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1. UVOD

1.1. Klonalno razmnoZavanje kod biljaka

Prijenos genetskog materijala s roditeljske na generaciju potomaka predstavlja osnovu
nasljedivanja zivoga svijeta. Sam prijenos moze Se ostvariti pomo¢u dva osnovna modela:
nespolnim i spolnim razmnozavanjem. Nespolni na¢in razmnozavanja evolucijski je stariji, a
spolni nacin razvio se naknadno. Spolnim razmnozavanjem omoguceno je stvaranje geneticki
bitno razlic¢itijih organizama, dok nespolnim nac¢inom nastaju identi¢ni organizmi (Otto 2009,
Vallejo-Marin i sur. 2010) kod kojih malobrojne genetske razliitosti potjecu iz rijetkih
somatskih mutacija. Dok odredene skupine organizama (npr. mikroorganizmi) preferiraju
nespolni na¢in razmnozavanja, kod drugih skupina (npr. vecina zivotinja) dominantno je spolno
razmnozavanje (Vallejo-Marin i sur. 2010). Istovremeno, kod vecine biljaka prisutna je
kombinacija oba modela (Vallejo-Marin i sur. 2010) pa je tako procijenjeno da se oko 80 %

vrsta kritosjemenjaca razmnozava i spolnim i nespolnim putem (Klimes i sur. 1997).

Vegetativni na¢in razmnozavanja poznat jo$ i pod nazivom klonalno razmnozavanje,
najcesca je vrsta nespolnog razmnozavanja biljaka pomocu vegetativnih organa (stabljike, lista,
korijena). Za cijeli klonalni organizam Kkoji stvara veliki broj geneticki identi¢nih izdanaka (eng.
ramets, u daljnjem tekstu: izdanci), a izvorno je nastao spolnim razmnoZavanjem, tj. iz
oplodene jajne stanice te je karakteriziran jedinstvenim genotipom, u daljnjem tekstu ée se
koristiti termin ,jedinka“ (eng. genet). lzdanci nastali nespolnim na¢inom razmnoZzavanja
sposobni su samostalno rasti i dalje se razmnozavati (Vallejo-Marin i sur. 2010). Nespolni na¢in
razmnozavanja ima brojne prednosti u uvjetima koji nisu pogodni za spolni nacin. Tako npr.
prisutnost polinatora, okoli$ni faktori nuzni za uspjesno cvjetanje, razvijanje plodova, klijanje
sjemenki ili razvoj klijanaca nisu ogranicavajuci elementi kao $to je to slucaj kod spolnog
razmnozavanja (Barrett 2015, Silvertown 2008). Sposobnost jedinki da koriste potrebne resurse
u heterogenim okruzenjima, raspodjela rizika od smrti izmedu izdanaka i mogucnost razli¢itih
stupnjeva integracije i podjele funkcija medu izdancima, jedne su od prednosti ovog nac¢ina
razmnozavanja (Caraco i Kelly 1991, Vallejo-Marin i sur. 2010). Geitonogamija, kao tip
oprasivanja uslijed kojeg dolazi do prijenosa polena izmedu cvjetova iste jedinke, Cesto je
prisutna kod klonalnih vrsta. Istrazivanja provedena na vrsti Decodon verticillatus pokazala su
da je u prosjeku 30 % stvorenih sjemenki rezultat samooplodnje, od ¢ega je 28 % sjemenki
rezultat geitonogamije (Eckert i Barrett 1994, Vallejo-Marin i sur. 2010). Dodatna saznanja o

povezanosti geitonogamije i klonalnosti je pruzilo istrazivanje provedeno na vrsti Aconitum



kusnezoffii (Liao i sur. 2009) kojim je utvrdeno da na razini jedinke, prisutnost vise cvjetova
rezultira stvaranjem manjeg ukupnog broja plodova i sjemenki, kao i relativno manjeg broja
sjemenki po pojedinom cvijetu. Medutim, imajuéi na umu da se populacije tipi¢no sastoje od
velikog broja jedinki, u konacnosti klonalna ekspanzija rezultira nastankom vise cvjetnih
izdanaka te ve¢om reproduktivnom sposobnoséu (Vallejo-Marin i sur. 2010). Nadalje, uo¢eno
je da je kod nekih vrsta karakteriziranih intenzivnim klonalnim razmnozavanjem prisutan
potpuni izostanak bilo kakvog oblika spolnog razmnozavanja. Medutim, tek je rijetkim
istrazivanjima utvrdeno da gubitak seksualnosti u podlozi moze imati genetiCku osnovu
(Dorken 1 sur. 2004), dok je puno ¢es¢i uzrok ovoj pojavi izlozenost promatrane populacije
okolisnim faktorima krajnje nepogodnima za spolno razmnozavanje (npr. Salisbury 1942,
Barrett i sur. 1993) ili izostanak jedinki suprotnog spola, a sto se ¢esto javlja kod dvodomnih

biljaka prilikom kolonizacije novih prostora (Barrett i sur. 2008).

Jedna od posljedica klonalnog razmnozavanja je i ta $to broj izdanaka u populaciji ne
odrazava stvaran broj jedinki. Odnos izmedu tih dviju veli¢ina ukazuje na stupanj klonalnosti
u promatranoj populaciji (Vallejo-Marin i sur. 2010). S jedne strane spektra, pojedine naizgled
velike populacije se mogu sastojati od samo jedne jedinke ili tek nekoliko njih i velike mnoZine
njihovih genetski identi¢nih izdanaka, ¢ineéi tako populaciju iznimno geneticki siromasnom, te
izlozenu povecanom riziku od izumiranja. Istovremeno, na drugom se kraju spektra nalaze
populacije iznimne genotipske varijabilnosti u kojima je klonalnost jedva prisutna te kod kojih
zabiljezen broj izdanaka znacajno ne odstupa od ukupnog broja genotipova (Burke i sur. 2000,
Ruggiero i sur. 2005). Stoga je prepoznavanje razine klonalnosti od iznimnog znacenja,
posebno prilikom planiranja i provedbe konzervacijskih aktivnosti na ugrozenim i rijetkim

biljnim vrstama.

Osim veli¢ine klona, na spolno razmnozavanje utjece i prostorni raspored izdanaka
razlic¢itih jedinki poznat kao klonalna arhitektura. Biljke koje se vegetativno razmnoZzavaju
pomocu struktura koje se ne mogu lako rasprostranjivati, ili koje nastaju relativno blizu mati¢ne
biljke (npr. gomolji ili podanci) o¢ekivano imaju visoku razinu prostorne grupiranosti izdanaka.
Takvo usko grupiranje izdanaka koje iskljucuje druge jedinke naziva se falang strategija (eng.
phalanx). Suprotno tome, vrste koje se razmnozavaju pomocu vrijeza i bulbila vjerojatno ¢e
imati znatno manje izrazeno prostorno grupiranje izdanaka tj. genetic¢ki identi¢nih jedinki.
Takva strategija karakterizirana ve¢im stupnjem prostorne udaljenosti izmedu izdanaka naziva
se gerila strategija (eng. guerrilla) (Vallejo-Marin i sur. 2010). Kako pojedina strategija utjece

na spolno razmnozavanje jo$ je uvijek diskutabilno i bez mnogo konkretnih dokaza, t].



istrazivanja koja su se time bavila, no za ocekivati je da ¢e geitonogamija biti zastupljenija kod
onih vrsta kod kojih je dominantna falang strategija klonalnog razmnozavanja (Charpentier

2002).

1.2. Entomofilija

Prijenos polena na njusku tucka unutar istog cvijeta ili S jednog cvijeta na drugi unutar
iste biljke ili izmedu razlicitih jedinki, vaZna je sastavnica spolnog nacina razmnoZavanja.
Pritom, velik doprinos daju brojne zivotinjske vrste koje omogucuju prijenos polena kod
iznimno velikog broja biljnih vrsta. Uz abiotske tipove opraSivanja (npr. vjetrom), entomofilija
i ornitofilija pretpostavljeni su glavni nacini oprasivanja kod veéine kritosjemenjaca (Nikoli¢
2013).

