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1. UVOD

Podrucje Mediterana karakteristicno je po malim koli¢inama padalina, visokoj suncevoj
radijaciji i visokim temperaturama, $to vegetaciju tog podrucja €ini osjetljivijom na susu i na
klimatske promjene (Brito i sur., 2019). Kultivirana maslina (Olea europaea subsp. europaea
var. europaea) se odlikuje kulturnom i ekonomskom vaZnoS¢u kao jedna od najstarijih
poljoprivrednih kultura na Mediteranu (Belaj i sur., 2011). Pretpostavlja se da je selekcija
masline neovisno zapocela u svakom naseljenom podrucju Sto je rezultiralo velikim brojem
kultivara (Lavee, 2013). Belaj i sur. (2011) navode kako se osim kultivirane masline za
istrazivanje 1 oplemenjivanje koriste 1 divlje masline (Olea europaea subsp. europaea var.

sylvestris).

Genetska raznolikost divljih maslina nadmasuje onu pronadenu kod kultiviranih, a bogatstvo
germplazme kultiviranih maslina smatra se jedinstvenim slucajem u hortikulturnoj praksi (Leon
i sur., 2018). Opis 1 procjena morfoloskih i agronomskih svojstava tradicionalan je postupak
prilikom odabira roditeljskih genotipova u svrhu krizanja (Belaj i sur., 2011). Pretpostavlja se
da je nasljednost mnogih kvantitativnih morfoloskih i agronomskih svojstava uglavnom niska
zbog velikog utjecaja okoliSnih uvjeta na ekspresiju svojstava (Lavee, 2013). Stoga se uz opis
1 procjenu svojstava koriste 1 molekularni biljezi u svrhu procjene genetske raznolikosti i
utvrdivanja srodstvenih odnosa. Potomstvo dobiveno krizanjem divljih i kultiviranih maslina
ima kraci juvenilni period, brojniju cvatnju od potomstva kultiviranih maslina te bolje podnose

razlicite stresove (Leon i sur., 2018).

Maslina se smatra srednje otpornom biljnom vrstom na suSu i na poviSeni salinitet u tlu
(Chartzoulakis, 2005). Prinos najviSe ovisi o jesenskim/proljetnim padalinama ¢ija je znacajna
uloga u ispiranju akumulirane soli u dublje slojeve tla, Sto biljci omogucuje novi sezonski porast
(Melgar i sur., 2009). Padaline i temperatura kljucni su ¢imbenici za odredivanje zemljopisnog
podrucja uzgoja maslina, koje je gotovo ograni¢eno na suSna podrucja, blagih zima i umjerenih
kolic¢ina padalina (Gucci i Caruso, 2011). Abiotski stresovi poviSenog saliniteta i dugotrajne
suSe sve viSe postaju problemi u modernim nasadima, gustog sklopa, gdje je
evapotranspiracijska potraznja visoka i gdje se manje kvalitetna voda (bocata ili slana)
upotrebljava za navodnjavanje kao i koriStenje vodotopivih hraniva. Usprkos prilagodbi svih
organa biljke na prirodno nepovoljne uvjete Mediteranskog podrucja (Rapoport i sur., 2016),

abioticki stresovi ostaju ogranic¢avajuci faktor vegetativnog rasta i prinosa (Gucci i Caruso,



2011). Vodni stres kao rezultat dugotrajnih susa i smanjene koli¢ine padalina postaje sve veci
problem za prirodne ekosustave i usjeve zbog degradacije zemljiSta i procesa dezertifikacije
Mediterana koji se vec¢ odvija u juznim dijelovima Europe i sjeverne Afrike (Gao i Giorgi, 2008;
Hoerling i sur., 2012). Zbog toga je Mediteranu dodijeljena titula ,,zariSta klimatskih promjena

(Schneider, 2011).



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja doktorskog rada je utvrditi utjecaj abiotiCkih stresova poviSenog
saliniteta i suse na divlje (Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris) i kultivirane masline

(Olea europaea subsp. europaea var. europaea).
Glavni cilj ostvariti ¢e se kroz sljedece pod-ciljeve:

* utvrditi utjecaj poviSenog saliniteta i suSe na morfoloske i fizioloSke pokazatelje sadnica
maslina

* utvrditi utjecaj poviSenog saliniteta i suSe na biokemijske pokazatelje

® povezati morfoloSke, fizioloSke 1 biokemijske promjene uvjetovane stresom s

potvrdenom genetskom specificnos¢u kultiviranih i divljih maslina



3. PREGLED LITERATURE

3.1. Maslina na Mediteranu

Maslina (Olea europaea L.) je srednje velika zimzelena stablaSica koja prirodno raste u
suhim i manje povoljnim uvjetima Mediteranskog podrucja (Rapoport i sur., 2016; Besnard i
sur., 2018). Krosnja je asimetri¢na s nasuprotno rasporedenim koznatim listovima s kratkom
peteljkom. Lice lista je glatko, tamno zelene boje, dok je nali¢je srebreno-sive boje gusto
prekriveno dlakama. Cvat masline raste iz pazusca lista s prosjecno 25 cvijetova; cvijet je
radijalno simetri¢an, dvospolan ili muski sa sterilnim tuckom (Free, 1993). Morfoloska
sterilnost cvijeta manifestira se kao nepotpuno razvijena plodnica smanjuju¢i moguénost
samoopraSivanja maslina preferiraju¢i druge kultivare za redovitu rodnost u maslinicima
(Bencic, 1991). Kao drvenasta kultura maslina je karakteristicna po jako dugom juvenilnom
periodu (od 10 do 15 godina kod normalnih uvjeta uzgoja), nakon ¢ega stablo ima moguénost

cvjetanja odnosno generativnog razmnoZzavanja.

Svi organi biljke od kore, listova, ploda i korijena strukturno su gradeni kao kserofiti §to im
omogucava manji gubitak vode u nepovoljnim uvjetima (Rapoport i sur., 2016). Maslina
pripada porodici Oleaceae s ukupno 29 rodova i viSe od 600 vrsta stablaSica (Besnard i sur.,
2009). Vrsta Olea europaea L. trenutno ima Sest podvrsta (Zohary, 1994; Green, 2002), a

njihova in-situ distribucija na Mediteranu prikazana je na slici 2.

Sve podvrste su sve diploidne, osim subsp. maroccana (6x) i cerasiformis (4x) koje su
poliploidne (Besnard i sur., 2008). Kod podvrste Olea europaea subsp. europaea razlikujemo
dva varijeteta iste vrste identi¢nog broja kromosoma (2n=46, Green, 2002), kultivirane masline
(Olea europaea subsp. europaea var. europaea) i divlje masline (Olea europaea subsp.
europaea var. sylvestris). Podaci jezgrene i kloroplastne DNA ukazuju da je glavni predak
kultivirane masline (Olea europaea subsp. europaea var. europaea) (Angiolillo i sur., 1999;
Besnard 1 sur., 2007) izvorno divlja samonikla mediteranska maslina poznatija pod nazivom

oleaster (Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris) (Slika 1).



Slika 1: Divlja maslina Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris (A) i kultivirana maslina Olea europaea

subsp. europaea var. europaea (B) (preuzeto od Hannachi i sur., 2017). Crtica oznac¢ava duljinu od 1 cm.

O podrijetlu, Sirenju i rasprostranjenosti divljih i kultiviranih maslina dvije su teorije:
monocentri¢na i multicentri¢na (Breton i sur., 2006; Belaj 1 sur., 2007; Besnard 1 sur., 2016,
2018). Monocentricna teorija pretpostavlja da su izvorno divlje masline oleasteri
rasprostranjene samo u istoénom Sredozemlju, dok su divlje masline u zapadnom dijelu
Mediterana sjemenjaci kultiviranih maslina istocnog Sredozemlja ili sjemenjaci kriZanja tih
kultivara i autohtonih divljih maslina poznati kao olivasteri (Angiolillo i sur., 1999; Lumaret i
sur., 2004). Prema multicentri¢noj teoriji izvorno divlje masline oleasteri prisutni su u cijelom
Mediteranu i postoji mogucénost da su neki kultivari nastali udomacivanjem i selekcijom
lokalnih divljih maslina (Breton i sur., 2006; Belaj i sur., 2007; Klepo, 2014; Besnard i sur.,
2016, 2018).

Bolja produktivnost, ve¢a dimenzija ploda, ve¢i udio ulja u plodu kao i otpornost na nepovoljne
okoliSne uvjete osnovna su agronomska svojstva na temelju kojih se pretpostavlja da su
izdvojene iznadprosjecne jedinke iz populacija divljih maslina koje nazivamo kultivarima

(Barranco, 2008; Besnard i sur., 2013; Lavee, 2014).

Multicentri¢na teorija podrzana je analizom mikrosatelitnih biljega i rezultatima prijasnjih
neovisnih istrazivanja. Danas razlikujemo tri genetska centra kultiviranih maslina koje
odgovaraju trima zemljopisnim podru¢jima: zapadni Mediteran Q1, srediSnji Mediteran Q2 i

isto¢ni Mediteran Q1 i dva genetska centra divljih maslina zapadnog Mediteranskog bazena



WW i istoénog Mediteranskog bazena WE (Besnard i sur., 2001b, 2013b, 2018; Breton i sur.,
2006; Belaj i sur., 2007, 2011; Diez i sur., 2014).

cerasiformis
cuspidata
europaea
guanchica
laperrinei
marocanna

Slika 2: Prirodna distribucija podvrsta Olea europaea L. (Preuzeto i prilagodeno od Besnard i sur., 2018).

Slika 3: Gen centri divljih maslina (slika lijevo) i gen centri kultiviranih maslina (desno) (Preuzeto od Besnard i

sur., 2018).



3.1.1. Izazovi uzgoja masline

Kultivirana maslina se u svijetu uzgaja na 10 578 246 hektara s godiSnjom proizvodnjom
od 19 464 495 tona sa Spanjolskom kao najveé¢im proizvodadem, dok se u Republici Hrvatskoj
maslina uzgajana 18 610 hektara i godiSnjom proizvodnjom od 33 220 tona (FAOSTAT, 2019).
Moderniji sustavi uzgoja maslina podrazumijevanju uzgoj u jako gustom sklopu (superintezivni
nasad) s razmakom od 3-4 m izmedu redova i 1-1,5 m unutar reda, Sto ¢ini sklop od 1650
maslina/ha (De la Rosa i sur., 2014) sa sustavima navodnjavanja i prihrane vodotopivim

gnojivima (www.agromillora.com).

Tradicionalni sustavi uzgoja masline polako se istiskuju, a samim time se ograni¢ava broj
kultivara koji se moze prilagoditi modernim uzgojnim oblicima. Osim takve selekcije, Sirenjem
uzgojnog podrucja na nove kontinente prvenstveno na Juznu Ameriku i Australiju na indirektan
nacin poti¢e se sadnja komercijalno najisplativijih kultivara. Time se dodatno zanemaruje
bogatstvo drugih manje poznatih lokalnih kultivara dovode¢i do opasnosti od gubitka genetske
raznolikosti. Klonska selekcija i potencijal kultivara ogranicen je genetskom kompozicijom u
kojoj su iznadprosjecne jedinke genetski jako malo ili gotovo nepromijenjene od maticnog

kultivara (Lavee, 2013).

Istrazivanja provedena na divljim maslinama pokazala su poZeljna agronomska svojstva koja
su manje izrazena kod kultiviranih maslina. Divlje masline pokazale su prilagodljivost na razne
okolisne uvjete (Murrilo i sur., 2005), izvrsnu regeneracijsku sposobnost nakon pozara ili
smrzavanja (Mulas, 1999), dobru otpornost na gljivi¢nu infekciju verticiliozom (Verticillium
dahliae, Kleb) 1 napad maslinine muhe (Bactrocera oleae, Rossi) , kao 1 kraci juvenilni period
(Baldoni 1 Belaj, 2009; Klepo 1 sur., 2013). Sve ove osobine ¢ine divlje masline jako

zanimljivim u budu¢im oplemenjivackim programima.

Vremenski period potreban za dobivanje iznadprosjec¢nih klonova (Slika 4) €esto je jako dug,
od 20 do 30 godina, (Bellini 1 sur., 2008; Rallo i sur., 2018) te vrlo ¢esto izdvojeni klonovi ne
postizu zadovoljavajuce rezultate (Lavee, 2013). Moderni oplemenjivacki programi stoga se
usredotoCuju na pronalazak ili stvaranje kultivara sljedecih osobina:

* kratak juvenilni period

* smanjen vigor

* otpornost na abiotske i biotske stresove



Prema Lavee (2013), svaki oplemenjivacki program mora se bazirati na dva osnovna principa

(Slika 4):

1. jasan cilj koji se mora ispuniti oplemenjivackim pothvatom,

2. definirani ili $iroki izvor genetskog materijala za ostvarenje cilja,

a Sto je navedeno u protokolu oplemenjivackog programa maslina

POSTUPCI EVALUACLA SELEKCIA
KRIZANJA * Rana selekcija
GERMINACIA « Juvenilni period 5-10%
INDUCIRANI RAST * Udio ulja u plodu

EVALUACIIA POTOMSTVA * Vigor biljke

4

UMNAZANJE BILINOG MATERIJALA

‘. * Ulazak u rod

* Udio ulj lod
ISPITIVANJE ol 5-10%

= Kvaliteta ulja

., » Uzgojni oblik

UMNAZANJE BILINOG MATERIJALA

l * Produktivnost
* Mehanicka berba
* QOtpornost na abiotske i ?%

USPOREDNA ISPITIVANJA DT

* Kvaliteta ulja
* Senzorska svojstva ulja

* |Interakcija genotipa x okoline
REGISTRACUA | DIFUZLIA

Slika 4: Protokol oplemenjivackog programa maslina (Rallo i sur., 2018).

Predpostavlja se da je problem Sto je nasljednost mnogih kvantitativnih morfoloSkih i
agronomskih svojstava uglavnom niska tj. pod utjecajem okoliSnih uvjeta (Lavee, 2013).
Nekoliko programa oplemenjivanja kultiviranih maslina u Spanjolskoj, Italiji i Izraelu dalo je
odredene rezultate vezane uz generativno razmnoZavanje, medutim znacajan heterosis kod

novih kultivara nije zabiljeZen.

Abiotski stresovi poviSenog saliniteta i dugotrajne suse sve vise postaju problemi u modernim
nasadima, gustog sklopa, gdje je evapotranspiracijska potraznja visoka i gdje se manje
kvalitetna voda (bocata ili slana) upotrebljava za navodnjavanje i primjena vodotopivih hraniva.

Usprkos prilagodbi svih organa biljke na prirodno nepovoljne uvjete mediteranskog podrucja



(Rapoport i sur., 2016), abioticki stresovi ostaju ograniavaju¢i faktor vegetativnog rasta i

prinosa (Gucci i Caruso, 2011).

3.1.2. Posljedice klimatskih promjena

Podru¢je Mediterana karakteristicno je po visokoj suncevoj radijaciji i visokim
temperaturama, $to vegetaciju tog podrucja €ini osjetljivom na klimatske promjene (Brito i sur.,
2019). Zbog sve ve¢e medugodiSnje varijabilnosti u koli¢ini oborina i dugih razdoblja s malom
koli¢inom padalina suse su sve ¢eS¢e u Mediteranu (Guevania i sur., 2016). Najnovije studije,
koje su ukljucivale najsuvremenije modele pracenja klimatskih uvjeta, potvrdile su znac¢ajno
povecanje ucestalosti susnih dogadaja. Prema svim pokazateljima ovaj trend je izmedu ostalog
1 rezultat povecanja koliCine staklenickih plinova uvjetovanih ljudskom aktivnoS¢u (Hoerling i

sur., 2012; Guevania i sur., 2016).

Prema Meduvladinom panelu o klimatskim promjenama (eng. Intergovernmental Panel on
Climate Change, IPCC), klimatske promjene su bilo kakve promjene u statusu klime tijekom
vremena s naglaskom na utjecaj ljudskih aktivnosti pored prirodne varijabilnosti klimatskih
promjena (https://www.ipcc.ch). Klimatske su promjene postale ,,jedno od najozbiljnijih
izazova s kojima se ljudi suoc¢avaju u dvadeset prvom stoljecu” (Schneider, 2011). OpaZeno
povecanje koncentracije stakleni¢kih plinova od 1750. godine nedvojbeno su uzrokovane
ljudskim aktivnostima. Prema petom izvjeS¢u od 2011. godine koncentracije staklenickih
plinova su se nastavile povecavati, dosegavsi koncentracije koje nisu zabiljeZene na Zemlji u
zadnjih 800 000 godina (IPCC 2021, 2021). Od 1850. godine posljednja Cetiri desetljec¢a (1981.-
2021.) bila su toplija od bilo kojeg desetlje¢a koja su im prethodila (Slika 5).

Da bi se zadovoljila globalna potreba za hranom u svijetu do 2050. godine, poljoprivredna
proizvodnja morala bi se povecati od 25% do 75% (Hunter i sur., 2017). Pove¢anja prinosa sa
sobom vjerojatno nosi i povecanje poljoprivrednih povrSina koje trenutno nisu u upotrebi zbog
dugotrajnih suSa ili tala s poviSenim salinitetom kao i1 upotrebu zaslanjene vode za
navodnjavanje (Harper i sur., 2021). Salinizacija oznacava proces migracije vodotopivih soli
od izvora soli do podruc¢ja koja su izvorno bila bez soli (Matternicht, 2017; Oosterbaan, 2020).
Dominacija zaslanjenih tala zabiljeZena je u suSnim i polusuSnim podruc¢jima s malom
koli¢inom padalina (Matternicht, 2017) kao i u obalnim podru¢jima gdje i uz veliku godiSnju

kolic¢inu padalina dolazi do zaslanjena tla zbog podizanja razine mora (Gould i sur., 2021).



a) Promjene u globalnim povrSinskim temperaturama (prosjek desetljeca) b) Promjene u globalnim povrSinskim temperaturama (prosjek godine) promatrane i

rekonstruirane (1.-2000.) i promatrane (1850.-2020.) simulirane koriste¢i ljudske i prirodne i samo prirodne faktore (1850.-2020.)
°C .o
20 20
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Slika 5: Promjene u globalnim povrsinskim temperaturama i moguci scenariji u buduénosti.

a) Promjene globalne povrsinske temperature rekonstruirane iz paleoklimatskih arhiva (puna siva linija, 1-
2000) i izravnih opaZanja (puna crna linija, 1850-2020) prema prosjeku desetlje¢a. Okomita traka s lijeve strane
prikazuje procijenjenu temperaturu (vrlo vjerojatan raspon) tijekom najtoplijeg viSestoljetnog razdoblja u
najmanje posljednjih 100 000 godina, koje se dogodilo prije otprilike 6500 godina tijekom sadas$njeg
meduglacijalnog razdoblja (holocen). Posljednji meduglacijal, prije oko 125 000 godina, sljedeci je najnoviji
kandidat za razdoblje viSe prosjecne temperature. Posljednja topla razdoblja bila su uzrokovana sporim
(viSemilenijskim) orbitalnim varijacijama. Sivo zasjenjivanje s bijelim dijagonalnim crtama prikazuje vrlo
vjerojatne raspone za rekonstrukciju temperature.

b) Promjene globalne povrsinske temperature u posljednjih 170 godina (crna linija) prema godi$njem prosjeku
u usporedbi sa simulacijama klimatskih scenarija (slika 5a) temperaturnog odgovora na ljudske i na prirodne
pokretace (smeda), te samo na prirodne pokretace (solarna i vulkanska aktivnost, zelena). Pune boje pokazuju
prosjek viSe modela, a obojene nijanse vrlo vjerojatan raspon simulacija (prilagodeno prema IPCC, 2021:
Summary for Policymakers. In: Climate Change 2021: The Physical Science Basis. Contribution of Working
Group 1 to the Sixth Assessment Report of the Intergovernmental Panel on Climate Change (Masson-Delmotte,
V., P. Zhai, A. Pirani, S. L. Connors, C. Péan, S. Berger, N. Caud, Y. Chen, L. Goldfarb, M. I. Gomis, M. Huang,
K. Leitzell, E. Lonnoy, J.B.R. Matthews, T. K. Maycock, T. Waterfield, O. Yelekci, R. Yu and B. Zhou (eds.)).

Cambridge University Press. In Press.

3.1.2.1. Dugotrajna susna razdoblja

Dugotrajne suse na Mediteranu tijekom ljeta imaju najve¢i negativan utjecaj na
vegetaciju, prinos kultiviranih biljnih vrsta te znacajno pridnose gubitku povrSine pod Sumama
zbog pojacanog rizika od Sumskih pozara (Pellizzaro i sur., 2007; Schillinger i sur., 2008;
Camarero 1 sur., 2013). Vodni stres kao rezultat dugotrajnih suSa 1 smanjene koli¢ine padalina
postaje sve veci problem za prirodne ekosustave i usjeve zbog degradacije zemljiSta i procesa

dezertifikacije. Budu¢i da su ove pojave ve¢ odvijaju u juznim dijelovima Europe i sjeverne
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Afrike (Gao i Giorgi, 2008; Hoerling i sur. , 2012), Mediteranu je dodijeljena titula ,,zariSta*
klimatskih promjena (Schneider, 2011). Ukoliko se trend klimatskih promjena, odnosno
globalnog zatopljenja nastavi predvidanja su da ¢e Mediteran u buduénosti biljeZiti najveca
suSna razdoblja od svih 26 regija svijeta (Giorgi, 2006). Na podru¢ju Mediterana je u razdoblju
od 1990 do 2010 zabiljezeno 10 od 12 najsusnijih zima u posljednih 120 godina. Kao suprotnost
tome u sjevernoj Europi se tijekom istog razdoblja povecala koli¢ina padalina (Hoerling 1 sur.,

2012).

3.1.2.2. Povecanje saliniteta tla i vode

Definicija zaslanjenog tla je varijabla koja ovisi o koriStenoj metodi mjerenja kao i
drzavi u kojoj se mjerenje obavlja. Kroz prizmu omjera salinitet tla moZe oznacavati balans
razlike unosa i iznosa vode i soli u profilu tla ili sistema tla (Harper i sur., 2021). Salinitet u
poljoprivredi oznacava vrijednost topljivih soli u tlu ili otopini. Ne postoji univerzalna
vrijednost koja oznaCava nepogodne uvjete za hortikulturnu proizvodnju iz razloga Sto biljke
imaju razli¢ite grani¢ne vrijednosti otpornosti na visoke koncentracije soli u tlu. Osim
koncentracije vazan faktor je prevladavajuca vrsta soli u tlu ili otopini jer sve soli nemaju
jednako §tetan utjecaj na biljke. Salinitet tla ovisi i o tipu tla. Cestice pijeska imaju veéu
sposobnost zadrZavanja i adsorpcije iona od Cestica gline Sto dovodi do povecane koncentracije

soli u pjeskovitom tlu iako se radi o primjeni iste koli¢ine soli na obje vrste tla (Rhoades, 1996).

Za hortikulturnu proizvodnju postoje manje Stetne soli poput: NaHCO3;, MgCO3, Mg(HCO3)a,
CaSO0s4, CaCO3, Ca(HCO3)a, 1 vise Stetne soli: NaCl, NaxSO4, Na,CO3, MgClo, MgS04, CaCl»
(Matternicht, 2017). Procesi salinizacija mogu biti primarni ili prirodni (A) i sekundarni ili
antropogeni (B) (Matternicht, 2017; Oosterbaan, 2020; Harper i sur., 2021; Yuvaraj i sur.,
2021).

a) Primarni ili prirodni procesi salinizacije

U prirodni proces salinizacije ukljuceni su klimatski faktori poput visokih temperatura,
male koli¢ine padalina, te dugotrajnih suSa koje posljedi¢no pridonose ucinku evaporacije,
povecavajuci koncentraciju vodotopivih soli u svim profilima tla (Yuvaraj i sur., 2021). Prema
FAO podacima (FAQO; 2017) u zadnjih 100 godina razina mora se povecala za 16 do 21 cm, a
prema Sestom izvje$¢u [PCC-a do 2100 godine predvida se nastavak rasta razine mora za 61 do
110 cm (IPCC, 2021). Prirodno prodiranje podzemne slane ili umjereno zaslanjene vode ili
mora u unutrasnjost ima za posljedicu kontakt s povrSinskom nezaslanjenom vodom, plitkim
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rezervoarima nezaslanjene vode ili u ekstremnim sluc¢ajevima kontakt s profilom tla u zoni
korijena biljaka (Mateo-Sagasta i Burke, 2010; de Louw 1 sur., 2011). Salinizaciji pridonosi i
erozija 1 ispiranja maticnih stijena i minerala kao hidropedoloski faktor te geomorfologija
podrucja (Yuvaraj i sur., 2021). Obalna podrucja te podrucja nekoliko kilometara od mora su u
visokom riziku od poviSenog saliniteta i zbog posolice koja nastaje kao prirodna pojava

podizanja kapljica mora vjetrom (Gould i sur., 2021).

b) Sekundarni ili antropogeni procesi salinizacije

Pod sekundarne ili antropogene procese salinizacije ve¢inom se uvrStavaju aktivnosti
covjeka koje na direktan ili indirektan nacin povecavaju salinitet tla. Razvijanje sustava
navodnjavanja u suSnim podrucjima predstavlja doprinos globalnoj potrebi za hranom,
medutim ovakvi sustavi se suoCavaju s problemom poviSenog saliniteta tla i vode. Zbog Stetnog
potencijala koji dovodi do smanjenja prinosa stupanj saliniteta vode je najvaZniji parametar za

odredivanje kvalitete vode za navodnjavanje (Mateo-Sagasta i Burke, 2010).

Prema Oosterbaan (2020), indirektan nacin povecanja saliniteta tla je navodnjavanje
nezaslanjenom, odnosno ,,slatkom vodom*. Naime nezaslanjena voda sadrzi odredenu koli¢inu
soli s prosjecnom koncentracijom od 0,3 g/L vrijednosti oko 0,5 dS/m, te ukoliko se povrSina
navodnjava s malom do prosje¢nom koli¢inom ,.slatke vode* od 10 000 m*/ha godisnje, unos
soli u tlu moze dose¢i 3 000 kg/ha. Ukoliko tlo nema moguénost odvodenja ili drenaze viska
vode, salinitet tla moze se povecati evaporacijom vode te podizanjem podzemnih voda do mjere
da se znacajno smanji prinos uzgojne kulture. Kvalitetni drenaZni sustav s odvodnjom od 10 do
20 % je primarna metoda kontrole saliniteta tla navodnjavanih povrSina (Oosterbaan, 2020).
Medutim, najces¢a aktivnost koja povecava salinitet tla u poljoprivrednoj proizvodnji je
navodnjavanje manje kvalitetnom (drenaznom) ili slabo zaslanjenom (>2 dS/m) odnosno
boc¢atom vodom (Matternicht, 2017; Oosterbaan, 2020; Harper i sur., 2021; Yuvaraj i sur., 2021,
Vellinga i sur., 2021).
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3.2. Maslina u uvjetima abiotskog stresa povisenog saliniteta i suSe

Padaline i temperatura kljuc¢ni su ¢imbenici za odredivanje zemljopisnog podrucja
uzgoja maslina, koje je gotovo ograni¢eno na sus$na podrucja, blagih zima i umjerenih koli¢ina
padalina (Gucci i Caruso, 2011). Maslina se smatra srednje otpornom biljnom vrstom na susu i
na poviSeni salinitet u tlu. Prinos najviSe ovisi o jesenskim/proljetnim padalinama cija je
znacajna uloga u ispiranju akumulirane soli u dublje slojeve tla, Sto biljci omogucuje novi
sezonski porast (Chartzoulakis, 2005; Melgar i sur., 2009). Osmotski 1 oksidativni stres javljaju
se u odgovoru masline na poviseni salinitet i suSu (slika 6), a intenzitet stresa ovisi o stupnju
saliniteta odnosno koncentraciji iona Na* i CI" te vremenskom periodu trajanja suse (Munns,

2008; Chartzoulakis, 2005).

—

‘ SALINITET
{i} SUSA

=t

PERCEPCUJA STRESA

Slika 6: Pojednostavljeni prikaz reakcije masline na uvjete abiotskih stresova poviSenog saliniteta i suSe

(prilagodeno prema Singh i sur., 2015).
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3.2.1. Osmotski stres

Osmotski stres nastupa trenutno, promjenom u vodnim odnosima, pri ¢emu pad vodnog
potencijala i turgora u biljci dovodi do zatvaranja puci i ograni¢enja izmjene plinova (Munns,
2002). Biljka receptorima prima signale te hormonalnom reakcijom pokrece niz procesa
prilagodbe na novonastale uvjete uklju¢uju¢i smanjenu stopu rasta (Munns i Tester, 2008;
Chartzoulakis, 2005). Sklerofilni listovi masline imaju gusto pakirani mezofil koji moZze
ogranicavati ulazak CO; u kloroplast, samim time i fotosintezu iako u¢inak smanjene aktivnosti
fotosinteze varira ovisno o vremenskom periodu suSe 1/ili izloZenosti poviSenoj koncentraciji
soli (Bongi i Loreto, 1989; Tattini i sur., 1995; Chartzoulakis i sur., 2002). U uvjetima
povisenog saliniteta, listovi masline postaju deblji i sukulentniji (Bongi i Loreto, 1989).
Povecavajuci debljinu lista jo§ viSe se moZe smanjiti provodnost mezofila povecavajuéi i

oteZavajuci put CO2 do kloroplasta (Evans i sur., 1994; Syversten i sur., 1995).

Snazna i prolazna smanjenja brzine ekspanzije listova nakon naglih porasta saliniteta
zabiljeZeni su ne samo na maslini nego i na pSenici, je¢mu, kukuruzu 1 riZi (Cramer i Bowman,
1991; Neumann, 1993; Yeo i sur., 1991; Passioura i Munns, 2000). Isti u€inak se postize
primjenom kalijevog klorida, manitola ili polietilen glikola (PEG) $to pokazuje da reakcije nisu
specificne samo za sol, odnosno natrijev klorid. Smanjenje vegetativnog rasta je trenutno i
prolazno, a oporavak nastupa isklju¢ivo zbog promjena u odnosima vode sa stanicama

(Passioura i Munns, 2000).

Rana reakcija masline na poviseni salinitet je redukcija vodnog potencijala (yw) i relativnog
sadrzaja vode (RWC) kao u mnogim drvenastim kulturama, ali bez paralelnog pada osmotskog
potencijala (yz) (Tattini 1 sur.,1997; Gucci i sur., 1997a). Promjene u vodnom potencijalu (yw),
relativnom sadrzaju vode (RWC) i usvajanju vode dogadaju se pri viSim koncentracijama soli
kod masline nego kod drugih voénih kultura (Gucci i sur., 1997a). Visoka elasti¢nost listova
masline 1 dehidracija lista objaSnjavaju znacajno smanjenje yw tijekom uvjeta poviSenog

saliniteta i sposobnosti lista da se oporavi nakon stresa (Chartzoulakis i sur., 2002).

Kod masline se osmotska prilagodba najces¢e ostvaruje povecanim usvajanjem anorganskih
iona, prvenstveno kalija (K*) zbog niskih energetskih troskova, $to je zabiljeZeno kod otpornih
1 osjetljivih kultivara (Goreta i sur., 2007), ali 1 akumulacijom osmoprotektanata (Farooq i sur.,

2009). Akumulacijom metabolita koji djeluju kao kompatibilna otapala u citosolu stanice, ne
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remete se metabolic¢ki procesi Stiteci strukture i osmotski potencijal koji osigurava neometan
(ili smanjen) tok vode u biljci. Prouavani metaboliti s osmotskom funkcijom ukljucuju
aminokiseline prolin i glicin, Secerne alkohole glicerol i manitol, te Secere glukozu 1 fruktozu,
a koli¢ina je proporcionalna promjeni u vanjskom osmotskom okruZenju do granica odredenih
za svaku vrstu (Hasegawa i Bresan, 2000). Koncentracija K*, aminokiseline prolina, drugih
kompatibilnih otapala i anorganskih iona u mladim listovima masline mogu posluziti kao

indikatori intenziteta osmotskog stresa (Goreta i sur., 2007; Perica i sur., 2008).

Osim §to djeluje kao izvrstan osmoprotektant, smatra se da prolin tijekom stresa moze sluziti
kao metalni kelator, kao neenzimski antioksidans ali 1 kao signalna molekula (Hayat i sur.,
2012). U uvjetima abiotskog stresa dolazi do prekomjerne proizvodnje te aminokiseline koja
omogucava stanici toleranciju na stres odrZavanjem turgora ili osmotske ravnoteze,
stabiliziranjem membrana (Cime se sprjeCava istjecanje elektrolita), te odrzavanjem
koncentracija reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) unutar normalnih raspona (Hayat i sur., 2012).
Vrste iz porodice Oleaceae imaju sposobnost u uvjetima suSe sintetizirati alkohole 1 Secere
(Shevelevaisur., 1997), koji imaju ulogu osmoprotektanata u stanicama biljaka izloZenih stresu

povisenog saliniteta (Tattini i sur., 1996).

Sinteza manitola je predloZena kao zamjenski mehanizam za rasipanje reducirajuce energije
(NADPH) koja se akumulira prilikom svjetlosnih reakcija fotosinteze (Loescher, 1987).
Akumulacija manitola i fotokemijsko rasipanje energije smatra se predno$éu u uvjetima
poviSenog saliniteta i suSe kada dolazi do zatvaranja stoma i smanjenja razine internog CO>
(Everard i sur., 1994). Genotipska varijacija u odgovoru na osmotski stres ne postoji neovisno

o biljnoj vrsti ukljucujuéi maslinu (Melgar i sur., 2009; Munns; Farooq i sur., 2009).
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3.2.2. Oksidativni stres

Oksidativni stres pojavljuje se paralelno s osmotskim stresom te oznac¢ava prekomjerno
stvaranje ROS u koje se ubraja superoksidni anion (O2™), hidroksilni radikal (OH), vodikov
peroksid (H,0»), alkoksilni radikal (RO) i singletni kisik (O',) (Hasegawa i Bresan, 2000). ROS
se formiraju kao meduprodukti transportnog sustava elektrona kloroplasta, mitohondrija i
plazma membrane te uzrokuju lipidnu peroksidaciju, degradaciju proteina i deaktivaciju enzima
pri ¢emu je koli¢ina nastalih ROS linearna s razinom intenziteta stresa [Hasegawa 1 Bresan,
2000; Farooq i sur., 2009). ROS mogu nastati u enzimskim reakcijama putem razliitih
oksidaza te mogu posluziti kao signal ili posrednik u generalnom metabolizmu, razvoju i
stresnim odgovorima (Mittler i sur., 2011). Male koncentracije ROS utjecu na ekspresiju nekih

gena ¢ime se moze ublaZiti i sprijeciti peroksidacija lipidne membrane (Alscher i sur., 2002).

