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Sezam (Sesamum indicum L.) je rastlina iz druzine Pedaliaceae. Cenjena je
predvsem zaradi svojega kakovostnega in bogatega olja, razsirjena je tudi uporaba
celih semen. Genetska raznolikost akcesij sezama iz JV Evrope do sedaj Se ni bila
raziskana. Kot primerno orodje za tako Studijo pa se kazejo mikrosateliti. Gre za
tandemsko ponavljajoca se zaporedja DNA, pri katerih je enota ponovitve dolga od
2-8 bp. Z uporabo mikrosatelitnih molekularnih markerjev smo opravili analizo
genetske raznolikosti 51 pridobljenih genskih virov sezama. Podatke o
mikrosatelitih smo analizirali z razliénimi statistiénimi programi. Izracuni kazejo
solidni povpre¢ni vrednosti PIC (0,466) in He (0,518) Analizirali smo parne
primerjave genotipov in izrisali drevo standardnih genetskih razdalj med
populacijami. Ugotovili smo, da je akcesije iz bliznjih geografskih obmo¢ij mogoce
razvrstiti v skupine, vendar so v nekaterih primerih genetsko blizu akcesije, ki
izhajajo iz medsebojno oddaljenih obmocij. Drugi del naloge je bila analiza
morfoloSke raznolikosti. Mlade rastline smo presadili in prenesli v rastlinjak.
Ocenjevali smo jih po mednarodnih deskriptorjih. Sledila je obdelava podatkov z
racunalnisSkimi programi. Za numeri¢ne parametre ocene morfologije smo opravili
analizo variance. Pri veini parametrov smo ugotovili visoko stopnjo variabilnosti
med akcesijami in nizko znotraj akcesij. Nenumeri¢ni parametri, ki se ticejo
osnovne morfologije, kazejo majhno variabilnost, pri bolj specialnih pa je le-ta
viSja. Na osnovi podatkov analize morfologije izrisan dendrogram ima v primerjavi
z drevesom standardnih genetskih razdalj precej razlicno razporeditev akcesij.
Mantelov test kaZze Sibko povezavo med genetsko in morfolosko matriko (rxy =
0,132).
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Sesame (Sesamum indicum L.) is a plant of a Pedaliaceae family. It is appreciated
because of its oil quality and richness, and its whole seeds are widely used as well.
Microsatellites are repeating sequences of 2-8 base pairs of DNA. They can be used
as an effective tool in assessing the genetic diversity. This is the first study of
genetic diversity among sesame accessions from South-East Europe. In this thesis
we performed genetic analysis of 51 sesame accessions using microsatellite
molecular markers. Microsatellite data were analyzed by various computer
programs. Mean PIC value was 0,466 and mean He value was 0,518. We compared
genotypes and analyzed the matching pares. We also constructed the tree of genetic
relationships between populations using standard genetic distance. Accessions that
originate from neighboring geographic regions are mostly grouped together, but in
some cases geographically distant accessions are genetically very similar. The
second part of the thesis was morphological characterization. Young sesame plants
were transplanted and transferred to the greenhouse. We characterized plants using
international descriptors. Obtained data were again processed by computer
programs. Analysis of variance was performed on numerical descriptors. It mostly
showed high variation among populations and low variation within populations.
Non-numerical descriptors of basic morphology show low variability, while it is
higher in case of descriptors of more detailed features. Dendrogram constructed on
the base of processed data of morphological characterization shows quite different
distribution of populations than the tree of genetic relationships between
populations. Mantel test shows a weak correlation between morphological and
genetic matrix (rxy = 0,132).
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1UVvOD

Sezam (Sesamum indicum L.) je enoletna rastlina, ki spada v druzino Pedaliaceae. Velja za
najstarejso oljnico, saj jo ¢lovek goji ze vec kot 5000 let (Bisht in sod., 1998). Dandanes ga
gojijo predvsem v tropskih in subtropskih predelih sveta. Cenjen je zaradi svojega
kakovostnega in bogatega olja, katerega delez v semenih sezama dosega vrednosti do 60 %
(Pham in sod., 2010). Siroka pa je tudi uporaba celih semen.

Svetovna produkcija sezama je v letu 2011 po podatkih FAOSTAT-a znaSala cca 4,1
milijona ton, sezamovim poljem pa je bilo namenjenih dobrih 6,6 milijona hektarjev.
Ceprav Evropa ne pokrije niti desetinke odstotka svetovne produkcije, belezijo v Italiji
najvisjo donosnost na hektar v svetovnem merilu (FAOSTAT ..., 2013). V Sloveniji se
zaenkrat sezama prakti¢no ne prideluje.

Kljub temu, da se sezamovo seme pogosto uporablja kot sestavina mnogih prehranskih
izdelkov, najbolj obicajno kot posip krusnim izdelkom, je ve¢ji del pridelanega semena
usmerjen v produkcijo olja ali pa gre v mletje (Morris, 2002). Sezamovo olje vsebuje
veliko antioksidantov, kar med drugim podaljSuje rok njegove uporabnosti. Poleg tega pa
je bogato z mono in polinenasi¢enimi mas¢obnimi kislinami (Uzun in sod., 2008).
Sezamova moka pa je proteinsko bogata, pri cemer ima visoko vsebnost esencialnih
aminokislin metionina in triptofana, vsebuje tudi 10 do 12 % olj in trikrat ve¢ kalcija kot
mleko (Morris, 2002) in kot taka predstavlja zelo kvalitetno krmo za zivali. Potencialni
problem pri uporabi sezamovih semen, olja in moke pri ljudeh pa lahko predstavlja njihova
alergenost. Alergije na sezam so na sploSno v populaciji razmeroma redke a pogoste pri
ljudeh, ki imajo alergije na katere druge prehranske izdelke ali Zivila (Sicherer in sod.,
2010).

Ker so sezamova semena bogata z nenasi¢enimi masc¢obnimi kislinami ter vitamini in
minerali (npr. kalcij, magnezij, fosfor), sezamovo olje pozitivno vpliva na zdravje
(povezujejo ga z zmanjSanjem holesterola v krvi in krvnega tlaka ter koristnimi vplivi pri
zmanjSanju nastanka sr¢no-zilnih obolenj) in se uporablja tudi v farmacevtske namene.
Sezamovo olje poleg vitamina E vsebuje Se ve¢ pomembnih antioksidantov, kot sta
sezamin in sezamolin, ki pozitivno vplivata na tkivo v oksidativnem stresu (Morris, 2002).
Zato se je tudi samo sezamovo olje tradicionalno uporabljalo kot farmacevtski pripomocek
pri zdravljenju bolezni zob in dlesni ter koznih obolenj (Chakraborthy in sod., 2008).
Uporablja pa se ga tudi zgolj za spros¢anje kot masazno olje, in sicer v kozmetiki
(Anilakumar in sod., 2010).

Sezamovo olje se uporablja tudi v produkcijo barv, topil in mil (Bedigan, 2004). Zaradi
vsebnosti primernih aromatskih spojin sezamove cvetove koristijo pri produkciji parfumov
(Morris, 2002). Raziskave pa potekajo tudi v smeri uporabe sezamovega olja kot biogoriva
(Saydut in sod., 2008).
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Pri gojenju sezama je opaziti, da le-ta stimulativno deluje na mikrofloro v tleh, ob tem pa
vpliva na zmanjSanje populacij nekaterih nematod. Zaradi bogatega koreninskega sistema
je po Zetvi na polju prst bolj rahla, ostane pa tudi veliko koreninske biomase, ki pripomore
njenemu bogatenju (Hagan in sod., 1998).

Zaradi vseh svojih pozitivnih lastnosti ter svoje pomembne vloge na trgu se sezamu
namenja cedalje ve¢ znanstvenih S$tudij, Ki so nekoliko v zaostanku v primerjavi z
nekaterimi drugimi kmetijskimi rastlinami (npr. koruza, trta), kar bi morda lahko pripisali
dejstvu, da ima sezam v splosnem vecjo vlogo (po tradiciji uporabe kot tudi po pridelavi) v
tehnoloSko manj razvitem svetu. Vendar se, kot rec¢eno, tudi pri raziskavah sezama stvari
premikajo Cedalje hitreje. Tako so Wei in sod. (2011) Ze opravili obSirno analizo
sezamovega transkriptoma, Zhang in sod. (2013) pa so pred kratkim porocali o zagonu
projekta za pridobitev nukleotidnega zaporedja genoma sezama (Sesamum indicum L.).

Studije genetske raznolikosti so zanimive Ze same po sebi, saj nam njihovi rezultati dajejo
vpogled v pestrost in sorodnost preiskovanih organizmov oziroma osebkov, vendar imajo
te Studije seveda Se globlje pomene in vzroke. Genetska pestrost rastlin ima pomembno
vlogo pri trajnostnem razvoju in prehranski varnosti (Esginas-Alcézar, 2005), saj Ze sama
po sebi omogoca gojenje rastlin v prisotnosti razlicnih biotskih in drugih stresnih
dejavnikov. S pomocjo poznavanja genetske raznolikosti pa lahko pridelavo pridelkov
glede na okoljske dejavnike optimiramo, ali vsaj znatno izboljSamo. Tako se ta znanja
uporabljajo pri selekciji rastlin v Zlahtniteljskih programih za namene izboljSanja
rastlinskih sort.

Dele genomske DNA, na katerih se tandemsko ponavljajo 2-8 bp dolga zaporedja DNA,
imenujemo mikrosateliti. Zaradi razmeroma Siroke pojavnosti v genomih visjih
organizmov in relativno visoke mutacijske stopnje mikrosatelitov se le-te s pridom
uporablja kot molekularne genetske markerje, med drugim tudi za namene dolocanja
genetske raznolikosti genskih virov (Armour in sod., 1999).

Diverziteta se lahko okarakterizira tudi na podlagi morfologije s pomocjo morfoloskih
markerjev, ki so sicer obi¢ajno manj zanesljivi od genetskih, saj so vecinoma precej
odvisni od okoljskih dejavnikov in posledi¢no ne tako standardno enoznac¢ni. Vseeno pa z
morfolosko karakterizacijo pridobimo veliko koli¢ino uporabnih podatkov, s katerimi
lahko obogatimo podatke genetske karakterizacije in morda v zakljuckih pridemo korak
dlje. Take asociacijske Studije so zadnje Case vedno bolj pogoste (Wang in sod., 2012;
Iwata in sod., 2013) in Se posebej uporabne za Zlahtniteljske programe (Collard in Mackill,
2007).

Do sedaj so bile pri sezamu opravljene Studije genetske raznolikosti Stevilnih akcesij z
razli¢nih predelov sveta, predvsem Afrike in Azije. Podobna Studija na akcesijah sezama z
JV Evrope pa Se ni bila opravljena. Ob vse vecjih podnebnih spremembah se nakazuje
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moznost gojenja sezama tudi v naSih pridelovalnih razmerah, zato bi bilo s testiranjem
akcesij Jugovzhodne Evrope mo¢ dobiti sliko o primernosti njihovega gojenja v Sloveniji.

Cilji magistrske naloge so bili opredelitev genetske raznolikosti genskih virov sezama iz
JV Evrope s pomocjo mikrosatelitnih genetskih markerjev in morfoloska karakterizacija
taistih genskih virov. Nadalje je bil namen poiskati morebitne asociacije med pridobljenimi
podatki obeh analiz.

Delovne hipoteze, ki smo si jih pri tem postavili, so bile:

e Na podlagi morfoloskih in genetskih markerjev bo mogoce akcesije razvrstiti (v
skupine).

e Velika morfoloska in genetska variabilnost.

e Akcesije, ki izhajajo iz geografsko bolj oddaljenih obmocij, se bodo genetsko bolj
razlikovale.

e Razvr$¢anje akcesij v podobne skupine na podlagi mofoloskih in genetskih
podatkov.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 SEZAM

2.1.1 Taksonomija

Sezam (Sesamum indicum L.) spada v druzino Pedaliaceae, ki je razmeroma majhna, saj
vsebuje 16 rodov in znotraj njih 60 rastlinskih vrst (Ellis in sod., 1985).

Rod Sesamum sestavlja ve¢ vrst, od katerih je najbolj razSirjena prav Sesamum indicum L.
(Ashri, 1998). Kobayashi in sod. (1990) navajajo, da je bilo sicer v rodu Sesamum
identificiranih 36 vrst, od katerih je bilo 22 najdenih v Afriki, 5 v Aziji, ostale pa po drugih
predelih sveta.

Glede na citogenetiko so vrste rodu Sesamum razdeljene na tri skupine. V prvi, kjer 2n
predstavlja 26 kromosomov, so poleg vrste Sesamum indicum L. Se S. alatum, S. capense,
S. malabaricum, v drugi skupini, za katero velja 2n = 32 so vrste S. prostratum, S.
laciniatum, S. angolense, S. angustifolium, S. latifolium v tretji skupini, kjer je 2n = 64 pa
je npr. vrsta S. radiatum. Predvsem zaradi razlik v Stevilu kromosomov med temi tremi
skupinami je medvrstno kriZzanje precej omejeno, kar oteZuje prenos Zelenih lastnosti, kot
so odpornost na suso, Skodljivce in bolezni iz divjih sorodnikov na gojeni sezam (Sesamum
indicum L.) s pomoc¢jo medvrstnega krizanja (Descriptors ..., 2004).

2.1.2 lzvor

Glede geografskega centra izvora sezama se kot najverjetnejSi kazeta dve tezi. Prva
predpostavlja izvorni center v vzhodni Afriki, saj je v tej regiji endemi¢nih najve¢ divjih
sorodnikov sezama (Nayar in Mehra, 1970), druga predpostavka pa govori o centru izvora
na indijski podcelini (Bedigan in Harlan, 1986), kjer naj bi sezam tudi prvi¢ udomacili. Na
obmocju danasnjega Pakistana so namre¢ nasli ostanke zoglenelih semen sezama, starih
okoli 5000 let (Tengberg, 1999). Z indijske podceline naj bi sezam kasneje tudi razSiril po
sosednjih geografskih obmocjih (Bedigan, 2004). Danes se ga Siroko goji predvsem za
namene pridobivanja olja v Indiji, na Kitajskem, v Koreji, Turciji, na Japonskem in
Tajskem, nekaj pa tudi v juznejSih evropskih drzavah (Italija, Makedonija, Grcija)
(FAOSTAT ..., 2013).

2.1.3 Morfologija

Morfologija sezama je glede na sorto in okoljske pogoje lahko zelo raznolika. Gre za
enoletnice z rastno dobo od 70 do 150 dni (Ashri, 1998). Visina rastlin je obi¢ajno med 0,5
m in 1 m, nekatere sorte pa lahko zrastejo tudi do 2 m. Nacin rasti rastlin je v vecini
primerov nedeterminanten (glavni poganjek raste neomejeno, se pravi, da se njegova rast
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ne konca s cvetom), ¢eprav se najdejo tudi sorte z determinantnim tipom rasti. Cvetovi
zvonaste oblike, ki se razvijejo pri 6 do 8 tednov starih rastlinah so lahko beli ali pa
obarvani prek roznatih do vijoli¢nih ali celo rde¢ih odtenkov (Descriptors ..., 2004).
Sezam je sicer samoprasnica, vendar opazen nivo navzkrizne opraSitve variira na zelo
Sirokem obmoc¢ju od prakticno 0 pa tudi do 50 odstotkov (Bedigan in sod., 1986). Po
uspesni oprasitvi se ¢rna, rjava ali bela semena razvijejo v kapsulah, ki se ob primerni
zrelosti odprejo (Ashri, 1998).

Slika 1: Rastline sezama
A - rastline sezama med cvetenjem, B — cvetova sezama, C — semenski kapsuli
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2.1.4 Pogoji rasti

Sezam najbolje uspeva v okoljih tropskega in subtropskega podnebnega pasu. Raste na ve¢
tipih tal, najbolje na dobro dreniranih, zmerno gnojenih s pH med 5.5 in 7.0. Sicer je sezam
precej odporen na suso in vroc¢ino (Ashri, 1998) po drugi strani pa ima zanimivo nizko
toleranco na sol (Maas, 1993). Kljub temu ima vlaga velik pomen v ¢asu sajenja in pred
cvetenjem, poleg tega pa je obcutljiv na preve¢ mokre pogoje (Sesame ..., 2012).

2.2 MIKROSATELITI

Mikrosateliti predstavljajo enega od treh razredov satelitne DNA, ki je sestavljena iz
tandemsko ponavljajocih se zaporedij DNA, ki so v Stevilnih kopijah prisotna v genomu
vi§jih organizmov. Glede na dolZino ponovitve so ta zaporedja razporejena v naslednje
razrede:

e sateliti (enota ponovitve dolga nekaj tiso¢ baznih parov),
e minisateliti (enota ponovitve daljSa od 10 bp),
e mikrosateliti (enota ponovitve dolga od 2—-8 bp) (Armour in sod., 1999).

Skozi zgodovino so se za mikrosatelite pojavila Se nekatera imena, uveljavile so se
predvsem njihove krati¢ne razli¢ice med drugim: SSRs — angl. short sequence repeats
(enostavna zaporedja), STRs — angl. short tandem repeats (kratke tandemske ponovitve) in
VNTRs - angl. variable number of tandem repeats (spremenljivo Stevilo tandemskih
ponovitev) (Stajner, 2010).

Mikrosatelite lahko razdelimo na popolne (so sestavljeni samo iz enega motiva osnovne
ponovitve, ki se ponavlja brez prekinitve, npr: ctctctctctctctctctct), nepopolne (pri teh ena
ali ve¢ ponovitev vsebuje bazo, ki ne odgovarja osnovhemu motivu ponovitve, npr.
ctctetctctgtctct), prekinjene (ki vsebujejo krajSo insercijo baznih parov, ki se ne ujemajo z
osnovnim motivom ponovitve, npr. ctctctetctctgggcetcetetctet) in sestavljene (ti vkljucujejo
dva ali ve¢ mikrosatelitov, ki pa se med seboj razlikujejo po tipu ali motivu ponovitve, npr.
ctetctctgatgatgatgat) (Stajner, 2010).

Mikrosateliti nastanejo iz regij prikritih zaporednih ponovitev (angl. cryptic simplicity). S
slednjim izrazom oznaCujemo predele DNA, kjer so razli¢ni enostavni ponavljajoci se
motivi DNA zaporedij prisotni v nadpovpre¢ni meri (Tautz in sod., 1986, cit. po Stajner,
2010). Do medsebojne variabilnosti pri mikrosatelitih ve¢inoma pride zaradi zdrsa DNA
polimeraze in posledi¢no nepravilnega parjenja med replikacijo (SSM - slipped strand
mispairing) (Levinson in Gutman, 1987, cit. po Stajner, 2010) ter nepopolnega DNA
replikacijskega popravljalnega mehanizma (Strand in sod., 1993, cit. po Stajner, 2010).
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2.2.1 Mikrosatelitni markerski sistem

Mikrosateliti se izkazejo za dobre genetske markerje, saj so mikrosatelitni lokusi v
evkariontskih genomih dokaj Stevilni, visoko polimorfni in razmeroma enakomerno
razporejeni po genomu (Oliveira in sod., 2006). Poleg tega so mikrosatlelitni markerji
visoko informativni (so kodominantni markerji), lokusno specifi¢ni in u¢inkoviti (mozZnost
multipleks PCR (Merdinoglu in sod., 2005)), metodolgija uporabe pa je enostavna (Selkoe
in Toonen, 2006).