Unutar osjetila vida, kod mnogih vrsta kukaca razvile su se strukture koje omogucuju
prepoznavanje ultraljubicaste (UV) svjetlosti. Cvjetni elementi izloZeni sunéevom svjetlu
reflektiraju zracenje u UV dijelu spektra te zahvaljujuéi razvijenim prilagodbama za njegovu
detekciju, oprasivaci ih iznimno lako uocavaju. Zahvaljujuéi tome, oprasivaci razlikuju latice i
ostale strukture te uspjesnije dolaze do polena i nektara, a time ostvaruju prijenos polena, tj.
opraSivanje (Menzel i Backhaus 1989, Cuthill i sur. 2000). Nadalje, poznato je kako brojni
oprasivaci ostavljaju tragove lipidnog i/ili ugljikohidratnog sastava kutikule prilikom obilazenja
cvjetova. Svaka vrsta ili manja populacija unutar iste vrste ima specifi¢an trag sto signalizira
ostalima da je cvijet bio ve¢ posjecen (Goulson i sur. 1998, Goulson i sur. 2000, Goulson i sur.
2001). Istrazivanje provedeno na vrstama Lamium maculatum L. i Bombus pascuorum
(Scopoli, 1763) (Eltz 2006) je pokazalo kako bumbari pasivno obiljezavaju cvijet koji oprasuju
ugljikohidratnim tragovima na nacin da prilikom slijetanja na cvijet dio kutikule i dlacica koje
imaju po tijelu otpadne. Na takav nacin ostale jedinke znaju da je taj cvijet bio posjeéen od
strane druge jedinke iste vrste te ga nece posjetiti odredeno vrijeme. Sli¢an obrazac ponasanja
i obiljezavanja tragovima utvrden je i kod pcela (Willmer 2011).

Razli¢ite vrste opraSivaca Kkarakterizirane su specificnim dometima leta, tj.
udaljenostima koje prelaze u potrazi za polenom i nektarom. Manje pcele imaju manji domet
letenja u odnosu na vece, a $to je povrsina koju zauzimaju biljke bogate nektarom veca to je
domet letenja manji (Ne’eman i Dafni 1999). Solitarne péele, ovisno o vrsti, maksimalno lete
u rasponu od 150 do 600 m (Gathmann i Tscharntke 2000) udaljenosti od svoje kolonije. S
druge strane, medonosne péele i bumbari imaju puno veci domet letenja (Delaplane i Mayer
2000, Beekman i Ratnieks 2000, Wolf i Moritz 2008). Takoder, za vece populacije o¢ekivana

je vecéa posjecenost kukcima Sto pogoduje oplodnji u odnosu na manje populacije (Sih 1 Baltus



1987, Agren 1996). Medutim, veli¢ina populacije ne mora nuzno znaciti i slabiju

reprodukcijsku uspjesnost jedinke (Mustajarvi i sur. 2000).

1.3. Rod Salvia

Ljekovita svojstva brojnih predstavnika iz roda Salvia poznata su jos od davnina pa tako
i sam naziv roda potjeCe od latinske rije¢i salvare - spasiti ili od rije¢i salvus - zdrav. Rod
pripada porodici Lamiaceae - usnace i broji oko 900 vrsta te je rasprostranjen kozmopolitski.
Na prostorima sredisSnje Azije i Europe nalazimo oko 250 vrsta, istocne Azije oko 90 vrsta,
Sjeverne i Juzne Amerike oko 530 vrsta te oko 30 vrsta u Africi (Walker i sur. 2004). Unutar
roda mozemo pronaci jednogodiSnje, dvogodisnje i viSegodiSnje vrste koje se razlikuju po
zeljastoj ili drvenastoj stabljici. Cvjetovi su zigomorfni, razli¢itih boja ovisno o vrsti te mogu
formirati razlicite cvatove (Nikoli¢ 2013). Andrecej se sastoji od dva prasnika koji oblikuju
mehanizam poluge karakteristi¢an za rod Salvia, $to doprinosi oprasivanju kukcima. Medutim,
unutar roda sama morfologija prasnika razlikuje se izmedu vrsta te nije nuzno specijalizirana
na odredenu skupinu oprasivaca (Wester i Clasen-Bockhoff 2007). Donedavno su brojni
znanstvenici smatrali da je jedinstveni oprasivacki mehanizam kljucan za specijaciju roda
Salvia i time tumacili monofiletsko porijeklo toga roda. Medutim, kasnija filogenetska
istrazivanja (Walker 1 sur. 2004; Walker i Sytsma, 2007) pokazala su kako je taj mehanizam
evoluirao nezavisno vise puta, ¢ime je dokazano da se radi o polifiletskoj skupini. Navedeno
vrijedi za cijeli rod Salvia, dok se istovremeno smatra da su europski predstavnici roda
monofiletskog podrijetla (Walker i sur. 2004; Walker i Sytsma, 2007).

Mehanizam poluge detaljno je opisan kod europske vrste Salvia pratensis L. (ClaBen-
Bockhoff i sur. 2003, Reith i sur. 2007) te se sastoji od tri osnovna koraka: 1) aktivacija poluge
od strane opra$ivaca, 2) stanje mirovanja u kojoj oprasivac crpi nektar iz cvijeta te 3) vracanje
poluge u pocetnu poziciju (odlazak opraSivaca). Oprasivaci u potrazi za nektarom slije¢u na
cvijet te se koriste donjom usnom vjenéica kao uporistem. Prilikom tog slijetanja dorzalna
strana toraksa opraSivaca dolazi u doticaj s dvokrpastom njuskom tucka na koju se odlaze polen
prethodno pokupljen s drugog cvijeta (Reith i sur. 2007, Herrel i sur. 2006). Uvodenjem glave
S proboscisom u cijev vjenci¢a dolazi do pomicanja poluge (Slika 1.) (Habdija i sur. 2011).
Medutim, zbog same morfologije cvijeta, a pogotovo suZenja cijevi vjencica, veci dio glave
oprasivaca ne moze uci te se time biljka osigurava da opraSiva¢ ne moze otuditi sav nektar.
Takoder, sila koju je potrebno uloZiti da bi se pomaknula poluga 1 sam oprasiva¢ doSao do
nektara selektirajuci je faktor za brojne potencijalne oprasivace (Herrel i sur. 2006). U drugom

koraku oprasivanja polenovnice dodiruju dorzalnu stranu toraksa te se pritom prenose peludna
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zrnca na oprasivaca (Reith i sur. 2007). Na taj na¢in osiguran je prijenos polena s jednog cvijeta
na drugi i time je smanjena vjerojatnost samooplodnje na razini cvijeta. Medutim, valja
spomenuti kako je kod ornitofilnih vrsta roda Salvia doslo do redukcije mehanizma poluge, a
kod nekih i do potpunog nestanka (Wester i Claen-Bockhoff 2006). Procijenjeno je da se
unutar roda oko 20 % vrsta i to pretezito onih koje nalazimo na nadmorskim visinama od 1500

- 3000 m oprasuje pticama (Wester i ClaBen-Bockhoff 2006, Wester i ClaBen-Bockhoff 2007).



Slika 1. Prikaz mehanizma poluge u interakciji izmedu oprasivaca (pcele) i cvijeta vrste
livadne kadulje - Salvia pratensis (slike preuzete iz Reith i sur. 2007,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2735310// pristupljeno 20.03.2020.)



Europske vrste roda Salvia poznate su po entomofiliji kao pretpostavljenom osnovnom
tipu spolnog nacina razmnozavanja. Sama morfologija cvijeta kadulja upucuje na
specijaliziranost oprasivanja koje je posljedica dugotrajne koevolucije s oprasiva¢ima (Huck
1992). Kao potencijalno vazni opraSivac¢i uzimaju se u obzir pcele i bumbari koji su vrlo
znacajni oprasivaci za mnoge biljne vrste unutar porodice Lamiaceae i za sam rod Salvia (Herrel
i sur. 2006).

1.4. Salvia brachyodon

Kratkozupc¢asta kadulja, Salvia brachyodon Vandas (Vandas 1899) je u naSim krajevima
poznata i pod nazivima kratkozupcasta zalfija, veliki krstac, crni pelin itd. (Nikoli¢ 2015). U
grani¢nom podrucju Bosne i Hercegovine te Crne Gore, to¢nije na planini Orjen (Slika 2.), Karl
Vandas je otkrio vrstu 1899. godine. Dolomitno-vapnenacko plitko tlo planine Orjen i rubovi
termofilnih Suma te Sikara, podrucja su na kojima raste lokalna populacija Salvia brachyodon
(Abadzi¢ i Sili¢ 1982). S druge strane, na poluotoku Peljescu (Slika 2.) 1904. godine E. Brandis
pronalazi istu vrstu, na zaravni jugozapadno od vrha Sv. llije, na visini od oko 900 m n.v. Nalaz
iz 1904. godine prvi spominje L. Keller (1915) u svom radu Doprinos otocnoj flori Dalmacije

te spominje tradicionalni naziv veliki krstac.

Dolomitno-vapnenacka podloga Karakterizira i poluotok Peljesac gdje na plitkom, a
ponekad i nesto vise humusom bogatijem tlu raste populacija kratkozupcaste kadulje. Osim na
izlozenom prostoru bez visoke vegetacije, dijelovi njezine populacije prisutni su i u svijetlim
Sumama dalmatinskog bora, Pinus nigra L. (Trinajsti¢ 1986). Pozari koji su na podrucju
Mediterana Cesta i uobicajena prirodna pojava, pogoduju rasprostranjivanju kratkozupcaste
kadulje jer onemogucuju prevladavanje Sumske vegetacije te pospjeSuje odrzavanje staniSta

otvorenog tipa koje ova vrsta preferira (Barbali¢ 1956).