Biljke su razvile u¢inkovite i vrlo kompleksne mehanizme obrane od oksidativnog stresa u cilju
odrzavanja homeostaze stanice. Antioksidacijski sustav u biljaka sadrzi enzimske komponente
medu kojima su najvaznije superoksid dismutaza (SOD), katalaza, nespecifi¢ne peroksidaze
(POD), askorbat peroksidaza i glutation reduktaza, te ne-enzimske komponente koje ukljucuju
askorbinsku kiselinu, tokoferol, reducirani glutation i karotenoide (Hasegawa i Bresan, 2000;
Foyer i Noctor, 2009). Superoksidni radikali mogu biti direktno uklonjeni antioksidansima kao
Sto je reducirani askorbat i glutation, ili se mogu razgraditi do vodikovog peroksida (H203)
pomocu superoksid dismutaze (SOD; O2” + 2H + — H20: + O7). Nadalje, H>O2 se potom
razgraduje do vode putem katalaza i peroksidaza. Stoga se enzimi SOD smatraju vaznim
regulatorima stani¢ne redoks homeostaze i signalizacije (Holzmeister i sur., 2015). Goreta i
sur. (2007) su utvrdili da je pretpostavljena otpornost masline odredena periodom potrebnim
biljci da poveca koncentraciju SOD u tkivu; prema tome osjetljiviji genotipovi masline
akumuliraju vece koncentracije SOD u kra¢em vremenskom periodu Sto indicira raniji ulazak

u oksidativni stres.
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3.2.3. IonsKi stres

U ionskom stresu biljka reagira na poviSenu koncentraciju soli usvajanjem vode te
isklju¢ivanjem primanja iona Na* i CI" odnosno njihovog nakupljanja u mladim listovima
(Munns i Tester, 2008; Munns i sur., 2019). Utvrdeno je da je isklju¢ivanje natrija iz rastucih
izboja, potaknuto drasticnim padom protoka vode, dugoro¢no neodrziva strategija za vecinu
jednogodisnjih usjeva izloZenih visokom salinitetu (Munns, 2005). Rast izboja je pod ve¢im
stresom od rasta korijena, slicno kao 1 kod suSe te varira od genotipa pa ¢ak 1 populacije biljne
vrste (Munns 1 Tester, 2008; Chartzoulakis, 2005; Perica i sur., 2008; Tattini i Traversi, 2009).
Relativna redukcija rasta izboja i povrSine lista u odnosu na stopu rasta korijena smanjuje
gubitke vodom i zadrzava vlagu te sprjeCava povecanje koncentracije soli u tlu (Munns i Tester,

2008).

Ucinkovitost masline da zastiti osjetljive izboje od Stetnih ucinaka visoke koncentracije
toksi¢nih iona moZe biti posljedica umjerenog rasta i smanjenog transporta vode iz zone
korijena s poviSenom NaCl koncentracijom tj. "niske strategije natrija " (Chartzoulakis, 2005;
Melgar i sur., 2006). Nasuprot tome, osmotske komponente visokog saliniteta mogu biti manje
vazne za vecinu zimzelenih sklerofilnih biljaka, kao Sto je maslina, koje su se razvile u uvjetima
suSnog stresa 1 nedostatka hranjivih tvari u tlu; zimzelene sklerofilne biljke imaju nasljedno
niske stope ukupne CO, asimilacije i proizvodnje biomase (Loreto i Bongi, 1987; Gucci i
Tattini 1997a; Testi 1 sur., 2006). Biljke izloZene velikom nedostatku vode uzrokovanog viskom
soli drasticno smanjuju ukupno usvajanje ugljika, $to zauzvrat znacajno smanjuje proizvodnju

biomase (Tattini i Traversi, 2009).

Ipak, u promjenjivom slanom okruZenju na mediteranskim geografskim Sirinama, kasne ljetne
i rane jesenje padaline dopustaju biljci asimilaciju CO; i proizvodnju novog porasta u zna¢ajnoj
kolicini (ukoliko su temperatura zraka i sun¢eva radijacija u optimalnim granicama) (Tattini i
Traversi, 2009). Kada je koncentracija soli (Na*) u listu umjerena, znacajan porast otpornosti
mezofila u kombinaciji s povecanjem otpornosti stoma smanjuje koncentraciju kloroplastnog
CO» i ogranicava fotosintezu. OgraniCenje u fotosintezi je djelomic¢no povratno ukoliko se
smanji akumulacija soli u listovima biljke, a biljka se nastavi navodnjavati nezaslanjenom

vodom (Delfine i sur., 1999).
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Stupanj otpornosti masline na poviSenu koncentraciju Na* i CI" u tkivima odreden je i
sposobno$éu akumulacije anorganskih iona, prvenstveno K* i Ca®* u vakuolama stanica
(Melgar i sur., 2009; Perica i sur., 2008). U tipi¢nim uvjetima biljka odrzava visoki K*/Na* u
citosolu s relativnom visokim K* (100-200 mM) i niskim Na* (5-10 mM) koncentracijama, gdje
Na* odrzava osmotski balans u rastu¢im tkivima te se kontrolira Na*/H* antiport nosacima.
Balans se narusava poveéanjem koncentracije iona Na* i CI™ u otopini tla, pri ¢emu ioni ulaze u
stanice korijena pasivno niz naruSeni H* elektrokemijski gradijent preko visokoselektivnih K*
nosaca, neselektivnih kationskih i anionskih kanala te ostalih ionskih kanala (Munns i sur.,

2019).

Usvajanje Na* je u kompetenciji s drugim kationima, osobito K*. Na* moZe u¢éi u stanicu preko
K* nosaca s visokim afinitetom ili preko kanala niskog afiniteta koji se nazivaju neselektivni
kationski kanali koji su snazno pod utjecajem Ca’*. Ti kationski kanali mogli bi dopustiti
ulaZenje velikih koli¢ina Na* iz tla s visokom koncentracijom soli ukoliko nisu adekvatno
regulirani (Amtmann i Sanders, 1999). Na* se moze odstraniti iz citoplazme preko Na*/ H" anti-
nosaca, potaknutih pH gradijentom preko plazma membrane. Navedeni transportni procesi
zajedno sudjeluju u kontroli brzine ulaska Na* u stanicu. Unutarstani¢no razdjeljivanje odvija
se vakuolarnim Na*/ H* anti-nosacima, potaknutih pH gradijentom preko tonoplasta. U nekim
vrstama, CI transport je povezan s otpornosti na soli (Blumwald i sur., 2000). Interakcije Na* i
Ca** su od kljuénog znacaja u odgovorima glikofita i halofita na visoke koncentracije NaCl u

zoni korijena (Tester i Davenport, 2003).

Kod biljaka Ca®" je esencijalni makronutrijent koji ima dvostruku funkciju kao strukturna
komponenta stani¢nih stijenki i membrana te kao medustanicni glasnik (Marschner, 1995.;
White i Broadley, 2003; Thor, 2019). Dokazano je da poveéana dostupnost iona Ca’* u zoni
korijena (opcenito nije veca od 10,0 mM) ublazava Stetne u€inke poviSenog saliniteta u vecini
biljnih vrsta (Davenport i sur., 1997; Cramer, 2002; Tuna i sur., 2007). Pove¢anom opskrbom
Ca’* u zaslanjenim tlima zastiéuje se integritet stani¢nih membrana i sprjeava deficijencija
Ca®*, pojacava se selektivnost za unos i transport K*, inhibirajuéi pritom jednosmjerni priljev
Na* u korijen i smanjujué¢i Na*-stimulirani izljev K*. Pove¢anjem citoplazmatskog Ca** mogu
se aktivirati protein kinaze ovisne o Ca?* i Ca** - kalmodulin ovisnu PP-2B protein fosfatazu,
koja je sposobna za modificiranje sustava uzimanja Na* i K* da imaju visok afinitet za K* (Zhu,
2001). Smatra se da su ti mehanizmi aktivirani s Ca** uglavhom odgovorni za poveéanu

otpornost soli u biljkama tretiranim visokim Ca*" (Bressan i sur., 1998). Prednost masline u
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odnosu na druge voéne kulture je prirodno staniSte u vapnenackim tlima s dostupnim Ca**

(Melgar i sur., 2009; Perica i sur., 2008).

U cilju zastite izboja i mladih listova, maslina preferecijalno skladisti ione soli u korijenu biljke,
zatim u stabljici te, ukoliko opterecenje postane preveliko, u starim listovima (Chartzoulakis,
2005; Tattini i Traversi, 2009). Potvrdena je varijacija kultivara u sposobnosti zadrzavanja Na*
i CI' gdje osjetljivi kultivari nakon odredenog vremena akumuliraju viSe iona u izbojima i
listovima te ukoliko je senescencija listova veca od stope rasta novih, dolazi do potpunog

venuca biljke (Melgar i sur., 2009; Farooq i sur., 2009; Tattini i Traversi, 2009).
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3.3. Molekularni pristup u istrazivanju raznolikosti biljnih geneti¢kih izvora

Ocuvanje i koriStenje gentickih izvora neophodni su za kontinuirano odrZavanje i
unapredivanje poljoprivredne proizvodnje. Znanstvenici se u zadnjih pola stolje¢a sve vise
koriste molekularnim biljezima u svrhu pravilnog odredivanja kultivara kao i izazova stvaranja
novih. Karakterizacija genotipova koji se Cuvaju u bankama gena te razjasnjenje sinonimije i
homononimije u kolekcijama i rasadnicima upotrebom molekularnih biljega predstavljaju
osnovni korak za njihovu upotrebu u razliitim programima selekcije i oplemenjivanja

(Rebourg i sur., 2001; Zeng i sur., 2007; Barranco, 2008; Lavee i sur., 2014; Leon i sur., 2020).

3.3.1. Geneticki biljezi

Geneticki biljezi su geni ili sekvence DNA koji se nalaze na specificnim mjestima na
kromosomima i povezani su s pojavom odredenih osobina. Oni odraZavaju geneti¢ke razlike
izmedu razlic¢itih vrsta ili jedinki iste vrste, na osnovu kojih se indirektno dobiva informacija o
genima (ili dijelovima genoma) odgovornih za istrazivane osobine. Prema Smith-u (1987)
idealan biljeg trebao bi imati sljedeca svojstva:

* polimorfizam

* uocljivost u ranim fazama razvitka
* ravnomjerni raspored u genomu

* kodominanatno nasljedivanje

* Dbiti bez negativnog utjecaja na rast i razvoj jedinke

Geneticke biljege je moguce klasificirati kao morfoloske (a), biokemijske (b) i molekularne
(c).

a) Morfoloski biljezi

Biljezi koji su vezani za morfoloske i agronomske osobine Cije je nasljedivanje moguce
pratiti istraZivanjem odredenog fenotipa (Tanksley, 1983). Oni su €esto pod utjecajem okoliSa
pa njihova varijabilnost ne odgovara uvijek varijabilnosti na nivou genoma. Zbog toga je ova
vrsta biljega nepouzdana i subjektivna (Dorado i sur., 2005). Broj morfoloskih biljega je jako
ograni¢en, a neki od njih se pojavljuju kasno u razvoju biljke (npr. boja cvjetova) pa je
nemoguce provesti rano mjerenje osobine. Osim toga, pojedini morfoloski biljeg moZe utjecati
na drugi biljeg ili svojstvo od znanstvenog interesa uslijed pleiotropnog efekta (Poehlman,

1995).
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b) Biokemijski biljezi

Biljezi koji se temelje na polimorfizmu proteina i obuhvacaju strukturne proteine, skladiSne
proteine sjemena i izoenzime. Izoenzimi predstavljaju razli¢ite molekulske forme jednog
enzima s istom katalitickom funkcijom, a razlikuju se u pH vrijednosti i koncentraciji supstrata
pri kojoj pokazuju enzimski efekt. Izoenzimi su alelne varijante enzima kodirane strukturnim
genima. Od pojave elektroforeze proteina Sezdesetih godina proSlog stoljeca, izoenzimi su se
intenzivno upotrebljavali za procjenu genetiCke varijabilnosti unutar i medu biljnim
populacijama (Brown, 1979; Geri¢ i sur., 1989). Osnovni nedostatak izoenzima je njihov
relativno mali broj, nizak nivo polimorfizma i nepokrivanje cijelog genoma (Trujillo i sur.,

1995).

¢) Molekularni biljezi

Predstavljaju DNA sekvence cCije se nasljedivanje moZe jednostavno pratiti. Upotreba
molekularnih biljega je zasnovana na DNA polimorfizmu, koji €ini osnovu u dizajniranju
strategija za njihovo koriStenje u odredene svrhe. DNA biljezi su se pokazali kao najbolji alat
za efikasnu evaluaciju i selekciju biljnog materijala. Za razliku od proteinskih biljega, DNA
biljezi nisu pod utjecajem okoliSa, lako se izoliraju iz biljnog materijala, a analize su prili¢no
jednostavne 1 efikasne. Danas je za detekciju polimorfizma na nivou DNA na raspologanju

Sirok opseg molekularnih tehnika (Weising i sur., 1995).

3.2.2.2. Mikrosateliti

Mikrosateliti (Litt i Lutty, 1989) poznati su joS i pod nazivom jednostavne ponavljajuce
sekvence (engl. Simple Sequence Repeats, SSR). To su dijelovi DNA koji se sastoje od
tandemskih ponavljaju¢ih mono-, di-, tri-, tetra- ili pentanukleotida rasporedenih kroz genom
veCine vrsta eukariota (Powell i sur., 1996). Zbog njihovog visokog stupnja varijabilnosti
mikrosatelitni biljezi su pogodni za razlikovanje srodnih genotipova pa se Cesto koriste u
analizama varijabilnosti populacija (Smith i Devey, 1994) kao i1 za identifikaciju blisko

povezanih sorti (Vosman i sur., 1992).

Najvecih prednosti mikrosatelita kao biljega je njihova kodominantnost, Cesta prisutnost i
slucajna distribucija u genomima eukariota (Morgante i sur., 2002; Barcaccia i sur., 2006).

Daljnja prednost mikrosatelita je detekcija alela primjenom lancane reakcije polimerazom (eng.
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Polymerase Chain Reaction, PCR) za koju su dovoljne male koli¢ine DNA (1 - 10 ng po
reakciji). Isto tako zbog primjene dugih sekvenci PCR-pocetnica, reproducibilnost
mikrosatelitnih biljega je visoka, a zbog kratkoce umnoZenih mikrosatelitnih regija (100 — 300
bp) ne postavljaju se visoki zahtjevi za visokom polimernom DNA i s tim povezanom ¢istocom
izolata DNA. Do nedavno jedan od glavnih nedostataka mikrosatelitnih biljega bio je visoki
troSak dizajniranja poCetnica za novo proucavane vrste. Danas je ovaj problem uvelike rijeSen
mogucnoS¢u sekvenciranja cjelokupnih genoma primjenom novih generacija sekvenciranja
(eng. Next Generation Sequencing, NGS). Osim navedenog mikrosatelitni biljezi se smatraju
idealnim biljezima za mapiranje gena (Jarne i Lagoda, 1996), procjenu geneti¢ke varijabilnosti
kolekcija germplazme (Mohammadi i Prasanna, 2003) te ako su vezani za gene poznate funkcije
mogu se povezati s fenotipskim varijacijama i nekim drugim bioloSkim funkcijama (Ayers i

sur., 1997).

Kod masline mikrosateliti se najées¢e koriste za utvrdivanje geneticke raznolikosti i genetske
strukture divljih maslina, identifikaciju kultivara, konstrukciju genetskih mapa, a najvecu korist
su pokazali pri potvrdivanju roditeljstva u oplemenjivackim programima (Breton i sur., 2006;
Belaj i sur., 2011; Klepo i sur., 2013; Trujillo i sur., 2013). Zbog ovih razloga mikrosatelitni
biljezi su koriSteni u najvecem projektu karakterizacije, identifikacije i usporedbe primki dviju
najvecih ex situ banki germplazme masline u svijetu (World Olive Germplasm Bank, WOGBC
u IFAPA centru ,,Alameda del Obispo* u Cordobi, §panjolska i World Olive Germplasm Bank,
WOGBM u Marrakechu, Maroko) (Bakkali i sur., 2019). Ovim istrazivanjem potvrdena je
vaznost 1 vrijednost mikrosatelitnih biljega:
* od svih analiziranih primki u obje kolekcije 672 se smatra zasebnim genotipovima, a
130 genotipova je prisutno u obje kolekcije,
* kombinacijom mikrosatelitnih biljega 1 osobina endokarpa identificirano je 535
kultivara (126 zajednickih) 1 120 jedinstvenih unutar kolekcija,
e otkriveno je 192 krivo oznacena kultivara od ¢ega 72 u kolekciji WOGBM, a 120 u
kolekciji WOGBC,
* utvrdeno je da je ¢ak 228 genotipova zapravo molekularna varijanta 72 kultivara,

e potvrdeno je 79 sinonima i 39 homonima

Ovo istrazivanje je preliminarni korak u upravljanju i istraZivanju geneti¢ke raznolikosti obje
kolekcije kao i uputa za izradu genetskih mapa te poticaj za razmjenu primki izmedu razlicitih

kolekcija.
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4. MATERIJAL, METODE I PLAN ISTRAZIVANJA

4.1. Biljni materijal

Uzorci listova i izboja raznovrsnih mediteranskih i kultivara masline lokalnog znacaja
prikupljeni su u svrhu istraZivanja otpornosti na abiotske stresove povisenog saliniteta i suSe.
Genotipovi kultiviranih maslina (Olea europaea subsp. europaea var. europaea) prikupljeni su
u poljskoj kolekciji Instituta za jadranske kulture i melioraciju krSa (IJK) na lokacijama Split

(43.504678, 16.499206) 1 Kastel Stari (43.557061, 16.348383) prikazani su u tablici 1.

Tablica 1: Kultivirane masline iz poljskih kolekcija IJK u Kastelima i Splitu

Poljska kolekcija Kastela Poljska kolekcija Split
Naziv kultivara Oznaka kultivara Naziv kultivara Oznaka kultivara
'Gemlik'* KA 1 "Tanch' ST 1
'‘Branquita’ KA?2 '‘Bosana’ ST 2
'Kalamon' KA3 'Nocellara etnea’ ST3
'Ayvalik’ KA 4 'Gieraffa' ST 4
'Sourani' KA'S 'Nocellara Belice' STS5
'Chemlali’' KA 6 '"Pendolino’ ST6
'Ascolana tenera’ KA 8 'Cucco’ ST7
'San Agustino' KA 9 'Nocellara messinese' ST 8
'Coratina’ KA 10 '‘Rosciola’ STO
'Koroneiki' KA 11 'Carolea’ ST 10
'Gringan'’ KA 12 Ttrana' ST 11
'Favarol' KA 13 'Picholine’ ST 12
‘Mariola' KA 14 "Lechin' ST 13
'Parmesana’ KA 15 'Cipressino’ ST 14
'Colombino’ KA 16 'Mayatica' ST 15
'"Taggiasca' KA 17 'Koroneiki' ST 16
'Farga' KA 18
‘Sigoise’ KA 19
'Fasoline’' KA 20
'Alveriano grionl' KA 21
'Canino’ KA 22
'Picholine Maroken' KA 23
‘Santa Catarina' KA 24
'PeriSi¢eva mastrinka' KASM

* Nazivi kultivara pisani su u skladu sa Medunarodnim kodeksom za nomenklaturu kultiviranog bilja
(International Code of Nomenclature for Cultivated Plant, ISHS, 2009) prema kojem se nazivi kultivara piSu
izmedu jednostrukih navodnika ().
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Lokacije divljih maslina (Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris) su odabrane na
temelju istrazivanja doktorske disertacije Klepo (2014.), tekuceg istrazivanja u sklopu projekta
»Znanstvenog centra izvrnosti za bioraznolikost i molekularno oplemenjivanje bilja*

(http://biodiv.iptpo.hr) te iz pregleda literature (Zec, 1951).

Prikupljanje divljih genotipova masline provedeno je na priobalnom podru¢ju Republike
Hrvatske tijekom tri godine (2016., 2017. i 2018.). Prikupljeno je 216 uzoraka (Slika 7).
Temeljem morfolosSkog vrednovanja veli¢ine lista i ploda, udaljenosti pronadenih jedinki
maslina od starih ili zapuStenih maslinika kultiviranih maslina, izdvojeni su pretpostavljeno
divlji genotipovi za testiranje otpornosti na sol i susu. Za provedbu eksperimenta odabrane su

oziljene reznice prikupljene 2018. godine.

Veliki Brijun

'%J,}..Sp“t

et

Lastovsko otocje Mi J

Slika 7: Karta Republike Hrvatske s lokacijama uzorkovanja divljih i kultiviranih maslina. (preuzeto i prilagodeno

prema: https://karta-hrvatske.com.hr/slijepa-karta-hrvatske).
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Sa svake lokacije prikupljeno je minimalno 25 uzoraka (genotipova) maslina kojima su
pridruZeni skraceni nazivi 1 brojevi, tvore¢i jedinstvenu oznaku uzorka svakog genotipa

(Tablica 2).
Tablica 2: Oznake genotipova pretpostavljenih divljih maslina

Lokacija Veliki Dugi Lastovsko

Brijun Pag otok otodje Hvar Solta Mljet Peljesac

Oznaka BR1-25 LN1-25 DO 1-25 LA 1-25 HvV 125 SO1-31 MLJ1-36 PLJI1-25

4.1.1. Ukorijenjivanje reznica i presadivanje sadnica

Reznice duZine 10 do 15 cm s jednim do dva lista, pripremljene su od izboja promjera
2-8 mm. Reznice su u potpunosti uronjene u sistemicni fungicid Zino (Ningbo Synagrochem
Co., LTD., Kina), te osuSene. Bazalni dio reznica je zatim uronjen 2 cm u trajanju od 10 sekundi
u otopinu indol-3 maslacne kiseline (IBA) (Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD) koncentracije 2500
mg/kg. Otopina je pripremljena na nacin da je 0,25 g IBA otopljeno u 30 mL etilnog alkohola
96 % (Medimon d.o.o., Split, Hrvatska) i nadopunjeno do 100 mL s de-ioniziranom vodom.
Reznice su zatim postavljene u stol za ukorjenjivanje u zaSticenom objektu srednje Skole ,,Braca
Radi¢* u Kastel Stafilicu (43.546738, 16.326957). Konstantna temperatura u stolu odrzavana
je pomocu elektricnog podnog grijanja (Neotherm A/S, Frederikssund, Danska) koje je
prekriveno ,,Agrilit 3 perlitom (Perlite Italiana S.r.1., Corsico, Italija) debljine 20 cm. Stol je
natkriven u luku polietilenskom folijom debljine 150 um te s postavljenim sustavom za

oroSavanje. Reznice su postavljene u perlit na dubinu od 3 do 5 cm.

Proces ukorjenjivanja trajao je tri mjeseca na prosjecnoj vlazi zraka od 90% i temperaturi dna
stola od 30 °C tijekom kojeg se redovito nadziralo zdravstveno stanje reznica kao i tretiranje
fungicidom ,,Pyrus 400 SC* (Arysta Lifescience Benelux, Liege, Belgija) protiv pojave sive
plijesni (Botrytis cinerea). Uspjesno ukorijenjene reznice s razvijenih tri do Sest korijencica
presadene su 11. 1 12. sije¢nja 2018. u PE lonci¢e volumena 0,33 L u mjeSavinu perlita i
supstrata ,,Brill TYPical 4* (Brill Substrate GmbH & Co. KG, Georgsdorf, Njemacka) u omjeru
1:1 (v:v) 1 ostavljene unutar stola za oroSavanje sa svrhom aklimatizacije na nove uvjete.
Sadnice su transportirane u plastenik IJK u Splitu 7. i 8. ozujka 2018. i potom presadene u
posude volumena pet litara u mjeSavinu supstrata, perlita, zemlje (smede tlo na vapnencu i
dolomitu) u omjeru 2:1:2 (v:v:v). Unutar plastenika biljke su se razvijale sve do pocetka procesa

presadivanja u nove posude za potrebe pokusa.
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4.1.2. Priprema sadnica za provedbu eksperimenta

Za provedbu pokusa odabrano je 11 divljih genotipova i 15 kultivara maslina s podrucja

Mediterana (Tablica 3). Sorte koje su ukljucene u pokus odlikuju se otporno$¢u prema susi i

solima, dok su kao kontrola odabrane Oblica (vodeca hrvatska sorta ) i Leccino kao dokazano

osjetljiva sorta na poviSeni salinitet (Tattini i sur., 1992; Gucci i sur., 1997; Perica i sur., 2008;

Rossi i sur., 2014; Rossi i sur., 2016). Odabrane biljke presadene su u nove posude volumena

3,6 L (Koplast d.o.o., Pazin, Hrvatska), dimenzija gornjeg otvora 15x15 cm, visine 20 cm. Na

dno posuda postavljena je ekspandirana glina (Laterlite S.P.A, Milan, Italija) veli¢ine kuglica

od 8 do 20 mm u koli¢ini od 350 ml u svrhu sprjeCavanja ispiranja anorganskog supstrata.

Smjesa anorganskog supstrata dobivena je mijeSanjem perlita ,,Agrilit 3 (Perlite Italiana S.r.1.,

Corsico, Italija) veli¢ine od 3 do 5 mm i vermikulita ,,Agra Vermiculite* (RHP, 's-Gravenzande,

Nizozemska) veli¢ine od 0 do 1,5 mm u omjer 1:1 (v:v). Za ravhomjerno promijeSanu smjesu

upotrebljena je mijeSalica zapremine 80 L u trajanju od pet minuta.

Tablica 3: Popis genotipova koji su zadovoljili kriterije eksperimenta

Oznaka uzorka
MLJ 25
MLJ 27
MLJ 28
MLJ 29

LA 13
LN 11
BR 19
PLJ 7
PLJ 18
PL]J 22
Kasm 1.god.
Kasm 2.god.
Kasm 3.god.

Divlje masline

Naziv i podrijetlo
Mljet - Hrvatska
Mljet - Hrvatska
Mljet - Hrvatska
Mljet - Hrvatska
Lastovo - Hrvatska
Lun - Hrvatska
Brijuni - Hrvatska
Peljesac - Hrvatska
Peljesac - Hrvatska
Peljesac - Hrvatska
'PeriSi¢eva mastrinka' - Hrvatska
'PeriSi¢eva mastrinka' - Hrvatska

'PeriSi¢eva mastrinka' - Hrvatska

Kultivirane masline

Oznaka uzorka
PA 17
PIC 17
KA 04
KA 05
KA 17
KA 18
KA 19
KA 20
KA 22
KA 23
ST 02
ST 12
ST 16
OB
LE

Naziv i podrijetlo
'Pacica’ - Hrvatska
'Piculja’ - Hrvatska
'Ayvalik' - Turska
‘Sourani' - Sirija
'Taggiasca' - Italija
'Farga' - Spanjolska
'Sigoise' - Alzir
'Fasolina’ - Italija
'Canino’ - Italija
'Picholine Maroken' - Maroko
'Bosana’' — Spanjolska
'Picholine’ - Francuska
'Koroneiki' - Gréka
'Oblica’ - Hrvatska

‘Leccino’ - Italija

Smjesa anorganskog supstrata u koli¢ini od 600 ml stavljena je na ekspandiranu glinu, nakon

¢ega je postavljena biljka i dopunjeno supstratom do vrha posude. Nakon Sto su svi genotipovi

bili presadeni, posude su navodnjavane vodovodnom vodom do trenutka istjecanja iz drenaZnih
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otvora kako bi se supstrat ¢im bolje priljubio uz korijen. Pripremljene biljke rasporedene su na

uzgojne stolove u smjeru istok-zapad.

4.1.3. Eksperimentalni objekt i sustav za fertirigaciju

Eksperiment je postavljen u eksperimentalnom stakleniku IJK u Splitu. Eksperimentalni
staklenik (SALCO Albenga, Albenga, Italija, Sestar ID: 3161, 43.504406, 16.49865 1) povrSine
je 1200 m? (12 m x 60 m) i visine Sest metara do sljemena, s moguénos¢u reguliranja okolinih
¢imbenika. Staklenik je opremljen s osam uzgojnih fiksnih stolova, pojedinane povrSine 54
m?. Kako bi se omoguéilo nesmetano otjecanje drenaZe iz uzgojnih posuda, postavljeni su
blokovi kamene vune (Saint-Gobain Cultilene B.V., Rijen, Nizozemska) koji su prekriveni PE
bijelo-crnom folijom (Easy Grow ltd., Grimsby, Ujedinjeno Kraljevstvo). Navodnjavanje je
provedeno paralelno na stolovima, a koriStene su polietilenske cijevi (T.A.C. d.o.0., Seget

Donji, Hrvatska).

Sustav za fertigaciju sastoji se od glavne dovodne cijevi promjera ¢ 25 mm, dok su lateralne
cijevi promjera ¢ 20 mm. Postavljene su samokompenzirajuce kapaljke kapaciteta 4L/h (Toro
Bloomington, MN, SAD) zbog ujednacenog navodnjavanja svake biljke s istom koli¢inom
otopine. Jedna kapaljka opskrbljivala je dvije biljke masline primjenom razdjelnika ,,Toro
FBST1“1 kapilarne cjevcice ,,Black Spider duzine 80 cm koja zavrSava kapaljkom za kapilaru
,»Toro IPSO301BQ* (Toro, Bloomington, MN, SAD). Polietilenski spremnici ,,Elbi CP 2000*
(Elbi (Suisse) Sagl, Biasca, Svicarska) kapaciteta 2000 L koriSteni su za pohranu
otopina/tretmana primjenjivanih u pokusu. Automatski sustav upravljanja (Schneider Electric,
Rueil-Malmaison, Francuska) omogucuje za svaku varijjantu pokusa zasebno reZzim
navodnjavanja kao i kontrolu unutarnje temperature, upravljaju¢i sustavom prozracivanja
bocnih i krovnih otvora. Otvori za prozracivanje (1,2m x 0,6m) nalaze se cijelom duzinom na
obje strane krova, te na bo¢nim stranicama na visini 1 m od tla , ¢cime je osigurano kvalitetno

prozracivanje eksperimentalnog prostora.
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4.1.4. Priprema hranjive otopine za proces aklimatizacije i tretmane

Za ishranu biljaka tijekom aklimatizacijskog perioda pripremljena je Y2 Hoaglandova
hranjiva otopina (¥2 HHO) pripremljena prema protoklu Hoagland i Arnon (1950). Za korekciju
pH vrijednosti otopina (pH 5,5 do 6,5) upotrijebljena je 0,1M otopina sulfatne kiseline (H2SO4
96%, Kemika, Zagreb). Tijekom aklimatizacijskog perioda od tri mjeseca (21. oZujka do 18.
lipnja 2019.) biljke su navodnjavane ¥2 HHO ( pH 5,5 do 6,5 i EC 1.8 dSm™) pet do sedam
puta dnevno tijekom cega je dodano 333 do 466 mL hranjive otopine. Broj navodnjavanja
ovisio je o razvojnom stadiju biljke, vremenskim prilikama 1 koli¢ini perkolata prethodnog dana
koji se odrzavao na 20 do 30 % od dodane koli¢ine 2 HHO. Analiza perkolata obavljena je
svakodnevno, a izmjereni su pH s pH-metrom Mettler Toledo MP 230 i elektrovodljivost s EC-

metrom Mettler Toledo MC 226 (Mettler Toledo, Columbus, Ohio, SAD).

4.1.5. Primijenjeni tretmani i eksperimentalni dizajn

U eksperimentu je istraZzen utjecaj abiotickih stresova (poviSeni salinitet i suSa) na rast,
fizioloSke 1 biokemijske procese na 24 genotipa jednogodiSnjih sadnica masline.
Eksperimentalni dizajn postavljen je po principu slu¢ajnog bloknog rasporeda u tri ponavljanja
s dva nivoa abiotickog stresa i kontrolnim (Slika 8). Svaki genotip zastupljen je s devet biljaka,
s jednom biljkom po tretmanu unutar jednog ponavljanja, Sto je ukupno 252 biljke u
eksperimentu. U svrhu ublazavanja rubnog efekta prilikom provedbe pokusa na pocetku i kraju

svakog reda postavljene su po tri biljke (RB) kultivara 'Canino’.

SJEVER

Slika 8: Shematski prikaz eksperimenta

Za sva tri tretmana (kontrola, povisSeni salinitet i susa) tri spremnika od 50 L su pripremljena
sa 100 puta koncentriranom otopinom (stock) ¢ijim su razrjedivanjem (1 L stocka u 100 L
vodovodne vode) postignuti ciljani tretmani. Koncentracije natrijeva klorida i manitola
izraCunate su na temelju jednakih vrijednosti osmotskog potencijala ostvarenog kod biljaka.
Polietilenski spremnici ,,Elbi CP 2000 kapaciteta 2000 L koriSteni su za pohranu razrjedenih
otopina za tretmane u pokusu, a automatski sustav upravljanja omogucio je za svaki tretman

zasebni reZim primjene.
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Biljke u kontrolnom tretmanu tretirane su samo s ¥2 HHO pripremljenom kao u postupku
aklimatizacije. Za izazivanje abiotiCkog stresa poviSenog saliniteta primijenjena je krupna
morska sol bez dodanog joda (Solana Pag d.d., Hrvatska). Kako bi se postigao tretman 150
mM/L NaCl-a otopljeno je 8,77 g NaCl-a po litri vodovodne vode. Tretman suSe iniciran je
upotrebom Secernog alkohola manitola u prahu (Roquette, Lestrem, Francuska). Za postizanje
istog osmotskog potencijala primijenjena je koncentracija od 300 mM/L manitola otapanjem

54,65 g manitola po litri vodovodne vode.

Tretmani su primijenjeni 18. lipnja 2019. na razmjeStene i adaptirane biljke, a primjenjivali su
se tijekom 21 dana. U svrhu izbjegavanja osmotskog Soka kod biljaka, koncentracija soli
odnosno manitola povecavala se tijekom tri dana za 50 odnosno 100 mM dnevno u odnosu.
Korekcija pH vrijednosti napravljena je s 0,1M 96% sulfatnom kiselinom za sva tri spremnika
do vrijednosti propisane Hoaglandovoj otopini (pH 5,5-6,5). Tretmani su se primjenjivali od
sedam do deset puta na dan, u trajanju od jedne minute ovisno o klimatskim uvjetima i koli¢ini

perkolata od 20 do 30 % (Slika 9).

b

Slika 9: PosloZene biljke u tri ponavljanja u slu¢ajnom bloknom rasporedu (izvor: J.Tadi¢)
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Meteoroloska stanica ,,Vantage Vue* (Davis Instruments, Hayward CA, SAD), biljezila je
svakih sat vremena temperaturu i vlaznost zraka unutar objekta. Svakog dana nakon zavrSetka
programa prihrane s primijenjenim tretmanima, prikupljen je perkolat iz svakog tretmana unutar
jednog ponavljanja koji je zatim analiziran u pedoloskom laboratoriju. Analiza je ukljucivala
mjerenje pH vrijednosti (pH-metrom Mettler Toledo MP 230) i elektrovodljivosti svakog
tretmana (EC-metrom Mettler Toledo MC 226). Tijekom pokusa obavljena su mjerenja

morfoloskih, fizioloSkih, biokemijskih i molekularnih svojstava odabranih genotipova.

