAGCCCTTAT
EMG3 R: GCATGACCGTGGTGTAAGT (CAY

F: *CCCTTGTAGCCTCGTCTTG
UD0O99-019 R: GGCCTGATCATCGATACCTC (CT)zo(AT)s

* - SSR biljezi su produljeni za M13 (-21) 18 pb sekvencu (5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-
3’)na 5’ kraju
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3.6.2.1. Detekcija mikrosatelitnih alela kapilarnom elektroforezom

Umnozeni mikrosatelititni produkti detektirani su pomoc¢u automatskog sekvencera
SeqStudioTM Genetic Analyzer (Applied Biosystems, SAD). 1 pl umnoZzenih mikrosatelitnih
produkata nakon lan¢ane reakcije polimerazom smjesSteno je u ABlmikrotitarske plocess 96
mjesta, a zatim je svaki uzorak pomijesan s 10,7 pl Hi-Di™ formamidayi 0,5 pl GeneScan™
500 LIZ standarda (Thermo Fisher Scientific, SAD). Na plocu se stavi-peklopac 1 kratko
centrifugira. Reakcijska smjesa denaturirana je tijekom 3 minute na 95 °C i*prenesena u
zamrziva¢ 10 min. Duljine mikrosatelita umnozenih dancanom reakeijom polimerazom
detektirane su pomocu kapilarne elektroforeze, a rezultati syih analiziranih uzoraka bili su
vidljivi u obliku .fsa podataka. Pregledavanje elektroferograma i utvrdivanje alelnih vrijednosti
(engl. allele scoring) izvrseno je softverskim paketom GeneMapper® 4.1 (Applied Biosystems,
USA).

3.6.2.2. Statisticka analiza

U prvom dijelu analize, dobiveni su referentni profili svih potencijalnih donora peludi,
a zatim su genotipizirani svi embriji. U drugom dijelu, provedena je roditeljska analiza svih
embrija ukljucenih u istrazivanje zahvaljuju¢i kojoj su identificirani svi potencijalni donori
peludi koriste¢i program CERVUS 3.0 (Kalinowski i sur., 2007). Na temelju podataka
dobivenih, genotipizacijom pomocu sedam mikrosatelitnih biljega, izracunati su parametri
genetske varijabilnosti 1 informativnostiy, mikrosatelitnih lokusa za embrije u obje
eksperimentalne godine i za 27 potencijalnih oprasivaca. Za analizu je koriSten racunalni

program GenAlEx v.6.5.1 (Peakall i Smouse, 2006; 2012). Izracunati su sljede¢i parametri:
= ukupan broja alela po lokusu (Na);

-'broj efektivnih alela po lokusu (Ne), koji se razlikuje od stvarnog broja alela po lokusu jer

ukljucuje frekvenciju (ucestalost) pojedinih alela i ratuna se prema formuli:
Ne= (X pi)*
gdje je pifrekvencija tog i alela na promatranom lokusu (Morgante i sur., 1994);

- opazena heterozigotnosti (Ho), definirana kao omjer broja heterozigotnih jedinki i ukupnog

broja genotipova za svaki lokus;
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- o¢ekivana heterozigotnosti (He), odnosno udio jedinki koje bi bile heterozigotne pod uvjetom

da se izmedu njih dogodi slucajno krizanje (Nei, 1987), prema formuli:
He=1-Y p?.

Na temelju svih analiziranih mikrosatelitnih lokusa za potencijalne oprasivace izradunatasu i

tri dodatna parametra:

- Shannonov informacijski indeks (I), mjera genetske raznolikosti medu razli€itim alelima na

odredenom lokusu (Shannon, 1949);

- vrijednost vjerojatnosti identiteta (engl. Probability of Identity;Pl), koja prikazuje vjerojatnost
da ¢e dvije nasumi¢no odabrane jedinke imati isti @enotip na promatranom lokusu (Paetkau i

sur., 1995), prema formuli:

Ypi- XY Cpp)
pi i pj frekvencije razli¢itih i i j alela;

- vjerojatnost iskljucenja (englsExclusion Probability, EP), mjeri sposobnest molekularnog

biljega da iskljuci pogresno dodijeljeno roditeljstvo (Jamieson i, Taylor, 1997).

U CERVUS:3:0 programu provedena je simulacija za koju-je.definiran broj potomaka
(100 000), udio muskih_aoditelja potencijalnih donora peludi, (80" %), broj genotipova
potencijalnih donora peludi (27) 1 stopa pogrjeSke kod dodjele najvjerojatnijeg donora peludi
(1 %)-Kao kriterij konacnog dodjeljivanja roditeljstva keriStena je kriticna LOD (engl.
logarithm of the likehood ratio) vrijedfiest dobivena simulacijom uz viSu razinu pouzdanosti
(95%). Svim embrijima je bio poznat genotip majke =:sorta ‘Bastovka’. Genotip potencijalnog
donorapeludi s najve¢om LOD vrijednosti povisepraga (kojije definiran na temelju simulacije)
za odredeni par roditelj-potomak’smatrao se najvjerojatnijim polen donorom. LOD vrijednosti
usporeduju vjerojatnost da je odredeni potencijalni donor peludi stvaran donor za odredeni

embrij s vjerojatno$¢u da su-denor peludi i embrij nepovezani.

Odnos izmedu broja embrija dobivenim opraSivanjem i oplodnjom sorte ‘Lastovka’ s
odredenim donorom peludi i broja stabala kojima je svaki potencijalni donor peludi zastupljen
u nasadu, broja embrija dobivenim oprasivanjem i oplodnjom sorte ‘Lastovka’ s odredenim
donorom peludi i udaljenosti stabala potencijalnih donora peludi i sorte ‘Lastovka’ te odnos
broja embrija dobivenim opraSivanjem 1 oplodnjom sorte ‘Lastovka’ s odredenim donorom

peludi i broja dana u zajednickoj cvatnji odredenog donora peludi sa sortom ‘Lastovka’
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prikazani su pomocu korelacijske analize. Za potrebe analize, izraCunata je udaljenost (m) od
srediSnjeg stabla sorte ‘Lastovka’ do najblizeg stabla svakog potencijalnog donora peludi.
Statisticka obrada i Pearsonov koeficijent korelacije (r) dobiveni su koriStenjem statistickog

programa SPSS (IBM, i.21).

3.7. Analiza transkriptoma tkiva tucka masline nakon samooprasivanja i
stranooprasivanja

U svrhu odredivanja transkriptoma tkiva tucka nakon tretmana samooptasSivanja sorte
‘Oblica’ (‘Oblica’ x ‘Oblica’; O x O) i stranoopraSivanja sorte ‘Oblica’ s peludi sorte
‘Levantinka’ (O x L), provedena su navedena kontrolirana oprasivanja u svibnju 2019. godine.
Prikupljena je pelud ove dvije sorte, cvjetovi sorte fOblica’ su emagkulirani (odstranjeni su im
prasnici), odstranjene su im latice te je oprasivanje provedeno vz pomoc kista. Sedam sati nakon
oprasivanja, prikupljeni su cvjetovi, fiksirani u tekuéem dusiku i pohranjeni na =80 °C do

daljnje analize.
3.7.1. 1zolacija ukupne RNA iz tkiva magsline

Ekstrakcija ukupne RNA “iz tkiva tucka provedena jedkoristeéi RNeasy. Plant‘mini kit
(Qiagen, Njemacka) za izolaciju ukupne RNA iz biljnih stanica itkiva,filamentoznih gljiva

prema uputama’ proizvodaca. RNA je izolirana iz ukupne.18 uzoraka. Shematski prikaz

izolacije ukupne RNA nalazi se na Slici 16.

/ @«g Y é) Kit za izolaciju
S e

) ukupne RNA iz
{ biljnog tkiva
DNaza
o, D
C? 4 Q%\\ﬁ\ 3 & /\NV\ 3 /\./(\/\M
%« : ,\/\ N\
/\/\ PAVAS
Izolacija ukupne RNA

@%QO&“%

Stanice peludi i njuske tu¢ka masline

Slika 16. Izolacija ukupne RNA molekule i tretman DNazom.
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Protokol za izolaciju ukupne RNA

1. Usitnjavanje biljnog materijala

e Odvaze se otprilike 70 miligrama tkiva tu¢ka masline i prenese u prethodnosautoklavirane

tarionike. Tkivo se usitni uz dodatak tekuc¢eg dusika i prenese u mikreepruvete od 2‘'mL.
2. Liziranje i homogeniziranje biljnog materijala

e Doda se 450 uL pufera za lizu stanica RLT, u koji je prethodno dodan f-merkaptoetanol (u
omjeru 10 ul B-merkaptoetanola na 1 mL pufera RLT), nakon fega Se sadrzaj mikroepruvete

homogenizira vorteksiranjem.

e Uzorci se kratko inkubiraju (1-3 min) na 65 °Cyu uredaju Dry/Block Heating Thermostat,

BioSan.

e Sadrzaj iz epruveta se prenese u kolone namijenjene homogeniziranju uzoraka (QIA shredder,
Qiagen) te se centrifugira 2 min brzinom na maksimalnoj brzini uz hladenje pri'4:°C. Ovim
postupkom uklone se grubi_stani¢ni dijelovi te se postize dodatna homogenizacija uzorka.
Dobiveni supernatanti odredenog volumena preneseni su u nove mikroepruvete, pri tom pazeci
da ne se ne dotakne talog te.se svaki pomijesa s 0,5 volumena (obic¢no oko 225 ul) 96-100 %
etanola i promijeSa uz pomoc pipete. Na ovaj nacin stvore se uyvjeti za selektivno vezanje RNA

molekula na membrane od silika gela.
3. Vezanje RNA namembranu od silika-gela

o Cijeli sadrzaj uzorka iz mikroepruvete, (otprilike 650 pul) prenese se na kolonu s RNeasy
membranom od silika-gela stavljenu na mikroepruvetunod 2'mL. i centrifugira 15 s pri 8000 x

g. Dobiveni eluat se odbaci, a kada je pocetni volumeén veci od 700 pl, ponovi se ovaj postupak.

Radi uklanjanja potencijalno zaostalih molekula DNA prilikom izolacije RNA, nastavi se s s
RNase-Free DNase protokolem (Qiagen, Njemacka).

D1. Doda se 350 ul pufera RW1'natkolonu s RNeasy membranom od silika-gela te se nakon 1
min centrifugira 15 s brzinom 8000 x g nakon ¢ega se eluat ukloni iz mikroepruvete kako bi se

mogla ponovno Kkoristiti.

D2. Doda se 10 ul stock otopine DNAaze 1 u 70 ul pufera RDD te se lagano promijesa

okretanjem.
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D3. 80 ul pripremljene otopine DNAaze 11 80 ul pufera RDD doda se direktno na membranu
te inkubira 20 min pri temperaturi od 20-30 °C.

D4. Nakon dodatka 350 pul pufera RW1 na membranu treba pricekati 3 min te centrifugirati 15

s brzinom 10 000 x g. Eluat/filtrat se odbaci te se na kolonu stavi nova mikroepruveta od,2 mL.

D5. Doda se 500 ul pufera RPE (u koji se prethodno doda etanol u omjeru 1 : 4) ha membranu

te se centrifugira 15 s brzinom 10 000 x g i po zavrSetku se odbacigluat.

D6. Jos jednom se doda 500 ul pufera RPE te se centrifugira 2.min na maksimalnoj brzini kako
bi se uklonio sav etanol s membrane. Eluat se odbaci te se na kolonu stavi nova mikroepruveta
od 1,5 mL.

D7. RNA se eluira s 30 ul ultra-¢iste vode (RNase free-water) centrifugiranjem 1 min brzinom
10 000 x g.

Koncentracija i1 kvaliteta izolirane™ RNA, izmjeri se spektrofotometrijskidana uredaju

NanoPhotometer N60 (Implen, Njemacka).

3.7.2. RNA sekvenciranje

Odredivanjesprimarne strukture transkriptoma nakon tretmana samoprasivanja (O x O)
i stranooprasivanja (Q x L) s ciljem identifikacije specifiénth kandidat gena koji sudjeluju u
regulacijiasamoinkompatibilnosti kod masline, metodom RNA {sekvenciranja (RNA-seq)
obavljeno jeuMGX-Montpellier GenomiXservisu (Francuska). [ako je RNA izolirana iz veteg
broja uzoraka, sekvencirano je ukupngy6 uzoraka s tri razlicita stabla sorte ‘Oblica’ koji su
ispunjavali standarde visoke Cistoce, koneentracije i kvalitete, ukljucujuci 3 uzorka tretmana

samooprasivanja i 3 uzorka tretmana stranoopra$ivanja (Tablica 2).

Tablica 2. Odabrani RNA uzorct iz tretmana samooprasivanja (O x O) i stranoopraSivanja (O
x L). Prvi broj unutar oznake tretmana oznacava red u nasadu u kojem se nalazi stablo, a drugi

broj predstavlja redni broj stabla u pojedinom redu.

Uzorak Oznaka tretmana
2 3/30x0
4 4/80x 0
7 4/80x L
11 3/10xL
14 3/80x0
16 3/30xL
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3.7.2.1. Priprema knjiznice za sekvenciranje

Knjiznica za sekvenciranje pripremljena je koriStenjem komercijalnog kompleta
[llumina TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation (lllumina, SAD) prémasuputama

proizvodaca. Protokol ukljucuje navedene korake:

1. Obogacenje (engl. enrichment) mRNA molekula pomocu oligo(dT)pecetnica imobiliziranih

na magnetnim zrncima;
2. Kemijska fragmentacija odabranin mRNA molekula;

3. Prevodenje fragmenata mRNA molekula u jednolan¢ane ¢DNA molekule pomocu
nasumicnih pocetnica i SuperScript II reverzne transkriptaze u prisutnosti aktinomicina D, ¢ime

se inhibira DNA-ovisna transkripcija i povecava speeifi¢nost lanca (engl. strand specificity);

4. Sinteza drugog lanca cDNA fragmenata uz koristenje dUTP-a (deoksiuridin-trifosfata)
umjesto dTTP-a (deoksitimidin-trifosfata) ¢ime se onemogucéuje daljnja amplifikacija u

kasnijim koracima;

5. Adenilacija 3' krajeva,cDNA fragmenata kako bi se sprije¢ilo.njihovo medusobno.vezivanje

tijekom ligacije adaptorskih sekvenci 1 fosforilacija 5' kraja;

6. Ligacija specifi¢nili adaptorskih sekvenci na oba kraja®¢DNA fragmenata koji omoguéuju

imobilizaeiju na proto¢nim celijama (engl. flow-eell) Illumina‘jplatforme za sekvenciranje;

7. PCR amplifikacija. Ovaj proces omogucuje selekeiju 1 amplifikaciju samo onih cDNA
fragmenata Koje su pravilno pripremljene:s adaptorima na oba kraja;

8. Kwvalitativna 1 kvantitativna validacija kmjiznice za sekvenciranje uz pomo¢ Fragment
Analyzer uredaja uz uporabu kemercijalno dostupnog Standard Sensitivity NGS kompleta

prema preporukama proizvodaca 1 qPCR uredaja (ROCHE Light Cycler 480).

Adaptorske sekvence

Za izradu knjiZnice za sekvenciranje koristeni su jedinstveni dvojni (engl. unique dual,
UD) index adaptori, ¢ime je omoguéeno visestruko sekvenciranje (multiplexiranje) i sigurno

razdvajanje pojedinih uzoraka:
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Index 1 (i7) adaptori

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC(i7) ATCTCGTATGCCGTCTTCTG
CTTG

Index 2 (i5) adaptori

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC(I5) ACACTCTTTCCETACACGACGCTC
TTCCGATCT

Knjiznica za sekvenciranje obiljezena je barkodovima (engl:index), i7/115, specifi¢nim
sljedovima od 8 nukleotida kako bi se mogla odrediti pripadnost pojedinog fragmenta izvornom
uzorku (Tablica 3). Shematski prikaz dodavanja adaptora uprocesuppripreme knjiznice za
sekvenciranje nalazi se na Slici 17. Iako je knjiznica za sekvenciranje pripremljena s dvojnim
index adaptorima, u ovom istrazivanju koristena je metoda sekvenciranja samostalnih sljedova

(engl. single-end) pri ¢emu se koristila samo jedna sekvengijska pocetnica (Rd1 SP ili Rd2 SP).

Tablica 3. Barkodovi koriSteni Zza oznacavanje uzoraka u procesu izrade ‘knjiznice za

sekvenciranje.

Uzorak Index 1 Index,2
2 TCTCTACT CGCGGTTC
4 CTCTCGTC TATAACCT
7 CCAAGTCT AAGGATGA
11 TTGGACT GGAAGCAG
14 GGCTTAAG TCGTGACC
16 AATCCGGA CTACAGTT
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Slika 17. Shematski prikaz dodavanja adaptora u procesu pripreme knjiznice za sekvenciranje.
A) Priprema cDNA adenilacijom 3' kraja i fosforilacijom5*kraja. B) Vezanje P5 i P7.sekvenci
na cDNA fragmente ¢ime je omogucenonvezanje na povrSinu protocne éelije tijekom
sekvenciranja. C) Pripremljena DNA¢ knjiznica spremna za sekvenciranje (Preuzeto i

prilagodeno prema: Illumipa, 2020).
3.7.2.2. Sekvenciranje
Formiranje klastera i sekvenciranje provedeni su pomoc¢u uredaja NovaSeq 6000

(IMuminag®SAD) koriste¢i SBS metodu sekvéneiranja|sintezom uz uporabu komercijalnog

kompleta kemikalija za sekvenciranje NovaSeq Reagent tijekom 100 ciklusa.

Generiranje‘klasteraii.amplifikacija (Shematski prikaz na Slici 18 A):

1. Denaturacija dvolancanih cDNA fragmenata i hibridizacija s oligonukleotidima na povrsini

protocne Celije koji su komplementarni adaptorskim sekvencama P5 i P7.
2. Sinteza komplementarneg reverse lanca fragmenta uz pomo¢ polimeraze.

3. Denaturacija dvolan¢anih lanaca idspiranje originalnog forward lanca ¢ime je omogucéena

hibridizacija s drugim tipom oligonukleotida prisutnih na proto¢noj ¢eliji.

4. Stvaranje DNA mostova 1 klonska amplifikacija fragmenata uz pomo¢ polimeraze i
formiranje komplementarnog lanca. Ovaj proces se ponavlja dok god ima slobodnih

oligonukleotida na povrsini protocne ¢elije te se odvija istovremeno za milijune klastera.
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5. Linearizacija DNA mostova, cijepanje reverse lanaca zahvaljujuéi restrikcijskom mjestu na

P5 oligonukleotidu.

Sekvenciranje sintezom (Shematski prikaz na Slici 18 B):

Molekule cDNA unutar klastera sluzile su kao kalup ugsekvenciranjussintezom.
Knjiznice su sekvencirane na jednom kanalu proto¢ne ¢elije NovaSeq 'SP (engl. single-read
prime) primjenom metode sekvenciranja samostalnih sljedova (engl. single-end) s duljinom
ocitanja od 100 nukleotida po fragmentu. U ovoj metodi koristi se Samo jedna pocetnica koja

oCitava jedan kraj svakog fragmenta.

Tijekom svakog ciklusa, fluorescentno obiljezeni nukleotidi wgraduju se na temelju
komplementarnosti s fragmentima unutar pojedinog klastera. Svaki nukleotid emitira
karakteristi¢ni fluorescentni signal odreden specificnom valnom duljinom i intefizitetom, §to
omogucuje preciznu detekciju redoslijeda nukleotida. Istovremeno se ocCitavaju sviidenticni

fragmenti unutar pojedinog klasteras

Svaki nukleotid ima blokadu na 3' kraju, Sto sprjecava dodavanje neveg nukleotida prije
odcjepljenja reverzibilnog terminatora, éime se omogucuje kontrolirana sintezajedne/baze po
ciklusu. Uredaj NovaSeq 6000 koristi dvokanalnu metodu sekveneiranja.sintezom (engl. two -
channel sequencing by synthesis) koja omoguduje detekciju svih Cetiriju baza koristenjem dvije
fluoreseentne boje ifdvije snimke po ciklusu. Takav pristup ubrzava proces sekvenciranja i

obrada podataka, Uz odrzavanje visoke preciznosti i to¢nosti

U primijenjenoj metodi, svaki klaster DNA fragmenata snima se u dvije razli¢ite valne
duljine. Klasteri vidljivi samo u crvenom kanalu interpretiraju se kao C (citozin), oni vidljivi u
zelenomkanalu kao T (timin) dok kombinacijaervenog 1 zelenog signala oznac¢ava A (adenin)
i'vizualno se prikazuje kao zuti klaster. Klasteri bez fluorescentnog signala interpretiraju se kao

G (gvanin).
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Slika 18. Shemaitski prikaz procesassekvenciranja.. A) Jednolan¢ane ¢cDNA molekule,
prethodno maodificirane adaptorima, hibridiziraju 's komplementarnim oligonukleotidima na
povrsini proto¢ne celije. Slijedi amplifikacija i formiranjelDNA mostova tijekom koje se
stvaraju kopije identicnih molekula, klasteri. B) Sekvenciranje sitezom. Tijekom svakog
ciklusa, fluorescentno oznaceni nukleotid ugraduje se u molekulu, emitirajuci specifi¢an signal
koji se biljezi visoko osjetljivim kamerama, dok se 3' blokator uklanja prije ugradnje sljedeceg

nukleotida (Westbury, 2018).

3.7.2.3. Predobrada podataka dobivenih sekvenciranjem

Obrada sirovih podataka zapocela je analizom slika pomoc¢u NovaSeq upravljackog
software-a, koja je obuhvatila identifikaciju klastera na proto¢noj ¢eliji, mjerenje intenziteta

fluorescentnih signala i procjenu prisutnih nezeljenih signala. Na temelju tih mjerenja, Real-
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Time Analysis (RTA) Software (lllumina) proveo je odredivanje baza (engl. base calling) u
svakom klasteru povezivanjem izmjerenih intenziteta fluorescentnih signala s odgovaraju¢im

nukleotidnim bazama.

Demultiplexiranje (razdvajanja oc€itanja prema barkodu) i generiranje fastq datoteka
provedeno je pomocu bel2fastq (v2.20.0.422) software-a. Sekvence adaptora uklonjene suviz
oCitanja s 3' kraja sekvenci (engl. trimming). Sekvence sastavljene od#priblizno 35 parova baza

odgovaraju adaptorskim dimerima.

Uzorcima je prije demultipleksiranja dodan PhiX kontralni genomykoji se koristi se za
procjenu stope pogresaka i za kalibraciju instrumenta tijekom,, sekvenciranja. Nakon
demultipleksiranja, kontrolne PhiX sekvence uklonjene su iz uzoraka. Na Slici 19 prikazan je

sazeti pregled koraka predobrade podataka i kontrole kvalitete sekvenci.

Analiza slike
NovaSeq Control Software

v
Odredivanje nukleotida tj. pojedine baze
Real-Time Analysis 3 software

Predobrada podataka
sekvenciranja

¥
Demultiplexiranje
bcl2fastq

¥
Provjera kvalitete

Sequencing Analysis Viewew
FastQC

v
Detekcija kontaminacija
FastQ Screen

Kontrola kvalitete

Slika 19.Predobrada i kontrola kvalitete sekvenci.
3.7.2.4. Bioinformaticka obrada podataka dobivenih sekvenciranja RNA

Provjera kvalitete neobradenih sekvenci provedena je pomocu FastQC programskog
alata (v0.11.8) (Andrews, 2010). Medu analiziranim parametrima bili su: Phred vrijednost, koja
predstavlja mjeru kvalitete sekvenci i vjerojatnost pogreske u ocitanju odredene baze (Cock i
sur., 2010), prosjec¢na kvaliteta sekvenci (engl. sequences quality), zastupljenost svakog
pojedinog nukleotida (A, T, C, G), sadrzaj GC parova, udio neimenovanih baza (N) u sekvenci,
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distribucija duljina sekvenci te zastupljenost dupliciranih sekvenci i prekomjerno zastupljenih

sekvenci.

Analiza i identifikacija mogu¢ih kontaminacija u sekvenciranim podacimasjprovedena je
pomocu programskog alata FastQ Screen, koji omogucuje . detekciju potencijalnih
kontaminacija u uzorcima (Wingett i Andrews, 2018). FastQ Screen Keristi Bowtie2 alat za
poravnanje (engl. sequence alignment) kratkih o¢itanja (Langmead(i Salzberg, 2012) s nizom

referentnih genoma.

U ovom istrazivanju, koristeni su sljedeci referentni genomi: humani genom (Hg38),
mi$ (Mus musculus), vinska musica (Drosophila melanogaster), talijin uro¢njak (Arabidopsis
thaliana), govedo (Bos taurus), domaca kokos (Gallus gallus), ebli¢ (Caenorhabditis elegans),
kvasac (Saccharomyces cerevisiae), gljivica (Candidaalbicans), plijesan (Aspergillus niger) te
bakterije (Escherichia coli; Streptocoeeus, pyogenes; Chlamydia trachomatis; Enterecoccus
faecalis; Cutibacterium acnes; Staphylocaccus,aureus; Staphylococcus epidermis)s Ukljuéeni
su i genomi bakterija iz roda Mycoplasma te skup sekvenci rRNA razliéitih, vrsta. Takoder su

testirani PhiX bakteriofag/te Tllumina adapteri (TrueSeq i Nextera).

Daljnji tijek,obrade podataka dobivenih sekvenciranjem prikazansje,na Slici 20.
Poravnanje, odnosno<mapiranje” (engl. allignment) tzv.single, end sekvenci duljine 100
nukleotida na referentni genom masline (Oleayeuropaea L4 PRINA350614) provedeno je
pomocu TopHat2 algoritma, koji se temeljidna Bowitie2 alatu za poravnanje sekvenci. TopHat2
analizira rezultate poravnanja te omogucuje identifikacijumjesta spajanja egzona (engl. splice
junctions) nakon izrezivanja introna, sto_je od kljuéne vaznosti za analizu genske ekspresije i

alternativnog prekrajanja (Kim i sur., 2013).

Za generiranje, sortiranje findeksiranje BAM datoteka koristen je SAMtools paket 1.9
(Li i sur., 2009). Vizualizacija poravnanja sekvenci na referentni genom masline provedena je

pomocu programskog alata Integrative Genomics Viewer (IGV) (Robinson i sur., 2011).

Kvantifikacija ekspresije gena, tj. broj ocitanja mapiranih na pojedini gen, provedena je
pomocu programskog alata featureCounts (Liao i sur., 2014). Za potrebe daljnjih analiza i

statisticke obrade koriSten je programski jezik R (v.3.6.2).
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Slika 20. Obrada podataka dobivenih sekvenciranjem.

Prije diferencijalne analize ekspresije gena, odnosno analizedgena sa znacajno
promijenjenom razinom ekspresije; provedeno je filtriranje podataka dklanjanjem svih gena s
niskom razinom ekspresije,,odnosno @nih koji su imali manje od 15 o€itanja u svim uzorcima.
Nakon toga je provedena normalizacija podataka izmedu uzoraka, kQjom su Korigirane razlike
u ukupnom broju ocitanja Varijabilnosti ekspresije gena iveli¢ini transkripata izmedu razli¢itih

eksperimentalnih uyvjeta.

Analiza diferencijalne ekspresije,gena izmedu dva razliita tretmana koriStena u ovom
istrazivanju, samooprasivanja i stranooprasivanja, provedenaje pomocu programskih paketa
DESeq21.26.0. (Love, Huber i Anders, 2014) 1 EdgeR 3.28.0(Robinson i sur., 2010; McCarthy
i'sur., 2012) u okviru programskog jezika R. Za procjenu promjena u ekspresiji gena izmedu
uzoraka koristi se logaritamska skala, (engl. logarithmic fold change, log.FC) temeljena na
generaliziranom linearnom modelu (engl. generalized linear model, GLM). Za svaki gen
testirana je nulta hipoteza koja pretpostavlja odsutnost razlike u ekspresiji gena izmedu dva
uvjeta, a za procjenu statisticke zna¢ajnosti primijenjen je Waldov test kojim se izraunava p-
vrijednost. Radi ispravka pogreSaka povezanih s viSestrukim testiranjem, p-vrijednosti su
prilagodene prema Benjamini-Hochbergovoj korekciji (1995), kojom se kontrolira stopa laznog
otkrica (engl. false discovery rate, FDR) (Reiner, Yekutieli i Benjamini, 2003). Geni s
prilagodenom p-vrijedno$¢u manjom od 0,05 (padj < 0,05) smatrani su statisti¢ki znacajno
diferencijalno eksprimiranim genima.
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Funkcionalna anotacija eksprimiranih gena provedena je prema rezultatima homologije s ve¢
poznatim i anotiranim genima pohranjenim u bazama podataka: neredundantna NCBI (engl.
NCBI non-redundant protein sequences) (Deng i sur., 2006), Swiss-Prot (Apweiler i sur., 2004),
KEGG (engl. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa i Gote; 2000). i COG
(engl. Clusters of Orthologous Groups of proteins) (Tatusov i sury, 2000). Geni su“potom
rasporedeni u razli¢ite COG kategorije na temelju svojih funkcija_u pojedinim bioloskim

procesima (Tablica 4).

Tablica 4. Klasifikacija gena prema COG kategorijama.

Funkcionalna COG oznaka Opis funkcije gena
kategorija

Kontrola staniénog ciklusa, dioba stanica,
raspodjela kromosoma
Biogeneza stani¢ne stijenke,amembrane i
ovojnice
Stani¢na pokretljivost
Posttranslacijske modifikacije, degradacija
proteina, Saperoni
Mehanizmi prijenesa signala
Medustani¢na komunikacija, sekrecija i
vezikularni transport
Obrambenismehanizmi

Vanstani¢ne strukture

Stanicni procesi i
signalizacija

Uredivanje RNA modifikacija
Pohrana i obrada

. N Translacija, struktura i biogeneza ribosoma
informacija

Transkripcija
Replikacija, rekombinacija i popravak DNA

Proizvodnja i pretvorba energije
Transport i metabolizam aminokiselina
Transport i metabolizam nukleotida
Transport i metabolizam ugljikohidrata
Transport i metabolizam koenzima
Transport i metabolizam lipida
Transport i metabolizam anorganskih iona

Biosinteza, transport i katabolizam sekundarnih
metabolita

Metabolizam

T |O T—ZOTMOrrX « >SS/ oz Z O

Slabo okarakterizirani

. Predvidanje opce funkcije
geni
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4. REZULTATI

4.1. Trajanje cvatnje istraZivanih sorti i meteoroloski uvjeti tijekom fenofaze

Razdoblja cvatnje istrazivanih sorti maslina djelomi¢no su se preklopila w, sve tri
eksperimentalne godine (Slika 21). Iako se datum pocetka cvatnje fazlikovao izmédu godina,
redoslijed cvatnje sorti ostao je dosljedan. Cvatnja je trajala najkrace Sest (Pendolino, 2019.), a
najdulje deset dana (Levantinka, 2019.). Razdoblja cvatnje u 2019. 1 2021. godini su se odvijala
u istom vremenskom okviru, pri ¢emu je u 2019. godini najranije procyjetala sorta ‘Farga’, au
2021. godini sorta ‘Koroneiki’. Kraj cvatnje u 2019. godini zabiljezen je 31. svibnja za sorte
‘Canino’, ‘Levantinka’ i ‘Karbuncela’, a u 2021. goedini zabiljezen za’sortu ‘Karbuncela’. U
2020. godini, fenofaza cvatnje je zapocela pet danaranije (9. svibnja, ‘Santa Caterina’), a trajala

je do 23. svibnja (‘Karbuncela’).

