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1. UvoD

Zob je strna zitarica stara otprilike 3500 g. Potjece sa starih kontinenata: Europe, Azije i
Afrike. Svake godine se zob sije na sve manje povrSina. Do smanjenja je doslo zbog
smanjenog broja stoke, pogotovo konja te slabog zanimanja znanstvenih institucija za
usavr$avanjem selekcije. Zbog toga su prinosi dosta niski, oko 2 t/ha. Zob je prije koristena
za proizvodnju kruha, no zbog porasta standarda koristi se za proizvodnju drugih
prehrambenih proizvoda kao §to je griz, zobene pahuljice, brasno za posebne namjene itd.
Takvi proizvodi imaju veliku hranidbenu vrijednost te su lako probavljivi. Koristi se naro¢ito
u prehrani konja jer sadrZi potrebne aminokiseline. Zob dobro podnosi teza, kiselija, vlaznija
i zbijenija tla pa je zato proizvodnja zobi iskoristivija na takvim tlima od drugih Zitarica
(Gagro, 1997.).

Slika 1. Jara zob Kupa (izvor: http://www.bc-agroslavonija.hr)

Avena sativa L. je glavna kultivirana zob, uklju¢ujuéi bijelu i crvenu zob. Bijela zob se
koristi u mlinarskoj industriji, u proizvodnji hrane za ljude te u proizvodnji sto¢ne hrane,
posebice za perad i konje. Crvena zob (Avena byzantina K. Koch) se koristi za sijeno
(Stevens i sur., 2004.).



Genski markeri se ve¢ tridesetak godina koriste kao pomo¢ni alat u bioloskim istrazivanjima,
patako i u oplemenjivanju bilja, a dijele se na morfoloske i molekularne. Morfoloski markeri
su bili prvi markeri koji su se koristili. To su bila morfoloska svojstva monogenskog tipa
nasljedivanja koja su se mogla lako uociti na fenotipu. Uglavnom se radilo o mutacijama
koje su nastajale spontano u prirodi ili su bile inducirane mutagenezom. Genski marker je
bilo koji odsjecak DNA na kojem se uocava oblik polimorfizma izmedu odredenih
analiziranih jedinki. Oni ne moraju nuzno biti geni, no smatraju se takvima jer se nasljeduju
po istim nacelima. Idealan sustav genetskih markera treba omoguciti brzu 1 laku uocljivost
svih genotipskih klasa markera tijekom razvoja biljke, a da pri tom ne smiju utjecati na njen
razvoj niti pokazivati interakciju s drugim markerima (Satovi¢, 1999.). Najvaznija svojstva
genskog markera uvjetuju pouzdanost metode primjene, ponovljivost, velika razinu

polimorfizma izmedu i unutar analiziranih jedinki te postojanje veze marker — SV0jStvo.

1.1. Molekularni markeri

Molekularni markeri su podijeljeni u dvije skupine: DNA markeri i izoenzimski markeri.
Izoenzimi su razli¢iti molekularni oblici istog enzima koji djeluju na isti supstrat, ali im je
elektri¢ni naboj razlicit.

DNA markeri otkrivaju genetsku varijabilnost izravno na razini DNA. Do sada je poznato
vise vrsta molekularnih markera, pa su tako jedne od najc¢eSce koristenih jednostavne
ponavljajuce sekvence (SSR-Simple Sequence Repeats) - SSR markeri ili mikrosateliti. SSR
markeri su sveprisutni u biljkama (Powell i sur., 1996.) te imaju vrlo visok stupanj
polimorfizma i moguénost razlikovanja vrlo srodnih genotipova, velikog broja kulturnog
bilja kao $to je pSenica (Morgante i Olivieri, 1993.), zob (Pal i sur., 2002.) i kukuruz (Reif i
sur., 2005.).