4.2. Morfometrijska mjerenja

Tijekom pokusa obavljena su sljedeCa mjerenja: visina biljke (izmjerena mjernom
trakom od supstrata do najviseg dijela biljke), broj listova biljke (svi listovi ve¢i od > 0.5 cm),
duzina izboja (izmjeren porast ostvaren tijekom tretiranja), broj listova izboja (izmjeren na
izboju nastalom tijekom primjenjenih tretmana), broj internodija biljke (izbrojen od supstrata
do vrha biljke), promjera izboja (izmjeren je na srediSnjem dijelu vrha stabljike; pomi¢nim

mjerilom ,,Insize 150mm®).

Pored toga destruktivnim metodama izmjerena je povrsina izboja i listova obavljena skenerom
Epson Perfection V700 Photo (Seikd Epuson Kabushiki-gaisha, Nagano, Japan) i software-om
WinFOLIA (Regent Instruments Inc., Quebec, Kanada) te je odredena svjeZa i suha masa
(vaganjem) svih djelova biljke (Slika 10). Izboj koji se mjerio je porast biljke ostvaren iz vrSnog

vegetativnog pupa tekuce godine, koji je zapoceo ciklus rasta pocetkom oZujka 2019. godine.

U svrhu lakSeg 1 ujednacenog mjerenja porasta biljke, svi ostali vegetativni izboji bocnih

pupova su uklonjeni u pocetku vegetativnog rasta.
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Slika 10: Odvajanje dijelova biljke za analize (izvor:J.Tadi¢)

4.3. Fizioloski parametri

Svjezi uzorci lista koriSteni su za odredivanje provodljivosti membrana za soli (EL) i kalij

(KL), vodnog potencijala (WP) i relativnog sadrzaja vode (RWC).

a) Elektrovodljivost (EL) i curenje kalija iz lista (K-leakage)

Za mjerenje kalija u listu uzorkovan je potpuno razvijeni mladi list. Zatim je sa srediSnjeg
dijela uzorkovan dio lista promjera 5 mm i stavljen u staklene epruvete od 50 ml. Epruvete su
zatim napunjene s 30 ml re-destilirane vode i ostavljene u tamnoj prostoriji 24 sata. Zatim je
izmjerena elektrovodljivost EC-metrom Mettler Toledo MC 226, uranjanjem sonde unutar

epruvete. Nakon svakog mjerenja sonda je isprana s re-destiliranom vodom i osusena papirnim
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rucnikom. Vrijednosti dobivene tijekom prvog mjerenja elektrovodljivosti oznacene su s EC;.
Nakon mjerenja elektrovodljivosti, uzorcima je izmjerena koli¢ina kalija (koji je istjecao iz

lista) sa Sherwood 410 plamenim spektrometrom (Sherwood Scientific Ltd, Cambridge, UK).

Plameni spektrometar kalibriran je s pet standardnih otopina (K>O) za preciznije mjerenje.
Svakom uzorku je zatim izmjerena emisija kalija na plamenom spektrometru. Nakon dobivenih
rezultata te zapisivanja vrijednosti u procesu kalibracije, podaci su uneseni u Microsoft Excel

2016 (Microsoft, Redmond, WA, SAD) gdje su napravljena 2 stupca:

* Vrijednosti kalibracija svih standardnih otopina izraZzenih u mg/1

* Vrijednost oCitane emisije na plamenom spektrometru

Iz tih stupaca napravljen je rasprSeni grafikon zbog usporedbe dva skupa vrijednosti odnosno
dvije grupe podataka. Uz grafikon dobivene su vrijednosti usporedbe dvije grupe podataka koje

su zatim unesene u kvadratnu formulu:

—bVb? — 4ac
2a

X =

Vrijednosti dobivene iz kvadratne formule za curenje kalija oznacene su oznakom KL;. Uzorci
u istim epruvetama su zatim autoklavirani u ,Presoclave II 80 (J.P. Selecta, Abrera
(Barcelona), Spanjolska) na 120 °C i 20 minuta, nakon ¢ega su ostavljeni 24 sata u tamnoj
prostoriji da se ohlade. Svim uzorcima je ponovo izmjerena elektrovodljivost gdje su dobivene

vrijednosti oznacene s ECa.

Za dobivanje konac¢nih rezultata elektrovodljivosti u dS/m koriStena je formula:

EL=EC1/ (EC1+EC2) x 100

Izmjerene vrijednosti kalija koji je iscurio iz lista nakon autoklaviranja (u ponovljenom
postupku s plamenim spektrometrom) uvrStene su u kvadratnu jednadZzbu i oznacene su

oznakom KL,. Konacni rezultati curenja kalija u mg/L dobiveni su koriStenjem formule:

KL=KL1/ (KL1+ KL2) x 100
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b) Vodni potencijal (bar)

Vodni potencijal odreden je uzimanjem potpuno razvijenog mladog lista, stavljanjem
uzorka lista u uredaj za mjerenje vodnog potencijala ,,PMS 1000 (Model 1000 Pressure
Chamber, PMS Instrument Company, Oregon, SAD) spojenog na prijenosni spremnik s
inertnim duSikom (Messer group GmbH, Bad Soden, Njemacka). Postupnim povecanjem tlaka
unutar komore uredaja, povecalom se prati pojavljivanje kapljice vode na presjeku peteljke lista
te se ocitava trenutni primijenjeni pritisak (bar) duSika u komori ¢ime se odreduje vodni

potencijal uzorka.

¢) Relativan sadrzaj vode (RWC (%))

Za mjerenje relativnog sadrzaja vode koriSten je potpuno razvijeni mladi list. Uzorkovan je
srediSnji dio lista promjera 5 mm kojem je izmjerena svjeZza masa (FW) na analitickoj vazi
OHAUS Pioneer PA4101C (Pioneer Corporation, Kawasaki, Japan). Uzorci su prebaceni u
staklene petrijeve zdjelice i epruvete napunjene s 20 ml de-ionizirane vode i ostavljeni u
laboratoriju sa stalnom temperaturom i prigusenim svjetlom na period od 16 sati do pune
hidratacije lista. Nakon toga, uzorci su izvadeni iz petrijevih zdjelica, obrisani papirnatim
rucnikom te im je izmjerena turgorska teZina (TW). Nakon toga uzorci su osuSeni u suSioniku
Kambic¢ SP 440 (Kambic laboratory equipment d.o.o., Semic, Slovenija) na 75 °C u periodu od

48 sati (konstantne mase), te im je izmjerena suha masa (DW).
Dobiveni podaci su uvrsteni u formulu da bi se dobio relativan sadrZaj vode:

RWC (%) = [(FW-DW) / (TW-DW)] x 100

RWC- relativan sadrzaj vode; FW — svjeza masa; DW — suha masa; TW — turgorna masa

d) Ionski sastav korijena i listova izboja

Osuseni korijen samljeven je u mlinu za potrebe analize ionskog sastava koja ukljucuje
mjerenje sljede¢ih parametara: pH, EC, te ionski sastav aniona i kationa korijena i listova
izboja. Na analitickoj vagi odmjereno je 0,1 g samljevenog uzorka korijena i lista izboja u
epruvetu koja je zatim nadopunjena s 25 ml de-ionizirane vode. Epruvete s uzorcima su zatim
stavljene u ultrasoni¢nu kupelj Bandelin Sonorex Digitec (Bandelin electronic GmbH & Co
KG, Berlin, Njemacka) napunjenu sa re-destiliranom vodom na 30 minuta i na temperaturu od
50 °C. Uzorci su zatim centrifugirani u centrifugi ,,Hettich Universal 320R* (Andreas Hettich
GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Njemacka ) na 5000 okr/min u trajanju od 5 min. Uzorcima je

potom izmjeren pH i elektrovodljivost, a za odredivanje ionskog sadrzaja koristeni su uredaji:
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Dionex LC 30 Chromatography Oven, Dionex CD 20 Conductivity Detector i GP 50 Gradient
Pump (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, SAD).

e) Fotosintetski parametri

Za mjerenje fotosintetskih parametara koristen je prijenosni uredaj LI-6400XT (LI-COR,
Lincon, NE, SAD). Mjerenja su se odredivala periodi¢no u razdoblju od 10,30 do 12,30 sati.
Izmjeren je intenzitet fotosinteze (A), provodljivost puci (gsw), slobodni medustanicni CO» (Ci)
i transpiracija (E). Parametri fotosinteze izmjereni su na potpuno razvijenom mladom listu.
Komora instrumenta povrsine 6 cm? (2 x 3 cm) prilagodena je listovima masline na povrsinu
od 2 cm? (2 x 1 cm) koja je zatim pri¢vriéena na gornju treéinu lista. Sva mjerenja su obavljena
pod konstantnim uvjetima osvjetljenja (PAR 600 umolm™s™) i koncentracije CO> (400 pmol
mol ), dok su temperatura zraka (37-42 °C) i relativna vlaznost zraka (60-70 %) pod utjecajem

okolisnih uvjeta u komori staklenika.

4.4. Genetska raznolikost

Uzorci mladih listova kultivarnih i divljih maslina prikupljeni su kao biljni materijal za
izolaciju ukupne stanicne O DNA. U analize je uklju¢eno ukupno 216 uzoraka divljih i 41
uzorak kultiviranih maslina s deset razliCitih lokacija (Slika 7). Molekularna analiza 12
mikrosatelitnih lokusa napravljena je u Laboratoriju za filogeniju 1 molekularnu sistematiku

Botani¢kog zavoda Bioloskog odsjeka PMF-a SveuciliSta u Zagrebu.

4.4.1. Izolacija ukupne stani¢cne DNA

Izolacija ukupne stanicne DNA provedena je uz pomo¢ izolacijskog kompleta DNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen®) i uredaja za automatsku izolaciju DNA QIAcube (Qiagen®):

e Izvagano je 100 mg svjeZeg lisnog tkiva koje je anatomskom pincetom smjesten u ,,safe
lock* 2 mL mikroepruvete (Eppendorf®) zajedno s ¢elicnom steriliziranom kuglicom
(d =7 mm) za usitnjavanje tkiva.

* Uzorak biljnog tkiva smrznut je uranjanjem mikroepruvete u tekuc¢i dusik nakon Cega
je provedeno usitnjavanje lisnog tkiva kroz jednu minutu na frekvenciji od 30 Hz/s
pomocu uredaja TissueLyser (Qiagen®).

* Usitnjenom lisnom tkivu dodano je 600 pl pufera AP1, 6 pl RNazeA, 6 mg polivinil
pirolidona (PVP) i 6 pl 2-mekarptoetanola. Otopina je promijeSana u «vorteks»

mjeSalici (GVLab- Gilson®).
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* Homogenat je inkubiran 10 minuta na 65 °C uz mijeSanje od 600 okretaja po minuti u
uredaju ThermoMixer™ C (Eppendorf ®).

* Dodano je 195 pL pufera P3, promijeSano te inkubirano 7 minuta na -20 °C. SadrZaj
epruvete je centrifugiran 7,5 min na 16 100 g (s ciljem taloZenja degradiranih proteina
1 polisaharida). Gornji vodeni sloj (oko 650 pL) je prebacen na kolonu Oiashredder Mini
Spin te je centrifugiran 5 min na 16 100 g (radi uklanjanja zaostalih krupnih komada
tkiva).

e 600 pL filtrata je prebaceno u Cistu ,,safe lock® 2 mL mikroepruvete (Eppendorf®)

e Mikroepruvete s filtratom iz prethodnog koraka su smjesStene u uredaj za automatsku
izolaciju DNA QIAcube (Qiagen®).

e Uredaj je opremljen odgovaraju¢im puferima (AW1, AW2, AE), adapterima za
epruvete i kolonama za selektivnho vezanje DNA (DNeasy Mini Spin kolone) te je
pokrenut postupak izolacije DNA.

* Izolat DNA je do provedbe ostalih molekularno-genetskih analiza pohranjena na -20

°C.

4.4.2. Odredivanje koncentracije izolirane DNA

Koncentracija izolirane ukupne stanicne DNA utvrdena je pomocu spektrofotometra
NanoPhotometer P330 (Implen®). Prije poCetka mjerenja uredaj je kalibriran pomocu pufera
AE koji se upotrijebio u zadnjem koraku izolacije DNA u uredaju za automatsku izolaciju DNA.
Osim §to je za sve uzorke izmjerena koncentracija, odreden je i omjer apsorbancije 260/280 te
apsorbancije 260/230 kao mjera Cistoce izoliranih DNA. Omjer apsorbancije je u oba slucaja
morao biti ve¢i od 1,6, a to je znacilo da je izolat DNA ociS¢en od stani¢nih proteina i

polisaharida i ostalih kemijskih spojeva prisutnih u biljnom tkivu .

4.4.3. Umnozavanje mikrosatelitnih regija lan¢anom reakcijom polimeraze

Izolirana DNA razrijedena je ultracistom vodom do koncentracije od 1 ng/uL. Ovako
razrjedena DNA se upotrijebila kao kalup pri lancanoj reakciji polimerazom (PCR). PCR
otopina za umnoZavanje mikrosatelitnih lokusa za jedan uzorak bila je ukupnog volumena od

20 pL:

e 9,1 uL H20 (ultracista voda Qiagen® )
e 2,0 uL 10 x PCR pufer (TAKARA®)
* 1.6 uL ANTP (TAKARA®)
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* 0,2 uL BSA (20 pg/mL)

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

» 0,1 uL Taq HS DNA polimeraze (TAKARA®)

* 5,0 uL otopine DNA (1 ng/uL)

UmnoZavanje mikrosatelitnih regija (Tablica 4) lanCanom reakcijom polimeraze provedeno je

u uredaju GeneAmp 9700 (Applied Biosystems®) prema protokolu:

* pocetni korak denaturacije: 4 minuta na 95 °C

* 35 ciklusa ponavljanja; tri temperature:

e 20 sekundi na 95 °C (denaturacija)

* 30 sekundi na 50 °C (vezanje PCR-pocetnice na DNA-kalup)
e 30 sekundi na 72 °C (sinteza novih DNA lanaca)

* zavrSni korak elongacije od 8 minuta na 72 °C

Tablica 4: Potpuni i skraéeni naziv 12 mikrosatelitnih lokusa s ponavljaju¢im motivom

SSR SSR
Potpuni naziv Skraceni naziv* Ponavljajuéi motiv Referenca
ssrOeUA-DCA03 DCAO03 (GA)19 Sefc et al., 2000
ssrOeUA-DCA04 DCA04 (GA)16 Sefc et al., 2000
ssrOeUA-DCA09 DCA09 (GA)23 Sefc et al., 2000
ssrOeUA-DCA11 DCALll (GA)26(GGGA)4 Sefc et al., 2000
ssrOeUA-DCA16 DCAL16 (GT)13(GA)29 Sefc et al., 2000
ssrOeUA-DCA18 DCAI18 (CA)4CT(CA)3(GA)19 Sefc et al., 2000
EMO3 EMO3 (CA)7 De la Rosa et al., 2002
GAPU-59 GAPU59 (CT)9 Carriero et al. 2002
UDO09%9-011 UDO11 (CT)7(CA)10(CT)2(CA)2 Cipriani et al., 2002
UD099-019 UDO19 (GT)20(AT)5 Cipriani et al., 2002
UDO099-039 UDO39 (AT)S(GT)11 Cipriani et al., 2002
UDQ099-043 UDO043 (GT)12 Cipriani et al., 2002

4.4.4. Detekcija mikrosatelitnih alela elektroforezom u agaroznom gelu

Uspjesnost DNA umnoZavanja lananom reakcijom polimerazom provjerena je

elektroforezom na 1,.0 % gelu agaroze u 0,.5 x TBE puferu (45 mM tris-boratai 1 mM EDTA,
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pH 8), na 300 V (Sambrook i sur., 1989). 5 pul otopine DNA pomijeSan je s 1 pul boje za
nanoSenje (30% saharoze, 0,25% brom-fenolnog modrila i 0,25% ksilen-cijanola; Sambrook i
sur., 1989). Dobivena otopina je nanesena u jaZice agaroznog gela. Kao DNA veliCinski
standard upotrebljen je MassRuler DNA Ladder (Thermo Fisher®). Nakon §to je brom-fenolno
modrilo preslo 2 cm, elektroforeza je prekinuta, a agarozni gel je smjeSten u otopinu GelRed
(Biotum®) u 0,5 x TBE puferu kroz 25 min. GelRed se specifiéno veZe uz nukleinske kiseline
interkaliranjem izmedu duSi¢nih baza, a molekule DNA postaju vidljive kada se gel osvijetli

UV svjetlom transiluminatora (Sigma, T-2202).

4.4.5. Detekcija mikrosatelitnih alela kapilarnom elektroforezom

UmnoZeni mikrosateliti finalno su do preciznosti 1 bp detektirani su uz pomoc
automatskog sekvencera ABI Prism 3130x1 (Thermo Fischer®) i «Dye set» Fam, Vic, Ned, Pet.
Ukupno 1,5 pul umnoZenih mikrosatelitnih produkata nakon lancane reakcije polimerazom
smjeSteno je u PCR ploce s 96 epruveta, a zatim je svaki uzorak pomijeSan s 10 pl formaldehida
i 0,.5 ul DNA standarda Liz 500 (Applied Biosystems®). Uzorci su 3 minute denaturirani na
95° C te neposredno nakon toga smjeSteni na led. Nakon kapilarne elektroforeze fragmenata
DNA rezultati svih analiziranih uzoraka bili su vidljivi u obliku .fsa podataka. Pregledavanje
.fsa podataka i odredivanje mikrosatelitnih alela izvrSeno je uz pomo¢ programa GeneMapper®

4.0 (Applied Biosystems®).

4.4.6. Statisticka obrada molekularno-genetskih podataka

Za svaki mikrosatelitni biljeg izracunat je broj alela (N,), informacijski sadrZaj
polimorfizma (Polymorphic Information Content; PIC) i vjerojatnost identi¢nosti (probability
of identity; PI) koriste¢i program Cervus v3.0 (Kalinowski i sur., 2007). Genetska raznolikost
skupine divljih tipova i kultivara analizirana je na temelju prosjecnog broj alela po lokusu (Na),
alelnog bogatstva (N.-), broja jedinstvenih alela (N,,), zapazene heterozigotnosti (Ho), te
ocekivane heterozigotnosti ili genske raznolikosti (Hg). U tu su svrhu koriSteni programi

FSTAT v2.9.3.2 (Goudet, 1995) i GENEPOP v4.0 (Raymond i Rousset, 1995).

Genetska udaljenost izmedu analiziranih genotipova izracunata je temeljem udjela zajednickih
alela (Proportion of Shared-Alleles Distance; Dpsa; Bowcock 1 sur., 1994) u programu
MICROSAT v1.5d (Minch i sur., 1997). Na temelju matrice genetske udaljenosti izradeno je
nezakorijenjeno stablo metodom po Fitchu i Margholiashu (Fitch i Margoliash, 1967), a

pouzdanost pojedinih grananja na stablu utvrdena je pomoc¢u metode bootstrap (Felsenstein,

37



1985). U tu su svrhu koriSteni podprogrami SEQBOOT, GENDIST, FITCH i CONSENSE
programskog paketa PHYLIP v3.6b (Felsenstein, 2004)

Analizom molekularne varijance (AMOVA; Excoffier i sur., 1992) ras¢lanjena je ukupna
genotipska varijanca u sastavnice varijance izmedu i unutar skupina divljih tipova i kultivara
masline. Analiza je provedena pomocu programa ARLEQUIN v3.5.2.2 (Excoffier i Lischer,

2010), a signifikantost psr vrijednosti izracunata je na temelju 10.000 permutacija.

U svrhu odredivanja genetske strukture, set podataka o genotipovima analiziranima u okviru
ovog doktorata su pridodani setu analiziranom u okviru doktorske distertacije dr. sc. Tatjane
Klepo. Budu¢i da su laboratorijske analize provedene na temelju istih mikrosatelitnih pocetnica
u Laboratoriju za geneticku raznolikost, filogeniju i molekularnu sistematiku bilja pod
vodstvom prof. dr. sc. Zlatka Libera, bilo je moguce objediniti dobivene podatke i na taj nain
dobiti reprezentativni uzorak za ovaj tip analize. Ukupni uzorak za utvrdivanje genetske
strukture se od 156 jedinki maslina (93 divljih 1 63 kultiviranih). Uzorci pet populacija divljih
maslina prikupljeni su s otoka Brijuni, Pag, Hvar i Lastovo te s poluotoka Peljesac, koje su
zastupljene s 20, 17, 21, 20 odnosno 15 jedinki (ukupno 93 jedinke). Uzorci 63 kultivara
prikupljeni su u poljskim kolekcijama Instituta za jadranske kulture i melioraciju krSa, Split

(IJK) i Kastel Starom, te u Stanici za juzne kulture (SZJK) Cibada.

Bayesovska analiza genetske strukture populacija provedena je pomocu programa
STRUCTURE v2.3.4 (Pritchard i1 sur., 2000). Pretpostavljeno je postojanje jedne do 11
genetskih skupina (K =1 - 11) 1 svaka je hipoteza analizirana na temelju 30 neovisnih prohoda.
Svaki se prohod sastojao od 200.000 ponavljanja tijekom razdoblja zagrijavanja lanca (burn-
in), a podaci o posteriornoj vjerojatnosti podataka [In P(X|K)] prikupljani su tijekom 1.000.000
ponavljanja algoritma. Pretpostavljen je model koji dozvoljava mjeSovito podrijetlo jedinki
(admixture model) 1 korelirane alelne ucestalosti bez ukljucivanja prethodnih informacija o
pripadnosti pojedinih jedinki u svrhu definiranja skupina. Optimalan broj genetskih skupina
(K) utvrden je na temelju vrijednosti AK (Evanno i sur., 2005) koja je izraCunata pomocu
programa STRUCTURE HARVESTER v0.6.94 (Earl and van Holdt, 2012). U svrhu sazimanja
informacija o dobivenim genetskim skupinama koriSten je program CLUMPAK (Kopelman i
sur., 2015). Analiza je provedena na Racunalnom klasteru Isabella SveuciliSnog racunskog

centra (SRCE) Sveucilista u Zagrebu.
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4.5. Biokemijske analize

Za biokemijske analize uzorci potpuno razvijenih mladih listova izboja uzorkovani su
zadnjeg dana eksperimenta. Listovi su pohranjeni u PE vrecicu koja je uronjena u spremnik s
teku¢im duSikom na tri sekunde (Slika 12), odnosno do prestanka isparavanja tekuceg dusika.
Nakon toga uzorci su pohranjeni u hladnjak Snijders Scientific UF440 -86 (Snijders labs,

Laurent Janssensstraat, Nizozemska) na -65 °C do liofiliziranja.

Za potrebe biokemijskih analiza prethodno skladisteni listovi izboja izvadeni su iz hladnjaka te
su liofilizirani u Labconco FreeZone 2.5 liofilizatoru (Labconco Corporation, Kansas City, MO,
SAD). Liofilizacija se odvijala pri konstantnom tlaku od 0,180 mBar 1 temperaturi od -48 °C
do konstantne teZine nakon ¢ega su uzorci pohranjeni natrag u hladnjak na -65 °C. Analize su
odradene u Laboratoriju za fiziologiju bilja, Bioloski odsjek, Prirodoslovno-matematicki
fakultet u Zagrebu. Analizama su odredeni koncentracija ukupnih topivih proteina,
fotosintetskih pigmenata, aminokiseline prolina i malondialdehida (MDA indikator lipidne

peroksidacije) te aktivnost superoksid dismutaze (SOD) 1 gvajakol peroksidaza (GPOD).

4.5.1. Priprema ekstrakata za mjerenje ukupnih topivih proteina, aktivnosti
enzima i koncentracije MDA
Prije ekstrakcije, pripremljene su maticne otopine za izradu 50 mM kalij-fosfatnog (KP)

pufera, pH vrijednosti 7.0, uz dodatak 10 mM etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA).

a) Priprema mati¢nih otopina za fosfatni pufer uz dodatak EDTA:

Za 1 M KH;POy4, 50 ml; Mr (KH2PO4) = 136,09. Izvagano je 6,804 g KH>PO41 otopljeno u
50 ml destilirane vode u odmjernoj tikvici. Za 1 M KoHPO4, 50 ml, izvagano 8,709 g KoHPO4
1 otopljeno u 50 ml destilirane vode u odmjernoj tikvici. Za 10mM EDTA, 10 ml, Mr (EDTA)
= 372,24, izvagano je 0,0372 g EDTA i otopljeno u 10 ml destilirane vode u odmjernoj tikvici.

b) Priprema 50 mM fosfatnog pufera pH 7,0 za ekstrakciju proteina od mati¢nih otopina
(prema tablici iz Maniathisovog prirucnika)

Za 50 ml pufera 50 mM fosfatnog pufera uz dodatak 0,1mM EDTA odpiperano je 1538 ul

IM KoHPO4 1 962 ul 1M KH2PO4, dodano 500 ul 10 mM EDTA i nadopunjeno s destiliranom

vodom u odmyjernoj tikvici od 50 ml.

¢) Homogeniziranje uzoraka
50 mg liofiliziranog biljnog materijala uz dodatak polivinil-polipirolidona (PVPP-a) (30

mg) i 1 ml fosfatnog pufera stavljeno je u epruvetu ,,safe-lock* od 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg,
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Njemacka). U svaku epruvetu s uzorkom stavljena je Celicna kuglica nakon ¢ega su epruvete
sloZzene u nosae homogenizatora ,IST 400 mixer mill“ (InSolido Technologies, Zagreb,
Hrvatska), ohladene u teku¢em dusiku, te homogenizirane jednu minutu na 30 Hz (Slika 13).
Uzorci koji se nisu homogenizirali u prvom ciklusu dodatno su homogenizirani jednu minutu

na 30 Hz/s.

d) Centrifugiranje ekstrakata
Kuglice su izvadene iz epruvetica nakon ¢ega su uzorci centrifugirani na 2500%g/30min, te

je supernatant preliven u Ciste epruvetice.

4.5.2. Odredivanje koncentracije ukupnih topivih proteina

Koncentracija ukupnih topivih proteina odredena je prema Bradford (1976). Metoda se
temelji na izravnom vezanju boje Comassie Brilliant Blue (CBB) na proteine na bo¢nim
skupinama arginina, triptofana, tirozina, histidina i fenilalanina (Garrett i sur., 2013). Vezanjem
proteina na CBB dolazi do promjene boje, a time 1 apsorpcijskog maksimuma sa 465 nm na
595 nm Sto se moze utvrditi spektrofotometrijski. Pripremljena je radna otopina po Bradford-u
(200 mL) koja sadrzi 170 mL dH20, 6 mL etanola, 12 mL 88 % fosfatne kiseline i 12 mL
Bradford stock otopine (96 % etanol, 88 % fosfatna kiselina i Coomasie Brilliant Blue boja).
Prvo je izmjerena apsorbancija slijepe probe (50 pL 50 mM KP pufera i 1 mL Bradford
reagensa), a zatim i svih ekstrakata (50 pL ekstrakta i 1 mL Bradford reagensa) pri valnoj duljini
od 595 nm na spektrofotometru (Specord, Analytik Jena, Germany). Kako bi se odredila
koncentracija proteina, izradena je bazdarna krivulja dobivena mjerenjem apsorbancija
razrjedenja govedeg serumskog albumina (bovine serum albumine, BSA) koncentracija od 0,1
do 0,8 mg/mL nakon reakcije s Bradford reagensom. Koncentracija proteina izraZena je u mg

/ g suhe tvari.

4.5.3. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze

Aktivnost enzima SOD odredena je spektrofotometrijski po metodi Beauchamp i
Fridovich (1971) na temelju sustava ksantin-ksantin oksidaza (XOD) koji generira superoksidni
anion (nastaje djelovanjem ksantin oksidaze na ksantin). Za detekciju superoksidnih aniona se
koristi nitro blue tetrazolium klorid (NBT) koji se u njithovom prisustvu reducira u NBT-
diformazan S§to je praceno promjenom boje iz Zute (NBT) u ljubicastu (NBT-diformazan). U

prisutnosti SOD, dolazi do smanjenja koncentracije superoksidnih aniona (enzim razgraduje
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superoksidni radikal) i sukladno tome nastaje i manje NBT-diformazana te se apsorbancija

takoder proporcionalno koli¢ini NBT-diformazana smanjuje.

Izrada otopina za reakcijsku smjesu:

a) SOD reakcijski pufer (50 mM kalij-fosfatni pufer sa 75 uM NBT 1 0,1 mM EDTA; pH
7,8)

Za pripremu 100 mL odpipetirano je 4,54 mL 1 M K,HPO4, 0,46 mL 1 M KH,PO4, 1 mL

10 mM EDTA, izvagano je 6,15 mg NBT te je otopina nadopunjena s dH>O do oznake od
100 mL.

b) Ksantin (10, 8 mM)
Za pripremu 10 mL izvagano je 16,4 mg ksantina koji je dodan u dH20O te otopljen uz

dodatak nekoliko kapi 1M KOH na magnetskoj mijeSalici, uz lagano zagrijavanje otopine.

¢) XOD (0,05 U/mL)
Za pripremu 1 mL enzima XOD odpipetirano je 5 uL. enzima XOD i dodano 0,995 uL.

Razrijedeni enzim stabilan je samo jedan sat, stoga je cijelo vrijeme drzan na ledu.

d) Mati¢na otopina SOD (10 U/uL) za izradu kalibracijske krivulje
Za pripremu mati¢ne otopine SOD izvagano je 4 mg govedeg enzima SOD-i otopljeno u

ekstrakcijskom puferu da se dobije 10 U/uL.

Nakon pripreme razrijedenog enzima XOD 1 mjerenja slijepe probe (Tablica 5),
spektrofotometrijski je izmjerena maksimalna brzina redukcije NBT u NBT-diformazan pri
560 nm (mjerenjem apsorbancije sedam puta s razmakom izmedu mjerenja od 30 sekundi).
Sustav se namjesti tako da XOD proizvodi inicijalnu promjenu apsorbancije 0,025/min (s
dopustenom pogreskom 0,020 — 0,030). Nakon toga izmjerena je apsorbancija uzoraka lista

masline.

41



Tablica 5: Volumeni pripremljenih otopina koriSteni pri mjerenju apsorbancija za slijepu probu,

maksimalnu brzinu redukcije NBT u NBT-diformazan i aktivnost SOD u uzorku.

Maksimalna brzina

Komponente Slijepa proba (uL) (L) Uzorak (uL)
Reakcijski pufer 825 825 825
Ksantin 75 75 75
Ekstrakcijski pufer 50 50 45
Uzorak - - 5
dH2O 50 - -

XOD - 50 50

Izracun aktivnosti SOD

Aktivnost SOD odredila se preko kalibracijske krivulje koja je izradena koriStenjem mati¢ne
otopine SOD (standard) te pripremom niza razrjedenja. U ovom je istraZivanju izradena
kalibracijska krivulja u rasponu koncentracija od 0,005 do 0,5 U/ uL. Podatke za srednju
vrijednost apsorbancije u minuti trebalo je linearizirati racunajuci recipro¢nu vrijednost (1/AA
min!). Podaci su graficki prikazani u ovisnosti o koncentraciji SOD (U/uL) te je izratunat
kalibracijski pravac. Vrijednosti za srednju vrijednost apsorbancije u minuti dobivene iz
proteinskih ekstrakata takoder treba pretvoriti u recipro¢ne vrijednosti (1/AA min') te iz
kalibracijske krivulje izraCunati njihovu enzimatsku aktivnost u U/uL. Konacna aktivnost SOD

izraZzena je kao jedinica aktivnosti po miligramu proteina (U / mg proteina).

4.5.4. Odredivanje aktivnosti gvajakol peroksidaza

Aktivnost enzima gvajakol peroksidaza (GPOD) odredena je spektrofotometrijski po
metodi Chance i Maehly (1955). Pripremljena je reakcijska otopina za odredivanje aktivnosti
GPOD koja sadrzi 50 mM KH>PO4/ KoHPO4 pufer vrijednosti pH 7,0 18 mM guajakol i 5 mM
H>0,. Za pripremu 50 mL navedene reakcijske smjese odpipetirano je 1538 ul 1M KoHPO4i
962 ul 1M KH>POs te je dodano 100 pl gvajakola i 25,5 ul 30% H»Oo.

Za slijepu probu u kivetu je odpipetirano 970 ul reakcijske smjese i 30 ul ekstrakcijskog pufera.
Za mjerenje GPOD u plasti¢nu kivetu odpipetirano 970 ul reakcijske smjese i 30 ul uzorka te
je praceno povecanje apsorbancije uslijed stvaranja tetragvajakola svakih 15 sekundi tijekom

2,5 min na 470 nm. Specifi¢na aktivnost GPOD izraZena je kao koliCina nastalih produkata u
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umolima po min (jedna jedinica, 1 U) po miligramu proteina (U/mg proteina) koristeci

ekstinkcijski koeficijent (€ 470 = 26,6 mM-1 cm-1) za gvajakol.
Izracun:

1. Promjena apsorbancije u minuti po gramu suhe tvari:

AL = AAsY X 4 X Vr.s. X F.R., [pM/min mL]

Vuzorak X € X1

__ AA[umol/ minmL]

Al m (g)

,  [uM/min g]

2. Specifi¢na aktivnost peroksidaze

AA UM )

aktivnost peroksidaze <—
p min gq, ¢,

specificna aktivnost peroksidaze =

sadrzaj proteina <gmg>

su.t.

A =470 nm

* AA, = srednja vrijednost apsorbancije u 15 sekundi
* V., = volumen reakcijske smjese = 1 mL

* F.R. = faktor razjedenja = 1

*  Vuzorak = volumen uzorka = 0,05 mL

+ &= ekstincijski koeficijent = 26,6 mM'cm'!

* 1 =duzina optickog puta =1 cm

4.5.5. Odredivanje koncentracije malondialdehida (MDA)

Za odredivanje MDA, jednog od krajnjih produkata lipidne peroksidacije, pripremljen
je reagens koji sadrzi 0,25% tiobarbiturne kiseline (TBA) otopljene u 10%-tnoj trikloroctenoj
kiselini (TCA) uz dodatak 0,01%-tnog butiliranog hidroksitoluena (smjesa je lagano
zagrijavana do otapanja TBA). Za odredivanje koncentracije MDA, 200 pL ekstrakta
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odpipetirano je u staklene semi mikroepruvete te je dodano 800 uL pripravljenog reagensa. Kao

slijepa proba koriSteno je 200 uL ekstrakcijskog pufera i 800 uL reagensa.