Problematicen je predvsem razvoj mikrosatelitnih markerjev, saj je drag, dolgotrajen in v
primeru vec¢ vrst lahko tudi neuspesen (Selkoe in Toonen, 2006).

Zaradi svojih lastnosti se mikrosatelitni markerji s pridom Siroko uporabljajo pri
populacijskih Studijah, genskem mapiranju, sorodstvenih Studijah v rastlinski (Biton in
sod., 2012) in Zivalski genetiki (Chistiakov in sod., 2006) pa tudi v forenziki (Montinaro in
sod., 2012).

2.2.2 Problema nictih alelov in homoplazije

Iz same narave mikrosatelitov izhajata pojava nictih alelov in homoplazije, ki sta do neke
mere problematic¢na, saj lahko privedeta do napaéne interpretacije rezultatov mikrosatelitne
analize (Stajner, 2010).

V obrobnih regijah mikrosatelitskih lokusov so mutacije pogoste (Orti in sod., 1997), kar
ima lahko za posledico nastanek nictih alelov. To so aleli, ki se pri verizni reakciji s
polimerazo ne namnoZzijo. Gre za to, da zaradi substitucij, insercij in delecij v obrobnih
regijah mikrosatelita zacetni oligonukleotidi ne prepoznajo mest prileganja in reakcija ne
poteCe. Pride do lazne smrti mikrosatelita oziroma do nastanka ni¢tega alela (Callen in
sod., 1993).

Mikrosateliti so obi¢ajno na osnovi razli¢ne strukture in zgodovine nastanka razlicno dolgi,
vendar pa obstajajo tudi aleli enake dolzine, ki so strukturno in evolucijsko popolnoma
razli¢ni. Ta pojav imenujemo homoplazija. Na genskem nivoju je homoplazija torej pojav,
ko sta dva alela identi¢na po svoji pojavni obliki (dolzini), ne pa tudi po izvoru (Estoup in
sod., 1999). Problem je v tem, da se variabilnost mikrosatelitov obi¢ajno vrednoti po
dolZinah namnozenih PCR produktov. Tako lahko gre pri alelih enake dolZine bodisi za
homoplasti¢ne, bodisi za homologne alele, kar iz same dolzine ni mo¢ razbrati. Seveda pa
je pri potencialni zamenjavi pojava interpretacija rezultatov napa¢na (Stajner, 2010).
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2.2.3 Uporaba mikrosatelitninh markerjev pri rastlinah

Med klasi¢ne primere kori§¢enja mikrosatelitnih markerjev pri preucevanju rastlin spadajo
uporabe v namene identifikacije sort (Ahmad in sod., 2004; Mackay in sod., 2008), ocen
genetske variabilnosti (Gaudeul in sod., 2004; Flajoulot in sod., 2005) in sorodstvenih
odnosov (He in sod., 2003; Biton in sod., 2012), koristni so za pomo¢ pri upravljanju in
ravnanju z genskimi viri v genskih bankah (Spooner in sod., 2005; Dixit in sod., 2005),
uporabljajo pa jih tudi za kartiranje genomov (Kenis in Keulemans, 2005; Varshney in
sod., 2005) in kot pripomocek za potrebe Zlahtniteljskih programov (Van Inghelandt, 2010;
Jenkins in sod., 2012).

2.3 DOSEDANJE GENETSKE ANALIZE SEZAMA

Kljub svetovno precejSnji pomembnosti sezama kot kmetijske rastline je objav o Studijah z
molekularnimi markerji pri sezamu manj kot bi morda pricakovali. Za¢nejo se s porocili o
RAPD (angl. random amplified polymorphic DNA) markerjih (Bhat in sod., 1999),
nadaljujejo z objavami o ISSR (angl. inter simple sequence repeats) (Kim in sod., 2002) ter
kon¢ajo pri AFLP (angl. amplyfied fragment length polymorphism) (Laurentin in
Karlovsky, 2006) in mikrosatelitnih markerjih (Dixit in sod., 2005). Zaporedje porocil je
na nek nacin logi¢no, saj je za RAPD tehniko znacilna razmeroma nizka cena razvoja,
vendar je pri RAPD markerjih vprasljiva ponovljivost rezultatov, problem, ki ga odpravijo
AFLP markerji. Tudi mikrosatelitni markerji imajo visoko ponovljive rezultate in so zaradi
lastnosti, ki so omenjene v prejsSnjih odstavkih, Siroko uporabni, a je njihov razvoj drag in
zahteven (Schlotterer, 2004).

2.3.1 Studije z RAPD markerji

V Studiji, ki so jo objavili Ercan in sod. (2004), se je z uporabo RAPD markerjev pri
analizi turskih sezamovih akcesij izkazalo, da so DNA markerji bolj senzitivni na
variabilnost v povezavi z geografskim izvorom kot alocimski markerji. RAPD analiza je
odkrila visoko stopnjo variabilnosti z uporabo omejenega Stevila zacetnih
oligonukleotidov, kar, kot menijo Ercan in sod. (2004), kaze na moznost uporabe RAPD
tehnike za prouCevanje sistematike sezama za potrebe genskih bank in uc¢inkovito selekcijo
starSevskih rastlin v Zlahtniteljskih programih.

Do podobnih zakljuc¢kov o visoki variabilnosti, ki jo je mogoce zaobjeti z uporabo
omejenega Stevila zacetnih oligonukleotidov, so z enako metodo prisli tudi Abdellatef in
sod. (2008) pri Studiji sudanskega sezama, pri tem pa izpostavili tudi potrebo za razvoj
novih markerjev, kot so mikrosateliti.

Tabatabaei in sod. (2011) so z uporabo RAPD tehnike analizirali iranske akcesije sezama.
Poleg genetske analize pa so akcesijam, vkljuéenim v S$tudijo, okarakterizirali tudi
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morfoloske, fenoloSke in reproduktivne lastnosti. Pri primerjavi med rezultati genetske
analize in morfoloSke karakterizacije porocajo o opaZeni korelaciji, ki pa je Sibka.

2.3.2 Studije z AFLP markerji

V skladu z ugotovitvami, ki so jih podali Ercan in sod. (2004) v prej omenjeni RAPD
analizi turSkega sezama in Tabatabaei in sod. (2011), ki so proucevali iranski sezam, so Ali
in sod. (2007) pri AFLP analizi 96 sezamovih akcesij z razli¢nih delov sveta ugotovili, da
med skupinami, ki so jih formirali na podlagi AFLP vzorcev in njihovim geografskim
poreklom v veéini primerov obstaja povezava, prav tako pa so nasli povezavo tudi med
AFLP vzorci in morfoloskimi karakteristikami akcesij, kot so vejanje, Stevilo cvetov, tip
kapsule in barva semenske ovojnice.

V nasprotju z njimi Laurentin in Karlovsky (2006) pri analizi indijskih, afriskih, kitajskih,
korejskih in japonskih akcesij sezama z AFLP markerji nista naSla posebne povezave med
geografskim poreklom akcesij in njihovimi AFLP vzorci.

2.3.3 Studije s SSR markerji

Dixit in sod. (2005) so prvi porocali o razvoju mikrosatelitnih markerjev pri sezamu, ki so
jih razvili za potrebe Korejske genske banke. Podatkov o nukleotidnem zaporedju genoma
Se ni, se pa kazejo premiki. Konec januarja letos je namre¢ iz§lo porocilo o formiranju
delovne skupine, katere cilj je pridobiti in urediti nukleotidno zaporedje genoma sezama
(Sesamum indicum L.) (Zhang in sod., 2013). Zato so Dixit in sod. (2005) za izdelavo
zaCetnih oligonukleotidov uporabili zaporedja DNA iz genomskih knjiznic, obogatenih z
mikrosateliti.

Drugacen pristop so uporabili Wei in sod. (2008), ki so mikrosatelitne markerje pri sezamu
razvili na podlagi dostopnih podatkov o nukleotidnih zaporedjih, ki jih imenujemo oznake
izrazenih zaporedij, ali s kratico EST (angl. Expressed sequence tags), ki so zaporedja
pridobljena z enkratnim dolo¢anjem nukleotidnega zaporedja (angl. single pass
sequencing) knjiznic cDNA (angl. complementary DNA).

2.4 VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO

MiIkrosatelite se iz genoma lahko izolira z namnoZzitvijo znanih lokusov z verizno reakcijo
s polimerazo (PCR - angl. polymerase chain reaction). Le-ta predstavlja eno
najpomembnejSih tehnik na podro¢ju molekularne biologije. 1znasel jo je Kary Mullis leta
1983 in po optimizaciji metode z uporabo termostabilne Taq polimeraze je verizna reakcija
s polimerazo dramati¢no pospesila napredek pri Studijah genov in genomov. Sledile so Se
Stevilne izvedbe ter aplikacije, ki temeljijo na tej metodi (McPherson in Mgller, 2006).
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Pri verizni reakciji s polimerazo, ki navadno poteka v PCR tubici, so potrebni naslednji
reagenti:

e matricna DNA, ki vsebuje tar¢no regijo DNA, ki jo zelimo namnoZiti,

e zacetna oligonukleotida, ki sta komplementarna na 3' konca verig tarne regije
DNA,

e Tag polimeraza ali druga temperaturno obstojna DNA polimeraza — v vsakem ciklu
sintetizira DNA molekulo od mesta naleganja zacetnih oligonukleotidov,

e dioksinukleotid tirfosfati (ANTPs) — so gradniki DNA molekule,

e reakcijski pufer — vzdrZuje ustrezen pH za potek reakcije,

e divalentni kationi, obicajno magnezijevi (dodajo se kot MgCl,) — delujejo kot
kofaktorji encimu polimerazi,

e dvakrat destilirana ali deionizirana voda — nudi reakcijsko okolje (McPherson in
Magiller, 2006).

Verizno reakcijo s polimerazo v osnovi sestavljajo tri stopnje, ki se ponavljajo:
denaturacija, naleganje zacetnih oligonukleotidov in podaljSevanje DNA. V prvi stopnji se
uporabi visoka temperatura (obicajno 94-95 °C), da pride do denaturacije (razdvojitev
verig dvovija¢ne) DNA. Nato se pri drugi stopnji reakcije temperatura spusti, in sicer do
temperature, ki je primerna za naleganje para zacetnih oligonukleotidov na matricno DNA
(gre za parjenje baz komplementarnih zaporedij). Izbira primerne temperature naleganja
(obicajno okrog 55 °C) je pomembna za zagotovitev specificnosti reakcije (vi§ja kot je
temperatura naleganja, bolj je reakcija specificna). Za tretjo stopnjo, torej podaljSevanje
oziroma sinteza DNA na tar¢nem mestu, ki ga dolocata zacetna oligonukleotida, pa se
temperatura dvigne in prilagodi optimumu za delovanje DNA polimeraze v reakciji
(obicajno na 72 °C) (McPherson in Mgller, 2006).

Stopnje se pri reakciji ciklicno ponavljajo, pri ¢emer pri vsakem naslednjem ciklu na novo
sintetizirane DNA molekule nato predstavljajo matrice za pomnoZevanje, zato le-to poteka
eksponentno (McPherson in Mgller, 2006).

2.4.1 Ekonomi¢no fluorescentno oznacevanje PCR — produktov

Obicajno se torej pri verizni reakciji s polimerazo uporabi dva (t. i. »forward« in
»reverse«) zaCetna oligonukleotida. Pri tem se lahko zacetne oligonukleotide oznaci s
fluorescentnimi znackami, s pomocjo katerih se nadalje s fragmentno analizo lahko izmeri
dolZzina namnoZenih fragmentov, kar je bistvena informacija pri genotipizaciji.
Fluorescentna barvila so razmeroma draga, upostevati je potrebno predvsem to, da dolo¢en
fluorescentno oznaceni oligonukleotid lahko uporabimo zgolj pri namnozevanju zanj
specificnega lokusa in tako so morebitni preostanki za druge reakcije neuporabni. Zato je z
motivom povecanja ekonomicnosti pri fluorescentnem oznac¢evanju PCR produktov
Schuelke (2000) predlagal novo metodo z uporabo univerzalnega fluorescentno
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oznacenega M13(-21) zaCetnega oligonukleotida. V tem primeru v reakciji tako nastopajo
trije zacetni oligonukleotidi (poleg obicajnih »forward« in »reverse« se MI13(-21)
oligonukleotid). Pri tem ima »forward« zaéetni oligonukleotid na 5' koncu rep z M13(-21)
zaporedjem, ki v drugem delu reakcije ob modifikaciji temperature omogoci, da vlogo
»forward« zaCetnega oligonukleotida prevzame univerzalni fluorescentno oznaceni M13(-
21) zacCetni ologonukleotid. Podrobneje na sliki 2 in v poglavju Materiali in metode.
Stroski fluorescentnega oznacevanja se na tak nafin obcutno zmanjSajo, saj se uporabi
samo en fluorescentno oznacen zacetni oligonukleotid za vse lokuse in celo v vec razli¢nih
Studijah.

%—P »forward« zacetni oligonukleotid z repom M13(-21) na 5' koncu

NNy »reverse« zacetni oligonukleotid

Sy
iFAM
Ll
%m—b Univerzalni fluorescentno oznaceni M13(-21) zacetni oligonukleotid

Matrica

Slika 2: Shematski prikaz fluorescentnega oznaéevanja PCR produktov z uporabo univerzalnega
fluorescentno ozna¢enega M13(-21) zadetnega oligonukleotida (Schuelke, 2000: 233)

2.5 STATISTICNA OBDELAVA RAZLICNIH TIPOV PODATKOV MORFOLOSKE
KARAKTERIZACIJE

Pri morfoloski karakterizaciji rastlin v skladu z deskriptorji se pridobi podatke, ki so zelo
razli¢nih tipov. Pri statisti¢ni obdelavi takih podatkov je potrebna dodatna previdnost, saj
matematicni tip deskriptorja determinira statisti¢ne funkcije, ki so lahko za njegovo analizo
uporabljene. Torej je uporaba prave metode za dolocen tip podatkov bistvenega pomena za
relevantnost kon¢nih rezultatov, do katerih v nasprotnem primeru ne more priti ali pa



Tréek G. Genetska raznolikost genskih virov sezama (Sesamum indicum L.) iz JV Evrope. 12
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnika fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

nimajo smisla. Pri morfoloski karakterizaciji je obicajno opraviti s tremi razli¢nimi
matemati¢nimi tipi deskriptorjev: Stevilski tip, faktorji in urejeni faktorji. V preglednici 1
je razvidno, kako glede na matemati¢ni tip podatkov lo¢imo nekatere pogoste morfoloSke
deskriptorje (Grum in Atieno, 2007).

Preglednica 1: Locitev morfoloSkih deskriptorjev glede na tip podatkov s primeri in njihova definicija v
programskem okolju R (Grum in Atieno, 2007: 20)

R - nacin Tip deskriptorja Primeri
Dve stanji
Binarni (2 razli¢ni stanji, Rastni tip (determinanten, nedeterminanten),
prisotnost, odsotnost) stebelna fasciacija (prisotna, odsotna)
Faktor (»Factor«) Vet stanj

Oblika semen (sferi¢na, trikotna, sploscena),

Kvalitativni, nominalni (ni ) . e es
barva semen (siva, rjava, vijoli¢na, rumeno-

urejenega reda)

zelena)
Ureieni Dlakavost (brez dlak, Sibko, srednje, mocno),
rejeni faktor . .
Ordinalni barva cvetov (bela, bela z roza sledovi, bela z
(»Ordered Factor«) C .
mocnimi roza sledovi, roza)
Diskretni Kontinuirajoéi
or Integer«) fapsuo, dolZina cveta
Stevilo cvetov na Y '
- teza 1000 semen
rastlino

Kot navajata Grum in Atieno (2007), je zaradi neupostevanja razli¢nih tipov podatkov v
primerih analiz podatkov morfoloSke karakterizacije pogosta napaka, da se obravnava
kvalitativne desktiptorje, kot bi bili numeri¢ni, preprosto z menjavo lastnosti (npr. barve:
rdeCa, modra, rumena) s Stevilkami (1, 2, 3), kar bi v tem primeru pomenilo, da je rdeca
barva blize modri kot rumeni, kar o€itno lahko izkrivi rezultate statisticne analize, ki je
narejena na tej osnovi. Skratka, obdelava podatkov na pravi nacin glede na njihov tip je pri
statisti¢ni analizi podatkov morfoloSke karakterizacije Se posebej pomembna.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 RASTLINSKI MATERIAL

Kmetijski institut Slovenije (Hacquetova ulica 17, Ljubljana) je semenski material pridobil
v navezi z Makedonskim kmetijskim institutom (blvd. Aleksandar Makedonski bb,
Skopje). Le-ta pa je pri tem sodeloval Se z nekaterimi drugimi ustanovami, kot so Institut
za rastlinske genske vire »K. Malkov« iz Bolgarije, grsko Nacionalno kmetijsko
raziskovalno fundacijo (N. AG. RE. F.) ter Univerzo v Gottingenu. Pridobljena so bila
semena sezama (Sesamum indicum L.) 51 razli¢nih akcesij, ki pretezno izhajajo iz JV
Evrope, nekatere preostale pa so bile uporabljene Ze v prejSnjih podobnih Studijah in so kot
take koristne pri kontroli rezultatov.

3.1.1 Setev

Po 40 semen na akcesijo smo posadili v vlazen kremencev pesek. Za manjSo izgubo vlage
smo pladnje z nasajenimi rastlinami pokrili s steklenimi pokrovi. Kalitev je potekala pri
stalni temperaturi med 24-26 °C. Po treh dneh so rastline Ze kalile, po osmih pa so bile ze
primerne za izolacijo celokupne DNA iz listov. Med procesom smo rastline po potrebi
zalili.

3.2 ANALIZA GENETSKE RAZNOLIKOSTI

Glavni del naloge je bila opredelitev genetske raznolikosti med pridobljenimi akcesijami
sezama, ki je potekala na osnovi analize mikrosatelitov. Za analizo smo iz rastlin najprej
izolirali celokupno DNA.