Tijekom sve tri eksperimentalne godine, u 2019., 2020. i 2021. godini, kod\sorte
‘Lastovka’ fenofaza cvatnje je zapo€ela ranije nego kod sorte ‘Oblica’ (18. svibnja; 20. svibnja;
16. svibnja). U 2019. godini_sorte ‘Qblica’; ‘Levantinka’ i ‘Leccino’ Zapocele su. €vatnju
uzastopno, s razmakom od jednog dana(21. svibnja; 22. svibnja; 23. svibnja) te su se.intervali
pune cvatnje sa sortom ‘Oblica’ preklopili tijekom jednog dama, $to je omogucilo njihovo
intenzivnije medusobno, oprasivanje. U istoj godini, sorta ‘Levantinka’, “Cipressino’ i
‘Drobnica’ imale suzajedfickih pet dana u cvatnji sa sostom ‘Lastovka’."U 2020. godini, sorta
‘Levantinka’ zapocela jé cvatnju dva dana nakon sorte<Lastovka’ (12. svibnja), dok je
kasnjenje u pocéetku cvatnje sorte ‘Oblica™ za sortom, ‘Lastovka’ iznosilo tri dana, a sorte
‘Leccino’ petdana. U sve tri eksperimentalpe godine, Sorta ‘Leccino’ nalazila se na pocetku
cvatnje, dok je sorta ‘Lastovka’ istovremenoybila pri kraju cvatnje, $to je znacajno smanjilo
mogucnost njihovog medusobnog oprasivanja. U2020. godini, sorta ‘Drobnica’ preklopila se
pet dana u cvatnji sa sortom ‘Lastovka’, a sorta ‘Cipressino’ jedan dan krac¢e. U 2021. godini,
sorta ‘Levantinka’ i1 sorta®‘Oblica’ ‘zapocele su cvatnju istovremeno (21. svibnja), a sorta
‘Leccino’ 24. svibnja. U ovejigodini produljena su razdoblja istovremenog cvjetanja sorti
‘Oblica’ 1 ‘Levantinka’ sa sortom ‘Lastovka’ u trajanju od cetiri dana. Sorta ‘Leccino’
preklopila se u cvatnji sa sortom ‘Oblica’ tijekom Cetiri dana te je imala kratko vrijeme cvatnje
u trajanju od Sest dana. Intervali pune cvatnje sorti ‘Oblica’ i ‘Levantinka’ preklopili su se

tijekom jednoga dana.
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Svibanj

Sorta 8 10 12 14 16 18 20

‘Alveriano grionl’

¢Canino’

¢‘Chemlali’

‘Cipressino’

‘Colombino’

‘Drobnica’

‘Farga’

‘Fasolino’

‘Favarol’

‘Frantoio’

‘Karbundela

‘Koroneiki’
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Svibanj
Sorta 8 10 12 14 16 18 20

‘Leccino’
—4
‘Levantinka’ “
‘Maurino’
‘Moraiolo’
‘Oblica’

‘Olivastra Seggianese’

‘Parmesana’

‘Pendolino’

¢

‘Picholine’

‘Rosciola’

AN
V|

‘Sigoise’

‘Taggiasca’

Slika 21. Dijj e svih sorti potencijalnih“gprasivaca om 2019. (oznaceno zutom bojom), 2020. (oznaceno plavom bojom) i 2021.

godine (oznaceno zelenom bojom). Faza pune cvatnje oznacena je crnom bojom.
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4.2. Povezanost vremena cvjetanja i klimatskih parametara

U analizu fenoloskih i klimatskih parametara (DPC, GDH i CH) bilo je uklju¢eno 27
sorti masline, pri ¢emu je svaka sorta bila zastupljena s podacima iz tri godifie istrazivanja
(2019., 2020. i 2021.), §to je ukupno ¢inilo ukupno 81 kombinaciju, sorta X godina. Ukupni
raspon pocetka cvatnje tijekom istrazivanog razdoblja kretao se od 129 (2020.) i 146. dana
(2021.) u godini, sto odgovara kalendarskom rasponu od 9.-26. svibnja. “Vrijednosti
akumuliranih sati toplinskih jedinica pri pet razli¢itih temperaturnih, pragova kretale su se u
Sirokom rasponu tijekom istrazivanog trogodiSnjeg razdoblja, od 3767,8 (GDH12,5; 2021.
godina) do 13576,8 (GDHS; 2019. godina). U najkra¢em razdoblju (EH1, studeni - sijecanj)
vrijednosti akumulacije hladnih sati kretale su se.ed 229 (2020.) do 702 (2019.) sata, dok su u
najduljem razdoblju (CH4, studeni - travanj) iznostlerod 386 (2020.) do 821 (2049.) sati, pri
¢emu je maksimalna vrijednost (821 sati) postignuta veé do kraja ozujka navedene,godine
(CH3).

4.2.1. Klaster analiza (engl. K-means clustering) 1 analiza stabla odluke (engl. decisionitree)

Na temelju dobivenih rasponawvrijednosti GDH i CH odredenih za sve sorte, provedena
je K-means Klaster.analiza kojom je izdvojeno je Sest skupina (klasterl 0d 0 do»5). Dobivene
skupine razlikgvale su‘se prema datumu pocetka cvatnje izrazenom kao broj dana u godini od
1. sijecnjasdo pocetka cvatnje (DPC), akumuliranim satima toplinskih jedinica pri pet razlicitih
temperaturnihpragova (GDH8; GDH9,2; GDH10;'GDH11; GDH12,5) te akumuliranim satima
hladenja izracunatim za razdoblja od 1. studenog do kraja sije¢nja (CH1), veljace (CH2), ozujka
(CH3) i travnja (CH4). Rezultati su prikazani u tabliciu formiheat mape, pri ¢emu je gradacija
boja omogucila laksu usporedbu relativno niskih, srednjihéi visokih vrijednosti navedenih

varijabli izmedu razli¢itih klastera (Tablica 5.).
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Tablica 5. Vrijednosti fenoloskih (DPC) i klimatskih varijabli (GDH, CH) za Sest klastera (0-
5) izdvojenih K-means klaster analizom, prikazane u obliku heat mape. NajniZe vrijednosti
oznaCene su plavom bojom, niske svijetloplavom bojom, srednje zutoms'bojom,, visoke

naranc¢astom bojom, a najvise vrijednosti crvenom bojom.

Klaster 0 1 2 3 4 5
DPC 134 137
GDH8 11069 11196 12072 11732
GDH?9,2 9106 9345 10136 9589
GDH10 7909 8156 8890
GDH11 6536 6743 7287
GDH12,5 4742 4840 4884
CH1 379 686
CH2 532 781 532
CH3 662 813 662
CH4 710 815

Analiza klastera pokazala,je da se isti ili slican pocetak cvatnje javljao pri razli¢itim
kombinacijama vrijedngsti akumuliranih sati toplinskih jedinica i akumuliranih satithladenja.
Raspon pocetka cvatnje izmedu klastera iznosio je 11 dana, od 131: do 142adana od pocetka

kalendarske godine.

Najkasnija cvatnja zabiljezena je u klasterima 01 2 (142 dana od pocetka kalendarske
godiné de pocetka cvatnje), ali uz razli¢ite'’kombinacije klimatskih parametara. U klasteru 0
ptevladavalessu uglavnom nize vrijednosti.akumuliranihsati toplinskih jedinica i prosjecne
vrijednosti akumuliranih sati hladenja, dok je u klasteru 2 cvatnja nastupila istoga dana pri

gotovo najvisim vrijednostima GDH te istodobnowvisekim CH vrijednostima.

Za razliku od klastera 4, u'kejem je kasnija cvatnja (137 dana od pocetka kalendarske
godine do pocetka cvatnje) nastupila pri vrlo visokim vrijednostima akumuliranih sati hladenja
1 prosjecnim vrijednostima gotovo svih GDH, u klasteru 5 cvatnja je zabiljeZena samo jedan
dan ranije (136. dan), ali pri najnizim vrijednostima akumuliranih sati toplinskih jedinica 1
prosjecnim vrijednostima CH. Rana cvatnja zabiljezena je u Klasterima 1 i 3 (131. dan i 134.
dan), pri ¢emu su oba klastera imala vrlo niske vrijednosti akumuliranih sati hladenja.
Razlikovali su se u toplinskim zahtjevima: u klasteru 1 ranija cvatnja (131. dan) nastupila je pri
prosjeénim vrijednostima GDH, dok je u klasteru 3 neSto kasnija cvatnja (134. dan) bila

povezana s visokim vrijednostima GDH.
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Broj uzorka po klasterima bio je razli¢it. NajviSe uzoraka pripalo je klasteru 2 (21) 1
klasteru 0 (20), dok je u klastere 3 (16) i 1 (11) svrstan neSto manji broj uzoraka. Najmanje
uzoraka pripalo je klasterima 4 (7) i 5 (6). Vecina sorti svrstana je u razlicite klastere tijekom
tri godine istrazivanja (npr. sorta ‘Oblica’). Detaljan prikaz svih uzoraka (sorta X godina) i
njihova pripadnost odredenom klasteru prikazana je u Tablici 6. Razlike u pripadnosti sorti

odredenim klasterima, dodatno ¢e se protumaciti u poglavlju ,,Rasprava®.

Analiza stabla odluke provedena je kako bi se utvrdilo koje fenoloske 1 klimatske
varijable (DPC, GDH i CH) najbolje razdvajaju sorte u istrazivanom skupu podataka (Slika 22).
Detaljan popis svih krajnjih ¢vorova, odnosno zavrsne tocke stabla edluke u kojima se nalaze

uzorci (sorta x godina) prikazani su u Tablici 6.

Varijabla GDH11 na prvom nivou stabla bila primarni Kriterij razdvajanja sorti: 8,64 %
sorti izdvojilo se u jednu granu, dok je veéina (91,36 %) sorti pripala drugoj. Manja skupina
obuhvatila je ukupno 7 uzoraka, pric€emu su u njoj bile zastupljene Cetiri sorte u razli€itim
godinama istrazivanja: ‘Canino’ (2019.,2020.),‘Karbuncela’ (2019., 2020., 2021), ‘Grignan’
(2019.) 1 ‘Leccino’ (2020.).

Na drugom nivou stabla razdvajanje je odredeno varijablom GDH125. U manjoj
skupini iz prvog_grananja izdvojena je sorta ‘Grignan’ (2019.), dok\su preostale sorte ostale
zajedno u drugoj podskupini. Veeca skupina takoder se razdvojila prema istom kriteriju: 20,27

% uzorakaCinilo je jednu, @ 79,73 % drugu podskupinu.

Na tre€em nivou stabla odluke slijedila su'dodatna grfananja prema varijabli DPC.
Unutar vece skupme, odnosno njenih podskupina, razdvajanja su ostvarena pri vrijednostima
DPC = 138.i DPC = 143, dok je u manjoj'skupini daljnje razdvajanje ostvareno pri DPC = 136.
Ovim kriterijem u manjoj skupini izdvojene su'sorte’‘Canino’ (2020.) i ‘Leccino’ (2020.). U
vecoj skupini isti kriterij uzrokevao je daljnje grananje podskupina, pri cemu je 26,67 %

uzoraka pripalo prvoj, a 73;33 % drugoj,podskupini.

Nakon toga, na cetvrtom. mivou stabla u vecoj skupini, ponovno je uslijedila
temperaturna podjela, pri ¢emu GDH12,5 odvaja sorte koje pokazuju raniju cvatnju, a u njoj se
nalazila sorta ‘Sigoise’ (2021.). Preostale sorte unutar ove skupine razdvojene su prema
varijablama GDH11 i GDH12,5. Na istom nivou stabla, unutar manje skupine sorti, po prvi
puta se kao Kriterij razdvajanja pojavila varijabla CH1, odnosno akumulacija sati hladenja do

kraja sijecnja. Ovim razdvajanjem izdvojila se sorta ‘Karbuncela’ (2020., 2021.).
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Na petom nivou stabla, unutar vece skupine odjeljka koji obuhvaca sorte s ranijom
cvatnjom, kao Kriterij se razdvajanja primijenjena je varijabla GDH8. Ovim razdvajanjem

izdvojene su sorte ‘Koroneiki’ (2021.) te sorta ‘Lastovka’ (2019.). U istom nivou, razdvajanje

je ostvareno i prema varijabli CH3, ¢ime su odvojena svega tri uzorka, odn ije sorte,
‘Maurino’ (2019., 2021.) 1 ‘Taggiasca’ (2019.).
Unutar vece skupine jasno su se izdvojile sorte s ranijom cvatnj ed stabla

odluke u kojem su sve preostale sorte, Sto ukazuje na relativno

parametrima potrebnu za njihovo razdvajanje. Kao zavrsni is

odjeljka vece skupine s ranijom cvatnjom, izdvojile su s¢ s ' a Caterina’ (2019., 2020.,
2021), ‘Chemlali’ (2019., 2021), ‘Koroneiki’ (2019.), “Las 2021.) te ‘Farga’ (2019.,
2021). Ve¢i broj sorti u srediSnjem dijelu stabla odluke ostao

razmotriti u poglavlju ,,Rasprava®.



GINI = 0.96

Cvor 1 “vor 36
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day = 136
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Slika 22. Prikaz s odlu meljenog na fenoloskim i klimatskim varijablama
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Tablica 6. Rezultati stabla odluke i klasterske analize: uzorci s pripadaju¢im krajnjimpévorovima i klasterima.

Uzorak

Krajnji

Uzorak

Krajnji

b Sorta Godina N Klaster Sorta Godina N Klaster
r. or br. or
1 ‘Alveriano grionl’ 2019 28 2 24 ‘Rosciola’ 2019 25 2
2 ‘Canino’ 2019 42 2 25 “Santa Caterina’ 2019 12 4
3 ‘Chemlali’ 2019 11 4 26 ‘Sigoise’ 2019 28 2
4 ‘Cipressino’ 2019 28 2 27 ‘Taggiasca’ 2019 18 4
5 ‘Colombino’ 2019 34 2 28 ‘Alveriano grionl’ 2020 27 3
6 ‘Drobnica’ 2019 28 2 29 ‘Canino’ 2020 39 3
7 ‘Farga’ 2019 7 4 30 ‘Chemlali? 2020 24 1
8 ‘Fasolino’ 2019 28 2 31 ‘Cipressino’ 2020 27 3
9 ‘Favarol’ 2019 28 2 32 ‘Colombino’ 2020 27 3
10 ‘Frantoio’ 2019 25 2 33 ‘Drobnica’ 2020 25 3
11 ‘Grignan’ 2019 37 2 34 ‘Farga’ 2020 25 1
12 ‘Karbuncela’ 2019 42 2 35 ‘Fasolino’ 2020 25 3
13 ‘Koroneiki’ 2019 11 4 36 ‘Favarol’ 2020 27 3
14 ‘Lastovka’ 2019 13 4 37 ‘Frantoio’ 2020 25 1
15 ‘Leccing’ 2019 34 2 38 ‘Grignan’ 2020 27 3
16 ‘Levantinka’ 2019 28 2 39 “Karbuncela’ 2020 41 3
17 ‘Maurino’ 2019 18 4 40 ‘Koroneiki’ 2020 22 1
18 ‘Moraiole’ 2019 34 2 41 ‘Lastovka’ 2020 22 1
19 ‘Oblica’ 2019 25 2 42 ‘Leccino’ 2020 39 3
20 ‘Olrggtra 2019 28 2 43 ‘Levantinka’ 2020 25 1
Seggianese

21 ‘Parmesana’ 2019 25 2 44 ‘Maurino’ 2020 24 1
22 ‘Pendolino’ 2019 28 2 45 ‘Moraiolo’ 2020 25 3
23 ‘Picholine’ 2019 25 2 46 ‘Oblica’ 2020 25 3
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Uzorak Sorta Godina eraj i Klaster Uzorak Godina eraj e Klaster

br. évor* br. évor*

47 ‘Olivastra 2020 27 3 65 2021 33 0

Seggianese

48 ‘Parmesana’ 2020 27 3 66 Cela’ 2021 41 2
49 ‘Pendolino’ 2020 27 3 oneiki’ 2021 5 5
50 ‘Picholine’ 2020 24 1 astovka’ 2021 8 5
51 ‘Rosciola’ 2020 27 3 ‘Leccino’ 021 33 0
52 ‘Santa Caterina’ 2020 12 1 ‘Levantinka’ 25 0
53 ‘Sigoise’ 2020 25 ‘Maurino’ 17 0
54 ‘Taggiasca’ 2020 25 ‘Moraiolo’ 25 0
55 ‘Alveriano grionl’ 2021 31 ‘Oblica’ 25 0
56 ‘Canino’ 2021 25 0
57 ‘Chemlali’ 2021 11 25 0
58 ‘Cipressino’ 2021 5 i 31 0
59 ‘Colombino’ 25 0
60 ‘Drobnica’ 2 31 0
61 ‘Farga’ ‘ 7 11 5
62 ‘Fasolino’ 25 15 5
63 31 giasca’ 2021 25 0
64 25

u kojoj je uzorak
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4.3. Reproduktivni procesi

Tijekom dvije godine istrazivanja analizirani su reproduktivni procesi (uspjeh klijanja,
prorastanje peludnih mjesinica kroz vrat tuCka te uspjeh oplodnje) nakon provedbe

kontroliranih oprasivanja cvjetova sorti ‘Lastovka’ i ‘Oblica’.

4.3.1. Klijavost peludi sorti oprasivaca nakon kontroliranih coprasivanja \primjenom
fluorescentne mikroskopije

Tijekom 2020. i 2021. godine analiziran je utjecaj istrazivanih fakfora - oprasivaca i
vremena proteklog od opraSivanja do prikupljanja i fiksiranja cvjeteva - na uspjeh klijanja

peludi sorti opraSivaca na njusci tucka sorti primatelja peludi (sorte' ‘Lastovka’ i ‘Oblica’).

U 2020. godini, cvjetovi sorte ‘Lastovka’ opraseni su s peludi tri sorte eprasivaca
(‘Lastovka’, ‘Levantinka’, ‘Oblica’). Najveci uspjeh klijanja peludi na njusci tucka, sorte
‘Lastovka’ zabiljezen je nakon stranoopragivanja s peludi sorte ‘Levantinka’ (54,74 %), dok je
znacajno manji uspjeh zabiljezen nakon‘oprasivanja s peludi sorte ‘Oblica’s(31,68 %) (Tablica
7). Uspjeh klijanja vlastiteé peludi,nakonysamooprasivanja (50,20 %)<bio je znacajno veci u
odnosu na klijanje peludi sorte ‘Oblica’ nakon stranooprasivanja,iali i zna¢ajno manjiu odnosu

na tretman stranoeprasivanja sa sortom ‘Levantinka’.

Tablica 7. Klijavostpeludi (%) sorti oprasivacéa (‘Lastovka’, ‘Levantinka’  ‘Oblica’) na njusci

tucka sorte “Lastovka’ 24'h do 96 h nakon oprasivanja tijekem razdoblja cvatnje 2020. godine.

Klijavost peludi (%)

Oprasivaé
Vrijeme (h) ‘Lastovka’ ‘Levantinka’ ‘Oblica’ X Vrijeme
24 40,80+1,65 b°A?  43,76£3)54 bA 39,14+2,70 aA 41,23+1,57b
48 39,35+1,54 bB 45,62+42,02bA  29,70£1,95 bC 38,23+£1,35b
72 62,47+2,06 aA 62,34+2,22 aA  28,79+1,27 bB 51,20+2,33 a
96 58,19+1,29 aB 67,22+1,83 aA 29,08+1,34 bC 51,50+£2,28 a

X Oprasivac 50,20+1,41 B 54,74+1,68 A 31,68+1,05 C

*Razli¢ita mala slova u stupcimaypokazuju znacajne razlike u klijavosti peludi sorte oprasivaca
u istrazivanim vremenima (P < 0.05).

“Razli¢ita velika slova u redovima pokazuju znacajne razlike u klijavosti peludi razli¢itih sorti
oprasivaca (P <0.05).

Uspjeh klijanja peludi na njusci tucka sorte ‘Lastovka’ analiziran je s obzirom i na vrijeme
proteklo od opraSivanja do prikupljanja cvjetova. Znacajno najveci uspjesi klijanja zabiljezeni
su 72 h (51,20 %) 1 96 h (51,50 %) nakon opraSivanja. Uspjesi klijanja nakon 24 h i 48 h nisu

se znacajno razlikovali.
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Kada je rije¢ o samooprasivanju sorte ‘Lastovka’, uspjeh Kklijanja peludi kretao se od
39,35 % (48 h) do 62,47 % (72 h). Najveci uspjeh klijanja zabiljezen nakon 72 h nije se znac¢ajno
razlikovao od uspjeha zabiljezenog 96 h nakon oprasivanja (58,19 %). Uspjeh klijanja peludi
sorte ‘Levantinka’ na njusci tucka sorte ‘Lastovka’ kretao se u rasponu od 43476 % (24 h) do
67,22 % (96 h). Znacajne razlike u uspjehu klijanja su se pojavile 48 hynakon opragivanja. Kod
stranoprasivanja sortom ‘Oblica’, najveci uspjeh klijanja zabiljezen je nakon 24 h (39414 %),
dok se uspjesi klijanja nakon 48 h, 72 h i 96 h nisu znacajno razlikovali. Na Slici 23 prikazana

je razlika izmedu dobrog i loSeg uspjeha klijavosti peludi na njuseil tucka sorte ‘Lastovka’ u

ovisnosti o opraSivacu.

Slika 23"Los uspjeh klijavosti peludnih zrnaca sorte ‘Oblica’ na njusci tucka sorte ‘Lastovka’
(A).Strelicom je oznacena proklijala peludna mjesinica. Dobra klijavost na njusci tucka sorte
‘Llastovka’ nakon stranooprasivanja sogtom ‘Le&vantinka’:

U razdoblju cvatnje 2021. godine, koriSteni su isti-opraSivaéi kao i u 2020. godini.
Uspjeh klijanja usporeden je izmedu oprasivaca (Lablica @) te su medu njima pronadene
znacajne razlike. Najveci uspjeh’klijanja peludi na njusci tucka sorte ‘Lastovka’ zabiljeZen je
za pelud sorte ‘Oblica’ (64,70 %), dok je najmanji uspjeh zabiljezen za pelud sorte ‘Levantinka’
(57,86 %). Vlastita pelud sorte ‘Lastovka’ klijala je uspjeSnije (61,81 %) od peludi sorte
‘Levantinka’, ali losije od peludi sorte ‘Oblica’. Jedan dan nakon oprasivanja na njuski tucka
sorte ‘Lastovka’ zabiljezen je znacajno najveci uspjeh klijanja peludi sorte ‘Oblica’(70,16 %),
u odnosu na pelud druga dva istraZzena oprasivaca (49,98 %, vlastita pelud; 47,12 %, pelud sorte
‘Levantinka’). Analizom vremena proteklog od oprasivanja do prikupljanja cvjetova, znacajne
razlike u uspjehu klijanja pojavile su se 48 h nakon oprasivanja njuski tu¢aka sorte ‘Lastovka’,

a zadrzale su se 72 h i 96 h nakon opraSivanja.
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Tablica 8. Klijavost peludi (%) sorti oprasivaca (‘Lastovka’, ‘Levantinka’ i ‘Oblica’) na njusci

tucka sorte ‘Lastovka’ 24 h do 96 h nakon oprasivanja tijekom razdoblja cvatnje 2021. godine.

Klijavost peludi (%)

OprasSivac
Vrijeme (h) ‘Lastovka’ ‘Levantinka’ ‘Oblica’ X \/rijeme
24 49,98+2,03 c’B*  47,1242,73bB  70,16+1,83 aA 55,5+1,84 b
48 64,94+1,66 abA  58,12+2,10aB  63,13+1,81 bAB  62,06+£1412 a
72 62,95+1,95 bA 63,83+2,04 aA 62,1412 13 bA 62,97£1,16 a
96 69,36+2,37 aA 62,37£1,63 aB  63,39+2,61 bB 65,04+1,33 a
X Opragiva¢ ~ 61,81+1,28 B 57,86+1,29 C 64,70+1,100A

*Razlic¢ita mala slova u stupcima pokazuju znacajne razlike u klijjavosti peludt sorte oprasivaca
u istrazivanim vremenima (P < 0.05).
“Razlicita velika slova u redovima pokazuju znacajne'razlike@ klijavesti peludi razli¢itih sorti
oprasivaca (P <0.05).

Tijekom razdoblja cvatnje 2020. godine, cvjetovi sorte ‘Oblica’ opraseni su s peludi
Cetiri sorte oprasivaca (‘Lastovka’, ‘Leceino’, ‘Levantinka’ i ‘Oblica’). Uspjeh klijanjapeludi
analiziran je s obzirom na sortu opra$ivaca(Tablica 9). Znacajno najmanji uspjehklijanja peludi
na njusci tucka sorte ‘Oblica’ zabiljezen je nakon samooplodnje za vlastitu pelud (18522 %).
Najveci uspjeh klijanja namjusei tucka sorte ‘Oblica’ pronaden je za pé€lud sorte ‘Levantinka’
(28,29 %), iako se nije znacajno razlikevao od uspjeha klijanja‘peludi nakon stranoeoprasivanja
sa sortom ‘Lastoyka’(26,05%).i ‘Leccino’ (25,21 %). Sorta ‘Levantinka” pokazala je statisticki
znacajno najvecu klijavost, 24 'h nakon oprasivanja (40,05 %) u odnosu na sve navedene

opraSiva¢éu istom vremenu.

Najveéi uspjeh klijanja zabiljezen je 244h nakon oprasivanja kod svih sorti (29,53 %),
dok je najnizi zabiljezen 96 h nakon oprasivanja (20,58 %). U slu¢aju samooprasivanja najveci
uspjeh, klijanja zabiljezen je 24 h nakon oprasivanja, (20,91 %), no on se nije znacajno
razlikovao u usporedbi s uspjehom klijanja nakené8 h, 72 h, niti 96 h. Kod sorte ‘Leccino’
uspjeh klijanja se nije znacajno razlikovao izmedu istrazivanih vremena. Klijavost peludi sorti
‘Lastovka’ i ‘Levantinka’ia njusci tucka sorte ‘Oblica’ opadala je s vremenom, uz statisticki

znacajne razlike izmedu pojedinih vremena.

Pelud istih oprasivaca kao i u 2020. godini koriStena je u opraSivanju cvjetova sorte
‘Oblica’ u razdoblju cvatnje 2021. godine (Tablica 10). Analizom opraSivaca zabiljezen je
znacajno veci uspjeh klijanja peludi na njusci tucka sorte ‘Oblica’ nakon opraSivanja s peludi
sorte ‘Lastovka’ (32,92 %) i sorte ‘Levantinka’ (32,18 %) u odnosu na pelud sorte ‘Leccino’
(28,30 %), dok je znacajno najnizi uspjeh zabiljezen nakon oprasivanja vlastitom peludi (25,61

%). Analizom vremena proteklog od opraSivanja primjeCuje se znacajano najvec¢i uspjeh
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klijanja 96 h nakon oprasivanja (34,68 %). Nakon stranooprasivanja sortom ‘Leccino’ znac¢ajna

razlika u klijavosti peludi na njusci tucka sorte ‘Oblica’ zabiljeZena je 72 h nakon opraSivanja

(32,66 %), dok se nakon stranooprasivanja sortom ‘Levantinka’ biljezi nakon 96 h.




Tablica 9. Klijavost peludi (%) sorti opraSivaca (‘Lastovka’, ‘Leccino’, ‘Levantinka’ 1 “Oblica®) na njusci tucka sorte

‘Oblica’ 24 h do 96 h nakon oprasivanja tijekom razdoblja cvatnje 2020. godine.

Klijavost peludi (%)

OpraSivac
Vrijeme (h) ‘Lastovka’ ‘Leccino’ ‘Levantinka’ ‘Oblica’ X Vrijeme
24 31,92+4,38 a'B? 25,23+£1,96 aBC  ¢40,05+2,43 aA. 20,91+£2,15aC  29,53+1,64 a
48 25,91£3,81 abAB 2421+£2,12 aAB  28,64+2,32 bA 20,39+£3,30aB 24,79+1,50 b
72 25,35+3,38 abA 26,10+£2,97 aA 22,24+1,70 bAB 17,84+2,04 aB  22,88+1,33 be
96 21,02+2,32 bAB 25,3242.77 aA 22,22+2.17 bA 13,74+1,57 aB 20,58+1,20 ¢
X Oprasiva¢  26,05+1,80 A 2521£1022°A 28,29+1,34 A 18,22+1,20 B

“Razli¢ita mala slova u stupcima pokazuju znacajne razlike wklijavosti peludi sorte opraSivaca u istrazivanim vremenima
(P <0.05).
“Razlicita velika slova u redovima pokazujuznacajne razlike u klijavosti peludi sorte oprasivaca u istrazivanim vremenima
(P <0.05).

Tablica 10. Klijavost peludi (%) sorti oprasivaca (“Lastovka’, ‘Leccino’, ‘Levantinka’sis Oblica’) na njusci tucka sorte

‘Oblica’ 24 h do 96 h nakon gprasivanja tijekom razdoblja cvatnje 2021. godine.
Klijavost peludi (%)

OpraSivaé
Vrijeme (h) ‘Lastovka® ‘Leccino’ ‘Levantinka’ ‘Oblica’ X Vrijeme
24 33,94+1,92b°A 21,56+1,37 bC 28,94+1,13 bB 23,04+1,77 bC 26,87+0,95 ¢
48 28,98#1,16 cAB  24,98+1,22 bB 32,53+1,25 bA 26,06+1,77 abB 28,14+0,75 be
72 30,47£1,44 bcA  32,66+1,55 aA 30,12%1,46 bA 24,06+1,29 bB 29,33+0,79 b
96 38,3142,12 aA 34,02+1,39 aB 37,11+£1,99 aAB 29,28+1,31 aC 34,68+0,94 a
X Oprasivac, 32,92+0,93 A 28,30+0,90 B 32,184€0,81 A 25,61+0,81 C

“Razli¢ita mala slova u stupcima pokazuju zna€ajne razlike u klijavosti peludi sorte opraSivaca u istraZzivanim vremenima
(P.<0.05).
“Razlicita velika slova u redovima pokazuiju znacajne razlike u klijavosti peludi sorte oprasivaca u istrazivanim vremenima
(P<0.05).
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4.3.2. Analiza rasta peludnih mjesinica Kroz vrat tucka nakon kontroliranih oprasivanja

primjenom fluorescentne mikroskopije

Tijekom 2020. i 2021. godine analiziran je utjecaj istrazivanih" faktora -
opraSivaca i vremena proteklog od oprasivanja do prikupljanja i fiksiranja cvjetova - na uspjeh
rasta peludnih mjeSinica sorti opraSivaca kroz vrat tucka cvjetova sorti ‘bastovka’ i ‘Oblica’

(primatelja peludi).

U 2020. i 2021. godini njuSke tucaka cvjetova sort€ ‘Lastovka’,oprasene su s peludi
oprasivaca: ‘Lastovka’, ‘Levantinka’ i ‘Oblica’ (Tablica 11){ Analizom podataka za 2020.
utvrdeno je da je stranoopraSivanje s peludi sorte {Levantinka’ rezultiralo najviSim uspjehom
prorastanja peludnih mjesinica do dna vrata tucka sorte ‘Lastovka® (97,50 %). Ova kombinacija
pokazala je statisticki znacajno vece uspjehe prorastanja peludnih mjesinica u odnesthna pelud
ostalih oprasivaca u svim analiziranimi'vremenskim intervalima proteklima od oprasivanja (24
h do 96 h). Ve¢ 24 h nakon oprasivanja zabiljezen je visok postotak peludnih mjesSinica u dnu

vrata tucka, koji se zadrzao i_nakon 96 h.

Tablica 11. Prorastanjefpeludnih mjesinica do dna vrata tucka (%) kod sorte ‘Lastovka’ 24 h
do 96 h nakon opraSivanja s, peludi sorti oprasivaca (‘Lastovka’, ‘Levantinka’ i ‘Oblica’)

tijekom razdoblja cvatnje 2020. godine.

Prorastanje peludnih mjeSinica<(%)

Oprasivaé
\rijeme (h) ‘Lastovka’ ‘Levantinka® ‘Oblica’ X Vrijeme
24 25,00 b*B? 90,00 @A 25,00 aB 46,67 b
48 45,00 abB 100,00 aA 50,00 aB 65,00 ab
72 60,00 aB 100,00 aA 35,00 aB 65,00 ab
96 70,00 aB 100,00 aA 50,00 aB 73,33 a
X Oprasivac 50,00 B 97,50 A 40,00 B

*Razli¢ita mala slova u stupcima pokazuju znacajne razlike u klijavosti peludi sorte oprasSivaca
u istrazivanim vremenimadP < 0.05).
“Razlicita velika slova u redovima pokazuju znacajne razlike u klijavosti peludi razli¢itih sorti
oprasivaca (P <0.05).