Uzorci su zatim zagrijavani u suSioniku na 95 °C na (30 minuta). Nakon toga, epruvete su naglo
ohladene na ledu (radi zaustavljanja reakcije), supernatanti preliveni u plasticne epruvetice i
centrifugirani 10 min na 10000x g. Apsorbancije uzoraka ocitovane su na 532 te na 600 nm
zbog korekcije na nespecificno zamucenje (Heath i Packer 1968). Tijekom zagrijavanja
reakcijske smjese niske pH vrijednosti dolazi do raspadanja lipidnih peroksida nastalih kao
posljedica stresa, pri ¢emu nastaje MDA. Jedna molekula MDA reagira s dvije molekule TBA,

a time se stvara crvenkasti kromogen kojemu se mjeri apsorbancija.

Sadrzaj lipidnih peroksida izraZzen je kao MDA u jedinicama nmol po gramu suhe tvari uz

ekstinkcijski koeficijent €532 = 155 mM™ cm™.

4.5.6. Odredivanje koncentracije fotosintetskih pigmenata

Koncentracija fotosintetskih pigmenata (klorofila a, klorofila » i ukupnih karotenoida)
odredena je spektrofotometrijski mjerenjem na tri valne duzine: 663 nm, 646 nm i 470 nm
prema metodi Lichtenthaler (1987). Za odredivanje koncentracije fotosintetskih pigmenata, u
pojedine epruvetice izvagano je po 15 mg upraSenih listova uzoraka masline, dodano je 1,5 mL
80%-tnog hladnog acetona (v/v) te su uzorci zatim homogenizirani u mlinu IST 400 (30 Hz/s,
1 min). Nakon homogenizacije, uzorci su centrifugirani u rotoru 12154H visokookretajne
centrifuge (Sigma 3K18) pri temperaturi 4°C tijekom 10 min na 5000 xg. Supernatanti su
preliveni u staklene epruvete i zaCepljeni. Napravljena je dodatna ekstrakcija na nacin da je na
talog (nakon centrifurgiranja) dodano jo§ 1,5 mL 80%-tnog hladnog acetona, te je proveeno
centrifugiranje. Nastali supernatant je spojen sa supernatantom nakon prve ekstrakcije i
volumeni svih uzoraka su nadopunjeni do 3 mL. Uzorci su zatim prebaceni u staklene kivete,
te se pristupilo mjerenju. Za slijepu probu koristen je 80%-tni aceton. Iz dobivenih apsorbancija

izraCunate su koncentracije klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida.
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Sadrzaj fotosintetskih pigmenata odreden je prema slijede¢im izrazima (Wellburn, 1994):

Klorofil a:
_ 12,21 XA663 - 2,81 X A64—6 x V
Ca = 1 x 1000 X m
Klorofil b:
20,13 X A64—6 - 5,03 X A663
cp = XV
1 Xx1000 X m

Ukupni karotenoidi:

B 1 x 1000 X m

Ck

* ca=sadrzaj klorofila a (mg / g suhe tvari)

* cp = sadrzaj klorofila b (mg / g suhe tvari)

* ¢k = sadrzaj ukupnih karotenoida ( mg / g suhe tvari)

*  Ac46.663470 = apsorbancije uzoraka pri odredenim valnim duljinama
eV = volumen uzoraka (ml)

* 1 =duljina optickog puta = 1 cm

* m =masauzorka =15 mg (0,015 g)

4.5.7. Odredivanje koncentracije aminokiseline prolina

Koncentracija prolina odredena je spektrofotometrijski prema metodi Bates i sur.
(1973). Za ekstrakciju prolina koriStena je sulfosalicilna kiselina, a za odredivanje prolina bitna
je reakcija s ninhidrinom, pri ¢emu nastaje daje crvenkasto obojenje (prolin-ninhidrin kompleks
tzv. Ruheman’s purple) Ciji intenzitet ovisi o koncentraciji prolina. Izvagano je po 15 mg
liofiliziranog i uprasenog lista, na svaki je uzorak dodano 1,5 ml 3 %-tne sulfosalicilne kiseline
te su uzorci zatim homogenizirani u mlinu IST 400 (30 Hz/s, 1 min). Uzorci su zatim

centrifugirani na 700 X g 3 min. te su supernatanti preliveni u staklene epruvete. Na svaki uzorak
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je dodano 0,75 mL ledene octene kiseline i 0,75 mL prethodno pripravljenog kiselog ninhidrina.
Otopina kiselog ninhidrina pripremljena je je na nacin da jel,25 g ninhidrina zagrijavano u 30
ml ledene octene kiseline te je dodano 20 mL 6M fosfatne kiseline (otopina je stabilna 24 sata
na 4 °C). Uzorci su pomijesani i stavljeni na inkubaciju u suSionik na 100°C (1 sat). Nakon
isteka inkubacije, reakcija je zaustavljena stavljanjem uzoraka u ledenu kupelj. Ohladenim
uzorcima dodano je po 1,5 mL toluena i pomijeSano kako bi se dobio kromofor u gornjoj,
toluenskoj fazi. Spektrofotometrijski je izmjerena apsorbancija crvenkastog kromofora (koja

odgovara sadrZaju prolina) pri 520 nm.

Sadrzaj prolina odreden je iz baZzdarne krivulje dobivene s poznatim koncentracijama prolina
(0,231 — 3,23 x 10-6 M) pri ¢emu je dobiveni ekstincijski koeficijent (¢ = 30,038 mM'cm™)

koriSten za izraCun koncentracije prolina.

4.6. Statisticka analiza za morfometrijske, fizioloSke i biokemijske parametre

Statisticka analiza podataka i njihov graficki prikaz proveden je koriStenjem racunalnog

programa STATISTICA 13.3 (TIBCO, Inc., USA) i Excel programa Microsoft Office paketa.

Od mjera centralne tendencije izraCunata je aritmeticka sredina, a od mjera varijabilnosti
izraCunata standardna je devijacija. Svaki broj¢ani podatak prikazan grafickim prikazom ili
tablicom aritmeticka je sredina odredenog broja bioloSkih replika (minimalno tri). Radi
adekvatne usporedbe genotipova maslina, svi podatci su normalizirani pri ¢emu je kontrolama
dodijeljena vrijednost 1. StatistiCka znacajnost izmedu kontrolnog i testnih uzoraka kao i
izmedu samih testnih uzoraka izracunata je neparametrijskim testovima - jednosmjernom
analizom varijance (ANOVA) te primjenom "Duncan’s New Multiple Range Test" tj. post hoc
testa viSestrukih usporedbi. Statisticki znacajne razlike uz razinu znac¢ajnosti od 0,05 (p < 0,05)
izmedu kontrole i tretiranih biljaka prikazane su razli¢itim slovima. Originalni podatci prikazani

su u pomo¢nim tablicama u prilozima.
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5. REZULTATI

5.1. Genetska raznolikost

Identificirano je ukupno 26 jedinki masline upotrebnom 12 mikrosatelitnih biljega

(Tablica 3, 4). Genotipovi uklju¢eni u molekularnu analizu s jedinstvenom oznakom svakog

genotipa, drzava ili mjesto podrijetla prikazani su u Tablici 6.

Tablica 6: Genotipovi divljih i kultiviranih maslina koristenih u eksperimentu s jedinstvenim oznakama

Broj

uzorka

o 0 N At AW N -

N S R R N N S R N R - T = O = S =
N B W N =S O NN NN R W=D

26

Naziv genotipa

BR 19
LA 13
MLJ 25
MLJ 27
MLIJ 28
MLJ 29
LN 11
PLJ 7
PLJ 18
PLJ 22
‘Sigoise’
'Oblica’
'Pacica’
'PeriSi¢eva mastrinka'
'Piculja’
'Picholine’
'Koroneiki'
‘Canino’
'Fasolina’
Leccino'
'Taggiasca'
'Picholine Maroken'
'Sourani'
'‘Bosana’
'Farga'
'Ayvalik'

Lokalitet

Brijuni
Lastovo
Mljet
Mljet
Mljet
Mljet
Pag
Peljesac
Peljesac
Peljesac
Alzir
Split
Mljet
Kastela
Lastovo
Francuska
Grcka
Italija
Italija
Italija
Italija
Maroko
Sirija
Spanjolska
Spanjolska
Turska

Skupina*

S1
S1
S1
S1
S1
S1
S1
S1
S1
S1
S2
S2
S2
S2
S2
S2
S2
S2
S2
S2
S2
S2
S2
S2
S2
S2

Oznaka
jedinstvenog
genotipa
T144
T145
T146
T147
T148
T149
T150
T151
T152
T153
T154
T122
T124
T126
T127
T155
T156
T157
T158
T159
T160
T161
T162
T163
T164
T165

Legenda: * = S1 — divlji genotipovi, S2 — kultivirani genotipovi
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Analizirano je 26 uzoraka masline upotrebom dvanaest mikrosatelitnih biljega (DCA3, DCAA4,
DCA9, DCAL11, DCA16, DCA18, EMO3, GAPU59, UDO11, UDO19, UDO39 i UDO43). Svi
mikrosateliti su polimorfni te su detektirali ukupno 118 alela, s prosje¢nom vrijednosti od 9,83
alela po lokusu. Broj alela se kretao od 5 (UDO19, GAPUS59) do 16 (DCA09, UDO43).
Vrijednosti informacijskog sadrzaja polimorfizma (PIC), oscilirale su od 0,467 (UDO19) do
0,862 (DCA09), s prosjecnom vrijednosti od 0,770 (Tablica 7).

Tablica 7: Naziv mikrosatelitnog lokusa, ponavljaju¢i motiv, raspon duljina alela, broj alela i informacijski

sadrzaj polimorfizma (PIC) za 12 mikrosatelitnih lokusa analiziranih na 26 uzoraka

Raspon

duljina Ukupan

Br. Lokus Ponavljajuéi motiv umnoZenih broj PIC

ulomaka alela

(pb)
1 DCAO03 (GA)19 232-256 9 0,808
2 DCA04 (GA)16 130-188 8 0,768
3 DCA09 (GA)23 161-209 16 0,862
4 DCALll (GA)26(GGGA)4 127-161 6 0,728
5 DCAL16 (GT)13(GA)29 121-179 15 0,853
6 DCA18 (CA)4CT(CA)3(GA)19 156-182 10 0,807
7 EMO3 (CA)T 205-217 7 0,758
8 GAPUS59 (CT)9 208-222 5 0,647
9 UDOL11 (CT)7(CA)10(CT)2(CA)2CT(CA)2CT(CA)9 95-131 9 0,840
10 UDO19 (GT)20(AT)S 99-167 5 0,467
11 UDO39 (AT)5(GT)11 105-189 12 0,840
12 UDO0O43 (GM12 172-220 16 0,860
I Prosiek 983 0,770
Ukupno 118

Legenda: PIC — Informacijski sadrzaj polimorfizma

Vrijednost prosjecnog broja alela po lokusu (Nav) bila je niza kod skupine divljih maslina
(7,500), nego kod skupine kultiviranih maslina (7,750). S druge strane u skupini divljih maslina

zabiljezeno je vece alelno bogatstvo (Nar = 7,500), nego kod skupine kultiviranih maslina (Nar
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= 6,663). Isto tako primjecen je veci broj jedinstvenih alela (Npa = 28), ali i niZa vrijednosti

zapazene (Ho) 1 ocekivane (HE) heterozigotnosti kod kultiviranih maslina (Tablica 8).

Tablica 8: Osnovni populacijsko-geneticki parametri u skupini divljih i kultiviranih maslina

Bl‘. Skupina n Nuv Nur Npa HO HE
S1 Divlje 10 7,500 7,500 25 0,833 0,836
S2 Kultivirane 16 7,750 6,663 28 0,703 0,768

Legenda: n - veli¢ina uzorka; Nav - prosjecan broj alela po lokusu; Nar - alelno bogatstvo; Npa — broj jedinstvenih

alela; HO - zapaZena heterozigotnost; HE - oCekivana heterizogitnost
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5.1.1. Genetska udaljenost i klaster analiza

Genetska udaljenost izmedu analiziranih genotipova izracunata je temeljem udjela

zajednickih alela (Dpsa) u programu MICROSAT v1.5d.

Prosjecna genetska udaljenost temeljena na broju zajednickih alela (Dpsa) kretala se od 0,721
za skupinu divljih maslina do 0,681 za skupinu kultivaranih maslina (Tablica 9). Najmanja
vrijednost Dpsa zabiljeZena je kod skupine kultiviranih maslina (0,083), a najvece vrijednosti
su identi¢ne kod obje skupine maslina (0,917). Skupine divljih i kultiviranih maslina razlikovale

su se u minimalno 2 do maksimalno 22 alela.

Tablica 9: Prosje¢na, minimalna i maksimalna vrijednost genetske udaljenosti na temelju broja zajednickih

alela (Dpsa), te minimalni i maksimalni broj razli¢itih alela unutar populacija divljih maslina i kultiviranih

maslina .
Dpsa Broj razlic¢itih alela
Skupine
Prosjek Minimum Maksimum  Minimum  Maksimum
Svi 0,716 0,083 0,917 2 22
Divlje masline 0,721 0,417 0,917
Kultivare masline 0,681 0,083 0,917

Na temelju matrice genetske udaljenosti provedena je klaster analiza te je izradeno
nezakorijenjeno stablo metodom po Fitchu i Margholiashu. Na dobivenom stablu uocljivo je
grananje na Cetiri skupine (Slika 12). Vrijednosti bootstrap vece od 50 % oznacene su na

granama.

Prva skupina ukljuCuje inozemne genotipove kultiviranih maslina te se unutar te skupine
odvojila grupa kultviranih maslina 'Sourani', 'Picholine' 1 'Picholine marocaine' s visokom

bootstrap vrijednos¢u (BS =99 %).

Druga skupina predstavlja divlje genotipove podrijetlom iz Hrvatske te kultivar Canino. Unutar
ove skupine jedino su divlji genotipovi ,,S1° 'Mljet 1' 1 'Pag' odvojene s vecom bootstrap

vrijednos¢u (BS =82 %).

Trecu skupinu predstavljaju strani kultivari koji su se s ve¢om bootstrap vrijednoS¢u odvojili

od kultivara ,,S2* 'Bosana’, ' Fasolino', "Leccino' i "Taggiasca' (BS = 80 %).

U cetvrtoj skupini s neSto nizom bootstrap vrijednoS¢u (BS = 50 %) nalaze se hrvatski kultivari

'Oblica'i 'Piculja’ te jedinke divljih maslina s otoka Mljeta. U Cetvrtoj skupini bez vece bootstrap
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vrijednosti od 50 % nalaze se hrvatski kultivari 'Oblica' i 'Piculja’ te jedinke divljih maslina s

otoka Mljeta.
$2 Piculja S2 Farga
1 s1MLI 28 52 Ayvalik $2 Pagica
$1 MLJ 29
82 Sigoise
S1 MLJ 27
$2 Picholine
52 Oblica 82 Sourani
$2 Picholine Marocaine
$2 Koroneiki
80 - .
§2 Perisiceva mastrinka
52 Bosana
S$2 Fasolino 82 S2 Canino
52 Leccino 31 PLJ 22
82 Taggiasca
$1BR19
S1PLJ 18
S1PLJ7
S1LNM
—
0.05 S1LA13

$1 MLJ 25

Slika 11. Nezakorijenjeno stablo izradeno metodom po Fitchu i Margoliashu na temelju udjela zajednickih alela
(Dpsa) kao matrice genetske udaljenosti izmedu istraZivanih jedinki . Vrijednosti bootstrap vece od 50 % dobivene

na temelju 1000 pseudoponavljanja oznacene su brojevima na pojedinim granama.
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5.1.2. Analiza molekularne varijance (AMOVA)

Analizom molekularne varijance (AMOV A) ras¢lanjena je ukupna genotipska varijanca
u sastavnice varijance izmedu i unutar skupina divljih i kultiviranih maslina. Analiza je
provedena pomoc¢u programa ARLEQUIN v3.5.2.2, a signifikantost ¢sr vrijednosti izraCunata

je na temelju 10.000 permutacija (Tablica 10).

Rezultati ove analize su bili signifikantni (P(f) 0,004). Cak 96,06 % od ukupne genetske
raznolikosti pripada raznolikosti unutar skupina, a samo 3, 94 % raznolkosti predstavlja

raznolikost izmedu divljih i kultiviranih maslina.

Tablica 10. Raspodjela raznolikosti na temelju Analize molekularne varijance

Sastavnice % Ukupne
Izvor df . . [f-statistika P(f)

varijance varijance

Izmedu
1 0,195 3,94 0,039 0,004
skupina
Unutar
50 4,757 96,06

skupina
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5.1.3. Populacijska struktura

U svrhu dobivanja reprezentativnhog uzorka za utvrdivanja populacijske strukture set
podataka o genotipovima analiziranima u okviru ovog doktorata je pridodan setu analiziranom
u okviru doktorske distertacije dr. sc. Tatjane Klepo. Laboratorijske analize unutar ovog
doktorata provedene su na temelju istih mikrosatelitnih pocetnica i u istom laboratoriju pa je
stoga bilo moguce objediniti dobivene podatke u okviru ove doktorske disertacije. Set ranijih
podataka sastojao se od 156 jedinki maslina (93 divljih i 63 kultiviranih) te su rasporedeni
prema populacijama: POl Brijuni, P02 Pag, PO3 Hvar, P04 Lastovo, P05 PeljeSac, P06

Kultivari.

Novi set (NS) podataka iz ove doktorske disertacije sastoji se od 26 jedinki (10 divljih i 16

kultiviranih) gdje su se jedinke raspodjelile u nove skupine i populacije.

Racunalnim programom STRUCTURE pretpostavljeno je postojanje od 1 do 11 izvornih
genetskih skupina (K = 1-11) (hipoteza), gdje je za svaku od hipoteza provedeno 30 neovisnih
prohoda, a svaki prohod se sastojao od 200.000 ponavljanja tijekom razdoblja zagrijavanja
lanaca i 1.000.000 ponavljanja algoritma. Na slici 12 prikazana je vjerodostojnost hipoteza [In
P(X|K)] i stopa promjene vjerodostojnosti izmedu uzastopnih vrijednosti K (AK) za razlicit broj

izvornih populacija (K = 1-11).

IzraCunom vrijednosti 4K utvrdena je najveca vrijednost za K=3 (58,47), Sto upucuje na
zakljucak da su analizirane populacije najvjerojatnije potekle iz tri izvorne populacije masline,
odnosno genetska skupa (A, B, C). Vrijednosti AK za K > 3 su se konstantno smanjivale Sto je

ukazivalo na to da je postojanje viSe od tri izvorne skupine malo vjerojatno.
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Slika 12: Struktura izvornih populacija na temelju Bayesovske analize pomocu programa STRUCTURE:
Posteriorna vjerojatnosti podataka [In P(X|K)] i vrijednost 4K za razli¢ite hipoteze o broju izvornih populacija (K

=1-11).

Prema udjelu genoma (Q) svake jedinke odredena je pripadnost odredenom genetskom skupu
odnosno izvornoj populaciji divljih maslina (A), hrvatskih kultivara (B) te inozemnih kultivara
(O). U analizi strukture populacije pri K=2 u izvornu populaciju divljih maslina izdvajanju se
populacije PO2 Pag, PO3 Hvar 1 P04 Lastovo (Slika 13). Populacija divljih maslina s Brijuna
(P0O1), a osobito onih s poluotoka PeljeSca (PO5) ukazuju na vrlo veliki udio genoma kultivara
(izvorni genetski skup kultivara B). Pojedini kultivari kao 'Piculja’, 'Mrcakinja' i 'Oleaster’
pokazali su veliku srodnost s populacijama divljih maslina (izvorni genetski skup divljih

maslina A).

Masline iz ovog istrazivanja (NS) koje spadaju u populaciju divljih maslina su genotipovi MLIJ
25, LN 11, LA 13, PLJ 18, kultivar Piculja' (88 %) i neoCekivano Spanjolski kultivar 'Farga'
(85 %). U populaciju kultivara spadaju dominatno populacije kultiviranih maslina te prethodno

pretpostavljeni ,,divlji* genotipovi MLJ 29 (90 %) i MLJ 28 (73 %).
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%% pripadnosti K =2: Izvorna populacija: ] A | B
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50

25

Brijuni Pag Hvar Lastovo Peljesac Kultivari hrvatski Diwvlje Kultivar:
NS NS

Popaulacije

Slika 13: Struktura izvornih populacija na temelju Bayesovske analize pomoc¢u programa STRUCTURE za K =
2: svaka je jedinka predstavljena stupcem unutar populacije, a boja odgovara postotku genoma (Q) jedinke koji

potjece iz odredene izvorne populacije.

Pri najvjerodostojnijoj hipotezi postojanja izvorno tri populacije (K = 3) populacije Pag,
Lastovo (Q > 80 %), Hvar (Q > 69 % ) te velikim dijelom populacija Brijuni (Q > 50 %)
pripadaju izvorno divljim maslina. Populacija PeljeSac je jedina analizirana populaciji koja u
kojoj nema dominacije ni jedne izvorne populacije. Analizirano je ukupno 18 jedinki, gdje je
pripadnost populaciji odredena prema Q > 50 %. Cetiri jedinke pripadaju populaciji divljih
maslina, sedam jedinki populaciji kultivara (B), tri jedinke populaciji inozemnih kultivara (C)
dok kod cetiri jedinke nije utvrdena dominacija ni jedne izvorne populacije (Q < 50 %) Sto

upucuje na izrazito hibridno podrijetlo.

Vecina hrvatskih kultivara maslina pripadala je izvornoj populaciji kultivara (B), kultivar
'Mrcakinja' dominantno je pokazao genetsku pripadnost populaciji divljih maslina (Q > 88 %),
dok su kultivari ‘Kamasa’, ‘Krivulja’, ‘Pujizica’, ‘Rosulja’, ‘Uljarica’, ‘Zuzorka’, ‘Istarska
crnica’, ‘Oleaster’ i 'Bjelica’ zastupljeni su s viSe od 70 % udjela genoma iz populacije

inozemnih kultivara (C).

Za masline iz NS u populaciju izvorno divljih maslina (A) pripadaju genotipovi LA 13, MLJ
25, LN 11 1 PLJ 18 (Q > 85 %). U izvornu populaciju hrvatskih kultivara (B) pripadaju
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genotipovi MLJ 27, MLJ 28, MLJ 29 te kultivari 'Sigoise', 'Oblica’, 'Pacica’, 'Picholine’,
'Picholine marocaine', 'Sourani' i 'Bosana' (Q > 50 %). U izvornu populaciju inozemnih
kultivara (C) pripao je prethodno pretpostavljeni ,,divlji* genotip BR 19, kultivar 'PeriSiceva
mastrinka', "Koroneiki', 'Fasolino', 'Leccino’, 'Taggiasca', 'Farga' i 'Ayvalik' (Q > 50 %).
Genotipovi i jedinke koji pri ovoj hipotezi nisu pripali niti jednom izvornoj populaciji (Q < 50

%) su PLJ 7, PLJ 22 te kultivari 'Piculja’ i 'Canino'.

%9 pripadnosti K=3 Izvorna populacija: [ll A s Bc
100

75

50

25

Brijuni Pag Hvar Lastovo Peljeiac Kultivari hrvatski Divlje Kultivari
NS NS

Populacije
Slika 14: Struktura izvornih populacija na temelju Bayesovske analize pomoc¢u programa STRUCTURE za K =

3: svaka je jedinka predstavljena stupcem unutar populacije, a boja odgovara postotku genoma (Q) jedinke koji

potjece iz odredene izvorne populacije.
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5.2. Morfometrijska mjerenja

Za prikaz rezultata morfometrijskih, ionskih i biokemijskih analiza genotipovi divljih i
kultiviranih maslina iz eksperimenta su reducirani i podijeljeni u Cetiri grupe na temelju
rezultata populacijske strukture iz razloga preglednosti rezultata. Unutar svake skupine kultivari
'Koroneiki', 'Leccino' i 'Oblica’ su predstavljali standarde, 'Koroneiki' kao otporni kultivar,
"Leccino' kao osjetljiviji i 'Oblica’ kao najzastupljeniiji kultivar u Republici Hrvatskoj koji se

prema dosadaSnjim istraZzivanjima pokazao prilagodljiv na razliite klimatske uvjete uzgoja.

Grupa A: Standardni kultivari 'Koroneiki', 'Leccino’ i 'Oblica’ s genotipovima koji su pripali u

izvornu populaciju divljih maslina: LA 13, MLJ 25,'LN 111 PLJ 18 (Q > 85 %).

Grupa B: Standardni kultivari 'Koroneiki', "Leccino' i 'Oblica' s genotipovima koji su pripali u

izvornu populaciju hrvatskih kultivara: MLJ 27, MLJ 28, MLJ 29 i 'Pacica’ (Q > 50 %).

Grupa C: Standardni kultivari 'Koroneiki', 'Leccino’ 1 'Oblica’ s genotipovima koji su pripali u

izvornu populaciju inozemnih kultivara: BR 19, 'PeriSi¢eva mastrinka', i 'Ayvalik' (Q > 50 %)

Grupa D: Standardni kultivari 'Koroneiki', 'Leccino’ 1 'Oblica’ s genotipovima koji na temelju
rezultata populacijske strukture nisu pripali niti jednoj izvornoj populaciji, odnosno hibridne

masline: PLJ 7, PLJ 22, i 'Piculja’ (Q < 50 %).

Morfometrijska mjerenja duZine izboja, povrSine lista i suhe mase izboja prikazani su graficki
kao parametri na koje su primjenjeni tretmani imali najveéi utjecaj. Ostali rezultati

morfometrijskih mjerenja prikazani su tablicno.
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5.2.1. Relativna duzina izboja izdanka

Opcenito, tretman susSe (manitol) uzrokovao je zna¢ajno smanjenje duZine izboja kod
svih genotipova masline dok je tretman poviSenog saliniteta ovisno o promatranom genotipu ili
uzrokovao znac¢ajno smanjenje duZine izboja ili nije znacajno utjecao na taj parametar (Slika

15).

Standardni kultivari 'Koroneiki' 1 'Oblica’ nisu pokazali signifikantnu redukciju duZine izboja
neovisno o primjenjenom tretmanu, dok je kultivar 'Leccino’ imao signifikatnu redukciju duzine

izboja u oba tretmana.

Kod grupe izvorno divljih maslina u tretmanu poviSenog saliniteta signifikantna redukcija
zabiljezena je jedino kod genotipa MLJ 25. Tretman suse signifikatno je utjecao na duzinu

izboja kod svih genotipova (Slika 15A).

Tretman poviSenog saliniteta kod grupe hrvatskih kultivara signifikantno je utjecao na
genotipove MLJ 27 i kultivar 'Pacicu’, dok samo kod genotipa MLJ 29 nije zabiljezena
signifikatna redukcija duzine izboja u tretmanu suSe izmedu svih promatranih grupa (Slika

15B).

Kod grupe inozemnih kultivara signifikantna redukcija duZine izboja nije zabiljezena u
tretmanu poviSenog saliniteta, izuzev kultivara 'Leccino’, dok su svi genotipovi pokazali

signifikatnu redukciju duZine izboja u tretmanu suse (Slika 15C).

Kod kultivara 'Piculja' u grupi hibridnih maslina nije zabiljezZena signifikantna redukcija duZine
izboja u tretmanu poviSenog saliniteta, dok je tretman suSe utjecao signifikatno (znacajno

smanjenje duzine izboja) na sve genotipove (Slika 15D).
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Slika 15: Relativna duzina izboja (originalni podatci u cm — Tablica S1) izdanka masline nakon 21 dan izlaganja abiotskim stresovima poviSenog saliniteta (150 mM NaCl) i
suse (300 mM manitola). Standardni kultivari ('Koroneiki', "Leccino' i 'Oblica’) u svakoj grupi su usporedeni s genotipovima izvorno divljih maslina (A), hrvatskih kultivara
(B), inozemnih kultivara (C) i hibridnih maslina (D). Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1 i prikazan kao iscrtkana linija. Razli¢ita slova na stupcima ili liniji

(kontrola) oznaCavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Okomiti intervali pouzdanosti oznacavaju £SD, n=3. SD, standardna devijacija.
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5.2.2. Relativna povrsSina lista izboja

Gledajuci opceniti trend, moze se zakljuciti da su oba tretmana znacajno utjecala na

povrsinu lista izboja u smislu smanjenja tog parametra (Slika 16).

Standardni kultivari 'Koroneiki' 1 'Leccino’ su imali signifikantnu redukciju u gotovo svim
promatranim grupama na oba tretmana. Za razliku od tretmana suSe, tretman poviSenog
saliniteta nije znacajno utjecao na povrsinu lista izboja u kultivaru 'Oblica'kod svih grupa (Slika

16).

Tretman poviSenog saliniteta kod grupe izvorno divljih maslina signifikantno je utjecao na
povrsinu lista svih genotipova osim genotipa PLJ 18. Tretman suSe signifikatno je utjecao na

povrsinu lista kod svih genotipova (Slika 16A).

Kod grupe hrvatskih kultivara genotip MLJ 29 nije zabiljeZio signifikatnu redukciju povrSine
lista u tretmanu povisenog saliniteta i tretmanu suse, dok kultivar "Leccino' nije imao redukciju

povrsine lista u tretmanu poviSenog saliniteta (Slika 16B).

Tretmani poviSenog saliniteta i susSe signifikantno su utjecali na redukciju povrSine lista kod

svih genotipova grupe inozemnih kultivara (Slika 16C).

Kao i kod prethodne grupe, tretmani poviSenog saliniteta i suSe su kod grupe hibridnih maslina

signifikatno smanjili povrSinu lista u svim genotipovima (Slika 16D).
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Slika 16: Relativna povrSina lista (originalni podatci u cm? - Tablica S1) izboja masline nakon 21 dan izlaganja abiotskim stresovima poviSenog saliniteta (150 mM NaCl) i
suse (300 mM manitola). Standardni kultivari ('Koroneiki', "Leccino' i 'Oblica’) u svakoj grupi su usporedeni s genotipovima izvorno divljih maslina (A), hrvatskih kultivara
(B), inozemnih kultivara (C) i hibridnih maslina (D). Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1 i prikazan kao iscrtkana linija. Razli¢ita slova na stupcima ili liniji

(kontrola) oznaCavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Okomiti intervali pouzdanosti oznacavaju £SD, n=3. SD, standardna devijacija.
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5.2.3. Relativna suha masa izboja izdanka

Rezultati za suhu masu izboja su sukladni rezultatima duZine izboja i povrSine lista
izboja. Suha masa izboja bila je pod signifikantno ve¢im utjecajem tretmana suse u odnosu na
tretman poviSenog saliniteta neovisno o promatranom genotipu. Od standardnih kultivara,
kultivar 'Oblica’ jedini nije imao signifikatno razliku u suhoj masi izboja u tretmanu poviSenog

saliniteta neovisno o promatranoj grupi (Slika 17).

U grupi izvorno divljih maslina signifikantan utjecaj imala su oba tretmana na sve genotipove

osim na genotip LN 11 u tretmanu poviSenog saliniteta (Slika 17A).

U grupi hrvatskih kultivara kod genotipa MLJ 29 nije zabiljeZena signifikatna redukcija suhe

mase izboja u tretmanu povisenog saliniteta (Slika 17B).

Tretman poviSenog saliniteta nije signifikantno utjecao na genotip BR 19 i kultivar 'Ayvalik' u

grupi inozemnih kultivara (Slika 17C).

Kod grupe hibridnih maslina jedino je kultivar 'Piculja’ imao vrijednosti slicne kontroli u

tretmanu povisenog saliniteta (Slika 17D).
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Slika 17: Relativna suha masa (originalni podatci u g — Tablica S1) izboja masline nakon 21 dan izlaganja abiotskim stresovima povisenog saliniteta (150 mM NaCl) i suSe

(300 mM manitola). Standardni kultivari ('Koroneiki', Leccino' i 'Oblica’) u svakoj grupi su usporedeni s genotipovima izvorno divljih maslina (A), hrvatskih kultivara (B),

inozemnih kultivara (C) i grupom hibridnih maslina (D). Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1 i prikazan kao iscrtkana linija. Razli¢ita slova na stupcima ili liniji

(kontrola) oznaCavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Okomiti intervali pouzdanosti oznacavaju £SD, n=3. SD, standardna devijacija.
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5.2.4. Relativna povrsina izboja, promjer izboja i suha masa korijena

Rezultati povrSine i promjera izboja te suhe mase korijena tabli¢no su posloZene prema
svakoj grupi zasebno i sukladno tome su interpretirani. Opcenito, tretman suse pokazao je jaci

utjecaj na promatrane parametre rasta kod vecine kultiviranih i divljih maslina (Tablica 11).

U grupi izvorno divljih maslina na parametar povrSine izboja signifikantno je utjecao tretman
suSe kod svih genotipova, a kod genotipa MLJ 25 i tretman poviSenog saliniteta. Kod promjera
izboja signifikantno ve¢i utjecaj imao je tretman suse, dok je za kultivar 'Koroneiki' i genotip
MLJ 25 signifikantan utjecaj imao i tretman poviSenog saliniteta. Suha masa korijena nije se
signifikantno razlikovala od kontrolnog tretmana neovisno o promatranom genotipu ili

primjenjenom tretmanu (Tablica 11).

U grupi hrvatskih kultivara tretman suSe je imao signifikantno veéi utjecaj od tretmana
poviSenog saliniteta kao i kod standardnih kultivara 'Koroneiki', 'Leccino’' i 'Oblica' za
parametar povrsSine izboja. Taj je parametar bio znacajno sniZen i u tretmanu poviSenog
salinitetakod kultivara 'Pacica' i genotipa MLJ 28 . Tretman poviSenog saliniteta i suse
uzrokovao je signifikatnu redukciju promjera izboja kod kultivara 'Koroneiki', 'Pacica’ i
genotipa MLJ 28. Kultivar 'Pacica’ jedini je imao signifikantno niZe vrijednosti suhe mase

korijena u tretmanu suse (Tablica 12).

U grupi inozemnih kultivara na povrsinu izboja signifikantan utjecaj je imao tretman suse osim
kod kultivara Leccino' na kojeg je signifikantno utjecao i treman povisenog saliniteta. Promjer
izboja signifikatno je bio reduciran kod oba tretmana samo kod kultivara 'Koroneiki', dok je za
genotipove BR 19, kultivar 'PeriSi¢eva mastrinka' 1 'Ayvalik' bio signifikantno reduciran u
tretmanu suSe. Parametar suhe mase korijena signifikantno se razlikovao samo u tretmanu
povisenog saliniteta kod kultivara 'Ayvalik' gdje su vrijednosti bile signifikantno vece od

kontrolnog tretmana (Tablica 13).