3.2.1 Priprava vzorcev in izolacija DNA

Celokupna DNA je bila izolirana z uporabo robota za izolacijo nukleinskih kislin
MagMax. Uporabljen je bil program Plant_ DNA ter laboratorijski komplet Quiagen
Biosprint DNA Plant kit (Mediline) in pripadajo¢ optimiziran protokol (Pipan, 2012). Pri
vsaki od 51 akcesij sezama so bili pridobljeni po 4 vzorci. Za vsak izolat je bilo zbranih 6
parov listov z rastlin starih od 8 do 11 dni. Tako je bilo za vsak izolat zbranega od 40 do
80 mg rastlinskega materiala, ki je bil v 2-ml mikrocentrifugirki homogeniziran ob dodatku
120ul RLT lysis pufra (iz laboratorijskega kompleta) in dveh jeklenih kroglic s pomocjo
mlina Retsch (TissueLyser) (nastavitve: frekvenca = 30, ¢as = 4 min) ter 15-minutne
inkubacije na 65 °C v vodni kopeli. Sledilo je 11-minutno centrifugiranje vzorcev pri
12000 rcf in 21 °C. Zatem je bilo po 90 pl lizata vsakega vzorca prenesenega V izbrano
luknjico plos¢e za izolacijo Magmax, v katero so bili predhodno razparcelirani potrebni
reagenti za izolacijo, kot je prikazano na sliki 3.
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Napolnimo Stevilo kolon glede
na potrebno Stevilo izolacij.

A:po: «80 plizopropanola

*90 pl lizata vzorca

+10 pl magnetne suspenzije*
B: po: #200 pl RPW wash pufra®

Cin D; po: 200 pul 96 % etanola ==

E: po: «90 ul TE pufra

Slika 3: Prikaz razporeditve reagentov na plo§¢i za izolacije
Izolacija poteka robotsko s prenaSanjem DNA po vrsticah z reagenti. Tisti oznaceni z * so del
laboratorijskega kompleta Quiagen Biosprint DNA plant Kit.

Izolacija z robotom MagMax poteka z uporabo mikrosfericnih magnetnih kroglic, ki na
svoji povrsini specificno vezejo nukleinske kisline (Fang in sod., 2007). Zaradi prisotnosti
ribonukleaze v laboratorijskem kompletu gre za specificno vezavo DNA molekul. Robot
pri prenasanju kroglic z vezano DNA po vrsticah plos¢e z razlicnimi raztopinami (Slika 3)
izkoriS¢a magnetne lastnosti kroglic. Protokol z robotom zaradi u¢inkovitega prenosa DNA
molekul na ta nadin ne vsebuje stopnje centrifugiranja. Obdelava z robotom je okolju
(majhna poraba reagentov) ter seveda tudi uporabniku prijazna in traja le okoli 20 min.
Maksimalno Stevilo vzorcev, ki jih aparatura opravi v tem Casu, je 24 (2 plosci). Za vsak
vzorec je bilo po koncani izolaciji po 90 pl raztopine DNA v TE pufru (Priloga B)
odpipetirane v oznaceno mesto na mikrotiterskem traku (angl. strip). Vzorci so bili do
analize shranjeni v hladilniku pri 4 °C. Tako so bili torej pridobljeni 204 izolati celokupne
DNA iz 1224 rastlin sezama 51 razli¢nih akcesij.

3.2.2 Preverjanje uspesnosti izolacije DNA

Po izolaciji je bilo potrebno njeno uspeSnost preveriti. Prvi hiter test je bila preverba
vzorcev z agarozno gelsko elektroforezo, kasneje smo, tudi za potrebe uravnanja
koncentracije, opravili Se meritve koncentracij DNA s fluorimetrom.



Tréek G. Genetska raznolikost genskih virov sezama (Sesamum indicum L.) iz JV Evrope. 15
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnika fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

3.2.2.1 Agarozna gelska elektroforeza

Za preverjanje izolacije z gelsko elektroforezo smo uporabili 2 % agarozni gel (sestava:
100 ml 0,5X TBE pufer (Priloga B), 2 g agaroze, 2 uL EtBr), v vsako luknjico pa smo
nanesli 6 pl dolocenega izolata pomeSanega s 3 pl nanaSalnega barvila (Fermentas).
Elektroforeza je potekala 30 minut pri napetosti cca. 100 V in toku 25-30 A. Za
vizualizacijo rezultatov elektroforeze smo uporabili aparaturo GeneGenius (Syngene).

3.2.2.2 Merjenje koncentracije DNA in red¢enje vzorcev

Koncentracijo izolirane DNA smo izmerili s fluorimetrom Amersham po navodilih
proizvajalca. Za pripravo delovne raztopine smo uporabili 1X TNE pufer, ki smo ga
predhodno pripravili iz 10X TNE pufra (Priloga B), tako da smo dodali potrebno koli¢ino
dvakrat destilirane vode in raztopino prefiltrirali preko 0,45-um filtra. 1X TNE pufru smo
nato dodali barvilo Hoechst 33258 (HSS) v koncentraciji 0,1 ug/ml (iz zaloZne raztopine s
koncentracijo 1 mg/ml). Za umerjanje aparature smo uporabili raztopino DNA telecjega
prizeljca (100 ng/ul) v 1X TNE pufru. Glede na rezultate meritev smo vzorce DNA red¢ili
z dvakrat destilirano vodo do koncentracije 20 ng/ul in jih shranili v novih mikrotiterskih
trakovih na 4 °C v hladilniku do uporabe za PCR reakcije.
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I R1 8011001000

Slika 4: 1zolacija DNA
A — rastlinski material, B — adapter mlina, C — mlin Retsch, D — robot za izolacijo MagMax, E — aparatura za
vizualizacijo rezultatov elektroforeze GeneGenius, F — rezultati elektroforeze (zgoraj in spodaj levo: izolirana
DNA, spodaj desno: PCR produkti), G — cikli¢ni termostat Apollo
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3.2.3 PCR analiza

Pri PCR reakciji, s katero smo namnozili zelene mikrosatelitne lokuse, smo uporabili pare
zacetnih oligonukleotidov, ki jih je objavil Pham (2011) (Podatki o le-teh so prikazani v
preglednici 2), ki pa so bili zaradi drugacne metode oznacCevanja PCR fragmentov
(Schuelke, 2000) modificirani tako, da je bil vsak t. i. »forward« zacetni oligonukleotid
podaljSan za 18-nukleotidno zaporedje (TGT AAA ACG ACG GCC AGT), imenovano
M13(-21). Tako so zacetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili, prikazani v preglednici 3.

Preglednica 2: Informacije o parih za¢etnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili kot osnovo pred njihovo
modifikacijo (Pham, 2011: 36)

Lokus Zaporedji zacetnih oligonukleotidov Motiv Pri¢akovana
(F — »forward«, R — »reverse«) ponovitve dolzina (bp)
SSR-01 F-AGCAAGAGACAAGATGACGA cCG 168

R-TGGTGGATGAGCAGGTAATA

F-TCCATTGAGAACTACCAGCA .
SSR-19 R-GCCACCTGAAAATCTGAAAA AT in ATGT 350

F-GATTGCAGAAATTGACACCA
SSR-30 R-CACTAGGCGAAGAATTCAAGA cT 239

F-TTCCTCTCCCTTTTCTCCTT :
SSR-11 R-CCTGCATTCCACAATTTCAT ~ CTINATT >00

F-CGAAACTCTCATCTACCCAAG
SSR-16 R-CAGCTCGTACTTCCCATGTA cT 386

F-TTCCATACCCATTTTCACCT
SSR-21 R-GTTCGCTTTCTTGACCATTC GTTT 393

Preglednica 3: Modificirani pari zacetnih oligonukleotidov, ki smo jih poleg univerzalnega fluorescentno
oznacenega M13(-21) zaCetnega oligonukleotida uporabili za namnoZevanje lokusov v PCR reakcijah

Zaporedji zacetnih oligonukleotidov
Lokus
(F — »forward«, R — »reverse«)

SSR-01 F- TGTAAAACGACGGCCAGTAGCAAGAGACAAGATGACGA
R-TGGTGGATGAGCAGGTAATA

SSR-19 F-TGTAAAACGACGGCCAGTTCCATTGAGAACTACCAGCA
R-GCCACCTGAAAATCTGAAAA

SSR-30 F-TGTAAAACGACGGCCAGTGATTGCAGAAATTGACACCA

R-CACTAGGCGAAGAATTCAAGA

SSR-11 F-TGTAAAACGACGGCCAGTTTCCTCTCCCTTTTCTCCTT
R-CCTGCATTCCACAATTTCAT

SSR-16 F-TGTAAAACGACGGCCAGTCGAAACTCTCATCTACCCAAG
R-CAGCTCGTACTTCCCATGTA

SSR-21 F-TGTAAAACGACGGCCAGTTTCCATACCCATTTTCACCT
R-GTTCGCTTTCTTGACCATTC
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Pri PCR reakciji, ki smo jo uporabili, gre za obliko vgnezdene verizne reakcije s
polimerazo, oziroma t. i. »nested PCR«, s katero se v tem primeru doseze fluorescencno
oznacitev produktov, kar nam sluzi za nadaljnjo detekcijo fragmentov oziroma analizo
njihovih dolzin. V vsaki reakciji so bili prisotni trije razli¢ni zacetni oligonukleotidi, in
sicer:

e »forward« zacetni oligonukletid, ki je sestavljen iz dela za specificnio naleganje na

izbran odsek genomske DNA sezama in iz repa M13(-21) na 5' koncu,
e »reverse« zacetni oligonukleotid,
e univerzalni fluorescentno oznac¢eni M13(-21) zacetni oligonukleotid.

Pogoji take reakcije so zasnovani tako, da se v prvih ciklih v nastajajo¢ produkt vgrajuje
»forward« zacetni oligonukleotid z M13(-21) repom. Ko se le-ta porabi oziroma vgradi, se
v kasnejSih ciklih temperatura naleganja prilagodi/spusti, da univerzalni fluorescentno
ozna¢eni M13(-21) zaletni oligonukleotid prevzame funkcijo »forward« primerja in
posledi¢no pride do nastajanja fluorescentno oznacenega produkta reakcije (Schuelke,
2000).

Uporabljali smo tri razlicne fluorescenéne znacke (FAM, NED, HEX) za razli¢ne
mikrosatelite, kar je povecalo u¢inkovitost postopke detekcije.

Mesanice za vsako verizno reakcijo s polimerazo so vsebovale po: 1 pl 10 X PCR pufra —
brez MgCl, (Biotools); 0,2 ul (800 uM koncentracija v meSanici) dioksinukleotid
trifosfatov; 0,1 pl (0,1 uM) »forward« zacetnega oligonukleotida; 0,25 ul (0,25 uM)
»reverse« zacetnega oligonukleotida; 0,183 (4,575 uM) univerzalnega fluorescentno
oznacenega M13(-21) zaCetnega oligonukleotida; 0,5 pl (2,5 mM) MgClI, (Biotools); 7,77
ul vode (deionizirana, »nuclease free«, Promega) in 0,05 ul (0,25 U) DNA polimeraze (5
U/ul, Biotools). Tako pripravljeni reakcijski meSanici z volumnom 10 ul smo nato dodali
Se 30 ng (1,5 pl raztopine) genomske DNA, tako da je vsaka reakcija potekala v volumnu
11,5 pl.

Verizne reakcije s polimerazo so potekale v ciklicnem termostatu Apollo ATC 401 (Apollo
Instrumentation). Temperaturne nastavitve so bile prilagojene prej omenjenemu nacinu
oznacevanja produkta. Po predhodnih preizkusih in optimizaciji smo za namnoZevanje
uporabili protokola: A (za pare zacetnih oligonukleotidov: 19, 21, 30) in B (za pare
zaCetnih oligonukleotidov: 1, 11, 16), Ki sta t. i. »touch-down« protokola pomnoZevanja,
kar pomeni, da se v fazi naleganja zacetnih oligonukleotidov temperaturo v vsakem ciklu
zniza za doloc¢eno vrednost, v nasem primeru za 0,7 °C.
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Temperaturne nastavitve uporabljenih programov:

Protokol A

4 minute pri 94 °C,

sledi 15 ciklov: 1 minuta pri 94 °C, 30 sekund pri 60 °C (pri vsakem naslednjem od 15
ciklov se temperatura zmanjSa za 0,7 °C), 1 minuta pri 72 °C,

nato sledi 23 ciklov: 30 sekund pri 94 °C, 30 sekund pri 53 °C, 1 minuta pri 72 °C

ter Se kon¢no podaljSevanje: 5 minut pri 72 °C.

Protokol B

4 minute pri 94 °C,

sledi 15 ciklov: 1 minuta pri 94 °C, 30 sekund pri 59 °C (pri vsakem naslednjem od 15
ciklov se temperatura zmanjSa za 0,7 °C), 1 minuta pri 72 °C,

nato sledi 23 ciklov: 30 sekund pri 94 °C, 30 sekund pri 52 °C, 1 minuta pri 72 °C

ter Se kon¢no podaljSevanje: 5 minut pri 72 °C.

3.2.4 Preverjanje uspesnosti PCR analize

UspeSnost verizne reakcije s polimerazo smo najprej preverili z agarozno gelsko
elektroforezo, zato da smo lahko pred nadaljnjo analizo morebitne neuspele reakcije
ponovili. Agarozna gelska elektroforeza je torej imela le funkcijo testa za preverbo, glavni
postopek v nadaljevanju pa je bila fragmentna analiza.

Za preverjanje uspesnosti reakcij namnozevanja z agarozno gelsko elektroforezo smo
uporabili 1,4 % agarozni gel (sestava: 180 ml 0,5 X TBE pufer (Priloga B), 2,52 g agaroze,
3,6 uL EtBr), v vsako luknjico pa smo nanesli 4 ul dolocenega vzorca pomeSanega s 3 pl
nanaSalnega barvila (Fermentas). Elektroforeza je potekala 45 minut pri napetosti cca. 100
V in toku 25-30 A. Za vizualizacijo rezultatov elektroforeze smo zopet uporabili aparaturo
GeneGenius.

3.2.5 Priprava vzorcev za fragmentno analizo

Za fragmentno analizo smo na 96-mestne plosce (Sarstedt) nanesli po 7,4 pl meSanice
formamida (7 pl) in dolZzinskega standarda ROX 500 (0,4 upl) na luknjico plosce.
Formamid je mocan denaturant, ki pri molekuli DNA rus$i strukturo dvojne vijacnice.
Mesanico smo pripravili predhodno glede na koli¢inske potrebe ter jo nato razporedili po
plosci s pipeto. Nato smo na plosco dodali Se namnozene fragmente, ki so nastali z verizno
reakcijo s polimerazo. Ker so bili vzorci razli¢no fluorescentno oznaceni (z barvili FAM,
NED in HEX), smo jih za fragmentno analizo zdruzevali po 3 skupaj. Torej smo v vsako
luknjico na plos¢i dodali 3-krat po 1,5 ul namnoZenih fragmentov. PloS¢e smo potem
pokrili s pripadajo¢imi pokrovi (Applied Biosystems) ter jih na kratko centrifugirali.
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Toplotna denaturacija je potekala 2 minuti na 95 °C, izvedli pa smo jo v ciklicnem
termostatu GeneAmp 9700 (Applied Biosystems). Po denaturaciji smo plosce takoj
postavili na led, zatem pa so bile prepeljane na Oddelek za zootehniko Biotehniske
fakultete (Groblje 3, Domzale), kjer je potekala fragmentna analiza.

3.2.6 Fragmentna analiza

Na Oddelku za zootehniko BiotehniSke fakultete so fragmentno analizo opravili z
genetskim analizatorjem ABI 3130 XL (Applied Biosystems), katerega delovanje temelji
na principu kapilarne elektroforeze. Analiza fragmentov poteka preko detekcije
fluorescence barvil na fragmentih, ki se jo vzbudi z laserskim obsevanjem. Upravljalcu
aparature smo pred analizo poslali potrebne podatke o vzorcih, po analizi pa smo rezultate
oziroma podatke o elektroferogramih dobili v obliki FSA datotek, ki smo jih nato obdelali
z raCunalniskim programom GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems).

3.2.7 Obdelava rezultatov fragmentne analize

Rezultate fragmentne analize smo obdelali s programom GeneMapper 4.0. 1z uvozenih
podatkov o elektroferogramih posameznih vzorcev smo z upoStevanjem uporabljenega
dolzinskega standarda (ROX 500) ter z ozirom na lastnosti posameznega mikrosatelita
(glede na dolzino posamezne enote ponovitve) in intenziteto fluorescentnega signala
odstranili Sume. Pridobili smo podatke o prisotnosti in dolzini alelov, ki smo jih nadalje
izvozili in shranili v obliki Excelovih datotek.

3.2.8 Obdelava podatkov o mikrosatelitih s statisti¢cnimi programi

Sledila je obdelava mikrosatelitnih podatkov z razli¢nimi statistiénimi programi, s katerimi
smo med drugim izracunali sledeCe parametre variabilnosti, ki so bistveni za vrednotenje
mikrosatelitnih markerjev:

e dejanska heterozigotnost (Ho) — predstavlja delez heterozigotnih posameznikov v
analiziranem vzorcu,

e pricakovana heterozigotnost (He) — ali genetska raznolikost, predstavlja delez
populacije, ki bi bila heterozigotna v primeru, da bi med posamezniki prislo do
nakljuénega krizanja, hkrati pa predstavlja zmoznost markerja za lo¢evanje med
genotipi,

e informacijska vrednost polimorfizma (PIC — angl. polymorfic information content)
— predstavlja informativnost posameznega markerja oziroma stopnjo, pri kateri z
markerjem nedvoumno dolo¢imo genetsko identiteto posameznika in vkljucuje
tako Stevilo alelov, odkritih na posameznem lokusu, kot tudi frekvence
posameznih alelov,
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e verjetnost enakosti genotipov (Pl — angl. probability of identity) — predstavlja
verjetnost, da imata katerakoli dva naklju¢no izbrana posameznika dva enaka alela
na proucevanem lokusu. Visja vrednost Pl tako kaze na nizko informativnost, kar
je ponavadi posledica majhnega Stevila alelov, ali pa visoke frekvence enega
izmed alelov (Stajner, 2010).

3.2.8.1 Excel Microsatellite Toolkit

Pridobljene podatke o mikrosatelitih smo najprej analizirali s programom Excel
Microsatellite Toolkit verzije 3.1.1, ki je dodatek za program Microsoft Excel in vsebuje
orodja za populacijsko genetiko v povezavi z mikrosateliti.

Z Microsatellite Toolkitom smo detektirali morebitno nepravilno zapisane podatke ter
opravili ve¢ izraCunov parametrov: frekvence alelov, dejanska in pricakovana
heterozigotnost, informacijske vrednosti polimorfizma — PIC, ter pripravili vstopne oblike
podatkov za obdelavo z nekaterimi drugimi programi za analize mikrosatelitov: Fstat,
Populations.