Tijekom cvatnje 2021. godine, cvjetovi sorte ‘Lastovka’ opraSeni su s peludi istih
oprasivaca kao i u 2020. godini. Analiziran je utjecaj opraSivaca na uspjeh prorastanja peludnih
mjesinica (Tablica 12). Znacajno veci postotak cvjetova s peludnom mjesinicom u dnu vrata

tucka sorte ‘Lastovka’ zabiljeZen je nakon stranoopraSivanja u odnosu na samooprasivanje.

Sorta ‘Levantinka’ se pokazala kao najuspjesniji oprasivac u usporedbi s ostalim oprasivacima
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kod svih istrazivanih vremena, kao i prema ukupnom uspjehu prorastanja peludnih mjeSinica.
Visok postotak prorastanja peludnih mjesinica do dna vrata tucka sorte ‘Lastovka’ zabiljezen
je 1 nakon oprasivanja s peludi sorte ‘Oblica’ (77,50 %), ali se znacajno razlikovao u odnosu na
oprasivanje s peludi sorte ‘Levantinka’. NajniZi postotak zabiljeZen je nakon samooptrasivanja

(43,75 %), Sto je dvostruko manje u odnosu na oprasivanje s peludi§orte ‘Levantinka’.

Tablica 12. Prorastanje peludnih mjesinica do dna vrata tucka (%) kod sorte ‘Lastovka’ 24 h
do 96 h nakon opraSivanja s peludi sorti oprasivac¢a (‘Lastovka’, ‘Levantinka’ i ‘Oblica’)

tijekom razdoblja cvatnje 2021. godine.

Prorastanje peludnih mjeSinica’ (%)

Oprasivag
Vrijeme (h) ‘Lastovka’ ‘Levantinka’ ‘Oblica’ X Vrijeme
24 25,00 b"C? 95,00 aA 55,00 bB 58,33 c
48 10,00 bC 100,00 aA 80,00 abB 63,33,bc
72 65,00 aB 95,00 aA 85,00 aAB 81,67 ab
96 75,00 aB 100,00 aA 90,00 aAB 88,33 a
X OpraSivac 43,75C 97,50,A 77,50 B

*Razli¢ita mala slova u stupcima pokazuju znacajne razlike u klijavosti peluidi sorte oprasivaca
u istrazivanim vremenima (P <0.05).
“Razli¢ita velika slova wredovima pokazuju znacajne razlikedrklijavosti peludi razli¢itih sorti
oprasivaca (P <0.05).

U razdoblju od 24 h 1 48h nakon oprasivanja utvrdeni'su.znacajno veci udjeli cvjetova
s peludnom mjeSinicom u dnu vrata tuc¢ka kod stranooprasSivanja u odnosuna samooprasivanje.
Tijekom sameoopraSivanja sorte ‘Lastovka’sprorastanje peludnih mjesinica odvijalo se sporije,
a izrazeniji porast zabiljezen je tek 72 h nakom‘eprasivanja. Razlike u intezitetu i brzini rasta
peludnih mjesinica izmedu samooprasivanja i stranooprasivanja bile su jasno uocljive pod
mikroskopom. Vrlo uspjesan rast peludnih mjesinica na njusci tucka te njihovo intenzivno
prorastanje kroz vrat tucka zabiljeZen je kod stranooprasivanja (Slika 24), gdje se uocavala
izrazena kompeticija medu peludnim mjeSinicama i smanjenje broja u donjem dijelu vrata
tucka. Suprotno tome, nakon,samooprasivanja broj peludnih mjeSinica koje su prorasle bio je

znatno manji pa kompeticija u dnu vrata tuka nije bila izrazena kao kod stranooprasivanja

(Slika 25).

78



Slika 24. Veliki broj peludnih mjesinica na njusci tucka nakon stranooprasivanja (A); izrazena

kompeticija medu peludnim mjeSinicama u dnu vratastucka nakon stranooprasivanja (B).

Slika 25. [zestanak izrazene kompeticije médu pelddnim mjesinicama nakon samooprasivanja.

U razdobljuicvatnje 2020. godine, evjetovi sorte “Oblica’ opraseni su s peludi sorti
‘Lastovka’, fLeccino’, ‘Levantinka’ i ‘Oblica’. Peludisorte ‘Levantinka’ pokazala je najveci
uspjeh prorastanja peludnih mjeSinica do dna wrata tucka sorte ‘Oblica’ tijekom Citavog
promatranog razdoblja (66,25 %) s\jasno izraZzenim porastom uspjeha prorastanja kroz vrijeme
(Tablica 13). Znacajno najnizi postotak,cvjetova sorte ‘Oblica’ s peludnim mjesinicama u dna
vrata tucka utvrden je nakon samooprasivanja (8,75 %). Ve¢i udio cvjetova sorte ‘Oblica’ s
peludnom mjesinicom u dnu vrata tu¢ka opazen je nakon oprasivanja s peludi sorte ‘Lastovka’,
nego nakon opra$ivanja s peludi sorte ‘Leccino’ (22,50 %). Statisticki znacajne razlike izmedu
oprasivaca evidentirane su u svim vremenskim intervalima, a nakon 72 h od oprasivanja razlike

su bile jasno izrazene medu svim oprasivacima.

Cvjetovi sorte ‘Oblica’ su u razdoblju cvatnje 2021. godine opraSeni s peludi sorti

‘Lastovka’, ‘Leccino’, ‘Levantinka’ i ‘Oblica’ (Tablica 14). Znac¢ajno najveci postotak cvjetova
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sorte ‘Oblica’ s peludnom mjeSinicom u dnu vrata tucka zabiljeZen je nakon opraSivanja s
peludi sorte ‘Levantinka’ (75 %), dok se uspjeh prorastanja peludnih mjeSinica nakon

oprasivanja ostalim sortama nije znacajno razlikovao.

Nakon opraSivanja s peludi sorte ‘Levantinka’ nije pronadena z
uspjehu prorastanja peludnih mjeSinica do dna vrata tucka so
istrazivanih vremena, budu¢i da je ve¢ 24 h nakon opraSivanja z:
cvjetova s peludnom mjeSinicom u dnu vrata tucka (70 %) Kkoji jao u kasnijim
vremenima. Slian trend primijecen je 1 nakon samoopraSivanjayali : im postotcima
prorastanja peludnih mjeSinica. U svim istrazivanim yre na pelud sorte ‘Levantinka’
ostvarila je najveci uspjeh prorastanja do dna vr Dblica’, a sli¢an obrazac

medusobnih razlika izmedu oprasivaca zadrzao s




Tablica 13. Prorastanje peludnih mjesinica do dna vrata tucka (%) kod sorte ‘Oblica’ 24 hhdo 96 'h nakon opraSivanja s

peludi sorti opraSivaca (‘Lastovka’, ‘Leccino’, ‘Levantinka’ i ‘Oblica’) tijekom razdoblja cvatnje 2020. godine.

Prorastanje peludnih mjeSinica (%)

OpraSivac
Vrijeme (h) ‘Lastovka’ ‘Leccino’ ‘Levantinka’ ‘Oblica’ X Vrijeme
24 10,00 a"AB? 5,00 bB 35,00 Ba 5,00 aB 13,75¢
48 20,00 aB 15,00 bB 60,00 abA 5,00 aB 25,00 bc
72 35,00 aB 20,00 abBC 80,00 Aa 5,00 aC 35,00 ab
96 40,00 aB 50,00.aB 90,00 Aa 20,00 aB 50,00 a
X OpraSivac 26,25 B 22,50 BC 66,25 A 8,75C
“Razli¢ita mala slova u stupcima pokazuju zna¢ajne razlike wklijavosti peludi sorte oprasivaca u istrazivanim vremenima

(P<0.05).
“Razlicita velika slova u redovima pokazuju znac¢ajne razlike u klijavosti peludi sorte oprasivaca u istrazivanim vremenima

(P <0.05).

Tablica 14. Prorastanje peludnth mjeSinica do,dna vrata tucka (%) kod sorte. ‘Oblica’ 24 h do 96 h nakon oprasivanja s
peludi sorti oprasSivaca (‘Lastovka’, ‘Leceino’, ‘Levantinka’ i ‘Oblica’) tijekom razdoblja cvatnje 2021. godine.

Prorastanje peludnih mjesinica (%)

Oprasivac
Vrijeme (h) ‘Lastovka’ ‘Leccing’ ‘Levantinka’ ‘Oblica’ X Vrijeme
24 5,00 b'B? 25,00 bB 70,00 Aa 25,00 aB 31,25a
48 5,00 hB 15,00 bB 70,00 Aa 10,00 aB 25,00 a
72 25,00 abAB 55,00 aAB 75,00 Aa 15,00 aB 42,50 a
96 35,00 aB 25,00 bB 85,00 Aa 35,00 aB 45,00 a
X Oprasivag 17,50 B 30,00 B 75,00 A 21,25B
“Razli¢ita mala slova u stupcima pokazuju zna¢ajnerazlike u klijavosti peludi sorte opragivaca u istraZivanim vremenima

(P <0.05).
“Razlicita velika slova u redovima pokazuju znacajne razlike u klijavosti peludi sorte oprasivaca u istrazivanim vremenima

(P <0.05).
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4.3.3. Analiza uspjeha oplodnje nakon kontroliranih oprasivanja primjenom fluorescentne

mikroskopije

Tijekom 2020. i 2021. godine analiziran je utjecaj istrazivanih faktora - oprasivaca i
vremena proteklog od oprasivanja do prikupljanja i fiksiranja cvjétova - na uspjeh oplodnje
sorti ‘Lastovka’ i ‘Oblica’. Proces oplodnje analiziran je pomocu fluerescentnog mikroskopa,
a uspjeh oplodnje zabiljeZzen je u cvjetovima kod kojih je peludna mjesinica doprijela do

mikropile barem jednog od 4 sjemena zametka unutar plodnice (Slika26).

Slika 26. Oplodeni sjemeni zametak izdvojen 1z plodnice/sorte ‘Lastovka’.

Cvjetovi sorte\‘Lastovka’ opraseni su s peludi sorte “Lastovka’, ‘Levantinka’ i ‘Oblica’
u razdoblju cvatnje 2020. 1 2021. godine. Istrazen je utjecaj oprasSivaca na uspjeh oplodnje.
Znacajno najveéi uspjeh oplodnje u 2020. “godini (Tablica 15) zabiljezen je nakon
stranooprasivanja s peludi sorte “Levantinka’ (41,25 %). Nije pronadena znacajna razlika u
uspjehu oplodnje nakon “eprasSivanja cwjetova sorte ‘Lastovka’ s peludi sorte ‘Oblica’ i
samooprasivanja. Najveci udjeli eplodenih cvjetova dobiveni nakon oprasivanja s peludi svih
sorti utvrdeni su 96 h nakon oprasivanja, a kretali su se od 30 % , nakon oprasivanja s peludi

sorte ‘Lastovka’ i ‘Oblica’, do 70 % nakon opraSivanja s peludi sorte ‘Levantinka’.
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Tablica 15. Uspjeh oplodnje (%) kod sorte ‘Lastovka’ 24 h do 96 h nakon oprasivanja s peludi

sorti opraSivaca (‘Lastovka’, ‘Levantinka’ i ‘Oblica’) tijekom razdoblja cvatnje 2020. godine.

Uspjeh oplodnje (%)

Oprasivac
Vrijeme (h) ‘Lastovka’ ‘Levantinka’ ‘Oblica’ X Vrijeme
24 25,00 ab”A? 25,00 bA 5,00 bB 18,33 b
48 0,00 cB 25,00 bA 20,00 abA 15,00 b
72 10,00 bcB 45,00 abA 20,00 abB 25,00b
96 30,00 aB 70,00 aA 30,00 aB 43,33 a
X Oprasivac 16,25 B 41,25 A 18,75'B

*Razli¢ita mala slova u stupcima pokazuju znacajne razlike'u klijavosti peludi sorte oprasivaca
u istrazivanim vremenima (P < 0.05).

“Razli¢ita velika slova u redovima pokazuju znacajnesrazlikea klijavosti peludi razli¢itih sorti
oprasivaca (P <0.05).

U cvatnji 2021. godine opraSivanje s peludi'sorte ‘Oblica’ (Tablica 16) rezultiralo je
najve¢im uspjehom oplodnje (45 %), dok je nakon opra$ivanja s peludi sorte ‘Levantinka’
uspjeh oplodnje bio gotovo 2,5 putawveci (30,00 %) u odnosu na samooprasivanje'(l2,50 %), U
slu¢aju samooprasivanja, u prvih 48 h nije doslo do oplodnje, a do znacajnijeg porastayje doslo

tek nakon 96 h od oprasivanja.

Tablica 16. Uspjeh oplodnje (%) kod'sorte ‘Lastovka’ 24 h do 96 h nakon oprasivanja s peludi

sorti opraSivaca(“Lastovka’, ‘Levantinka’ i ‘Oblica’) tijekom razdoblja cvatnje 2021. godine.

Uspjeh oplodnje (%)

Oprasivac
Vrijeme (h) ‘Lastovka’ ‘Isevantinka’ ‘Oblica’ X Vrijeme
24 0,00 b*B? 0,00.cB 40,00 aA 13,33 ¢
48 0,00 bC 20,00 hB 40,00 aA 20,00 bc
72 15,00 bB 35,00 bA 50,00 aA 33,33 ab
96 35,00 aB 65,00,2A 50,00 aAB 50,00 a
X Oprasivac 12,50 C 30,008 45,00 A

*Razlic¢ita mala slova u stupcimapokazuju znacajne razlike u klijavosti peludi sorte oprasivaca
u istrazivanim vremenima (P < 0.05).

“Razlicita velika slova u redovima pokazuju znacajne razlike u klijavosti peludi razli¢itih sorti
oprasivaca (P <0.05).

Uspjeh oplodnje u 2020. 1 2021. godini analiziran je nakon opraSivanja sorte ‘Oblica’ s
peludi sorte ‘Lastovka’, ‘Leccino’, ‘Levantinka’ i ‘Oblica’. U 2020. godini nije pronadena
znacajna razlika u uspjehu oplodnje nakon oprasivanja s peludi sorte ‘Lastovka’, ‘Levantinka’
i ‘Leccino’ (Tablica 17). U istoj godini nakon samoopraSivanja nije doSlo do oplodnje ni u
jednom od promatranih vremenskih intervala. Takoder, u prvih 24 h nakon oprasivanja s peludi

ostalih sorti nije doslo do oplodnje.
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U 2021. godini uspjeh oplodnje kretao se do 42,5 % te je zabiljeZen nakon opraSivanja
s peludi sorte ‘Levantinka’ (Tablica 18). Nakon 96 h od opraSivanja s peludi prethodno

navedene sorte udio oplodenih cvjetova dosegao je 60 %. Uspjesi oplodnje nakon oprasivanja

s peludi ostalih sorti nisu se statisticki zna¢ajno razlikovali.



Tablica 17. Uspjeh oplodnje (%) kod sorte ‘Oblica’ 24 h do 96 h nakon oprasivanja s peludissorti oprasivaca (‘Lastovka’,

‘Leccino’, ‘Levantinka’ i ‘Oblica’) tijekom razdoblja cvatnje 2020. godine.

Uspjeh oplodnje (%)

OpraSivac
Vrijeme (h) ‘Lastovka’ ‘Leccino’ ‘levantinka’ ‘Oblica’ % Vrijeme
24 0,00 ¢"A? 0,00 bA 0,00 cA 0,00 aA 0,00 b
48 5,00 bcA 15,00 abA 0,00 cA 0,00 aA 5,00 b
72 30,00 aA 20,00 abAB 30,00,bA 0,00 aB 20,00 a
96 25,00 abB 40,00 aAB 65,00aA 0,00 aC 32,50 a
X Oprasivac 15,00 A 18,75A 23,75 A 0,00B
“Razli¢ita mala slova u stupcima pokazuju znad¢ajne razlike wklijavosti peludi sorte oprasivaca u istrazivanim vremenima

(P<0.05).
“Razlicita velika slova u redovima pokazujuznacajne razlike u klijavosti peludi sorte oprasivaca u istrazivanim vremenima
(P<0.05).

Tablica 18. Uspjeh oplodnje (%)keod sorte “Oblica’ 24 h do 96 h nakon oprasivanja s peludi'sorti oprasivaca (‘Lastovka’,

‘Leccino’, ‘Levantinka’ i ‘Oblica’) tijekom razdoblja cvatnje 2021. godife.

Uspjeh opladnje (%)

OpraSivaé
Vrijeme (h) ‘Lastovka’ ‘Leccino’ ‘Cevantinka’ ‘Oblica’ X Vrijeme
24 5,002 B’ 5,00 aB 35,008A 15,00 abAB 15,00 ab
48 0,00 aB 0,00 aB 40,00 aA 0,00 bB 10,00 b
72 15,00 aAB 20,00 aAB 35,00 aA 5,00 abB 18,75 ab
96 20,00 aB 10,00 aB 60,00 aA 25,00 aB 28,75 a
X Oprasivac 10,00 B 8,75 B 42,50 A 11,25B
“Razli¢ita mala slova u stupcima pokazuju znadajne razlike u klijavosti peludi sorte oprasivaca u istraZivanim vremenima

(P <0.05).
‘Razli¢itavelika slova u redovima pokazujuznacajne razlike u klijavosti peludi sorte oprasivaca u istrazivanim vremenima
(P<0.05).
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4.4. Analiza roditeljstva pomoc¢u mikrosatelitnih biljega

Kako bi se uspjesno proveo roditeljski test na embrijima sorte ‘Lastovka’, u analizu je
ukljuc¢eno ukupno 329 plodova u 2019. godini i 290 plodova u 2020. godini. Kvalitetai koli¢ina
izolirane DNA bila je dovoljna za nastavak laboratorijskog gksperimenta 4 uspjesnu

amplifikaciju mikrosatelitnih biljega.

4.4.1. Parametri genetske varijabilnosti mikrosatelitnih biljega

Odabrano je sedam visoko polimorfnih i informativnih, mikrosatelitnih biljega na
temelju njihove u¢inkovitosti amplifikacije 1 prethodno objavljenih genetskih parametara (Diaz
i sur., 2006; Baldoni i sur., 2009, Baruca Arbeiter i sur. 2014)<U Tablici 19 prikazani su
parametri genetske varijabilnosti za sve uzorke embrija(a) te za 27 potencijalnih denora peludi
(b). Vrijednosti statisti¢kih parametara za sve uspjesno amplificirane DNA uzorke embrija su
poviSene u 2020. godini u odnosu sa 2019:,godinu. Utvrdena je polimorfnostsvih lokusa s
ukupno 54 amplificirana alela (Na)'u 2049. godniyi ukupno 57 alela u 2020. godini. Umnozeno
je prosjecno 7,71 razli¢itihalelapo lokusu, a broj efektivnih alela (Ne),po lokusu iznosioyje u
prosjeku 3,03 u 2019. godini; dok je'u 2020. godini umnozeno prosjecno 8,14 alelapo lokusu
te je dobiveno prosjecno 3314 efektivnih alela po lokusu. U“2019." gédini, umnoZeno je
minimalno 3 (UD099-19), a maksimalno 10 alela (DCA41, DCA16, GAPU101), a u 2020.
godini‘taj broj je narastao od minimalno 6 (DCAS) do maksimalno 12 razlicitih alela (DCAL1).
Opazena heterozigotnost (Ho) i ocekivana héterozigotnost (He) takoder su imale vise vrijednosti
u/2020. godini- U, 2019. godini najveéi broj heterozigotnih embrija zabiljeZen je na lokusu
DCA3 (Ho=)0,929), anajmanji na lokusu UD0O99-19\(H, =10;616). U sljede¢oj godini, najveca
heterozigotnost embrija zabiljeZena je na lokusu DCA9 (Hg = 0,962), a najmanja na lokusu
UD099-19 (H, = 0,658).

U usporedbi s varijabilnos¢u mikrosatelitnih lokusa kod embrija, svi analizirani
mikrosatelitni lokusi pokazali su vecu varijabilnost kod svih 27 potencijalnih donora peludi.
Umnozeno je ukupno 58 alela na svim analiziranim lokusima, najmanje 5 alela po lokusu
(UDO99-19), a najvise 12 alela po lokusu (DCA16), odnosno prosjec¢no 8,29 alela po lokusu.
Najvisa opazena heterozigotnost zabiljezena je na lokusima DCA11 i GAPU101 (H, = 1,000),
a najniza na lokusu UD0O99-19 (Ho = 0,630). Najveca o¢ekivana heterozigotnost zabiljeZena je
na lokusu GAPU101 (He = 0,842), a najniza na lokusu UD099-19 (He = 0,575). Za potencijalne

donore peludi, izra¢unate su i vrijednosti Shannonovog informacijskog indexa (1), vjerojatnosti
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identiteta (PI) te vjerojatnosti iskljucenja (EP). Shannonov informacijski index kretao se od
1,128 (UD0O99-19) do 1,952 (GAPU101), s prosjecnom vrijednos¢u 1,680, Sto ukazuje na
visoku genetsku raznolikost. Za vecinu lokusa vrijednost PI je bila vrlo niska, u rasponu od 0,22
(UDQO99-19) do 0,043 (GAPUI101), sto ukazuje da je vjerojatnost pogresnog odredivanja
potencijalnih donora peludi jako niska. Vjerojatnost iskljuc¢enja (EP) za pojedini mikrosatelitni
lokus kretala se od 25 % do 51,8 %, dok je kumulativna vjerojatnost iskljucenja bila veca od
96,8 %, Sto nas upucuje da su odabrani mikrosatelitni biljezi vrlo ucinkoviti u isklju¢enju

potencijalnih donora peludi koji nemaju dovoljno sli¢nosti s odredenim embrijem.

Tablica 19. Parametri genetske varijabilnosti sedam mikrosatelitnih, SSR biljega dobivenih
izmedu embrija (a) u 2019. 1 2020. godini te izmedu 27 potecijalnith donora peludi (b). Broj
amplificiranih alela (Na), efektivni broj alela (Ne), opazena heterozigotnost (Ho), oc¢ekivana
heterozigotnost (He), Shannonov informacijski index (1), vrijednost vjerojatnosti identiteta (P1),

vjerojatnost iskljucenja (EP).

(@)
EMBRIJI
2019 2020

Lokus Na N. Ho H. N. Ne Ho H.
DCA3 7 2,584 0,929 0,613 6 2,072 0,839 0,517
DCA9 9 3,207 0,915 0,688 11 4,716 0,962 0,788
DCAll1 10 3,733 0,880¢ 0,732 12 3,472 0,837 0,712
DCA16 10 3,592 0,/58 0422 8 3,486 0,790 0,713
GAPW101 10 3,380 0,761 0,704 7 2,864 0,867 0,651
EMO3 5 2,733 0,718 10,634 7 3,120 0,769 0,679
UDO99-19 3 1,996 0616 0,499 6 2,244 0,659 0,554
Prosjek/zbroj*  7,71/54*  3,03/21,23* ¢ 0,797 0,656,| 8,14/57*  3,14/21,97* 0,818 0,659

(b)

POTENCIJALNI OPRASIVACI

Lokus N. N. Ho H. | Pl EP
DCA3 9 5,695 0,815 0,824 1,890 0,053 0,481
DCA9 10 4,614 0,963 0,783 1,884 0,065 0,433
DCAll 8 4,326 1,000 0,769 1,679 0,082 0,390
DCAl6 12 4,119 0,815 0,757 1,873 0,078 0,399
GAPU101 8 6,339 1,000 0,842 1,952 0,043 0,518
EMO3 6 2,809 0,778 0,644 1,357 0,157 0,250
UDO99-19 5 2,352 0,630 0,575 1,128 0,22 0,182

Prosjek/zbroj*  8,29/58*  4,32/30,25* 0,857 0,742 1,680 3,27 x 10-8**  0,968***

**Umnozak PI vrijednosti svih sedam lokusa.
***Kumulativna vrijednost svih sedam lokusa.
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4.4.2. Genotipizacija i roditeljski test

Kako bi se odredili potencijalni donori peludi svakog uzorkovanog embrija, usporedeni
su podaci dobiveni genotipizacijom embrija i potencijalnih donora peludi uz pomo¢ programa
Cervus. Mikrosatelitni biljezi nasljeduju se po principu Mendelovog/kodominantnog
nasljedivanja, stoga se kod svakog embrija na istom lokusu nalazi jedan naslijedent majcinski
alel sorte ‘Lastovka’ te jedan alel naslijeden od potencijalnog donora peludi Stoyjedpotvrda
stranooprasivanja. Ukoliko se na istom lokusu nalaze samo maj¢inski aleli, embrij je nastao kao

rezultat samooplodnje, odnosno samooprasivanja (Tablica 20):

Tablica 20. Primjer analize roditeljstva koriste¢i mikrosatelitne biljege. Duljine alela (pb)
izrazene su broj¢anim vrijednostima. Genotip maj€inske biljke - sorta ‘Lastovka’ ukljucuje dva
alela na analiziranom GAPU101 lokusu. Svaki od navedenih embrija naslijedioge jedan alel
sorte ‘Lastovka’ (192 pb i 194 pb) i jedan alel odgovarajuée sorte donora peludi: ‘Cipressino’
(E1), ‘Drobnica’ (E2), Oblica’ (E3) 1 ‘Levantinka’ (E4). Svi prikazani embriji, rezultat, su
stranooprasivanja te je objas$njenje potkrijepljeno i pripadajuc¢im elektroferogramima (Slika

27).

Donor peludi i duljine alela Majcinska Oznaka Genotip
(pb) biljka - sorta embrija embrija

‘Lastovka’
s ., 194 192
Cipressino 507 . El 194
‘Drobnica’ 192 E2 192
ropmnica 199 199
192 194

(3 - bl

Oblica 518 E3 218

194
oL irika’ 192 E4 194
cvantinka 199 199
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Slika 27. Prikaz elektoferograma za 4 embrija sorte ‘Lastovka’ navedena u Tabliei 20.

U 2019. godini ukupno je genotipizirano 329 embrija izdvojenih iz plodova sorte
‘Lastovka’ (Tablica S1)pa u 2020. godini ukupno je genotipizirano 290 embrija (Tablica S2).
Potencijalni donori peludifodredeni su prema LOD vrijednosti. Dobivenipodaci koji ukljucuju
negativne LOD vrijednosti Sto podrazumijeva da je manje vjerojatno da je potencijalni donor
peludistvarnidonor nego da nije, nisu uzeti U razmatranje, ali suprikazani u Tablici S1 i Tablici
S2. Roditeljskom analizom temeljenomna»simulaciji odreden je prag LOD vrijednosti za
identificiranje najvjerojatnijih donora peludiz2,29 za 2019. godinu i 1,11 za 2020. godinu. U
2019. godini bio je odreden donor peludi s LOD vrijednosti iznad praga za 221 embrij, sto Cini
ukupno 67,17 % od ukupnog brojaiembrija. U 2020. godini taj broj iznosi 207, $to ¢ini 71,38
% embrija od ukupnog broja embrija:

Najvjerojatniji donoripeludi, odnosno potencijalni muski roditelji analiziranih embrija
u uvjetima slobodnog oprasivanja u kojem majéinska biljka ima moguénost izbora peludi
razli¢itih sorti te broj embrija dodijeljen potencijalnim oprasivac¢ima u 2019. i 2020. godini,

prikazani su u Tablici 21.
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Tablica 21. Broj embrija dodijeljen potencijalnim opraSiva¢ima u 2019. i 2020. godini.
Definirani pragovi LOD vrijednosti = 2,29 za 2019. godinu; 1,11 za 2020. godinu.

- Broj embrija s LOD vrijednosti ~ Broj embrija s LOD vrijednosti
Sorta potencijalni

. ovise praga ispod praga
oprastvac 2019 e g2020 2019 2020
‘Alveriano grionl’ 3 2 0 0
‘Canino’ 0 0 0 0
‘Chemlali’ 0 1 2 0
‘Cipressino’ 49 9 6 0
‘Colombino’ 2 1 1 0
‘Drobnica’ 13 25 6 0
‘Farga’ 2 8 0 0
‘Fasolino’ 5 8 0 0
‘Favarol’ 3 6 0 0
‘Frantoio’ 1 0 0 0
‘Grignan’ 4 6 0 0
‘Karbuncela’ 0 8 0 0
‘Koroneiki’ 5 15 0 1
‘Lastovka’ 0 0 0 0
‘Leccino’ 0 1 0 0
‘Levantinka’ 92 79 55 0
‘Maurino’ 1 0 0 0
‘Moraiolo’ 7 3 0 0
‘Oblica’ 3 11 0 0
‘Oli_Vastra ’ 2 13 0 0
Seggianese
‘Parmesana’ 7 2 5 0
‘Pendolino’ 1 1 0 0
‘Picholine’ 1 0 0 0
‘Rosciola’ 6 0 1 0
‘Santa Caterina’ 0 2 1 0
Sigoise’ 13 5 5 1
‘Taggiasca’ 1 1 0 0
Ukupno 221 207 82 2

U 2019. godini, sorte “Cipressino’ i ‘Levantinka’ identificirane su kao vode¢i donori
peludi za sortu ‘Lastovka’ (Tablica 21). U 2020. godini, ‘Levantinka’ je ostala najzastupljeniji
donor peludi, a nakon nje najve¢i broj embrija dodijeljen je sorti ‘Drobnica’. Udio embrija
dodijeljenih sorti ‘Cipressino’ iznosio je 22,17 %, a za sortu ‘Levantinka’ 41,63 % u 2019.
godini. U 2020. godini sorta ‘Levantinka’ bila je potencijalni muski roditelj 38,16 % embrija,
a sorta ‘Drobnica’ 12,07 %. Nadalje, u 2019. godini, unato¢ LOD vrijednostima ispod

definiranog praga za pouzdanu identifikaciju potencijalnih oprasivaca, sorta ‘Cipressino’
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identificirana je kao najvjerojatniji donor peludi za 6 embrija, a sorta ‘Levantinka’ za 55
embrija. Osim prethodno spomenutih sorti, u 2019. godini kao donori peludi kod 5,88 %
embrija zabiljezene su i sorte ‘Drobnica’ te ‘Sigoise’, kao i sorte ‘Moraiolo’ i ‘Parmesana’ od
kojih je svaka zastupljena kao oprasivac 3,17 % embrija. Bitno je naglasiti da nasadu nalazi
samo jedno stablo sorte ‘Parmesana’ (Tablica 22). U 2020. godini, sorte ‘Koroneiki’, ‘Oblica’
te ‘Olivastra Seggianese’ takoder su primijeceni kao visoko zastupljeni potencijalni oprasivaci
embrija u postotku od 7,25 %, 5,31 % te 6,28 %. lako je zastupljena sa samo jednim stablom u
nasadu, sorta ‘Koroneiki’ bila je visoko zastupljen potencijalni roditelju 2020. godini, au 2019.
godini bila je identificirana kao potencijalni oprasiva¢ 2426 % embrija."Uz spomenute sorte,
sorte ‘Alveriano grionl’, ‘Canino’, ‘Karbuncela’ takeder su bile zastupljene sa samo jednim
stablom u nasadu. Od navedenih sorti, nijedanhembrij nije, bie rezultat opraSivanja sorte
‘Lastovka’ sortom ‘Canino’ u obje eksperimentalne godine. U 2019. godini sorta ‘Karbuncela’
nije bila potencijalni roditelj nijednog embrija, dok je u 2020. godini 8 embrija nastalo kao
rezultat oprasivanja sortom ‘Karbuné€ela’. Sorti ‘Alveriano grionl’ roditeljstvo jededijeljeno za
3 embrija u 2019. godini, a u 2020: godini za 2 embrija. U obje godine, nijedan embrijnije bio

rezultat samooplodnje, Sto ukazuje na snazan‘odgovor samoinkompatibilnosti sorte ‘Lastovka’.