Kod grupe hibridnih maslina na povrSinu izboja signifikatno su utjecala oba tretmana osim kod
kultivara 'Oblica' i Piculja’ na koje je signifikantno utjecao samo tretman suSe. Promjer izboja
bio je pod utjecajem oba tretmana samo kod kultivara 'Koroneiki', dok je tretman suSe
signifikantno utjecao na kultivar 'Piculja’ i genotipove PLJ 71 PLJ 22. Suha masa korijena imala

je signifikantno niZe vrijednosti samo kod genotipa PLJ 22 (Tablica 14).

64



Tablica 11: Relativna povrsina i promjer izboja te relativha suha masa korijena 21 nakon dan izlaganja

abiotskim stresovima povisenog saliniteta (150 mM NaCl) i suse (300 mM manitola). Standardni kultivari

('Koroneiki', 'Leccino’' i 'Oblica') u svakoj grupi su usporedeni s genotipovima divljih maslina.

GENOTIP

Koroneiki

Leccino

Oblica

LA 13

LN 11

PLJ 18

MLJ 25

TRETMAN

Kontrola
NaCl

Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl

Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Povrsina izboja

1.00 (0.029) **
0.72 (0.194) abe
0.29 (0.093) €
1.00 (0.006) 2

0.65 (0.0187) bed

0.37 (0.070) 9¢
1.00 (0.038) 2
0.90 (0.234) 2P
0.46 (0.108) °de
1.00 (0.021) 2
0.72 (0.250) 2be
0.26 (0.036) ©
1.00 (0.034) 2
0.89 (0.229 2P
0.34 (0.117) €
1.00 (0.034) 2
0.77 (0.116) 2P
0.41 (0.205) de
1.00 (0.034) 2
0.42 (0.18) de
0.22 (0.09) ¢

Promjer izboja

1.00 (0.038) 2P
0.72 (0.066) °defs
0.54 (0.068) &
1.00 (0.049) 2>
0.99 (0.095) 2P
0.93 (0.097) abe
1.00 (0.063) 2P
1.11 (0.090) 2
0.84 (0.199) bede
1.00 (0.057) 2P
0.87 (0.171) Ped
0.61 (0.055)
1.00 (0.138) 2P
1.07 (0.072) 2
0.72 (0.121) cdefe
1.00 (0.138) 2P
0.83 (0.048) bede
0.71 (0.184) defs
1.00 (0.138) 2P
0.78 (0.080) °def
0.64 (0.130) °f#

Suha masa

1.00 (0.029) 2P
0.64 (0.069) 2P
0.68 (0.174) 2P
1.00 (0.090) 2P
0.62 (0.019) 2P
0.72 (0.203) 2P
1.00 (0.189) 2P
1.03 (0.368) 2P
0.72 (0.055) @b
1.00 (0.007) 2P
0.89 (0.326) 2P
0.56 (0.170) P
1.00 (0.010) 2P
0.77 (0.239) 2P
0.92 (0.198) 2P
1.00 (0.010) 2P
0.81 (0.174) 2P
1.15 (0.76) 2
1.00 (0.010) 2P
0.74 (0.026) 2P
0.75 (0.073) 2P

*Razli¢ita slova unutar kolona oznacavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Podaci su prikazani kao

prosjek (+ SD u zagradama), n=3. Kontrolni tretman je normaliziran na vrijednosti 1. Sirovi podatci su prikazani

u Tablici S1.
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Tablica 12: Relativna povrsina i promjer izboja te relativha suha masa korijena nakon 21 dan izlaganja

abiotskim stresovima povisenog saliniteta (150 mM NaCl) i suse (300 mM manitola). Standardni kultivari

('Koroneiki', 'Leccino’ i 'Oblica') u svakoj grupi su usporedeni s genotipovima hrvatskih kultivara.

GENOTIP

Koroneiki

Leccino

Oblica

Mljet 27

Mljet 28

Mljet 29

Pacica 17

TRETMAN

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl

Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl

Manitol

Kontrola
NaCl

Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Povrsina izboja

1.00 (0.029) @
0.72 (0.194) abed
0.29 (0.093) e
1.00 (0.006) 2

0.65 (0.0187) abed

0.37 (0.070) cde
1.00 (0.038) 2
0.90 (0.234) 2P
0.46 (0.108) bede
1.00 (0.033)2
0.78 (0.462) abe
0.54 (0.134) bede
1.00 (0.062)2
0.33 (0.050) cde
0.12 (0.061) €
1.00 (0.046)2
0.93 (0.636) 2P
0.54 (0.209) bede
1.00 (0.049)2
0.46 (0.177) bede
0.31 (0.102) de

Promyjer izboja

1.00 (0.038) 2P
0.72 (0.066) cde
0.54 (0.068) ©
1.00 (0.049) b
0.99 (0.095) 2P
0.93 (0.097) abe
1.00 (0.063) 2P
1.11 (0.090) 2
0.83 (0.199) bed
1.00 (0.048) 2P
0.86 (0.067) Ped
0.70 (0.227) de
1.00 (0.049) 2P
0.67 (0.053) %
0.53 (0.052) ©
1.00 (0.036) 2P
0.96 (0.142) 2P
0.84 (0.095) bed
1.00 (0.072) 2P
0.68 (0.167) d¢
0.50 (0.071) ©

Suha masa

1.00 (0.029) 2
0.64 (0.069) 2P
0.68 (0.174) 2P

1.00 (0.090) 2
0.62 (0.019) 2P
0.72 (0.203) 2P

1.00 (0.189) 2

1.03 (0.368) 2
0.72 (0.055) 2P

1.00 (0.033) 2
0.97 (0.559) 2
0.86 (0.304) 2

1.00 (0.034) 2
0.77 (0.262) 2P
0.76 (0.161) 2P

1.00 (0.036) 2
0.86 (0.090) 2
0.69 (0.068) 2P

1.00 (0.024) 2
0.78 (0.100) 2
0.41 (0.130) ®

*Razlicita slova unutar kolona oznacavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Podaci su prikazani kao

prosjek (+ SD u zagradama), n=3. Kontrolni tretman je normaliziran na vrijednosti 1. Sirovi podatci su prikazani

u Tablici S1.
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Tablica 13: Relativna povrsina i promjer izboja te relativha suha masa korijena nakon 21 dan izlaganja
abiotskim stresovima poviSenog saliniteta (150 mM NaCl) i suse (300 mM manitola). Standardni kultivari

('Koroneiki', 'Leccino' i 'Oblica') u svakoj grupi su usporedeni s genotipovima inozemnih kultivara.

GENOTIP TRETMAN Povrsina izboja Promjer izboja Suha masa
Kontrola 1.00 (0.029) @ 1.00 (0.038) 2P 1.00 (0.029) bede
Koroneiki NaCl 0.72 (0.194) abe 0.72 (0.066) <4 0.64 (0.069) de
Manitol 0.29 (0.093) 4 0.54 (0.068) ¢f 0.68 (0.174) de
Kontrola 1.00 (0.006) 2 1.00 (0.049) ab 1.00 (0.090) bede
Leccino NaCl 0.65 (0.0187) Pe 0.99 (0.095) ab 0.62 (0.019) ¢
Manitol 0.37 (0.070) 4 0.93 (0.097) b 0.72 (0.203) cde
Kontrola 1.00 (0.038) 2 1.00 (0.063) 2b 1.00 (0.189) bede
Oblica NaCl 0.90 (0.234) 2b 1.11 (0.090) 2 1.03 (0.368) abed
Manitol 0.46 (0.108) 4 0.83 (0.199) be 0.72 (0.055) cde
Kontrola 1.00 (0.118) 2 1.00 (0.318) @ 1.00 (0.086) Pede
Brijuni 19 NaCl 0.93 (0.292) 2 0.99 (0.060) 2P 1.10 (0.271) abc
Manitol 0.19 (0.053) 4 0.49 (0.027) ¢ 0.75 (0.147) cde
Kontrola 1.00 (0.054) 2 1.00 (0.061) @ 1.00 (0.180) bede
PeriSiceva
NaCl 0.84 (0.149) ab 0.88 (0.057)P 1.18 (0.118) 2P
mastrinka )
Manitol 0.30 (0.096) 4 0.60 (0.146) d¢ 0.89 (0.119) bede
Kontrola 1.00 (0.291) 2 1.00 (0.062) 2 1.00 (0.094) bede
Ayvalik NaCl 0.88 (0.037) 2P 0.89 (0.023) P 1.39 (0.282) 2
Manitol 0.23 (0.103) 4 0.42 (0.081) 0.95 (0.374) bede

*Razlicita slova unutar kolona oznacavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Podaci su prikazani kao

prosjek (+ SD u zagradama), n=3. Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1. Sirovi podatci su prikazani
u Tablici S1.
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Tablica 14: Relativna povrsina i promjer izboja te relativha suha masa korijena nakon 21 dan izlaganja

abiotskim stresovima povisenog saliniteta (150 mM NaCl) i suse (300 mM manitola). Standardni kultivari

('Koroneiki', 'Leccino’ i 'Oblica') u svakoj grupi su usporedeni s genotipovima hibridnih maslina.

GENOTIP

Koroneiki

Leccino

Oblica

Piculja 17

Peljesac 7

Peljesac 22

TRETMAN

Kontrola
NaCl

Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl

Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Povrsina izboja

1.00 (0.029) **
0.72 (0.194) be
0.29 (0.093)
1.00 (0.006) 2
0.65 (0.0187)
0.37 (0.070) 9¢f
1.00 (0.038) 2
0.90 (0.234) 2P
0.46 (0.108) cdef
1.00 (0.047) 2
0.93 (0.016) 2P
0.57 (0.254) 4
1.00 (0.045) 2
0.55 (0.107) ¢de
0.24 (0.072)
1.00 (0.079) 2
0.56 (0.202) <d
0.26 (0.010)

Promjer izboja

1.00 (0.038) 2P
0.72 (0.066) e
0.54 (0.068) ©
1.00 (0.049) 2P
0.99 (0.095) 2P
0.93 (0.097) 2be
1.00 (0.063) 2P
1.11 (0.090) 2
0.83 (0.199) bed
1.00 (0.057) 2b
0.88 (0.082) b*
0.61 (0.134) €
1.00 (0.021) 2P
0.87 (0.109) bed
0.67 (0.108) %
1.00 (0.110) 2P
0.97 (0.198) 2P
0.60 (0.082) €

Suha masa

1.00 (0.029) 2b¢
0.64 (0.069) abc
0.68 (0.174) abe
1.00 (0.090) 2be
0.62 (0.019) Pe
0.72 (0.203) abe
1.00 (0.189) abe
1.03 (0.368) 2b¢
0.72 (0.055) 2be
1.00 (0.049) abe
0.70 (0.301) abe
0.69 (0.135) abe
1.00 (0.043) abe
1.05 (0.437) @b
0.77 (0.363) abc
1.00 (0.074) 2be
1.14 (0.168) 2
0.53 (0.087) ¢

*Razlicita slova unutar kolona oznacavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Podaci su prikazani kao

prosjek (+ SD u zagradama), n=3. Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1. Sirovi podatci su prikazani

Tablici S1.
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5.3. Sadrzaj iona u listu i korijenu masline

Kao i1 kod morfometrijskih mjerenja, unutar svake skupine kultivari 'Koroneiki',
'Leccino' 1 'Oblica’ su predstavljali standarde. Ionski sadrZzaj natrija i klora u listovima izboja i
korijenu prikazani su graficki kao parametri na koje su primjenjeni tretmani imali najveci

utjecaj. Ostali ioni (K, Ca i Mg) mjereni u listovima izboja i korijenu prikazani su tabli¢no.

5.3.1. Relativan sadrzaj natrija u listu izboja

Signifikantno poviSene vrijednosti natrija u listovima izboja zabiljeZene su kod tretmana
povisenog saliniteta dok u tretmanu suse ni jedan genotip nije imao poviSene vrijednosti tog
iona neovisno o grupi. Kod standardnih kultivara 'Koroneki' i 'Oblica’ vrijednosti su
signifikantne kod svih promatranih grupa, dok je standardni kultivar 'Leccino' imao
signifikantno povisene vrijednosti u grupi inozemnih kultivara i grupi hibridnih maslina (Slika

18).

Svi genotipovi grupe izvorno divljih maslina u tretmanu poviSenog saliniteta imali su

signifikantno povisene vrijednosti natrija u listovima izboja (Slika 18A).

U grupi hrvatskih kultivara samo su genotipovi MLJ 27 1 MLJ 28 imali signifikantno poviSene

vrijednosti natrija u listovima izboja (Slika 18B).

U grupi inozemnih kultivara signifikantno poviSene vrijednosti natrija u listovima izboja imali

su kultivar 'PeriSi¢eva mastrinka' i genotip BR 19 (Slika 18C).

Kultivar 'Piculja' i genotip PLJ 7 imali su signifikantno poviSene vrijednosti natrija u listovima

izboja za grupu hibridnih maslina (Slika 18D).
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Slika 18: Relativan sadrZaj Na (originalni podatci u mg/g — Tablica S2) u listovima izboja masline nakon 21 dan izlaganja abiotskim stresovima poviSenog saliniteta (150 mM
NaCl) i suse (300 mM manitola). Standardni kultivari ('Koroneiki', 'Leccino’ i 'Oblica’) u svakoj grupi su usporedeni s genotipovima izvorno divljih maslina (A), hrvatskih
kultivara (B), inozemnih kultivara (C) i grupom hibridnih maslina (D). Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1 i prikazan kao iscrtkana linija. Razli¢ita slova na

stupcima ili liniji (kontrola) oznaCavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Okomiti intervali pouzdanosti oznacavaju £SD, n=3. SD, standardna devijacija.
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5.3.2. Relativan sadrzaj natrija u kKorijenu

Za razliku od tretmana susSe, tretman povisenog saliniteta doveo je do signifikantnog
nakupljanja natrija u korijenu divljih i kultiviranih maslina neovisno o grupi. No, sadrzaj natrija
u korijenu standardnih kultivara 'Koroneiki' i 'Leccino’ bio je znacajno niZi od sadrZaja tog iona
u korijenu kultivara 'Oblica’ kao 1 svim drugim genotipovima maslina neovisno o grupi. je (Slika

19).

Svi genotipovi grupe izvorno divljih maslina u tretmanu poviSenog saliniteta imali su
signifikantno poviSene vrijednosti natrija u korijenu s najviSom ostvarenom vrijednosti kod

genotipa PLJ 18 (Slika 19A).

Genotipovi MLJ 27 i kultivar 'Pacica’ imali su signifikantno najviSe vrijednosti natrija u
korijenu u usporedbi s vrijednostima tog iona u korijenu drugih maslina iz grupe hrvatskih

kultivara (Slika 19B).

Kultivar 'Ayvaalik' imao je signifikantno najviSe vrijednosti natrija u korijenu u usporedbi s

vrijednostima tog iona u korijenu drugih maslina u grupi inozemnih kultivara (Slika 19C).

Kultivar 'Piculja’ imao je signifikantno najviSe vrijednosti natrija u korijenu u usporedbi s

vrijednostima tog iona u korijenu drugih maslina iz grupe hibridnih maslina (Slika 19D).
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Slika 19: Relativan sadrzaj Na (originalni podatci u mg/g — Tablica S2) u korijenu masline nakon 21 dan izlaganja abiotskim stresovima poviSenog saliniteta (150 mM NaCl)
i suSe (300 mM manitola). Standardni kultivari ('Koroneiki', 'Leccino' i 'Oblica') u svakoj grupi su usporedeni s genotipovima izvorno divljih maslina (A), hrvatskih kultivara
(B), inozemnih kultivara (C) i grupom hibridnih maslina (D). Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1 i prikazan kao iscrtkana linija. Razli¢ita slova na stupcima ili

liniji (kontrola) oznacavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Okomiti intervali pouzdanosti oznacavaju +SD, n=3. SD, standardna devijacija.

72



5.3.3. Relativan sadrzaj klora u listu

Opcenito, sadrzaj klora u listovima izboja maslina izloZenih tretmanu povisenog
saliniteta bio je uglavnom signifikantno poviSen , a u onima izloZzenim tretmanu suse sadrzaj
tog iona bio je najéeSce znacajno sniZen ili sli¢an kontrolnom tretmanu. Standardni kultivari
'Koroneiki', 'Oblica’ 1 'Leccino' izloZeni tretmanu poviSenog saliniteta imali su signifikantno

povisene vrijednosti klora kod svih promatranih grupa (Slika 20).

Svi genotipovi grupe izvorno divljih maslina osim genotipa LN 11 u tretmanu poviSenog
saliniteta imali su signifikantno poviSene vrijednosti klora u listovima izboja (Slika 20A). U
tretmanu suse utvrdene su signifikantno nize vrijednosti klora u listovima izboja standardnih
kultivara 'Koroneiki' i 'Oblica’ te listovima genotipova LN 11i PLJ 18; genotip MLJ 25 imao je

signifikantno poviSene vrijednosti tog iona (Slika 20A).

U grupi hrvatskih kultivara zabiljeZene su signifikantno povisene vrijednosti klora u listovima
svih genotipova izloZenih tretmanu poviSenog saliniteta. Kod tretmana suse, sadrzaj tog iona u
listovima izboja kultivara 'Oblica’ bio je signifikantno niZi, a u listovima genotipa MLJ 29

signifikantno vi$i u usporedbi s drugim genotipovima iz te grupe (Slika 20B).

U grupi inozemnih kultivara svi genotipovi su imali signifikantno poviSene vrijednosti klora u
tretmanu poviSenog saliniteta. U tretmanu suSe kultivari 'Koroneiki' 1 'Oblica’ te genotip BR 19
imali su signifikantno niZze vrijednosti klora dok je kultivar 'PeriSiceva mastrinka' imao

signifikantno povisene vrijednosti tog iona u listovima izboja (Slika 20C).

Sadrzaj klora u listovima izboja genotipa PLJ 22 izloZenog tretmanu poviSenog saliniteta bio je
slican onome u kontrolnom tretmanu, a u listovima izboja kod ostalih genotipova grupe
hibridnih maslina bio je signifikantno povisen. Sto se ti¢e tretmana suSe, signifikantno niZze

vrijednosti klora zabiljezene su u listovima kultivara 'Oblica’ i genotipa PLJ 22 (Slika 20D).
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Slika 20: Relativan sadrzaj Cl (originalni podatci u mg/g — Tablica S2) u listovima izboja masline nakon 21 dan izlaganja abiotskim stresovima povisenog saliniteta (150 mM
NaCl) i suse (300 mM manitola). Standardni kultivari ('Koroneiki', Leccino' i 'Oblica’) u svakoj grupi su usporedeni s genotipovima izvorno divljih maslina (A), hrvatskih
kultivara (B), inozemnih kultivara (C) i grupom hibridnih maslina (D). Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1 i prikazan kao iscrtkana linija. Razli¢ita slova na

stupcima ili liniji (kontrola) oznaCavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Okomiti intervali pouzdanosti oznacavaju £SD, n=3. SD, standardna devijacija.
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5.3.4. Relativan sadrzaj klora u korijenu

Signifikantno povisSene vrijednosti klora u korijenu zabiljeZene su samo kod tretmana
povisenog saliniteta za sve grupe. Standardni kultivari 'Oblica’' i 'Leccino’ imali su signifikantno
poviSene vrijednosti klora kod svih promatranih grupa u tretmanu poviSenog saliniteta, za
razliku od kultivara 'Koroneiki' u ¢ijem je korijenu sadrzaj klora bio slican kontolnim

vrijednostima (Slika 21).

Svi genotipovi grupe izvorno divljih maslina u tretmanu poviSenog saliniteta imali su
signifikantno poviSene vrijednosti klora u korijenu. U tretmanu suSe samo je kultivar

'Koroneiki' imao signifikantno nize vrijednosti klora u korijenu (Slika 21A).

U grupi hrvatskih kultivara svi genotipovi, osim kultivara 'Koroneiki', su imali signifikantno

poviSene vrijednosti klora u korijenu u tretmanu povisenog saliniteta (Slika 21B).

Kao i kod prethodne grupe, u grupi inozemnih kultivara svi genotipovi (osim kultivara
'Koroneiki') su imali signifikantno poviSene vrijednosti klora u korijenu u tretmanu povisenog

saliniteta (Slika 21C).

U grupi hibridnih maslina svi genotipovi, izuzevkultivara 'Koroneiki', su imali signifikantno

poviSene vrijednosti klora u korijenu u tretmanu poviSenog saliniteta (Slika 21D).
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Slika 21: Relativan sadrzaj CI (originalni podatci u mg/g — Tablica S2) u korijenu masline nakon 21 dan izlaganja abiotskim stresovima poviSenog saliniteta (150 mM NaCl) i
suse (300 mM manitola). Standardni kultivari ('Koroneiki', Leccino' i 'Oblica') u svakoj grupi su usporedeni s genotipovima izvorno divljih maslina (A), hrvatskih kultivara
(B), inozemnih kultivara (C) i grupom hibridnih maslina (D). Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1 i prikazan kao iscrtkana linija. Razli¢ita slova na stupcima ili

liniji (kontrola) oznacavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Okomiti intervali pouzdanosti oznacavaju +SD, n=3. SD, standardna devijacija.
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5.3.5. Relativan sadrzaj iona magnezija, kalcija i kalija te curenje kalija u listu

Rezultati relativnog sadrZaja iona magnezija, kalcija i kalija te curenje kalija u listovima
izboja i korijena masline tabli¢no su posloZene prema svakoj grupi zasebno i sukladno tome su
interpretirani. U pravilu (s nekoliko iznimaka) oba tretmana su negativno utjecala na sadrzaj
magnezija, a manje promjene su uzrokovali u sadrZaju kalcija i kalija u listovima izboja

maslina.

U grupi izvorno divljih maslina (Tablica 15) za sve genotipove zabiljezene su signifikantno
niZe vrijednosti magnezija u oba tretmana, s iznimkom genotipa LA 13 gdje su zabiljezene
signifikantno poviSene vrijednosti tog iona. U tretmanu suSe signifikantno niZe vrijednosti
vrijednosti iona kalcija zabiljeZene su kod svih standardnih kultivara, a signifikantno poviSene
kod genotipova LN 11 i MLJ 25. U tretmanu poviSenog saliniteta kultivari 'Koroneiki'i 'Oblica’
te genotip LA 13 imali su signifikatno niZe vrijednosti kalcija. Signifikatno nize vrijednosti
kalija kod oba tretmana zabiljeZeno su samo kod kultivara 'Koroneiki', a kod kultivara 'Oblica’
u tretmanu poviSenog saliniteta. Genotipovi LN 11, PLJ 18 i MLJ 25 imali su signifikantno nize
vrijednosti kalija samo kod tretmana suSe. Kod parametra curenja kalija iz lista izboja jedina
signifikantna poviSena vrijednost zabiljeZzena je kod kultivara 'Oblica’ u tretmanu povisenog

saliniteta 1 genotipa LN 11 u tretmanu suSe (Tablica 15).

Kod grupe hrvatskih kultivara signifikantno nize vrijednosti vrijednosti magnezija zabiljeZene
su kod kultivara 'Leccino' 1 'Oblica’ u oba tretmana , kod kultivara 'Koroneiki' u tretmanu suse
te kod genotipova MLJ 28 i MLJ 29 u tretmanu poviSenog saliniteta. St se ti¢e sadrZaja iona
kalcija, niZe vrijednosti su zabiljeZene samo kod kultivara 'Oblica’. . Signifikantno nize
vrijednosti kalija u oba tretmana zabiljezene su u listovima kultivara 'Koroneiki', dok je sadrzaj
tog iona bio znacajno nizi od kontrole u listovima kultivara 'Oblica' u tretmanu poviSenog
saliniteta i u listovima kultivara 'Pacica’ u tretmanu suSe. Kod parametra curenja kalija iz lista
izboja signifikantno poviSene vrijednosti u odnosu na kontrolni tretman zabiljeZene su kod

kultivara 'Oblica' i 'Pacica’ u tretmanu povisenog saliniteta (Tablica 16).

U grupi inozemnih kultivara vrijednosti iona magnezija bile su signifikantno niZze u oba
tretmana za sve genotipove, izuzev kod kultivara 'Ayvalik' u tretmanu povisenog saliniteta gdje
su vrijednosti tog iona bile slicne kontrolnim vrijednostima. Ioni kalcija bili su signifikantno
niZi u oba tretmana za kultivare 'Koroneiki', 'Oblica’ i 'PeriSi¢eva mastrinka', dok je kultivar
'Leccino’ zabiljezio signifikantno niZe vrijednosti kod tretmana suSe. Vrijednosti kalija bile su

signifikantno niZze u oba tretmana kod kultivara 'Koroneiki', te kod kultivara PeriSi¢eva
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mastrinka', 'Ayvalik' i genotipa BR 19 u tretmanu suSe. Kod kultivara 'Oblica’ zabiljeZene su
signifikantno niZe vrijednosti kalija u tretmanu poviSenog saliniteta. Signifikantno poviSene
vrijednosti curenja kalija zabiljeZene su kod kultivara 'PeriSi¢eva mastrinka' u oba tretmana i

kod kultivara 'Oblica’ u tretmanu povisenog saliniteta (Tablica 17).

U grupi hibridnih maslina signifikantno sniZene vrijednosti magnezija zabiljeZene su kod svih
standardnih kultivara u oba tretmana ,kod kultivara 'Piculja' u tretmanu povisenog saliniteta i
genotipa PLJ 22 u tretmanu suSe. Signifikantno niZe vrijednosti iona kalcija zabiljeZzene su u
listovima kultivara 'Koroneiki', 'Oblica’, 'Piculja’ u oba tretmana zai u listovima kultivara
Leccino' u tretmanu suse, dok su u listovima genotipa PLJ 7 utvrdene signifikantno poviSene
vrijednosti kalcija. Vrijednosti iona kalija signifikantno su bile sniZene u listovima kultivara
'Koroneiki' u oba tretmana , u listovima genotipa PLJ 7, genotipa PLJ 22 i kultivara 'Piculja' u
tretmanu suse, te listovima kultivara 'Oblica’ u tretmanu poviSenog saliniteta. Kod parametra
curenja kalija iz lista izboja signifikantna poviSena vrijednost zabiljeZena je samo kod kultivara

'Oblica’ u tretmanu poviSenog saliniteta (Tablica 18).
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Tablica 15: Relativne vrijednosti iona (magnezija, kalcija i kalija), te curenje kalija izmjerenih u listu izboja

maslina nakon 21 dan izlaganja abiotskim stresovima poviSenog saliniteta (150 mM NacCl) i suSe (300 mM

manitola). Standardni kultivari ('Koroneiki', 'Leccino' i 'Oblica') u svakoj grupi su usporedeni s

genotipovima divljih maslina.

GENOTIP

Koroneiki

Leccino

Oblica

LA 13

LN 11

PLJ 18

MLJ 25

TRETMAN

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl

Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl

Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Mg (mg/L)

1.00 (0.029) P*
0.80 (0.010) ©
0.62 (0.038) %f
1.00 (0.006) ®
0.75 (0.088) ¢d
0.62 (0.022) ¢
1.00 (0.038) P
0.73 (0.081) cde
0.55 (0.009)
1.00 (0.021) ®
0.55(0.117) f
1.64 (0.144) 2
1.00 (0.034) P
0.76 (0.017) ©
0.73 (0.039) cde
1.00 (0.034) ®
0.63 (0.044) def
0.80 (0.056) ©
1.00 (0.034) ®
0.57 (0.031) f
0.53 (0.086) f

Ca (mg/L)

1.00 (0.038) ¢d
0.77 (0.033)
0.69 (0.009) f
1.00 (0.049) <d
0.88 (0.084) cdef
0.72 (0.090)
1.00 (0.063) <d
0.36 (0.016) M
0.27 (0.011) 1
1.00 (0.057) ¢«
0.54 (0.038) &h
0.94 (0.049) cde
1.00 (0.138) ¢d
1.08 (0.107) e
1.33(0.173) 2
1.00 (0.138) <d
0.80 (0.141) def
1.08 (0.248) Pe
1.00 (0.138) <d
0.99 (0.100) 4
1.22 (0.159) 2P

K (mg/L)

1.00 (0.029) 2P
0.71 (0.012)
0.59 (0.010) &
1.00 (0.090) 2P
0.95 (0.039) abe
0.93 (0.096) 2bed
1.00 (0.189) 2P
0.87 (0.038) °de
1.01 (0.059) 2
1.00 (0.007) 2P
0.95 (0.007) 2be
0.99 (0.077) 2P
1.00 (0.010) 2P
0.94 (0.033) abe
0.86 (0.034) %
1.00 (0.010) 2P
0.99 (0.021) 2P
0.82 (0.014) €
1.00 (0.010) 2P
0.92 (0.026) bed
0.85 (0.073) %

Curenje kalija
(mg/L)
1.00 (0.343) ¢

1.32 (0.422) be
1.06 (0.439) ©
1.00 (0.167) €
1.61 (0.205) b¢
1.34 (0.382) be
1.00 (0.171) €
2.90 (0.674) 2
1.72 (0.020) b¢
1.00 (0.503) ¢
1.30 (0.211) be
1.75 (0.529) b*
1.00 (0. 396) ¢
1.30 (0.185) e
2.08 (1.024) P
1.00 (0. 155) ¢
1.71 (0.529) be
1.53 (0.411) be
1.00 (0. 581) ¢
1.16 (0.134) €
1.15 (0.325) ¢

*Razli¢ita slova unutar kolona oznacavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Podaci su prikazani kao

prosjek (£ SD u zagradama), n=3. Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1. Sirovi podatci su prikazani

Tablici S3.
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Tablica 16: Relativne vrijednosti iona (magnezija, kalcija i kalija), te curenje kalija izmjerenih u listu izboja
maslina nakon 21 dan izlaganja abiotskim stresovima poviSenog saliniteta (150 mM NaCl) i suSe (300 mM

manitola). Standardni kultivari ('Koroneiki', 'Leccino' i 'Oblica') u svakoj grupi su usporedeni s

genotipovima hrvatskih kultivara.

GENOTIP TRETMAN

Mg (mg/L)

Ca (mg/L)

K (mg/L)

Curenje kalija
(mg/L)

Kontrola 1.00 (0.029) ** 1.00 (0.038) *» 1.00 (0.029) 2k 1.00 (0.343) <
Koroneiki NaCl 0.80 (0.010) #P«4  0.77 (0.033) abed 0.71 (0.012) f 1.32 (0.422) bed
Manitol 0.62 (0.038) % 0.69 (0.009) P4 0.59 (0.010) # 1.06 (0.439) <

Kontrola 1.00 (0.006) * 1.00 (0.049) 2P 1.00 (0.090) 2k 1.00 (0.167) <

Leccino NaCl 0.75 (0.088) P«de (.88 (0.084) ¢  0.95 (0.039) abed 1.61 (0.205) e
Manitol 0.62 (0.022) % 0.72 (0.090) #<d (.93 (0.096) #>¢  1.34 (0.382) b<d

Kontrola 1.00 (0.033) ® 1.00 (0.016) *» 1.00 (0.048) *» 1.00 (0.171) «d

Oblica NaCl 0.73 (0.081) “®  0.36 (0.016) < 0.87 (0.038) % 2.90(0.674) ®
Manitol 0.55 (0.009) ¢ 0.27 (0.011) ¢ 1.01 (0.059) ® 1.72 (0.020) b

Kontrola 1.00 (0.144) @ 1.00 (0.059) 2P 1.00 (0.045) abe 1.00 (0.172) «d

Mijet 27 NaCl 0.80 (0.016) #«4  1.11 (0.397) ** 0.98 (0.026) abed 1.07 (0.394) «d
Manitol 0.94 (0.025) abe 1.20 (0.168) *» 0.88 (0.023) <de 0.97 (0.225) «d

Kontrola 1.00 (0.143) @ 1.00 (0.119) 2® 1.00 (0.023) abe 1.00 (0.218) <

Mijet 28 NaCl 0.70 (0.035) % 0.82(0.199) *<¢ (.95 (0.019) 2>« 1.60 (0.814) e
Manitol 0.97 (0.415) = 1.14 (0.199) *» 1.01 (0.213) *» 0.61 (0.302) ¢

Kontrola 1.00 (0.058) * 1.00 (0.101) *» 1.00 (0.047) abe 1.00 (0.289) <

Mijet 29 NaCl 0.73 (0.027) <% 0.83 (0.164) >4 0.90 (0.012) #><de  1.83 (0.748) **
Manitol 0.79 (0.030) @4 1.08 (0.092) ** 0.88 (0.017) P«de  1.39 (0.232) bed

Kontrola 1.00 (0.192) 1.00 (0.150) *» 1.00 (0.173) abe 1.00 (0.443) <d

Pacica 17 NaCl 0.93 (0.041) #>¢  0.85(0.071) #  0.93 (0.022) abd 2.08 (0.953)°
Manitol 0.94 (0.020) b 1.31(0.539) ® 0.79 (0.006) 1.60 (0.432) e

*Razlicita slova unutar kolona oznacavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Podaci su prikazani kao

prosjek (£ SD u zagradama), n=3. Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1. Sirovi podatci su prikazani

Tablici S3.
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Tablica 17: Relativne vrijednosti iona (magnezija, kalcija i kalija), te curenje kalija izmjerenih u listu izboja

maslina nakon 21 dan izlaganja abiotskim stresovima povisenog saliniteta (150 mM NaCl) i suse (300 mM

manitola). Standardni kultivari ('Koroneiki', 'Leccino’' i 'Oblica') u svakoj grupi su usporedeni s

genotipovima inozemnih kultivara.