S tek tri poznate populacije, kratkozupcasta kadulja je endemska i jedna od najrjedih
vrsta dinarskog kr$a. Ekoloska sukcesija prisutna na lokalitetima gdje raste, doprinosi
ugrozenosti kratkozupcaste kadulje te se ona moZze smatrati vrstom visokog rizika od izumiranja
(Radosavljevi¢ i sur. 2012). Medutim, neopravdano je sluzbeno kategorizirana tek kao gotovo
ugrozena vrsta (NT) (Nikoli¢ i sur. 2015).



Slika 2. Geografski polozaj triju nalazi$ta populacija kratkozupcaste kadulje; 1- poluotok

Peljesac, 2- Konavle, 3- planina Orjen

Kratkozupcastu kadulju karakterizira uspravna, Cetverobridna stabljika cvata koja u
donjim dijelovima poprima bijelo vunasto dlakavi pokrov koji postepeno prema vrsku gubi na
dlakavosti. Visegodisnja je biljka ¢iji listovi tvore rozetu, a cvat se tijekom ljetnih mjeseci
razvija iz pojedinih izdanaka. Listovi mogu narasti 6-14 cm u duzinu i 1,5-4 cm u $irinu ¢ija se
nerazdijeljena ili perasto razdijeljena plojka nalazi na dugoj lisnoj peteljci (Sili¢ 1984). Mladi
listovi su na licu slabo dlakavi, nemaju istaknute Zile, a na nali¢ju gusto dlakavi. Stari listovi su
kozasti i oskudnije dlakavi. Vrsta je heliofit te raste u obliku niskog i gustog polugrma (Sili¢

1984).

Cvat ¢ini rahlocvjetna metlica sastavljena od 2 do 5 cvijeta izrazene zigomorfne
simetrije (Slika 3.). Caska je dvousnata i smjestena na Getinjastoj cvjetnoj stapci, cjevasto-
zvonolikog oblika s izrazenim zilama i duzine oko 9 mm. Zupci ¢aske medusobno su gotovo
jednaki, Siroko trokutastog oblika te na vrhu uSiljeni. Vjenci¢ je sinpetalan, blijedoruzicasti sa
7ljezdastim dlakama te duZine od 35 do 45 mm (Barbali¢ 1956, Sili¢ 1984). Gornja usna
vjencica gotovo je ravna, a donja (veca usna) izgradena od tri krpasta dijela (Barbali¢ 1956).
Andrecej se sastoji od dva fertilna prasnika s kratkim filamentima, koji formiraju haplostemon
te su sastavnici karakteristicnog mehanizma oprasivanja (mehanizam poluge) za rod Salvia. Jo§

jednu sastavnicu mehanizma €ini i ginecej koji je sinkarpan, drugim rije¢ima svi plodni listovi



formiraju jedan tucak (Nikoli¢ 2013), graden od dva plodna lista te u odnosu na cvjetiSte

nadrastao (Sili¢ 1984, Nikoli¢ 2017).

Prethodno provedenim istrazivanjima na ovoj vrsti (Liber i sur. 2014, Radosavljevi¢ i
sur. 2015a, Radosavljevic¢ i sur. 2015b, Radosavljevi¢ i sur. neobjavljeni rezultati) utvrdeno je
kako je uz spolno, kod nje prisutno i klonalno razmnozavanje podzemnim stolonima (Slika 4.).
Podzemni stoloni predstavljaju tip podzemne stabljike s adventivnim korijenjem S$to vrsti
omogucava osvajanje dodatnog zivotnog prostora te stvaranje velikog broja fertilnih izdanaka
(Nikoli¢ 2017). Posljedi¢no, nastaju klonalne kolonije koje se u prirodnim populacijama mogu
jasno prepoznati (Slika 5. 1 6.). Vezano za spolno razmnozavanje, tijekom brojnih, ranije
provedenih terenskih istrazivanja prirodnih populacija kratkozupcaste kadulje (Radosavljevic i
sur. neobjavljeni rezultati) koja sadrzajno nisu dio ovog diplomskog rada, bumbari (Bombus
terrestris (Linné, 1758)), medonosne pcele (Apis mellifera (Linné 1758)), kao i brojne vrste

solitarnih pcela su prepoznati kao potencijalni opraSivaci ove vrste.



Slika 4. Salvia brachyodon; struktura kolonije gdje se jasno uo¢ava mehanizam klonalnog

razmnozavanja podzemnim stolonima (fotografija: Ivan Radosavljevi¢)
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Slika 5. Salvia brachyodon; tipi¢na kolonija u prirodnom stanistu (fotografija: lvan

Radosavljevi¢)

Slika 6. Salvia brachyodon; pogled na istrazivanu populaciju s Peljesca (fotografija: Ivan

Radosavljevi¢)
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1.5. Mikrosateliti kao molekularni biljezi

U posljednjih nekoliko desetljeta mikrosateliti su postali jedni od najpopularnijih
molekularnih biljega. Mikrosateliti ili jednostavne ponavljaju¢e sekvence (SSR - Simple
Sequence Repeats) su ponavljaju¢i motivi od 1 do 6 nukleotida. Mikrosatelitne regije
zastupljene su i u kodiraju¢im i nekodiraju¢im regijama prokariotske i eukariotske DNA te
mogu biti velike i do nekoliko stotina nukleotida (Zane i sur. 2001). Zbog jednostavnosti
primjene, kodominantnosti, visoke razine informativnosti, pouzdanosti i ponovljivosti, SSR
biljezi koriste se u razli¢itim tipovima populacijsko-geneti¢kih istrazivanja (Varshney i sur.
2004). Siroku primjenu imaju u mnogim podru¢jima genetike ukljuéujuéi konzervacijsku i
populacijsku genetiku, molekularno oplemenjivanje, utvrdivanje o€instva i druga podrucja
(Oliveira i sur. 2006). Visoke stope mutacije u mikrosatelitnim regijama, koje variraju u
rasponu od 102 do 10 po lokusu po generaciji, ¢ini ih iznimno varijabilnima, a samim time i
vrlo informativnima $to je od velike vaznosti za populacijsko-geneticka istrazivanja (Sia i sur.
2000, Radosavljevi¢ 2012). Medutim, njihov najveci nedostatak je Sto su specifi¢ni za pojedinu
vrstu. Mikrosatelitni biljezi razvijeni za odredenu vrstu Se ne mogu primijeniti u istrazivanjima
na drugoj vrsti, osim tek ponekad i to samo u slu¢aju kada se radi 0 blisko srodnim svojtama
(npr. Miah i sur. 2013, Radosavljevic i sur. 2019). 1z tog razloga moraju biti karakterizirani de
novo za sve vrste na kojima se planiraju primijeniti po prvi put (Zane i sur. 2002). Proces razvoja
novih mikrosatelitnih pocetnica je metodoloski zahtjevan te uz znatnu laboratorijsku stru¢nost
podrazumijeva i utroSak znacajnijih financijskih sredstava. Medutim, jednom konstruirane PCR
pocetnice, omogucuju jednostavno umnozavanje mikrosatelitnih regija lan¢anom reakcijom

polimeraze (Greguras 2013).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Analizom osam polimorfnih mikrosatelitnin lokusa na odabranom setu uzoraka
kratkozupcaste kadulje s poluotoka Peljesca, ovim diplomskim radom Zele se utvrditi: (1) razine
samooplodnje i stranooplodnje istrazivane populacije, (2) prosjeéne udaljenosti prijenosa
polena unutar istrazivane populacije, tj. domet aktivnih polinatorskih vrsta, (3) moguca
povezanost veli¢ine jedinki s razinama samooplodnje/stranooplodnje, te (4) postoji li utjecaj

prostorno-geneticke strukture na spolno razmnozavanje unutar istrazivane populacije.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1.Uzorkovanje biljnog materijala i izolacija stanicne DNA

U sklopu veceg istrazivanja kojim se ovaj diplomski rad sadrzajno ne bavi, na poluotoku
Peljescu 2018. godine prikupljena je ukupno 1541 sjemenka porijeklom s 320 maj¢inskih
biljaka kratkozupcaste kadulje. U sklopu ovoga rada, izdvojen je uzorak od 245 sjemenki
porijeklom s 14 maj¢inskih biljaka. Prilikom uzorkovanja, sjemenke nisu posebno tretirane,
dok je lisno tkivo s maj¢inskih biljaka stavljeno u silika gel radi brzog isuSivanja. Prilikom
uzorkovanja biljnog materijala, za svaku maj¢insku biljku, odnosno izdanak s kojeg je sjeme
prikupljeno, odreden je prostorni smjeStaj unutar internog koordinatnog sustava. Interni
koordinatni sustav na razini cijele populacije konstruiran je koriStenjem brojnih mehanickih
pomagala poput pletenih mreza povrSine 5 x 5 m, mjernih metara razli¢itih duljina, laserskih

mjernih instrumenata itd.