Analize korelacije pokazale supstatisticki znacajnu povezanost izmedu broja embrija
dobivenih oprasivanjem,i oplodnjom sorte ‘Lastovka’ s odredenim donorom peludi i broja
stabalakojima je svaki potencijalni donor peludi zastupljen u nasadu u2019. godini (Tablica
22). U ovoj analizi, ukljucena je i sorta ‘Lastovka’ kao petencijalni donor peludi, ¢ime se
ukaztjema moguci slucaj samooplodnje. Koeficijent kerelacijesiznosio je r = 0,478 (p < 0,05).
U slucaju iskljucenja sorte ‘Lastovka’ iz analize obzirom na prethodne rezultate koji potvrduju
samoinkompatibilnast navedene sorte koeficijent korelacije iznosio je r = 0,483 (p < 0,05), dok
jewu 2020. godini utvrdena pozitivna vrijednost povezanosti u oba slucaja, no ona nije bila
statisticki znacajna (r = 0,151 i"r'= 0,156 u slucaju iskljucenja sorte ‘Lastovka’ iz analize).
Takoder, udaljenost najblizeg stabla odtedenog potencijalnog donora peludi 1 srediSnjeg stabla
sorte ‘Lastovka’ statisticki jesznacajno ‘utjecala na broj embrija dobivenih oprasivanjem i
daljnjom oplodnjom s odredenom sortom donorom peludi. Koeficijenti korelacije iznosili su r
=-0,393 (p < 0,05) za 2019. godinu i r =-0,595 (p < 0,05) za 2020. godinu u sluc¢aju iskljuc¢enja
sorte ‘Lastovka’ iz analize. U 2019. godini, kada je sorta ‘Lastovka’ uklju¢ena u analizu kao
potencijalni donor peludi, utvrdena je negativna vrijednost povezanosti, no ona nije dosegla
razinu statisticke znacajnosti (r = —0,328), dok je u 2020. godini je utvrdena znacajna

povezanost r = —0,508 (p < 0,01). Takoder, provedena je i analiza korelacije broja embrija
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dobivenih opraSivanjem i daljnjom oplodnjom s odredenom sortom donorom peludi i broja
zajednickih dana u cvatnji pojedinog potencijalnog oprasivaca sa sortom ‘Lastovka’, a rezultati
su potvrdili pozitivhu vrijednost uz izostanak znacajne povezanosti u obje eksperimentalne

godine (r = 0,01 za 2019. godinu i r = 0,141 za 2020. godinu).

Tablica 22. Popis potencijalnih oprasivaca, broj stabala oprasivaca,u nasadu, udaljenost
najbliZeg stabla sorte opraSivaca od srediSnjeg stabla sorte ‘Lastovka’i(im), broj embrija s LOD
vrijednosti iznad definiranog praga u 2019. 1 2020. godini dodijeljenih odredenem oprasivacu
te ukupan broj dana u cvatnji pojedinog potencijalnog oprasivaca sa sortom ‘Lastovka’. Podaci

su koriSteni u korelacijskoj analizi.

i Udaljenost od Broj embrija s
Broj srediSnjeg LOD vriiednosti Zajed_qiéki dani u
Sorta potencijalni stabalau  stabla sorte™ . dd fJ - cvatnji sa sortom
oprasivac nasadu ‘Lastovka’ zhad getiniranog ‘Lastovka’
(m) praga
2019 2020 2019 2020

‘Alveriano grionl’ 1 162,86 3 2 5 4
‘Canino’ 1 165,02 0 0 2 3
‘Chemlali’ 2 156,40 0 1 5 7
‘Cipressino’ 100 135,92 49 9 5 4
‘Colombino’ 2 123,20 2 1 4 4
‘Drobnica’ 26 18,50 13 25 5 5
‘Farga’ 2 149,71 2 7 4 6
*Fasolino’ 2 155,69 5 8 5 5
‘Favarol’ 6 98,80 3 6 5 4
‘Frantoio’ 5 75,49 1 0 6 6
*Grignan’ 4 90,82 4 6 3 4
‘Karbuncela’ 1 47,70 0 8 1 2
‘Koroneiki’ 1 92,00 5 15 6 8
‘Lastovka’ 13 / 0 0 / /
‘Leccino’ 13 83,08 0 1 4 3
‘Levantinka’ 13 5,80 92 79 5 6
‘Maurino’ 4 130,28 1 0 8 7
‘Moraiolo’ 6 105,96 7 3 4 6
‘Oblica’ 26 5,80 3 12 6 6
‘Olivastra Seggianese’ 4 145,99 2 13 5 4
‘Parmesana’ 1 124,64 7 2 6 4
‘Pendolino’ 6 177,77 1 1 5 4
‘Picholine’ 2 154,38 1 0 6 7
‘Rosciola’ 4 114,46 6 0 7 4
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4.5. Transkriptomska analiza nakon samooprasivanja i stranooprasSivanja cvjetova
masline

Nakon provedenih kontroliranih tretmana samooprasivanja sorte ‘Oblica’ te
stranoopraSivanja sorte ‘Oblica’ s peludi sorte ‘Levantinka’, provedena je transkriptomska

analiza tkiva tucka s ciljem utvrdivanja razlika u genskoj ekspresiji.

4.5.1. 1zolacija i kvantifikacija ukupne RNA

Izolacija RNA provedena je iz 18 uzoraka tkiva tuckasorte “Oblica’, koji su ukljucivali
tretmane samooprasivanja i stranooprasivanja. U daljnji proces sekvenciranja bilo je ukljuc¢eno
ukupno 6 uzoraka zadovoljavajuée ¢istoce, koncentracije I kvalitete (Tablica 23). Uzorci 2 i 16
uzeti su s istoga stabla kao 1 uzorci 4 1 7 (Tablica 2), Sto se uzeledi obzir u daljnjoj statistickoj
obradi podataka dobivenih sekvenciranjem. Koncentracija RNA spektrofotometrijski je

odredena uz pomo¢ uredaja NanoPhotometer N60 (Implen, Njemacka).

Tablica 23. Rezultati dobiveni analizom svihizeliranih RNA molekula (koncentracija (ng/uL);
omjer apsorbancija 260/280_i,260/230; volumen (uL) te kolicina RNA (f1g)). Plavom bojom
oznaceni su uzorci koji su zadovoljili kritertje Cistoce 1 koncentracije ukupne RNA te su mogli

biti ukljuceni u daljnju pripremu cDNAknjiznica za sekvenciranje:

Uzorak Koncentracija RNA 260/280 260/230 Volumen Koli¢ina RNA
(0g/ud) ((15) (ng)
1 286,8 2,204 2,454 22 6,309
I 2 221,5 2,187 2,028 20 4550 |
3 158,00 2,188 2,158 20 3,160
| 4 210,1 2,193 2,215 21 4,4121
221,2 2,208 2,446 21 4,7712
6 358,9 2,215 2,423 20 7,178
| 7 1448 2,181 1,89 20 2,896 |
8 137,6 2,176 1,581 22 3,0272
9 110,6 2,18 1,948 22 2,4332
10 46,1 2,2 0,507 20 0,922
| 1 91,4 2,169 2,293 22 2,0108 |
12 85,2 2,188 1,99 21 1,7892
13 50,5 2,22 1,309 22 1,111
I 14 16&3 2,191 2,284 21 3,4398 I
d& 314.9
16 1218 2,165 2.677 21 2.5578
17 101,7 2,181 1,423 22 2,2374
18 100,3 2,214 0,328 22 2,2066

93



4.5.2. Kontrola kvalitete podataka dobivenih sekvenciranjem

Rezultati sekvenciranja, odnosno dobivena ocitanja (engl. reads), predstavljaju
sekvence transkripata aktivnih gena u analiziranim uzorcima. Sekvenciranje jeqprovedeno na
NovaSeq 6000 Illlumina platformi, pri ¢emu je ukupno generirano 470,4 x 10° klastera Koji su
zadovoljili lllumina filtere kvalitete (Tablica 24).

Tablica 24. Broj klastera koji su zadovoljili Illumina filtere kvalitete.

Uzorak PF
2 78 862 374
4 52 714,939
7 95 083179
11 89 853 313
14 83482 469
16 70419 715

Ukupno 470 415 989

Udio PF sekvenci u odnosu na ukupne (neobradene) klastere iznosio je vise od 77 %,
Sto ukazuje na visoku ucinkovitost sekvenciranja. FASTQ datoteke, kori§tene za  daljnju
analizu, sadrzavale su 4sklju¢ivo o€itanja iz klastera koji su prosli Illumina filtere'kvalitete.
Proces sekvenciranja protekao,je uspjesno te je generiran veliki broj visokokvalitetnih ocitanja,

iako je zabilljezena neujednacenost u broju ocitanja po uzoeku.

Ksvaliteta neobradenih sekvenci provjerena je pomocu programskog alata FastQC.
Kvaliteta ocitanja svake baze odreduje se na temelju pridruZzene Phred vrijednosti, koja se
izraZzava na logaritamskoj skali i predstavlja vjerojatnost pogreske u ocitanju pojedine baze.
Vise Phred vrijednosti ukazuju na vecu pouzdanost ocitanja odredene baze; primjerice,
vrijednost 30 odgovara jednoj pogresno odredenoj bazi na 1000, odnosno preciznosti od 99,9
%.

Rezultati analize pokazali su da su ocitanja baza u svim uzorcima bila vrlo visoke
kvalitete, pri ¢emu je ukupna kvaliteta sekvenci, odredena na temelju pouzdanosti o€itanja
svake baze, bila zadovoljavajuca za daljnju obradu podataka. Tijekom sekvenciranja ponekad
dolazi do nemogucénosti oCitanja odredene baze, koja se u sekvenci oznacava slovom ,,N*.
Tijekom procesa uklanjanja adaptera (engl. trimming), sekvence duljine od 35 nukleotida,
sastavljene isklju¢ivo od adaptorskih sekvenci o0znacene su nizom od 35 ,,N*. U svrhu kontrole

kvalitete, provjeren je i udio ,,N“ o¢itanja u sekvencama. Nijedan uzorak nije pokazao negativne
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efekte uzrokovane gubitkom baza, $to ukazuje na stabilnost i to¢nost sekvenciranja svih

uzoraka.

Kontrola kvalitete ukljucila je i analizu distribucije duljina sekvenci. Nakon procesa
demultipleksiranja i uklanjanja adaptorskih sekvenci, ve¢ina o€itanja u uzorcima bila je'duljine
oko 100 nukleotida.

Analiza 1 identifikacija mogucih kontaminacija u sekvenciranim uzoreima potvrdila je

da se svi uzorci odnose na vrstu Olea europaea L. te da nije utvrdena prisutnost kontaminacija.

U Tablici 25 prikazani su rezultati sekvenciranja/koji ukljucuju poravnanje sekvenci s
referentnim genomom masline (Olea europaea L., PRINA350614). Poravnata ocCitanja (engl.
gene counts) predstavljaju broj ocitanja koja su mapirana na specificne egzone u referentnom
genomu. Neporavnata ocitanja (engl. no feature) oznacavaju broj o€itanja kojadsa, mapirana
izvan specificnih egzonskih regija i pripadaju intronima’ili drugim nepoznatim dijelovima
genoma. Preklapajuca ocitanja (engl. ambiguity) predstavljaju broj o€itanja koja su mapirana
na vise specifi¢nih egzonskih regijakojepripadajurazlicitim genima. Postotak (%) jedinstvenih
ocitanja (engl. proportion/Of reads aligned«to a unique position, % uniq) oznacava postotak
o€itanja koja su mapirana na jedinstveno, to¢no odredeno mjestoou genomu masline, u odnosu

na broj ocitanja koejassu. proslafiltere kvalitete.

Tablica 25. Rezultati RNA sekvenciranja i poravnanja sekvencicna anotirane gene referentnog

genoma masline.

Uzorak Povrfavngta Nepgravnata Prekl_apaj_'uc’a % jedinstyenih

oCitanja oCitanja ocitanja oCitanja
2 71322 253 8 260 258 75 445 83,78 %
4 63 560 691 6679 321 66 954 84,22 %
7 68 660 153 6 797 846 70018 84,06 %
11 60 853 931 5472 691 65 215 84,19 %
14 52 433733 6092 145 59 553 83,19 %
16 38673 305 4 447 851 51101 81,90 %

Zakljucno, rezultati su ukazali na izvrsnu kvalitetu poravnanja, s visokom stopom jedinstvenih
ocitanja. Veéina ocitanja bila je pravilno mapirana na specificne egzonske regije, ¢ime je

osigurana precizna i pouzdana analiza transkriptoma.
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Dobivene sekvence uspjesno su poravnate na 36 600 gena identificiranih i anotiranih u
referentnom genomu masline. Cjelokupni popis gena dostupan je na poveznici
https://bit.ly/doktorskirad RabotegBozikovié.

4.5.3. Analiza funkcionalne anotacije gena

Analiza funkcionalne anotacije ukupno 36 000 eksprimiranih gena, temeljena na
klasifikaciji prema COG bazi podataka, pokazala je da je najveéiiudio gena'(31,2 %; 11 232
gena) pripao funkcionalnoj kategoriji ,,Stani¢ni procesi i signalizacija“sSlijedile su kategorije
»Slabo okarakterizirani geni* (28,57 %), ,,Metabolizam* (23,84 %) te ,,Pohrana i obrada
informacija* (17,96 %).

lako su ¢inili vrlo mali udio od ukupnog breja gena, 0,1 % sekvenci dodijeljen je
nedeterminiranim genima koji predstavljaju potencijalne erfanske gene (engl. orphan, genes)
koji nemaju homologne gene s drugim vrstama i ¢ija funkcija josS uvijek nije poznata. Prethodna
istrazivanja pokazala su da orfanski geni mogu €initi znacajan udio genoma pojedinih vrstaj i

do 30 % od ukupnog broja genax(Pereira.i sur., 2024).

Unutar navedenih funkcionalnih kategorija, geni mogu ebavljati specifiéne funkcije,
0visno 0 svojoj uleziu, bioloskim procesima. Na Slici 28 prikazani su rezultati"funkcionalne
anotacije koji/prikazuju raspodjelu broja anotiranih gena prema jasne. definiranim COG
kategorijama. Najzastupljenija COG kategorija ,;Predvidanje‘opce funkcije* obuhvatila je 10
286 gena, odnosno 28,57 % od ukupnog broja'gena. Shijedile sukategorije ,, Transkripcija“ (8,88
%; 3195 gena) te',,Posttranslacijske modifikacije, degradacija proteina, Saperoni (8,82 %; 3175
gena). Nadalje, ,,Mehanizmima prijenosa signala“ pripalo je 2781 gena (7,73 %), a ,, Transportu
1 metabolizmu ugljikohidrata® 2183 gena (6,06 %).
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4.5.4. Analiza diferencijalne ekspresije gena

U analizi diferencijalne ekspresije gena izmedu dva razliCita tretmana, samooprasivanja i

stranoopraSivanja, koriStena su dva paketa programskog jezika R, DESeq2 1 Edge ilj analiza

prilagodena p-vrijednost (padj) iznosila manje od 0,05 (<0,05).

Pomo¢u DESeq2 alata identificirano je 19 gena Kkoji 3 sticki  znacajnu

diferencijalnu ekspresiju izmedu tretmana. Analiza p

a%

edgeR potvrdila je
postojanje 12 zajednickih gena koji su bili znac
(Slika 29).

primirani u obje analize

A 4

od ¢ega 17 gena sa smanjenom ijom te 2 gena s pojacanom ekspresijom.
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Slika 30. Grafi¢ki prikazlogaritamskirtransformirane prilagodene p-vrijednosti (y=0S) u odnosu
na promjene ekspresije 10g2EC (x-0s). Crvenim tockama prikazani su genivsa smanjenom

ekspresijom, dok je plavom bojom prikazano svega 2 gena's pojaéanom ekspresijom.

Od svih gena, samo gend OC111393867, ne kodira za protéine, ve€ je oznacen kao ncRNA
(engl: non-coding RNA). Od ukupnog broja gena,»17 ‘genarje imalo negativnu log.FC
vrijednost, $t0 upucuje na povecanu ekspresiju tih gena ukompatibilnom O x L tretmanu. Samo
dva ngena Jimala ¢su pozitivnu logsFC wrijednest, odnosno povecanu ekspresiju u
nekompatibilnom O x O tretmanu. Dobiveni rezultati ukazuju na mogucénost da pojacana
ekspresija navedenih citokroma‘ima ulogu u blokiranju oplodnje u nekompatibilnom tretmanu.

Potpuni nazivi gena premasengleskom jeziku navedeni su u Tablici 26.
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Tablica 26. Popis diferencijalno eksprimiranih gena dobivenih usporedbom gena izmedu dva

razli¢ita tretmana O x O / O x L slozZenih prema padaju¢im log2FC vrijednostima.

Opis gena Lokus log2FC padj
1 cytochrome P450 83B1-like LOC111384607 2,52
2 cytochrome P450 83B1-like LOC111370351
3 major pollen allergen Lig v 1-like LOC111375309
4 nekarakteriziran gen LOC111393867
5 major pollen allergen Ole e 1 LOC111407021 ,58% 10710
6 major pollen allergen Ole e 1-like LOC111406051 ,64 x 1071
7 major pollen allergen Ole e 1-like LOC111404023 8,53 x 1071
8 major pollen allergen Lig v 1 523 x 1071
9 cytochrome P450 78A5-like 5,29 x 1073
10 major pollen allergen Lig v 1-like 1,01 x 102
11 receptor-like protein kinase ANXUR1 5,27 x 10713
12 major pollen allergen Ole e 1-like
13 major pollen allergen Ole e 1-like
14 major pollen allergen Ole
15 anther-specific protein LAT52-like
17 j ke

ol
© ™

4,71 x 104
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Tablica 27 prikazuje usporedbu diferencijalno eksprimiranih gena s homolognim genima
identificiranim u drugim biljnim vrstama. Ova usporedba omogucuje bolju funkcionalnu

interpretaciju njihovih mogucih uloga, $to ¢e biti detaljnije obradeno u poglavlju ,,Rasprava‘.

Tablica 27. Homologni geni diferencijalno eksprimiranih gena u razli¢itim biljnim vrstama i

njihova funkcija.

Gen Vrsta Funkcija Referenca

oopersicum  peluci 6 ras pelucif b Tengsur, 2002
e Twell 1'sur., 1989
L. mjesinica

Anther-specific
protein LAT52-like

Bak i sur., 2001.;
Arabidopsis  Proizvodnja glukozinolata i~ Bak i Feyereisen,
thaliana (L.) biosinteza auksina; 2001.;
Heynh otpornost na patogene Barlier i sur., 2000.;
Naur i sar:, 2003.

Cytochrome P450
83B1-like

Adamski i'sur,
Arabidopsis Regulator rasta biljnih 20.09';.
Cytochrome P450 . ) Anastasioui sur.,
. thaliana'(L.) Qrgana; otpornost na ) .
78A5-like . Y T 2007.; Cornet.i
Heynh bioti€ke i abiotiCke stresove \
sur.2021;
Jiang'i sur.2021.
Major pollen Ligustrum Ukljuceni u rast peludnih Batanero i sur.,
allergen Lig & 1-like vulgare L. mjesinica 1996.
Regulacija procesa prije
klijanjapeludi, formiranje,
Major pollen Olea 5|gnaI|zaC|J.a| N rp.Je.ravanJe Alché i sur., 1999.;
peludnih mjesinica, -
allergen Ole e'1 europaea L. b . Alché i sur., 2004.
odrZavanje osmotskog
gradijenta unutar peludnih
mjesinica
. . Arabidopsis Regulacija integriteta Boisson-Dernier i
Receptor-like protein . s .. : sur., 2009.
. thaliana (L) stanic¢ne stijenke i rasta . e
kinase ANXUR1 R Miyazaki i sur.,
Heynh peludnih mjeSinica 2009
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5. RASPRAVA

U ovom poglavlju objedinjeni su i interpretirani rezultati koji pruzaju sveobuhvatan uvid
u reproduktivnu biologiju masline (Olea europaea L.), a obuhvaéaju analizi feneloskih i
klimatskih ¢imbenika, reproduktivnih procesa u cvijetu masline, idéntifikaciju najuspjesnijih
donora peludi sorte 'Lastovka' i ‘Oblica’ u uvjetima slobodnog oprasivanja primjenom metoda
koje ukljucuju pracenje procesa u cvijetu, mikrosatelitne biljege A4 roditeljski testte analizu

ekspresije gena ukljucenih u mehanizme samoinkompatibilnosti.

Pocetak razdoblja cvatnje razlikovao se izmedu sorti. U2019. 1 2021. godini cvatnja je
zapocela istoga dana, 14. svibnja, dok je u 2020. godini cvatnja zapocela pet dana ranije, 9.
svibnja. Tijekom zimskog razdoblja koje prethodi evatnji, stabla’'masline trebaju biti izlozena
niskim temperaturama radi akumulacije hladnoce potrebne za prekid mirovanja (dormancija) i
nastavak razvoja cvjetnih pupova (Orlandi i sur., 2004). Temperaturni prag od 7,2 °C, prema
Rallo i Martin (1991), smatra se uéinkovitomyza ispunjenje zahtjeva za akumulacijom niskih
temperatura i prekid mirovanja, ¢ime s€ omogucuje nastavak razvoja cvjetnih pupova.\Nakon
dormancije, pupovi su spremni za aktivacijucvatnje i akumulaciju toplinskih jedinica potrebnih
za pocetak metaboli¢ke aktivnosti 1'tazvoj cvatova. Budu¢i da su toplinski zahtjevi genetski
odredeni, razli¢ite'sorte, pokazuju varijacije u zahtjevima za akumulacijom niskih i visokih
temperatura zraka, sto dovodi do razlika u fenoloSkom(razvoju i vremenu pocetka cvatnje

(Alcala ifBarranco, 1992; De Melo-Abreu i sur.,2004).

U ranijim,istrazivanjima fenologije masline koristeni su razliciti temperaturni pragovi
za izracun vrijednosti akumuliranih toplinskih 1“hladnih jedinica, koji odrazavaju razlike u
metodoloskim pristupima 1 klimatskim uvjetima istraZivanih podrucja. Primjerice, Vuletin
Selak i sur. (2018) koristili su tri graniéne temperature za izracun toplinskih jedinica (9 °C, 11
°C i 12,5 °C) koje su potrebne razli¢itim sortama maslina u Hrvatskoj, dok su Galan i sur.
(2005) predlozili optimalie temperaturne pragove ovisno o regiji uzgoja u Spanjolskoj:

Cordoba (12,5 °C), Malaga (10 °C), Priego (5 °C), Jaén (7 °C).

Analiza temperaturnih zahtjeva masline temeljena na vrijednostima akumuliranih sati
toplinskih jedinica (GDH) pri pet temperaturnih pragova (8 °C; 9,2 °C; 10 °C, 11 °C i 12,5 °C)
te akumuliranim satima hladenja (CH) za temperature ispod 7,2 °C u ¢etiri vremenska razdoblja
(CHZ1 studeni-sijecanj; CH2 studeni-veljac¢a; CH3 studeni-ozujak; CH4 studeni-travanj) te broju
dana u godini od 1. sije¢nja do pocetka razdoblja cvatnje (DPC), pokazala je jasne razlike

izmedu sorti u fenoloSkom odgovoru. Analiza stabla odluke omogucila je grupiranje sorti
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masline u tri skupine: (i) sorte s ranom cvatnjom, (ii) sorte s kasnom cvatnjom, (iii) sorte s
fenoloSkom plasti¢nosti. Rezultati su pokazali da je varijabla GDHI1 imala najveéu
diskriminacijsku snagu, buduci da je jasno razdvojila sorte s ranijom i kasnijom cvatnjom. Sorte
koje su do pocetka cvatnje akumulirale vise od 7427.1 sati toplinskih jedinicaveéi (GDH11 >
7427.1) cvjetale su kasnije, dok su one s nizim vrijednostima ostvatile raniji pocetak cvatnje
(Slika 22). Sorta ‘Karbuncela’ dosljedno je svrstana u skupinu sorti s kasnem cvatnjom, dok je
sorta ‘Santa Caterina’ pripala skupini sorti s ranijom cvatnjom u trogedisnjem razdoblju (2019.-
2021.), s manjom koli¢inom akumuliranih sati toplinskih jednica potrebnih za pocetak cvatnje.
Obje sorte karakterizira stabilan fenoloski odgovor ifvisoka etpornost na temperaturne

oscilacije, §to odrazava njihovu nisku fenolosku plasticnost.

Vrijednosti akumuliranih sati toplinskih jedinica pri temperaturnom pragu od 12,5 °C
pokazale su se iznimno vaznima za razlikovanje sorti unutar skupine sorti s ranijom evatnjom.
Taj temperaturni prag omogucio je jasfim,podjelu izmedu sorti s ranim cvjetanjem 1 onih s
promjenjivim pocetkom cvatnje. Alcala /1 Barranco (1992) su istaknuli da upravo 12,5 °C
najbolje opisuje fizioloski odgovor masline tijekom razvoja cvijeta, dokisu Rallo“i Martin
(1991) utvrdili da ta temperatura, omogucuje zavrSetak akumulacije niskihntemperatura i
predstavlja optimalan temperaturni prag za nastavak rasta i diferencijaciju cvjetnth pupova.
Vaznost varijable’GDHI12,5 urovom istrazivanju potvrduje fiziolosku ulogu temperature od
12,5 2€ kao grani¢nog praga kljucnog za prelazak pupova'iz stadija'mirovanja u aktivno stanje,

¢ime se objasnjavaju razlike u vremenu pocetka cvatnje medua sortama.

Akumulaeija hladnih sati izra¢unata je pomocu “Chilling hours’ modela (< 7,2 °C), koji
je potvrden kao najprikladniji za procjenu Zahtjeva za niskim temperaturama u mediteranskim
klimatskim‘uvjetima (Rojo i sur., 2020). Budugi da su zime u mediteranskom podrucju blage,
nizi temperaturni prag od 7,2 °C pokazao se dovoljno osjetljivim za detekciju stvarne
izlozenosti pupova ucinkovitim niskim temperaturama potrebnima za prekid dormancije. Ipak,
analiza stabla odluke pokazala je da varijable povezane s akumulacijom hladnih sati (CH) nisu
imale znacajnu ulogu u razdvajanjucsorti, dok su vrijednosti akumuliranih sati toplinskih
jedinica predstavljale glavni kriterij klasifikacije (Slika 22). Sli¢ne rezultate zabiljezili su i Rojo
i sur. (2020) te El Yaacoubi i sur. (2014), koji su istaknuli vazniju ulogu toplinskih zahtjeva u

odredivanju pocetka cvatnje u odnosu na zahtjeve za niskim temperaturama.

Grupiranje sorti u skupinu ranog cvjetanja, srediSnju skupinu sorti koje pokazuju
izrazenu fenolosku plasti¢nost i skupinu kasnog cvjetanja pokazala je relativnu stabilnost kroz
promatrano razdoblje (2019.-2021.). Sorte ‘Chemlali’, ‘Farga’, ‘Koroneiki’, ‘Lastovka’ i
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‘Maurino’ pripale su skupini sorti s ranijom cvatnjom u 2019. i 2021. godini, dok su u 2020.
godini pokazale pomak prema skupini sorti s fenotipskom plasti¢nosti, ¢ime su ukazale na
sposobnost djelomicne prilagodbe promjenjivim uvjetima prije cvatnje. Veci broj sorti zadrzao
se nerazdvojen u srediSnjem dijelu stabla odluke. U toj su skupini bile zastupljene sorte
‘Alveriano grionl’, ‘Cipressino’, ‘Colombino’, ‘Drobnica’, ‘Fasolifie’, ‘Favarol’ /‘Franteio’,
‘Levantinka’, ‘Moraiolo’, ‘Oblica’, ‘Olivastra Seggianese’, ‘Parmesana’,  ‘Pendolino’,
‘Picholine’, ‘Rosciola’ koje su tijekom ¢itavog promatranog razdoblja (2019.-2021.) pripale
skupini sorti s izrazenom fenotipskom plasti¢nosti. Njihova zadrZana pozicija u srediSnjem
dijelu stabla odluke pokazuje da GDH, CH i DPC vrijedngsti nisu bile doveljno divergentne da

bi omoguéile njihovo razdvajanje u skupine ranih ili kasnih sorti.

Cvatnja masline u mediteranskom podrucju odvija se iZmedu kraja travnja i pocetka
lipnja. Porast temperature tijekom zime i proljeca poti¢e raniji pocetak cvatnje. Klasterska
analiza provedena u ovom istrazivanjumaebjedinjenim podacima za razdoblje od 2019.-2021.
godine omogucila je grupiranje /sorti masline prema sli¢nostima u GDH,"CH i DPC
vrijednostima. Dobiveni rezultati pokazuju da se isti ili slican datum poc€etka cvatnje,moze
ostvariti pri razli¢itim CH‘1 GDH wrijednostima, $to potvrduje da njihov ucinak na fenologiju

cvatnje nije linearan.

PrimjeriCe, kasnija cvatnje (142. dan) zabiljeZena jedspriniskim GDH uz prosjecne CH
vrijednosti (klaster<0), kaa i pri visokim GDH uz visoke CH vrijednosti (klaster 2). U prvom
sluc¢aju, unato¢ doveljmoj akumulaciji CHs ogranicena“akumulacija GDH tijekom proljec¢a
usporilaje prijelaz pupova u aktivnu fazu rastag$to je rezultiralo kasnijim poc¢etkom cvatnje. U
drugom slucaju, iako su vrijednosti GDH bile visokeydugo'i hladno zimsko razdoblje uz visoku
akumulacijo CH moglo je produljiti trajanje dormancijey ¢ime je odgoden fizioloski odgovor i

pocetak cvatnje.

Suprotno tome, rana cvatnja, (131. i 134. dan) je zabiljeZena pri niskim CH
vrijednostima, ali uz razlicite toplinske zahtjeve, od prosje¢nih (klaster 1) do visokih (klaster
3) GDH vrijednosti. Kod prve kembinacije, iako razdoblje akumulacije hladnih sati nije bilo
izrazeno, umjereno visoke proljetne temperature omogucile su aktivaciju pupova i rani pocetak
cvatnje. U drugoj kombinaciji, vrlo visoke GDH vrijednosti omogucile su raniji pocetak cvatnje
unato¢ nedostatku hladnih sati, jer su visoke temperature ubrzale akumulaciju toplinskih

jedinica tijekom blage zime.
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Sli¢no, klasteri 4 1 5 razlikovali su se samo jedan dan u pocetku cvatnje, premda su imali
razli¢ite kombinacije GDH i CH (vise CH i prosjecne GDH u klasteru 4, naspram prosje¢nih
CH 1 najnizih GDH u klasteru 5). U klasteru 4, visa akumulacija CH vjerojatno je produljila
fazu zimskog mirovanja, ali je nakon ispunjenja zahtjeva za niskim temperaturama omogucila
brzi izlazak pupova iz dormancije pri porastu temperatura. U klasteru 5, iako je akumulacija
toplinskih jedinica bila niska, dovoljan broj akumuliranih hladnih satiremogucio je/prekid

dormancije.

Za razliku od rezultata Alcala i Barranco (1992) te Vuletin Selak i sur. (2018), prema
kojima je najmanja vrijednost akumuliranih hladnih jedinica bila povezana s najranijim
pocetkom cvatnje, dok su kasniji datumi cvatnjé bili zabiljezeni u godinama s vecom
akumulacijom hladnih jedinica, u ovom istrazivanju zabiljezen jé nelinearan odnos izmedu CH
i GDH vrijednosti koji odreduje vrijeme pocetka cvatnje. Kasnija cvatnja moze nastupiti i pri
niskim i pri visokim GDH vrijednostima$to ukazuje na slozen i nelinearan fizioloski edgovor

masline na temperaturne promjene;

U 2020. godini zabiljéZzene su najnize vrijednosti akumulacije hladnih sati, kada su
zimske temperature bile,viSe u odnosu na preostale godine istrazivanja. Unato€ teme, Cvatnja
je nastupila ranije, $to se moZe objasniti brzom akumulacijom teplinskih, jedinica tijekom
proljetnog razdoblja. Ovaj rezultat naglasava da dinamikasevatnje ovisi o medudjelovanju
niskih®1 visokih, temperatura zraka, pri ¢emu,se niza akumulacija hladnih jedinica moze

nadoknaditi ubrzanom-akumulacijom toplinskih jedinica:

Kao $to"jenvec ranije navedeno, sorta “Karbunéela’ pokazala je izrazitu fenolosku
stabilnost (Tablica 6) temeljenu na rezultatima stabla, odluke: Medutim, u klasterskoj analizi
svrstana je razliCite klastere (‘Karbuncela™ (2019.) 1 ‘Karbuncela’ (2021.) - klaster 2;
‘Karbuncela’ (2020.) — klaster 3)#Navedena sorta odlikuje se stabilnim fenoloskim odgovorom
i umjerenom prilagodljivoséu klimatskim uvjetima, sto odrazava njezinu genetski uvjetovanu
prirodu sorte i relativnu otpornost na temperaturne oscilacije. Sve ostale sorte mijenjale su
klastersku pripadnost izmedu godina, Sto pokazuje njihovu izraZzenu fenolosku plasti¢nost,
odnosno sposobnost sorti da prilagode dinamiku akumulacije CH i GDH promjenjivim

klimatskim uvjetima.

lako se analiziralo trogodiSnje razdoblje (2019.-2021.), rezultati klasterske analize
pokazali su da se uzorci (sorta x godina) nisu grupirali isklju¢ivo prema godinama, ve¢ prema

slicnostima u kombinacijama akumuliranih CH i GDH. Primjerice, uzorci iz 2019. godine
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rasporedili su se u vise klastera (npr. Klaster 2 i klaster 4), stoga sve sorte unutar iste sezone
nisu jednako reagirale na klimatske uvjete. Prema tome, genetski uvjetovani temperaturni
zahtjevi sorti za akumulaciju hladenja i topline, imaju znacajniju ulogu u oblikovanju

fenoloskog odgovora od medugodisnjih klimatskih razlika.