GENOTIP

Koroneiki

Leccino

Oblica

Brijuni 19

PeriSi¢eva

mastrinka

Ayvalik

TRETMAN

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl

Manitol

Kontrola
NaCl

Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl

Manitol

Mg (mg/L)

1.00 (0.029) **
0.80 (0.010) >«
0.62 (0.038) f
1.00 (0.006) *
0.75 (0.088) <4
0.62 (0.022) f
1.00 (0.033) #
0.73 (0.081) <de
0.55 (0.009) &
1.00 (0.096) *
0.82 (0.040) **
0.58 (0.033) '
1.00 (0.038) ®
0.66 (0.024) <
0.64 (0.031) <
1.00 (0.068) *
1.03 (0.051) ®
0.85 (0.050) ®

Ca (mg/L)

1.00 (0.038)
0.77 (0.033) <de
0.69 (0.009) <de
1.00 (0.049)
0.88 (0.084) **
0.72 (0.090) <A
1.00 (0.016) *
0.36 (0.016)

0.27 (0.011) &

1.00 (0.181) *®
0.80 (0.032) bd
1.06 (0.010)
1.00 (0.0630) =P
0.56 (0.016)

0.61 (0.027) %
1.00 (0.101) *»
1.03 (0.050)

1.07 (0.381) ®

K (mg/L)

1.00 (0.029) *»
0.71 (0.012) ©
0.59 (0.010) f
1.00 (0.090)
0.95 (0.039) abe
0.93 (0.096) 2P
1.00 (0.048)
0.87 (0.038) 4
1.01 (0.059) *»
1.00 (0.031) #
0.90 (0.009) <
0.74 (0.004) ¢
1.00 (0.099) #
1.03 (0.204) ®
0.79 (0.056) %
1.00 (0.027) #
0.92 (0.007) 2be
0.83 (0.019) <de

Curenje kalija
(mg/L)
1.00 (0.343) df
1.32 (0.422) %f
1.06 (0.439) df
1.00 (0.167) %
1.61 (0.205) <
1.34 (0.382) df
1.00 (0.171) %f
2.90 (0.674) 2P
1.72 (0.020) <
1.00 (0.162) %f
0.90 (0.123) <
0.90 (0.314) <
1.00 (0.305) %f
3.29 (0.370) ®
2.28 (1.009) b*
1.00 (0.297) df
1.07 (0.241) %
0.69 (0.126) f

*Razlicita slova unutar kolona oznacavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Podaci su prikazani kao

prosjek (+ SD u zagradama), n=3. Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1. Sirovi podatci su prikazani

Tablici S3.
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Tablica 18: Relativne vrijednosti iona (magnezija, kalcija i kalija), te curenje kalija izmjerenih u listu izboja

maslina nakon 21 dan izlaganja abiotskim stresovima poviSenog saliniteta (150 mM NaCl) i suSe (300 mM

manitola). Standardni kultivari ('Koroneiki', 'Leccino' i 'Oblica') u svakoj grupi su usporedeni s

genotipovima hibridnih maslina.

GENOTIP TRETMAN

Kontrola
NaCl
Manitol

Koroneiki

Kontrola
NaCl
Manitol

Leccino

Kontrola
NaCl
Manitol

Oblica

Kontrola
NaCl
Manitol

Piculja 17

Kontrola
NaCl

Manitol

Peljesac 7

Kontrola
NaCl

Manitol

Peljesac 22

Mg (mg/L)

1.00 (0.029) ="
0.80 (0.010) bed
0.62 (0.038) &
1.00 (0.006) ®
0.75 (0.088) <def
0.62 (0.022)
1.00 (0.033) ®
0.73 (0.081) def
0.55 (0.009) &
1.00 (0.021) @
0.77 (0.051) <
0.87 (0.023) abe
1.00 (0.034) »
0.93 (0.083)
0.93 (0.069) ®
1.00 (0.034) @
0.92 (0.124)
0.67 (0.123) ©fe

Ca (mg/L)

1.00 (0.038) ®
0.77 (0.033) <de
0.69 (0.009) «f
1.00 (0.049) ®
0.88 (0.084) >«
0.72 (0.090) %
1.00 (0.016) ®
0.36 (0.016) &
0.27 (0.011) &

1.00 (0.167)®

0.58 (0.061) f

0.58 (0.010)

1.00 (0.030) ®
0.91 (0.125) **

1.24 (0.173) ®

1.00 (0.077)®
0.99 (0.133)®
0.99 (0.135)°

K (mg/L)

1.00 (0.029) #
0.71 (0.012) ¢
0.59 (0.010) f
1.00 (0.090) *
0.95 (0.039) be
0.93 (0.096) 2>
1.00 (0.048) *
0.87 (0.038) >«
1.01 (0.059) *
1.00 (0.046) *
0.96 (0.021) P
0.86 (0.023) «d
1.00 (0.029) #
0.91 (0.089) 2be
0.77 (0.029) ¢
1.00 (0.012) ®
1.00 (0.069) *
0.79 (0.019) %

Curenje kalija
(mg/L)
1.00 (0.343)®
1.32(0.422)®
1.06 (0.439)®
1.00 (0.167)®
1.61 (0.205)"
1.34 (0.382)®
1.00 (0.171)®
2.90 (0.674) *
1.72 (0.020)°
1.00 (0.204) ®
1.18 (0.718)®
0.95 (0.790) ®
1.00 (0. 153) ®
1.51 (1.024)®
1.02 (0.148) "
1.00 (0. 308) ®
1.15 (0.868)®
1.12 (0.751)®

*Razlicita slova unutar kolona oznacavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Podaci su prikazani kao

prosjek (£ SD u zagradama), n=3. Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1. Sirovi podatci su prikazani

Tablici S3.

82



5.3.6. Relativan sadrzaj iona magnezija, kalcija i kalija u korijenu

Opcenito, oba tretmana su negativnije utjecala na sadrzaj kalija nego na sadrzaj kalcija

1 magnezija u korijenu maslina.

Vrijednosti iona magnezija u korijenu masline u grupi izvorno divljih maslina neovisno o
tretmanu 1 genotipu nisu se statisticki signifikantno razlikovale od kontrole. Signifikantno
poviSene vrijednosti iona kalcija zabiljeZzene su kod kultivara 'Koroneiki' 1 'Leccino’ i
genotipova LA 13 i MLJ 25 u tretmanu suSe, dok su signifikatne nize vrijednosti tog iona
zabiljezene kod genotipova LN 11 i PLJ 18 u tretmanu poviSenog saliniteta. Signifikantno nize
vrijednosti kalija zabiljeZene su u oba tretmana kod kultivara 'Koroneiki', 'Leccino' 1 genotipova
LA 13, LN 11, MLJ 25, u tretmanu poviSenog saliniteta kod genotipa PLJ 18 i u tretmanu suse
kod kultivara 'Oblica' (Tablica 19). Signifiktno poviSene vrijednosti kalija utvrdene su kod

genotipa PLJ 18 u tretmanu suse.

U grupi hrvatskih kultivara zabiljeZene su signifikantno poviSene vrijednosti iona magnezija u
korijenu kultivara 'Koroneiki' i 'Pacica’ u tretmanu suSe, a u korijenu genotipa MLJ 27 u oba
tretmana. Vrijednosti kalcija bile su signifikantno poviSene kod svih standardnih kultivara,
kultivara 'Pacica’ i genotipa MLJ 28 u tretmanu suse, , a signifikantno niZe vrijednosti tog iona
zabiljeZzene su kod genotipa MLJ 27 1 kultivara 'Pacica’ u tretmanu poviSenog saliniteta.
Signifikantno niZe vrijednosti kalija zabiljeZene su kod svih genotipova neovisno o tretmanu

(Tablica 20).

U grupi inozemnih kultivara vrijednosti iona magnezija bile su signifikantno poviSene u
tretmanu susSe kod kultivara 'Koroneiki', 'Ayvalik' i kod genotipa BR 19. U korijenu kultivara
'PeriSi¢eva mastrinka' zabiljeZene su signifikantno nize vrijednosti tog iona u oba tretmana, a u
korijenu kultivara 'Ayvalik' u tretmanu poviSenog saliniteta. Vrijednosti iona kalcija bile su
signifikantno poviSene kod genotipa BR 19 u oba tretmana, kultivara 'Koroneiki', 'Leccino’ i
'PeriSi¢eva mastrinka' u tretmanu suse. Vrijednosti tog iona bile su signifikantno sniZene kod
kultivara 'Ayvalik' u tretmanu poviSenog saliniteta. Signifikantno niZe vrijednosti kalija
zabiljeZene su kod svih genotipova neovisno o tretmanu, osim kod kultivara 'Oblica’ u tretmanu

poviSenog saliniteta gdje su vrijednosti bile sli¢ne kontrolnim (Tablica 21).

Kod grupe hibridnih maslina signifikantno povisene vrijednosti magnezija zabiljeZene su jedino
kod kultivara 'Koroneiki' u tretmanu suse, dok su kod genotipa PLJ 7 zabiljeZene signifikantno
niZe vrijednosti tog iona u oba tretmana. Vrijednosti iona kalcija bile su signifikantno poviSene

kod svih standardnih kultivara u tretmanu suse, a signifikantno snizene kod genotipa PLJ 7 u
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tretmanu povisenog saliniteta. Signifikantno nize vrijednosti kalija zabiljezene su kod svih
genotipova neovisno o tretmanu, osim kod kultivara 'Oblica’ u tretmanu poviSenog saliniteta

gdje su vrijednosti bile sli¢ne kontrolnim (Tablica 22).
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Tablica 19: Relativne vrijednosti iona (magnezija, kalcija i kalija) izmjerene u korijenu maslina nakon 21

dan izlaganja abiotskim stresovima poviSenog saliniteta (150 mM NaCl) i suSe (300 mM manitola).

Standardni kultivari ('Koroneiki', 'Leccino' i 'Oblica') u svakoj grupi su usporedeni s grupom divljih

maslina.

GENOTIP

Koroneiki

Leccino

Oblica

LA 13

LN 11

PLJ 18

MLJ 25

TRETMAN

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl

Manitol

Kontrola
NaCl

Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl

Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Mg (mg/L)

1.00 (0.037) abede®
0.99 (0.110) 2bede
1.22 (0.061) 2
1.00 (0.089) abede
0.97 (0.218) abede
0.92 (0.037) bede
1.00 (0.113) abede
0.95 (0.162) abede
0.93 (0.009) 2bede
1.00 (0.237) abede
1.06 (0.088) 2b¢
1.03 (0.119) abed
1.00 (0.221) abede
0.85 (0.348) cde
0.76 (0.204) d¢
1.00 (0.013) abede
0.71 (0.095) €
1.17 (0.221) @b
1.00 (0.042) abede
0.95 (0.039) 2bede
1.01 (0.021) abed

Ca (mg/L)

1.00 (0.085) %
0.84 (0.051)
1.85(0.117) 2P
1.00 (0.020) %
0.97 (0.208) %
1.53 (0.102) be
1.00 (0.168) d¢
0.89 (0.223) def
1.28 (0.089) «d
1.00 (0.033) de
1.04 (0.152) %
1.52 (0.504) be
1.00 (0.527) de
0.55 (0.280) 2
1.13 (0.184) %
1.00 (0.059) de
0.44 (0.091) &
1.12 (0.176) 9
1.00 (0.048) de
0.77 (0.068) °f2
2.16 (0.311) 2

K (mg/L)
1.00 (0.042) P
0.84 (0.012) 4
0.58 (0.010) feb
1.00 (0.037) ®
0.48 (0.009) &hi
0.50 (0.158) &hi
1.00 (0.011) ®
0.90 (0.041) be
0.66 (0.039)
1.00 (0.130) ®
0.71 (0.066) e
0.50 (0.031) &hi
1.00 (0.089) P
0.79 (0.089) cde
0.35 (0.056) |
1.00 (0.018) ®
0.56 (0.032) feh
1.19 (0.219) 2
1.00 (0.019) ®
0.63 (0.021) &
0.44 (0.026) hi

*Razlicita slova unutar kolona oznacavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Podaci su prikazani kao

prosjek (£ SD u zagradama), n=3. Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1. Sirovi podatci su prikazani

Tablici S4.
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Tablica 20: Relativne vrijednosti iona (magnezija, kalcija i kalija) izmjerene u korijenu maslina nakon 21

dan izlaganja abiotskim stresovima poviSenog saliniteta (150 mM NaCl) i suSe (300 mM manitola).

Standardni kultivari ('Koroneiki', 'Leccino’' i 'Oblica') u svakoj grupi su usporedeni s genotipovima

hrvatskih kultivara.

GENOTIP

Koroneiki

Leccino

Oblica

Mljet 27

Mijet 28

Mljet 29

Pacica 17

TRETMAN

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl

Manitol

Kontrola
NaCl

Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Mg (mg/L)

1.00 (0.037) «**
0.99 (0.110)
1.22 (0.061) @
1.00 (0.089) «
0.97 (0.218) ¢
0.92 (0.037) «
1.00 (0.113)
0.95 (0.162) <
0.93 (0.009) ¢
1.00 (0.033)«
1.29 (0.055) @
1.40 (0.119) @
1.00 (0.062) <
0.95 (0.121)
1.09 (0.066) >
1.00 (0.046) <
0.89 (0.045) ¢
0.78 (0.069) ¢
1.00 (0.049) <
0.93 (0.129)
1.43 (0.021) @

Ca (mg/L)

1.00 (0.085) ¢
0.84 (0.051) ©
1.85(0.117)°
1.00 (0.020) ©
0.97 (0.208) ©
1.53 (0.102) ¢
1.00 (0.168) ©
0.89 (0.223) ©
1.28 (0.089) ¢
1.00 (0.048) ©
0.56 (0.042)
1.01 (0.082) ¢
1.00 (0.049) ¢
1.11 (0.055) %
2.25(0.182) ¢
1.00 (0.036) ©
0.83 (0.025) ©
1.05 (0.077) %
1.00 (0.072) ¢
0.38 (0.031) f
1.65 (0.361) ©

K (mg/L)

1.00 (0.042) *
0.84 (0.119) ¢
0.58 (0.010) &

1.00 (0.037) ®
0.48 (0.009)
0.50 (0.158) ¢

1.00 (0.011) ®
0.90 (0.041) ®
0.66 (0.039) %f

1.00 (0.033) ®
0.71 (0.011) ¢
0.76 (0.062) <

1.00 (0.034) ¢
0.69 (0.011) %
0.59 (0.016) ©'

1.00 (0.036) ¢
0.76 (0.032) <
0.51 (0.015) ¢

1.00 (0.024) ¢
0.73 (0.017) ¢
0.55 (0.016) &

*Razlicita slova unutar kolona oznacavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Podaci su prikazani kao

prosjek (£ SD u zagradama), n=3. Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1. Sirovi podatci su prikazani

Tablici S4.
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Tablica 21: Relativne vrijednosti iona (magnezija, kalcija i kalija) izmjerene u korijenu maslina nakon 21

dan izlaganja abiotskim stresovima poviSenog saliniteta (150 mM NaCl) i suSe (300 mM manitola).

Standardni kultivari ('Koroneiki', 'Leccino’' i 'Oblica') u svakoj grupi su usporedeni s genotipovima

inozemnih kultivara.

GENOTIP

Koroneiki

Leccino

Oblica

Brijuni 19

PeriSi¢eva

mastrinka

Ayvalik

TRETMAN

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Kontrola
NaCl
Manitol

Mg (mg/L)

1.00 (0.037) «*
0.99 (0.110) ©
1.22 (0.061) ®
1.00 (0.089) ¢
0.97 (0.218) «@
0.92 (0.037) «
1.00 (0.113)
0.95 (0.162) «
0.93 (0.009) «
1.00 (0.118) ¢
0.92 (0.128) «@
1.21 (0.191) ®
1.00 (0.054) ©
0.63 (0.050) ©
0.77 (0.029) d
1.00 (0.291) ¢
0.68 (0.091) ¢
1.42 (0.058) *

Ca (mg/L)

1.00 (0.085) <4
0.84 (0.051) ¢
1.85(0.117) ®
1.00 (0.020) <4
0.97 (0.208) <
1.53(0.102)®
1.00 (0.168) <4
0.89 (0.223) ¢
1.28 (0.089) P*
1.00 (0.318) 4
1.30 (0.405)®
2.09 (0.286) ®
1.00 (0.061) 4
0.80 (0.032) ¢
1.50 (0.125)®
1.00 (0.062) 4
0.32 (0.060) ¢
0.97 (0.025) 4

K (mg/L)

1.00 (0.042) ®
0.84 (0.119)°
0.58 (0.010) e
1.00 (0.037) ®
0.48 (0.009) ¢
0.50 (0.158) %
1.00 (0.011)®
0.90 (0.041) =
0.66 (0.039) ¢
1.00 (0.086) ®
0.52 (0.036) %
0.62 (0.112) «d
1.00 (0.180) ®
0.32(0.039) f
0.36 (0.009)
1.00 (0.094) @
0.81(0.022)°
0.54 (0.016) %

*Razlicita slova unutar kolona oznacavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Podaci su prikazani kao

prosjek (= SD u zagradama), n=3. Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1. Sirovi podatci su prikazani

Tablici S4.
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Tablica 22: Relativne vrijednosti iona (magnezija, kalcija i kalija) izmjerene u korijenu maslina nakon 21
dan izlaganja abiotskim stresovima poviSenog saliniteta (150 mM NaCl) i suSe (300 mM manitola).

Standardni kultivari ('Koroneiki', 'Leccino’' i 'Oblica') u svakoj grupi su usporedeni s genotipovima

hibridnih maslina.

GENOTIP TRETMAN Mg (mg/L) Ca (mg/L) K (mg/L)
ek 1.00 (0.037) b 1.00 (0.085) 4 1.00 (0.042)
Koroneiki NaCl 0.99 (0.110) *¢ 0.84 (0.051) 0.84 (0.119)®
Manitol 1.22 (0.061) 1.85(0.117) 2 0.58 (0.010) ¢de
Kontrola 1.00 (0.089) Pe 1.00 (0.020) 9 1.00 (0.037) 2
Leccino NaCl 0.97 (0.218) ** 0.97 (0.208) © 0.48 (0.009) «f
Manitol 0.92 (0.037) ¢ 1.53(0.102) P 0.50 (0.158) %f
Kontrola 1.00 (0.113) Pe 1.00 (0.168) 9 1.00 (0.011) 2
Oblica NaCl 0.95 (0.162) ** 0.89 (0.223) ¢ 0.90 (0.041) 2P
Manitol 0.93 (0.009) ¢ 1.28 (0.089) © 0.66 (0.039) ¢
Kontrola 1.00 (0.047) be 1.00 (0.057) 9 1.00 (0.049) 2
Piculja 17 NaCl 0.97 (0.066) P* 0.85 (0.027) ¢ 0.67 (0.008) ©
Manitol 1.12 (0.053) 1.18 (0.041) «d 0.47 (0.027)
Kotz 1.00 (0.045) be 1.00 (0.021) 9 1.00 (0.043) 2
Peljesac 7 NaCl 0.59 (0.055) ¢ 0.70 (0.067) 0.48 (0.037) *f
Manitol 0.67 (0.122) ¢ 0.87 (0.047) 0.61 (0.046) «d
Kontrola 1.00 (0.079) b* 1.00 (0.110) 9 1.00 (0.074) 2
Peljesac 22 NaCl 0.85 (0.067) ¢ 0.85 (0.071) < 0.57 (0.069) ¢de
Manitol 0.89 (0.055) ¢ 1.15 (0.047) «d 0.44 (0.019) f

*Razli¢ita slova unutar kolona oznacavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Podaci su prikazani kao prosjek (£

SD u zagradama), n=3. Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1. Sirovi podatci su prikazani Tablici S4.
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5.4. Biokemijske analize

5.4.1. Relativna aktivnost superoksid dismutaze

Promjene u aktivnosti enzima superoksid dismutaze u listu zabiljeZena su kod gotovo
svih grupa analiziranih genotipova u oba tretmana i $to upucuje na disbalans u redoks

reakcijama u biljnim stanicama, narocito nakon tretmana suse (Slika 22).

Neovisno o promatranoj grupi i primjenjenom tretmanu, standardni kultivari "Leccino'i 'Oblica’
imali su signifikantno povec¢anu aktivnost enzima superoksid dismutaze, a kultivar 'Koroneiki'

signifikantno smanjenu aktivnost tog enzima u odnosu na kontrolu.

Kod grupe izvorno divljih maslina tretmani poviSenog saliniteta i suse su signifikantno povecali
aktivnost SOD u listu divljeg genotipa LN 11. Aktivnost SOD u listu genotipova LA 13 i MLJ
25 bila je bitno sniZena u tretmanu poviSenog saliniteta te bitno povecana u tretmanu suse (Slika

22A).

U grupi hrvatskih kultivara signifikantno povecanje aktivnosti enzima SOD zabiljeZeno je
samo kod kultivara Pacica' u tretmanu suSe (Slika 22B), a signifikantno smanjenje tog enzima
kod kultivara 'Pacica’ i genotipa MLJ28 u tretmanu poviSenog saliniteta te kod genotipa MLJ

29 u tretmanu suse.

U grupi inozemnih kultivara jedino je kod kultivara 'Ayvalik' zabiljeZeno signifikantno

povecanje aktivnosti SOD u tretmanu suse (Slika 22C).

Genotip iz grupe hibridnih maslina PLJ 22 imao je signifikantno pove¢anu aktivnost SOD u
oba primjenjena tretmana u odnosu na kontrolu. Za genotip PLJ 7 utvrdena je signifikantno
povecana aktivnost SOD u tretmanu suse te signifikantno smanjena aktivnost tog enzima u

tretmanu poviSenog saliniteta (Slika 22D).
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Slika 22: Relativna aktivnost enzima SOD (originalni podatci u U/mg proteina — Tablica S5) u listovima izboja masline nakon 21 dan izlaganja abiotskim stresovima poviSenog

saliniteta (150 mM NaCl) i suSe (300 mM manitola). Standardni kultivari ('Koroneiki', Leccino' i 'Oblica’) u svakoj grupi su usporedeni s genotipovima izvorno divljih maslina
(A), hrvatskih kultivara (B), inozemnih kultivara (C) i grupom hibridnih maslina (D). Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1 i prikazan kao iscrtkana linija. Razlicita

slova na stupcima ili liniji (kontrola) oznacavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Okomiti intervali pouzdanosti oznac¢avaju +SD, n=3. SD, standardna devijacija.
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5.4.2. Relativna aktivnost gvajakol peroksidaze

Sli¢cno kao i1 kod enzima superoksid dismutaze, promjene (uglavnom inhibicija) u
aktivnosti enzima gvajakol peroksidaze zabiljezene su kod oba tretmana i1 kod svih grupa (Slika

23).

Neovisno o promatranoj grupi i primjenjenom tretmanu, standardni kultivari imali su

signifikantno smanjenu aktivnost enzima GPOD u listu.

U grupi izvorno divljih maslina aktivnost GPOD bila je znacajno smanjena u listu genotipova
PLJ 18 i MLJ 25 u oba tretmana te u listu genotipa LA 13 (Slika 23A). Genotipovi LA 131 LN

11 su jedini u grupi imali signifikatno vecu aktivnost enzima u tretmanu suse.

Aktivnost enzima GPOD kod grupe hrvatskih kultivara bila je izraZenija u tretmanu suse gdje
je signifikantno povecana aktivnost zabiljeZena kod genotipova MLJ 27, MLJ 28 i MLJ 29, dok
je genotip MLJ 29 imao signifikatno povecanu aktivnost tog enzima i u tretmanu poviSenog
saliniteta (Slika 23B). Znacajno smanjenje GPOD utvrdeno je u listu genotipa MLJ 27 u

tretmanu poviSenog saliniteta i genotipa 'Pacica’ u tretmanu suse.

Kod grupe inozemnih kultivara jedino je kultivar 'Ayvalik' imao signifikantno povecanu
aktivnost GPOD u oba primjenjena tretmana dok su kod ostalih genotipova utvrdene

signifikantno niZe aktivnosti tog enzima od kontrole (Slika 23C).

U grupi hibridnih maslina signifikantno povecanje aktivnosti GPOD zabiljezeno je kod
kultivara 'Piculja’ i genotipa PLJ 7u oba tretmana , a signifikantno smanjenje kod genotipa PLJ

22 u tretmanu poviSenog saliniteta (Slika 23D).
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Slika 23: Relativna aktivnost enzima GPOD (originalni podatci u U/mg proteina — Tablica S5) u listovima izboja masline nakon 21 dan izlaganja abiotskim stresovima poviSenog
saliniteta (150 mM NaCl) i suSe (300 mM manitola). Standardni kultivari ('Koroneiki', Leccino' i 'Oblica’) u svakoj grupi su usporedeni s genotipovima izvorno divljih maslina
(A), hrvatskih kultivara (B), inozemnih kultivara (C) i grupom hibridnih maslina (D). Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1 i prikazan kao iscrtkana linija. Razlicita

slova na stupcima ili liniji (kontrola) oznacavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Okomiti intervali pouzdanosti oznac¢avaju +SD, n=3. SD, standardna devijacija.
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5.4.3. Relativan sadrzaj malondialdehida

Opcenito, sadrzaj malondialdehida (indikator lipidne peroksidacije) u ovom
kratkoro€nom eksperimentuuglavnom (uz par ispod navedenih iznimki) je, neovisno o

tretmanu, bio slican kontroli (Slika 24).

U grupi izvorno divljih maslina u oba je tretmana razina malondialdehida kod svih genotipova

bila u razini kontrole (Slika 24A).

U grupi hrvatskih kultivara signifikantno povecanje sadrzaja malondialdehida u oba tretmana
izmjereno je u listu genotipa MLIJ 29 i kultivara Pacica’. U listu genotipa MLJ 27 utvrdeno je

signifikantno povecanje sadrzaja MDA samo u tretmanu suSe (Slika 24B).

U grupi inozemnih kultivara u listu genotipa BR 19 i kultivara 'Ayvalik' zabiljeZeno je

signifikantno povecanje samo kod tretmana suSe (Slika 24C).

U grupi hibridnih maslina samo je kod genotipa PLJ 22 utvrdeno signifikantno povecanje

sadrzaja MDA u tretmanu suse (Slika 24D).
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Slika 24: Relativan sadrzaj MDA (originalni podatci u nmol/g su.tv. — Tablica S5) u listovima izboja masline nakon 21 dan izlaganja abiotskim stresovima poviSenog saliniteta
(150 mM NaCl) i suse (300 mM manitola). Standardni kultivari ('Koroneiki', 'Leccino’ i 'Oblica’) u svakoj grupi su usporedeni s genotipovima izvorno divljih maslina (A),
hrvatskih kultivara (B), inozemnih kultivara (C) i grupom hibridnih maslina (D). Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1 i prikazan kao iscrtkana linija. Razlic¢ita

slova na stupcima ili liniji (kontrola) oznacavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Okomiti intervali pouzdanosti oznac¢avaju +SD, n=3. SD, standardna devijacija.
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5.4.4. Relativan sadrzaj prolina

Opcenito, poviseni salinitet i suSa slabije su utjecali na sadrZaj aminokiseline prolina u
grupi inozemnih kultivara 1 grupi hibridnih maslina, a ve¢e promjene u sadrzaju te
aminokiseline uzrokovali su u grupi izvorno divljih maslina i grupi hrvatskih kultivara (Slika
25). Neovisno o promatranoj grupi i primjenjenom tretmanu, vrijednosti prolina u listu

standardnih kultivara se nisu signifikantno razlikovale od kontrole.

U grupi izvorno divljih maslina tretman povisenog saliniteta izazvao je signifikantno povecanje
sadrzaja prolina u listu genotipa LA 13, PLJ 18 i MLJ 25, dok je znatno nakupljanje te

aminokiseline u tretmanu suSe zabiljeZzeno samo u listu genotipa PLJ 18 (Slika 25A).

U grupi hrvatskih kultivara signifikantno nakupljanje prolina zabiljeZeno je u oba tretmana kod

genotipova MLJ 27, MLJ 29 i kultivara 'Pacica’ (Slika 25B).

U grupi inozemnih kultivara signifikantno povecanje prolina zabiljeZzeno je jedino u listu
genotipa BR 19 u oba tretmana, a u lista kultivara 'Ayvalik' u tretmanu poviSenog saliniteta

(Slika 25C).

Kod genotipova iz grupe hibridnih maslina nisu zabiljeZene statisti¢ki znacajne razlike u odnosu

na kontrolu neovisno o primjenjenom tretmanu (Slika 25D).

95



B KORONEIKI = LECCINO mOBLICA mMLU 27 =ML 28 mML 29 = PACICA

A mKORONEIKI ~ LECCINO mOBLICA ®LA13 OLN11 ©PL18 ML 25 B
”s 2,5
’ a
2 ab 2
T b
£ 1,5 I = b oy
s ° b e
& d d d a b b
1 e SOV N I N - NEE
1 N e
\ o =
05 \ = =
0 \ o
NaCl Manitol NaCl Manitol
TRETMANI TRETMANI
C m KORONEIKI * LECCINO m OBLICA m BR 19 m PERISICEVA MASTRINKA m AYVALIK D mKORONEIKI + LECCINO mOBLICA wPICULA wPL7 wPL22
2,5 2,5
2 2
a
< 2 bc ab < b
= 15 abc = 15 anc
2 abc I abc abc b I abc 2 abc ab abc alb abc ) ab  apc :a[
C C abc
R j: ....... Coreclcnenae. . I . _C I bJr-c C -[ s -[ -[ abc
0 0
NacCl Manitol NacCl Manitol
TRETMANI TRETMANI

Slika 25: Relativan sadrzaj prolina (originalni podatci u nmol/g su.tv. — Tablica S5) u listovima izboja masline nakon 21 dan izlaganja abiotskim stresovima poviSenog saliniteta
(150 mM NaCl) i suse (300 mM manitola). Standardni kultivari ('Koroneiki', 'Leccino’ i 'Oblica’) u svakoj grupi su usporedeni s genotipovima izvorno divljih maslina (A),
hrvatskih kultivara (B), inozemnih kultivara (C) i grupom hibridnih maslina (D). Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1 i prikazan kao iscrtkana linija. Razli¢ita

slova na stupcima ili liniji (kontrola) oznacavaju statisti¢ki signifikantnu razliku (p < 0.05). Okomiti intervali pouzdanosti oznacavaju +SD, n=3. SD, standardna devijacija.
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5.4.5. Relativan sadrzaj fotosintetskih pigmenata

Oba tretmana su utjecala na sadrzaj fotosintetskih pigmenata, s tim da je tretman suSe
uglavnom uzrokovao smanjenje sadrzaja svih analiziranih pigmenata. Signifikantno smanjenje
sadrzaja klorofila a je bilo izraZenije u tretmanu suSe kod svih grupa, dok su vrijednosti

pigmenata klorofila b i karotenoida ovisile o analiziranom genotipu (Slika 26, 27, 28).

Neovisno o grupi, sadrzaj klorofila a u listu standardnih kultivara nije se bitno razlikovao od
kontrole u tretmanu poviSenog saliniteta, a bio je bitno smanjen u tretmanu susSe (Slika 26).
Sadrzaj klorofila a signifikantno se smanjio kod svih grupa u tretmanu suSe, osim kod
genotipova MLJ 28 i MLJ 29 iz grupe hrvatskih kultivara. U grupi izvorno divljih maslina
signifikantno smanjenje sadrzaja klorofila a utvrdeno je kod genotipova LA 13, LN 11 i PLJ
18 u tretmanu povisenog saliniteta. U grupi hrvatskih kultivara znantno smanjenje sadrzaja
klorofila a pod utjecajem soli utvrdeno je kod genotipa MLJ 27. U grupi inozemnih kultivara
jedino je kod genotipa BR 19 zabiljeZeno signifikantno povecanje klorofila a, a kod kultivara
'PeriSiceva mastrinka' signifikantno smanjenje sadrZaja tog pigmenta u tretmanu poviSenog
saliniteta. Tretman poviSenog saliniteta nije signifikantno utjecao na sadrzaj klorofila a u grupi

hibridnih maslina.

Signifikantno smanjenje sadrzaja klorofila b zabiljeZeno je u tretmanu poviSenog saliniteta kod
genotipa MLJ 27 iz grupe hrvatskih kultivara i kod kultivara 'PeriSi¢eva mastrinka' iz grupe
inozemnih kultivara. Signifikantno povecanje sadrzaja klorofila b zabiljezeno je pod utjecajem
soli kod genotipa MLJ 28 i kultivara 'Ayvalik'. Signifikantno smanjenje sadrzaja klorofila b u

tretmanu suse zabiljeZeno je samo kod kultivara 'Pacica’ iz grupe hrvatskih kultivara (Slika 27).

Vrijednosti sadrzaja karotenoida bile su viSe pod utjecajem tretmana suSe od tretmana
povisenog saliniteta. Neovisno o grupi, signifikantno smanjenje sadrZaja karotenoida utvrdeno
je kod standardnog kultivara 'Leccino' u tretmanu suSe. Signifikantno smanjenje sadrZaja
karotenoida zabiljeZeno je kod genotipa MLJ 27 iz grupe hrvatskih kultivara neovisno o
tretmanu. U grupi inozemnih kultivara signifikantno povecanje sadrzaja karotenoida
zabiljezeno je kod genotipa BR 19 u tretmanu poviSenog saliniteta, a znacajno smanjenje tih
pigmenata kod kultivara 'PeriSi¢eva mastrinka' u tretmanu poviSenog saliniteta te kod genotipa

BR 19 i kultivara 'Ayvalik' u tretmanu suse (Slika 28).
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Slika 26: Relativan sadrzaj klorofila a (originalni podatci u mg/g su.tv. — Tablica S6) u listovima izboja masline nakon 21 dan izlaganja abiotskim stresovima poviSenog

saliniteta (150 mM NaCl) i suSe (300 mM manitola). Standardni kultivari ('Koroneiki', "Leccino' i 'Oblica’) u svakoj grupi su usporedeni s genotipovima izvorno divljih maslina

(A), hrvatskih kultivara (B), inozemnih kultivara (C) i grupom hibridnih maslina (D). Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1 i prikazan kao iscrtkana linija. Razlicita

slova na stupcima ili liniji (kontrola) oznacavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Okomiti intervali pouzdanosti oznacavaju +SD, n=3. SD, standardna devijacija.
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Slika 27: Relativan sadrzaj klorofila b (originalni podatci u mg/g su.tv. — Tablica S6) u listovima izboja masline nakon 21 dan izlaganja abiotskim stresovima poviSenog
saliniteta (150 mM NaCl) i suse (300 mM manitola). Standardni kultivari ('Koroneiki', "Leccino' i 'Oblica’) u svakoj grupi su usporedeni s genotipovima izvorno divljih maslina
(A), hrvatskih kultivara (B), inozemnih kultivara (C) i grupom hibridnih maslina (D). Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1 i prikazan kao iscrtkana linija. Razli¢ita

slova na stupcima ili liniji (kontrola) oznacavaju statisticki signifikantnu razliku (p < 0.05). Okomiti intervali pouzdanosti oznacavaju £SD, n=3. SD, standardna devijacija.
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Slika 28: Relativan sadrzaj ukupnih karotenoida (originalni podatci u mg/g su.tv. — Tablica S6) u listovima izboja masline nakon 21 dan izlaganja abiotskim stresovima
povisenog saliniteta (150 mM NaCl) i suSe (300 mM manitola). Standardni kultivari ('Koroneiki', 'Leccino' i 'Oblica’) u svakoj grupi su usporedeni s genotipovima izvorno
divljih maslina (A), hrvatskih kultivara (B), inozemnih kultivara (C) i grupom hibridnih maslina (D). Kontrolni tretman normaliziran je na vrijednosti 1 i prikazan kao iscrtkana

linija. Razlic¢ita slova na stupcima ili liniji (kontrola) oznacavaju statisti¢ki signifikantnu razliku (p < 0.05). Okomiti intervali pouzdanosti oznacavaju +SD, n=3. SD, standardna

devijacija.
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6. RASPRAVA

6.1. Genetska raznolikost

Istrazivanje je uspjeSno razlikovalo 26 genotipova divljih 1 kultiviranih maslina.
Prosjecan broj alela bio je 9,83 s najve¢om vrijedno$¢u kod UDO43 i DCAO9 od 16 alela po
biljegu, s tim da je kod DCAQ09 zabiljeZena najveca vrijednost informacijskog sadrzaja
polimorfizma (PIC). Prema rezultatima PIC vrijednosti (0,770) za utvrdivanjem geneticke
raznolikosti autohtonih divljih 1 kultiviranih maslina, ovo istraZivanje je u skladu s prijaSnjim
rezultatima (Klepo, 2014) gdje je istraZeno viSe jedinki s istih lokacija (populacija) te moZemo
donijeti zaklju¢ak da su analizirani mikrosateliti bili visoko diskraminirajuci i u ovom slucaju.
Usporedujui rezultate genetske raznolikosti ove doktorske disertacije i do sada jedinog
istrazivanja genetske raznolikosti (Klepo, 2014) koje je obuhvatilo populacije hrvatskih
autohtonih divljih maslina, vrijednosti informacijskog sadrZaja polimorfizma (0,770 1 0,779) su
viSe o odnosu na istrazivanja usporedbe genetske raznolikosti svjetskih ex situ banaka u
Cordobi (IFAPA), Porquerollesu (FOGB) i Marrakechu (WOGBM) (0,707; 0,737 1 0,688) (El
Bakkali i sur., 2019; Khadari i sur., 2019).