DNA iz svih uzoraka izolirao sam pomocu izolacijskog kompleta GenElute™ Plant
Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich). Pojedinu sjemenku usitnio sam uredajem
Tissuelyser (QIAGEN). Nakon usitnjavanja, u mikroepruvete dodao sam dvije otopine za
razgradnju biljnih stanica: 350 uL otopine A (Lysis Solution A) i 50 uL otopine B (Lysis
Solution B). Sadrzaj mikroepruveta temeljito Sam promijesao vorteksom. Zatim sam uzorke
kroz 10 minuta inkubirao na 65 °C u grijacem bloku, uz povremeno mijesanje. U tom koraku
izolacije DNA odvija se razgradnja stanica i neutralizacija enzima koji bi potencijalno mogli

oStetiti genomsku DNA.

Nakon toga, u svaku mikroepruvetu dodao sam po 130 uL otopine za taloZenje
mehanickih ostataka (Precipitation solution), uzorke sam ponovno dobro promijesao te
inkubirao na -20 °C sljede¢ih 5 minuta u zamrzivacu. Kako bi se dodatno istalozilo biljno tkivo,
uzorke sam centrifugirao brzinom od 15 000 okr./min u trajanju od 5 minuta. Nakon
centrifugiranja, supernatant sam otpipetirao u posebnu filtracijsku kolonu te ponovo
centrifugirao brzinom 15 000 okr./min kroz 1 minutu. Nakon ovog koraka zaostali dijelovi
biljnog materijala prikupljeni na filtracijskoj koloni sam bacio, dok DNA ostaje u vodenom
sloju. U uzorke sam potom dodao 700 pL otopine za vezanje DNA (Binding Solution).
Istovremeno, za prihvat DNA pripremio sam i druge kolone na nacin da se u njih dodaje 500
uL za to predvidenog pufera (Column Preparation Solution), nakon ¢ega slijedi centrifugiranje
na 10 000 okr./min u trajanju od 1 minute. Pufer se baca, a na kolone dodao sam ranije
pripremljenu otopinu DNA. Nakon centrifugiranja (15 000 okr./min, 1 minutu), DNA se
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ocekivano nalazi vezana na koloni. U sljede¢em koraku, kolone s DNA sam dva puta isprao sa
za to predvidenim puferom (Wash Solution) uz centrifugiranje na 15 000 okr./min kroz 1
minutu. U posljednjem koraku izolacije DNA, kolone sam prebacio u nove mikroepruvete od
1,5 uL te im dodao na 65 °C ugrijanu otopinu TE pufera (Elution Solution). Zavr$nim
centrifugiranjem (15 000 okr./min,1 min) DNA se ispire s kolone te prelazi u otopinu TE pufera
¢ime je njezina izolacija zavrSena. Na taj na¢in dobivena otopina DNA je vrlo visoke Cistoce i

spremna za dugotrajnu pohranu na temperaturi od -20 °C.

Isti postupak izolacije DNA koristio sam i prilikom izolacije DNA iz lisnog materijala

majcinskih biljaka uz napomenu da je koristeno po 25 mg liofiliziranog tkiva.

Za sve izolate, odredio sam koncentraciju i ¢istocu DNA izolata spektrofotometrijskom
metodom uz koriStenje uredaja IMPLEN P330. Razina degradiranosti DNA utvrdena je
pomocu elektroforeze na agaroznom gelu (Slika 7.). Ovisno o veli¢ini DNA fragmenata,
tijekom elektroforeze dolazi do razdvajanja DNA molekula unutar elektri¢nog polja koje je
uspostavljeno na agaroznom gelu (Johansson 1972). Nakon tog koraka, gel je uronjen u otopinu
boje GelRed™ (Biotinum®) kako bi se kasnije DNA fragmenti mogli detektirati pod UV

svjetlom.

Nakon §to sam utvrdio koncentraciju DNA u uzorcima, slijedilo je njihovo razrjedivanje
na koncentraciju od 1 ng/uL u svrhu njihova umnoZzavanja lan¢anom reakcijom polimeraze

(PCR). Izmjerene koncentracije DNA, koriSteni volumeni vode 1 izolirane DNA za dobivanje

otopina DNA prikladne koncentracije prikazani su u Prilogu 1.

Slika 7. Elektroforeza ukupne stanicne DNA izolirane iz 12 sjemenki kratkozupcaste kadulje
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3.2. Lanfana reakcija polimerazom i utvrdivanje veli¢ine alela

mikrosatelitnih lokusa

PCR (Polymerase Chain Reaction) ili lan¢ana reakcija polimeraze jeftina je i pouzdana
metoda koja se koristi za umnazanje Zeljenog dijela DNA molekule. Kako bismo mogli
umnoziti DNA regiju od interesa, potrebno je raspolagati pocetnicama, kratkim
oligonukleotidnim fragmentima koji su komplementarni DNA fragmentima smjestenima ispred
1 iza DNA regije koja se Zeli umnoziti. Vezanje pocetnica za DNA omogucuje polimerazi
sintezu novih komplementarnih lanaca pridodajuci odgovarajuce deoksiribonukleotide (AINTP-
ove). DNA polimeraza mora biti stabilna na visokim temperaturama jer bi u protivnom
nastupila njezina denaturacija te se stoga najceSce koristi oblik izoliran iz termofilne bakterije
Thermus aquaticus od kuda i potjee naziv Tag DNA polimeraza. PCR se provodi u vise
ciklusa, a svaki ciklus sastoji se od tri osnovna koraka: 1) razdavanje komplementarnih lanaca
DNA pod utjecajem povisene temperature, 2) vezanje pocetnica za DNA i 3) sinteza

komplementarnih DNA lanaca posredstvom Tag DNA polimeraze. (Lorenz 2012).

Za umnazanje osam mikrosatelitnih lokusa kratkozupcaste kadulje metodom PCR

pripremio sam reakcijsku smjesu ukupnog volumena 20 pL sljedeceg sastava:

e 5,35 uL deionizirane vode

e 2 pL 10x PCR pufer (TAKARA)

e 1,60 pL otopine deoksiribonukteotida (dNTP) c= 0,2 mmol/dm?
e 0,15 uL otopine TAIL FOR primer

e 0,4 uL otopine TAIL REV primer

e 0,4 uL otopine M13 primer

e 0,1 uL Taq HS polymerase (Takara, Bio Inc)

e 10,0 uL otopine DNA uzorka

Za lanCanu reakciju polimeraze Koristio sam uredaj GeneAmp® PCR System 9700

(Applied Biosystems) prema sljede¢em protokolu:

e 94 °C kroz 5 minuta

e 5 ciklusa od 45 s na 94 °C, 30 s na 60 °C, uz snizavanje temperature u svakom od
preostala 4 ciklusa za 1 °C, 90 s na 72 °C

e 25 ciklusaod45sna94°C,30sna55°Ci90sna72°C

e 8minna72°C
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PCR metodom umnoZeno je osam polimorfnih mikrosatelitnih lokusa: SoUZ001,

SouZ002, SouZ004, SouZ005, SoUZ006, SoUZ007, SouZ011, SoUZ014.

Za provjeru prisutnosti umnozenih mikrosatelitnih lokusa nakon provedene lancane
reakcije polimeraze, ponovno je Koristena elektroforeza (Slika 8.). Uzorci kod kojih je na
agaroznom gelu potvrdeno uspje$no umnazanje mikrosatelitnih lokusa poslani su na detekciju
veli¢ine umnozenih fragmenata kapilarnom elektroforezom pomocu uredaju ABI3130xl
Genetic Analyzer (Macrogen (Seoul, Juzna Koreja)). Rezultati svih analiziranih uzoraka dalje
sam pregledavao i analizirao pomo¢ racunalnog programa GeneMapper 5.0 (Applied

Biosystems) gdje sam ocitavao veli¢inu alela (Slika 9.).

Slika 8. Utvrdivanje uspjesnosti lan¢ane reakcije polimeraze pomocu elektroforeze za 16

uzoraka kratkozupcaste kadulje.
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Slika 9. Utvrdivanje veli¢ine alela za Cetiri uzorka u raCunalnom programu GeneMapper 5.0,
za lokuse SoUZ006, SoUZ007, SoUZ011 i SoUZ014. Veli¢ina pojedinog alela izrazena kao
broj parova baza o€itava se sa X-0si. Gornja tri uzorka imaju zajednicki genotip $to je vidljivo

iz prikaza, dok je genotip donjeg, 4. uzorka jedinstven.
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3.3.Statisticka obrada podataka

3.3.1. Utvrdivanje prisutnosti klonalnih jedinki i osnovnih populacijsko-genetickih
vrijednosti

Za utvrdivanje eventualne prisutnosti klonalnosti na razini uzorkovanih majcinskih
biljaka kratkozupcaste kadulje koristio sam R paket RClone (Bailleul i sur. 2016), naredba
mlg_tab (Table of MultiLocus Genotypes).