3.2.8.2 FSTAT

FSTAT je raCunalniSki program za oceno in testiranje genetske diverzitete in izracune
statistike za kodominantne genetske markerje (FSTAT, 2005). Poleg izracuna nekaterih
bolj osnovnih parametrov, ki jih med drugim poda Ze program Microsatellite Toolkit, smo
s FSTATom pridobili tudi podatke o stevilu alelov, ki se v povprecju pojavljajo skozi
populacijo (angl. allelic richness).

3.2.8.3 Populations

Populations 1.2.30 je uporaben program za genetske analize na podro¢ju populacijske
genetike in kot tak nudi opcijo preracuna podatkov za izdelavo filogenetskih dreves, ki jih
nato lahko vizualiziramo s programom TreeView.

Z Microsatellite Toolkitom smo v programu Microsoft Excel obdelali podatke o prisotnosti
in dolzini alelov, in sicer na dva nacina: pri globalni obdelavi program ne upoSteva
nikakrsnih populacij in rezultati v tem primeru prikazujejo statistiko za posamezne lokuse,
pri populacijski obdelavi pa smo sprva kot posamezne populacije obravnavali posamezne
sezamove akcesije, nato pa smo populacije razsirili tako, da je posamezna populacija
predstavljala akcesije s skupno drZzavo izvora. Priprava rezultatov v formatu GenePop je
bila eden od rezultatov populacijske obdelave. Podatki v formatu GenePop so primerni za
obdelavo s programom Populations. Z njim smo izracunali populacijske razdalje z uporabo
Neijeve standardne genestske razdalje — Ds (Nei, 1972) in pripravili podatke za izris
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filogenetskega drevesa z uporabo metode UPGMA (angl. Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean) (Sneath in Sokal, 1973), ki smo jih shranili v PHYLIP formatu.

3.2.8.4 TreeView

TreeView je preprost program za graficni prikaz filogenetskih povezav oziroma za izris
filogenetskih dreves.

Podatke v PHYLIP formatu, ki so bili rezultat obdelave s Populations, smo uvozili v
program TreeView. Pri izrisu naSega drevesa smo izbrali obliko radialnega drevesa, ker
ocenjujemo, da je v tem nacinu najbolje razvidna filogenetska razporeditev/oddaljenost
med posameznimi akcesijami oziroma skupinami akcesij.

3.2.8.5 IDENTITY

IDENTITY 1.0 je program za analizo podatkov o mikrosatelitih, ki je bil razvit za potrebe
Studij vinske trte (Wagner in Sefc, 1999). S programom IDENTITY smo pridobili ocene
frekvenc nictih alelov.

Z omenjenimi programi smo prisli do rezultatov analize genetske raznolikosti in s tem
zakljucili prvi del naloge.

3.3 ANALIZA MORFOLOSKE RAZNOLIKOSTI

Drugi obsezen sklop magistrske naloge pa je bila analiza morfoloSke raznolikosti med 51
akcesijami sezama, s ¢imer je odprta moznost asociacijskemu primerjanju oziroma iskanju
povezav med podatki o genetski raznolikosti s podatki o morfoloSkem ovrednotenju.

3.3.1 Presajanje

Za namen analize morfoloSke raznolikosti smo morali vzgojiti odrasle rastline sezama, zato
smo 9 dni stare rastline (po 7 na posamezno akcesijo) presadili v lonce s substratom.
Substrat, ki smo ga predhodno pripravili, so sestavljale naslednje komponente: humusni
substrat (40 %), zemlja (30 %), mivka (20 %) in perlit (10 %).

Po presajanju smo rastline prestavili v rastlinjak v Infrastrukturni center Jablje (Grajska
cesta 1, Menge$ (enota Kmetijskega instituta Slovenije)), kjer so ostale do Zetve. Zalivanje
je potekalo z avtomatskim namakalnim sistemom, katerega smo nastavili tako, da se je
vklapljal dvakrat tedensko po 10 minut.
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3.3.2 Zdravstveno stanje rastlin

Ker smo tekom poskusa imeli manjSi napad gosenic, smo rastline enkrat tretirali z
insekticidom Calypso SC 480. Nadaljnjih tezav z gosenicami ni bilo ve¢. Poleg tega smo
pri zelo redkih listih opazili tudi manjSe ozige, ki so verjetno nastali zaradi rose. Sicer
ocenjujemo, da so bile vzgojene rastline v dobri kondiciji.

3.3.3 Ocenjevanje

Ocenjevanje je potekalo tekom rasti in ob Zetvi. Rastline smo ocenjevali po navodilih
mednarodnih (Bioversity International) deskriptorjev (Descriptors ..., 2004). Vsako
akcesijo smo ocenili po 46 razli¢nih deskriptorjih ter podatke v programu Microsoft Excel
pripravil v obliki tabel za nadaljnjo analizo.

3.3.4 Obdelava podatkov

Pri obdelavi kompleksnih podatkov (ve¢ razliénih podatkovnih tipov) morfoloske
karakterizacije smo se posluzili priro¢nika Statistical Analysis for Plant Genetic
Resources: Clustering and indices in R made simple (Grum in Atieno, 2007), ki ga je prav
za ta namen izdala organizacija Bioversity International. Analizo podatkov smo tako
opravili s programskim jezikom v programskem okolju R.

Pri tem smo uporabili paketa »gclus« in »vegan«, ki smo jih nalozZili s spleta. NaSe podatke
pa smo uvozili v obliki tekstovne »tab-delimited« datoteke. Ker so podatki morfoloskega
vrednotenja zelo razli¢nih tipov (npr. podatki o: tipu rasti, visini rastline, dlakavosti stebla,
barvi listov ...) je najpomembnejSa stopnja pri obdelavi teh podatkov dolocitev tipa
podatkov, da jih program pravilno procesira in uposSteva. Glede na tip so podatki lahko
numericni, faktorji ali urejeni faktorji. R avtomati¢no zazna alfanumeri¢ne spremenljivke
(spremenljivke s crkami, ali s c¢rkami in Stevilkami) kot faktorje ter numeri¢ne
spremenljivke kot numeri¢ni tip podatkov. V primerih, ko so bile faktorske spremenljivke
zapisane s Stevili, R tega ne zazna, prav tako ne more zaznati, kdaj je faktor urejen in
kaksen je dolocen red. V teh primerih smo z ukazi dolocili tip podatkov in glede na le-tega
zagotovili pravilno obravnavo. Z uporabo UPGMA metode smo tako akcesije sezama
glede na podatke morfoloske karakterizacije lahko razporedili v drevo.

Poleg tega smo nekatere osnovne statisti¢ne izracune — za numeri¢ne spremenljivke tudi
analize variance (ANOVA) - ter tabelaricne preglede podatkov opravili s pomocjo
programa Microsoft Excel.
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Slika 5: Vzgoja rastlin za morfolo3ko karakterizacijo
A - kaljenje in zgodnja rast v pladnjih s kremen¢evim peskom, B — rast v plastenjaku po presaditvi,
vzpostavljen je namakalni sistem, C — rastline, primerne za ocenjevanje

3.4 ANALIZA KORELACH GENETIKA - MORFOLOGIJA

Genetsko in morfoloSko matriko smo med sabo primerjali z Mantelovim testom (Mantel,
1967) v raCunalniSkem programu GenAlEx 6.4.1 (Peakall in Smouse, 2006).
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Vsaka akcesija je bila v Mantelovem testu tako pri genetski kot pri morfoloski vhodni
matriki vkljucena kot en genotip. Zaradi zdruzljivosti Sifriranja v morfolosko matriko
nismo vkljucili opisnih spremenljivk in spremenljivk, ki vkljucujejo decimalna stevila.

Mantelov korelacijski koeficient (rxy) predstavlja merilo skladnosti, s pomocjo katerega
smo ovrednotili povezanost akcesij na genetskem in morfoloskem nivoju. V primeru, da je
korelacijski koeficient negativen (-1< rxy > 0), govorimo o slabih genetskih in
morfoloskih povezavah; pozitiven korelacijski koeficient (0 < rxy > 1) pa nakazuje, da
genetska in morfoloska povezanost med analiziranimi akcesijami obstaja. Matrika
morfoloSkega vrednotenja je vkljucevala 22 morfoloSkih znakov, genetska matrika pa 8
mikrosatelitnih lokusov znotraj 51-ih akcesij.
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO

4.1 REZULTATI GENETSKE ANALIZE

4.1.1 Obravnava po lokusih

Podatke genetske karakterizacije smo najprej obravnavali po lokusih. Preglednica 4 tako

prikazuje dolzine vseh alelov za vse lokuse in pripadajoCe frekvence pojavljanja alelov

globalno med vsemi analiziranimi vzorci. Preglednica 5 pa ponuja prav tako globalni
pregled parametrov variabilnosti po posameznih lokusih. Ti parametri so Stevilo alelov,

dejanska heterozigotnost (Ho), pri¢akovana heterozigotnost (He), informacijska vrednost
polimorfizma (PIC), verjetnost enakosti genotipov (PI) in ocena frekvence nictih alelov

(OFy).

Preglednica 4: DolZine alelov in njihove frekvence za posamezne lokuse

Lokus DolZine (bp) in frekvence alelov (%)
SSR-01 171 183 189
Frekvence alelov| 37,76 61,22 1,02
SSR-19 296 298 344 346 362 368 370
Frekvence alelov] 31,25 1,30 0,52 3,65 1,04 42,71 19,53
SSR-30 235 237 253 255
Frekvence alelov| 35,86 5,30 53,03 581
SSR-11 478 480 492 519
Frekvence alelov| 2,73 1,37 0,55 95,36
SSR-16 374 376 378 380 382 384 398 400
Frekvence alelov 5,18 2,59 10,88 5,70 2,33 1,04 66,84 5,44
SSR-21 374 382 402 410
Frekvence alelov] 20,81 20,81 25,89 32,49
Preglednica 5: Parametri variabilnosti po posameznih lokusih
Lokus St. alelov Ho He PIC PI OF,
SSR-01 3 0,765 0,483 0,376 0,375 -0,191
SSR-19 7 0,823 0,680 0,622 0,160 -0,085
SSR-30 4 0,823 0,584 0,507 0,250 -0,151
SSR-11 4 0,093 0,090 0,088 0,830 -0,003
SSR-16 8 0,544 0,531 0,511 0,240 -0,008
SSR-21 4 0,863 0,741 0,693 0,115 -0,070
Skupno 30 3,45x10™
Povprecje 5 0,652 0,518 0,466 -0,085
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4.1.1.1 Lokus SSR-01

Za lokus SSR-01 je znacilen trinukleotidni osnovni motiv mikrosatelitne ponovitve CCG
(Pham, 2011). Pri tem lokusu smo dolo¢ili tri alelne dolzine med 171 in 189 bp, pri ¢emer
alela 171 in 183 skupaj pokrijeta ve¢ kot 98 % frekvence alelov, medtem ko se alel 189
pojavi samo pri dveh etiopskih akcesijah (ET4 in ET10). Pricakovana heterozigotnost na
tem lokusu je 0,483, dejanska pa 0,765.

4.1.1.2 Lokus SSR-19

Pri lokusu SSR-19 imamo opravka s sestavljenim mikrosatelitom, katerega osnovna
motiva ponovitve sta AT in ATGT (Pham, 2011). Pri tem lokusu smo dolo¢ili sedem
alelnih dolzin med 296 in 370 bp. Velik razpon alelnih dolzZin bi verjetno lahko pripisali
dejstvu, da gre za sestavljen mikrosatelitni lokus. Alel 368 je prisoten s frekvenco 42,71 %
in v tem primeru najbolj zastopan. Alel 362 pa je specificno znalilen le za akcesijo iz
Sudana (SD). Pri¢akovana heterozigotnost na tem lokusu je 0,680, dejanska pa 0,823.

4.1.1.3 Lokus SSR-30

Za lokus SSR-01 je znalilen dinukleotidni osnovni motiv mikrosatelitne ponovitve CT
(Pham, 2011). Pri tem lokusu smo dolo¢ili §tiri alele z razponom dolzine med 235 in 255
bp, pri ¢emer vec kot polovico alelov predstavlja alel 253 (alelna frekvenca = 53,03 %).
Pri¢akovana heterozigotnost na tem lokusu je 0,584, dejanska pa 0,823.

4.1.1.4 Lokus SSR-11

Tudi pri lokusu SSR-11 gre za sestavljen mikrosatelit z osnovnima motivoma ponovitve
478 in 519 bp. Najvecjo alelno frekvenco, kar 95,5 % (kar je med drugim tudi najvec
izmed vseh alelnih frekvenc v nasi raziskavi), ima alel 519. Kljub nizkim frekvencam
ostali aleli na tem lokusu v nobenem primeru niso specificni za doloeno akcesijo.
Pri¢akovana heterozigotnost na tem lokusu je 0,090, dejanska pa 0,093.

4.1.1.5 Lokus SSR-16

Lokua SSR-16 ima dinukleotidni osnovni motiv mikrosatelitne ponovitve CT (Pham,
2011). Tu smo dolo¢ili osem alelnih dolzin z razponom med 374 in 400 bp, pri Cemer ima
najvecjo alelno frekvenco alel 398, ki je zastopan v 66,84 % primerov. Tudi v tem primeru
nismo nasli specifi¢nih alelov za katero izmed akcesij. Pri¢akovana heterozigotnost na tem
lokusu je 0,531, dejanska pa 0,544.
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4.1.1.6 Lokus SSR-21

Za lokus SSR-21 je znalilen tetranukleotidni osnovni motiv mikrosatelitne ponovitve
in 410, pri ¢emer pa po frekvenci alelov navzgor ali navzdol bistveno ne izstopa nobena
(alelne frekvence so v rangu med 20 in 33 %). Pricakovana heterozigotnost na tem lokusu
je 0,741, dejanska pa 0,863. Lokus ima najvisjo PIC vrednost (0,693), kar pomeni, da je
izmed vseh najbolj informativen in ima najnizjo Pl vrednost (0,115), torej se 2 enaka
genotipa na tem lokusu pojavita na vsakih 8,7.

V splosnem lahko recemo, da sta pri vecini lokusov pricakovana heterozigotnost, kot tudi
PIC vrednost primerno visoki, torej da so lokusi solidno ali vsaj srednje informativni,
negativno pa izstopa lokus SSR-11, ki je zelo slabo informativen, na kar kaZejo
pripadajoc¢e nizke vrednosti He (0,090), PIC (0,088) in visoka vrednost Pl (0,830).
Omenjen lokus s tem tudi najbolj niza povprecni vrednosti za He in PIC, ki sta tako 0,518
in 0,466. Skupna vrednost PI je 3,45x10™, kar bi hipoteti¢no pomenilo 2 enaka genotipa na
vseh lokusih v populaciji izmed slabih tri tiso¢. Razmisliti velja 0 ocenah frekvenc nictih
alelov, ki so za vse lokuse negativne, kljub temu pa so se v Studiji nicti aleli pojavljali.
Negativnost ocen frekvenc niétih alelov sicer izhaja iz formule za izra¢un ocen, tako da so
le-te negativne v vseh primerih, ko je He manjSa od Ho.

4.1.2 Parne primerjave genotipov

S programom Microsatellite Toolkit smo naredili parne primerjave vseh genotipov.
Program je opravil 19223 primerjav. Povzetki primerjav so prikazani v preglednici 6 in na
sliki 6. Pri branju podatkov je potrebno upoStevati, da so se identi¢ni genotipi pogosto
pojavljali znotraj posameznih akcesij. Najvecji delez primerjav (20,31 %) predstavljajo
pari pri katerih je Slo za ujemanje v 7 od 12 alelov, najmanjSe deleze pa imajo skupine
parov primerjav s popolnim ujemanjem (1,29 %), z ujemanjem samo v enem alelu (0,30
%), in brez ujemanja (0,04 %).
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Slika 6: Porazdelitev parnih primerjav genotipov glede na stevilo ujemajocih se alelov

Porazdelitev primerjav glede na ujemanje jasno prikazuje stolpéni diagram na sliki 6.
Glede na lastnosti lokusa SSR-11, ki je globalno zelo uniformen (frekvenca najbolj
zastopanega alela na tem lokusu je 95,36 %), je zelo nizko Stevilo parov genotipov s
popolnim neujemanjem pri¢akovano.

Preglednica 6: Globalni pregled ujemanj genotipov

Stevilo ujemajo¢ih se alelov Stevilo parov genotipov  DeleZ vseh primerjav (%)

12 248 1,29
11 978 5,09
10 1417 7,37
9 2705 14,07
8 3382 17,59
7 3904 20,31
6 2929 15,24
5 1292 6,72
4 1367 7,11
3 523 2,72
2 413 2,15
1 58 0,30
0 7 0,04

Vseh primerjav 19223 100,00
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4.1.3 Obravnava po populacijah

Po opravljenem globalnem pregledu podatkov genetske karakterizacije smo podatke
poskusSali opredeliti tudi na populacijski ravni oziroma glede na pripadnost akcesijam. Pri
obdelavi podatkov smo namre¢ vsako akcesijo loceno obravnavali kot svojo populacijo.
Seznam vseh akcesij s podatki o njihovem poreklu in krati¢nih oznakah, uporabljenih v
nalogi, je v prilogi A.

S pregledom zgoraj omenjenih podatkov, pridobljenih s programom Microsatellite Toolkit
0 ujemanju genotipov, smo pridobili informacije za preglednico 7, ki prikazuje
populacije/akcesije, ki jih povezuje vsaj en identiéen genotip. ldenti¢ni genotipi SO Se
pojavljali ve¢inoma znotraj akcesij, v primerih navedenih v naslednji preglednici pa med
razlicnimi akcesijami. Ker so populacije navedene v skupinah, ki jih povezuje enak
genotip, se nekatere, kot je MK5, v preglednici pojavijo veckrat kot del razliénih skupin.

Preglednica 7: Skupine populacij/akcesij, v katerih se pojavljajo enaki genotipi

St. populacij Populacije (akcesije), ki jih povezuje vsaj en
(akcesij) v skupini identi¢en genotip

MK1, MK2, MK3, MK4, MK5, MK6, MK7
ET5, ET6, ET7, ET10, ET16, BG4, BG6
BG4, BG6, ET10, ET13, ET14, NN
MK11, MK12, MK13, TR2, TR3

MKS5, MK9, MK12

MK1, MK2, MK6

MK1, MK3, MK6

MKS5, MK7, MK13

MKS5, ET7, ET14

BG4, ET13,ET14

ET7, ET15, BG5

ET7, ET15, NN

KR, RU3, JP

MK®6, MK8

TR1, TR2

BG3, TR

ET15, BG5

ET3, ET8

ET8, ET12

N N NN NN N W W w wWw w w w w w o o N N
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Nasli smo 19 omenjenih skupin. Najvecji izmed njih imata po 7 akcesij. Najve¢ (9) pa je
skupin s po tremi akcesijami. Za dobrSen del skupin velja, da jih sestavljajo akcesije s
skupno drzavo izvora.