Mikrosatelitna raznolikost skupina divljih i kultiviranih maslina (Tablica 8) zabiljeZila je vece
vrijednosti kultiviranih maslina za prosje€an broja alela po lokusu (Nav = 7,750 ) kao 1 ve¢i
broj jedinstvenih alela (Npa = 28). Vece alelno bogatstvo (Nar = 7,500) te vrijednosti zapaZene
(Ho=0,833) i ocekivane (Hg=0,836) heterozigotnosti zabiljezene su kod skupine divljih
maslina, $to se ne podudara u potpunosti sa rezultatima Belaj i sur. (2010), Erre i sur., (2010),
Besnard i sur. (2013), Klepo (2014), gdje su divlje masline zabiljeZile vece vrijednosti za sva

istraZzena svojstva.

Razlika i nepopudaranost rezultata moze se objasniti malim uzorkom u ovom istrazivanju (10
divljih 1 16 kultiviranih maslina), a koje su uz to vrlo raznolikog podrijetla (AlZir, Francuska,
Hrvatska, Italija, Maroko, Sirija, §panjolska, Turska, ). Potaknuti ovim rezultatima, potrebom
veCeg uzorka kod nekih statistickih analiza molekularnih podataka te Cinjenicom da je
doktorska disertacija Klepo (2014) napravljena u istom laboratoriju, molekularne podatke iz
ovog istrazivanja bilo je moguce obraditi zajedno s podacima navedene disertacije prilikom

odredivanja populacijske strukture.

S obzirom na vrijednosti genetske raznolikosti dobivene u ovom istrazivanju s 26 genotipova

(10 divljih 1 16 kultiviranih) 1 istraZivanju Klepo (93 divljih 1 63 kultiviranih) 1 njthovom
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usporedbom s rezulatima ex situ bankama germplazme masline IFAPA, WOGBM i FOGB

mozZemo istaknuti bogatstvo germplazme hrvatskih autohtonih divljih i kultiviranih maslina.

Analiza molekularne varijance (AMOVA) zabiljezila je najvecu genetsku raznolikost unutar
skupina (96,06 %) divljih i kultiviranih maslina i manju izmedu skupina (3,94 %). Sli¢ni
rezultati dobiveni su u istraZzivanju Belaj 1 sur., (2010) gdje je raznolikost unutar populacija
divljih i kultiviranih maslina (84,07 %) i izmedu populacija (8,08 %) te istrazivanja Klepo
(2014) unutar (95, 06%) i izmedu (4,94 %) populacija autohtonih hrvatskih divljih i kultiviranih
maslina. Da to nije samo karakteristika izmedu populacija divljih i kultiviranih maslina
istraZzeno je izmedu jedinki divljih maslina isto¢nog i zapadnog Mediterana (Breton i sur., 2006)
gdje su zabiljeZene vrijednosti izmedu jedinki (76,33 %) u odnosu na razlike izmedu populacija

jedinki (7,58 %).

Na temelju udjela zajednickih alela (Dpsa) na relativnom malom uzorku divljih (10) i
kultiviranih (16) maslina, najniza vrijednosti genetske udaljenosti (Dpsa=0,083) bila je za
kultivare, dok su maksimalne vrijednosti (Dpsa=0,917) identi¢ne kod obje skupine maslina.
Izdvajanja dvije skupine isklju¢ivo kultiviranih maslina zabiljeZena je na nezakorijenjeno
stablo po Fitchu i Margholiashu temeljenom na matrici genetske udaljenosti (bootstrap
vrijednosti 75 % do 99 %). Ostale dvije skupine sastojale su se od kultiviranih, divljih i

,»hibridnih* genotipova koji su vidljivo odvojeni 1 prikazani u strukturi populacija (Slika 14).

Prema multicentri¢noj teoriji podrZzanoj analizom mikrosatelitnih biljega i rezultatima prijasnjih
istraZivanja izvorno divlje masline prisutne su u cijelom Mediteranu kao 1 kultivari nastali
udomacivanjem i selekcijom lokalnih divljih maslina (Breton i sur., 2006; Belaj 1 sur., 2007;

Klepo, 2014; Besnard i sur., 2016; 2018).

Bayesovska analiza populacijske strukture upucuje da su analizirani genetski skupovi prema
udjelu genoma svake jedinke potekle iz tri izvorna genetska skupa masline, odnosno izvornih
genetskih skupova divljih maslina (A), hrvatskih kultivara (B) i inozemnih kultivara (C).
Jedinke (genotipovi) iz ove disertacije, a koje nisu analizirane u doktorskoj disertaciji Klepo
(2014), pokazale su pripadnosti izvornim genetskim skupovima ve¢inom u skladu s prija$njim

istrazivanjem.

Istrazivanja temeljena na plastidnoj DNA i SSR biljezima potvrduju hipotezu o postojanju tri
genetska centra kultiviranih maslina zapadnog, srediSnjeg i istoénog Mediterana kao 1 dva
genetska centra divljih maslina zapadnog i isto¢nog Mediteranskog bazena (Besnard i sur.,

2001, 2013, 2018; Breton i sur., 2006; Belaj i sur., 2007, 2011; Diez i sur., 2015). Prema
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navedenom hrvatski kultivari pripadaju srediSnjem genetskom centru, a specificnost u broju
izvornih populacija i kompliciranost hipoteze o podrijetlu istih potvrdena je istrazivanjem Belaj
i sur. (2002) i doktorskom disertacijom Klepo (2014). Sli¢ni zakljucci i rezultati o velikom
broju izvornih genetskih skupova i podrijetlu autohtonih francuskih kultivara dobiveni su u
istrazivanju svjetske ex situ banke germplazme u Francuskoj. Razlozi su sli¢ni kao u slu¢aju
hrvatskih maslina, a pripisani su povoljnom zemljopisnom poloZaju za uzgoj gdje je doslo do
razmjene kultivara, klonske selekcije pa cak i selekcije sjemenjaka iz krizanja kultiviranih

maslina izmedu Pirenejskog i Apeninskog poluotoka (Khadari i sur., 2019).

Jedina analizirana populacija koja ni u ovom istrazivanju nema dominacije ni jednog izvornog
genetskog skupa kad se analizira svaka jedinka zasebno je P05 Peljesac. Cetiri jedinke pripadaju
izvornom skupu divljih maslina (A), sedam jedinki izvornom skupu kultivara (B), tri jedinke
izvornom skupu inozemnih kultivara (C) dok kod cetiri jedinke nema dominacije ni jednog
izvornog skupa (Q < 50 %) Sto upucuje na 'hibridnost' jedinki. Genotipovi divljih maslina bez
dominacije izvornih genetskih skupova dovode do zakljucka da su ti kultivari nastali spontanom

hibridizacijom kultivara i divljih maslina (Klepo, 2014).

Kultivari u ovom istrazivanju koji nemaju dominaciju ni jedne izvorne populacije su 'Piculja’i
'Canino'. Klepo (2014) je potvrdila kultivar 'Piculju’ kao specifican kultivar koji se vjerojatno
izdvojio iz populacije divljih maslina zbog poZeljnih agronomskih svojstava, te prema ovom i
prema prijasnjem istrazivanju pripada u divlje masline. Kultivar 'Mrcakinja' kod analize
hipoteza (K=2; K=3) pripada izvornom genetskom skupu divljih maslina (Q > 94 % 1 88 %), a
status kultivara, kao i kultivaru 'Piculja’, dodijeljen je vjerojatno na temelju agronomskih
svojstava obilne i redovite cvatnje te je uz kultivar 'Piculja’ jedan od opraSivaca 'Oblice’,
najzastupljenijeg kultivara u nasadima masline u Republici Hrvatskoj (Vlasi¢, 1980; Bakari¢,
2002; Striki¢ i sur., 2007, Vuletin Selak i sur., 2011). VaZnost opraSivaca u nasadima je vrlo
bitna iz razloga Sto je maslina (Olea europaea L.) biljna vrsta koja se opraSuje vjetrom i samo
djelomicno je samooplodna (Androulakis i Loupassaki, 1990; Cuevas i Polito, 1997; Lavee i

sur., 2002 ).
Vecina hrvatskih kultivara pripada izvornom genetskom skupu kultivara (B). Prema Klepo

(2014) izvorni genetski skup kultivara (B) moze biti genetski skup koji je nastao davnom

introdukcijom kultivara koji su medusobnim krizanjem stvorili veliki broj autohtonih kultivara.
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Hrvatski kultivari ‘Kamasa’, ‘Krivulja’, ‘Pujizica’, ‘Rosulja’, ‘Uljarica’, ‘Zuzorka’, ‘Istarska
crnica’, ‘Oleaster’, '‘Bjelica’ zastupljeni su s viSe od 70 % udjela genoma iz izvornog genetskog
skupa inozemnih kultivara (C). Kultivari 'Istarska crnica', 'Oleaster’, 'Uljarica’ pripadaju tipi¢no
mediteranskom skupu kultivara (Besnard i sur., 2013) dok se kultivar 'Uljarica' jo§ svrstao sa
skupinom turskih kultivara prema istraZzivanju Ercisli i sur., (2012). U izvorni genetski skup
inozemnih kultivara (C) pripao je prethodno pretpostavljeni ,,divlji* genotip BR 19, kultivar
'PeriSi¢eva mastrinka', "Koroneiki', 'Fasolino', 'Leccino', 'Taggiasca', 'Farga'i 'Ayvalik' (Q > 50
%). 'PeriSi¢eva mastrinka' smatra se jedinstvenim kultivarom za koju nije utvrdena srodnost ni
s jednim do sada istraZivanom genotipom te je vjerojatno nastao krizanjem izvornih divljih

maslina 1 kultivara (Klepo, 2014).

6.2. Morfometrijska mjerenja

Ucinkovitost Olea europeea da zastiti osjetljive izboje od Stetnih ucinaka visoke
koncentracije toksi¢nih iona mozZe biti posljedica umjerene dinamike rasta i smanjenog
transporta vode iz zone korijena s poviSenom koncentracijom NaCl tj. "niske strategije natrija",
(Chartzoulakis, 2005; Melgar i sur., 2006). Biljke izloZzene velikom nedostatku vode
uzrokovanog viskom soli (i osmotskom disbalansu) drasti¢no smanjuju ukupno usvajanje
ugljika, Sto zauzvrat znacajno smanjuje proizvodnju biomase (Tattini 1 Traversi, 2009). Ipak, u
promjenjivom slanom okruZenju na mediteranskim geografskim Sirinama, kasne ljetne i rane
jesenje padaline dopustaju biljci asimilaciju CO> i proizvodnju novog porasta (ukoliko su
temperatura zraka i sunCeva radijacija u optimalnim granicama) u znac¢ajnoj koli¢ini (Tattini i
Traversi, 2009). Nasuprot tome, osmotske komponente visokog saliniteta mogu biti manje
vazne za vecinu zimzelenih sklerofilnih biljaka, kao Sto je maslina koje su se razvile u uvjetima
suSnog stresa i nedostatka hranjivih tvari u tlu (zimzelene sklerofilne biljke imaju nasljedno
niske stope ukupne CO> asimilacije i proizvodnje biomase) (Bongi i sur., 1987; Gucci i Tattini

1997; Testi i sur., 2006).

U ovom istrazivanju, stres suSe induciran manitolom inhibirao je rast izboja i povrSine lista
masline u signifikantno veem razmjeru od stresa poviSenog saliniteta izazvanog s NaCl.
DosadaSnja istrazivanja pokazala su da biljke izloZene abiotskom stresu poviSenog saliniteta
prvo doZivljavaju vodni stres (tj. osmotsku fazu), uzrokujuci trenutno zaustavljanje i smanjenje
rasta biljke, a posljedica je povecana koncentracija soli izvan Kkorijena za S$to postoje

iznenaduju¢e malo genotipske razlike (Munns, 1993). Abiotski stres suSe uzrokovao je
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signifikantno smanjenje rasta izboja kod svih genotipova osim kod genotipa MLJ 29 (Slika 15).
Kultivari 'Koroneiki i1 'Oblica’ ofekivano su imali smanjene vrijednosti morfometrijskih
mjerenja, ali u vecini parametara vrijednosti nisu bile signifikantne. Sli¢ne rezulate navode
Bashir i sur., (2021) koji su kod otpornog kultivara 'Canino' i osjetljivog 'Sirole' utvrdili
redukciju rasta izboja ve¢ kod manje koncentracije NaCl (50 mM). Takav je rezultat, vrlo
vjerojatno, postignut zbog osmotske faze stresa za koji, kako je navedeno prije, nema
genotipske razlike. Sli¢ne rezultate zabiljezili su autori Perica i1 sur., (2008) gdje je ucinak
povisenog saliniteta bio linearan te je zabiljezeno kvadratno smanjenje rasta morfometrijskih
parametara. Autori navode da su Tattini i sur. (1992) predlozili obrnuto proporcionalnu vezu
izmedu tolerantnosti kultivara na salinitet i bujnosti biljke masline. Tvrdnja implicira da bujni
kultivari maslina imaju tendenciju brzeg rasta u po€etnim uvjetima poviSenog saliniteta Sto
rezultira poviSenim transportom Na* u izboje. Medutim u tom istrazivanju zabiljeZeno je da
redukcija rasta nije odredena samo prirodnom bujnoscu kultivara. Pri koncentraciji od 166 mM
NaCl kultivar 'Drobnica’ koji se odlikuje slabom bujnoSc¢u, imao je redukciju u teZini stabljike
sli¢no kultivaru 'Leccino' koji je prirodno najbujniji od kultivara koriStenih u istraZivanju.
Druga faza smanjenog rasta, za koju je potrebno vrijeme da se razvije povezana je s naprednim
starenjem liS¢a koje najduze transpirira. To je rezultat oStecenja biljnih stanica uzrokovanih od
strane Na* i CI” koji su se akumulirali u svim transpiriraju¢im listovima do prekomjerne razine
uzrokujuci preuranjeno odumiranje i smanjujuci fotosintetski kapacitet biljke na razinu koja ne
moZe podnijeti daljnji rast (Munns, 1993). U naSem istraZivanju kod standardnog kultivara
Leccino' oba tretmana su utjecala na nize vrijednosti kod ve¢ine morfometrijskih parametara.
Zabiljezeni rezultati u skladu su s prethodnim studijama gdje je kultivar 'Leccino' pokazao
najvecu redukciju rasta u usporedbi s drugim kultivarima (Perica i sur., 2008; Rossi i sur.,
2014). Oba tretmana negativno su utjecala na ve¢inu promatranih morfoloskih svojstava kod
grupe divljih maslina, a najosjetljiviji genotip unutar grupe bio je MLJ 25 (Slike 15-17). U
grupi hrvatskih kultivara, genotip MLJ 27 1 kultivar 'Pacica’ bili su pod signifikantnim utjecajem
oba tretmana za sve morfometrijske parametre, s tim da je tretman suSe imao signifikantno vec¢i
utjecaj. U grupi inozemnih kultivara 'Ayvalik' se u ovom istrazivanju pokazao kao kultivar
niskih vrijednosti morfometrijskih parametara u odnosu na druge genotipove i neovisno o
primjenjenom tretmanu, dok je za parametar suhe mase korijena (Tablica 13) imao vrijednosti
signifikantno poviSene u odnosu na kontrolni tretman. Razlog tomu su vjerojatno signifikantno
najveée zabiljezene vrijednosti relativnog sadrzaja iona Na* u korijenu medu svim
genotipovima (Slika 21). Sli¢ne rezultate za kultivar 'Ayvalik' zabiljezio je i Ayaz i sur. (2021)

u istraZivanju utjecaja povisenog saliniteta (100, 200, 300 mM NaCl) na morfometrijske i
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biokemijske parametre triju turskih kultivara maslina. U tom je istraZivanju utvrdeno da je
kultivar 'Ayvalik' akumulirao signifikatno poviSene vrijednosti manitola. S pretpostavkom da
je taj kultivar osjetljiv na abiotske stresove poviSenog saliniteta, autori su zakljucili da manitol
imao ulogu antioksidansa u tretmanu povisenog saliniteta. U naSem istraZivanju gdje smo susu
inducirali manitolom nismo zabiljezili pozitivne morfometrijske i biokemijske promjene koje
bi sugerirale da je manitol, za koji je poznato da djelomice moZe uc¢i u apoplast i simplast
korijena (Hohl 1 Schopfer, 1991), djelovao kao signalna molekula ili kao predkursor za odgovor
biljke na abiotski stres. No u nasem istrazivanju, unato¢ mogucnosti ulaska u stanice korijena,
manitol je dodavanjem u podlogu djelovao prije svega kao osmotik nakupljajuci se s vanjske

strane stanica korijena.

6.3. Sadrzaj iona u listu i korijenu masline

Nakon zavrSetka faze osmotskog stresa, sol se akumulira prvo u korijenu, zatim u
stabljici i u konacnici u listovima biljke, a toksi¢no djelovanje Na* i Cl" uzrokuje smanjenje
rasta svih organa biljke (Munns, 2002). Ako su Na* i CI" izdvojeni u vakuole stanice, ioni K* i
organska otapala trebaju se akumulirati u citoplazmi i organelima radi uspostave ravnoteze
osmotskog tlaka u vakuoli (Hasegawa i sur., 2000). Razlika izmedu uc¢inka NaCl i manitola na
rast maslina vjerojatno je povezana s razli¢itim osmotskim prilagodbama. Upotreba Na* i CI’
za osmotsku prilagodbu manje je energetski zahtjevna te isplativija od biosinteze organskih
otopljenih tvari, sve dok su ioni soli izdvojeni u vakuole stanice (Munns i sur., 2020). U ovom
istraZivanju akumulacija Stetnih iona Na* i CI" u signifikatno poviSenim razinama zabiljeZzena
je u listovima i korijenu kod tretmana povisenog saliniteta (Slike 18 i 19), dok oscilacije istih u
tretmanu suSe mogu biti povezane s koriStenjem vodovodne vode u nadopunjavanju tankova s
tretmanskim otopinama. Nakon izloZenosti poviSenom salinitetu, u listovima izboja
signifikantno najve¢a akumulacija Na* zabiljeZena je kod kultivara 'Oblica’. Suprotno svim
prethodnim studijama, (Tattini i sur., 1992., Perica i sur., 2008., Tattini i Traversi, 2009., Rossi
i sur., 2014) kultivar 'Leccino' zabiljeZio je niske, odnosno vrijednosti slicne kontrolnom
tretmanu, ovisno o promatranoj grupi signifikatno poviSene ali mnogo manje vrijednosti u
odnosu na ostale genotipove (Slika 18). U prethodnim istraZzivanjima najveca koli¢ina Na*
obicno je zabiljezena u listovima kultivara 'Leccino' u usporedbi s drugim sortama, medutim
kljucna razlika ovog istrazivanja od prethodnih je dulji vremenski period kojem su kultivari bili

izlozeni.
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Osobina genotipa kao razvijenost korijenovog sustava takoder ima znacajnu ulogu kod
otpornosti na abiotske stresove poviSenog saliniteta i suSe (Rossi i sur.,, 2014). Ranija
istrazivanja morfologije korijena i njegovo prirodno grananje sugeriraju usku kontrolu
usvajanja potencijalno toksi¢nih iona (Tattini i sur.,1997). Isti autori pretpostavljaju da veca
duzina korijena omogucava biljci da dosegne vece dubine tla koje sadrzi manju lokaliziranu
koncentraciju NaCl u odnosu na plitke slojeve tla gdje se primjerice ukorijenjuje kultivar
Leccino' . Da bismo izbjegli takvu genotipsku osobinu koja bi sigurno utjecala na rezultate u
relativno malom volumenu posude za uzgoj, biljke su posadene u smjesu visoko propusnog
anorganskog supstrata male mase prema volumenu (Poglavlje 4.3.), te su aklimatizirane
tijekom relativno dugog vremenskog perioda za ravnomjerno i dobro razvijeno korijenje. Prema
analizi iona u korijenu masline, isklju¢ivanje Na* iz korijena u najosjetljivije organe, listove
izboja, najucinkovitije je bilo kod kultivara Leccino' (Slika 19). Iako kultivar 'Oblica’ koristi
isti mehanizam otpornosti (Melgar i sur., 2009; Ferndndez-Escobar, 2019) na poviseni salinitet,
translokacija Na* iz korijena u listove izboje bila je viSestruko veca nego kod ostalih genotipova
(Slika 18 1 19). Ukoliko se poveze morfometrijski parametar duZine izboje (Slika 15) u kojem
je kultivar 'Oblica’ zabiljezio signifikantno najveéi rast od svih genotipova, mozemo
pretpostaviti da je rasporedivanje iona Na* u vakuole stanica listova izboja i korijena bilo
relativno ucinkovito te je posluzilo odrZzavanju osmotskog tlaka u stanicama. Kultivari
'Koroneiki'i 'Leccino' zabiljezili su najnize vrijednosti Na* u korijenu iako su bile signifikantno
poviSene u odnosu na kontrolni tretman. Kultivar 'Ayvalik' je nije zabiljeZio signifikantno
povecanje Na* u listovima izboja u odnosu na kontrolni tretman, dok su vrijednosti Na* u
korijenu bile najviSe medu svim genotipovima. Rezultate u skladu s ovim istrazivanjem
zabiljezio je Ayaz i sur., (2021) gdje je kultivar 'Ayvalik' zabiljeZio signifikantan porast
relativnog sadrzaja iona Na* u listu i korijenu. U naSem istrazivanju vrijednosti sadrzaja CI™ u
listovima izboja kod tog kultivara (iako signifikantno povecane u odnosu na kontrolni tretman)
bile su najniZe u promatranoj grupi, dok su vrijednosti CI” u korijenu bile najviSe u grupi .
Istrazivanja pokazuju da su masline, u usporedbi s Na*, manje osjetljive na CI~, koji opCenito
nije fitotoksic¢an za stabla masline (Tattini i sur., 1992; Melgar i sur., 2009). Ioni CI" vjerojatno
su pridonijeli osmotskoj prilagodbi, iako u manjoj mjeri od Na*. Kultivar 'Oblica’ istaknuo se
kao genotip sa signifikantno visokim vrijednostima iona Cl u listovima izboja, dok su viSe
vrijednosti zabiljeZene samo kod kultivara 'PeriSiceva mastrinka' 1 genotipa MLIJ 28.
Usporedbom rezultata ovog istraZivanja s kratkotrajnim izlaganjem s rezultatima istraZivanja s

dugotrajnim izlaganjem biljaka poviSenom salinitetu, pretpostavljamo da je vremenski period
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izlaganja klju¢ razli¢ite dinamike usvajanja iona soli, u ovim primjerima Na* i CI". Storey i
Walker (1999) zakljucili su da je odredenim genotipovima citrusa osjetljivim na poviseni
salinitet potrebno duZe vrijeme za akumulaciju iona Na® i Cl" do stabilne razine nego
genotipovima otpornim na poviSeni salinitet. To bi objasnilo ranu percepciju stresa kod
osjetljivijih kultivara kao sto je 'Leccino' koji je reagirao brzo smanjujuci intezitet rasta izboja
(Slika 15) i sprijeCio translokaciju Stetnih iona Na* u osjetljive listove izboja (Slika 18). Sli¢ni
rezultati zabiljeZeni su i kod grupe hrvatskih kultivara za genotipove MLJ 27, MLJ 29 i kultivar
"Pacica’ (Slika 18) te kod kultivara 'Ayvalik' u grupi inozmenih kultivara (Slika 18).

Osmotska prilagodba u listovima izboja maslina u uvjetima abiotskih stresa povisenog saliniteta
i suSe mogla se posti¢i i akumulacijom K* i Ca?*. ZabiljeZeno je da poviseni salinitet negativno
utjeCe na sadrZaj hranjivih tvari u glikofitnim usjevima, ukljuc¢uju¢i masline (Loupassaki i sur.,
2002; Fernandez-Escobar, 2019). To je potvrdeno rezultatima za sadrZaj iona listova izboja
masline, prvenstveno predstavnika osjetljivih maslina, kultivara 'Leccino’ (Tablice 15-18),
neovisno o promatranoj grupi. Kod kultivara 'Leccino’ vrijednosti K* i Ca** u tretmanu
povisenog saliniteta bile su u razini kontrolnog tretmana, asadrzaj K* je i u tretmanu suse bio u
razini kontrolnog tretmana. Standarni kultivari 'Koroneiki' i 'Oblica’ su imali signifikantno nize
vrijednosti K* i Ca?* u oba tretmana, s iznimkom sadrzaja K* u listu kultivara 'Oblica’ koji je
bio slican kontroli. Dobiveni rezultati su pokazali da je kultivar 'Leccino' mogao odrzavati
dovoljnu koncentraciju K* u citoplazmi stanica listova izboja u uvjetima oba stresa (Ragel i
sur., 2019). Sli¢ne rezultate zabiljeZio je i Ayaz i sur., (2021) gdje je relativan sadrzaj K* i Ca*
u listovima bio u razini kontrolnog tretmana. Genotipovi iz grupe divljih maslina LN 11 1 MLJ
25 te genotip PLJ 7 iz grupe hibridnih maslina jedini su imali signifikantno poviSene vrijednosti
Ca®* u tretmanu suse $to sugerira da imaju u¢inkovitije mehanizme usvajanja Ca** u uvjetima
suSe (Tablice 15-18). Tattini 1 Traversi (2009) izvijestili su da masline u tretmanu poviSenog
saliniteta dodatno opskrbljene Ca** pokazuju uéinkovitiju sposobnost translokacije Na* u izboje
biljke. To je u suglasnosti s dobivenim rezultatima za prethodno navedene masline divljeg i
hibridnog genotipa jer su u tretmanu povisenog saliniteta ti genotipovi ostvarili vrijednosti Ca**

sli¢ne kontrolnom tretmanu (Tablice 15-18).

Curenje kalija (KL) iz biljnih stanica Cesto se koristi kao pokazatelj oSte¢enja tkiva uzrokovanih
stresom S§to se odnosi na curenje K* i odredenih protuiona (Demidchik i sur., 2014). Nedavna

istrazivanja sugeriraju sudjelovanje ROS, posebice hidroksilnog radikala i vodikovog peroksida
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u aktivaciji proteinskih kanala za iznos K* iz stanice (Demidchik i sur., 2014). Signifikantno
povecana razina pojedinih biokemijskih pokazatelja i paralelno povecana vrijednost KL
zabiljeZena je kod kultivara 'Oblica’ (povecana aktivnost enzima SOD) u oba tretmana, genotipa
LN 11 (povecana aktivnost enzima SOD i GPOD) u tretmanu suse i kultivara 'Pacica’ (povecani
sadrzaj MDA 1 prolina) u tretmanu povisenog saliniteta. Kod ostalih genotipova koji su imali
poviSene vrijednosti KL moZe se pretpostaviti da su one rezultat povecanih koli¢ina
hidroksilnih radikala i vodikovog peroksida nastalih djelovanjem NADPH oksidaze ili nekog

drugog izvora (Baxter i sur., 2014).

Medutim, relativan sadrzaj K* u korijenu signifikantno se smanjio u gotovo svakom
promatranom genotipu neovisno o primjenjenom tretmanu osim kod kultivara 'Oblica’ u
tretmanu povisenog salinita (Tablice 19-22). U ovom istrazivanju genotip PLJ 18 iz grupe
divljih maslina jedini je imao signifikatno povecanu razinu K* u korijenu u tretmanu suse.
Smanjeni sadrzaj K* u korijenu neovisno o primjenjenoj koncentraciji zabiljezili su i Ayaz i
sur., (2021) u istraZivanju sa tri turska kultivara. Rezultati dobiveni u ovom istraZivanju mogu
implicirati da je ograni¢enje unosa K* iz tla, uzrokovano osmotskom komponentom stresa
(Wang i sur., 2013) zaustavljeno, i da je krenula faza ionskog stresa uzrokovana ionima Na* i
CI". Prema Tattini 1 sur. (2008), pretpostavljeno je da protonske pumpe u stanicama korijena
osjetljivijih kultivara funkcioniraju u znatno manjoj razini u odnosu na one u stanicama
otpornijih kultivara koje im omogucavaju da u uvjetima poviSenog saliniteta usvajaju znacajno
vece koli¢ine iona K* (Negrini i sur., 1994); Maathius i Amtmann, 1999); Blumwald i sur,.
2000); Tester i Davenport, 2003). Utvrdeno je da preferencijalna akumulacija toksi¢nih iona u
starijim listovima predstavlja jedan od mehanizama za sprjeCavanje prekomjernog
akumuliranja soli u mladim listovima izboja (Bongi i Loreto, 1989); Loupassaki 1 sur., (2002).
Najvece smanjenje sadrzaja K* u prethodno spomenutim istraZivanjima zabiljeZeno je upravo
u korijenu i starom li§¢u, $to upucuje na to da maslina moZe odrZati visoke razine K* u mladim
listovima te da moZe djelovati kao glavni monovalentni kationski osmotik u uvjetima
povecanog saliniteta. Smanjenje koncentracije iona K* u korijenu masline, $t je rezultiralo
niskim K* : Na* omjerom, moZe upucivati na mehanizam kojim biljka masline postiZe ionsku
ravnoteZu nakon primanja visokih koncentracija Na* u korijen. Ovaj mehanizam moze
ukljucivati povecane translokacije K* iz starog u mlado liS¢e (Marschner, 1995). Ranija
istrazivanja na maslini zabiljeZila su kako je osim korijena i stabljika vaZzno mjesto za
skladiStenje potencijalno toksi¢nih iona, prvenstveno za translokaciju Na* iz starih listova u

izboj (Tattini i sur.,1992; Tattini, 1994). Haimler i sur. (1995) i Rossi i sur. (2014) navode kako
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lipidna struktura korijenovih stanica ima klju¢nu ulogu izmedu unosa Na* u korijen i njegov

transport u izboj.

Vrijednosti iona Ca?* bile su poveéane ¢ak i signifikantno u tretmanu suse kod velikog broja
genotipova neovisno o promatranoj grupi. Tretman povecanog saliniteta djelovao je negativnije
na usvajanje iona Ca?" stoga su vrijednosti kod veéine genotipova sniZene, a rijetko
signifikantno povecane. Razlog tome je vjerojatno visoka koncentracija iona Na* koja istiskuje
Ca** iz veznih mjesta u plazmatskoj membrani s posljedi¢nim gubitkom K*: Na* selektivnosti
(Tablice 19-22). Ranija istraZivanja potvrdila su klju¢nu ulogu Ca>* u ograni¢avanju toksi¢nog
ucinka iona Na* na integritet plazmatske membrane u stanicama korijena. Povecanje omjera
Ca?* : Na* u vanjskoj otopini ublaZzava uéinke saliniteta na depolarizaciju i selektivnost
plazmatske membrane (Cramer, 2002). Oba tretmana imala su sli¢an utjecaj na usvajanje iona
Mg?* iako je kultivar 'Koroneiki' imao signifikantno poveéane vrijednosti u svim promatranim
grupama osim kod grupe divljih maslina u tretmanu suSe. Kultivari 'Pacica’, 'Ayvalik' te
genotipovi MLJ 271 BR 19 su takoder imali signifikantno povec¢ane vrijednosti tog iona u istom
tretmanu. Sli¢no kao i kod iona Ca?>* moZemo pretpostaviti da je doslo do antagonizma izmedu

iona Mg?* sa ionima K*, Ca®"i Na* (Lesi¢ i sur., 2004).

6.4. Biokemijske analize

U biljnim stanicama ROS nastaju kao potencijalno Stetni nusprodukt fotosintetskih i
respiratornih lanaca transporta elektrona. ROS se takoder mogu enzimski proizvesti razli¢itim
oksidazama kako bi posluzile kao signalne ili posrednicke molekule u metabolizmu, razvoju i
odgovorima na stres (Mittler i sur., 2011). Male koncentracije ROS mogu uzrokovati ekspresiju
odredenih gena ¢ime se mozZe sprjeciti peroksidacija lipida (Alscher i sur., 2002). Zasad nema
dokaza prilagodbe enzima na prisustvo soli tako da mehanizmi za uklanjanje/skladistenje soli
na stani¢noj razini ukljucuju zadrZavanje soli izvan citoplazme i akumulaciju u vakuoli stanice.
Da se to dogada u vecini vrsta pokazuju visoke koncentracije soli zabiljezZene u listovima biljaka
izloZenim koncentracijama od 200 mM NaCl koji joS§ uvijek funkcioniraju normalno , dok ¢e
iste vrijednosti NaCl u potpunosti potisnuti enzimsku aktivnost in vitro (Munns i sur., 1983).
Opcenito, Na* pocinje inhibirati enzime pri koncentraciji iznad 100 mM. Koncentracija kod
koje 1oni CI” postaju toksicni joS je manje definirana, ali je vjerojatno u istom rasponu kao kod

iona Na* (100 mM) (Hasegawa i sur., 2000).
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Opcenito, povecana aktivnost SOD je prva linija obrane od ROS, jer taj antioksidativni enzim
katalizira dismutaciju superoksidnih radikala uglavnom nastalih kao rezultat curenja elektrona
iz fotosintetskih i respiratornih transportnih lanaca elektrona do kisika (Sofo i sur., 2008).
Aktivnost enzima SOD bila je povecana kod kultivara 'Leccino’ i 'Oblice' te genotipa LN 11
kao odgovor na tretman poviSenog saliniteta, 1ako je viSa aktivnost uocena u tretmanu suse.
Medutim, jedini kultivar kod kojeg nije zabiljeZena povecana aktivnost je 'Koroneiki', dok je
kultivar 'Ayvalik' zabiljezio signifikantno najvecu aktivnost enzima SOD od svih ispitanih
genotipova (Slika 22). U istrazivanju Goreta i sur. (2007), rani odgovor kultivara 'Leccino' na
postupno povecanje saliniteta ukljuivao je poveCanu aktivnosti enzima SOD, koja se
smanjivala s produljenim izlaganjem poviSenom salinitetu. U toj studiji uoCen je inverzni
obrazac promjene aktivnosti SOD u odnosu na trajanje abiotskog stresa saliniteta otpornijeg
kultivara 'Oblica’, impliciraju¢i njezin ucinkovitiji mehanizam prilagodbe na poviSeni salinitet
u odnosu na kultivar 'Leccino'. Medutim, potrebno je napomenuti da bi se u srednjoro¢nim i
dugorocnim pokusima poviSenog saliniteta mogli pojaviti i drugi znakovi stresa, smanjujuci
aktivnost enzima SOD jer se vodikov peroksid dodatno razgraduje katalazom i peroksidazama

(Das i Roychoudhury, 2014).