Informacijski sadrzaj polimorfizma (PIC) (Botstein i sur. 1980) predstavlja razinu

informativnosti pojedinog lokusa te se procjenjuje na temelju sljedece jednadzbe:

I I I-1
PIC=1-) pt=2 > v} ) p?p}
i=1 i=j+1 j=1

Pri cemu je:

pi - uCestalost alela i,

Pi2 X pj? - umnozak kvadratne udestalosti za svaki par alela,
| - ukupan broj alela.

U svrhu utvrdivanja informacijskog sadrzaja polimorfizma koristio sam racunalni
program Cervus (Kalinowski i sur. 2007).

Osnovne populacijsko-geneticke parametre utvrdio sam pomocu racunalnog paketa
GenAlEx (Peakall i Smouse 2012). Utvrden je prosje¢an broj alela po lokusu (Na), alelno
bogatstvo (Nar), zapazena heterozigotnost (Ho), oCekivana heterozigotnost (He) (Nei 1978) te
koeficijent samooplodnje (Fis) (Wright 1931). Alelno bogatstvo predstavlja prosje¢an broj alela
u populaciji neovisno o veli¢ini uzorka. Vrijednost alelnog bogatstva se procjenjuje na temelju

sljedece jednadzbe:

n; (ZN — N)
n;
Nar = Z T
Pri ¢emu je:
N — broj uzorkovanih jedinki,
2N — broj uzorkovanih alela,
Ni — broj alela i u populaciji,

n — broj poduzorkovanih jedinki (veli¢ina najmanjeg uzorka u analizi),
2n — broj poduzorkovanih alela.
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Vrijednost zapazene heterozigotnosti ukazuje na udio heterozigotnih jedinki u
populaciji, dok ocekivana heterozigotnost predstavlja vjerojatnost da nasumi¢nim odabirom
odaberemo dva medusobno razli¢ita alela unutar jedne populacije. O¢ekivana heterozigotnost

odreduje se pomocu nepristrane formule po Neiju (Nei 1978),:

Pri cemu je:

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

pi= ucestalost alela i u populaciji,

| — ukupan broj alela,

Ho — zapazena heterozigotnost.

Fiksacijski indeks (Wright 1931) je poznat i pod nazivom koeficijent samooplodnje
(Fis) te pokazuje u kojoj je mjeri prisutno krizanje izmedu blisko srodnih jedinki. Ukoliko je
Fis = 0 populacija je u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi. Ukoliko koeficijent poprima vrijednosti
vece od nule u populaciji postoji visSak homozigota §to mozZe biti uzrokovano pove¢anom
stopom samooplodnje, a ako poprima vrijednosti manje od nule tada sugerira da je udio
heterozigota veci od oc¢ekivanog u promatranoj populaciji.
Ho

Fg=1-——2
IS HE

Pri ¢emu je:

Fis - fiksacijski indeks,

Ho - zapaZena heterozigotnost,
He - oCekivana heterozigotnost.
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3.3.2. Utvrdivanje srodstvenih odnosa iz F1 generacije

U skladu s Mendelijevim ocekivanjem, svaki par roditelj-potomstvo dijelit ¢e barem
jedan alel na svakom lokusu pa se na toj pretpostavci i temelje ovdje primijenjeni testovi
roditeljstva. Za svrhu utvrdivanja F1 odnosa izmedu genotipiziranog sjemenskog materijala,
majcinskih biljaka i potencijalnih ocinskih biljaka (donora polena), koristio sam R paket
SOLOMON (Christie 2013). Za utvrdivanje razina samooplodnje/stranooplodnje koristio sam
naredbu Bayesovska analiza s poznatim roditeljskim parovima (Bayesian Parentage Analysis
with known parent-pairs). U sljedecem koraku, analizu sam proveo naredbom Bayesovska
analiza s jednim poznatim roditeljem (Bayesian Parentage Analysis with one known parent)
kojom je omoguceno prepoznavanje polen donora i to samo za one sjemenke za koje je u
prethodnom koraku utvrdeno da su potekle iz stranooplonje. Pritom je za prepoznavanje
potencijalnih donora polena koristen dostupan set podataka iz ranijih istrazivanja u sklopu kojih

je genotipizirana vecina kolonija istraZivane populacije (Radosavljevi¢, neobjavljeni rezultati).

3.3.3. Korelacija
Za utvrdivanje razine korelacije izmedu pojedinih analiziranih kategorija upotrijebio
sam racunalni paket PAST (Hammer i sur. 2001). Naj¢esc¢e koristena korelacija je linearna r

(Pearsonov koeficijent ) prikazana sljede¢om jednadzbom:
. i —X)(y; — ¥)
[E 02557

Pri ¢emu je:

r- Pearsonov koeficijent,

Xi - uzorak iz skupa X,

yi - uzorak iz skupa y,

X - srednja vrijednost iz skupa podataka x,
y - srednja vrijednost iz skupa podataka y.

Signifikantnost (t) se izracunava pomocu sljedece prikazane jednadzbe dvostrukog t

testa s n-2 stupnja slobode:

Pri ¢emu je:
t- signifikantnost, r- Pearsonov koeficijent.
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3.3.4. Utvrdivanje udaljenosti izmedu polen donora i polen akceptora
Zautvrdivanje udaljenosti izmedu polen donora i polen akceptora koristio sam Pitagorin

poucak za odredivanje udaljenosti izmedu to¢aka u koordinatnom sustavu prema jednadzbi:

d(AB) = \/(xz —x1)%+ (y2 — ¥1)?

Pri ¢emu je:
d(A,B) - udaljenost izmedu tocke A i tocke B
X1 1 y1 - predstavljaju vrijednosti koordinata tocke A
X2 1 Y2 - predstavljaju vrijednosti koordinata tocke B

Uvrstavanjem prostornih koordinata potencijalnih polen donora (detektirane jedinke na
razini ¢itave populacije: Radosavljevi¢, neobjavljeni rezultati) i polen akceptora (14 maj¢inskih
biljaka s kojih je genotipizirano sjeme za potrebe ovog rada) u jednadzbu Pitagorinog poucka

omogucen je izracun udaljenosti izmedu oc¢inske 1 majc¢inske biljke.
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3.4.Laboratorijska oprema i pribor

Uredaji

- Tissuelyser (QIAGEN)

- centrifuga MIKRO 200 (Hettich)

- vortex MSI minishaker

-analiticka vaga (ACCULAB sartorius)

- spektrofotometar P330 (IMPLEN)

- uredaj za in vitro amplifikaciju GeneAmp® PCR System 9700 (Applied biosystems)
- uredaj za kapilarnu elektroforezu ABI3730XL

- hladnjak

- UV lampa

- aparat za fotografiranje

Pribor

- pipete

- multikanalne pipete

- autoklavirani nastavci za pipetiranje razli¢itih veli¢ina
- ploCice za uzorke s 96 mjesta

- epruvete

- stalak za hladenje

- stalak za gel

- kada za bojanje i ispiranje gela

- aluminijska folija

- zaStitne rukavice

23



4. REZULTATI

Genotipizacija 245 prikupljenih uzoraka sjemenskog materijala, kao i lisnog materijala

14 pripadajuc¢ih maj¢inskih biljaka, uspjesno je provedena.

Eventualna prisutnost klonalnosti na razini uzorkovanih majcinskih biljaka

kratkozupcaste kadulje nije utvrdena.

Informativnost mikrosatelitnih lokusa

Informativnost mikrosatelitnih lokusa procjenjuje se na temelju informacijskog sadrzaja
polimorfizma (PIC) i ukupnog broja uocenih alela u analiziranoj populaciji te je odredena
pomocu racunalnog programa Cervus. Vrijednosti informacijskog sadrzaja polimorfizma
(Tablica 1.) krecu se u rasponu od 0,234 do 0,862 pri ¢emu najvisa vrijednost pripada lokusu
SoUZ006, a najmanja lokusu SoUZ004 na uzorku od 245 sjemenki kratkozupcaste kadulje.
Prema tome lokus SoUZ004 (Tablica 1.) mozemo smatrati najmanje informativnim. Svi lokusi
su polimorfni s ukupno zabiljezenih 54 alela, a sam broj alela po lokusu varira u rasponu od 4
do 12 (Tablica 1.).