Razumijevanje mehanizama oprasivanja i oplodnje kod maslinekljucno je'za uspjesno
zametanje plodova te ostvarivanje stabilnih i visokih prinosasUspjesna’ maslinarska
proizvodnja temelji se na odabiru sorti koje su medusobno kompatibilne u vremenu cvatnje,
oprasivanju i oplodnji. U ovom istrazivanju primijenjene surrazliciteymetode za odredivanje
reproduktivne kompatibilnosti izmedu sorti masline. Amalizirani su reproduktivni procesi U
cvijetu masline (Olea europaea L.), s posebnim naglaskomma klijanje peludi na njusci tucka
dviju autohtonih sorti, ‘Oblica’ i ‘Lastovka’, prorastanje peludnih mjeSinica u vratu tucka

navedenih sorti te uspjeh oplodnje nakon oprasivanja s peludi razli¢itih sorti opraSivaca.

Genotip njuske tucka utjecad je mna uspjeh klijanja peludi sorti oprasivaca. Uspjeh
klijanja peludi sorti oprasivaca (“Lastovka’, ‘Bevantinka’ i ‘Oblica’) na njusci tucka sorfe
‘Lastovka’ u obje eksperimentalne godine (2020. 1 2021. godina) bio je opc¢enito dobar, iako su
se medu sortama oprasivacima uo€ile razlike u intezitetu klijanja na njusci tucka. lpak; u 2020.
godini, u razdoblju cvatnjessorte ‘Lastovka’ (10.—17. svibnja), zabiljezene Su vise srednje
dnevne temperature (do 23,5°°C) uz izostanak oborine, Stowje. rezultiralo kra¢im trajanjem
cvatnje i time skracenim efektivnim razdobljem oprasivanja. Takvi topliji i susni uvjeti
vjerojatno su,dovelirderbrzeg isusivanja njuske tuéka i njene smanjene prijemcivosti, ¢ime je
smanjena klijavost peludi na njusci tuc¢ka u odmesu na 2021. godinu, kada su temperature bile
umjerenije, a mikroklimatski uvjeti povoljniji za oprasivanjei oplodnju. U obje godine najbolji
uspjehklijanja postignut je pri stranooprasivanju cvjetova sorte ‘Lastovka’ (2020. s peludi sorte
‘Levantinka’; 2021. s peludi sorte ‘Oblica’). Buduéi da pelud u pocetnoj fazi klijanja Koristi
vlastite energetske rezervne tvari (Herrero, 1992), inicijalno klijanje na njusci tu¢ka ne odrazava
u potpunosti stvarnu kompatibilnost ‘izmedu genotipova, ve¢ prije svega vijabilnost peludi
pojedine sorte oprasivaca. Razlike medu opraSivacima postale su izrazenije tijekom analize
prorastanja peludnih mjeSinica kroz vrat tucka i1 uspjeha oplodnje, gdje je stranoopraSivanje s
peludi sorte ‘Levantinka’ pokazalo najbolje rezultate i ukazalo na medusortnu kompatibilnost
(Tablica 11; Tablica 12). Sorta ‘Levantinka’ istaknula se kao najprikladniji opraSiva¢ sorte
‘Lastovka’ pa se moze preporuciti proizvodacima pri planiranju novih nasada u cilju povecanja

uspjeha oplodnje i prinosa. Pelud sorte ‘Lastovka’ ostvarila je slabiji uspjeh prorastanja
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peludnih mjesinica i oplodnje u odnosu na pelud sorti oprasivac¢a u uvjetima stranooprasivanja,

Sto je bilo osobito izrazeno u 2021. godini.

Kod sorte ‘Oblica’ u obje godine istrazivanja zabiljeZzene su viSe vrijednosti svih
promatranih reproduktivnih znacajki, klijanja peludi na njusci tucka, rasta peludnih mjesinica i
uspjeha oplodnje pri stranooprasivanju sa sortama ‘Lastovka’, ‘Leceino’ 1 ‘Lévantinka’ u
odnosu na samooprasivanje, buduci da je strana pelud pokazala je ve€iuspjeh klijavosti 1 veci
udio peludnih mjeSinica koje su prorasle do dna vrata tucka, Sto je rezultiralo 1 vecim uspjehom
oplodnje. Sli¢no, u istrazivanju Vuletin Selak i sur. (2014b) kedwsvih sorti.i svih godina u kojima
je provedeno istrazivanje, pelud oprasivaca stranog genotipa bolje je klijala na njusci tucka od
peludi koja je bila istog genotipa kao i tucak. Dobivene razlike u uspjehu stranooprasivanja,
Vuletin Selak i sur. (2011) povezali su s rezultatima uspjeha zametanja plodova te utvrdili da
je sorta ‘Oblica’ kompatibilna sa sortama ‘Levantinka’i ‘Leccino’. NiZe vrijednosti klijanja
peludi pri samooprasSivanju upucuju nasaktivnost mehanizama samoinkompatibilnosti. Buduéi
da i nakon samooprasivanja ipak dolazi do klijanja vlastite peludi, a inhibicija rasta peludnih
mjeSinica nastupa tek nakon inicijalnog prorastanja, dobiveni rezultati upuéuju na to dase kod

masline mehanizam samoinkompatibilnasti odvija prema gametofitskam modelu (GSI).

U prethodnim ekspetimentima provedena su kontrolirana kriZanjasu kojima je pelud
sorti oprasivaca bila 1zravno nanesena na njuske cvjetovaserti, 'Oblica’ i ‘Lastovka’, dok je
drugi “dio ovog istrazivanja temeljen na analizi roditeljstva‘ embrija ‘nastalih u uvjetima
slobodnog oprasivanjay€ime je omogucenoatvrdivanje stvarnih kombinacija oprasivanja koje

suddovele do oplodnje i formiranja plodova u poljskim uvjetima.

Buduéi da mnoge sorte pokazuju izrazenu samoinkompatibilnost, prisutnost genetski
kompatibilnih oprasivac¢a uz glavnu sortu u nasadu, presudna je za oplodnju i produktivnost
nasada. Razvoj molekularnih mietoda, osobito analiza roditeljstva pomo¢u kodominantnih
mikrosatelitnih biljega, omogucio jesprecizno utvrdivanje kompatibilnih kombinacija sorti
masline 1 roditeljskih odnesa, kako| u oplemenjivackim programima, tako i u procjeni
ucinkovitosti oprasivanja u postejeéim nasadima (Diaz i sur., 2007; Seifi i sur., 2012; De la

Rosa i sur., 2013).

U ovom istrazivanju roditeljski test temeljen na SSR biljezima omogucio je
genotipizaciju 1 identifikaciju potencijalnih donora peludi za sortu ‘Lastovka’, pratecu sortu uz
dominantnu sortu ‘Oblica’, glavnu sortu u hrvatskim maslinicima i do sada naj¢eSce istraZivanu

sortu (Vuletin Selak i sur., 2014, 2021). Tijekom cvatnje u svibnju, cvjetovi sorte ‘Lastovka’
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bili su izlozeni slobodnom oprasivanju peludi 27 sorti masline, ukljuc¢ujucéi i vlastitu pelud
(samooprasivanje). U vrijeme berbe u 2019. i 2020. godini, DNA je izolirana iz 621 ploda s
majcCinskih stabala sorte ‘Lastovka’ prema postupku ranije primijenjenom na sortama ‘Istarska

bjelica’ i ‘Oblica’ (Baruca Arbeiter i sur., 2014; Vuletin Selak i sur., 2021).

Visoka polimorfnost i informativnost sedam koriStenih SSRy biljega omogucéila”je
preciznu identifikaciju donora peludi, potvrdivsi da paZzljivo odabran a€lativho malen.set lokusa
moze pruziti potrebnu razlu€ivost za pouzdanu analizu roditeljstva. lako je istrazivanje
provedeno u istom nasadu u obje godine, zabiljezene su razlike u broju i raspodjeli alela na
pojedinim SSR lokusima. U 2020. godini evidentirane su/nesto vise vrijednosti broja
amplificiranih alela i efektivnog broja alela, uz nezaatno visa opazenu heterozigotnost, dok je
ocekivana heterozigotnost ostala gotovo nepromijenjena u odnosu na 2019. godinu u populaciji

embrija (Tablica 19).

Svi parametri genetske varijabilnosti, bili su nizi kod embrija nego kod roditeljske
populacije, budu¢i da su svi embriji dijelili isti majcinski genotip. Kod roditeljske populacije,
izraCunata su jo§ tri dodatmanparametra: Shannonov informacijski index (1), vrijednost
vjerojatnosti identiteta (PI) i vjerojatnost iskljucenja (EP), kejinsluze za procjenuprikladnosti
primijenjenih  molekularnih, biljega™ u analizi roditeljstva: Vrijednest__Shannonovog
informacijskog/indeksa »(1=1,680) ukazuje na visoku alelnu. raznolikost i ravnomjernu
raspodjelu ucestalostt alela, $to je u skladu s visokom vrijedno§éu parametra EP (0,968), koja
potvrduje dajje odabrani set biljega bio sposoban iskljuciti@otovo sve (96,8 %) donore peludi
koji nisu imali genetsku sli¢nost s analiziranim, embrljima. Jos veca vrijednost EP (0,9968)
zabiljeZena je u istrazivanju Seifi i sur. (2012) koja dodatno potvrduje visoku diskriminacijsku
sposobnost‘SSR biljega u roditeljskim testovima. Niske vrijednosti parametra Pl ukazuju na
vrlo malu vjerojatnost pogresnog odredivanja donora peludi. Kombinacija sedam odabranih
SSR lokusa bila je dovoljna za pouzdano odredivanje donora peludi, kao i u ranijim
1strazivanjima na maslini;‘u'kojima je relativno mali broj mikrosatelitnih lokusa bio dovoljan
za pouzdane roditeljske testove (De L Rosa i sur., 2004; Mookerjee i sur., 2005; Diaz i sur.,
2007; Seifi i sur., 2012; Baruca Arbeiter i sur., 2014; Montemurro i sur., 2019; Vuletin Selak i
sur., 2021; Mariotti i sur., 2020b; Cuevas i sur., 2024a,b).

Nijedan embrij nije nastao kao rezultat samooplodnje, Sto ukazuje na snazan odgovor
koji se pripisuje samoinkompatibilnosti sorte ‘Lastovka’. Mookerje i sur. (2005) su pomoc¢u
SSR biljega analizirali roditeljstvo sorti ‘Barnea’, ‘Corregiola’, ‘Kalamata’, ‘Koroneiki’ i
‘Mission’ te su, od ukupno 800 analiziranih plodova, utvrdili da su samo dva ploda nastala

108



samooplodnjom, ¢ime je naglasena vaznost prisutnosti kompatibilnih oprasivaca za uspjesnu
oplodnju i zametanje plodova. Nadalje, analiza roditeljstva u istrazivanju Baruca Arbeiter i sur.
(2014) provedena na sorti ‘Istarska bjelica’ nije potvrdila nijedan embrij koji je nastao kao
rezultat samooplodnje, ve¢ su svi analizirani embriji potjecali od razli¢itih donofa peludi, medu
kojima su sorte ‘Leccino’ i ‘Leccio del Corno’ bile identificirane kaomajuspjesniji kompatibilni
oprasivaci sorte ‘Istarska bjelica’. Mariotti i sur. (2020b) su potvrdili odsutnost samooplodnje
kod 1440 analiziranih embrija u uvjetima slobodnog oprasivanja razlicitih sortimasline. Sli¢no
je potvrdeno i kod sorte ‘Oblica’, gdje u analizi 622 embrija takoder nije utvrden nijedan slucaj
samooplodnje, kao ni u istrazivanjima Spanjolskih sorti ‘ Arbosana’,i ‘Sikitita’ (Vuletin Selak i
sur., 2021; Cuevas i sur., 2024 a,b). Cuevas i sur. (2024b) utvrdili su medusobnu reproduktivnu
kompatibilnost sorte ‘Sikitita’ 1 sorte ‘Arbosama’. Prema rezultatima roditeljskog testa u
istrazivanju Seifi i sur. (2012), sorta ‘Kalamata’ pekazala je kompatibilnost@sa sortama
‘Barnea’, ‘Benito’ 1 ‘Katsourela’, dok je bila nekompatibilna sa sortama ‘Arbequina’, “Azapa’
i ‘Picual’. Na temelju svega navedenoga, moze se zakljuciti da maslina, neovisno o SOFti i
lokaciji istrazivanja, pokazuje izrazenu/samoinkempatibilnost te da je stranooprasSivanje 0d
presudne vaznosti za produktivnost maslinika, osobito u izoliranim nasadima I'novim uzgojnim

podru¢jima, gdje uspjeliovisi o dizajnu nasada i izboru kompatibilnihsorti masline:

Analiza roditeljstva omogucila je preciznu identifikaciju SQrti koje su sudjelovale u
opraSivanju i oplodnji sorfe ‘Lastovka’. Dobiveni rezultati jasno’su pokazali da su u 2019.
godini sarte ‘Cipressino’/i ‘Levantinka’ predstavljale vodeée donore peludi, dok je u 2020.
godini'sorta “Levantinka’ zadrzala status dominantnog, donoragaznacajnu ulogu preuzela je i
sorta ‘Drobaica’ (Tablica 21). Udio pojednih sorti u oprasivanju i oplodnji moze Se znatno
razlikovati medu godinama, iako se radi 6.1stom eksperimentalnom nasadu i istim potencijalnim

donorima peludi.

Ucinkovitost opraSivanja uyjetovana je slozenom interakcijom niza ¢imbenika, medu
Kojima se isti¢u prostorna raspodjela iybrojnost stabala kompatibilnih sorti, preklapanje u
vremenu cvatnje, kao i meteoroloski uvjeti tijekom razdoblja oprasSivanja. Posebno su znacajni
¢imbenici poput temperature zraka, koli¢ine oborine te smjera i jacine vjetra, koji neposredno
odreduju vijabilnost peludi, trajanje prijemc¢ivosti njuSke tucka te uspjeh rasta peludnih
mjesinica. Preklapanje u vremenu cvatnje pokazalo se jednim od klju¢nih preduvjeta za
ostvarivanje oplodnje (Vuletin Selak i sur., 2021). lako genetska kompatibilnost izmedu dviju
sorti postoji, oplodnja nece nastupiti ukoliko peludna zrnca dospiju na njusku tucka istrazivane

sorte izvan razdoblja njezine prijemcivosti. Stoga nedostatno preklapanje u cvatnji moze
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objasniti izostanak odredenih potencijalno kompatibilnih donora peludi u roditeljskoj analizi.
Pra¢enjem vremena cvatnje svih sorti u nasadu, potvrdeno je da su sorte identificirane kao
najuspjesniji oprasivaci imale barem djelomic¢no preklapanje u cvatnji sa sortom ‘Lastovka’,
jednom od najranije cvjetajucih sorti u nasadu. Preklapanje u vremenu cvatnje‘sorti u nasadu
vazan je ¢imbenik uspje$nog oprasivanja, ¢ak i kada se ono ne odvijajpotpuno istoviemenoyvec
se samo djelomic¢no podudara. Tako je u 2019. godini sorta ‘Lastovka’ dosegnula fazu pune
cvatnje u razdoblju od 21. do 23. svibnja, dok su sorta ‘Cipressino’/i sorta ‘Levantinka’ u punu
cvatnju usle nekoliko dana kasnije, ostvarivsi pritom 4, odnosno 6'dana preklapanja u cvatnji
sa sortom ‘Lastovka’. U 2020. godini, najucinkovitiji potencijalnioprasivaci, sorta
‘Levantinka’ i sorta ‘Drobnica’, imale su 6, odnosno 5'dana‘preklapanja u cvatnji sa sortom
‘Lastovka’. Sli¢na opazanja zabiljeZena su i u istfazivanju Biton ifsur. (2020) te Cuevas i sur.
(2024a) u kojima se cvatnja potencijalnih donora peludi djelomic¢no preklopila$a cvatnjom
glavnih sorti u njihovim nasadima, ‘Souri’ i ‘Arbosana’. U istrazivanju provedenom na sortama
‘Picual’ i ‘Barnea’, doslo je do kratkog preklapanja razdoblja cvatnje tek pri zavSetku cvatnje
sorte ‘Barnea’, a unato¢ tome sorta ‘Picuial’ bila je identificirana kao glavni donorpeludi, sto

pokazuje vaznost preklapanja efektivnog vremena oprasivanja (Shermer i sur.;2014).

Obzirom da je maslina anemofilna vrsta, vjetar predstavljakljuéni mehanizam prijenosa
peludi, a pocetakd trajanje cvatnje masline uvelike ovise o temperaturama u mjesecima koji joj
prethade te o dnevnim oseilacijama u proljetnom razdoblju (Lavee'i sur., 2002; Orlandi i sur.,
2004). Analiza meteoroloskih podataka pokazalaje da suu 2019. godini tijekom cvatnje sorte
‘Lastovka’ (18:-26. svibnja) prevladavali promjenjiviyvjetrovigs'€estim izmjenama istocnih,
juznih i sjevérnih struja (Slika 12). U/takvim uyvjetima najvec¢i doprinos ostvarile su sorte u
neposrednoj/ blizini (‘Levantinka’) te® sorte iz sjeverno smjeStenog susjednog nasada
(“Cipressino’). Presudnu ulogu imali su istoémi, idjugoistocni vjetrovi koji su pogodovali

prijenosu peludi sa sorte ‘Drobnica’ smjestene istocno od sorte ‘Lastovka’.

Unato¢ gotovo istovremenoj ¢vatnji sorte ‘Maurino’ 1 sorte ‘Chemlali’ sa sortom
‘Lastovka’, svega jedan plod usluc¢aju obje sorte u dvije godine bio je rezultat njihovog
opraSivanja sorte ‘Lastovka’. Ovakav rezultat upucéuje na vaznost prostornog rasporeda stabala
u nasadu: obje sorte bile su zastupljene tek s manjim brojem stabala i smjestene u udaljenim
dijelovima nasada, Sto je znacajno smanjilo vjerojatnost da ¢e njihova pelud dospjeti do
cvjetova sorte ‘Lastovka’, unato¢ vremenskom preklapanju u cvatnji. Sve su sorte u ovom
istrazivanju bile smjeStene unutar raspona do 250 m (Cuevas i Pinillos, 2009), $to se smatra

ucinkovitim za medusobno oprasivanje 1 oplodnju kompatibilnih sorti. Medutim,
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najucinkovitija udaljenost oprasivanja za postizanje maksimalnog prinosa smatra se izmedu 30
- 40 m (Fabbri i sur., 2004), dok su sorte ‘Maurino’ i ‘Chemlali’ bile smjeStene znatno dalje od

tog optimuma.

U istrazivanju Vuletin Selak i sur. (2021) provedenom na sorti ‘Oblica” nije utvrdena
znacajna povezanost izmedu udaljenosti stabala donora peludi od srediSnjeg/stabla sorte
‘Lastovka’ i broja embrija nastalih njihovim opraSivanjem, §to je suprotno, rezultatima ovog
istrazivanja u kojima je prikazan znacajan negativan utjecaj (2019. godina:'r = -0,393 (p <
0,05); 2020. godina: r =-0,595 (p < 0,05)). U analizi roditeljstva.embrija sorte “Istarska bjelica’
utvrdeno je da je veci broj embrija bio oploden s peludi sorte ‘Leceio del corno’, koja se nalazila

u njenoj neposrednoj blizini i time bila glavni donor‘peludi (Baruca Arbeiter i sur., 2014).

Dominantna uloga sorte ‘Levantinka’ u oprasivanju sorte ‘Lastovka’, zabiljezena u obje
godine istrazivanja, u skladu je s njezinom blizinom itelativno visokom zastupljenosti u
nasadu. Medutim, ¢injenica da se sorta ‘Oblica’, unato¢ dvostruko veéem broju stabala i
jednakoj, maloj udaljenosti od sredi$njeg stabla,sorte ‘Lastovka’ (Tablica 22), pokazala kao
izrazito slab donor peludigtipucuje na utjecaj dodatnih Cimbenika. Jedno od mogucih
objasnjenja je izrazenossvojstvo izmjenine (alternativne) €odnosti sorte ‘Oblica’s Naime,
izmjena ,,on“ i ,,0ff" godina kod navedene sorte povezana je s varijabilnimsintezitetom cvatnje
koji utjece na koli¢inu proizvedene peludi i njenu koncentragijusu. zraku te posljedi¢no na njenu
ulogu ' oprasivanju. Poznato je da koli¢ina proizvedene peludi i_intezitet cvatnje znacajno
variraju izmedu godina(Cuevas i Polito, 2004), Stesmoze objasniti slabiju zastupljenost sorte

‘Oblica™ kao petencijalnog donora peludi u analiziranim,embrijima.

Na uspjeh oprasivanja presudno utjece i brojnost stabala sorte donora peludi. To se jasno
ocitovalo na primjeru sorte ‘Cipressino’, koja seyunatoc vec¢ej udaljenosti od sorte ‘Lastovka’,
pokazala kao jedan od najucinkovitijih oprasivaca. Veliki broj stabala sorte ‘Cipressino’ u
nasadu (100) osigurao je obilnu proizvodnju peludi, stoga nizak udio embrija oplodenih nekim
drugim sortama, ne upucuje huzno na njihovu inkompatibilnost, ve¢ na njihovu sekundarnu
ulogu u oprasivanju u odnosu na dominantnije donore peludi, koji su zbog brojnosti ili pak
blizine imali znatno ve¢i doprinos. Zanimljivo je da su u pojednim slu¢ajevima i pojedinacna
stabla mogla doprinijeti oprasivanju sorte ‘Lastovka’. Sorta ‘Koroneiki’ koja je bila prisutna sa
samo jednim stablom u nasadu, sudjelovala je u oplodnji veceg broja embrija. Nasuprot tome,
sorte zastupljene takoder s pojedinacnim stablima, ali na ve¢im udaljenostima, poput sorti

‘Canino’ i ‘Santa Caterina’, nisu zabljezene kao donori peludi.

111



Rezultati dobiveni analizom reproduktivnih procesa u cvijetu pomocu fluorescentne
mikroskopije u skladu su s rezultatima dobivenima analizom roditeljstva u ovom istrazivanju.
Sorta ‘Levantinka’ pokazala se najuspjesnijim oprasivacem koriste¢i obje metode istrazivanja
reproduktivne kompatibilnosti masline: u kontroliranim kriZzanjima, gdje je ostvarila, najveci
uspjeh klijanja peludi na njusci tucka sorte ‘Lastovka’, prorastamja peludnih smjeSinica i
oplodnje, kao i u uvjetima slobodnog oprasivanja, gdje je potvrdena kao,najuspjesniji donor
peludi sorti ‘Lastovka’. Roditeljska analiza potvrdila je i samoinkompatibilnost sorte
‘Lastovka’. Integrirani pristup, koji objedinjuje fizioloske * 1, genetske pokazatelje
kompatibilnosti, klju¢an je za identifikaciju ucinkovitih Oprasivaca i donosenje preporuka za

podizanje viSesortnih nasada masline.

Iako je SI kod masline potvrdena primjenom kontroliranih opraSivanja, pra¢enjem
reproduktivnih procesa i analizama zametanja plodova, molekularna pozadina tog procesa jos
uvijek nije u potpunosti razjaSnjenad(Vuletin Selak i sur., 2014b; Breton i Bervillé,"2012;
Saumitou-Laprade i sur., 2017b). Dosadasnja, istrazivanja uglavnom su se oslanjala na
molekularne biljege i ograni¢ene transkriptomske podatke, obzirom da da referentni genomi

masline nisu bili u potpunosti dostupni (Cruz i sur., 2016; Unyer i sur., 2017).

U ovom istrazivanju, RNA-seq metoda primijenjena je na uzorke tuckova sorte ‘Oblica’
nakont kompatibilnog stranooprasSivanja s peludi sorte ‘Levantinka’ »i nekompatibilnog
samoopraSivanja s ciljemdidentifikacije gena uklju¢enihu. méhanizme samoinkompatibilnosti.
Dobivenitranskriptomski podaci, koji obuhvacaju ukupno 36 600-eksprimiranih gena, prosiruju
dostupne gemomskeiresurse masline i omogucuju dubljerazumijevanje molekularne regulacije
reproduktivnih progesa. Osim temeljne Znanstvene vrijednostiy oni imaju i prakti¢an znacaj u
oplemenjivanju, posebice kroz odabir kompatibilnih opraSivaca i optimizaciji sortimenta u
maslinicima (Cuevas i sur.; 2024b). Interakcija peludi i njuske tucka ovisi o precizno
koordiniranoj stani¢noj signalizaciji i, medustani¢noj komunikaciji, stoga transkriptomski
podaci pruzaju osnovu za razmatranje funkcionalnih skupina gena koje sudjeluju u tim

procesima i njihovoj mogucoj ulezi uregulaciji mehanizma samoinkompatibilnosti.

Klasifikacija gena prema COG kategorijama pokazala je da najveci udio gena pripada
skupini ,,Predvidanje opc¢e funkcije* (Slika 28), $to je u skladu s ranijim transkriptomskim
istrazivanjima provedenima na razliCitim vrstama, poput Camellia oleifera, Dendrobium
officinale, Erigeron breviscapus (Chen i sur., 2021; He i sur., 2020; Zhang i sur., 2015). Ova

funkcionalna COG kategorija odrazava ogranicenja postojecih baza podataka, jer znacajan broj
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gena jo$ uvijek nema jasno definiranu bioloSku ulogu. Nasuprot tome, kategorija ,,Stani¢ni
procesi i signalizacija®, obuhvatila je najveci broj gena s jasnom funkcionalnom anotacijom,

¢ime je naglasena njihova ulogu u regulaciji reproduktivnih procesa kod masline.

Kod vrste Erigeron breviscapus diferencijalno eksprimirani geni bill su povezani s
medustanicnom komunikacijom, prijenosom signala i procesima optasivanja (Zhang i sur.,
2015), dok su kod vrste Dendrobium officinale geni kandidati povezani sa Sl bili ukljuceni u
ionski transport i metabolizmom, uredivanje i modifikaciju RNA te mehanizmime prijenosa
signala (Chen i sur., 2021). Analize provedene na vrsti Camellia,oleiferaspokazale su da geni
povezani s medustanicnom komunikacijom i signalizacijom “imaju poseban znacaj u
proucavanju interakcije peludi i njuske tucka te razumijevanju samoinkompatibilnosti, pri ¢emu
izvanstani¢ni signali putem fosforilacije i defosforilacije pokreéu stani¢ne odgovore (He i sur.,
2020). Ovakva podudarnost u funkcionalnim skupinama upucuje na to da su edredeni
mehanizmi regulacije samoinkompatibilnosti evolucijski ocuvani, ali i da postoje razlike

specifi¢ne za pojedine vrste koje je potrebno dodatno istraziti.

Rezultati ovog istrazivanja nadovezuju se na prethodna istrazivanja i pruzaju novi uvid
u molekularnu osnovu" samoinkompatibilnosti kod masline: Diferencijalna analiza gena
izdvojila je 19 Kkandidata sa znaCajnim promjenama u ekspresiji nakon kompatibilnog i
nekompatibilnog tretmana‘oprasivanja (Tablica 26). Ti' su geni>svrstani u nekoliko COG
funkcionalnih kategorija: ,,Proizvodnja i pretvorba energije®, , Kontrola stani¢nog ciklusa,
diobasstanica, raspodjela kromosoma®, ,,Medustani¢na komunikacija, sekrecija i vezikularni
transport*, ,,Mehanizmi prijenosa signala*“, dok jeyjedan gen anotiran kao gen nepoznate opcée
funkeije. Medutimy joS uvijek nije razjaSmjeno u kojoj myeri uloge tih gena kod masline
odgovaraju homolognim genima u drugim biljnim vrstama, Sto naglasava potrebu za daljnjim

istrazivanjima radi preciznijeg odredivanja njihove funkcije.

Citokromi P450 ¢ine jednu od najvecih i najraznovrsnijih obitelji biljnih enzima iz klase
oksidoreduktaza. Oni sudjeluju wsirokom rasponu stani¢nih funkcija koje izravno utjecu na
rast, razvoj 1 prilagodbu biljaka. Posebno su znacajni u biosintezi sekundarnih metabolita poput
terpenoida, flavonoida, steroida, alkaloida, fenilpropanoida, glukozinolata i cijanogenih
glikozida, ali i u stvaranju lignina, biljnih hormona te razlic¢itih zastitnih spojeva. Na taj nacin
P450 enzimi povezuju primarni i sekundarni metabolizam s regulacijom rasta, diferencijacije i
obrambenih reakcija biljke. Njihova vaznost ocituje se 1 u ulozi u biosintezi auksina te u

regulaciji signalnih puteva koji prate reproduktivne procese (Chakraborty i sur., 2023).
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Prethodna istrazivanja pokazala su da je auksinska signalizacija usko povezana s interakcijama
tucka i peludi. Prema Solfanelli i sur. (2006), raspodjela indol-3-octene kiseline (IAA, prirodni
auksin) u tufku povezana je s uspjehom oplodnje i ima vaznu ulogu u regulaciji
samoinkompatibilnosti kod masline pa se moze pretpostaviti da se kljuéni signalni dogadaji
odvijaju u zenskim reproduktivnim tkivima i imaju vaznu ulogu u usmjeravanju rasta peludnih

mjesinica.

Povecana ekspresija dvaju gena koji kodiraju proteine sli¢ne citokromima P450 83B1-
like (LOC111384607 1 LOC111370351) u nekompatibilnom, tretmanus'samooprasivanja,
upucuje na njihovu potencijalnu ulogu u regulaciji odgovora povezanih sa SI. Ovi geni
homologni su CYP83B1 genu iz biljke Arabidopsis thaliana (Barlier i sur., 2000; Bak i sur.,
2001.; Bak i Feyereisen, 2001.; Naur i sur., 2003), koji je identificiran kao klju¢ni regulator
biosinteze indol-glukozinolata. Njegova funkcija temelji se na metabolizmu hindol-3-
acetaldoksima, zajednickog prekursora za sintezu IAA i glukozinolata. Poznato je da gubitak
funkcije gena CYP83B1 dovodi ([do povecane, akumulacije IAA i fenotipova  obiljezenih
slabljenjem apikalne dominacije, dok njegova prekomjerna ekspresija ‘Uzrokuje smanjenje
razina IAA i pojacanu apikalnu ‘dominaciju (Bak i sur., 2001). Dok je kod wvrste Camellia
oleifera smanjena auksinska signalizacija tijekom samoopraSivanja Dila. posljedica snizene
ekspresije AUXAAA, AREF, GH3i. SAUR gena (He i sur., 2020);,kod masline se 1sti ishod moze
poveZzati s pojacanem ekspresijom CYP83B1 gena, koji kodira citokrome P450 ukljucene u
metabolizam, i razgradnju auksina. To takoder dovodi do’efektivnog slabljenja auksinskog
sighala, Sto moZze rezultirati inhibicijom rastapeludnesmjeSinice 1 posljedicnim blokiranjem
oplodnje u nekompatibilnim krizanjima.