Sli¢no kao 1 kod enzima SOD, povecana aktivnost enzima GPOD zabiljeZena je kod oba
tretmana, ali ne i kod svih grupa, te u znatno smanjenim vrijednostima ovisno o promatranom
genotipu (Slika 23). Genotipovi LA 13 i LN 11 su imali signifikantno ve¢u aktivnost enzima
GPOD u tretmanu suSe, Sto je u skladu s rezultatima enzima SOD. Kultivari 'Koroneiki',
'Leccino’ 1 'Oblica’ su imali signifikantno smanjenu aktivnost enzima GPOD neovisno o
promatranoj grupi i primjenjenom tretmanu. Smanjena aktivnost tog enzima zabiljezZena je i
kod kultivara 'Arbequina’ izloZena istoj koncentraciji soli primijenjenoj u ovom istrazivanju, ali
na dulji vremenski period (Del Buono i sur., 2021). Genotipovi MLJ 29, PLJ 7, kultivari
'‘Ayvalik'1 Piculja’ pokazali su signifikantno povecanu aktivnost enzima GPOD u oba tretmana
s tim da je kultivar 'Ayvalik' zabiljeZio povecanu aktivnost enzima SOD samo u tretmanu suse.
Bez obzira na povecanu aktivnost enzima SOD kod vecine genotipova u oba tretmana,
aktivnosti GPOD su bile smanjene kao i relativan sadrzaj MDA koji je kod vecine grupa slican
kontrolnom tretmanu. Iznimke u relativnom sadrzaju MDA su kultivari 'Ayvalik', 'PeriSiceva
mastrinka', 'Pacica’ te genotipovi MLJ 27, MLJ 29 1 PLJ 22 vec¢inom u tretmanu suSe (Slika 24).
Ayaz i sur., (2021) takoder su zabiljezili signifikantno vise vrijednosti MDA za kultivar

'Ayvalik' ali samo u tretmanu s najviSom koncentracijom od 300 mM NaCl i to nakon 15 dana
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trajanja eksperimenta. Ve¢ 30-tog dana eksperimenta vrijednosti su se signifikantno snizile u
odnosu na kontrolni tretman, pa moZemo pretpostaviti da su drugi enzimi, poput katalaze i
askorbat peroksidaze, mogli biti ukljuceni u detoksikaciju vodikovog peroksida. Do sli¢nih
zakljucaka su dosli Bashir i sur., (2021) koji su u svom istrazivanju primjenili razliCite
koncentracije soli (50, 100, 200 mM NaCl) s primarnom svrhom provjere ekspresije razlicitih
gena i alternativnih metabolizama masline in-vitro na sol osjetljivog kultivara 'Sirole' i na sol
otpornog 'Canino' te transgenetskih linija 'Canino AT17-1" i 'Canino AT17-2' u in vitro
uvjetima. Razli¢ite koncentracije NaCl nisu signifikantno utjecale na sve genotipove, dok je
transgenetska linija 'Canino ATI17-1' ve¢ u kontrolnom tretmanu imala 30 % poviSene
vrijednosti MDA u odnosu na otporni kultivar 'Canino'. Za razliku od ovdje prikazanih
rezultata, tretmani poviSenog saliniteta i suSe povecali su peroksidaciju lipida kod kultivara
'Chétoui' nakon 21 dana kod tretmana povisenog saliniteta i suse (Abdallah i sur., 2018). U tom
istrazivanju biljke su bile izlozene viSoj koncentraciji NaCl (200 mM), a stres suSe postignut je
reduciranim navodnjavanjem. Medutim redukcijom navodnjavanja kroz vrijeme trajanja
eksperimenta osmotski potencijal ne moze se kontrolirati ni odrzati na istoj razini $to je

vjerojatno moglo pridonijeti viSoj razini oksidativnog stresa.

Univerzalan odgovor stanice na vanjski osmotski potencijal je akumulacija metabolita koji
djeluju kao kompatibilni osmoliti, odnosno tvari koje nece inhibirati normalne metabolicke
reakcije. Organske tvari koje se naj¢eS¢e akumuliraju kod abioti¢kog stresa povisSenog saliniteta
su prolin i glicin betain, iako se i druge molekule mogu akumulirati pri niZim koncentracijama
soli (Hasegawa i sur., 2000). Osim $to djeluje kao izvrstan osmoprotektant, smatra se da prolin
tijekom stresa ima tri glavne uloge — moZe djelovati kao metalni kelator, kao antioksidans i1 kao
signalna molekula (Hayat i sur., 2012). U ocom istrazivanju razine prolina ostale su u razini
kontrolnog tretmana ili ¢ak smanjene kao odgovor na abiotske stresove u grupi hibridnih
maslina i svih standardnih kultivara. Sli¢ne rezultate izvijestili su Regni i sur. (2019), dok su
Ben Ahmed i sur. (2009.) utvrdili povecanje prolina u maslini izloZenoj poviSenom salinitetu.
Zanimljivo je da je vecina genotipova iz grupe divljih maslina, izuzev genotipa LA 13, imala
poviSenu koncentraciju prolina, te da su genotipovi MLJ 27, MLJ 29 i kultivar 'Pacica’ imali
podjednako povisene vrijednosti neovisno o primjenjenom tretmanu (Slika 25). Budu¢i da nije
mjeren sadrzaj prolina u korijenu maslina, ne moZe se sa sigurno§cu tvrditi da prolin ne djeluje
kao osmolit u stanicama korijena maslina. Medutim, zabiljeZene razine te aminokiseline u
listovima izboja ne podrzavaju njezinu ulogu kao glavnog osmolita u osmotskoj prilagodbi i

prilagodbi na solni stres. Bashir i sur. (2021) su zabiljezili poviSene razine prolina kod otpornog
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kultivara 'Canino' u odnosu na osjetljivi kultivar 'Sirole' kod kontrolnog tretmana. Pri niskim
koncentracijama od 50 mM NaCl, upravo je kultivar 'Sirole' imao viSu koncentraciju prolina, a
nakon primjene 200 mM NaCl sadrzaj prolina je bio ve¢i kod kultivara 'Canino' iako su
koncentracije bile signifikantno manje od kontrolnog tretmana. Do sli¢nog zakljucka dosli su
autori Sotiras i sur. (2016) koji su istrazivali utjecaj povisenog saliniteta (80 mM) na odredene
parametre ukljucujuci sadrzaj prolina i vodikovog peroksida u listovima trogodi$nje sadnica
neSpula (Eriobotry japonica Lindl.) u periodu od 81 dan. Rezultati su pokazali da se paralelno
s povecanjem koncentracije vodikovog peroksida povecava i sadrzaj prolina medutim ne u
dovoljnoj koli¢ini s obzirom da su dijelovi listova poceli nekrotizirati. Na temelju spomenutog
1 ovog istraZzivanja moglo bi se zakljuciti da sadrzaj prolina neovisno o duZini trajanja
eksperimenta ne moZe posluZiti kao pouzdani indikator razine stresa. Sli¢ni rezultaati utvdeni
su i ustrazivanju Ayaz i sur. (2021) u kojem su se vrijednosti prolina u listovima povecavale u
skladu s povecanjem koncentracije NaCl neovisno o promatranom genotipu. U tom je
istraZivanju zabiljeZeno da je za uoCavanje povecanja sadrZaja prolina iznimno bitno pracenje
njegovog sadrzaja tijekom prva dva tjedna izloZenosti stresu , budu¢i da sadrzaj te
aminokiseline moze signifikantno opadati duljim izlaganjem biljke stresu, a $to je uoceno i u
istrazivanju Goreta i sur. (2007). Prema rezultatima Bashir i sur. (2021) razine prolina mogu
jako varirati ovisno o tretmanu i genotipu te ukoliko se ne prati trend rasta/pada sadrZaja te
aminokiseline moze se donijeti krivi zaklju¢ak o prolinu i razini stresa kojeg je biljka prezivjela
kao i razinu stresa kojeg biljka trenutno prolazi. Ovisno o vremenu izloZenosti abiotskom stresu,
uloga prolina se viSe moZe promatrati kroz prizmu signalne molekule koja u kratkom vremenu
moze upucivati smanjuje li se ili raste koncentracija ROS u biljci (Bashir i sur. 2021), te na

temelju dodatnih indikatora stresa procijeniti realno stanje stresa.

Abiotski stres suse induciran manitolom je imao jac¢i u¢inak na fotosintetske pigmente, posebice
na sadrzaj klorofila a, svih genotipova maslina neovisno o grupi, nego stres poviSenog
saliniteta, (Slika 26). Osjetljivi kultivar 'Leccino’ je u tretmanu poviSenog saliniteta odrZao
vrijednosti klorofila i karotenoida u razini kontrolnog tretmana, $to je u suprotnosti s rezutatima
ostalih biokemijskih pokazatelja stresa. S druge strane, utvrdeno je za genotip MLJ 27 iz grupe
hrvatskih maslina koji je imao signifikantno smanjen sadrzaj svih fotosintetskih pigmenata u
tretmanu poviSenog saliniteta, da su ostali biokemijski pokazatelji bili na razini kontrolnog
tretmana (izuzev sadrZaja prolina koji je bio signifikantno poviSen). Medutim ukoliko se
promatraju i morfometrijski rezultati, zabiljezeno je da su oba genotipa zabiljeZila signifikantnu

redukciju duzine izboja (Slika 15), povrsine lista (Slika 16) i masu suhog izboja (Slika 17).
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Takvi rezultati nam sugeriraju da na redukciju biomase biljke ne utjeCe samo ostecenje
fotosintetskog sustava vec vjerojatno dolazi do ekspresije gena za pokretanje niza biokemijskih
reakcija kao odgovor na odredenu vrstu stresa. Ukoliko se sagledaju svi biokemijski parametri
ne samo u tretmanima abiotskog stresa ve¢ i i kod kontrole, moZemo zabiljeziti razliCite
vrijednosti enzima, aminokiselina i anorganskih iona za homeostazu biljnih stanica odredenog
genotipa. U istraZivanju Bashir i sur. (2021) takoder je zabiljeZen smanjen sadrZaj ukupnih
fotosintetskih pigmenata i karotenoida pod utjecajem soli. U navedenom istraZivanju
primjenjene su razliCite koncentracije soli (50, 100, 200 mM NaCl) s primarnom svrhom
provjere ekspresije razli¢itih gena i alternativnih metabolizama masline na sol osjetljivog
kultivara 'Sirole' i na sol otpornog kultivara'Canino' te transgenetskih linija 'Canino AT17-1'1
'‘Canino AT17-2". Rezultati fotosintetskih pigmentata pokazali su pad ukupnog sadrzaja
klorofila (a i b) i karotenoida neovisno o kultivaru i transgenetskoj liniji te je pad sadrzaja tih
pigmenata bio u korelaciji s povecanjem koncentracije NaCl. U tom je istraZivanju ukupni
sadrzaj klorofila 1 karotenoida bio najve¢i kod transgenetske linije 'Canino AT17-1' u
kontrolnom tretmanu, koji je nakon izlaganja koncentraciji od samo 50 mM NaCl zabiljeZio
drasti¢an pad, dok su na sol otporni kultivar '‘Canino’ i na sol osjetljivi kultivar 'Sirole' pratili
trend smanjivanja s povecanjem koncentracije soli. Premda, Iako kod osjetljivog kultivara
‘Sirole' u kontrolnom tretmanu su zabiljeZene signifikantno najniZe vrijednosti ukupnih
klorofila 1 karotenoida. Kako bi se pravilno tumacili rezultati fotosintetskih pigmenata, nuzno
je poznavati rezultate prijasnjih istrazivanja vezano uz osjetljivost kultivara na poviSeni salinitet
jer ve¢ niske koncentracije soli (50 mM NaCl) imaju signifikantan u¢inak na promjenu ukupnog
sadrZaja pigmenata. Rezultate suprotno ovom istrazivanju zabiljeZili su Abdallah 1 sur., (2018)
gdje je ukupni sadrzaj klorofila kod 7-mjese¢nog kultivara 'Chétoui' izloZen poviSenom
salinitetu (200 mM NaCl) i susi tijekom 21 dana bio sli¢an kontroli, dok su se ukupni
karotenoidi povecali. Medutim, u studiji Mousavi i sur. (2019.), dulje izlaganje (43 dana)
kultivara 'Koroneiki' abiotskom stresu povisenog saliniteta iste koncentracije (200 mM NaCl)
uzrokovalo je smanjenje sadrZaja klorofila, iako niZe koncentracije NaCl nisu utjecale na
njegove vrijednosti. Rezultati sadrzaja fotosintetskih pigmenata kao i sadrzaja aminokiseline
prolina dobiveni u ovom istraZivanju sugeriraju da fotosintetski pigmenti i prolin nisu pouzdani
pokazatelji stresa te da su potrebni dodatni podatci u svrhu §to preciznijeg odredivanja razine
stresa. Rezultati ovog 1 navedenih istraZivanja sugeriraju da odgovor masline na poviSeni
salinitet i suSu snazno ovisi o primjenjenoj tehnici izlaganja biljke poviSenom salinitetu (biljke

uzgajane u in vitro uvjetima brZze reagiraju na poviseni salinitet), genotipu, starosti biljke i
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vremenskom periodu uzorkovanja biljnog tkiva i trajanju izloZenosti stresu (Ferndndez-

Escobar, 2019; Bashir i sur., 2021; Henn i Damschen, 2021).
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7. ZAKLJUCCI

U zaklju¢cima su komentirani rezultati istrazivanja primjene abiotickih stresova izazvanih
povisenom koncentracijom soli i suSom kod 26 genotipova maslina podijeljenih u Cetiri grupe:
divlje masline (A), hrvatski kultivari (B), inozemni kultivari (C) i hibridne masline (D).
Standardni kultivari su potvrdili genotipske karakteristike i omogucili objektivnije tumacenje
rezultata usporedujuci grupe i pojedine genotipove unutar grupe. Na temelju dobivenih rezultata

moze se zakljuciti sljedece:

1. Analizom uzoraka 26 razlic¢itih genotipova (10 divljih 1 16 kultiviranih) maslina kroz
identifikaciju alela 12 SSR-lokusa te njihovom usporedbom s rezulatima ex situ
bankama germplazme masline IFAPA, WOGBM i FOGB utvrdeno je bogatstvo

germplazme hrvatskih autohtonih divljih i kultiviranih maslina.

2. Bayes-ovom analizom populacijske strukture potvrdeno je da su analizirani genetski
skupovi prema udjelu genoma (Q) svake jedinke potekle iz tri izvorna genetska skupa

masline: divljih maslina (A), hrvatskih kultivara (B) i inozemnih kultivara (C).

3. DuZinai suha masa izboja te povrSina lista signifikantni su pokazatelji razine stresa suse

kod analiziranih genotipova.

4. Obzirom na visok sadrzaj iona soli, Na* i CI" su u listovima izboja kultivara 'Oblica'
vjerojatno ukljuceni u odrzavanje osmotskog tlaka u stanicama jer usprkos visokim
vrijednostima tih iona (koji su najvjerojatnije skladiSteni u stani¢énim vakuolama) ostali
rezultati nisu upucivali na ozbiljnije znakove stresa. U ovom istraZivanju zbog kratke
izloZenosti relativno visokoj koncentraciji soli i manitola, osjetljivi i abiotskom stresu
podloZniji genotipovi imali su niZe razine usvojenih iona Na* i CI" u listovima izboja.
Hipoteza da je odredenim genotipovima osjetljivim na poviSeni salinitet potrebno duZe
vrijeme za akumulaciju Na* i CI" do stabilne razine nego genotipovima otpornim na
poviseni salinitet daje prihvatljivo objasnjenje rezultata koje su dobiveni usporedbom

ovog i istrazivanja s dugotrajnim izlaganjem stresu poviSenog saliniteta.

5. Cinjenica da je 'Leccino’ kao najosjetljivi kultivar usvojio najvise K+ i Ca?* u listovima

izboja u tretmanu poviSenog saliniteta, te da su genotipovi iz grupe divljih maslina LN
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11 i MLJ 25 te genotip PLJ 7 iz grupe hibridnih maslina jedini imali signifikantno
povisene vrijednosti Ca** u tretmanu suse, navodi na zakljuéak da je usvajanje Ca’*
energetski najucinkovitiji odgovor masline na abiotske stresove u kratkom vremenskom
razdoblju kako je navela i citirana literatura. Relativan sadrzaj K* u korijenu
signifikantno se smanjio u gotovo svakom promatranom genotipu neovisno o

primjenjenom tretmanu, $to oznacava da su svi genotipovi bili u odredenoj razini stresa.

Sto se tice biokemijskih pokazatelja, trend promjena u aktivnosti enzima SOD kao i u
sadrzaju klorofila a, sugerira da ti parametri mogu posluziti kao indikatori abiotskog
stresa poviSenog saliniteta a posebice stresa suSe. Aminokiselina prolin moze se
promatrati u kontekstu signalne molekule koja u kratkom vremenu moZe upucivati

smanjuje li se ili raste koncentracija ROS u biljci.

Genotipovi iz grupe divljih maslina LA 13 1 PLJ 18 te genotip iz grupe hibridnih maslina
PLJ 7 svojim kontinuirano zadovoljavaju¢im rezultatima morfometrijih mjerenja i
biokemijskih analiza, zasluZuju daljnja istrazivanja na bazi genotipske karakterizacije
kao Sto je veli¢ina, kvaliteta ploda te procjena radmana ulja jer ve¢ sada predstavljaju
vrijedni materijal za buduce oplemenjivacke programe. Autohtoni kultivar 'Oblica’
uspio se prilagoditi na sve uvjete abiotskih stresova poviSenog saliniteta i suSe, ne
naruSavajuc¢i dinamiku rasta usprkos povecanoj aktivnosti enzima antioksidacijskih
sustava. Inozemni kultivar 'Koroneiki' nije imao signifikantno povecanu aktivnost
antioksidativnih enzima kao ni akumulaciju osmolita $to odgovara navodima literature
da se radi o kultivaru koji je iznimno otporna na uvjete abiotskog stresa, na $to moZze

sugerirati 1 njegovo prirodno staniste.

Odgovor masline na poviSeni salinitet i suSu snazno ovisi o tehniCki ispravnoj i
kontroliranoj metodi izlaganja biljke poviSenom salinitetu i suSi, starosti biljke i
vremenskom periodu izloZenosti. MoZemo pretpostaviti da razliiti genotipovi
aktiviraju razli¢itu vrstu mehanizma obrane od akumulacije anorganskih iona do
antioksidativnih enzima i sinteze osmolita, pocevsi od energetski najmanje zahtjevnih.
Prema pregledu literature i rezultatima ove disertacije, ranije uzorkovanje biljnog tkiva
daje konkretnije rezultate biokemijskih paramatera koju mogu preciznije odrediti razinu

stresa od morfometrijskih mjerenja.
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9. Tumace¢i rezultate koji su signifikantno pridonijeli boljem razumijevanju otpornih i
osjetljivih genotipova moZze se predloziti buduc¢i protokol za selekciju velikog broja
genotipova u relativno kratkim eksperimentima s to¢no odredenim parametrima koji se

trebaju analizirati.
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9. SAZETAK

Genetska raznolikost divljih maslina nadmasuje onu pronadenu kod kultiviranih, a
bogatstvo germplazme kultiviranih maslina smatra se jedinstvenim slu¢ajem u hortikulturnoj
praksi. Pretpostavlja se da je razlog tome selekcija masline koje je neovisno zapoceta u svakom
naseljenom podrucju $to je rezultiralo velikim brojem kultivara, a moderni oplemenjivacki
programi osim kultivirane masline za istraZivanje 1 oplemenjivanje koriste i1 divlje masline
(Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris). Dugotrajne suse i smanjene koli¢ine padalina
postaje sve veci problem za prirodne ekosustave i usjeve zbog degradacije zemljiSta i procesa
dezertifikacije Mediterana kojem je dodijeljena titula ,,ZariSta klimatskih promjena‘. Maslina
se smatra srednje otpornom biljnom vrstom na susu i na poviSeni salinitet u tlu koje koje prinos
najvise ovisi o jesenskim/proljetnim padalinama c¢ija je znacajna uloga u ispiranju akumulirane
soli u dublje slojeve tla, $to biljci omogucuje novi sezonski porast. Abiotski stresovi poviSenog
saliniteta i dugotrajne suSe sve viSe postaju problemi u modernim nasadima, gustog sklopa, gdje
je evapotranspiracijska potraznja visoka i gdje se manje kvalitetna voda (bocata ili slana)
upotrebljava za navodnjavanje kao i koriStenje vodotopivih hraniva.

Genotipovi kultiviranih maslina (Olea europaea subsp. europaea var. europaea) prikupljeni su
u poljskoj kolekciji Instituta za jadranske kulture i melioraciju krSa na lokacijama Split i Kastel
Stari. Temeljem morfoloSkog vrednovanja veli¢ine lista i ploda, udaljenosti pronadenih jedinki
maslina od starih ili zapuStenih maslinika kultiviranih maslina, izdvojeni su pretpostavljeno
divlji genotipovi za testiranje njihove otpornosti na sol i susu. Za provedbu pokusa odabrano je
11 divljih genotipova i 15 kultivara maslina s podru¢ja Mediterana. Eksperiment je postavljen
u eksperimentalnom stakleniku IJK u Splitu po principu slu¢ajnog bloknog rasporeda u tri
ponavljanja s dva nivoa abiotickog stresa 1 kontrolnim tretmanom. Za izazivanje abiotickog
stresa poviSenog saliniteta primijenjena je krupna morska sol bez dodanog joda kako bi se
postigao tretman 150 mM/L NaCl-a, a tretman suse koncentracije od 300 mM/L iniciran je
upotrebom Secernog alkohola manitola u prahu. Tretmani su primijenjeni 18. lipnja 2019.
tijekom 21-og dana. Cilj istraZivanja je utvrditi utjecaj abiotic¢kih stresova poviSenog saliniteta
i suse na divlje i kultivirane masline te povezati morfoloske, fizioloSke i biokemijske promjene
uvjetovane stresom s potvrdenom genetskom specificnoS¢u kultiviranih i divljih maslina.

Istrazivanje je uspjeSno analiziralo uzorke 26 razlicitih genotipova divljih 1 kultiviranih maslina
1 identificiralo alele 12 SSR-lokusa. Prosjecan broj alela bio je 9,83 s tim da je kod DCA09
zabiljezena najveca vrijednost informacijskog sadrzaja polimorfizma te su analizirani

mikrosateliti bili visoko diskraminirajuc¢i. Mikrosatelitna raznolikost skupina divljih i
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kultiviranih maslina zabiljeZila je vece vrijednosti kultiviranih maslina za prosjec¢an broja alela
po lokusu kao i vec¢i broj jedinstvenih alela. Vece alelno bogatstvo te vrijednosti zapaZene i
ocekivane heterozigotnosti zabiljezene su kod skupine divljih maslina. Analiza molekularne
varijance zabiljezila je najvecu genetsku raznolikost unutar skupina divljih i kultiviranih
maslina i manju izmedu skupina. Izdvajanja dvije skupine isklju¢ivo kultiviranih maslina
zabiljeZzena je na nezakorijenjeno stablo po Fitchu i Margholiashu temeljenom na matrici
genetske udaljenosti, a ostale dvije skupine sastojale su se od kultiviranih, divljih i ,,hibridnih*
genotipova. Bayesovska analiza populacijske strukture upucuje da su analizirani genetski
skupovi prema udjelu genoma svake jedinke potekle iz tri izvorna genetska skupa masline;
divljih maslina (A), hrvatskih kultivara (B) i inozemnih kultivara (C).

Morfometrijski parametri duZina i suha masa izboja te povrSina lista signifikantni su pokazatelji
razine stresa suse kod analiziranih genotipova. S obzirom na visok sadrZaj iona soli, Na* i CI"
su u listovima izboja kultivara 'Oblica’ vjerojatno ukljuceni u odrzavanje osmotskog tlaka u
stanicama jer usprkos visokim vrijednostima tih iona ostali rezultati nisu upucivali na ozbiljnije
znakove stresa. Osjetljivi 1 abiotskom stresu podloZniji genotipovi imali su niZe razine
usvojenih iona Na* i CI" u listovima izboja. Relativan sadrzaj K* u korijenu signifikantno se
smanjio u gotovo svakom promatranom genotipu neovisno o primjenjenom tretmanu, Sto
ozna¢ava da su svi genotipovi bili u odredenoj razini stresa.. PoviSene vrijednosti Ca’" u
tretmanu suSe navode na zaklju¢ak da je usvajanje Ca’" energetski najucinkovitiji odgovor
masline na abiotske stresove u kratkom vremenskom razdoblju kako je navela i citirana
literatura. Trend promjena u aktivnosti enzima SOD kao i u sadrzaju klorofila a, sugerira da ti
parametri mogu posluZziti kao indikatori abiotskog stresa poviSenog saliniteta, a posebice stresa
suSe. Aminokiselina prolin moZe se promatrati u kontekstu signalne molekule koja u kratkom
vremenu moze upucivati smanjuje li se ili raste koncentracija ROS u biljci. Genotipovi iz grupe
divljih maslina LA 13 1 PLJ 18 te genotip iz grupe hibridnih maslina PLJ 7 svojim kontinuirano
zadovoljavaju¢im rezultatima morfometrijih mjerenja 1 biokemijskih analiza, zasluZuju daljnja
istraZivanja na bazi genotipske karakterizacije kao Sto je veli¢ina, kvaliteta ploda te procjena
radmana ulja jer ve¢ sada predstavljaju vrijedni materijal za buduce oplemenjivacke programe.
Autohtoni kultivar 'Oblica’ uspio se prilagoditi na sve uvjete abiotskih stresova povisenog
saliniteta i suSe, ne naruSavajuc¢i dinamiku rasta usprkos povecanoj aktivnosti enzima
antioksidacijskih sustava. Inozemni kultivar 'Koroneiki' nije imao signifikantno povecanu
aktivnost antioksidativnih enzima kao ni akumulaciju osmolita Sto odgovara navodima
literature da se radi o kultivaru koji je iznimno otporna na uvjete abiotskog stresa, na §to moze

sugerirati i njegovo prirodno staniSte. Mozemo pretpostaviti da razliiti genotipovi aktiviraju
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razli¢itu vrstu mehanizma obrane od akumulacije anorganskih iona do antioksidativnih enzima
1 sinteze osmolita, pocevsi od energetski najmanje zahtjevnih. Ranije uzorkovanje biljnog tkiva
daje konkretnije rezultate biokemijskih paramatera koju mogu preciznije odrediti razinu stresa

od morfometrijskih mjerenja.
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10. SUMMARY

The genetic diversity of wild olives exceeds that found in cultivated ones, and the
richness of the germplasm of cultivated olives is considered a unique case in horticultural
practice. It is assumed that the reason for this is the selection of olives that was started
independently in each populated area resulted in a large number of cultivars and modern
breeding programs. In addition to cultivated olives, also use wild olives (Olea europaea subsp.
europaea var. sylvestris) for research. Prolonged droughts and reduced rainfall are becoming a
growing problem for natural ecosystems and crops due to land degradation and the
desertification process of the Mediterranean, which has been awarded the title of "hotspot of
climate change". The olive is considered a medium-resistant plant species to drought and
increased salinity in the soil and yield depends mostly on the autumn/spring rainfall, which
plays a significant role in washing the accumulated salt into the deeper layers of the soil, which
helps the plant to grow a new season. Abiotic stresses of increased salinity and long-term
droughts are becoming troublesome problems in modern orchards with dense structures, where
the evapotranspiration demand is high and low quality water (brackish or salty) is used for
irrigation in combination with water-soluble fertilizers.

Genotypes of cultivated olives (Olea europaea subsp. europaea var. europaea) were collected
in the field collection of the Institute for Adriatic Cultures and Karst Reclamation in Split and
Kastel Stari. Supposedly wild genotypes were selected based on the morphological evaluation
of the size of the leaf and fruit, the distance of the found olive individuals from the old or
neglected olive groves of cultivated olives for testing their resistance to salt and drought. In
total an 11 wild genotypes and 15 olive cultivars from the Mediterranean region were selected
for the experiment. The experiment was set up in the experimental greenhouse of the IJK in
Split according to the principle of random block arrangement in three repetitions with two levels
of abiotic stress and a control treatment. To induce abiotic stress of increased salinity, coarse
sea salt without added iodine was applied to achieve a treatment of 150 mM/L NaCl, and a
drought treatment with concentration of 300 mM/L was initiated using powdered sugar alcohol
mannitol. The treatments were applied on June 18, 2019, during the 21 day. The goal of the
research is to determine the impact of abiotic stresses of increased salinity and drought on wild
and cultivated olives and to link the morphological, physiological, biochemical changes caused
by the stress with the confirmed genetic specificity of cultivated and wild olives.

The research successfully analyzed samples of 26 different genotypes of wild and cultivated

olives and identified alleles of 12 SSR-loci. The average number of alleles was 9.83, with
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DCAOQ9 having the highest value of polymorphism information content, and the microsatellites
analyzed were highly discriminating. Microsatellite diversity of wild and cultivated olive
groups recorded higher values of cultivated olives for the average number of alleles per locus
as well as a higher number of unique alleles. Higher allelic richness and values of observed and
expected heterozygosity were recorded in the group of wild olives. Analysis of molecular
variance recorded the highest genetic diversity within wild and cultivated olive groups and less
between groups. The separation of two groups of exclusively cultivated olives was recorded on
an unrooted tree according to Fitch and Margholiash based on the genetic distance matrix, and
the other two groups consisted of cultivated, wild and "hybrid" genotypes. Bayesian analysis of
the population structure indicates that the analyzed genetic sets according to the share of the
genome of each individual originated from three original olive genetic sets; wild olives (A),
Croatian cultivars (B) and foreign cultivars (C).

The morphometric parameters of shoot length and dry mass and leaf area are significant
indicators of the level of drought stress in the analyzed genotypes. Considering the high content
of salt ions, Na* and CI" in the shoot leaves of cultivar 'Oblica’ are probably involved in
maintaining the osmotic pressure in the cells because, despite the high values of these ions, the
other results did not indicate more serious signs of stress. Genotypes that are sensitive and more
susceptible to abiotic stress had lower levels of absorbed Na* and CI ions in shoot leaves. The
relative content of K* in the roots decreased significantly in almost every genotype observed,
regardless of the applied treatment, which indicates that all genotypes were in a certain level of
stress. The increased values of Ca?* in the drought treatment lead to the conclusion that Ca**
absorption is the most energetically efficient olive response to abiotic stress in a short period of
time as indicated by the cited literature. The trend of changes in SOD enzyme activity as well
as in the content of chlorophyll a suggests that these parameters can serve as indicators of
abiotic stress of elevated salinity, especially drought stress. The amino acid proline can be
viewed in the context of a signal molecule that can indicate in a short time whether the
concentration of ROS in the plant decreases or increases. Genotypes from the group of wild
olives LA 13 and PLJ 18 and the genotype from the group of hybrid olives PLJ 7, with their
continuously satisfactory results of morphometric measurements and biochemical analyses,
deserve further research based on genotypic characterization such as size, fruit quality and
assessment of radman oil because they already represent valuable material for future breeding
programs. The autochthonous cultivar 'Oblica’ managed to adapt to all conditions of abiotic
stresses of increased salinity and drought, without disrupting growth dynamics despite the

increased activity of antioxidant systems enzymes. The foreign cultivar 'Koroneiki' did not have
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a significantly increased activity of antioxidant enzymes or osmolyte accumulation, which
corresponds to the literature's claims that it is a cultivar that is extremely resistant to abiotic
stress conditions, as its natural habitat may suggest. We can assume that different genotypes
activate a different type of defense mechanism from the accumulation of inorganic ions to
antioxidant enzymes and osmolyte synthesis, starting with the least energetically demanding.
Earlier sampling of plant tissue gives more specific results of biochemical parameters that can

determine the level of stress more precisely than morphometric measurements.
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11. ZIVOTOPIS

Josip Tadi¢ roden je 11. travnja 1988. godine u Splitu. Nakon zavrSene Opce gimnazije
,» Vladimir Nazor* u Splitu, upisuje sveucilisni prediplomski studij Mediteranska poljoprivreda
u Splitu u sklopu Sveucilista u Zagrebu i Sveucilista u Splitu. Godine 2013. je isti studij zavrSio
s temom zavrSnog rada ,,Utjecaj cijepljenja plodovitog povréa na generativna i vegetativha
svojstva® stekavSi akademski naziv sveuciliSnog prvostupnika (baccalaurea) mediteranske
poljoprivrede te iste godine na Agronomskom fakultetu u Zagrebu upisuje diplomski studij
,,Ekoloske poljoprivrede i agroturizma*. Diplomirao je na temu ,,Utjecaj gnojidbe na dinamiku
rasta i prinos populacija luka* 2015. godine te stekao naziv magistra ekoloSke poljoprivrede i
turizma s velikom pohvalom (magna cum laude). Tijekom studiranja odradio je praksu u
Institutu za jadranske kulture i melioraciju krSa u Splitu, a na temelju akademskih uspjeha
osvojio je Rektorovu nagradu 2013. godine, te je bio stipendista Sveucilista u Zagrebu 2014. i
2015. godine u kategoriji izvrsnosti. Nakon zavrSenog fakultetskog obrazovanja dobio sam
priliku zavrsiti stru¢no osposobljavanje u tvrtki specijaliziranoj za proizvodnju sjemena povrca
,»Bejo Zaden*. U rujnu 2016. zaposljavam se na Institutu za jadranske kulture i melioraciju krsa
u Splitu na zavodu za Biljne znanosti kao doktorand. Iste godine upisujem poslijediplomski
interdisciplinarni sveuciliSni studij Molekularne bioznanosti, modul znanost o materijalima i

nove tehnologije.
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