1.2. Primjena molekularnih markera

Prioritet u danasnje vrijeme je o¢uvanje biljnih genetskih izvora za buduce narastaje. Danas
je mnogo vrsta ugrozeno i uz klimatske promjene, ubrzo bi moglo do¢i do nestanka nekih
vrsta. Pomocu markera se moze odrediti upotpunjenost kolekcija te odrediti na ¢emu ¢e se
moci bazirati daljnja istraga te prikupljanje. Koriste se i u vodenju banki biljnih gena

pomazuci pronaci dvojnike u kolekeiji. Istrazivanja uz pomo¢ molekularnih genskih markera
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su dala veliki doprinos razumijevanju evolucije te odnosa medu bliskim genomima.
Populacijska genetika se takoder sluzi molekularnim markerima u odredivanju genotipskih
i alelnih frekvencija u biljnim populacijama te u analizi prijenosa gena. U identifikaciji
roditelja za buduca krizanja genski markeri pomazu procijeniti srodstvo roditelja, provijeriti
podatake o pedigreu, sto dovodi do boljeg predvidanja i sastavljanja plana krizanja. Osim
pri prouCavanju genetskih raznolikosti, genetski se markeri koriste i u genetsko-
oplemenjivacke svrhe (Satovié, 1999.).

Jo§ jedna vazna uporaba molekularnih gena je u odredivanju gena koji su znacajni za
otpornost na bolesti i Stetnike. Klasi¢no oplemenjivanje je veoma skupo, dugotrajno te puno
puta osjetljive biljke izbjegnu napad Stetnika Sto dovodi do rezultata koji nam ni¢emu ne
sluze. Stoga, utvrdivanje gena za otpornost uz markera se ¢ini vrlo isplativa solucija, a uz to
zahtjeva manje vremena i moze pomo¢i i u kompliciranijim oplemenjiva¢kim programima.
Genski markeri pomazu i pri prijenosu pozeljnih gena povratnim krizanjima.

Primjena molekularno-bioloskih metoda u istrazivanju genoma zobi, kao §to su lokalizacija
gen lokusa (,,gene mapping*), genetsko profiliranje (,,genetic fingerprinting®), istrazivanje
strukture populacije i filogeneti¢ka istrazivanja ovise o izolaciji DNA. Genomska DNA se
moze izolirati iz zrna i listova. U zadnjih tridesetak godina velik broj autora opisivao je i
predlagao razlic¢ite metode izolacije, pri ¢emu su u svakoj od njih navedeni uzrok i rjeSenje
problema s kojim su se suocavali prilikom same izolacije. Metoda koja se najéesce koristi
za izolaciju DNA iz biljnog tkiva je CTAB metoda. Tako su Grau Nersting i sur., (2006.) u
svom istrazivanju molekularne razli¢itosti nordijske zobi te Li i sur. (2000.) za izolaciju
DNA Kkoristili CTAB metodu. Komercijalni kitovi su takoder rasireni kao vrlo brza metoda
izolacije DNA koriSteni u istrazivanju Fu i sur. (2003.) u istrazivanju razli¢itosti kanadskih

kultivara te Boczkowska i Tarczyk (2013.) u istrazivanju poljskih vrsta zobi.

1.3. Lan¢ana reakcija polimerazom (Polymerase chain reaction)

Lancana reakcija polimerazom (PCR) je tehnika koja je radikalno promijenila biolosku
znanost od trenutka kada je izumljena (Mullis, 1990.). Dr. Kary Mullis koji je izumio PCR
metodu i za nju dobio Nobelovu nagradu 1993. opisuje metodu kao brzu i vrlo osjetljivu
metodu umnaZzanja odredenog odsjecka molekule DNA u uvjetima in vitro uz pomo¢
termostabilne DNA polimeraze. Prva izolirana termostabilna DNA polimeraza je Taq

polimeraza izolirana iz Thermophilus aquaticus bakterije koja zivi u termalnim izvorima.