Tablica 1. Karakterizacija osam mikrosatelitnih lokusa kratkozupcaste kadulje na uzorku od
245 sjemenKi

lokus GeneBank ID | ponavljaju¢i motiv |veli¢ina (bp)| N, PIC
SouUz001 GQ376512 (AG)1s 158-172 4 0,571
SouUz002 GQ376513 (TG)y 190-194 4 0,498
SoUz004 GQ376515 (CA) 4 199-212 4 0,234
SoUZ005 GQ376516 (AC)y 122-130 5 0,617
SoUZ006 GQ376517 (CT)y 204-233 12 0,862
SoUz007 GQ376518 (G 210-240 10 0,831
SouUz011 GQ376522 (GA),5 230-250 8 0,721
SouUz014 GQ376525 (AGA) 192-218 7 0,764

Na - broj alela, PIC - informacijskog sadrzaja polimorfizma
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4.1. Stope samooplodnje i stranooplodnje
Pomoc¢u racunalnog paketa SOLOMON provedena je Bayesovska analiza te je utvrdeno
da je od 245 promatranih sjemenki, njih 52 proisteklo iz samooplodnje (prosje¢na stopa
samooplodnje iznosi 23,6 %) (Tablica 2.). Ostatak sjemenki (189) proizlazi iz stranooplodnje
izmedu geneticki razli¢itih jedinki kratkozupcaste kadulje (prosje¢na stopa stranooplodnje
iznosi 76,4 %) (Tablica 2.) dok za Cetiri sjemenki nije bilo mogucée odrediti tip spolnog

razmnozavanja iz kojeg su proistekle.
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Tablica 2. Odnos stopa samooplodnje i stranooplodnje te broja genotipiziranih sjemenki pojedine majéinske biljke

ID majéinske biljke | broj genotipiziranih sjemenki | broj sjemenki iz samooplodnje | broj sjemenki iz stranooplodnje | stopa samooplodnje / % | stopa stranooplodnje / %

23 5 2 3 40,0 60,0
27 24 0 22 0,0 100,0
144 22 10 12 45,5 54,5
189 5 1 4 20,0 80,0
192 36 4 32 111 88,9
196 6 3 3 50,0 50,0
203 21 3 18 14,3 85,7
209 24 12 12 50,0 50,0
211 21 4 17 19,0 81,0
239 6 0 4 0,0 100,0
261 6 2 4 333 66,7
267 23 3 20 13,0 87,0
270 23 5 18 21,7 78,3
302 23 3 20 13,0 87,0

UKUPNO 245 52 189

PROSJEK 23,6 76,4
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4.2. Osnovni populacijsko—geneticki pokazatelji

Osnovni populacijsko—geneti¢ki pokazatelji utvrdeni su pomoc¢u racunalnog paketa
GenAlEX. Analizom osam polimorfnih mikrosatelitnih lokusa utvrdene su prosje¢ne vrijednosti
osnovnih populacijsko-genetickih pokazatelja za sljedeé¢e setove uzoraka: majéinske biljke,
sjemenke koje su nastale iz samooplodnje, sjemenke koje su nastale iz stranooplodnje, te svih
uzorkovanih sjemenki bez obzira na porijeklo. Utvrdene su vrijednosti za broj alela (Na),
opazene heterozigotnosti (Ho), ofekivane heterozigotnosti (Hg) i koeficijenta samooplodnje
(Fis) (Tablica 3.). Vrijednosti opaZzene heterozigotnosti krecu se u rasponu od 0,380 do 0,718,
dok su vrijednosti ocekivane heterozigotnosti u rasponu od 0,641 do 0,701. Ocekivano,
najmanju vrijednost prosjeéne opazene heterozigotnosti imaju sjemenke koje su nastale iz

samooplodnje (Tablica 3.).

Koeficijent samooplodnje poprima vrijednosti u rasponu od -0,034 do 0,426 (Tablica
3.). Kod majcinskih biljaka, sjemenki iz stranooplodnje i cijele populacije (Radosavljevic,
neobjavljeni rezultati), koeficijent samooplodnje ima negativnu vrijednost (Tablica 3.), no bez
statistiCke signifikantnosti. Time sugerira da se promatrane skupine jedinki nalaze se u Hardy-
Weinbergovoj ravnotezi te da izrazeno kriZzanje u bliskom srodstvu nije prisutno. S druge strane,
kod sjemenki proizaslih iz samooplodnje, koeficijent ima izrazenu i signifikantnu pozitivnu
vrijednost (0,426), ¢ime potvrduje samooplodnju, tj. rezultat provedene analize. Koeficijent
samooplodnje na razini cijelog seta uzorkovanih sjemenki iznosi 0,098 te je nesignifikantan, a

(Tablica 3.) sto je u skladu s podacima.

Tablica 3. Osnovni populacijsko-geneticki pokazatelji - prosje¢ne vrijednosti

N Na H, HEg Fis
majcinske biljke 14 6,000 0,679 0,659 | -0.034
samooplodnja 52 5,500 0,380 0,641 0.426
stranooplodnja 189 6,750 0,680 0,677 | -0,003
sve sjemenke 245 6.750 0,610 0,673 0,098
cijela populacyja®| 241 9.125 0,718 0,701 -0.023

N - broj jedinki, Na - broj alela, Ho - opazena heterozigotnost, He - oekivana heterozigotnost,
Fis - koeficijent samooplodnje, cijela populacija* - podaci prethodnih istrazivanja

(Radosavljevi¢, neobjavljeni rezultati)
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4.3. Prostorna analiza kratkozupcaste kadulje

Prostorna analiza udaljenosti izmedu polen donora i akceptora provedena je temeljem
prikupljenih koordinata majc¢inskih biljaka (tj. polen akceptora) 1 od ranije poznatog smjestaja
potencijalnih polen donora na razini ¢itave populacije (Radosavljevi¢, neobjavljeni rezultati).
U svrhu izrade grafickog prikaza (Slika 10.), a koji podrazumijeva vizualizaciju srednjih
vrijednosti i raspona vrijednosti, koriSteni su rezultati za samo one majcinske biljke koje su
bile karakterizirane prisustvom barem 5 sjemenki za koje je prepoznat donor polena. Minimalne
udaljenosti izmedu polen donora i akceptora krecu se od 0,02 m do 2,08 m. Najveca minimalna
udaljenost tako pripada maj¢inskoj biljci oznake 267, dok najmanja vrijednost pripada
majcinskoj biljci s oznakom 302 (Slika 10.). Maksimalne udaljenosti izmedu polen donora i
akceptora su u rasponu od 38 m do 278 m, pri ¢emu minimalna maksimalna udaljenost pripada
majéinskoj biljci oznake 192, a maksimalna 302 (Slika 10.). Sto se ti¢e prosje¢nih udaljenosti
one se kre¢u u rasponu od 8 m do 45 m, uz ponovo iznimku majcinske biljke oznake 302 za
¢ije sjemenke je utvrdena prosje¢na udaljenost u iznosu od 145 m (Slika 10.). Prosje¢na

udaljenost prijenosa polena na cjelokupnom setu od 6 majéinskih biljaka iznosi 32,3 m.
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Slika 10. Prikaz udaljenosti polen donora i akceptora uz oznac¢eni medijan, minimalne i

maksimalne udaljenosti

4.4. Linearna korelacija izmedu polen donora i povrsine kolonije
U svrhu utvrdivanja korelacije izmedu povrSine jedinki i broja koliko je puta odredena
jedinka bila donor polena koriSten je racunalni paket PAST kojim je odredena linearna
korelacija r (Pearsonov koeficijent). Kao izvor podataka za povrsinu jedinki koriSteni su podaci
prethodnih istrazivanja (Radosavljevi¢, neobjavljeni rezultati) (Tablica 4.). Analizom je

utvrdeno da ta korelacija nije signifikantna (Tablica 5.).
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Tablica 4. Prikaz polen donora (jedinke) i povrsine kolonije

ID klona | N* | povrsina klona / m’| ID klona | N* | povrsina klona / m’

6 1 0,42 327 1 0,09
26 1 0,05 339 3 0,04
39 1 0,15 355 1 0,59
58 1 0,33 375 1 0,04
61 1 0,09 428 1 0,09
79 1 0,04 454 1 0,28
125 1 0,04 465 1 0,13
146 2 1,21 478 1 0,04
149 1 0,04 489 1 0,04
168 1 0,04 506 1 0,05
184 1 0,06 530 1 0,04
196 1 0,09 538 1 0,04
202 2 0,09 581 1 0,09
212 1 0,09 592 2 0,04
214 1 0,04 593 2 0,09
219 1 0,09 595 4 0,04
227 1 0,04 597 8 0,09
232 1 0,35 599 1 0,09
233 1 0,09 605 2 0,04
237 1 0,09 607 1 0,13
240 1 0,07 610 5 11,10
244 2 0,09 611 2 0,78
246 1 0,09 619 2 0,04
248 1 0,09 629 4 0,04
251 2 0,04 630 1 0,30
252 1 0,09 640 2 1,44
254 2 1,54 644 1 0,04
265 2 0,09 645 1 0,04
269 2 68,10 653 2 0,04
272 1 0,09 654 2 0,09
276 1 0,04 661 1 0,04
282 1 0,24 662 3 9,35
283 1 0,09 668 3 0,09
299 2 0,49

N*- brojcana vrijednost koliko je puta pojedina jedinka prepoznata kao donor polena

Tablica 5. Utvrdivanje korelacije izmedu povrsine jedinki i broja njihovih F1 odnosa u svojstvu

donor polena

korelacija
r 0,1244
t 0,3159

r- Pearsonov koeficijent, t- signifikatnost
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5. RASPRAVA