U_stranoopfasSivanju je, medutim, uocena povecana ekspresija drugog gena iz obitelji
citokroma P450 (LOC111372389) koji pokazuje-hemologni odnos s CYP78A5 genom iz biljke
Arabidopsis thaliana (Anastasiou‘i sur., 2007; Adamski i sur., 2009; Cornet i sur., 2021). Ovaj
gen, poznat i pod nazivomigen KLUH(KLU), identificiran je kao klju¢ni regulator rasta organa
irazvoja ploda, budu¢i da je njegeva ekspresija u unutarnjim integumentima sjemenog zametka
povezana sa stimulacijom proliferacije i drugih stanica izvan mjesta vlastite ekspresije
(Adamski i sur., 2009). Povecana ekspresija CYP78A5 homologa kod masline mogla bi se
tumaciti kao aktivacija razvojnih procesa u Zenskim reproduktivnim tkivima, koji stvaraju
povoljne uvjete za elongaciju peludnih mjeSinica, uspjeSnu oplodnju te kasniji razvoj ploda.
Buduc¢i da je kod biljke Arabidopsis thaliana pokazano kako povecana ekspresija KLU dovodi

do formiranja veceg sjemena i viSeg sadrzaja ulja u plodu (Adamski i sur., 2009), moguce je
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pretpostaviti da bi slicni mehanizmi mogli biti ukljuceni i kod masline, s posljedi¢nim u¢inkom
na kvalitetu ploda. Dodatno, interakcija KLU sa signalnim mrezama strigolaktona (Cornet i sur.,
2021), kao i njegova povezanost s povecanom otporno$c¢u na patogene i abioti¢ki stres (Maeda
i sur., 2019; Jiang i sur. 2020), upucuju na to da ovaj gen moze imati visestrukurulogu u
ocuvanju funkcionalnosti reproduktivnih tkiva u uvjetima stresa. Takva integracijatazvojnih i
zastitnih funkcija pruza dodatno objasnjenje zasto je povecana ekspresija CYP78A5 homologa
povezana upravo s kompatibilnim oprasSivanjem.

U ovom istraZzivanju analiza diferencijalne ekspresije gena utvrdila“je povecanu
ekspresiju LAT52-like gena (LOC111400755) u uvjetima stranooprasivanja, $to se moze
povezati s njegovom vaznom ulogom u kompatibilnim interakcijama peludi i tucka. U rajéici
(Solanum lycopersicum) je pokazano da homologni gen LAT52 kodira mali cisteinom bogati
sekretorni protein LAT52 koji tvori kompleks s recepterskom kinazom LePRK28mjestenom
u membrani peludnih mjesSinica te da navedena interakcija predstavlja kljucni signalni
mehanizam koji regulira hidrataciju‘i klijjanje peludi te rast peludnih mjeSinicad(Twell Tsur.,
1989; Muschietti i sur., 1998; Tang I sur., 2002).'Pelud s potisnutom ekspresijom LAT52 gena
pokazuje abnormalan rast idie moze ostvariti' oplodnju, ¢ime je potvrdena njegova esencijalna
uloga u reprodukciji. WhistrazivanjurAlagna i sur. (2016) homelogni geni za LATS2 i PRK
receptorske kinaze, koji su'nuzni za rast peludnih mjesinica u rajéiei, identificirani su u EST
knjiznicama masline, 8to upucuje da je ovaj signalni mehanizam, konzerviran i kod masline.
Autor1 sutakoderpokazali da je LAT52 visokeeksprimiran u'prasfiicima u odnosu na tucak,
Sto je u skladu s njegovom funkcijom sekr€tornog proteina peludi¢ Ovakvi rezultati podupiru
pretpostavku da interakcija izmedu LAT52 i receptorskih kinaza predstavlja klju¢ni element
kompatibilnth interakeija peludi i tucka te ima presudnu uloguu osiguravanju uspjesne oplodnje
kod masline.

Poznata je homologija LAT52 proteina sa specifitnim proteinom peludi Zm13 iz kukuruza
(32%) (Hanson i sur., 1989), PS1 proteinom iz rize (36%) te Ole e 1 iz masline (Villalba i sur.,
1993; Zou i sur., 1994)."Medu diferencijalno eksprimiranim genima u stranooprasivanju
identificiran je jedan Ole e 1 gen te€ak osam gena iz skupine Ole e 1-like gena koji kodiraju
cisteinom bogate proteine Ole ¢ 1, glavne alergene peludi masline (Alché i sur., 1999). Ole e 1-
like proteini imaju klju¢nu ulogu u regulaciji procesa prije klijanja peludi, formiranju,
signalizaciji 1 usmjeravanju peludnih mjeSinica, kao 1 odrzavanju osmotskog gradijenta unutar
peludnih mjeSinica (Alché 1 sur., 2004). Nadalje, prisutnost Ole e 1 proteina u eksini peludnog
zrnca upucéuje na njihovu mogucéu ulogu u procesima prepoznavanja peludi i njusSke tucka te

izmedu peludnih mjeSinca i stanica vrata tucka (Alché i sur., 2004; Fernandez-Gonzélez i sur.,
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2020). Diferencijalna ekspresija ovih gena nakon tretmana stranoopraSivanja ukazuje na
njihovu klju¢nu ulogu u uspostavi kompatibilne interakcije pelud-tucak, osobito kroz regulaciju
hidracije, signalizacije i usmjeravanja peludnih mjesinica. Takav ekspresijski odgovor sugerira
da Ole e 1 1 srodni proteini ne djeluju iskljucivo kao alergeni, ve¢ predstavljaju signalne
molekule ukljucene u regulaciju reproduktivnih procesa. Obzirom¢na njihovu hemologiju s
LATS2 proteinom iz raj¢ice, moguce je da imaju slicnu regulatornu ulogui kod masline. Ipak,
homologni receptori kod masline jo§ nisu identificirani, stoga su fuzna daljnja funkcionalna
istrazivanja kako bi se razjasnila njihova uloga u molekularnim ‘mehanizmima
samoinkompatibilnosti.

Uz do sada navedene gene, identificirani su jed,LigVv 1 gen i tri Lig v 1-like gena, takoder
diferencijalno eksprimirana nakon stranooprasSivafja. Proteini koje'kodiraju ovi geni pripadaju
istoj obitelji Ole e 1-like proteina. Eksprimiraju se tijekom razvoja praSnika, pohranjuju u
endoplazmatski retikulum i sudjeluju u rastu peludnih 'mjesinica (Batanero i sur.; 1996;
Barderas i sur., 2005). Njihova zajédnicka aktivacija u uvjetima stranoopraSivanja podupire
hipotezu da Ole e 1-like proteini predstavljaju konzerviranu skupinu signalnih molekula unutar
porodice Oleaceae, Cija jedrlogarkljucna, u aspostavi kompatibilnih interakeija pelud-tucak i
uspjeSnom rastu peludnih'mjeSinica Ked masline.

LAT52, Olee 1i Lig.\v 1 pripadaju skupini CRP proteina koji se u biljkama javljaju kao kljuéne
signalne moleKule. Njihova aktivacija povezana je ne samo Sregulacijom procesa klijanja
peludi, usmjeravafija rasta peludnih mjeSinicati, uspostave kompatibilnih interakcija pelud-
tucak, ve¢ 18 antimikrobnim funkcijama. Na,temelju,svega navedenoga, CRP proteini s jedne
sttane mogu djelovati kao posrednici medustaniéne komunikacije u kompatibilnom
stranooprasivanju, dok s druge strane njihova ekspresija mozepridonijeti mehanizmima kojima
biljka" blokira samooplodnju, potvrdujuct »njihova potencijalnu ulogu u regulaciji
samoinkompatibilnosti.

Receptorske serin-treonin kinaze transmembranski su proteini koji prepoznaju i vezu specifi¢ne
signale putem izvanstanichih domena, a svojim kinaznim domenama pokreéu niz
unutarstani¢nih signalnih putevas.ddentificirani ANXUR1 gen kodira ANXURL receptore
eksprimirane u peludnim mjeSinicama koji imaju klju¢nu ulogu u regulaciji integriteta stani¢ne
stijenke 1 rasta peludnih mjesinica (Boisson-Dernier i sur., 2009; Miyazaki i sur., 2009).
Njihova aktivacija povezuje se s djelovanjem NADPH oksidaza i proizvodnjom ROS-a, koje
otvaraju Ca?" kanale u plazmalemi peludnih mjesinica i omogucuju odrZavanje stabilnog, vr$no
usmjerenog Ca?* gradijenta bitnog za rast. Buduci da Ca?* dodatno stimulira aktivaciju ROS-a,

jasno je da ANXURL receptori sudjeluju u odrzavanju medusobno povezane ROS-Ca?*
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signalne mreze (Boisson-Dernier i sur., 2009). U nasem istraZivanju povecana ekspresija
ANXUR1 gena u uvjetima stranooprasivanja kod masline sugerira da upravo takvi receptori
imaju klju¢nu ulogu u uspostavi funkcionalne homeostaze potrebne za kontroliran rast peludnih
mjeSinica, dok njihova sporedna uloga u samoopraSivanju moZze dovesti dofdestabilizacije
signalne mreze i neuspjesne oplodnje.

Osim kodiraju¢ih RNA (mRNA), nekodirajuée RNA prepoznate su kae vazne regulatorne
molekule u interakcijama tucka i peludi. U ovom istrazivanju jedan'od difereneijalno izrazenih
gena anotiran je kao ncRNA (,,Slabo okarakteriziran gen®), $to otvaramoguc¢nost njegove uloge
u kontroli samoinkompatibilnosti kod masline. Medutim, ovo podrucje josuvijek je nedovoljno
istrazeno te zahtjeva dodatna istrazivanja za preciznije razumijevanje SI mehanizma.

Nova saznanja o genetskoj osnovi dialelneg sustava samonekompatibilnosti (Saumitou-
Laprade i sur. 2017b) omogucéuju znacajan iskorak,u odredivanju kompatibilnosti medu
sortama masline kroz primjenu molekularnih biljega. Primjena razvijenog STS (engl-'Sequence
Tagged Site) biljega, u kombinaciji s Identificiranim SNP biljezima, omogucuje brzo, precizno
i pouzdano genotipiziranje sorti t¢ odredivanje njihove pripadnosti jednoj od dviju poznatih
grupa nekompatibilnosti #G1 ili -G2 (Saumitou-Laprade i sur. 2017b). Time se znatno
pojednostavljuje proces selekcije kompatibilnih genotipova za, medusortna krizamja, $to je
posebno vazno za_planiranjeinovih nasada i poboljsanje ucinkovitosti opraSivanja. Osim $to
omogucuje rano prepeznavanje kompatibilnih kombinacija u oplemenjivackim programima,
ova metodologijadma i1 prakticnu primjenu za‘maslinate, jerdomogucuje optimalan raspored

sorti u nasadima, cime se povecava uspjehZametanja,plodova i ukupni prinos.

U novijim istrazivanjima pokazano je dage lokus samoinkompatibilnosti strukturiran kao
hemizigotnisegment (~500-700 kb) smjestenna 18. kromosomu (Mariotti i sur., 2020a; Castric
I sur., 2024; Raimondeau i sur., 2024). Ova mova saznaja otvaraju mogucénost ciljanog
proucavanja gena unutar hemizigotne regije razlicitih sorti masline kako bi se utvrdile razlike
u prisutnosti 1 ekspresiji klju¢nih gena,povezanih s regulacijom giberelina i brasinosteroida.
Takva istrazivanja mogla “bi, doprinijeti molekularnoj karakterizaciji SSI genotipova,
razjasnjavanju evolucijske i funkeionalne povezanosti hormonske signalizacije s mehanizmima
samoinkompatibilnosti te razvoju novih biljega za u€inkovito prepoznavanje kompatibilnih

kombinacija u nasadima.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja i na temelju dobivenih rezultata mogu se izvesti
sljede¢i zakljucci:
1. Primjena razli¢itih metoda u istrazivanju reproduktivne kompatibilnosti masline, iklju€ujuci
kontrolirana krizanja 1 fluorescentnu mikroskopiju u proucavanju reproduktivnih procesa
(prijemcivost njuske tucka, rast peludnih mjesinica i uspjeh oplodnje), genotipizaciju pomocu
mikrosatelitnih biljega i roditeljski test pomocu te metode istrazivanja transkriptoma, dala je
komplementarne rezultate koji su omoguéili utvrdivanje kompatibilnih i nekompatibilnih

kombinacija oprasivanja i razumijevanje mehanizama samoinkompatibilnosti.

2. Tijekom sve tri godine istrazivanja (2019.-2021.) razdoblja'cvatnje sorti ‘Lastovka’ i ‘Oblica’
djelomi¢no su se preklopila s razdobljima cvatnje veéine sorti prisutnih u nasadu, ¢ime je

ispunjen vaZan za preduvjet za medusortne oprasivanje 1 uspjesnu oplodnju.

3. Uspjeh Kklijanja peludi sorte oprasivaca‘na njusci tucka sorte primatelja peludi, rast,peludnih
mjesinica i uspjeh oplodnje naken oprasivanja ovisili su o genotipu donora peludi, pri ¢emu su
neke kombinacije sorti pokazale veci uspjeh klijanja 1 vecumedusortnu kompatibilnost od

drugih.

4. Stranooprasivanje s€ pokazalo uspjesnijim od samoopraSivanja, neovisno o genotipu sorte,

Sto potvrduje prisutnost samoinkompatibilnostitked sorti ‘Lastovka?1 ‘Oblica’.

5. Analizom stabla odluke potvrdeno je da varijable povezane'siakumulacijom sati toplinskih
jedinica (GDH) imaju najvecu diskriminacijsku snagu u razlikovanju sorti, dok zahtjevi za
akumulacijom hladnih sati (CH) imaju znatnoimanji utjecaj. Time je dodatno naglasena klju¢na

uloga toplinskih zahtjeva u odredivanju vremena evatnje masline.

6. Utvrden je nelinearan odnos izmedu vrijednosti akumuliranih sati toplinskih jedinica (GDH)
1 akumuliranih hladnih sati (€H) koji odreduje vrijeme pocetka cvatnje. Kasnija cvatnja moze
nastupiti 1 pri niskim 1 pri visokim ¥rijednostima GDH, §to ukazuje na slozen i nelinearan

fizioloski odgovor masline na temperaturne promjene.

7. Roditeljskom analizom pomoc¢u mikrosatelitnih biljega nije potvrdena samooplodnja sorte
‘Lastovka’, Sto ukazuje na potrebu za kompatibilnim oprasivac¢ima. Najuspjesniji oprasSivaci
bile su sorte ‘Levantinka’, ‘Cipressino’ i ‘Drobnica’, pri ¢emu je ‘Levantinka’ u obje godine

imala vodeéu ulogu. Cimbenici za koje je utvrden utjecaj na uspjeh oplodnje u uvjetima
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slobodnog opraSivanja su brojnost stabala opraSivaca, udaljenost stabla sorte oprasivaca od
majcinskog stabla sorte primatelja peludi, preklapanje razdoblja cvatnje glavne (majcinske)

sorte s ostalim sortama prisutnima u nasadu te meteoroloskim ¢imbenicima, osobito smjeru i

jacini vjetra.
8. Sorta ‘Levantinka’ najuspjes$niji je opraSivac sorti ‘Lastovka’ |

analizom reproduktivnih procesa, a u sluéaju sorte ‘Lastovka’ i rodi

gene kandidate wuklju¢ene u regulaciju

homologne citokromima P450 u nekompatibilnom tre

regulacijom auksinskog puta i meh moinkompatibilnosti.
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8. SAZETAK

Maslina (Olea europaea L.) je jedna od najvaznijih poljoprivrednih kultura
mediteranskog dijela Hrvatske, ¢iji uzgoj ima dugu tradiciju i snazan utjecdj na kulturu i
gospodarstvo. Jedan od klju¢nih izazova predstavlja samoinkompatibilnost vecine sotti te
reproduktivna inkompatibilnost medu sortama, koje mogu ograniéiti, uspjeh oplodnje i
posljedi¢no utjecati na konacan prinos. Stoga je pri ukljuc¢ivanju novih serti u uzgoj, radi
osiguranja redovitih prinosa, potrebno provesti analize medusortne kompatibilnosti te provjeru

samoinkompatibilnosti pojedinih sorti, uz istodobno pracenjc vremena cvatnje.

U okviru ove doktorske disertacije primijenjene Su razli¢ite metode istrazivanja
reproduktivne kompatibilnosti masline s naglaskom na autohtone sorte ‘Lastovka’ i ‘Oblica’.
Fenoloska promatranja cvatnje svih sorti uklju¢enih“wiistrazivanje provedena su tijekom tri
godine istrazivanja, a vrijednosti akumuliranih hladnih sati (CH), toplinskih jedinca (GDH) te
broja dana u godini od 1. sijecnja do pocetka razdoblja cvatnje (DPC) analizirane SUjprimjenom
modela stabla odluke i klasterske analize kako bismo parametre klime poyvezali s fenolegijom
cvjetanja. Parametri povezani s akumulacijom hladnih sati nisu imali presudan utjecaj na
razdvajanje sorti na rane, kasne i plasti€ne, odnosno one prilagodljive na promjene-analiziranih
parametara, dok jeé klasterska analiza ukazala na nelinearnu povezanost izmedu klimatskih i

fenoloskih varijabli.

S “ciljem “procjene medusortne kompatibilnostt Wi potvrde samoinkompatibilnosti,
pravedena su kontrolirana oprasivanja cvjetovassorti ‘Lastovka®1 ‘Oblica’ s peludi odabranih
donora peludi. Tijekom eksperimenta su praceni kljucni reproduktivni procesi: klijavost peludi
sortl opraSivaca na‘mjusci tucka, rast peludnthimjesinica u vratu tucka te uspjeh oplodnje. Svi
Su navedeni procesi analizirani primjenom fluoreseéntne mikroskopije u razli¢itim vremenskim
intervalima nakon opraSivanja (24 h-96 h). Stranooprasivanje je u vecini sluc¢ajeva rezultiralo
vecom klijavoscu peludi, Brzim prorastanjem peludnih mjesinica te ve¢im uspjehom oplodnje

u odnosu na stranooprasivanje.

U svrhu identifikacije uspjeSnih donora peludi sorte ‘Lastovka’ i potvrde
inkompatibilnosti medu sortama u uvjetima slobodnog oprasivanja, provedena je genotipizacija
svih potencijalnih donora peludi iz visesortnog nasada i embrija iz plodova sorte ‘Lastovka’
koriStenjem sedam mikrosatelitnih biljega. Analiza roditeljstva provedena pomocu programa
CERVUS 3.0 omogucila je preciznu identifikaciju sorti koje su sudjelovale u oprasivanju i

oplodnji sorte ‘Lastovka’. Sorta ‘Levantinka’ istaknula se kao najuspjeSniji opraSivac sorte
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‘Lastovka’ nakon analize reproduktivnih procesa, kao 1 koriStenjem roditeljskog testa, dok smo
kod nekih oprasivaca imali odstupanja, ¢ime je naglaSena vaznost integriranog pristupa i

potvrde rezultata koriStenjem vise metoda u procjeni medusortne kompatibilnosti.

cvjetova sorte ‘Oblica’ nakon tretmana samoooprasivanja vlastitor
reakcija) 1 stranoopraSivanja s peludi sorte ‘Levantinka’ (kompati
identifikacije gena ukljuenih u mehanizme samoinkompatibil aliza je pokazala
povecanu ekspresiju dvaju gena homolognih genu CY

potencijalnu ulogu u samoinkompatibilnosti putem metaboliz radnje auksina.
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9. SUMMARY

The olive (Olea europaea L.) is one od the most important agricultural crops in the
Mediterranean region of Croatia, with a long tradition of cultivation and strong influence on
both, culture and economy. One of the key challenges is the self-incompatibility of the most
cultivars and reproductive incompatibility between cultivars, which“can limit fertilization
success and consequently affect the final yield. Therefore, when introducing new cultivars into
cultivation, it is necessary to conduct analyses of inter-cultivar compatibility and verify self-

incompatibility of individual cultivars, while simultaneously monitoring the flowering period.

In this doctoral dissertation, various methods were applied to study the reproductive
compatibility of olive, with an emphasis on the autochthoneus cultivars ‘Lastovka’ and
‘Oblica’. Phenological observations of flowering for all'studied cultivars were conducted over
a three-year period, while the values of.aceumulated chilling hours (CH), growing degree.hours
(GDH), and the number of days in the yearfrom January 1%to the beginning of flowering (DPC)
were analyzed using decision tree method and cluster analysis in order,to relate  climatic
parameters to phenological variables. Parameters associated with the accumulation of the
chilling hours did not have a decisive influence on the separation of cultivars-into early-
flowering, late-flowering groups and cultivars characterized by strong phenological plasticity,
with the latter showing greater adaptability to climatic variation, while cluster analysis indicated

a nonlinearrelationship between climatic and phenological variables.

To assess, inter-cultivar compatibilitysand confirm-self-incompatibility, controlled
pollinations were performed on flowers of ¢ultivars ‘Lastovka’ and ‘Oblica’ using pollen from
selected donors. During the experiment, key reproductive processes were monitored: pollen
germination of donor cultivars on the stigma, pollentube growth in the style and fertilization
success. All these processes werenanalyzed by fluorescence microscopy at different time
intervals after pollination{(24 h-96 h). Cross-pollination generally resulted in higher pollen
germination, faster pollen tube,growth and greater fertilization success compared to self-

pollination.

In order to identify successful pollen donors of the cultivar ‘Lastovka’ and to confirm
inter-cultivar incompatibility under open-pollination conditions, genotyping was performed on
all potential pollen donors from a mixed orchard and embryos from the fruits of the cultivar
‘Lastovka’ using seven microsatellite markers. Paternity analysis conducted with the software

CERVUS 3.0 enabled preccise identification of cultivars that participated in pollination and
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fertilization of ‘Lastovka’. The cultivar ‘Levantinka’ proved to be the most effective pollinizer
of ‘Lastovka’, as confirmed both by the analysis of reproductive processes and by the paternity
test, while certain discrepancies among other pollinizers highlighted the importance of an
integrated approach and validation of results using multiple methods in assessi ultivar

compatibility.

‘Oblica’ after self-pollination with its own pollen (incompatible rez
with pollen of ‘Levantinka’ (compatible reaction), aiming tovidentify ge volved in self-
incompatibility mechanisms. The analysis revealed xpression of two genes
homologous to CYP83B-like gene, suggesting t e In self-incompatibility

through auxin metabolism and degradation.
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10. PRILOZI

Tablica S1. Popis svih embrija sorte ‘Lastovka’ s LOD vrijednostima, pripadaju¢im genotips

vjerojatnijim donorima peludi u 2019. godini.

Broj ~Ozaka hon3  pcas DCA9 DCA9 DCALL DCALL DCAL6 DCAL6  GAPULOL UD099-19  UDO99-19 Stvarni LOD vrijednost
uzorka uzorka roditelj

1 13 228 236 172 193 152 184 154 174 217 99 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)

2 14 228 236 162 193 146 184 145 16 215 9 131 ‘Levantinka” _ -OD vrijednost
- povise praga (2,29)

3 15 228 236 162 193 146 166 145 154 217 131 ‘Levantinka _-OD vrilednost
- povise praga (2,29)

4 16 228 236 162 193 152 166 145 131 ‘Sigoise’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

5 18 228 236 162 185 152 184 145 198 211 13 ‘Drobnica’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)

. L, LOD vrijednost
6 19 228 236 162 193 152 166 154 198 215 1 Levantinka ispod praga (2.29)

7 1.10 228 236 162 193 146 166 198 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)

8 117 228 236 162 185 152 145 Cipressing’ _ -OD Vrijednost
- povise praga (2,29)

9 1.19 228 236 162 185 152 131 ‘Drobnica’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)

10 120 228 236 162 193 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
a povise praga (2,29)

H 121 228 s 162 ‘ 185 131 ‘Levantinka’ LQVD vrijednost
- povise praga (2,29)

12 122 228 238 162 131 “‘Moraiolo’ LOD vrijednost
a povise praga (2,29)

13 124 228 238 6 145 “Colombino’ LQD vrijednost
a povise praga (2,29)

s - LOD vrijednost
14 125 228 236 1 131 Cipressino povise praga (2,29)

- - LOD vrijednost
15 128 146 131 Cipressino povise praga (2.29)

16 129 132 145 ‘Levantinkaw ~ -OD Vrijednost
povise praga (2,29)

s - LOD vrijednost
17 133 146 131 Cipressino povise praga (2,29)

18 134 146 131 ‘Levantinka =D Vrijednost
povise praga (2,29)

19 1.37 146 131 ‘Drobnica’ LOD vrijednost

poviSe praga (2,29)
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Broj Oznaka Stvarni .
DO99- - ~
uzorka urorka DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCALl DCAIl DCA16 DCA16 GAPUL0L GAPUL0L EM 099-19  UDO99-19 roditelj LOD vrijednost

20 138 228 236 162 185 146 184 145 150 190 198 131 131 ‘Parmesana’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)

21 1.39 228 228 162 193 146 146 150 150 190 131 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
N povise praga (2,29)

2 1_40 228 236 162 193 152 184 154 174 192 99 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
N povise praga (2,29)

23 141 228 236 172 185 146 152 154 162 131 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

24 1.42 228 238 162 193 146 146 150 154 145 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
_ povise praga (2,29)

25 1_44 228 236 162 185 146 184 145 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

26 1.45 228 236 162 162 146 146 150 0 ‘Levantinka’ LQD vrijednost
povise praga (2,29)

27 1.48 228 240 185 193 146 152 150 ’ “Levantinka’ LoD vrijednost
N povise praga (2,29)

28 1.50 228 236 162 185 152 184 131 ‘Fasolino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

29 1_55 228 236 162 185 146 131 ‘Levantinka’ LoD vrijednost
N povise praga (2,29)

30 1.58 228 238 185 185 146 131 ‘Parmesana’ LQD vrijednost
N povise praga (2,29)

31 1 61 228 236 185 185 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

32 163 228 240 162 ‘ 185 131 ‘Levantinka’ LQD vrijednost
N povise praga (2,29)

33 1._68 228 236 162 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

34 169 228 236 131 “Favarol’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

35 2.2 228 236 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
N povise praga (2,29)

36 2.3 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

37 2.4 131 ‘Levantinka’ LQVD vrijednost
povise praga (2,29)

38 2.6 131 ‘Drobnica’ LOD vrijednost

povise praga (2,29)
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Broj Oznaka Stvarni .
uzorka uzorka DCA3 DCA3 DCA9 DCA9 DCAll DCAIl DCA16 DCA16 GAPU101 GAPU101 EM DO99-19 UDO99-19 roditel LOD vrijednost

39 2.8 228 236 162 193 152 184 154 174 190 198 131 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

40 2.10 228 238 185 193 146 146 150 154 190 131 145 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

4 214 228 236 162 185 146 184 145 150 190 131 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

42 215 228 236 162 193 152 166 145 154 99 131 ‘Cipressing’ LQVD vrijednost
povise praga (2,29)

43 2.16 228 240 185 193 170 146 150 164 145 ‘Levantinka’ LQD vrijednost
povise praga (2,29)

44 2.19 228 236 162 193 146 166 145 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

45 2.20 228 236 162 185 146 152 150 131 ‘Levantinka’ LoD vrijednost
povise praga (2,29)

46 2.22 228 236 162 185 146 166 145 ’ Grignan’ LoD vrijednost
povise praga (2,29)

47 2,24 228 236 162 193 146 184 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

48 2.30 228 236 162 185 146 131 ‘Cipressino’ LoD vrijednost
povise praga (2,29)

49 2.29 228 234 162 185 136 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

50 2.32 228 236 162 193 131 ‘Levantinka’ LoD vrijednost
povise praga (2,29)

51 2.31 228 236 162 ‘ 193 131 ‘Levantinka’ LQD vrijednost
povise praga (2,29)

52 2.35 228 240 162 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

53 2.37 228 236 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

54 2 61 228 236 131 ‘Rosciola’ LOD vrijednost
N povise praga (2,29)

55 2 41 131 ‘Parmesana’ . vrijednost
N povise praga (2,29)

56 2_40 131 ‘Fasolino’ LQVD vrijednost
povise praga (2,29)

57 2 42 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
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Broj Oznaka Stvarni .
DO99- - ~
uzorka uzorka DCA3 DCA3 DCA9 DCA9 DCAll DCAIl DCA16 DCA16 GAPU101 GAPU101 EM 099-19  UDO99-19 roditel] LOD vrijednost

58 243 228 238 162 193 146 146 150 150 192 192 131 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

59 245 228 240 185 185 146 146 154 164 190 131 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
N povise praga (2,29)

60 2,49 228 240 162 193 146 146 150 164 190 99 145 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
B povise praga (2,29)

61 2 51 228 236 162 185 146 184 150 174 99 131 Picholine’ LQVD vrijednost
povise praga (2,29)

. o, LOD vrijednost

62 2.53 228 236 162 193 152 184 145 154 131 Levantinka "

povise praga (2,29)

63 2 54 228 236 162 185 146 166 150 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

64 256 228 236 162 193 146 184 150 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

65 2.58 228 236 162 193 146 166 145 ’ “Levantinka’ L(.)VD vrijednost
povise praga (2,29)

66 3.5 228 240 162 193 136 146 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

67 3.9 228 240 185 185 146 145 ‘Sigoise’ LQVD vrijednost
povise praga (2,29)

68 3.11 228 236 181 193 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

69 3.12 228 228 185 193 131 ‘Levantinka’ LoD vrijednost
povise praga (2,29)

70 313 228 236 162 ‘ 185 131 ‘Levantinka’ LQD vrijednost
N povise praga (2,29)

71 3_16 228 236 162 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

72 3.18 228 236 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
N povise praga (2,29)

73 3.23 228 236 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
N povise praga (2,29)

74 3.24 131 ‘Parmesana’ . vrijednost
N povise praga (2,29)

75 3.25 131 ‘Levantinka’ LoD vrijednost
povise praga (2,29)

76 327 145 ‘Levantinka’ LOD vrijednost

povise praga (2,29)
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Broj Oznaka Stvarni .
D - - s
uorka  usorka DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCAIL DCALl DCAL6 DCA16 GAPUIOL GAPULOL EM 099-19  UDO9S-19 i LOD vrijednost

77 328 228 236 162 185 146 166 154 174 190 192 131 131 “Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

78 329 228 236 162 185 146 166 145 154 192 99 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

79 331 228 240 162 193 146 146 150 154 190 99 145 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)

80 332 228 236 162 193 146 184 154 178 131 131 ‘Parmesana’ 0D Vrijednost
- povise praga (2,29)

. ., LOD vrijednost

81 310 228 238 162 193 132 146 150 164 131 Cipressino "

povise praga (2,29)

82 335 228 240 185 193 132 152 150 154 145 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

83 338 228 236 162 193 152 184 150 74 131 ‘Fasolino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

84 339 228 236 162 185 152 184 150 17 ’ ‘Levantinka’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)

85 3_40 228 236 162 193 146 184 131 ‘Moraiolo’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

86 342 228 236 162 185 152 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

87 3.43 228 236 162 193 131 ‘Moraiolo’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)

88 3.44 228 228 162 185 145 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

89 3.45 228 246 162 ‘ 185 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)

90 3 46 228 236 162 131 ‘Drobnica’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

91 347 228 238 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

92 348 228 250 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

93 3 49 131 ‘Pendolino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

. ., LOD vrijednost
94 3.50 131 Cipressino povise praga (2,29)

95 3.51 145 ‘Cipressino’ LOD vrijednost

povise praga (2,29)
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Broj Oznaka Stvarni .
usorka  usorka DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCAIL DCAll DCAl6 DCA16 GAPUIOL GAPULOL EM UDO99-19 el LOD vrijednost

9% 352 228 236 162 185 146 166 150 174 190 192 99 131 ‘Levantinka' 0D Vrijednost
povise praga (2,29)

97 3 56 228 236 162 185 146 166 145 150 190 131 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

98 3.57 228 236 162 185 146 166 145 154 192 99 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
B povise praga (2,29)

99 32 228 236 193 193 146 152 154 154 99 131 ‘Sigoise’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

100 3.3 228 236 162 185 146 184 145 150 131 ‘Parmesana’ LOD vrijednost
_ povise praga (2,29)