PCR reakcija se odvija u od tri koraka: 1. denaturacija dvolan¢ane DNA u dva jednolancana
lanca., 2. sparivanje pocetnica (amplifikacija) i 3. produljivanje lanca DNA. Stalnim
ponavljanjem reakcije koli¢ina DNA eksponencijalno raste. PCR reakcijska smjesa se sastoji
od DNA uzorka, oligonukleotidnih pocetnica, deoksinukleotid-fosfata (dNTP), pufera,
magnezija i Taq polimeraze. Uspjesnost PCR reakcije, odnosno prisutnost ili odsutnost
specificnog PCR produkta se provjerava elektroforezom uzoraka u agaroznom ili
poliakrilamidnom gelu. Umnozeni odsjeCak DNA tj. PCR produkt se boja kemijskim bojama
npr. etidij bromidom, koji se interkalira izmedu baza ili se fluorescentnim bojama oznace
oligonukleotidne pocetnice prije PCR amplifikacije (Ambriovi¢ Ristov, 2007.). Ne postoji
jedinstveni protokol za svako umnozavanje odsjeCka DNA, nego se za svaki ulomak
prilagodava reakcija. U reakciji PCR odredeni odsjecak se ,,nekontrolirano umnozava®, dok
se replikacija DNA in vivo odvija u strogo kontroliranim stani¢nim procesima. No iako se
PCR-om dobije nekoliko bilijuna kopija, proces je strogo kontroliran te ovisi o velikom broju

¢imbenika.

1.4. Cilj istrazivanja

Cilj ovoga istrazivanja je uspjeSno primijeniti postupak lancane reakcije polimerazom (PCR)

na uzorcima DNA pet kultivara zobi.



2. MATERIJAL | METODE

2.1. Biljni materijal

Istrazivanje je provedeno na pet kultivara zobi. Sve analizirane zobi pripadaju vrsti Avena
sativa L., bijela samooplodna zob, aloheksaploid s osnovnim brojem kromosoma 2n=6x=42.
Sastoji se od tri osnovna genoma A, C i D (Rajhathy i Thomas, 1974., prema Pal i sur.,
2002.). Zob Marta je jedina ozima zob (Bc institut), dok su sve ostale zobi jare: Istra i Kupa
(Bc institut), a Zlatna grana i Sampionka (Hrvatski sto¢arski selekcijski centar). U sklopu
PCR analize koristen je joS jedan kultivar zobi kanadskog podrijetla (Winnipeg), kao
pozitivna kontrola, te jedan kultivar pSenice, hrvatskog podrijetla (Srpanjka) kao negativna
kontrola.

U svijetu najvise se zobi u proizvodi u Europi, ¢ak 64 %. U Hrvatskoj je 2013. godine
proizvedeno 63 000 tona zobi. Najveci proizvodac je Rusija koja prosjecno proizvodi malo
manje od 5 milijuna tona. Drugi proizvoda¢ je Kanada sa skoro 3,5 milijuna tona, a treci je

Amerika koja slijedi s 1,3 milijuna tona (http://faostat3.fao.org/).

2.2. Laboratorijski pokus

Istrazivanje je provedeno u Laboratoriju za biljnu genetiku i biotehnologiju Poljoprivrednog
fakulteta u Osijeku tijekom akademske godine 2014./2015. Sastojao se od Cetiri faze: uzgoja

klijanaca, DNA izolacije, PCR metode, postupka elektroforeze te ocitavanja rezultata.

2.2.1. Uzgoj klijanaca

Kultivari zobi su posijani u tresetne plocice. Svaka zob je posijana sa 3 sjemena u plocice
koje su netom prije toga nakvasene vodom. Naklijavane su dva tjedna u klima komori.
Temperatura u klima komori je bila 20°C, 12 sati su bile na svjetlu, a 12 sati u mraku uz
povremeno zalijevanje. Listovi su bili sakupljeni u fazi dva do tri lista i zatim su pohranjeni

U zamrzivac ha -80°C.


http://faostat3.fao.org/

Slika 2. Zob u fazi jednog lista (foto original; Z. Martinov)