V preglednici 8 smo pripravili pregled dejanske heterozigotnosti in povpre¢nega Stevila
alelov na lokus za vse analizirane evropske akcesije (preglednica z vsemi analiziranimi
akcesijami je v prilogi C). Glede na to, da je skupno S$tevilo razli¢nih alelov na vseh
lokusih, ki so se v nasi raziskavi pojavljali 30 in da je bilo preucevanih lokusov 6, je
maksimalno mozno Stevilo alelov na lokus 5. V preglednici 8 pa zasledimo vrednosti z
razponom od 1,33 do 2,5, se pravi do polovice maksimalne vrednosti. Populacijske
vrednosti za dejansko heterozigotnost pa variirajo med 0,250 in 0,958. Gre za precej velik
razpon, rahlo presenetljive so tudi nekatere visoke vrednosti za dejansko heterozigotnost,
saj je sezam samoprasna rastlina, kar spodbuja nastanek homozigotih rastlin, res pa je, da
veC virov razlicnim sortam sezama pripisuje razli¢no stopnjo tujeprasnosti (Khidir, 1972;
Bedigan in sod., 1986; Ashri, 1998).
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Preglednica 8: Dejanska heterozigotnost in povpre¢no Stevilo alelov/lokus znotraj populacij (akcesij)

Popula_c_ija Ho Povprecno stevilo
(akcesija) alelov/lokus
MK3 0,292 1,33
MK1 0,250 1,50
MK2 0,417 1,50
MK4 0,333 1,50
MK6 0,292 1,67
MK?7 0,375 1,67
MK8 0,417 1,67
BG3 0,458 1,67
MK5 0,639 1,83
MK10 0,569 1,83
MK13 0,625 1,83
RU2 0,833 1,83
BG1 0,417 2,00
BG6 0,750 2,00
RU3 0,708 2,00
MK9 0,750 2,17
MK11 0,917 2,17
BG2 0,583 2,17
BG4 0,750 2,17
BG5 0,792 2,17
RU1 0,597 2,17
TR 0,736 2,17
UA1 0,653 2,17
MK12 0,875 2,33
TR1 0,958 2,33
TR2 0,875 2,33
TR3 0,708 2,50
Povprecje 0,614 1,95

32

Ob koncu obdelave podatkov genetske analize smo v programu Treeview z izracuni,
pridobljenimi s pomocjo programov Microsatellite Toolkit ter Populations, izrisali drevo
standardnih genetskih razdalj med populacijami (slika 7). Pri radialni obliki drevesa je

dobro razvidna grupiranost populacij.
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Slika 7: Drevo standardnih genetskih razdalj med populacijami
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Opazimo, da se pretezen del makedonskih akcesij nahaja v dveh skupinah. Prvo sestavljajo
populacije MK1, MK2, MK3, MK4, MK6, MK7, MK8, drugo pa MK5, MK11, MK12,
MK13.

Tudi vecji del bolgarskih akcesij se je razporedil v dve razli¢ni skupini. Prvi s populacijami
BG2 in BG3 je ocitno najblize akcesija TR, ki izhaja iz Turcije, v drugi, ki jo med drugim
zastopajo populacije BG4, BG5 in BG6, pa so presenetljivo genetsko blizje etiopske
akcesije.

Akcesije iz JV Evrope se tako grupirajo v 4 vecje skupine, ki v celotno sliko prinasajo svoj
genski nabor.

Ruske akcesije se v drevesu nahajajo loceno. RU1 je v skupini s Se dvema turSkima
populacijama TR1 in TR3, populaciji RU2 je najblize ukrajinska populacija UAL,
populacija RU3 pa je v skupinici z akcesijami iz Japonske in Juzne Koreje.

Zanimivo je, da so nekatere akcesije, ki izhajajo iz oddaljenih geografskih obmodij,
genetsko blizu evropskim akcesijam, pricakovali bi namre¢ ve¢ primerov, pri katerih se bi
geografska oddaljenost kazala tudi na genetskem nivoju, kot npr. primer populacij SD
(izhaja iz Sudana) ter ET1 in ET2 (izhajata iz Etiopije), ki kaZzejo sorazmerno veliko
genetsko oddaljenost od evropskih populacij.

Dilemo o dveh gencentrih sezama (Afrika, Indija) bi z naSim drevesom tezko razjasnili,
vendar pa lahko reCemo, da se afriske akcesije v sploSnem na drevesu (slika 7) nahajajo
zgoraj (SD, ET1 in ET2) in desno (preostale etiopske akcesije), azijske akcesije pa
pretezno levo (RU2, RU3, IN, JP).

Vec JV-evropskih akcesij je na spodnji strani drevesa (BG1l, MK1, MK2, MK3, MK4,
MK6, MK7, MK8, MK10), preostale skupine akcesij iz JV Evrope pa so razporejene med
azijske in na afriske.

Lahko recemo, da naSe drevo genetskih razdaj do doloCene mere odraza tudi geografsko
poreklo akcesij in oddaljenost med njimi, vendar pa se kaZzejo odstopanja (npr. kitajska
akcesija CN na desni »afriski« strani drevesa, majhna oddaljenost nekaterih etiopskih in
JV-evropskih akcesij). Predhodne Studije kazejo razli¢ne rezultate. Ercan in sod. (2004) pri
RAPD analizi turSkega sezama in Tabatabaei in sod. (2011) pri proucevanju iranskega
sezama ter Ali in sod. (2007) pri AFLP analizi sezamovih akcesij z razli¢nih delov sveta so
ugtovili, da med podatki genetske karakterizacije in geografskim poreklom akcesij v vecini
primerov obstaja povezava. V nasprotju z njimi Laurentin in Karlovsky (2006) pri analizi
indijskih, afriskih, Kitajskih, korejskih in japonskih akcesij sezama z AFLP markerji nista
nasla posebne povezave med geografskim poreklom akcesij in njihovimi AFLP vzorci.

Do tu smo pri populacijski obravnavi vsako akcesijo lo¢eno obravnavali kot svojo
populacijo. Za preglednico 9 pa smo kot populacije obravnavali skupine akcesij z enakimi
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drzavami izvora. Za tako izbrane populacije smo izracunali povpre¢ne vrednosti He, Ho,
PIC vrednosti in povprecno Stevilo alelov na lokus. Populacije so v preglednici navedene
po narasc¢ajoci vrednosti He.

Preglednica 9: Podatki genetske karakterizacije, prikazani po populacijah

Populacija akcesij gesrsg\tliirl)?)v He PIC Ho Pozli);foé\;?oéktﬁzﬂo
IN 4 0,340 0,222 0,500 1,67
MK 52 0,357 0,298 0,517 3,00
KR 4 0,399 0,279 0,583 2,00
JP 4 0,410 0,273 0,597 1,83
SD 4 0,458 0,312 0,750 2,00
RU 12 0,459 0,363 0,712 2,83
BG 24 0,463 0,384 0,625 3,17
CN 4 0,474 0,346 0,583 2,50
NN 4 0,488 0,333 0,792 2,00
UA 4 0,501 0,349 0,653 2,17
AFR 4 0,512 0,356 0,792 2,17
ET 64 0,523 0,461 0,706 4,00
TR 16 0,574 0,483 0,814 3,67
SY 4 0,610 0,423 0,903 2,50

Povprecna stopnja pricakovane heterozigotnosti (He) med populacijami precej variira (od
0,340 pri indijskih akcesijah do 0,610 pri sirskih), kar pomeni, da so uporabljeni
mikrosatelitni markerji razlicno primerni za lo¢evanje genotipov v teh populacijah,
oziroma, da so genotipi od populacije do populacije razlicno raznoliki. Informacijo o
primernosti oziroma informativnosti uporabljenih markerjev za dolo¢ene populacije nam
podajo PIC vrednosti, ki naras¢ajo v podobnem vrstnem redu kot stopnje He. Potrebno je
sicer upostevati, da je Stevilo uporabljenih genotipov v posameznih populacijah zelo
razli¢no, vseeno pa rezultati kazejo, da je uporabljen set mikrosatelitnih markerjev bolj
primeren za loCevanje etiopskih akcesij, kot denimo makedonskih. Povprec¢na stevila
alelov na lokus so med 1,67 (indijska populacija) in 4,00 (etiopska populacija). Pri tem
parametru je Se posebej opazen faktor Stevila genotipov, saj najviSje vrednosti dosegajo
najvecje populacije (etiopska, makedonska, turska, bolgarska). Povprecne vrednosti Ho so
za vse primere viSje od vrednosti He, kar bi lahko kazalo na meSanje predhodno izoliranih
populacij v preteklosti (McDonald, 2008).



Tréek G. Genetska raznolikost genskih virov sezama (Sesamum indicum L.) iz JV Evrope. 36
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnika fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

4.2 REZULTATI MORFOLOSKE KARAKTERIZACIJE

Tudi pri podatkih morfoloSke karakterizacije smo najprej opravili splosno analizo, nato pa
smo se lotili pregleda po akcesijah.

V preglednici 10 je prikazan pregled nekaterih numeri¢nih podatkov morfoloske
karakterizacije. Podane so minimalne, maksimalne in povprecne vrednosti deskriptorjev ter
pripadajoci standardni odkloni. Za vsak deskriptor smo poleg globalnega standardnega
odklona podali tudi povprecje vseh standardnih odklonov, izracunanih za vsako akcesijo
posebe;j.

Poleg nekaterih splosnih podatkov 0 preucevanih rastlinah iz preglednice 10 razberemo
tudi dejstvo, da je veCina prikazanih parametrov precej variabilnih in da je globalna
variabilnost precej vecja kot variabilnost znotraj akcesij. Izjema so poleg zadnjega
deskriptorja v tabeli, ki ni variabilen, parametri, ki se ti¢ejo vrhnjega lista, pri katerih ni
jasne locitve med akcesijami. Ostali prikazani parametri pa torej nakazujejo, da je mogoca
jasna locitev akcesij na podlagi morfoloskih znakov. Tezo potrjuje tudi analiza variance
ANOVA, katere rezultati so podani v prilogi D.
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Preglednica 10: Globalni statisti¢ni pregled nekaterih numeri¢nih podatkov morfoloSke karakterizacije

Lastnost Povprec“:(réz?n ;/rednost Glggilm ngzfggijiﬁa Mi(nci rr:)um Mal(<§:nn)1um
(cm) (cm)
Visina rastline 43,40 7,29 3,38 27,5 61
DolZina internodijev Prvi 7,53 1,94 0,71 3,5 14,1
Drugi 7,86 1,48 0,82 4 12,5
Tretji 7,70 2,04 0,89 4 13,5
Cetrti 7,48 1,84 0,84 3,4 11,9
Peti 6,50 1,39 0,80 4,2 10,3
DolZina bazalnega lista 4,82 0,37 0,20 4,1 6,3
Sirina bazalnega lista 2,49 0,22 0,14 1,8 3,1
DolZina srednjega lista 8,26 1,02 0,61 6 11,2
Sirina srednjega lista 452 0,68 0,41 2,9 7
Dolzina vrhnjega lista 2,92 0,38 0,30 2 4,2
Sirina vrhnjega lista 0,63 0,17 0,13 0,4 1,3
DolZina peclja bazalnega lista 2,54 0,39 0,18 1,7 3,7
DolZina peclja srednjega lista 3,57 0,93 0,42 2 6,4
DolZina peclja vrhnjega lista 0,32 0,08 0,06 0,2 0,6
St. nodijev do prvega cveta 4,55* 0,97* 0,43* 3* 7*
St. cvetov na zalistni brst pri vseh rastlinah: 1*

*brez enote
SD?® — v analizo je bilo vkljugenih 357 rastlin iz 51 akcesij.

Pri nenumeri¢nih podatkih morfoloske karakterizacije je zaradi narave podatkov potrebna
razvrstitev v razrede. Kot lahko vidimo v preglednici 11, je ta razvrstitev za nekatere
parametre enozna¢na na globalni ravni naSe raziskave. Gre za to, da so deskriptorji
formirani za ve¢ vrst rodu Sesamum, zato enotna uvrstitev pri deskriptorjih osnovne
morfologije ni presenetljiva. Ve¢ variabilnosti je seveda pri bolj detajlnih parametrih, kot
so barva delov rastlin ali njihova dlakavost.

Podatkov o semenskih kapsulah nismo podali, saj so se le-te pojavile pri rastlinah le
sedemnajstih od skupno 51 akcesij. Semena pa so vsebovale kapsule pri rastlinah samo
osmih akcesij. Pri ostalih akcesijah do semena nismo prisli, zato bi bila potrebna Se
podrobnejSa analiza pogojev rasti, ki so jih rastline imele. VpraSanje je tudi, kakSna je
moznost pridelave semena pri akcesijah, kjer ni prisSlo do formiranja kapsul v naSih
razmerah glede na to, da so med rastlinami brez pridelka najvecji delez predstavljale
akcesije, ki izvirajo iz Etiopije, katerim bi ugodne pogoje najverjetneje tezko zagotovili.
Najvecjo koli¢ino semen so sicer proizvedle rastline populacije BG1 s povpre¢no Stirimi
kapsulami na rastlino.
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Preglednica 11: Globalni statisti¢ni pregled nekaterih nenumeriénih podatkov morfoloske karakterizacije

Lastnost Uvrstitev v razrede: % Obrazlozitev razredov*
Rastni tip 1: 100 1 - nedeterminanten
Tip koreninskega sistema 2:100 2 - globok s tanko glavno korenino
Razporeditev listov 1: 100 1 - nasprotno pozicioniranje
. 1:59 1 - ostri
Kot rasti listov (na steblo) 2:941 2 - pravi
Barva stebla 1: 100 1 - zelena
1: 88,2 1 - zelena
Barva listov 2:5,9 2 - zelena z rumenim robom
4:59 4 - zelena z vijoliénim robom
1: 37,3 1 - zelena
Barva listnih pecljev 2:60,8 2 - zeleno vijoli¢na
3:2,0 3 - vijoli¢na
1:6,5 1 - bela
Barva cvetov 2:71,0 2 - bela z roza sledovi
3:16,1 3 - bela z moénimi roza sledovi
4:6,5 4 -roza
3:39,2
Dlakavost stebla 5:35,3
7:255
0:13,7
Dlakavost listov 3 58,8
5:23,5
. 0 - brez dlak
7:3,9 N
- 3 - Sibko
3:431 5 - srednje
Dlakavost listnih pecljev 5:27,5 7 - Mot J
7:29.4 mocno
3:235
Dlakavost ¢asnih listov 5:26,5
7:50,0
Yt 5:14,7
Dlakavost ven¢nih listov 7:853

*Razredi so definirani po mednarodnih deskriptorjih (Bioversity International).

Podrobnejsi podatki morfoloSke karakterizacije vseh akcesij so prikazani v prilogi E.

Na koncu smo podatke morfoloSke karakterizacije obdelali Se s posebnimi paketi v
programskem okolju R (podrobneje v poglavju Materiali in metode). Na podlagi
morfoloskih podatkov smo tako populacije razvrstili v dendrogram glede na stopnjo
morfoloske razli¢nosti. Dendrogram je prikazan na sliki 8.
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Slika 8: Dendrogram, v katerem so populacije razvr¢ene glede na stopnjo morfoloske razli¢nosti

Pri branju dendrograma upoStevamo pravilo, da se stopnja razli¢nosti razbere iz viSine
horizontalne ¢rte, Ki dve izbrani populaciji povezuje.

Pri dendrogramu je opaziti delitev populacij na dve vecji skupini. Makedonske, bolgarske
in turSke akcesije se pojavljajo v obeh skupinah, medtem ko so ruske populacije prisotne le
v skupini, ki se deli desno. V tej skupini je tudi edina ukrajinska akcesija. V drugi, levi
skupini pa se nahajajo vse etiopske akcesije. V splosnem bi pri dendrogramu morfologije
pricakovali bolj jasno delitev glede na geografski izvor, vendar smo Ze pri merjenjih v
rastlinjaku opazali, da bi akcesije glede na morfologijo vsaj na prvi pogled tezko grupirali
po drzavah izvora.
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4.3 POVEZAVA GENETIKA - MORFOLOGIJA

Razporeditev populacij na dendrogramu, pridobljenem na osnovi morfologije akcesij (slika
8), se od tiste z drevesa populacijskih genetskih razdalj (slika 7) precej razlikuje.
Pravzaprav gre za dve razlicni razporeditvi z redkimi podobnostmi (kot so denimo
medsebojna lega populacij ET1 in ET2, ali pa bliznja lega MK11 in MK12).

4.3.1 Rezultat Mantelovega testa

Zgolj z opazovanjem in primerjanjem rezultatov je povezave genetskih in morfoloskih
podatkov tezko oceniti. Zato smo naredili Mantelov test, pri katerem smo primerjali
skladnost genetske in morfoloske matrike vkljucenih akcesij.

Mantelov koeficient rxy, ki v naSi analizi predstavlja merilo skladnosti obeh matrik, je
dosegel pozitivno vrednost, in sicer 0,132 (p = 0,04; y = 0,0597x + 5,7011). Izracunana
vrednost predstavlja Sibko povezanost med rezultati genetske analize na nivoju DNA in
morfoloSkega vrednotenja vkljucenih akcesij. Odstopanja med obema obravnavanjema so
lahko posledica dejstva, da ima na morfoloske znake velik vpliv okolje. Poleg tega smo s
Sestimi mikrosatelitnimi markerji zaobjeli le majhen del celotne genetske raznolikosti,
medtem ko je bilo ocenjenih morfoloskih znakov precej vec€. Pri drugih podobnih $tudijah
sezama so rezultati takih primerjav podobni. Tabatabaei in sod. (2011) pri primerjavi med
rezultati genetske analize in morfoloSke karakterizacije porocajo o opazeni korelaciji, ki pa
je Sibka. Ali in sod. (2007) pa so naSli povezavo med AFLP vzorci in nekaterimi
morfoloSkimi karakteristikami akcesij, kot so vejanje, Stevilo cvetov, tip kapsule in barva
semenske ovojnice.
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5 SKLEPI

Izolacija genomske DNA z robotom MagMax in z uporabo laboratorijskega kompleta se je
pri sezamu izkazala kot hitra in ucinkovita, kar je potrdilo merjenje koncentracij S
fluorimetrom. Izmerjene vzor¢ne koncentracije DNA so znasale od 50 ng/pl do 232 ng/pl,
kar koli¢insko pomeni od 4,5 ug do 20,9 pg DNA na vzorec. Za ucinkovito se je izkazala
verizna reakcija s polimerazo — PCR z uporabo univerzalnih fluorescentno oznacenih
zacetnih oligonukleotidov za oznacevanje produktov. Natancna in hitra pa je bila tudi
fragmentna analiza z genetskim analizatorjem ABI 3130 XL.