101 3.4 228 240 162 185 146 152 150 145 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

102 360 228 236 162 181 146 166 145 131 ‘Cipressing’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

103 362 228 238 162 181 132 146 154 ’ “Koroneiki LOD vrijednost
povise praga (2,29)

104 363 228 236 162 185 152 166 131 “Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

105 3_64 228 240 162 185 132 99 “Taggiasca’ LQD vrijednost
povise praga (2,29)

106 365 228 228 185 193 131 “Levantinka’ LOD vrijednost
B povise praga (2,29)

107 366 228 234 162 185 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

108 43 228 236 162 ‘ 185 131 “Levantinka’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)

109 45 228 236 162 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

110 47 228 240 145 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

111 411 228 236 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

. ., LOD vrijednost
112 412 131 Cipressino povide praga (2,29)

. ., LOD vrijednost
113 4 13 131 Cipressino povise praga (2,29)

114 4_15 131 Sigoise’ LOD vrijednost

povise praga (2,29)
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Broj Oznaka Stvarni .
DO99- - arni
usorka  wnorka DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCALL DCALL DCAL6 DCAL6 GAPUIOL GAPULL EM 099-19  UDO99-19 LOD vrijednost
115 417 228 236 162 193 146 184 145 150 190 198 131 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
116 4.19 228 236 185 193 152 184 150 174 190 99 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
B povise praga (2,29)
117 420 228 246 185 193 146 152 147 154 190 131 131 ‘Maurino’ LOD vrijednost
B povise praga (2,29)
118 421 228 246 162 193 152 184 150 154 99 131 ‘Colombing’ LQVD vrijednost
povise praga (2,29)
119 425 228 236 162 193 152 166 150 174 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)
. _— LOD vrijednost
120 4 26 228 236 162 193 146 184 145 131 Levantinka o
povise praga (2,29)
121 427 228 236 162 193 146 166 145 131 ‘Sigoise’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
122 430 228 236 162 185 152 166 145 ’ “Drobnica’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)
123 433 228 236 162 185 152 166 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
124 442 228 236 162 193 152 131 “Frantoio’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)
125 443 228 236 185 185 152 131 ‘Drobnica’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)
126 4_44 228 236 185 185 131 ‘Drobnica’ LQVD vrijednost
povise praga (2,29)
127 445 228 238 185 ‘ 193 145 “Drobnica’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)
128 446 228 236 162 131 “Fasolino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
129 449 228 236 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
130 4_51 228 236 131 ‘Rosciola’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)
i~ , LOD vrijednost
s 402 131 Grignan povise praga (2,29)
132 4 63 145 Parmesana’ LC.)VD vrijednost
povise praga (2,29)
133 9.1 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost

povise praga (2,29)

154




Broj Oznaka Stvarni .
D - - e
worka ok DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCALL DCALl DCAl6 DCAL6 GAPULOL GAPUL0L EM 099-19  UDO99-19 | r LOD vrijednost
134 92 228 236 162 193 152 166 154 174 190 190 131 131 ‘Grignan’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
135 93 228 236 0 0 152 184 150 174 192 131 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
136 95 228 236 193 193 146 166 150 174 190 131 131 “Fasolino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
137 96 228 236 162 185 152 166 145 150 131 131 Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
. o, LOD vrijednost
138 9.7 228 236 162 185 152 166 145 150 131 Cipressino -
povise praga (2,29)
139 9.8 228 236 162 193 152 166 154 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
140 9.9 228 236 162 193 152 184 145 131 ‘Grignan’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
141 9 12 228 236 162 185 152 184 145 ’ ‘Levantinka’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)
142 9 13 228 240 162 185 146 152 131 ‘Farga’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
143 9 19 228 236 162 185 146 131 ‘Moraiolo’ LOD vrijednost
= povise praga (2,29)
144 9 21 228 236 162 185 152 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)
145 922 228 228 162 193 131 ‘Koroneiki’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
146 928 228 236 162 ‘ 193 131 ‘Rosciola’ LOD vrijednost
_. povise praga (2,29)
147 9 29 228 240 185 131 Alveriano LOD vrijednost
= grionl povise praga (2,29)
148 9 31 228 236 131 ‘Sigoise’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
149 9 33 228 236 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
_. povise praga (2,29)
v LOD vrijednost
150 9 35 145 Sigoise povide praga (2,29)
. ., LOD vrijednost
151 9 42 0 Cipressino povide praga (2,29)
152 9 50 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost

povise praga (2,29)
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Broj Oznaka opn3  pca3  DCA9 DCA9 DCALL DCALL DCAL6 DCAL6  GAPUIOL GAPU D0O99-19  UDO099-19 Stvarni LOD vrijednost
uzorka  uzorka roditelj
153 9 51 228 236 162 185 146 166 154 174 190 99 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
154 9 52 228 240 185 185 132 146 150 154 192 131 145 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
155 9 53 228 236 162 193 146 166 150 174 19 131 131 ‘Drobnica’ LOD vrijednost
B povise praga (2,29)
156 955 228 236 162 185 146 166 145 150 190 211 217 131 “Koroneiki LD vrijednost
povise praga (2,29)
157 956 228 236 162 185 146 166 154 211 215 131 ‘Cipressino' _ -OD vrijednost
povise praga (2,29)
158 9 57 228 234 162 193 136 146 154 192 211 31 ‘Cipressino’ LoD vrijednost
povise praga (2,29)
159 9_58 228 236 162 193 152 184 145 190 217 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
160 9 62 228 240 162 193 152 184 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
161 9_64 228 240 162 185 146 131 ‘Sigoise’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
162 9 65 228 240 185 193 146 145 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
163 9 66 228 240 183 185 131 ‘Sigoise’ LOD vrijednost
‘ povise praga (2,29)
164 263 228 238 185 193 145 Sigoise’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
165 268 228 236 131 ‘Cipressing’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
166 2.70 228 236 145 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
167 1.31 131 ‘Cipressino’ Negativna LOD
vrijednost
168 1.32 131 ‘Drobnica’ Negativna LOD
B vrijednost
169 136 131 ‘Levantinka’ Negativna LOD
vrijednost
170 1.53 145 Santa ’ Negativna LOD
B Caterina vrijednost
171 1.54 145 Oblica’ Negaitlvna LOD
vrijednost
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Broj Oznaka Stvarni .
DO99- - ~
uzorka urorka DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCAIl DCAIl DCA16 DCA16 GAPUL0L GAPUL0L EM 099-19  UDO099-19 roditelj LOD vrijednost
172 159 228 236 162 185 152 184 145 154 190 198 131 131 ‘Cipressino’ Negativna LOD
vrijednost
173 2.1 228 238 162 185 146 146 150 150 192 99 131 ‘Drobnica’ Negativna LOD
N vrijednost
174 2_46 228 238 185 193 146 152 150 164 192 99 131 ‘Cipressino’ Negativna LOD
vrijednost
175 2.59 228 236 162 185 152 184 145 154 131 131 ‘Levantinka’ Negativna LOD
vrijednost
176 260 228 240 162 193 146 146 154 164 211 217 145 “Levantinka’ Negativna LOD
N vrijednost
177 315 228 236 162 193 152 184 154 174 211 215 131 ‘Levantinka’ Negativna LOD
vrijednost
178 353 228 236 162 185 152 166 150 50 131 ‘Cipressino’ Negativna LOD
vrijednost
179 3.54 228 236 162 185 152 166 150 ’ ‘Cipressing’ Negativna LOD
vrijednost
180 358 228 228 185 185 146 146 131 ‘Oblica’ Negativna LOD
vrijednost
181 3.1 228 250 162 193 146 131 ‘Farga’ LQVD vrijednost
povise praga (2,29)
182 3.61 228 228 162 193 152 131 ‘Cipressino’ Negéjclvna LOD
vrijednost
183 4.8 228 236 162 185 131 ‘Drobnica’ Negativna LOD
vrijednost
184 4 18 0 0 185 ‘ 193 145 Alvgrlaf\o L(?VD vrijednost
B grionl povise praga (2,29)
185 450 0 0 162 131 ‘Levantinka’ Negativna LOD
vrijednost
186 4 57 131 ‘Grignan’ Neg:itlvna LoD
vrijednost
187 4 61 131 ‘Cipressino’ NEge.l.tlvna LoD
vrijednost
188 9 14 131 ‘Levantinka’ Negativna LOD
vrijednost
189 9_36 131 ‘Cipressino’ Negiitlvna LOD
vrijednost
190 9 37 145 ‘Grignan’ Negativna LOD
vrijednost
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Broj Oznaka Stvarni .
DOY9- - Al
uzorka uzorka DCA3 ~ DCA3  DCA9 DCA9 DCALl DCALl DCAL6 DCAL6 GAPULOL GAPUL0L EM 099-19  UDO99-19 roditel] LOD vrijednost
191 9.40 228 236 185 205 152 184 154 154 190 198 131 131 ‘Cipressino’ Negativna LOD
vrijednost
192 9 43 228 238 162 193 146 146 154 164 192 99 131 ‘Levantinka’ Negativna LOD
vrijednost
193 9 44 228 228 185 193 146 146 154 154 190 131 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
_ povise praga (2,29)
194 9 48 228 236 185 205 146 166 154 174 131 131 ‘Cipressino’ Negativna LOD
vrijednost
195 9 59 228 236 162 193 146 184 145 154 131 ‘Sigoise’ Negativna LOD
vrijednost
196 1.1 228 240 185 185 132 152 150 145 ‘Levantinka’  -OP Vrijednost ispod
praga (2,29)
197 12 228 236 185 205 146 146 145 131 ‘Levantinka’  “OP Vrijednost ispod
praga (2,29)
198 17 228 236 185 205 152 184 145 ’ ‘Levantinka®  LOP vrijednost ispod
N praga (2,29)
199 111 228 236 162 193 152 184 131 Levantinky 0P Vriednost ispod
praga (2,29)
200 112 228 246 162 193 146 131 Cipressing 0P Vriiednost ispod
praga (2,29)
201 113 228 246 185 193 146 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost ispod
praga (2,29)
202 1.14 228 236 193 205 131 ‘Levantinka 0P Vrilednostispod
praga (2,29)
203 115 228 238 185 ‘ 185 145 Olivastra LOD vrijednost
B Seggianese povise praga (2,29)
204 1.18 228 238 162 145 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
205 123 228 236 131 ‘Levantinka’ O Vrilednostispod
praga (2,29)
206 126 228 250 131 ‘Levantinka’  OP Vrilednostispod
praga (2,29)
207 127 131 ‘Drobnica’ LOD vrijednost ispod
praga (2,29)
208 130 145 “Levantinka’ LOD vrijednost ispod
praga (2,29)
209 1.35 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost ispod

praga (2,29)
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Broj Oznaka Stvarni .
usorka  wnorka DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCALL DCALL DCAL6 DCAL6 GAPUIOL GAPULL EM UDO99-19 el LOD vrijednost
210 1.43 228 236 185 205 152 166 145 150 192 198 99 131 ‘Levantinka’  -OP Vrijednostispod
praga (2,29)
211 1_46 228 234 162 193 146 152 150 154 190 99 99 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
B povise praga (2,29)
212 1.47 228 236 183 185 146 152 150 150 184 131 131 ‘Levantinkar  OP Vrijednost ispod
_ praga (2,29)
213 149 228 246 162 193 152 184 125 150 18 99 99 ‘Oblica’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
214 151 228 236 162 185 146 152 0 0 192 215 217 ‘Oblica’ LOD vrijednost
B povise praga (2,29)
215 225 228 228 162 193 146 146 150 190 215 217 “Koroneiki LOD vrijednost
povise praga (2,29)
216 156 228 236 162 185 146 166 145 190 ‘Rosciola’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
217 157 228 236 185 205 152 166 145 ’ ‘Levantinka®  LOP vrijednost ispod
B praga (2,29)
218 160 228 250 185 193 146 146 131 ‘Cipressing 0P Vrijednostispod
praga (2,29)
219 1.62 228 236 162 185 146 131 ‘Levantinka’  -OP Vrijednost ispod
- praga (2,29)
220 1 64 228 240 193 193 131 ‘Levantinka’  OP Vrilednostispod
N praga (2,29)
221 165 228 236 162 193 131 ‘Levantinka 0P Vrilednostispod
praga (2,29)
222 166 228 236 162 ‘ 193 131 ‘Levantinka’  OP Vrilednostispod
N praga (2,29)
223 1.67 228 236 162 131 “Favarol’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
224 2.5 228 238 0 ‘Levantinka’ LOD vrijednost ispod
N praga (2,29)
225 2.7 228 236 0 “Levantinka’ LOD vrijednost ispod
N praga (2,29)
226 211 0 ‘Levantinka’ LOD vrijednost ispod
praga (2,29)
~ ., LOD vrijednost ispod
227 2_12 0 Cipressino praga (2,29)
228 213 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost

povise praga (2,29)
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Broj Oznaka Stvarni .
DOYY- - arnt
usorka  usorka DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCAIL DCAll DCAl6 DCA16 GAPUIOL GAPULOL EM 099-19  UDO9S-19 i LOD vrijednost
29 217 228 236 162 185 152 166 154 154 192 198 131 131 Levantinka 0P Vrijednost ispod
praga (2,29)
230 218 228 236 162 193 146 184 154 154 190 99 131 ‘Levantinka 0D Vrijednost ispod
B praga (2,29)
231 221 228 236 162 185 146 166 150 150 190 99 131 ‘Drobnicar  -OP Vrilednostispod
_ praga (2,29)
232 2.23 228 236 162 185 146 184 150 150 99 131 ‘Levantinka’  -OP Vrijednostispod
praga (2,29)
233 2.26 228 234 162 193 146 146 150 154 99 sigoise’ 0D Vrilednost ispod
praga (2,29)
234 227 228 236 162 185 146 152 150 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
235 228 228 236 162 185 152 184 150 ‘Chemlaly 0P Vrijednost ispod
praga (2,29)
236 233 228 228 185 193 152 184 125 ’ “Favarol’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
237 2 34 228 250 193 205 136 146 131 ‘Levantinka’ 0P Vrijednost ispod
praga (2,29)
238 2.36 228 228 162 193 146 131 ‘Levantinka’  -OP Vrijednost ispod
- praga (2,29)
239 2,38 228 236 162 193 146 131 ‘Levantinka’  OP Vrilednostispod
= praga (2,29)
240 2 44 228 240 185 193 145 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
241 2.62 228 236 162 ‘ 193 131 ‘Levantinka’  OP Vrilednostispod
| praga (2,29)
242 248 228 240 162 131 ‘Levantinka 0P Vrijednost ispod
praga (2,29)
243 250 228 236 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
_ povise praga (2,29)
244 2.52 228 236 131 ‘parmesany  -OP Vrijednost ispod
- praga (2,29)
245 2_55 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost ispod
praga (2,29)
246 2 57 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost ispod
praga (2,29)
247 3.6 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost ispod

praga (2,29)
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Broj Oznaka Stvarni .
DOY9- - Al
uzorka ugorka DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCALl DCALl DCAL6 DCAL6 GAPULOL GAPUL0L EM 099-19  UD0O99-19 roditelj LOD vrijednost
248 3.7 228 236 162 185 146 152 154 154 190 192 99 131 Levantinka 0P Vrijednost ispod
praga (2,29)
249 3.8 228 236 162 193 146 184 154 154 190 99 131 ‘Levantinka 0D Vrijednost ispod
N praga (2,29)
250 3 14 228 236 162 185 146 184 0 0 190 99 131 ‘Levantinkar  -OP Vrijednost ispod
B praga (2,29)
251 3.17 228 236 162 193 152 166 150 150 99 131 ‘Levantinkar  OP Vrijednost ispod
praga (2,29)
252 3.19 228 238 185 193 146 146 150 150 131 ‘Levantinka’ O Vrijednost ispod
B praga (2,29)
253 320 228 246 185 193 146 166 154 131 ‘Levantinka’  OP Vrijednost ispod
praga (2,29)
254 321 228 228 162 193 146 152 0 131 ‘Moraiolo’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
255 3.22 228 236 162 193 146 166 ’ ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
256 3.26 228 238 185 185 146 146 145 ‘Sigoise’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
257 334 228 246 193 205 152 131 ‘Levantinka’  -OP Vrijednost ispod
- praga (2,29)
258 336 228 240 0 0 146 145 ‘Levantinka’  OP Vrilednostispod
N praga (2,29)
259 3.37 228 236 0 0 131 ‘Levantinka 0P Vrilednostispod
praga (2,29)
260 341 228 250 185 ‘ 205 131 Cipressing 0P Vrijednost ispod
praga (2,29)
261 3 55 228 240 185 145 ‘Levantinka 0P Vrijednost ispod
praga (2,29)
262 3.59 228 240 145 ‘Levantinka’ O Vrilednostispod
N praga (2,29)
263 3.67 228 240 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
B povise praga (2,29)
. ., LOD vrijednost ispod
264 41 131 Cipressino praga (2,29)
265 42 131 ‘Drobnica’ LoD vrijednost
N povise praga (2,29)
266 4.4 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost ispod

praga (2,29)
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Broj Oznaka Stvarni .
DOYY- - arn
uorka  usorka DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCAIL DCALl DCAL6 DCA16 GAPUIOL GAPULOL EM 099-19  UDO9S-19 i LOD vrijednost
267 4.6 228 236 185 205 146 184 154 154 190 190 131 131 “Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
268 4.9 228 240 185 185 146 146 154 154 192 99 131 ‘Parmesany’ 0P Vrijednost ispod
- praga (2,29)
269 410 228 236 185 185 146 184 145 154 190 131 131 ‘Parmesana’  -OP Viednost ispod
B praga (2,29)
270 414 228 236 162 193 146 166 150 150 131 131 ‘Levantinka’  -OP Vrilednost ispod
praga (2,29)
271 416 228 236 0 0 152 166 154 154 131 ‘Rosciola’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)
272 422 228 228 185 185 146 146 150 131 Alveriano LOD vrijednost
grionl povise praga (2,29)
273 423 228 236 162 193 146 184 150 131 Olivastra ~LOD vrijednost
Seggianese povise praga (2,29)
274 424 228 240 0 0 146 152 150 ’ ‘Moraiolo’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
275 428 228 236 0 0 146 166 131 ‘Drobnica’ 0P Vrilednost ispod
praga (2,29)
276 429 0 0 162 193 146 131 ‘Sigoise’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
277 431 0 0 162 193 146 131 ‘Levantinka’  -OP Vrijednost ispod
- praga (2,29)
278 4.32 0 0 193 193 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
279 4 34 228 236 162 ‘ 193 131 ‘Levantinkar  “OP Vrijednost ispod
- praga (2,29)
280 4 35 228 228 162 131 “Colombino’ LOD vrijednost ispod
praga (2,29)
281 4 36 131 “Chemlali LOD vrijednost ispod
praga (2,29)
282 4 37 131 “Levantinka’ LOD vrijednost ispod
- praga (2,29)
v LOD vrijednost ispod
283 4 38 131 Sigoise praga (2,29)
284 4239 131 ‘Levantinka’ L(,)VD vrijednost
povise praga (2,29)
285 440 131 Oblica’ LOD vrijednost

povise praga (2,29)

162




Broj Oznaka opn3  pca3  DCA9 DCA9 DCALL DCALL DCAL6 DCAL6  GAPUIOL GAPU D099-19 UDOg9-19  Stvarni LOD vrijednost
uzorka  uzorka roditelj

, L, LOD vrijednost

286 441 228 236 162 193 152 152 154 154 192 131 131 Levantinka "
povise praga (2,29)
287 4 47 228 236 162 193 146 166 145 154 190 131 131 ‘Drobnica’  -OP Vrilednost ispod
praga (2,29)

288 4 48 228 236 185 193 146 152 150 154 192 99 131 Sigoise’ LOD vrijednost

povise praga (2,29)
LOD vrijednost ispod
praga (2,29)
LOD vrijednost ispod
praga (2,29)

289 452 228 236 162 193 146 152 154 174 192 ‘Levantinka’

217 217

290 453 228 238 185 193 146 152 150 211 217 ‘Levantinka’

291 4 54 228 236 162 185 146 152 154 192 211 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)

292 4.55 228 240 185 193 146 146 150 205 217 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

293 4 56 228 238 185 185 146 152 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

294 4 58 228 238 185 193 146 131 ‘Drobnica’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)
295 4 59 228 236 162 185 131 ‘Levantinka’  -OP Vrijednostispod

praga (2,29)

296 4 60 228 238 162 193 145 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)

297 4 64 228 236 185 . 185 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost

povise praga (2,29)
LOD vrijednost ispod

298 9 4 228 236 131 Drobnica praga (2,29)
299 9_10 228 236 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
_ povise praga (2,29)
. L, LOD vrijednost
300 911 131 Cipressino povide praga (2,29)
301 9_15 131 ‘Levantinka’ LoD vrijednost
_ povise praga (2,29)
302 9_16 131 ‘Levantinka’ LQD vrijednost
B poviSe praga (2,29)
303 9 17 131 ‘Parmesana’ LOD vrijednost ispod
. praga (2,29)
304 9 18 131 ‘Drobnica’ LOD vrijednost ispod

praga (2,29)
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Broj Oznaka opn3  pca3  DCA9 DCA9 DCALL DCALL DCAL6 DCAL6  GAPUIOL GAPU D0O99-19  UDO099-19 Stvarni LOD vrijednost
uzorka  uzorka roditelj
305 9 20 228 240 185 193 146 152 150 164 192 99 145 ‘Sigoise’ LOD vrijednost ispod
praga (2,29)
306 924 228 236 162 185 152 166 150 174 190 99 131 santa - LOD vrijednost ispod
Caterina praga (2,29)
307 9.25 228 228 162 185 146 184 154 154 19 99 131 ‘Levantinka’ O Vrijednost ispod
N praga (2,29)
308 9 26 228 228 185 193 146 152 150 150 190 217 217 ‘Rosciola’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
309 927 228 236 181 185 152 176 150 215 217 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
30 930 228 238 162 193 146 152 150 205 211 “Levantinka’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)
311 932 228 240 162 185 146 152 150 205 211 “Koroneiki LOD vrijednost
povise praga (2,29)
312 9 34 228 238 162 185 132 146 145 Sigoise’ LOD vrijednost ispod
praga (2,29)
313 9 38 228 240 162 185 146 131 ‘Moraiolo’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)
314 9_39 228 236 162 185 146 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
315 9 41 228 236 181 193 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
B ‘ povise praga (2,29)
316 9_45 228 240 162 185 145 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
317 9 46 228 236 131 ‘Levantinka 0P Vrilednostispod
praga (2,29)
318 9 47 228 236 131 ‘Rosciola’ LOD vrijednost ispod
B praga (2,29)
319 9 49 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)
320 9 54 131 ‘Parmesana’ LOD vrijednost ispod
B praga (2,29)
321 9 60 131 ‘Levantinka’ LQD vrijednost
poviSe praga (2,29)
i LOD vrijednost ispod
322 9 61 131 Sigoise praga (2,29)
323 963 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost

povise praga (2,29)
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Broj

Oznaka

Stvarni

worka  wworke DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCALL DCAIL DCAL6 DCAL6 GAPULL GAPULL EM upoged9 LOD vrijednost
. s LOD vrijednost
324 9 67 228 236 162 193 146 184 145 154 192 198 99 131 Levantinka -
povise praga (2,29)
325 2 64 228 236 162 185 146 166 150 174 190 99 131 ‘Drobnica’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)
326 2 65 228 240 162 193 146 152 150 164 190 99 145 ‘Levantinkar  -OP Vrijednost ispod
_ praga (2,29)
327 2.67 228 236 162 193 146 166 145 154 99 131 ‘Levantinka’  -OP Vrijednostispod
praga (2,29)
328 2,69 228 236 193 205 146 166 145 154 ‘Levantinkar  “OP Vrijednost ispod
praga (2,29)
329 2.71 228 236 162 185 146 152 145 150 ‘Levantinka’ LOD vrijednost

povise praga (2,29)
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Tablica S2. Popis svih embrija sorte ‘Lastovka’ s LOD vrijednostima, pripadaju¢im genotipskim p

nijim donorima peludi u 2020. godini.

Broj

Oznaka

uzorka  uzorka DCA3 ~ DCA3  DCA9 DCA9 DCALl DCALl DCAL6 DCAL6 GAPULOL GAPUILQ

1 1.12 228 240 172 185 152 184 154 178 192

2 1.13 228 228 185 203 146 152 150 154

3 114 228 236 193 205 146 146 150 154

4 1.15 228 236 193 205 152 184 154 154 215
5 1.16 228 236 162 185 152 166 145 217
6 1.17 228 236 193 205 152 166 150 190 217
7 1.18 228 236 185 205 146 188 145 198 217
8 1.19 228 236 185 205 146 184 198

9 1.20 228 228 193 193 146

10 1.21 228 236 193 205 146

11 1.22 228 236 162 193

12 1.23 228 236 185 ‘205

13 124 228 236 193

14 1.25 228 250

15 1.26 228 236

16 1.27

17 1.28

18 1.29

19 1.30

Stvarni »
D099-19 UDO99-19 roditelj LOD vrijednost
131 131 “Moraiolo’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
99 145 ‘Karbuniela’ Negell.tlvna LOD
vrijednost
131 145 ‘Drobnica’ Negé_tlvna LOD
vrijednost
209 131 ‘Levantinka’ L(.)vD vrijednost
povise praga (1,11)
217 131 ‘Levantinka’ LQD vrijednost
povise praga (1,11)
LOD vrijednost

131
»
131
131
145
131
145
131
131
145
131
131
131

131

‘Levantinka’
‘Levantinka’
‘Levantinka’
‘Parmesana’
‘Drobnica’
‘Levantinka’
‘Drobnica’
‘Levantinka’
‘Pendolino’
‘Drobnica’
‘Colombino’
‘Levantinka’
‘Levantinka’

‘Sigoise’

povise praga (1,11)
Negativna LOD
vrijednost
LOD vrijednost
povise praga (1,11)
LOD vrijednost
povise praga (1,11)
Negativna LOD
vrijednost
LOD vrijednost
povise praga (1,11)
Negativna LOD
vrijednost
LOD vrijednost
povise praga (1,11)
LOD vrijednost
povise praga (1,11)
LOD vrijednost
povise praga (1,11)
Negativna LOD
vrijednost
LOD vrijednost
povise praga (1,11)
Negativna LOD
vrijednost
LOD vrijednost
povise praga (1,11)
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Broj

Oznaka

Stvarni

orka  uworke DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCALl DCALL DCAI6 DCAL6 GAPULOL GAPULL  EM Upoge9 o LOD vrijednost

20 138 228 236 162 185 146 184 145 150 190 131 ‘Parmesana’ _ -OP Vrijednost
povise praga (2,29)

21 139 228 228 162 193 146 146 150 150 190 131 ‘Levantinka” _ -OD Vrijednost
- povise praga (2,29)

22 140 228 236 162 193 152 184 154 174 192 217 99 131 ‘Levantinka® _ -OD Vvrijednost
- povise praga (2,29)

23 141 228 236 172 185 146 152 154 162 192 217 131 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

2 142 228 238 162 193 146 146 150 154 192 217 99 145  ‘Levantinka» ~ -OD Vrijednost
- povise praga (2,29)

25 144 228 236 162 185 146 184 145 154 192 215 217 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)

26 145 228 236 162 162 146 146 150 0 0 0 ‘Levantinka® _ -OD vrijednost
povise praga (2,29)

27 148 228 240 185 193 146 152 150 205 217 45  ‘Levantinkaw _-OP Vrijednost
povise praga (2,29)

28 150 228 236 162 185 152 184 150 190 217 1’ “Fasolino’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)

29 155 228 236 162 185 146 166 190 131 ‘Levantinka» -OP Vrijednost
povise praga (2,29)

30 158 228 238 185 185 146 131 ‘Parmesana’ _ -OP Vrijednost
povise praga (2,29)

31 161 228 236 185 185 146 131 “Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (2,29)

32 163 228 240 131 ‘Levantinka® _ -OD vrijednost
povise praga (2,29)

- - LOD vrijednost
33 1 68 228 236 131 Cipressino povise praga (2,29)

34 1 69 228 236 131 “Favarol’ LOD vrijednost
- povise praga (2,29)

35 22 228 236 131 ‘Levantinka =D Vrijednost
povise praga (2,29)

36 2.3 228 228 131 ‘Levantinka» _ -OD Vrijednost
povise praga (2,29)

37 24 208 131 ‘Levantinka =D Vrijednost
- povise praga (2,29)