2.2.2 1zolacija genomske DNA

Izolacija DNA iz listova radena je prema CTAB metodi (prema Doyle i Doyle, 1987. i
Cullings, 1992.). Od svake vrste zobi sakupljeno je dva lista, koji su stavljeni u tarionike
prethodno ohladene teku¢im dusikom. Listovi su u tarioniku smrvljeni u prah uz pomoé
tucka. U svaki uzorak je dodano 500ul izolacijskog CTAB pufera, tekuca smjesa je zatim
izlivena u tubice (slika 3). Tubice su pojedina¢no Kratko protresene (vorteksirane). CTAB

pufer je dobiven od sljede¢ih komponenti:

- 100 ml 1 M Tris HCI pH=8.0

- 280 ml 5 M NaCl

- 40ml0,5MEDTA

- 20 g CTAB (cetyltrimethyl ammonium bromide)
- ostatak napuniti do 1 litre s d. d. H20

Tubice su stavljene sat vremena u vodenu kupelj (slika 4) na 55°C, jednom promijeS$ane
nakon pola sata. Nakon inkubacije u vodenoj kupelji u svaki uzorak je dodano 1,5ul RNAze
kako bi DNA bila ¢ista te su ponovno vra¢ene U kupelj na jo§ 15 minuta, ali na temperaturu
od 37°C.



Slika 3. Oznacene tubice s brojem uzorka (foto original; Z. Martinov)

Slika 4. Vodena kupelj (foto original; Z. Martinov)

Nakon djelovanja enzima RNAZze tubice su izvadene iz kupelji te je u digestoru u svaku

dodano 500ul kloroforma, prilikom ¢ega je svaka pojedina¢no lagano okrenuta gore-dolje.
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Slijedio je proces odvajanja krute tvari iz smjese uzorka u centrifugi u trajanju od 8 minuta
na 14000 o/min (slika 5).

Slika 5. Uredaj za centrifugiranje (foto original; Z. Martinov)

Poslije centrifugiranja pipetom je izvucena vodena faza iz svake tubice (oko 400ul) te je
prenesena u nove tubice, za svaki kultivar zobi posebno. U tubice je zatim dodano 32ul
amonijeva acetata i 233ul izopropanola i izokretane su 30 puta. Potom su inkubirane u ledu
u trajanju od 40 minuta. Slijedilo je centrifugiranje uzoraka u trajanju od 4 minute na 14000
o/min. Nakon centrifugiranja tekuéina je izlivena u otpad, posebno obracajuci paznju na
malu bijelu peleticu (DNA) kako ne bi bila bacena skupa s teku¢inom. U sljedeéih nekoliko
koraka slijedi pranje pelete s etanolom (EtOH) razli¢ite koncentracije iza kojeg slijedi
centrifugiranje uzoraka. U prvom koraku se koristi 700ul 70% EtOH, pri ¢emu se tubice
invertiraju 10 puta. U drugom koraku se koristi 700ul 95% EtOH, a uzorak se opet mijesa
invertiranjem u deset ponavljanja. Nakon zadnjeg centrifugiranja u trajanju od 2 minute na
14000 o/min, etanol je izliven, a tubice su naopako poloZene na ¢isti papir petnaestak minuta
kako bi se osuSile. Zatim su se okrenule 1 ostavile jo$ pola sata suSiti pokrivene papirom.
Nakon suSenja u tubice je dodano 50ul TE pufera kako bi se peletice otopile. Tako su

ostavljene preko noci na sobnoj temperaturi i iduci dan su pohranjene u hladnjak na -20°C.

Cistoéa izolirane DNA provjerena je u Varian Cary® 50 UV-visible spektrofotometru.

Razrjedenja DNA su pripravljena izdvajanjem 15uL ¢iste DNA i 735uL TE pufera. Za svaki
8



uzorak su napravljena dva ponavljanja. Cistoéa DNA je utvrdena na temelju omjera
apsorbanci A 260 i A 280. Vrijednost Cistoce je bila prihvatljiva u rasponu od 1,5 do 2,0.