Provedenom populacijsko-genetickom, a zatim i prostornom analizom odabranog seta
sjemenki 1 maj¢inskih biljaka kratkozupcaste kadulje s poluotoka PeljeSca, nastojala se provesti
karakterizacija spolnog razmnozavanja ove populacije. Iz ranije provedenih istrazivanja,
poznato je da se S. brachyodon osim spolnim, razmnoZzava i klonalnim putem, $to uvelike utjece
na prostorno-geneticku strukturu populacija ove vrste. Takoder, utvrdeno je da je dominantna
klonalna arhitektura u tipu falange (Radosavljevi¢ 1 sur., neobjavljeni rezultati), Sto znaci da
izdanci odredene jedinke tvore guste kolonije u kojima dominantno ne dolazi do prostornog
mijesanja izdanaka razli¢itih jedinki (Vallejo-Marin i sur. 2010). Utjecaj ovakve klonalne
arhitekture na spolno razmnozavanje moze biti razlicit, ovisno o tome je li je vrsta samooplodna
ili stranooplodna. U slucaju da je vrsta isklju€ivo stranooplodna, klonalna arhitektura u tipu
falange moze ozbiljno potisnuti spolno razmnoZavanje u takvoj populaciji time $to uzrokuje
znacajan gubitak polena (Harder i Barrett 1996). Zbog prijenosa polena na cvjetove iste jedinke,
a koji se tim polenom ne mogu oploditi, ukupna mnozina polena se drasticno smanjuje te na taj
nacin preostaje manje polena za oprasivanje 1 oplodnju cvjetova drugih jedinki. Medutim, ako
je vrsta samooplodna, u tom slucaju ovaj ¢e tip klonalne arhitekture uzrokovati izrazenu
produkciju potomaka koji su potekli iz samooplodnje (Charpentier 2002; Albert i sur. 2008),
Sto pak moze Citavu populaciju voditi prema depresiji uslijed parenja u srodstvu, tj. genetskoj
degradaciji koja za posljedicu moZe imati brojne negativne ucinke, uz izumiranje populacije
kao najekstremniji oblik. Zbog navedenoga, istrazivanje u sklopu kojeg se provodi i ovaj
diplomski rad je od iznimnog znacaja, tim vise §to je proucavana vrsta zastupljena sa samo tri

poznate populacije, od kojih je ona s PeljeSca najveca.

Osnovna ideja ovog diplomskog rada je bila da se kroz Bayesovsku analizu, tj. analizu
utvrdivanja roditeljskih biljaka za svaku genotipiziranu prikupljenu sjemenku, utvrdi razina
stranooplodnje u istrazivanoj populaciji, tj. konstatira eventualna prisutnost samooplodnje kao
moguceg tipa spolnog razmnozavanja. Nadalje, prepoznavanjem jedinki polen donora, zeljela
se provesti analiza tipicnog dosega opraSivaca te time konstatirati da li u slucaju istraZivane
populacije, zabiljezene velicine jedinki i njihovih kolonija mogu znacajnije utjecati na razinu
stranooplodnje. Naposljetku, htjela se testirati eventualna povezanost izmedu veli¢ine pojedine
jedinke odnosno njezine kolonije i razine samooplodnje tj. prepoznati je li je veca razina
samooplodnje eventualno prisutna kod prostorno vecih jedinki tipi¢no karakteriziranih i s ve¢im
brojem fertilnih izdanaka. U navedene svrhe, na zadanom uzorku provedena je analiza osam

polimorfnih mikrosatelitnih lokusa, pri ¢emu je utvrdeno da priblizno jedna Cetvrtina sjemenki
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potjece iz samooplodnje. Dobiveni rezultat je iznimno vaZan jer potvrduje da je samooplodnja,
kao vid spolnog razmnozavanja koji rezultira degradacijom genetskog bogatstva populacije,
uistinu prisutan kod ove rijetke i ugrozene biljne vrste. Sam rezultat je potvrden kroz dvije
neovisne statisticke analize; izravno kroz samo utvrdivanje roditeljstva, te neizravno kroz
utvrdivanje koeficijenta samooplodnje, gdje je detektiran izniman manjak heterozigota u
odnosu na oc¢ekivanu vrijednost s obzirom na broj zabiljezenih alela i to isklju¢ivo na onom
setu sjemenki koje su u testu roditeljstva prepoznate kao one potekle iz samooplodnje. Ipak,
bitno je uoditi da, iako prisutna, samooplodnja ne predstavlja dominantan tip spolnog
razmnozavanja unutar istrazivane populacije, jer priblizno 76 % sjemenki potjece iz
stranooplodnje. Usporedbom populacijsko-genetickih parametara izmedu setova sjemenki iz
samooplodnje i stranooplodnje, uocljiva je iznimna razlika u razinama uo¢ene heterozigotnosti,
Sto je 1 u skladu s o¢ekivanjima, dok se istovremeno razine ocekivane heterozigotnosti koje su
temeljene na ukupnom broju alela, znacajno ne razlikuju. Takoder, usporedbom dobivenih
vrijednosti izmedu ukupnog seta svih sjemenki 1 od ranije poznatih vrijednosti za cijelu
populaciju (Radosavljevi¢ 1 sur., neobjavljeni rezultati), ocito je da znacajne razlike nisu
prisutne, te takav rezultat sugerira da ne postoje izrazeni selekcijski pritisci tijekom razvoja
novih biljaka, a uslijed kojih bi na bilo koji na¢in doslo do eliminacije onih jedinki koje potjecu
iz samooplodnje. Pritom je bitno uociti da vrijednosti populacijsko-genetickih parametara, kako
za cjelokupni set analiziranih sjemenki, tako 1 za cijelu populaciju (Radosavljevi¢ i sur.,
neobjavljeni rezultati), sugeriraju da iako se radi o maloj te prostorno izoliranoj populaciji,
njezino geneticko bogatstvo nije naruseno, ve¢ se nalazi na prilicno visokoj razini s
vrijednostima opazene i1 ocekivane heterozigotnosti od oko 0,7. Unato¢ tradicionalnom
misljenju da populacije ovoga tipa tipicno karakteriziraju niske razine genetskog bogatstva
(Gitzendanner i Soltis 2000), ovakav rezultat nije nuzno iznenadujuci jer je u skladu sa sve
veéim brojem provedenih istrazivanja koja nedvojbeno potvrduju da brojne prirodne populacije
usko-endemicnih svojti, iako malene i prostorno izolirane, nerijetko posjeduju znacajno
genetsko bogatstvo i raznolikost (Crema i sur., 2009; Lopez-Vinyallonga i sur., 2015; Forrest i
sur., 2017).

Na zadanom setu uzoraka, a suprotno ocekivanjima, nije uocena korelacija izmedu
veli¢ine jedinki 1 stope samooplodnje. Bilo je za ocekivati da ¢e kod prostorno vecih jedinki i
stopa samooplodnje biti veca zbog pretpostavljanog veceg broja raspolozivih oprasivackih
jedinica tj. cvjetova (Handel, 1985.; Reusch, 2001.), no ovim istrazivanjem ta pojava nije

uocena. U tom smislu, niti utjecaj prostorno-geneticke strukture populacije (koji se odnosi na
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grupiranje geneticki identi¢nih izdanaka u prostoru) na spolno razmnoZzavanje nije prepoznat.
Vjerojatni razlog ovakvog rezultata je taj Sto je u sklopu ovog rada analiziran relativno mali
broj majc¢inskih biljaka, tj. jedinki, svega njih 14, dok ¢e se nakon provedene analize na bitno

vec¢em uzorku od preko 300 majcinskih biljaka i rezultat vrlo vjerojatno promijeniti.

Suprotno ocekivanjima, moze se zakljuciti i da klonalna arhitektura u tipu falange
znacajno ne doprinosi samooplodnji. Iako bi ocekivano razine samooplodnje bile i manje da je
dominantna klonalna arhitektura u tipu gerile, ovdje dobiveni rezultat se vjerojatno moze
objasniti time §to velika vec¢ina jedinki odnosno njihovih kolonija nije prostorno velika, te je
tipicno manja od nekoliko kvadratnih metara (Radosavljevi¢ i sur., neobjavljeni rezultati).
Zahvaljuju¢i tome, ucinak prepoznate klonalne arhitekture na spolno razmnozavanja nije
izrazen, odnosno za ocekivati je da bi bio puno naglaSeniji kada bi i jedinke zauzimale znacajno
vece povrSine. U ovom kontekstu bitno je napomenuti da je 20 godina prije uzorkovanja,
lokalitet na kojem se istrazivana populacija nalazi opustosio Sumski pozar, §to je rezultiralo
uniStenjem tada prisutne Sume crnog bora (Pinus nigra Arnold). Drasti¢cna promjena tipa
staniSta omogucila je ekspanziju populacije kratkozupcaste kadulje koja, kao tipi¢ni heliofit,
preferira otvorena staniSta bez visoke vegetacije. Na temelju danas prisutnog stanja populacije
u kojoj dominiraju brojne male jedinke (povrsine manje od 1 m?) naspram tek nekoliko izrazito
velikih jedinki povrsine veée od 10 m? (Radosavljevié i sur., neobjavljeni rezultati), moguce je
zakljuciti da se gotovo cijela populacija ove vrste regenerirala iz postojece banke sjemena u tlu,
Sto je uobiCajena strategija za mnoge biljne vrste Mediterana gdje su pozari prirodna pojava
(npr. Lloret, 1998.; Ne'eman i1 Dafni, 1999.). Zbog navedenoga, moguce je pretpostaviti da
utjecaj klonalne arhitekture u tipu falange nije ujednacen s obzirom na starost populacije,
odnosno da ¢e njegov (negativni) utjecaj u smislu generiranja veceg udjela samooplodnih

jedinki biti tim izrazeniji $to je 1 populacija starija tj. udio velikih jedinki unutar populacije ve¢i.