Z uporabo mikrosatelitnih markerjev smo vec¢ino akcesij dobro locili. Glede na Stevilo
uporabljenih razli¢nih akcesij smo sicer pricakovali nekoliko visjo stopnjo variabilnosti.
Res pa je, da je bila v nasem primeru povpre¢na pricakovana heterozigotnost (He) vi§ja
(0,518) kot v primeru prve objave zaéetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili (He je
znaSala 0,29) (Pham, 2011). Dejstvo je, da so rezultati odvisni od kombinacije nabor
markerjev — vkljueni genotipi. Menimo, da je nabor uporabljenih mikrosatelitnih
markerjev v nasem primeru solidno informativen (informacijska vrednost polimorfizma
(PIC) je 0,466). Pri karakterizaciji nekaterih makedonskih akcesij, ki so o¢itno med seboj
zelo sorodne, pa bi bilo koristno uporabiti $e kakSen dodaten marker ve¢.

Rezultati analize genetske raznolikosti s pomoc¢jo mikrosatelitnih markerjev kazejo, da so
se akcesije iz bliznjih geografskih obmocij v vecini primerov razvrstile v skupine (skupine:
MK1, MK2, MK3, MK4, MK6, MK7, MK8; MK5, MK11, MK12; BG2, BG3; BG4, BG5,
BG6; RU2, UAL; ET1, ET2), vendar so nekoliko presenetljivo v nekaterih primerih
genetsko blizu akcesije, ki izhajajo iz medsebojno oddaljenih obmocij (npr. ve¢ etiopskih
akcesij je genetsko blizu bolgarskim BG4, BG5 in BG6).

Dejanska heterozigotnost se med akcesijami precej razlikuje (razpon od 0,250 do 0,958).
Vrednosti kazejo na to, da sezam ni povsem samoprasna rastlina, kar potrjuje ugotovitve
ve¢ avtorjev (Khidir, 1972; Bedigan in sod., 1986; Ashri, 1998).

Pri obdelavi podatkov se je pokazalo, da so ocene frekvenc nictih alelov za vse lokuse
negativne, nicti aleli pa so se v raziskavi kljub temu pojavljali. Vseeno menimo, da so
pojavljajocCi se nicti aleli pravi in niso rezultat morebitnih napak v postopkih, ki so sicer
precej zanesljivi.

Pri morfoloski karakterizaciji smo za vefino numeri¢nih parametrov ugotovili visoko
stopnjo variabilnosti med akcesijami in nizko znotraj akcesij. Pri nenumeri¢nih parametrih
opazamo majhno variabilnost pri ocenah osnovne morfologije in ve¢jo pri bolj detajlnih
parametrih, kar glede na SirSo zastavljenost pripravljenih deskriptorjev ne preseneca
(Descriptors ..., 2004).

Programsko okolje R se je skupaj s paketoma »gclus« in »vegan« izkazalo za primeren in
uporaben nacin za skupno obdelavo razli¢nih tipov podatkov morfoloske karakterizacije.
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Na osnovi podatkov analize morfologije izrisan dendrogram kaze drugacno grupiranje
akcesij, kot bi jih uvrstili po genetski karakterizaciji. Rezultati Mantelovega testa
skladnosti genetske in morfoloske matrike vkljuenih akcesij kazejo na Sibko povezanost
med podatki (Mantelov koeficient je dosegel pozitivno vrednost 0,132), kar je v skladu s
Studijama Tabatabaei in sod. (2011) in Ali in sod. (2007).

Glede primernosti za gojenje pri nas se je najbolj izkazala bolgarska sorta ‘Sofiya' (ki smo
jo v nalogi vodili kot populacijo BG1), pri kateri je ena rastlina v povprecju producirala po
4 kapsule s semeni. Za rabo v intenzivni uporabi to seveda ne bi bilo dovolj. V kolikor bi
se ob vseh podnebnih spremembah pokazala niSa za gojenje sezama pri nas, bi bilo
potrebno izboru primernih sort nameniti veliko pozornosti. V tem primeru bi za zgled
lahko vzeli Italijo, ki pri gojenju sezama dosega najvisje donose na hektar (FAOSTAT ...,
2013).



Tréek G. Genetska raznolikost genskih virov sezama (Sesamum indicum L.) iz JV Evrope. 43
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnika fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

6 POVZETEK (SUMMARY)

6.1 POVZETEK

Sezam (Sesamum indicum L.) je rastlina iz druzine Pedaliaceae in velja za najstarejSo
oljnico. Cenjen je predvsem zaradi svojega kakovostnega in bogatega olja, poleg tega pa je
razSirjena tudi uporaba celih semen.

Mikrosateliti so tandemsko ponavljajoca se zaporedja DNA, pri katerih je enota ponovitve
dolga od 2-8 bp. Zaradi njihove variabilnosti in pogostosti pojavljanja v genomu se jih
uporablja kot molekularne markerje. V nalogi smo s pomocjo mikrosatelitov opravili
analizo genetske raznolikosti 51 pridobljenih genskih virov sezama.

Celokupno DNA smo izolirali z robotom za izolacijo nukleinskih kislin MagMax, pri
¢emer smo uporabili Quiagen Biosprint DNA Plant kit (Mediline). Z verizno reakcijo s
polimerazo (PCR) smo pridobili fluorescentno oznacene pomnozitve Sestih mikrosatelitnih
lokusov, ki smo jih poslali na fragmentno analizo z genetskim analizatorjem ABI 3130 XL
(Applied Biosystems).

Pridobljene podatke o mikrosatelitin smo analizirali s programom Excel Microsatellite
Toolkit 3.1.1 ter nadalje s programi Populations 1.2.30, IDENTITY 1.0, Fstat in TreeView.
Najprej smo opravili globalno analizo podatkov po lokusih, nato pa smo se posvetili
posameznim akcesijam.

Nabor uporabljenih mikrosatelitnin markerjev se je izkazal za solidno informativnega (PIC
= 0,466), povprecna vrednost He je bila 0,518.

Opravili in analizirali smo parne primerjave genotipov in izrisali drevo standardnih
genetskih razdalj med populacijami.

Z genotipizacijo smo ugotovili, da je akcesije iz bliznjih geografskih obmoc¢ij mogoce
razvrstiti v skupine, vendar so v nekaterih primerih genetsko blizu akcesije, ki izhajajo iz
medsebojno oddaljenih obmoci;.

Drugi del naloge je bila analiza morfoloSke raznolikosti. V ta namen smo mlade rasline
presadili v lonce s substratom in prenesli v rastlinjak, kjer jih je zalival avtomatski
namakalni sistem. Tekom rasti smo jih ocenjevali po mednarodnih (Bioversity
International) deskriptorjih. Pri obdelavi podatkov morfoloSke karakterizacije smo poleg
preprostejSih izraCunov v programu Microsoft Excel uporabili tudi paketa »gclus« in
»vegan« v programskem okolju R, pri ¢emer smo se posluzevali prirocnika Statistical
Analysis for Plant Genetic Resources: Clustering and indices in R made simple (Grum in
Atieno, 2007).
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Za numeri¢ne parametre ocene morfologije smo opravili analizo variance ANOVA. Pri
veéini parametrov smo ugotovili visoko stopnjo variabilnosti med akcesijami in nizko
znotraj akcesij. Nenumeri¢ni parametri, ki se ticejo osnovne morfologije, kazejo majhno
variabilnost, pri bolj specialnih pa je le-ta visja.

Na osnovi podatkov analize morfologije smo izrisali dendrogram, ki smo ga primerjali z
drevesom standardnih genetskih razdalj. Za primerjavo genetske in morfoloSke matrike
smo opravili Mantelov test, ki je pokazal Sibko povezavo (Mantelov koeficient rxy =
0,132).

6.2 SUMMARY

Sesame (Sesamum indicum L.) is a plant of a Pedaliaceae family and is considered to be
the oldest oilseed crop. It is appreciated because of its oil quality and richness, and its
whole seeds are widely used as well.

Microsatellites are repeating sequences of 2—-8 base pairs of DNA. Because of their high
variability and frequency in eucariotic genomes they are used as molecular markers. In this
thesis we performed genetic analysis of 51 sesame accessions using microsatellite
molecular markers.

We isolated genomic DNA using MagMax robotic extractor and Quiagen Biosprint DNA
Plant kit (Mediline). Six loci were amplified by polymerase chain reaction (PCR). During
PCR reaction products were also fluorescently labeled. Amplified fragments were then sent
to fragment analysis, which was performed by genetic analyzer ABI 3130 XL (Applied
Biosystems).

Microsatellite data were then analyzed by Excel Microsatellite Toolkit 3.1.1, and
furthermore by programs Populations 1.2.30, IDENTITY 1.0, Fstat and TreeView. First of
all global loci analysis was performed and then population data analysis was accomplished.

The set of microsatellite primers appear to be quite informative (PIC = 0,466). Mean
expected heterozygosity was 0,518.

We compared genotypes and analyzed the matching pairs. We also constructed the tree of
genetic relationships between populations using standard genetic distance method.

Accessions that originate from neighboring geographic regions can mostly be grouped
together, but in some cases geographically distant accessions are genetically very similar.

The second part of the thesis was morphological characterization. Young sesame plants
were transplanted into pots with a substrate and transferred to the greenhouse, where they
were watered by an automatic irrigation system. We characterized plants using Bioversity
International descriptors. Obtained data were processed by »gclus« and »vegan« packages
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in R programming environment (We used guide Statistical Analysis for Plant Genetic
Resources: Clustering and indices in R made simple (Grum in Atieno, 2007)). Some basic
calculations were made in Microsoft Excel.

Analysis of variance was performed on numerical descriptors. It mostly showed high
variation among populations and low variation within populations. Non-numerical
descriptors of basic morphology show low variability, while it is higher in case of
descriptors of more detailed features.

Dendrogram constructed on the base of processed data of morphological characterization
shows quite different distribution of populations than the tree of genetic relationships
between populations. Mantel test was used for the comparison between genetic and
morphological matrix. It shows a weak correlation between morphological and genetic
data.
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PRILOGA A

Seznam v nalogi uporabljenih akcesij s podatki o njithovem poreklu in krati¢nimi
oznakami, ki smo jih v nalogi uporabili

Pridobljeno ime akcesij Poreklo Uporabljene kratice
MKD 00304 (D) Makedonija MK1
MKD 00305 Makedonija MK2
MKD 00306 Makedonija MK3
MKD 00307 Makedonija MK4
MKD 00308 Makedonija MK5
MKD 00309 Makedonija MK6
MKD 00310 Makedonija MK7
MKD 00311 Makedonija MK8
MKD 00312 Makedonija MK9
MKD 00313 Makedonija MK10
MKD 03381 Makedonija MK11
MKD 03381a Makedonija MK12
"MAK SEZAM?" Makedonija MK13
'Sofiya’ Bolgarija BG1
‘Sadovo 1' Bolgarija BG2
‘Milena' Bolgarija BG3
ACC-BG-010 Bolgarija BG4
ACC-BG-012 (3) Bolgarija BG5
BG-004 (1) Bolgarija BG6
Bhuumk (UE 1000016) Rusija RU1
Mecthbiit (UE 1000013) Rusija RU2
Ky6aher 93 (UE 1000004) Rusija RU3
Hagesxna (UE 1000001) Ukrajina UA1
‘Lizlin' Turéija TR1
'Mugarli' Turdija TR2
'‘GOlmarnara’ Turcija TR3
Tesahir Gobate Etiopija ET1
Tejareb Etiopija ET2
Hirhir Humera Sel-3 Etiopija ET3
Humera Type Hirhir Etiopija ET4
Mikadra Etiopija ET5
Hirhir Fluha Large Seed Etiopija ET6

se nadaljuje
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nadaljevanje
Pridobljeno ime akcesij Poreklo Uporabljene kratice
Margo Selection Etiopija ET7
Gojam Arene (Aleka) Etiopija ET8
J-02 Etiopija ET9
J-03 Etiopija ET10
ACC-00008 Etiopija ET11
ACC-EW-012 (1) Etiopija ET12
ACC-EW-015 (1) Etiopija ET13
ACC-EW-017 (5) Etiopija ET14
ACC-EW-025 (1) Etiopija ET15
SPS-SIK-98-2 Etiopija ET16
WW-04 Neznano NN
TURKEY Turéija TR
SYRIA Sirija SY
SUDAN-2 Sudan SD
INDIA-3 Indija IN
AFRICA-3 Afrika AFR
CHINA-2 Kitajska CN
KOREA-1 JuZna Koreja KR
JAPAN-2 Japonska JP
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PRILOGA B

Protokoli za pripravo nekaterih pufrov, ki smo jih uporabili v sklopu analize genetske
variabilnosti pri delu z DNA

TE pufer:

e 10ml 1M Tris—HCI, pH 8
e 2ml05M EDTA, pH 8
e Dolijemo dH,0 do 1000 ml.

TBE (5X) pufer:

e 54 g Tris baze

e 27,59 Borove kisline

e Raztopimo v cca. 900 ml dH,0.

e Dodamo 20 ml 0,5 M EDTA, pH 8.

e Dolijemo dH,0 do 1000 ml.

e Zapripravo 0,5X TBE pufra red¢éimo 5X TBE z dH,O v razmerju 1 : 10.

TNE pufer:

e 12,11 g Tris baze

e 3, 729EDTA

e 116,89 NaCl

e Raztopimo v cca. 800 ml dH,0.

e Uravnamo pH na 7,4 s koncentrirano raztopino HCI.

¢ Dolijemo dH,0O do 1000 ml.

e Dobimo 10X TNE pufer (100mM Tris; 2.0M NaCl; 10mM EDTA,; pH 7.4).
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PRILOGA C

Celoten pregled dejanske heterozigotnosti in povpre¢nega Stevila alelov/lokus znotraj
populacij (akcesij)

o Ho " oviokus
MK3 0,292 1,33
MK1 0,250 1,50
MK2 0,417 1,50
MK4 0,333 1,50
MK6 0,292 1,67
MK7 0,375 1,67
MK8 0,417 1,67
BG3 0,458 1,67
ET5 0,625 1,67
ET16 0,667 1,67

IN 0,500 1,67
MK5 0,639 1,83
MK10 0,569 1,83
MK13 0,625 1,83
ET6 0,667 1,83
JP 0,597 1,83
RU2 0,833 1,83
BG1 0,417 2,00
ET1 0,639 2,00
ET3 0,736 2,00
ET7 0,736 2,00
ET9 0,667 2,00
ET10 0,708 2,00
ET11 0,681 2,00
ET13 0,833 2,00
ET14 0,736 2,00
NN 0,792 200
BG6 0,750 2,00
SD 0,750 200
KR 0,583 2.00
RU3 0,708 2,00

se nadaljuje
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o e Ho " iioviokus

MK9 0,750 2,17
BG2 0,583 2,17
ET2 0,500 2,17
ET8 0,750 2,17
ET12 0,792 2,17
ET15 0,792 2,17
BG4 0,750 2,17
BG5 0,792 2,17
TR 0,736 217
AFR 0,792 2,17
RU1 0,597 2,17
UAL 0,653 2,17
MK11 0,917 2,17
TR1 0,958 2,33
TR2 0,875 2,33
MK12 0,875 2,33
TR3 0,708 2,50
SY 0,903 250
CN 0,583 2,50
ET4 0,750 3,00
Povprecje 0,654 2,00




PRILOGA D

Pregled vrednosti analize variance ANOVA za nekatere numeri¢ne deskriptorje

Vsota kvadratov odklonov-VKO Stopnja prostosti Srednji kvanILig i odklon-
Lastnost Znotraj Med Skupai Znotraj Med . Znotraj Med F P - vrednost
akcesij  akcesijami upaj akcesij akcesijami Skupaj akcesij akcesijami
Vigina rastline 1831,37 694592 877728 | 115 50 165 15,92 138,92 8,72 8,22*10%
DolZina internodijev |  Prvi 74,61 496,28 570,89 | 102 50 152 0,73 9,93 13,57 8,13*10%
Drugi | 102,69 230,60 333,29 | 102 50 152 1,01 4,61 4,58 3,93*10™
Tretji | 114,48 520,97 63545 | 102 50 152 1,12 10,42 9,28 2,66%10%
Cetrti | 101,01 413,96 514,97 | 102 50 152 0,99 8,28 8,36 1,29%10™
Peti 96,33 195,83 292,16 | 102 50 152 0,94 3,92 4,15 5,98*10%°
DolZina bazalnega lista 6,13 14,89 21,02 102 50 152 0,06 0,30 4,95 4,2%10™%
Sirina bazalnega lista 2,65 4,77 7,42 102 50 152 0,03 0,10 3,68 1,28*10%
DolZina srednjega lista 53,81 104,34 158,15 102 50 152 0,53 2,09 3,96 2,06%10%°
Sirina srednjega lista 25,08 45,65 70,73 102 50 152 0,25 0,91 3,71 1,02*10%
DolZina vrhnjega lista 12,87 8,93 21,81 102 50 152 0,13 0,18 1,42 0,0706
Sirina vrhnjega lista 2,42 1,82 4,24 102 50 152 0,02 0,04 1,53 0,0350
DolZina peclja bazalnega lista | 4,33 19,06 23,40 102 50 152 0,04 0,38 8,97 9,45%10°%
DolZina peclja srednjega lista 27,98 104,32 132,30 102 50 152 0,27 2,09 7,61 3,81*10™8
DolZina peclja vrhnjega lista 0,580 0,347 0,93 102 50 152 0,006 0,007 1,22 0,197
St. nodijev do prvega cveta 38,27 125,18 163,45 123 50 173 0,31 2,50 8,05 3,31*10%

*ad0JAT AC ZI (*] WNIIPUI WINWESSS) BLIEZSS AOIIA YI1¥SUSB 1S0M1]0UZE BYSIBUSD) D YOI
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PRILOGA E

Pregled morfoloSke karakterizacije z vrednotmi vseh deskriptorjev (Steviléne oznake
desktiptorjev so povzete po Descriptors... (2004)) za vse akcesije

St.