Koncentracija DNA u ng/ul odredena je iz izraCunatih vrijednosti apsorbanci prema formuli:
[DNA] = A 260 * A 280 * 502

Poslije odredivanja koncentracije pripremljeni su uzorci za PCR reakcije. Za svaki uzorak

je odredena koli¢ina DNA (1) i TE pufera za PCR razrjedenje 1:5 (tablica 1) prema

formulama:

(1) DNA (uL)= (20 / [DNA]) %50
(2) TE 8.0(uL)=50,0-DNA (uL)

Tablica 1. Koncentracija DNA i PCR razrjedenja

PCR razrjedenje 1:5
(uL)
Br. Kultivar [anI/\:f‘L] DNA TE pufer
1. BC Marta 301,5 3,3 46,7
2. Sampionka 318 3,1 46,9
3. - Zlatna grana 104,9 9,5 40,5
4. s Istra 297,2 3,4 46,6
S. Kupa 372 2,7 47,3
6. Winnipeg 145,3 6,9 43,1
7. PSenica Srpanjka 372 2,7 47,3

Koli¢ina izolirane DNA provjerena je elektroforezom usporedujucéi ju s lambda (A)-DNA.
Koli¢ina A -DNA je unaprijed odredena. Pripremljen je 0,75% agarozni gel u 1 X TAE puferu
na koji su nanoSeni uzorci pomocu pipete. Za pripremu uzoraka za elektroforezu koristeno

je 3uL razrijedene DNA, 2uL. STOP miksa (5 x SGB - 1M Tris-HCI pH 8,0; 0,5 M

9



Na2EDTA; Bromfenolblue boja; 87%- tni glicerin; SDS) i 2uL ultra ¢iste vode (H20). Za
uzorke lambde (1)-DNA uzeto je 1uL A-DNA, 2uL Stop miksa i 7uL. d.d. H20. Uvjeti za
elektroforezu bili su sljede¢i 80 V; 60 mA; 5 W. Postupak izolacije je ponovljen za one
uzorke za koje je spektrofotometrijskom analizom i elektroforezom s A ~DNA utvrdena losa

kvaliteta.

2.2.2. PCR metoda i elektroforeza

Prije pripreme reakcijske smjese obavljena je optimizacija PCR reakcije s molekularnim
markerom SCAR AF20 (Tanhuanpéa i sur., 2007.). Sekvence markera navedene su u tablici
2. Koncentracije za reakcijsku smjesu navedene su u tablici 3. O¢ekivani PCR produkt iznosi
957 parova baza (pb).

Tablica 2. Sekvence koristenih pocetnica

Marker Sekvence pocetnica (5" —3")
F: CAC GAA CCT CCT CGA AAA AG
R: CGA ACC TCG CCA AGA GTA AG

SCAR AF20

Tablica 3. Koncentracija i sastav reakcijske smjese

Reakcijska smjesa Volumen po reakciji (ul)

PCR pufer 5

MgCI2 15

dNTP 0,5

L — pocetnica 0,5

D — pocetnica 0,5

Taq polimeraza 2,5
Genomska DNA 2

d.d. H20 8,1
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Za PCR reakciju koriSten je uredaj Eppendorf Mastercycler® Thermal Cyclers prema

sljede¢em programu:

1. korak denaturacija 2 minute na 95 °C;
2. korak amplifikacija 38 ciklusa od:

- 30 sekundi na 95 °C,

- 30 sekundi na 66 °C,

- 1 minuta na 72 °C;

3. zavr$ni produljenje korak 5 minuta na 72 °C

Provjera PCR produkata izvrSena je elektroforezom na 2% agaroznom gelu.