38 2.6 8 16 152 166 131 ‘Drobnica’ LQD vrijednost
povise praga (2,29)
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Broj Oznaka Stvarni .
uzorka urorka DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCALl DCAIl DCA16 DCA16 GAPUL0L GAPUL0L EM UDO099-19 roditelj LOD vrijednost
39 150 228 228 185 195 146 146 150 154 192 198 131 131 ‘Drobnica’ Negativna LOD
vrijednost
40 1.51 228 236 162 185 152 166 145 154 190 99 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
N povise praga (1,11)
41 1.52 228 236 162 193 152 166 154 174 192 131 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
_ povise praga (1,11)
42 153 228 236 193 205 152 184 145 150 99 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
43 1.55 228 236 162 185 146 184 154 174 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
N povise praga (1,11)
44 1.56 228 236 193 193 136 146 150 131 ‘Sigoise’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
45 1.58 228 236 162 185 152 184 154 131 ‘Levantinka’ LoD vrijednost
povise praga (1,11)
46 1.59 228 236 193 203 146 184 154 ’ ‘Oblica’ LoD vrijednost
povise praga (1,11)
47 160 228 228 185 185 146 146 99 Drobnica’ LQD vrijednost
povise praga (1,11)
48 161 228 236 193 205 146 131 ‘Levantinka’ LoD vrijednost
povise praga (1,11)
49 1.62 0 0 185 203 146 145 ‘Oblica’ LQD vrijednost
povise praga (1,11)
50 1.63 0 0 193 193 131 ‘Sigoise’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
51 2.1 0 0 193 ‘205 131 ‘Levantinka’ Negativna LOD
vrijednost
52 2.2 0 0 193 215 131 145 ‘Fasolino’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
53 23 217 131 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
54 2.4 217 99 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
55 2.5 217 131 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
56 26 217 131 131 ‘Farga’ Negativna LOD
vrijednost
57 2.7 217 99 131 Alvgrla?o Negzitlvna LOD
- grionl vrijednost
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Broj Oznaka Stvarni .
DO99- - A
uzorka uzorka DCA3 DCA3 DCA9 DCA9 DCAl1l DCAl1l DCA16 DCA16 GAPU101 GAPU101 EM 099-19  UDO99-19 roditel] LOD vrijednost
58 28 228 228 193 203 146 184 150 154 192 198 131 131 Farga’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
59 2.9 228 236 193 205 146 166 150 174 190 99 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
60 2.10 228 240 162 193 152 152 150 174 190 131 131 ‘Rosciola’ Negativna LOD
B vrijednost
61 2,11 228 228 193 203 146 152 150 154 131 131 ‘Karbunéela’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
. o, LOD vrijednost
62 2,12 228 236 162 185 146 184 145 154 131 Levantinka .
povise praga (1,11)
63 2.13 228 228 185 203 146 152 154 145 ‘Drobnica’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
64 2.14 228 236 185 205 152 166 154 131 ‘Levantinka’ LoD vrijednost
povise praga (1,11)
65 215 228 236 185 205 146 146 150 ’ Koroneiki’ LQD vrijednost
N povise praga (1,11)
66 2.16 228 236 193 205 146 184 131 ‘Levantinka’ Negativna LOD
vrijednost
67 217 228 236 185 203 146 145 ‘Karbunela’ Negativna LOD
N vrijednost
68 218 228 228 185 203 145 ‘Karbuncela’ LQD vrijednost
N povise praga (1,11)
69 219 228 228 193 205 145 ‘Drobnica’ LoD vrijednost
povise praga (1,11)
70 2.20 228 236 162 ‘ 185 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
N povise praga (1,11)
71 2.21 228 228 193 145 ‘Drobnica’ LQD vrijednost
povise praga (1,11)
72 2.22 228 228 145 ‘Drobnica’ LoD vrijednost
N povise praga (1,11)
73 2.23 228 238 145 ‘Cipressino’ LQD vrijednost
povise praga (1,11)
74 224 145 ‘Drobnica’ LQVD vrijednost
povise praga (1,11)
o~ , LOD vrijednost
” 222 131 Grignan povise praga (1,11)
76 226 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost

povise praga (1,11)
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Broj Oznaka Stvarni .
DO99- - ~
uzorka urorka DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCALl DCAIl DCA16 DCA16 GAPUL0L GAPUL0L EM 099-19  UDO99-19 roditelj LOD vrijednost
77 228 228 236 162 193 146 184 150 174 192 198 131 131 “Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
78 2.29 228 236 162 193 146 152 125 150 190 99 131 ‘Grignan’ Negativna LOD
vrijednost
79 2.30 228 236 193 205 152 166 145 150 192 99 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
80 231 228 240 185 193 152 176 154 174 131 131 santa LOD vrijednost
- Caterina povise praga (1,11)
81 2.33 228 236 193 203 146 146 150 154 131 ‘Oblica’ LOD vrijednost
_ povise praga (1,11)
82 234 228 228 193 203 146 152 150 145 ‘Karbunéela’ Negativna LOD
vrijednost
83 235 228 236 185 205 146 152 154 131 ‘Drobnica’ Negativna LOD
vrijednost
84 2,36 228 228 162 185 146 146 154 ’ ‘Farga’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
85 2.37 228 236 185 203 152 184 145 Oblica’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
86 2.38 228 236 162 193 152 131 ‘Levantinka’ LoD vrijednost
N povise praga (1,11)
87 239 228 236 193 203 152 145 ‘Oblica’ Negéjclvna LOD
N vrijednost
88 240 228 236 185 205 131 ‘Levantinka’ LQVD vrijednost
povise praga (1,11)
89 2 41 228 236 193 ‘ 207 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
N povise praga (1,11)
90 2.43 228 228 162 131 ‘Moraiolo’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
91 244 228 228 131 Santa ’ Negativna LOD
B Caterina vrijednost
92 245 228 228 131 ‘Drobnica’ LOD vrijednost
N povise praga (1,11)
93 2.47 131 ‘Levantinka’ Negativna LOD
vrijednost
94 2. 48 131 ‘Levantinka’ L(,)VD vrijednost
povise praga (1,11)
95 2. 49 131 ‘Cipressino’ LOD vrijednost

povise praga (1,11)
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Broj Oznaka Stvarni .
D - - .
usorka  wnorka DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCALL DCALL DCAL6 DCAL6 GAPUIOL GAPULL EM 099-19  UDO99-19 LOD vrijednost
9% 252 228 236 185 203 146 184 150 154 192 198 99 131 ‘Farga’ Negativna LOD
vrijednost
97 253 228 236 185 203 152 184 150 150 190 99 145 ‘Oblica’ Negativna LOD
_ vrijednost
98 254 228 236 193 195 146 146 154 154 192 99 131 ‘Favarol’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
99 255 228 236 193 203 146 146 150 154 131 145 ‘Karbuntely ~ \esativnalOD
vrijednost
100 2.56 228 236 162 185 146 166 154 174 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
- povise praga (1,11)
101 257 228 236 193 205 146 152 154 145 ‘Drobnica’ Negativna LOD
vrijednost
102 258 228 236 162 193 146 152 145 131 ‘levantinka’ \esativnalOD
vrijednost
103 2.59 228 236 181 193 146 152 154 ’ O"YaStra, Negativna LOD
= Seggianese vrijednost
. _— LOD vrijednost
104 261 228 236 162 193 152 184 131 Levantinka Y
povise praga (1,11)
105 262 228 228 193 203 146 131 ‘Oblica’ LOD vrijednost
- povise praga (1,11)
106 263 228 236 185 205 152 145 ‘Drobnica’ Negativna LOD
- vrijednost
107 2 64 228 246 185 207 131 Alveriano LOD vrijednost
- grionl povise praga (1,11)
108 2,65 228 236 193 ‘205 145 ‘Drobnica’ Negativna LOD
- vrijednost
109 266 228 236 193 131 ‘Sigoise’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
110 41 228 236 168 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
111 4.2 228 228 131 Farga’ Negéjclvna LOD
vrijednost
112 43 131 Farga’ Negzitlvna LOD
vrijednost
113 4.4 145 ‘Drobnica’ Negaitlvna LoD
! vrijednost
114 45 131 ‘Drobnica’ LOD vrijednost

povise praga (1,11)
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Broj Oznaka Stvarni .
D - - s
uzorka ugorka DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCALl DCALl DCAL6 DCAL6 GAPULOL GAPUL0L EM 099-19  UDO99-19 roditelj LOD vrijednost
115 46 228 228 185 203 146 146 154 154 190 198 131 168 ‘Farga’ Negativna LOD
vrijednost
116 47 228 236 185 193 146 152 150 150 190 99 131 ‘Drobnica’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
117 4.8 228 236 185 193 146 184 154 154 190 99 131 ‘Farga’ Negativna LOD
vrijednost
118 49 228 236 185 207 146 166 150 150 99 131 ‘Chemlali’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
119 4_10 228 236 162 193 146 166 154 174 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
. povise praga (1,11)
. L, LOD vrijednost
120 4 11 228 236 193 205 146 152 150 131 Colombino "
povise praga (1,11)
121 412 228 238 185 193 146 152 150 131 ‘Cipressing’ _ OP vrijednost
povise praga (1,11)
122 413 228 250 185 205 146 184 150 ’ ‘Leccin’ LOD vrijednost
. povise praga (1,11)
123 4_14 228 246 193 195 152 166 131 ‘Grignan’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
124 415 228 236 162 185 146 131 “Grignan’ Negativna LOD
vrijednost
125 416 228 236 185 207 146 145 ‘Drobnica’ LOD vrijednost
_ povise praga (1,11)
126 417 228 228 185 203 135 ‘Oblica’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
127 418 228 236 185 ‘ 193 131 “Drobnica’ LOD vrijednost
B povise praga (1,11)
128 419 228 236 193 131 ‘Koroneiki’ Negativna LOD
vrijednost
129 420 228 228 131 ‘Karbuntela’ LOD vrijednost
B povise praga (1,11)
130 421 228 236 145 ‘Drobnica’ Negativna LOD
- vrijednost
131 422 145 ‘Drobnica’ LQVD vrijednost
povise praga (1,11)
. ., LOD vrijednost
132 4 23 131 Cipressino povise praga (1,11)
133 424 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost

povise praga (1,11)
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Broj Oznaka Stvarni .
worka  wworke DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCALL DCAIL DCAL6 DCAL6 GAPULL GAPULL EM DO99-19  UDO99-19 | r LOD vrijednost
134 425 228 236 162 193 152 184 145 154 190 198 99 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
135 426 228 228 193 203 152 184 154 154 190 131 131 ‘Farga’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
136 431 228 236 162 185 146 146 154 154 190 99 131 ‘Farga’ Negativna LOD
vrijednost
137 432 228 236 185 205 152 166 150 150 131 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
138 433 228 238 185 193 132 146 150 154 145 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
. _— LOD vrijednost
139 4 34 228 236 185 205 146 166 150 131 Levantinka o
povise praga (1,11)
140 435 228 236 185 205 152 166 150 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
141 436 228 228 193 205 146 184 154 ’ ‘Farga’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
142 437 228 236 185 207 152 184 131 ‘Drobnica’ Negativna LOD
vrijednost
143 438 228 236 193 203 146 131 “Favarol’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
144 4 39 228 236 185 193 146 131 ‘Drobnica’ Negativna LOD
vrijednost
145 440 228 228 185 203 135 ‘Karbuniela’ Negativna LOD
vrijednost
146 441 228 240 193 ‘ 193 131 ‘Sigoise’ Negativna LOD
vrijednost
147 442 228 228 193 131 ‘Oblica’ Negativna LOD
vrijednost
148 4 43 228 236 135 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
149 444 228 236 131 ‘Favarol’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
150 445 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
i~ , LOD vrijednost
151 4_46 131 Grignan povise praga (1,11)
152 447 145 ‘Oblica’ LOD vrijednost

povise praga (1,11)
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Broj Oznaka Stvarni .
DO99- - ~
uzorka uzorka DCA3 DCA3 DCA9 DCA9 DCAll DCAIl DCA16 DCA16 GAPU101 GAPU101 EM 099-19  UDO99-19 roditelj LOD vrijednost
153 448 228 228 185 205 146 152 154 154 190 192 99 135 Fasolino’ Negativna LOD
vrijednost
154 4_49 228 228 185 185 146 152 154 154 192 131 131 ‘Farga’ Negativna LOD
vrijednost
155 4_50 228 236 162 185 152 166 150 174 190 99 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
. povise praga (1,11)
156 4 51 228 228 185 203 152 184 154 154 99 135 ‘Drobnica’ Negativna LOD
vrijednost
157 4.52 228 236 193 205 146 184 150 174 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
N povise praga (1,11)
, Y1 LOD vrijednost
158 4 53 228 236 193 203 146 146 150 135 Karbuncela .
povise praga (1,11)
159 454 228 228 185 195 146 146 150 135 Fasolino’ Negativna LOD
vrijednost
160 455 228 236 185 203 146 152 154 ’ ‘Drobnica’ LoD vrijednost
N povise praga (1,11)
161 456 228 236 162 185 152 166 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
162 4 57 228 236 162 185 146 131 ‘Levantinka’ LoD vrijednost
N povise praga (1,11)
163 4 58 228 228 185 203 131 ‘Karbuncela’ LOD vrijednost
N povise praga (1,11)
164 459 228 236 193 203 131 ‘Koroneiki’ Neg{tlvna LOD
vrijednost
165 4 60 228 228 185 ‘203 135 ‘Karbunéela’ Neg{tlvna LOD
N vrijednost
166 4 61 228 236 193 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
167 462 228 236 131 ‘Levantinka’ Negativna LOD
N vrijednost
168 463 228 236 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
- povise praga (1,11)
169 4 64 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
170 51 131 ‘Levantinka’ LQVD vrijednost
povise praga (1,11)
171 52 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost

povise praga (1,11)
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Broj  Oznaka Stvarni -
D - - s
usorka  usorka DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCAIL DCAll DCAl6 DCA16 GAPUIOL GAPULOL EM 099-19  UDO9S-19 i LOD vrijednost
172 5.3 228 236 172 185 136 146 154 154 190 205 99 131 ‘Favarol’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
173 5 4 228 228 193 207 146 184 125 154 190 99 131 Alveriano LOD vrijednost
- grionl povise praga (1,11)
174 5.5 228 236 185 205 146 152 154 174 190 131 131 ‘Levantinka’ Negativna LOD
vrijednost
175 5.6 228 236 162 185 146 152 150 154 99 131 Fasolino’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
176 5.7 228 236 185 203 152 184 154 154 131 ‘Farga’ Negativna LOD
vrijednost
177 58 228 236 162 193 146 184 150 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
178 59 228 236 185 193 146 184 154 131 “Drobnica’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
179 510 228 236 193 203 152 184 150 ’ ‘Oblica’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
180 511 228 240 162 185 132 170 99 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
181 512 228 236 185 193 146 131 ‘Sigoise’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
182 513 228 236 185 203 135 “Koroneiki’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
183 514 228 236 162 185 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
184 515 228 236 185 ‘203 131 ‘Colombino’ Negativna LOD
vrijednost
185 516 228 236 185 145 ‘Grignan’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
186 5 17 228 236 131 ‘Grignan’ Negativna LOD
vrijednost
187 518 228 236 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
- povide praga (1,11)
188 5.19 131 ‘Fasolino’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
189 5_20 131 ‘Grignan’ Negaitlvna Lob
vrijednost
e, LOD vrijednost ispod
190 522 131 Sigoise praga (1,11)
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Broj Oznaka Stvarni .
D - - e
worka ok DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCALL DCALl DCAl6 DCAL6 GAPULOL GAPUL0L EM 099-19  UDO99-19 | r LOD vrijednost
191 5 23 228 236 193 205 146 166 150 174 192 198 99 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
192 5 24 228 236 185 207 146 166 133 150 190 99 131 ‘Levantinka’ Negativna LOD
- vrijednost
193 525 228 236 162 193 152 184 133 150 190 99 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
_ povise praga (1,11)
194 526 228 236 162 193 146 146 133 150 131 131 Olivastra LOD vrijednost
- Seggianese povise praga (1,11)
195 527 228 236 162 185 146 168 133 154 131 Olivastra LOD vrijednost
- Seggianese povise praga (1,11)
196 5 28 228 236 193 203 146 152 133 135 ‘Koroneiki’ Negativna LOD
vrijednost
197 529 228 236 185 205 146 166 133 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
198 530 228 236 185 197 152 152 133 ’ Olivastra Negativna LOD
= Seggianese vrijednost
199 5 31 228 236 162 185 146 152 135 ‘Koroneiki’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
200 532 228 236 162 185 146 131 Olivastra Negativna LOD
= Seggianese vrijednost
201 5 33 228 236 185 205 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
- povise praga (1,11)
202 534 228 236 185 193 135 Olivastra LOD vrijednost
= Seggianese povise praga (1,11)
203 535 228 236 185 ‘ 205 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
- povise praga (1,11)
204 5 36 228 236 193 131 ‘Levantinka’ Negativna LOD
vrijednost
205 5 37 228 236 131 ‘Fasolino’ LoD vrijednost
povise praga (1,11)
206 5 38 228 236 131 ‘Levantinka’ Negativna LOD
= vrijednost
207 5 39 145 Ollyastra ) L(?VD vrijednost
- Seggianese povise praga (1,11)
208 5_40 131 ‘Fasolino’ Neggtlvna LOD
vrijednost
209 5_41 135 ‘Farga’ LOD vrijednost

povise praga (1,11)
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Broj Oznaka Stvarni .
DO99- - ~
uzorka urorka DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCALl DCAIl DCA16 DCA16 GAPUL0L GAPUL0L EM 099-19  UDO099-19 roditelj LOD vrijednost
200 542 228 236 162 193 146 146 133 154 190 192 99 131 Olivastra LOD vrijednost
- Seggianese povise praga (1,11)
211 543 228 236 185 205 152 184 133 154 190 131 131 ‘Levantinka’ Negativna LOD
B vrijednost
212 5 44 228 236 185 195 146 146 133 150 190 131 131 ‘Farga’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
213 545 228 236 162 185 146 166 133 150 131 131 ‘Levantinka' 0P Vrijednost
povise praga (1,11)
214 546 228 236 162 185 146 146 133 150 131 Olivastra LOD vrijednost
- Seggianese povise praga (1,11)
215 547 228 236 185 205 152 152 133 131 Olivastra LOD vrijednost
Seggianese povise praga (1,11)
216 548 228 236 162 185 152 166 133 131 ‘Levantinka’ Negativna LOD
vrijednost
217 5_49 228 236 185 207 146 146 133 ’ Koroneiki LoD vrijednost
_ povise praga (1,11)
218 5_50 228 236 185 205 152 184 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
219 5_52 228 236 185 203 152 131 ‘Oblica’ LQVD vrijednost
N povise praga (1,11)
220 5 53 228 236 162 185 131 Koroneiky 0P Vrilednost ispod
N praga (1,11)
221 5_54 228 240 162 193 131 ‘Moraiolo’ LoD vrijednost
povise praga (1,11)
222 555 228 236 193 ‘ 205 131 ‘Levantinka’ LQD vrijednost
N povise praga (1,11)
223 5_56 228 236 162 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
224 557 228 236 131 ‘Koroneiki’ Negativna LOD
N vrijednost
225 5 58 228 236 131 Ollyastra ) L(?VD vrijednost
- Seggianese povise praga (1,11)
226 5 59 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
227 5_60 131 ‘Levantinka’ LQVD vrijednost
povise praga (1,11)
228 5 61 131 ‘Levantinka’ Negativna LOD

vrijednost
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Broj Oznaka Stvarni .
DOY9- - A
uzorka urorka DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCALl DCAIl DCA16 DCA16 GAPUL0L GAPUL0L EM 099-19  UDO99-19 roditelj LOD vrijednost
29 562 228 236 185 193 146 184 133 154 192 198 131 131 ‘Drobnica’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
230 6.1 228 236 193 203 146 152 133 154 190 99 135 ‘Koroneiki’ LOD vrijednost
- povise praga (1,11)
231 6.2 228 236 185 193 152 166 133 154 190 99 131 ‘Grignan’ Negativna LOD
vrijednost
232 6.3 228 236 162 185 152 166 133 150 99 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
233 6.4 228 236 162 193 146 186 133 154 131 Olivastra LOD vrijednost
- Seggianese povise praga (1,11)
234 6.5 228 240 181 185 152 176 133 131 Olivastra LOD vrijednost
Seggianese povise praga (1,11)
235 6.6 228 236 185 205 146 186 133 131 Fasolino’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
236 6_7 228 236 185 205 152 166 133 ’ “Levantinka’ Negativna LOD
N vrijednost
237 6.8 228 236 162 185 146 186 135 ‘Koroneiki’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
238 6.9 228 236 162 185 152 135 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
- povise praga (1,11)
239 6_10 228 236 185 193 131 ‘Levantinka’ Negéjclvna LOD
N vrijednost
240 6_11 228 236 162 185 131 ‘Koroneiki’ LoD vrijednost
povise praga (1,11)
241 6_12 228 236 162 ‘ 185 145 ‘Drobnica’ LQD vrijednost
- povise praga (1,11)
242 6_13 228 236 193 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
243 6_14 228 236 131 ‘Koroneiki’ LOD vrijednost
- povise praga (1,11)
244 6_15 228 236 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
- povise praga (1,11)
i~ , LOD vrijednost
2 e-1e 131 Grignan povise praga (1,11)
246 6_17 131 ‘Drobnica’ LoD vrijednost
povise praga (1,11)
247 6_18 131 ‘Koroneiki’ LOD vrijednost

povise praga (1,11)
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Broj Oznaka Stvarni .
D - - e
worka ok DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCALL DCALl DCAl6 DCAL6 GAPULOL GAPUL0L EM 099-19  UDO99-19 | r LOD vrijednost
248 619 228 236 162 185 132 146 133 150 190 192 99 135 ‘Cipressino’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
249 620 228 236 185 185 132 152 133 150 190 131 131 ‘Drobnica’ LOD vrijednost
- povise praga (1,11)
250 621 228 236 185 205 146 186 133 150 190 99 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
_ povise praga (1,11)
251 622 228 236 185 193 146 152 133 150 99 135 ‘Farga’ Negativna LOD
vrijednost
252 623 228 236 185 193 146 146 133 154 131 ‘Drobnica’ Negativna LOD
- vrijednost
253 624 228 236 185 205 146 186 133 135 ‘Levantinka’ Negativna LOD
vrijednost
254 625 228 236 193 205 152 184 133 145 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
255 6.26 228 236 193 203 152 166 133 ’ ‘Oblica’ LOD vrijednost
- povise praga (1,11)
256 627 228 236 162 193 146 186 131 Olivastra LOD vrijednost
Seggianese povise praga (1,11)
257 628 228 236 162 185 146 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
= povise praga (1,11)
258 6.29 228 236 162 185 146 131 Olivastra LOD vrijednost
- Seggianese povise praga (1,11)
. L, LOD vrijednost
259 630 228 236 162 193 131 Fasolino .
povise praga (1,11)
260 6.31 228 236 193 ‘ 205 135 “Fasolino’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
261 6.32 228 236 162 131 ‘Koroneiki’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
262 6_33 228 236 131 ‘Farga’ LoD vrijednost
povise praga (1,11)
263 6_34 228 236 131 ‘Levantinka’ Negativna LOD
= vrijednost
264 6_35 131 ‘Koroneiki’ . vrijednost
povise praga (1,11)
. , LOD vrijednost
265 6_36 131 Farga povise praga (1,11)
266 6.37 131 Olivastra LOD vrijednost

Seggianese’

povise praga (1,11)
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Broj Oznaka Stvarni .
DOY9- - A
uzorka urorka DCA3  DCA3  DCA9 DCA9 DCALl DCAIl DCA16 DCA16 GAPUL0L GAPUL0L EM 099-19  UDO099-19 roditelj LOD vrijednost
267 6.38 228 236 162 185 146 152 133 150 190 192 99 135 ‘Koroneiki LOD vrijednost
povise praga (1,11)
268 6.39 228 236 185 193 146 152 133 150 190 99 131 ‘Drobnica’ Negativna LOD
N vrijednost
269 6_40 228 236 162 193 146 166 133 154 190 99 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
N povise praga (1,11)
270 6_41 228 236 185 205 146 186 133 154 99 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
271 6_42 228 236 162 185 146 166 133 154 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
N povise praga (1,11)
272 6_43 228 236 193 203 146 152 133 145 ‘Oblica’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
273 644 228 236 193 205 152 166 133 131 ‘Levantinka’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
274 6_45 228 236 193 205 146 166 133 ’ “Levantinka’ LOD vrijednost
N povise praga (1,11)
275 6.46 228 236 193 195 146 152 131 “Koroneiki Negativna LOD
vrijednost
276 6_47 228 236 185 205 146 131 ‘Levantinka’ LoD vrijednost
N povise praga (1,11)
277 6_48 228 236 193 203 131 ‘Koroneiki’ Negéjclvna LOD
N vrijednost
278 6_49 228 236 181 193 131 ‘Favarol’ LOD vrijednost
povise praga (1,11)
279 6_50 228 236 185 ‘ 195 131 ‘Koroneiki’ LQD vrijednost
N povise praga (1,11)
280 6_51 228 236 162 131 ‘Levantinka’ Negativna LOD
vrijednost
281 6_52 228 236 131 ‘Koroneiki’ Negativna LOD
N vrijednost
282 6_53 228 236 131 ‘Koroneiki’ Negativna LOD
N vrijednost
283 6_54 131 “Fasolino’ LQVD vrijednost
povise praga (1,11)
284 6_55 131 ‘Levantinka’ Negativna LOD
vrijednost
285 6.56 131 ‘Koroneiki’ LOD vrijednost

povise praga (1,11)
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Broj Oznaka
uzorka uzorka

LOD vrijednost

286 6_57
287 6_58
288 6_59
289 6_60
290 2.51

LOD vrijednost
povise praga (1,11)
Negativna LOD
vrijednost
LOD vrijednost
povise praga (1,11)
LOD vrijednost
povise praga (1,11)
LOD vrijednost
povise praga (1,11)

O



11. ZIVOTOPIS

Marina Raboteg Bozikovi¢ rodena je 04. veljaée 1993. godine u Splitu. Nakon zavrSene 1.
gimnazije u Splitu, upisala je preddiplomski i dipomski studij Biologije 1 kemije na
Prirodoslovno-matematickom fakultetu u Splitu. Diplomski rad pod‘naslovom ,,Hidroksilamin
kao akceptor aminoacilne skupine kod adenilacijske domene tirocidin-Sintetaze 1* obranila je
krajem 2016. godine. Tijekom studija ostvarila je vise stipendija u Kategoriji 1zwrsnosti, a 2017.
godine, u sklopu Erasmus+ stru¢ne prakse, boravila je Institutu za biomedicinska istrazivanja u
u Barceloni (IRB Barcelona), gdje je bila uklju¢ena u znanstveni rad iz molekularne biologije.
Po povratku, radila je kao nastavnica iz prirode, bielogije i‘kemije u osnovnoj Skoli te kao
vanjski suradnik-asistent na Prirodoslovno-matématickom ‘fakultetu u Splitu na kolegijima
“Analiticke metode”, “Organska kemija“, ,,Kemija nutrijenata® u okviru studija’,;Biologije i
Kemije* te studija ,,Nutricionizma®. Krajem 2018. godine zaposlila se kao asistent na Institutu
za jadranske kulture i melioraciju ki§a u Splitu na zavodu za Biljne znanosti pod vodstvomidr.
sc. Gabriele Vuletin Selak. Paralelno jedupisala poslijediplomski doktorski.studij Malekularne
bioznanosti na Sveucilistu Josipa Jurja, Strossmayera u Osijeku. Dobitnica je stipendije
Veleposlanstva Francuske Republike, u Republici Hrvatskoj (2019./2020.) te kratkoro¢ne
stipendije Federacijeseuropskih drustava za biljnu biologiju (engl. Federation-of European
Societies of Plant Bilogy,.FESPB) u 2021. godini, zahvaljujuéi kojima se usavrSavala na
Sveucilistu u Lyonu (Laboratory Ecologie Mierobienne, UMR CNRS 5557). Osim toga,
tijekom, 2020 1 2021. godine, boravkom»na Sveucilistu, u Pfimorskoj, na Institutu za
mediteransku, poljoprivredu i maslinarstvo, steklaje iskustvo u upotrebi molekularnih biljega u
odredivanju roditeljstva iz embrija masline. Sljedece dvije godine (2022.-2023.) provela je na
rodiljnem dopustu. Suradnica je na ukupno devet znanstvenih'i stru¢nih projekata, domacih i

medunarodnih.

Popis objavljenih publikagija:

1. Cuevas, J., Chiamolera, F. M. Pinillos, V., Rodriguez, F., Salinas, 1., Cabello, D., Baruca
Arbeiter, A., Bandelj, D., Raboteg Bozikovi¢, M., Vuletin Selak, G. (2024a) Arbosana olive is
self-incompatible, but inter-compatible with some other low-vigor olive cultivars.
Horticulturae 10, 739.

2. Cuevas, J., Chiamolera, F. M., Pinillos, V., Rodriguez, F., Salinas, 1., Cabello, D., Baruca
Arbeiter, A., Bandelj, D., Raboteg Bozikovi¢, M., Vuletin Selak, G. (2024b) Backcrossing

182



Failure between Sikitita Olive and Its Male Parent Arbequina: Implications for the Self-

Incompatibility System and Pollination Designs of Olive Orchards. Plants 13, 2872.

3. Rafels-Ybern, A., Torres, A.G., Camacho, N., Herencia-Ropero, A., Frigolé, H.R., Wulff,
T.F., Raboteg, M., Bordons, A., Grau-Bové, X., Ruiz-Trillo, 1., Ribas de Pouplana, L.(2019)
The expansion of inosine at the wobble position of tRNAs and its rele in the evolution of
proteomes. Mol. Biol. Evol. 36, 650-662.

4. Vuletin Selak, G., Baruca Arbeiter, A., Cuevas, J., Perica, S., Puji¢, P., Raboteg Bozikovi¢,
M., Bandelj, D. (2021) Seed paternity analysis using SSR«markers to assess successful pollen

donors in mixed olive orchards. Plants 10, 2356.

5. Vuletin Selak, G. *, Raboteg Bozikovié*, M., &brouk, D, Bol¢ié, M., Zani¢, K., Perica, S.,
Normand, Puji¢, P. (2022) Pseudomonas ST1 and Panteea Paga strains cohabit in olive knots.

Microorganisms 10, 1529.

6. Vuletin Selak, G., Raboteg, M.,/Dubost, A.,JAbrouk, D., Zanié, K., Normand, Py, Pujic, P
(2019) Whole-genome sequence of a Pantoea'sp. strain isolated from an olive (Olea eurepaea
L.) knot. Microbiol. Resour. Announc. 8,e00978-19.

7. Vuletin Selak, G., Raboteg, M., Fournier, P., Dubost, A., Abrouky, D., Zanié, K., Perica, S.,
Normand, P., Puji¢, P.42019) Genome sequence of Pseudomonas,sp. strain ST1, isolated from

olive (Olea europaeéa L.) knot galls in Croatia. Microbiol. Resaur. Announc. 8, e€00986-19.
* dijeljeno prvo autorstvo

Predavanja i sudjelovanja na skupovima:

Raboteg, M., Vuletin Selak, G., Bol¢i¢, M., Perica, S., Pujic, Pi, Zanié, K. (2024) Nove spoznaje
u detekceiji 1 suzbijanju uzro¢nika raka masline. 26. Medunarodna manifestacija maslinara i

uljara Nocénjak;

Juki¢ Spika, M., Raduni¢, M., Muletin'Selak, G., Tadi¢, J., Raboteg Bozikovi¢, M., Zani¢, K.,
Zaneti¢, M., Perica, S. (2023) Diversity assessment of virgin olive oils from Croatian cultivated
and wild olives by their chemical traits. Knjiga sazetaka - IX International Olive Symposium,
Davis (CA), USA, str. 45-46 (poster);

Vuletin Selak, G., Liber Z., Juki¢ Spika, M., Miazzi, M.M., Raboteg Bozikovi¢, M., Raduni¢,
M., Baruca Arbeiter, A., Bandelj, D., Tadi¢, J., Perica, S. (2023) SSR markers in traceability of
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Croatian virgin olive oils. Knjiga saZzetaka - IX International Olive Symposium, Davis (CA),
USA, str. 1 (poster);

Predavanje “Genska ekspresija tijekom kompatibilnih i nekompatibilnih reproduktivnih

procesa u cvijetu masline”. Hrvatsko drustvo za biljnu biologiju, 25.05.2023.;

Vuletin Selak, G., Raduni¢, M., Tadi¢, J., Jukié Spika, M., Zaneti¢, M., Raboteg Bozikovi¢, M.,
Perica, S. (2022) Genetic and phenotypic diversity of Croatian/olive germplasm. Knjiga
sazetaka - International Conference on Biodiversity and Molecular Plant Breeding. str. 2

(predavanje);

Predavanje “Uzroc¢nici, prijenosnici, prevencija i bie=kontrola raka masline” u okviru projekta
“PoboljSanje konkurentnosti maslinarske proizvodnje na yprogramskom podru¢ju kroz
prekograni¢nu suradnju” (engl. Enhancing competitiveness of olive production in‘the program

area through cross border cooperation), edukacije za mashnare, Split, 15.-16.10.2021.;

Raboteg, M., Glavinovié, V., Klepo, T./Vuletin Selak, G. (2020). Reproduktivne, znacajke
kultivara masline. Zbornik sazetaka 55. hrvatskog i 15. medunarodnog simpozija agronoma,
Poljoprivredni fakultet, SveuciliSte Josipa Jurja Strossmayera u [Osijeku, 'str. 267-268.

(predavanje);

Raboteg, M.; Glavinovi¢, V., Klepo, T., Vuletin SelakgG. Wrijeme cvjetanja i sterilnost
cvjetova razli¢itihsorti maslina. 8. Hrvatski kongres studenata Doktoefskog studija Molekularne

bioznanosti, 03. listopada 2020, KKD Ivana Brli¢ Mazurani€, Slavenski Brod;

Raboteg, M 4\ uletin Selak, G., Mandusié, M.; Petica, S, Pujic, P., Zani¢, K. (2020) Uzroénici,
prijenosnici, prevencija i bio-kontrolad raka masline, u maslinicima Splitsko-dalmatinske

Zzupanije. 22. Medunarodna manifestacija maslinarad.uljara Nocnjak;

Klepo, T., Raduni¢, M., Vuletin Selak., G., Raboteg, M., Glavinovi¢, V. Potential of wild olives
grown in Croatia (Potencijahdivljih maslina u Republici Hrvatskoj). 14" Scientific and Expert
Conference of Croatian fruit growers with International Participation, Tuheljske toplice,
Hrvatska, 20.-21.11. 2019;

Radionice/popularizacija znanosti:

Sudjelovanje u organizaciji i provedbi aktivnosti u sklopu projekta Reconnect Science With
The Blue Society - Blue- connect 2.0, 2024./2025.;
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Sudjelovanje u organizaciji i provedbi aktivnosti u sklopu projekta Reconnect Science With
The Blue Society (Blue-connect) (No¢ istrazivaca) Potpora: Horizon Europe, MSCA,
2022./12023.;

Puji¢. P.; Vuletin Selak, G.; Raboteg Bozikovi¢, M. "Sva bogatstva
znanstvene projekte*, 2021.;

Radionica ,,Fenotipizacija visoke propusnosti“ (,,Workshop

Phenotyping®) Zagreb, Hrvatska, 28.-29.10.2021.;

Predavanje “Sve boje bolesti raka masline* na 17

travanja 2019. godine;

Sudjelovanje u ljetnoj skoli ,,Primjena mikroskopijski
Summer School ,,Application of
2019.;

PV N
Provedba aktivnosti i preWkl kta Reconnect Science With The Blue Society

(Blue-connect) (Noc¢ istrazivaca) Potpga: Horizon Europe, MSCA 2018./2019.
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