deskriptorja* Deskriptor\Populacija MK1 MK2 MK3 MK4 MK5 MK6
7.2.1 Tip rasti 1 1 1 1 1 1
7.2.2 Oblika rasti 3 3 3 3 3 3
7.2.3 Koreninski sistem 2 2 2 2 2 2
7.3.1 Visina rastline (cm) 32,1 37,0 37,0 39,7 38,6 40,6
7.3.2 Barva stebla 1 1 1 1 1 1
7.3.3 Dlakavost stebla 7 5 7 5 5 5
734 Oblika dlak 2 3 3 2 2 2
7.35 Oblika stebla v prerezu 2 2 2 2 2 2
7.3.6 Stebelna fasciacija 1 1 1 1 1 1
7.3.7 Vejanje stebla 1 1 1 1 1 1
7.3.8 Vzorec vejanja 2 2 2 2 2 2
7.3.9 prvi DolzZina internodijev (cm) 5,7 5,8 7,4 5,8 7,1 7,7
7.3.9 drugi DolZina internodijev (cm) 6,0 6,2 7,8 6,1 7,4 8,0
7.3.9 tretji Dolzina internodijev (cm) 6,4 7,6 7,9 8,9 8,8 8,8
7.3.9 Cetrti Dolzina internodijev (cm) 5,8 7,7 5,6 7,0 7,1 7,2
7.3.9 peti DolzZina internodijev (cm) 4,8 6,7 4,6 6,0 6,1 6,2
7.4.1 Barva listov 1 1 1 1 1 1
7.4.2 Dlakavost listov 3 3 3 3 3 3
743 Oblika dlak 1 1 1 1 1 1
7.4.4 Razporeditev listov 1 1 1 1 1 1
7.4.5 bazalni Oblika listov 4 3 3 4 3 3
7.4.5 vrhnji Oblika listov 2 2 2 2 2 2
7.4.6 Profil bazalnega lista 1 1 3 3 3 3
7.4.7 Rob bazalnega lista 1 1 1 1 1 1
7.4.8 Zareze bazalnega lista 0 0 0 0 0 0

se nadaljuje
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deskrié[::'torja* Deskriptor\Populacija MK1 MK2 MK3 MK4 MK5 MK6
7.4.9 Dolzina bazalnega lista (cm) 4,3 4,7 4,7 5,2 5,0 5,0
7.4.10 Sirina bazalnega lista (cm) 2,5 2,5 2,5 2,6 2,6 2,7
7.4.11 Dolzina srednjega lista (cm) 8,4 8,2 8,0 8,9 8,0 8,1
7.4.12 Sirina srednjega lista (cm) 4,6 4,3 3,9 4,3 4,3 3,9
7.4.13 DolzZina vrhnjega lista (cm) 3,5 3,0 2,9 3,2 3,0 2,8
7.4.14 Sirina vrhnjega lista (cm) 0,6 0,5 0,6 0,7 0,6 0,6
7.4.16 Kot rasti listov na steblo 2 2 2 2 2 1
7.4.17 DolzZina peclja bazalnega lista (cm) 2,7 2,1 2,2 2,3 2,3 2,6
7.4.18 DolZina peclja srednjega lista (cm) 3,7 3,1 2,8 2,4 31 2,8
7.4.19 DolzZina peclja vrhnjega lista (cm) 0,3 0,3 0,4 0,3 0,3 0,3
7.4.20 Barva peclja 1 1 1 2 1 1
7.4.21 Dlakavost peclja 5 3 3 3 3 3
7.4.22 Oblika dlak 3 3 2 1 2 1
753 St. cvetov na zalistni brst 1 1 1 1 1 1
75.6 St. nodijev do prvega cveta 45 42 45 4 41 4
75.8 Barva ¢asnih listov 1 1 1 1 1 1
7.5.10 Dlakavost ¢asnih listov 7 5 3 5 3 3
7.5.11 Oblika dlak 2 2 2 1 1 1
7.5.12 Dlakavost venénih listov 7 7 7 7 7 7
7.5.13 Oblika dlak 2 2 2 2 2 3
7.5.14 Barva zunanjosti cvetne krone 2 2 2 2 2 2
7.5.15 Barva notranjosti cvetne krone 1 2 2 2 2 1
7.5.16 Pigmentacija notranjosti cvetne krone 0 1 1 1 1 0
7.5.17 Barva spodnje cvetne ustnice 0 0 0 0 0 0
7.5.20 Barva pra$ni¢ne niti 1 1 1 1 1 1
7.5.22 Dolzina vratu pestica 2 2 2 2 2 2

se nadaljuje
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deskrisrfltorja* Deskriptor\Populacija MK7 MK8 MK9 MK10 MK13 BG1l
7.2.1 Tip rasti 1 1 1 1 1 1
7.2.2 Oblika rasti 3 3 3 3 3 3
7.2.3 Koreninski sistem 2 2 2 2 2 2
7.3.1 Visina rastline (cm) 40,6 39,3 35,9 39,4 38,1 40,2
7.3.2 Barva stebla 1 1 1 1 1 1
7.3.3 Dlakavost stebla 5 3 5 7 5 7
734 Oblika dlak 2 2 3 3 2 3
7.35 Oblika stebla v prerezu 2 2 2 2 2 2
7.3.6 Stebelna fasciacija 1 1 1 1 1 1
7.3.7 Vejanje stebla 1 1 1 1 1 1
7.3.8 Vzorec vejanja 2 2 2 2 2 2
7.3.9 prvi DolZina internodijev (cm) 8,4 8,3 7,3 7,9 7,4 11,6
7.3.9 drugi DolzZina internodijev (cm) 8,7 8,6 7,6 8,2 7,0 6,9
7.3.9 tretji Dolzina internodijev (cm) 8,9 9,0 7,0 7,0 7,2 5,2
7.3.9 Cetrti Dolzina internodijev (cm) 6,9 7,4 5,2 6,7 7,1 5,4
7.3.9 peti DolZina internodijev (cm) 59 6,4 5,2 57 53 4,9
7.4.1 Barva listov 1 1 1 2 1 1
7.4.2 Dlakavost listov 3 3 3 3 0 5
743 Oblika dlak 1 1 1 1 2
744 Razporeditev listov 1 1 1 1 1 1
7.4.5 bazalni Oblika listov 4 3 3 3 4 4
7.4.5 vrhnji Oblika listov 2 2 2 2 2 2
7.4.6 Profil bazalnega lista 3 3 1 1 1 3
7.4.7 Rob bazalnega lista 1 1 1 1 1 1
7.4.8 Zareze bazalnega lista 0 0 0 0 0 0
7.4.9 DolZina bazalnega lista (cm) 4,8 4,5 4,5 5,0 4,9 4,8

se nadaljuje
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deskrié[::'torja* Deskriptor\Populacija MK7 MK8 MK9 MK10 MK13 BGl
7.4.10 Sirina bazalnega lista (cm) 2,4 2,3 2,3 2,4 2,6 2,7
7.4.11 DolZina srednjega lista (cm) 79 8,1 7,4 7,7 7,6 8,4
7.4.12 Sirina srednjega lista (cm) 3,6 4,2 4,2 4,2 3,9 5,4
7.4.13 DolZina vrhnjega lista (cm) 2,7 2,7 2,6 2,6 2,5 2,7
7.4.14 Sirina vrhnjega lista (cm) 0,5 0,5 0,7 0,6 0,5 0,7
7.4.16 Kot rasti listov na steblo 1 1 2 2 2 2
7.4.17 DolZina peclja bazalnega lista (cm) 2,1 2,3 2,2 2,3 2,6 2,6
7.4.18 Dolzina peclja srednjega lista (cm) 2,4 2,7 2,5 2,5 2,8 2,7
7.4.19 DolZina peclja vrhnjega lista (cm) 0,2 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
7.4.20 Barva peclja 2 2 2 1 2 1
7.4.21 Dlakavost peclja 3 3 5 7 5 7
7.4.22 Oblika dlak 2 1 2 2 1 3
753 St. cvetov na zalistni brst 1 1 1 1 1 1
7.5.6 St. nodijev do prvega cveta 4 4,1 4 5 4,1 4,1
7.5.8 Barva Casnih listov 1 1 1 1 1 1
7.5.10 Dlakavost ¢asnih listov 3 3 5 7 5 7
7.5.11 Oblika dlak 1 1 1 2 2 3
7.5.12 Dlakavost venénih listov 7 7 7 7 7 7
7.5.13 Oblika dlak 2 2 2 2 2 3
7.5.14 Barva zunanjosti cvetne krone 2 2 2 4 3 1
7.5.15 Barva notranjosti cvetne krone 2 2 1 4 2 1
7.5.16 Pigmentacija notranjosti cvetne krone 1 1 0 2 1 0
7.5.17 Barva spodnje cvetne ustnice 0 0 0 1 0 0
7.5.20 Barva pra$ni¢ne niti 1 1 1 1 1 1
7.5.22 DolZina vratu pesti¢a 2 2 2 2 2 2

se nadaljuje
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deskrisr::[orja* Deskriptor\Populacija BG2 BG3 ET1 ET2 ET3 ET4
7.2.1 Tip rasti 1 1 1 1 1 1
7.2.2 Oblika rasti 3 3 3 3 3 3
7.2.3 Koreninski sistem 2 2 2 2 2 2
7.3.1 Visina rastline (cm) 42,8 48,1
7.3.2 Barva stebla 1 1 1 1 1 1
7.3.3 Dlakavost stebla 7 7 3 3 3 3
734 Oblika dlak 3 3 2 1 2 2
7.3.5 Oblika stebla v prerezu 2 2 2 2 2 2
7.3.6 Stebelna fasciacija 1 1 1 1 1 1
7.3.7 Vejanje stebla 1 1 1 1 1 1
7.3.8 Vzorec vejanja 2 2 2 2 2 2
7.3.9 prvi DolZina internodijev (cm) 8,9 9,3 7,4 7,0 6,7 6,0
7.3.9 drugi Dolzina internodijev (cm) 6,8 9,6 7,7 8,4 7,5 9,3
7.3.9 tretji DolZina internodijev (cm) 53 6,9 8,2 6,1 7,1 7,5
7.3.9 Qetrti DolzZina internodijev (cm) 6,9 8,1 7,4 6,6 6,5 6,5
7.3.9 peti DolZina internodijev (cm) 7,2 7,1 6,9 6,2 6,8 8,2
7.4.1 Barva listov 1 1 2 2 1 1
7.4.2 Dlakavost listov 7 5 0 0 3 3
743 Oblika dlak 2 2 1 1
7.4.4 Razporeditev listov 1 1 1 1 1 1
7.4.5 bazalni Oblika listov 4 3 4 4 4 4
7.4.5 vrhnji Oblika listov 2 2 2 2 2 2
7.4.6 Profil bazalnega lista 3 3 3 3 1 3
7.4.7 Rob bazalnega lista 1 1 1 1 1 1
7.4.8 Zareze bazalnega lista 0 0 0 0 0 0
7.4.9 DolZina bazalnega lista (cm) 4,7 4,7 4,6 4,7 4,3 4,2
7.4.10 Sirina bazalnega lista (cm) 2,7 2,8 2,6 2,6 2,3 2,2

se nadaljuje
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deskrisr::[orja* Deskriptor\Populacija BG2 BG3 ET1 ET2 ET3 ET4
7.4.11 Dolzina srednjega lista (cm) 8,5 8,9 8,8 8,4 7,1 7,3
7.4.12 Sirina srednjega lista (cm) 51 51 4,7 4,3 4,0 4,1
7.4.13 Dolzina vrhnjega lista (cm) 2,9 3,0 2,9 2,8 3,1 3,2
7.4.14 Sirina vrhnjega lista (cm) 0,6 0,7 0,7 0,6 0,5 0,6
7.4.16 Kot rasti listov na steblo 2 2 2 2 2 2
7.4.17 DolzZina peclja bazalnega lista (cm) 2,8 2,9 2,3 2,4 2,1 2,0
7.4.18 DolZina peclja srednjega lista (cm) 3,7 4,0 3,7 3,2 2,5 3,2
7.4.19 Dolzina peclja vrhnjega lista (cm) 0,4 0,4 0,3 0,3 0,3 0,3
7.4.20 Barva peclja 1 1 1 2 2 2
7.4.21 Dlakavost peclja 7 7 3 3 3 3
7.4.22 Oblika dlak 3 3 2 2 1 1
7.5.3 St. cvetov na zalistni brst 1 1 1
75.6 St. nodijev do prvega cveta 43 4.4 5,5
7.5.8 Barva ¢asnih listov 1 1 1 1 1 1
7.5.10 Dlakavost ¢asnih listov 7 7 5 5 5 3
7.5.11 Oblika dlak 3 3 2 2 2 1
7.5.12 Dlakavost venénih listov 7 7 7 7 7 5
7.5.13 Oblika dlak 3 3 2 2 2 2
7.5.14 Barva zunanjosti cvetne krone 3 2 2
7.5.15 Barva notranjosti cvetne krone 3 1 2
7.5.16 Pigmentacija notranjosti cvetne krone 2 0 1
7.5.17 Barva spodnje cvetne ustnice 1 0 0
7.5.20 Barva prasni¢ne niti 1 1 1
7.5.22 DolZina vratu pestica 2 2 2

se nadaljuje
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deskrisrfltorja* Deskriptor\Populacija ET5 ET6 ET7 ET8 ET9 ET10
7.2.1 Tip rasti 1 1 1 1 1 1
7.2.2 Oblika rasti 3 3 3 3 3 3
7.2.3 Koreninski sistem 2 2 2 2 2 2
7.3.1 Visina rastline (cm) 57,2 57,4
7.3.2 Barva stebla 1 1 1 1 1 1
7.3.3 Dlakavost stebla 3 3 5 3 3 3
734 Oblika dlak 2 1 2 1 1 1
7.35 Oblika stebla v prerezu 2 2 2 2 2 2
7.3.6 Stebelna fasciacija 1 1 1 1 1 1
7.3.7 Vejanje stebla 1 1 1 1 1 1
7.3.8 Vzorec vejanja 2 2 2 2 2 2
7.3.9 prvi DolZina internodijev (cm) 7,8 7,2 8,4 6,7 4,6 51
7.3.9 drugi DolzZina internodijev (cm) 10,6 9,1 7,7 7,8 9,1 8,1
7.3.9 tretji Dolzina internodijev (cm) 9,5 8,7 9,0 10,3 10,6 8,7
7.3.9 Cetrti Dolzina internodijev (cm) 9,9 8,2 8,8 9,5 10,3 79
7.3.9 peti DolZina internodijev (cm) 8,3 8,2 7,7 6,0 8,2 6,7
7.4.1 Barva listov 1 1 1 1 1 1
7.4.2 Dlakavost listov 3 3 3 0 0 0
743 Oblika dlak 1 1 1
744 Razporeditev listov 1 1 1 1 1 1
7.4.5 bazalni Oblika listov 4 4 4 3 4 4
7.4.5 vrhnji Oblika listov 2 2 2 2 2 2
7.4.6 Profil bazalnega lista 3 3 3 2 3 3
7.4.7 Rob bazalnega lista 1 1 1 1 1 1
7.4.8 Zareze bazalnega lista 0 0 0 0 0 0
7.4.9 DolZina bazalnega lista (cm) 4,2 4,9 4,8 4,9 50 4,8

se nadaljuje
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deskrié[::'torja* Deskriptor\Populacija ET5 ET6 ET7 ET8 ET9 ET10

7.4.10 Sirina bazalnega lista (cm) 2,3 2,7 2,4 2,5 2,6 2,5
7.4.11 DolZina srednjega lista (cm) 7,1 7,6 7,9 10,0 9,3 8,7
7.4.12 Sirina srednjega lista (cm) 3,8 4,6 4,0 4,3 53 5,3
7.4.13 DolZina vrhnjega lista (cm) 3,2 3,1 3,0 3,2 3,2 3,1
7.4.14 Sirina vrhnjega lista (cm) 0,5 0,6 0,6 0,7 1,0 0,8
7.4.16 Kot rasti listov na steblo 2 2 2 2 2 2
7.4.17 DolZina peclja bazalnega lista (cm) 2,8 2,5 2,5 3,1 31 3,0
7.4.18 Dolzina peclja srednjega lista (cm) 3,5 5,3 34 4,6 51 4,6
7.4.19 DolZina peclja vrhnjega lista (cm) 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4
7.4.20 Barva peclja 2 2 2 1 2 2
7.4.21 Dlakavost peclja 3 3 5 3 3 3
7.4.22 Oblika dlak 1 1 2 2 2 2
753 St. cvetov na zalistni brst 1 1

7.5.6 St. nodijev do prvega cveta 6,5 6

758 Barva ¢agnih listov 1 1 1 1 1 1
7.5.10 Dlakavost ¢asnih listov 7 3

7.5.11 Oblika dlak 2 1

7.5.12 Dlakavost venénih listov 7 7

7.5.13 Oblika dlak 2 2

7.5.14 Barva zunanjosti cvetne krone 2 2

7.5.15 Barva notranjosti cvetne krone 2 3

7.5.16 Pigmentacija notranjosti cvetne krone 1 2

7.5.17 Barva spodnje cvetne ustnice 0 1

7.5.20 Barva prasni¢ne niti 1 1

7.5.22 DolZina vratu pesti¢a 2 2

se nadaljuje
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deskrisrfltorja* Deskriptor\Populacija ET11 ET12 ET13 ET14 ET15 ET16
7.2.1 Tip rasti 1 1 1 1 1 1
7.2.2 Oblika rasti 3 3 3 3 3 3
7.2.3 Koreninski sistem 2 2 2 2 2 2
7.3.1 Visina rastline (cm) 51,3
7.3.2 Barva stebla 1 1 1 1 1 1
7.3.3 Dlakavost stebla 5 3 3 3 3 3
734 Oblika dlak 3 2 2 2 3 1
7.35 Oblika stebla v prerezu 2 2 2 2 2 2
7.3.6 Stebelna fasciacija 1 1 1 1 1 1
7.3.7 Vejanje stebla 1 1 1 1 1 1
7.3.8 Vzorec vejanja 2 2 2 2 2 2
7.3.9 prvi DolZina internodijev (cm) 4,7 58 7,2 4,5 6,8 6,8
7.3.9 drugi DolzZina internodijev (cm) 9,0 8,5 10,7 9,0 7,3 9,8
7.3.9 tretji Dolzina internodijev (cm) 6,8 8,5 11,3 8,8 10,5 7,7
7.3.9 Cetrti Dolzina internodijev (cm) 6,1 7,8 10,5 9,3 9,8 7,7
7.3.9 peti DolZina internodijev (cm) 6,7 7,9 7,2 7,7 7,7 5,7
7.4.1 Barva listov 1 1 1 1 4 4
7.4.2 Dlakavost listov 3 3 3 3 3 3
7.4.3 Oblika dlak 1 1 1 1 1 1
744 Razporeditev listov 1 1 1 1 1 1
7.4.5 bazalni Oblika listov 4 4 4 4 4 4
7.4.5 vrhnji Oblika listov 2 2 2 2 2 2
7.4.6 Profil bazalnega lista 1 3 1 1 3 3
7.4.7 Rob bazalnega lista 1 1 1 1 1 1
7.4.8 Zareze bazalnega lista 0 0 0 0 0 0
7.4.9 DolZina bazalnega lista (cm) 4,4 4,4 54 52 4,8 4,7
7.4.10 Sirina bazalnega lista (cm) 2,4 2,4 2,7 2,8 2,5 2,4

se nadaljuje



Tréek G. Genetska raznolikost genskih virov sezama (Sesamum indicum L.) iz JV Evrope.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

nadaljevanje
deskriér:ltorja* Deskriptor\Populacija ET11 ET12 ET13 ET14 ET15 ET16