Produkti PCR analize naneseni su na 2% agarozni gel koji je bio debljine 1 cm i veli¢ine
7x10 cm. Gel je pripravljen na sljedeci nacin: U Erlenmayerovu tikvicu od 200 ml odvagano
je 1,2 g agaroze Lonza SeaKem® te je menzurom dodano 60 ml 1x TBE pufera. Zatim je
tikvica zagrijavana u mikrovalnoj peénici oko 2 min uz povremeno mije$anje svakih 10-15
sekundi. Potom je tikvica ohladena pod mlazom hladne vode uz lagano mijeSanje. U tikvicu
su dodane 2-3 kapi fluorescentne Olerup SSP® GelRed boje te je cijeli sadrzaj izliven u
kadicu koja je ranije pripremljena. Gel u kadici je ostao stajati na sobnoj temperaturi
dvadesetak minuta. Nakon hladenja gela izvadeni su ceslji¢i koji su stavljeni kako bi se
stvorile jaZice u koje ¢e se nanijeti uzorci. Gel je potom stavljen u uredaj za elektroforezu,
Bio-Rad Mini-Sub® Cell GT, gdje je bio uronjen u 1x TBE pufer (slika 6). U svaku jazicu
je nanesen uzorak volumena 5ul. Uredaj je spojen na struju jacine 60 V, 50 mA i 40 W

pusten u rad. Elektroforeza je trajala oko sat vremena.

Slika 6. Uredaj za elektroforezu (foto original; Z. Martinov)
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Nakon §to je elektroforeza zavrSena gel s PCR produktima uslikan je sa Syngene® G:BOX
F3 uredajem za snimanje (slika 7) koji u sebi ima ugradenu kameru rezolucije 3,8
megapixela te GeneSys softver. Rezultati su o€itani koriste¢i Syngene® program GeneTools

pomocu kojeg je odredena veli¢ina PCR produkta.

Slika 7. Uredaj za snimanje gela G:BOX (foto original; Z. Martinov)

12



3. REZULTATI | RASPRAVA

Izolacija molekule DNA iz zobi je uspjesno provedena. Uzorci DNA su bili vrlo dobre
Cisto¢e 1 kvalitete. PCR metodom je obavljena amplifikacija koriStenih pocetnica
molekularnog markera SCAR AF20, a procesom elekroforeze produkti su razdvojeni. Na
slici 8 je prikazan gel na kojemu je ukupno osam razli¢itih uzoraka. U ukupno dva uzorka
vidljiv je PCR produkt od 957 pb i to u kultivara Sampionka i Istra, dok u tri uzoraka (Marta,
Zlatna grana, i Kupa) nije utvrdena amplifikacija. Zadnji uzorak je zob Winnipeg koja je
sluzila kao pozitivna kontrola, a peti uzorak je pSenica koja nam je sluzila kao negativna

kontrola.
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Slika 8. Produkti amplifikacije DNA (foto original; Z. Martinov)

Tanhuanpédd i sur. (2007.) navode kako se navedeni marker u nekih kultivara moze
razlikovati u nekoliko parova baza (10) te takoder navode kako se navedenim markerom uz
kombinaciju s markerom SCAR AF 15 mogu identificirati kultivari s niskom akumulacijom
kadmija.

Koriste¢i samo jedan molekularni marker uspjeli smo razlikovati pet kultivara zobi.
Monitilla-Bascon i sur. (2013) procijenili su populacijsku strukturu 177 kultivara zobi i
prirodnih populacija iz Spanjolske koristeé¢i 31 par mikrosatelitnih pogetnica pri ¢emu su

utvrdili veliku varijabilnost izmedu crvene i bijele zobi.
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Okon i Kowalczyk (2011.) navode da se molekularni markeri u zobi, kao i u svim ostalima
zitaricama, koriste u razliite svrhe. NajceS¢e su: procjena genetske sli¢nosti, utvrdivanje
gena kontroliraju akumulaciju korisnih i $tetnih mikroelemenata te izrada genske mape zobi.
Daljnje razlikovanje navedenih kultivara treba i¢i u smjeru kombinacije agronomskih,
morfoloskih svojstava i molekularnih markera na puno vecem broju kultivara s ciljem

utvrdivanja genetske razlicitosti.
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4. ZAKLJUCAK