7.4.11 DolZina srednjega lista (cm) 8,5 6,5 8,8 9,5 10,1 7,0
7.4.12 Sirina srednjega lista (cm) 4,6 4,0 50 55 51 4,1
7.4.13 DolZina vrhnjega lista (cm) 3,0 3,2 2,9 2,8 3,0 2,7
7.4.14 Sirina vrhnjega lista (cm) 0,6 0,6 0,8 0,8 0,6 0,6
7.4.16 Kot rasti listov na steblo 2 2 2 2 2 2
7.4.17 DolzZina peclja bazalnega lista (cm) 2,6 2,0 2,9 2,8 2,9 2,1
7.4.18 Dolzina peclja srednjega lista (cm) 4,6 34 4,3 4,7 5,0 2,5
7.4.19 DolZina peclja vrhnjega lista (cm) 0,4 0,2 0,4 0,4 0,3 0,3
7.4.20 Barva peclja 2 2 2 2 3 1
7.4.21 Dlakavost peclja 5 3 5 5 3 5
7.4.22 Oblika dlak 2 2 2 2 1 2
753 St. cvetov na zalistni brst 1

7.5.6 St. nodijev do prvega cveta 6

7.5.8 Barva Casnih listov 1 1 1 1 1 1
7.5.10 Dlakavost ¢asnih listov 5

7.5.11 Oblika dlak 2

7.5.12 Dlakavost venénih listov 7

7.5.13 Oblika dlak 2

7.5.14 Barva zunanjosti cvetne krone 2

7.5.15 Barva notranjosti cvetne krone 2

7.5.16 Pigmentacija notranjosti cvetne krone 1

7.5.17 Barva spodnje cvetne ustnice 0

7.5.20 Barva pra$ni¢ne niti 1

7.5.22 Dolzina vratu pestica 2

se nadaljuje
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Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

nadaljevanje
deskrisrfltorja* Deskriptor\Populacija NN BG4 BG5 BG6 TR1 TR2
7.2.1 Tip rasti 1 1 1 1 1 1
7.2.2 Oblika rasti 3 3 3 3 3 3
7.2.3 Koreninski sistem 2 2 2 2 2 2
7.3.1 Visina rastline (cm) 47,1 44,5
7.3.2 Barva stebla 1 1 1 1 1 1
733 Dlakavost stebla 3 3 3 3 5 3
734 Oblika dlak 2 2 2 2 3 2
7.35 Oblika stebla v prerezu 2 2 2 2 2 2
7.3.6 Stebelna fasciacija 1 1 1 1 1 1
7.3.7 Vejanje stebla 1 1 1 1 1 1
7.3.8 Vzorec vejanja 2 2 2 2 2 2
7.3.9 prvi DolZina internodijev (cm) 6,7 55 4,7 5,7 6,7 8,5
7.3.9 drugi DolzZina internodijev (cm) 8,8 9,0 8,8 9,5 7,8 8,3
7.3.9 tretji DolZina internodijev (cm) 12,8 8,8 7,0 9,3 10,5 9,3
7.3.9 Cetrti Dolzina internodijev (cm) 11,0 9,5 6,8 8,8 9,8 9,3
7.3.9 peti DolZina internodijev (cm) 7,3 7,0 7,8 7,5 7,5 7,7
7.4.1 Barva listov 4 1 1 1 1 1
7.4.2 Dlakavost listov 3 0 3 3 5 3
743 Oblika dlak 1 1 1 1 1
7.4.4 Razporeditev listov 1 1 1 1 1 1
7.4.5 bazalni Oblika listov 4 4 4 4 3 4
7.4.5 vrhnji Oblika listov 2 2 2 2 2 2
7.4.6 Profil bazalnega lista 2 3 3 1 1 2
7.4.7 Rob bazalnega lista 1 1 1 1 1 1
7.4.8 Zareze bazalnega lista 0 0 0 0 0 0
7.4.9 DolZina bazalnega lista (cm) 5,3 51 4,9 50 4,9 4,7

se nadaljuje
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nadaljevanje

deskrié[::'torja* Deskriptor\Populacija NN BG4 BG5 BG6 TR1 TR2
7.4.10 Sirina bazalnega lista (cm) 2,7 2,4 2,5 2,6 2,4 2,3
7.4.11 DolZina srednjega lista (cm) 9,3 8,3 9,4 7,5 7,9 7,8
7.4.12 Sirina srednjega lista (cm) 4,6 4,7 5,7 4,6 4,0 4,3
7.4.13 DolZina vrhnjega lista (cm) 3,0 2,7 2,6 2,6 3,1 3,3
7.4.14 Sirina vrhnjega lista (cm) 0,8 0,7 0,8 0,7 0,7 0,5
7.4.16 Kot rasti listov na steblo 2 2 2 2 2 2
7.4.17 DolZina peclja bazalnega lista (cm) 2,5 2,5 2,6 2,8 2,6 2,2
7.4.18 Dolzina peclja srednjega lista (cm) 3,6 4,1 4,5 3,8 3,0 2,9
7.4.19 DolZina peclja vrhnjega lista (cm) 0,3 0,3 0,3 0,4 0,3 0,3
7.4.20 Barva peclja 2 2 2 2 2 2
7.4.21 Dlakavost peclja 3 3 5 5 5 5
7.4.22 Oblika dlak 2 1 2 2 2 1
753 St. cvetov na zalistni brst 1 1
7.5.6 St. nodijev do prvega cveta 4,9 4,7
7.5.8 Barva Casnih listov 1 1 1 1 1 1
7.5.10 Dlakavost ¢asnih listov 5 3
7.5.11 Oblika dlak 2 1
7.5.12 Dlakavost venénih listov 7 5
7.5.13 Oblika dlak 3 2
7.5.14 Barva zunanjosti cvetne krone 2 2
7.5.15 Barva notranjosti cvetne krone 2 2
7.5.16 Pigmentacija notranjosti cvetne krone 1 1
7.5.17 Barva spodnje cvetne ustnice 0 0
7.5.20 Barva prasni¢ne niti 1 1
7.5.22 DolZina vratu pesti¢a 2 2

se nadaljuje
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nadaljevanje
deskrisrfltorja* Deskriptor\Populacija TR3 TR SY SD IN AFR
7.2.1 Tip rasti 1 1 1 1 1 1
7.2.2 Oblika rasti 3 3 3 3 2 3
7.2.3 Koreninski sistem 2 2 2 2 2 2
7.3.1 Visina rastline (cm) 37,1 52,6 57,8 50,1
7.3.2 Barva stebla 1 1 1 1 1 1
7.3.3 Dlakavost stebla 5 7 7 5 7 5
734 Oblika dlak 2 3 3 2 3 2
7.35 Oblika stebla v prerezu 2 2 2 2 2 2
7.3.6 Stebelna fasciacija 1 1 1 1 1 1
7.3.7 Vejanje stebla 1 1 1 1 1 1
7.3.8 Vzorec vejanja 2 2 2 2 2 2
7.3.9 prvi DolZina internodijev (cm) 6,6 9,0 8,7 11,2 8,7 7,5
7.3.9 drugi DolzZina internodijev (cm) 55 7,7 7,2 7,1 6,1 5,6
7.3.9 tretji DolzZina internodijev (cm) 5,8 7,7 58 7,1 51 5,4
7.3.9 Cetrti Dolzina internodijev (cm) 6,2 8,0 8,3 9,1 9,4 6,2
7.3.9 peti DolZina internodijev (cm) 5,8 6,8 9,0 6,7 5,8 5,6
7.4.1 Barva listov 1 1 1 1 1 1
7.4.2 Dlakavost listov 5 5 5 5 3 3
743 Oblika dlak 2 2 2 1 1 1
744 Razporeditev listov 1 1 1 1 1 1
7.4.5 bazalni Oblika listov 3 4 4 4 4 4
7.4.5 vrhnji Oblika listov 2 2 2 2 2 2
7.4.6 Profil bazalnega lista 1 1 1 1 3 1
7.4.7 Rob bazalnega lista 1 1 1 1 1 1
7.4.8 Zareze bazalnega lista 0 0 0 0 0 0
7.4.9 DolZina bazalnega lista (cm) 4,8 4,9 4,9 4,6 4,4 4,5

se nadaljuje
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nadaljevanje

deskrié[::'torja* Deskriptor\Populacija TR3 TR SY SD IN AFR
7.4.10 Sirina bazalnega lista (cm) 2,1 2,5 2,6 2,6 2,4 2,3
7.4.11 DolZina srednjega lista (cm) 7,1 9,7 9,6 8,1 7,1 8,2
7.4.12 Sirina srednjega lista (cm) 3,5 51 54 4,8 3,9 4,7
7.4.13 DolZina vrhnjega lista (cm) 2,9 3,0 3,0 2,7 3,2 2,9
7.4.14 Sirina vrhnjega lista (cm) 0,6 0,6 0,5 0,7 0,9 0,7
7.4.16 Kot rasti listov na steblo 2 2 2 2 2 2
7.4.17 DolZina peclja bazalnega lista (cm) 2,3 2,5 2,9 2,7 2,6 2,6
7.4.18 Dolzina peclja srednjega lista (cm) 2,5 3,8 5,2 3,5 3,4 3,6
7.4.19 DolZina peclja vrhnjega lista (cm) 0,3 0,3 0,4 0,4 0,3 0,3
7.4.20 Barva peclja 2 2 2 2 1 2
7.4.21 Dlakavost peclja 5 7 7 7 7 7
7.4.22 Oblika dlak 2 3 3 3 3 2
753 St. cvetov na zalistni brst 1 1 1 1
7.5.6 St. nodijev do prvega cveta 4 5,8 6,5 5
7.5.8 Barva Casnih listov 1 1 1 1 1 1
7.5.10 Dlakavost ¢asnih listov 7 7 7 7
7.5.11 Oblika dlak 2 2 2 1
7.5.12 Dlakavost venénih listov 7 7 7 5
7.5.13 Oblika dlak 3 3 2 2
7.5.14 Barva zunanjosti cvetne krone 1 2 2 3
7.5.15 Barva notranjosti cvetne krone 1 2 2 2
7.5.16 Pigmentacija notranjosti cvetne krone 0 2 2 2
7.5.17 Barva spodnje cvetne ustnice 0 1 1 1
7.5.20 Barva prasni¢ne niti 1 1 1 1
7.5.22 DolZina vratu pesti¢a 2 2 2 2

se nadaljuje



Tréek G. Genetska raznolikost genskih virov sezama (Sesamum indicum L.) iz JV Evrope.
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nadaljevanje
deskrisrfltorja* Deskriptor\Populacija CN KR JP RU1 RU2 RU3
7.2.1 Tip rasti 1 1 1 1 1 1
7.2.2 Oblika rasti 3 3 3 3 3 3
7.2.3 Koreninski sistem 2 2 2 2 2 2
7.3.1 Visina rastline (cm) 45,7 47,4 43,4
7.3.2 Barva stebla 1 1 1 1 1 1
7.3.3 Dlakavost stebla 5 7 7 5 7 5
734 Oblika dlak 2 3 3 2 3 3
7.35 Oblika stebla v prerezu 2 2 2 2 2 2
7.3.6 Stebelna fasciacija 1 1 1 1 1 1
7.3.7 Vejanje stebla 1 1 1 1 1 1
7.3.8 Vzorec vejanja 2 2 2 2 2 2
7.3.9 prvi DolZina internodijev (cm) 7,5 10,0 7,5 9,6 10,4 12,6
7.3.9 drugi DolzZina internodijev (cm) 8,0 6,9 58 7,0 6,8 9,3
7.3.9 tretji Dolzina internodijev (cm) 8,3 5,0 4,5 4,9 5,7 5,0
7.3.9 Cetrti Dolzina internodijev (cm) 7,4 4,9 4,7 6,1 4,4 51
7.3.9 peti DolZina internodijev (cm) 55 4,8 6,0 5,0 4,8 4,6
7.4.1 Barva listov 1 1 1 1 1 1
7.4.2 Dlakavost listov 3 5 5 5 5 7
743 Oblika dlak 1 2 2 2 2 3
744 Razporeditev listov 1 1 1 1 1 1
7.4.5 bazalni Oblika listov 4 4 3 4 4 3
7.4.5 vrhnji Oblika listov 2 2 2 2 2 2
7.4.6 Profil bazalnega lista 2 1 3 1 1 2
7.4.7 Rob bazalnega lista 1 1 1 1 1 1
7.4.8 Zareze bazalnega lista 0 0 0 0 0 0
7.4.9 DolZina bazalnega lista (cm) 5,3 51 4,8 4,9 4,8 4,9

se nadaljuje
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nadaljevanje

deskrié[::'torja* Deskriptor\Populacija CN KR JP RU1 RU2 RU3
7.4.10 Sirina bazalnega lista (cm) 2,3 2,4 2,0 2,4 2,3 2,5
7.4.11 DolZina srednjega lista (cm) 8,7 8,3 6,9 9,2 7,8 7,9
7.4.12 Sirina srednjega lista (cm) 51 4,8 3,5 51 4,7 4,7
7.4.13 DolZina vrhnjega lista (cm) 3,1 2,9 2,8 2,7 2,9 2,4
7.4.14 Sirina vrhnjega lista (cm) 0,5 0,6 0,6 0,5 0,6 0,6
7.4.16 Kot rasti listov na steblo 2 2 2 2 2 2
7.4.17 DolZina peclja bazalnega lista (cm) 3,0 2,9 2,0 2,0 2,0 2,4
7.4.18 Dolzina peclja srednjega lista (cm) 5,0 3,6 2,4 3,1 3,5 3,7
7.4.19 DolZina peclja vrhnjega lista (cm) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,4
7.4.20 Barva peclja 2 1 1 2 2 1
7.4.21 Dlakavost peclja 5 7 7 7 7 7
7.4.22 Oblika dlak 2 3 3 2 3 3
753 St. cvetov na zalistni brst 1 1 1 1
7.5.6 St. nodijev do prvega cveta 5 3,6 3,7 3,1
7.5.8 Barva Casnih listov 1 1 1 1 1 1
7.5.10 Dlakavost ¢asnih listov 7 7 7 7
7.5.11 Oblika dlak 3 3 1 1
7.5.12 Dlakavost venénih listov 7 7 7 7
7.5.13 Oblika dlak 3 3 3 3
7.5.14 Barva zunanjosti cvetne krone 2 3 3 2
7.5.15 Barva notranjosti cvetne krone 2 3 3 2
7.5.16 Pigmentacija notranjosti cvetne krone 1 2 2 1
7.5.17 Barva spodnje cvetne ustnice 0 1 1 0
7.5.20 Barva prasni¢ne niti 1 1 1 1
7.5.22 DolZina vratu pesti¢a 2 2 2 2

se nadaljuje
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nadaljevanje
deskrisrfltorja* Deskriptor\Populacija UA1L MK11 MK12
7.2.1 Tip rasti 1 1 1
7.2.2 Oblika rasti 3 3 3
7.2.3 Koreninski sistem 2 2 2
7.3.1 Visina rastline (cm) 41,8 39,1 36,8
7.3.2 Barva stebla 1 1 1
7.33 Dlakavost stebla 7 5 5
734 Oblika dlak 2 2 2
7.3.5 Oblika stebla v prerezu 2 2 2
7.3.6 Stebelna fasciacija 1 1 1
7.3.7 Vejanje stebla 1 1 1
7.3.8 Vzorec vejanja 2 2 2
7.3.9 prvi DolZina internodijev (cm) 10,7 7,8 7,1
7.3.9 drugi DolZina internodijev (cm) 7,5 6,9 6,9
7.3.9 tretji Dolzina internodijev (cm) 59 7,2 6,9
7.3.9 Cetrti DolzZina internodijev (cm) 4,8 7,3 7,5
7.3.9 peti DolzZina internodijev (cm) 4,6 6,8 6,7
741 Barva listov 1 1 1
7.4.2 Dlakavost listov 5 3 3
743 Oblika dlak 1 1 1
7.4.4 Razporeditev listov 1 1 1
7.4.5 bazalni Oblika listov 4 3 3
7.4.5 vrhnji Oblika listov 2 2 2
7.4.6 Profil bazalnega lista 1 1 1
7.4.7 Rob bazalnega lista 1 1 1
7.4.8 Zareze bazalnega lista 0 0 0
7.4.9 Dolzina bazalnega lista (cm) 4,8 5,6 5,6

se nadaljuje
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nadaljevanje
deskrisrfltorja* Deskriptor\Populacija UAlL MK11 MK12
7.4.10 Sirina bazalnega lista (cm) 2,4 2,6 2,8
7.4.11 DolZina srednjega lista (cm) 8,4 8,7 8,7
7.4.12 Sirina srednjega lista (cm) 4,9 4,2 4,3
7.4.13 DolzZina vrhnjega lista (cm) 2,5 3,3 3,2
7.4.14 Sirina vrhnjega lista (cm) 0,6 0,6 0,5
7.4.16 Kot rasti listov na steblo 2 2 2
7.4.17 DolZina peclja bazalnega lista (cm) 2,4 34 3.4
7.4.18 DolZina peclja srednjega lista (cm) 3,9 4,5 4,2
7.4.19 DolZina peclja vrhnjega lista (cm) 0,4 0,3 0,3
7.4.20 Barva peclja 1 1 1
7.4.21 Dlakavost peclja 7 3 3
7.4.22 Oblika dlak 3 1 1
75.3 St. cvetov na zalistni brst 1 1 1
7.5.6 St. nodijev do prvega cveta 4 3,6 3,7
7.5.8 Barva ¢asnih listov 1 1 1
7.5.10 Dlakavost ¢asnih listov 7 7 7
7.5.11 Oblika dlak 3 2 2
7.5.12 Dlakavost ven¢nih listov 7 5 5
7.5.13 Oblika dlak 3 3 3
7.5.14 Barva zunanjosti cvetne krone 4 2 2
7.5.15 Barva notranjosti cvetne krone 3 2 2
7.5.16 Pigmentacija notranjosti cvetne krone 2 1 1
7.5.17 Barva spodnje cvetne ustnice 1 0 0
7.5.20 Barva prasni¢ne niti 1 1 1
7.5.22 DolZina vratu pestica 2 2 2

* Steviléne oznake desktiptorjev so povzete po Descriptors ... (2004).
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