U provedenom istrazivanju primjene molekularnih markera u zobi je uspjes$no provedena
PCR metoda koriste¢i molekularni marker SCAR AF20. PCR produkt od 957 pb utvrden je
u dva kultivara zobi, u Sampionke i Istre. Amplifikacija nije bilja zabiljeZena u preostala tri
kultivara (Marta, Zlatna grana i Kupa). Mogu¢nost razlikovanja pet kultivara zobi na razini
DNA potvrdena je koriStenjem samo jednog molekularnog markera. U usporedbi s ostalim
zitaricama, mali broj funkcionalnih markera je identificirano u zobi i ne postoji dovoljno
precizna i gusta genetska mapa. Daljnja istrazivanja utvrdivanja genetske razlicitosti trebaju
i¢1 u smjeru povecavanja broja istrazivanih kultivara zobi, broja molekularnih markera te

njihovog povezivanja s fenotipskim svojstvima.
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6. SAZETAK

Upotreba molekularnih markera u istrazivanju razlicitosti kulturnog bilja je danas vrlo
raSirena. Molekularni markeri se koriste u genetskom profiliranju, u ocuvanju biljnih
genetskih izvora, u identifikaciji Cistih linija i kultivara, genskom lociranju. Razvojem PCR
metode omoguceno je brzo i1 ucinkovito koriStenje velikog broja razlicitih tipova
molekularnih markera. Cilj ovog istrazivanja je bio primijeniti PCR metodu kroz primjenu
SCAR AF20 molekularnog markera na pet kultivara zobi. Utvrden je PCR produkt u dva

kultivara zobi (Sampionka i Istra), dok u tri (Marta, Zlatna grana i Kupa) nije zabiljezen.

Klju¢ne rije¢i: DNA, molekularni markeri, PCR metoda

18



7. SUMMARY

Today the use of molecular markers in genetic diversity studies is widespread to all
cultivated species. Molecular markers are used in kultivar fingerprinting, preservation of
plant genetic resources, identification of pure lines, and genetic mapping. With development
of PCR method enabled very fast and efficient utillisation of different classes of molecular
markers. Aim of this research was to apply PCR method through usage of molecular marker
SCAR AF20 on five oat cultivars. Amplification product of 957 pb was identified in two oat
cultivars, Sampionka and Istra. No amplification was observed in case of three oat cultivars
(Marta, Zlatna grana and Kupa).

Keywords: DNA, molecular markers, PCR method
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PRIMJENA MOLEKULARNIH MARKERA U ZOBI
USE OF MOLECULAR MARKERS IN OAT

SAZETAK: Upotreba molekularnih markera u istraZivanju razliitosti kulturnog bilja je
danas vrlo raSirena. Molekularni markeri se koriste u genetskom profiliranju, u ouvanju
biljnih genetskih izvora, u identifikaciji ¢istih linija i kultivara, genskom lociranju. Razvojem
PCR metode omoguceno je brzo i ucinkovito koriStenje velikog broja razlicitih tipova
molekularnih markera. Cilj ovog istrazivanja je bio primijeniti PCR metodu kroz primjenu
SCAR AF20 molekularnog markera na pet kultivara zobi. Utvrden je PCR produkt u dva

kultivara zobi (Sampionka i Istra), dok u tri (Marta, Zlatna grana i Kupa) nije zabiljeZen.
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SUMMARY: Today the use of molecular markers in genetic diversity studies is widespread
to all cultivated species. Molecular markers are used in kultivar fingerprinting, preservation
of plant genetic resources, identification of pure lines, and genetic mapping. With
development of PCR method enabled very fast and efficient utillisation of different classes
of molecular markers. Aim of this research was to apply PCR method through usage of
molecular marker SCAR AF20 on five oat cultivars. Amplification product of 957 pb was
identified in two oat cultivars, Sampionka and Istra. No amplification was observed in case

of three oat cultivars (Marta, Zlatna grana and Kupa).
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