Nadalje, provedenim istrazivanjem je moguce procijeniti o¢ekivanu udaljenost protoka
polena unutar istrazivane populacije kratkozupcaste kadulje. Imajuc¢i na umu da tipi¢an doseg
bilo kojeg od pretpostavljenih oprasivaca (medonosne pcele, solitarne pcele 1 bumbari) U
pravilu iznosi nekoliko stotina metara (Visscher i Seeley 1982, Beekman i Ratnieks 2000,
Steffan-Dewenter i Kuhn 2003, Zurbuchen i sur. 2010, Wolf i Moritz 2008) te znajuci da su
najudaljenije tocke istraZzivane populacije udaljene priblizno 300 m (Radosavljevi¢ 1 sur.,
neobjavljeni rezultati), ocito je da se cijela populacija nalazi u dosegu bilo kojeg od oprasivaca.
Unato€ tome, za ocekivati je da je srednja vrijednost udaljenosti na koju se polen efektivno

prenosi znatno manja, $to je potvrdeno i ovim istrazivanjem, te iznosi 32,3 m. Znajuéi da
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prosjeéna povrsina jedinke na razini cijele populacije iznosi priblizno 0,7 m? ocito je da
zabiljezeni doseg oprasSivaca ne moze predstavljati limitirajuci faktor za stranooplodnju unutar
istrazivane populacije. Istovremeno, zabiljezene minimalne udaljenosti prijenosa polena
nedvojbeno potvrduju lako¢u kojom dolazi do samooplodnje, a koja ¢e oc¢ekivano biti tim veca

Sto su 1 jedinke vece.

Provedenim istrazivanjem dobivene su vrijedne informacije koje se ti¢u spolnog
razmnozavanja usko-endemicne vrste, kratkozupcaste kadulje. Po prvi put je utvrdena
prisutnost samooplodnje, a koja moze znacajno utjecati na razinu geneticke varijabilnosti i
bogatstva istrazivane populacije. Ipak, za sada se taj negativni u¢inak ne primjeéuje, vjerojatno
zbog Cinjenice da je stranooplodnja jo$ uvijek dominantan tip spolnog razmnozavanja unutar
populacije. Nadalje, utvrdene su prosjecne vrijednosti udaljenosti protoka polena unutar
populacije te je zakljuceno da klonalna struktura ne moZze imati znac¢ajniji negativan utjecaj na
razine stranooplodnje. Takoder, utjecaj prostorno-geneti¢ke strukture populacije na spolno
razmnoZzavanje nije utvrden, a vjerojatni razlog takvom rezultatu je premali broj obradenih
uzoraka. S ciljem dobivanja potpunijih i pouzdanijih rezultata kako na razini ove populacije, ali
1 cijele istrazivane vrste, buduca istrazivanja ovoga tipa bi trebala ukljucivati znatno veci broj

uzoraka iz istrazivane populacije, ali 1 obuhvatiti preostale dvije populacije.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju provedene populacijsko-geneticke i prostorne analize spolnog
razmnozavanja populacije vrste Salvia brachyodon s poluotoka Peljesca upotrebom osam

polimorfnih mikrosatelitnih biljega moze se zakljuciti sljedece:

e unutar populacije prisutna je razina samooplodnje koja iznosi 23,6 %

e na cjelokupnom setu analiziranih sjemenki nije zabiljeZeno odstupanje od Hardy-
Weinbergove ravnoteze, dok je ocekivani visSak homozigota uofen na razini seta
sjemenki poteklih iz samooplodnje

e na razini sjemenki kao potencijalne buduce generacije jedinki, populacija je
karakterizirana razmjerno visokim razinama genetske raznolikosti

e negativan utjecaj zabiljeZzene samooplodnje na genetsku varijabilnost populacije nije
uocen

e usporedbom populacijsko-genetickih parametara izmedu analiziranog seta sjemenki i
cjelokupne populacije, ne uoc¢avaju se znacajne razlike u razinama heterozigotnosti, tj.
genetske raznolikosti

e utvrdena prosjecna udaljenost prijenosa polena unutar populacije iznosi 32,3 m

e Utjecaj prostorno-geneticke strukture kao i veli¢ine klonalnih jedinki na stopu

samooplodnje nije zabiljeZen
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9. PRILOZI

Prilog 1. Izmjerene mase sjemenki, koncentracije DNA i koristeni volumeni vode i izolirane
DNA za uzorak od 245 sjemenki prilikom priprave otopine DNA prikladne koncentracije za

lancanu reakciju polimeraze.

Prilog 2. Prikaz veli¢ine alela mikrosatelitnih lokusa 245 uzoraka kratkozupcaste kadulje s

poluotoka Peljesca

Prilog 3. Prikaz veli¢ine alela mikrosatelitnih lokusa 14 uzoraka listova maj¢inskih biljaka

kratkozupcaste kadulje s poluotoka Peljesca

Prilog 4. Prikaz odnosa individualne heterozigotnosti i sjemenki za samooplodnju/

stranooplodnju
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Prilog 1. Izmjerene mase sjemenki, koncentracije DNA i koristeni volumeni vode i izolirane
DNA za uzorak od 245 sjemenki prilikom priprave otopine DNA prikladne koncentracije za
lan¢anu reakciju polimeraze

broj uzorka| oznaka |m/mg|y (DNA)/ (ng/uL)| V(DNA)/ uL [V (voda)/ uL |broj uzorka| oznaka |m/mg[y(DNA)/ (ng/uL)[V (DNA) L[V (voda)/ L

1 231 | 9 4 37,5 62,5 64 19218 | 7,1 2,5 60,0 40,0

232 | 7.2 45 333 66,7 65 192/9 | 10,3 45 333 66,7
3 233 | 65 4 37,5 62,5 66 192/10 | 6,9 4 37,5 62,5
4 234 | 74 3 50,0 50,0 67 19211 | 75 5 30,0 70,0
5 235 | 7.7 5 30,0 70,0 68 192/12 | 8,6 45 33,3 66,7
6 271 | 7.8 25 60,0 40,0 69 192/13 | 9.8 55 27,3 72,7
7 212 | 9 - - - 70 192/14 | 98 575 26,1 739
8 213 | 74 - - - 71 192115 | 7.4 47 31,9 68,1
9 274 | 7.3 15 100,0 0,0 72 192/16 | 9,4 55 27,3 72,7
10 215 | 8 1 - - 73 19217 | 8.1 5,25 28,6 71,4
11 2706 | 9,6 25 60,0 40,0 74 192/18 | 96 5,25 28,6 71,4
12 217 | 8.2 - - - 75 192/19 | 10,1 6,25 24,0 76,0
13 278 | 9,2 1 - - 76 192/20 | 9,8 6 25,0 75,0
14 27119 | 9 05 - - 77 192121 | 96 5 30,0 70,0
15 27/10 | 8,4 - - - 78 192/22 | 8.4 525 28,6 714
16 27111 | 101 05 - - 79 192124 | 7.3 6,5 23,1 76,9
17 21112 | 7.8 2 75,0 25,0 80 192125 | 10,8 6,5 23,1 76,9
18 2713 | 8,2 05 - - 81 192126 | 95 7,25 20,7 793
19 27114 | 11,9 15 100,0 0,0 82 192127 | 8.1 4 37,5 62,5
20 2715 | 81 2,5 60,0 40,0 83 192128 | 10,4 55 27,3 72,7
21 27116 | 9,3 15 100,0 0,0 84 192129 | 6,2 10,2 14,7 85,3
22 27117 | 9.6 - - - 85 192/30 | 7,9 7 21,4 78,6
23 27118 | 7.4 15 100,0 0,0 86 192/31 | 8 57 26,3 73,7
24 27119 | 6,2 - - - 87 192132 | 6,9 5,25 28,6 71,4
25 27120 | 8,3 2 75,0 25,0 88 192133 | 7.9 55 27,3 72,7
26 2721 | 9,2 45 333 66,7 89 192/34 | 838 55 27,3 72,7
27 27122 | 10,4 05 - - 90 192/35 | 8,6 6 25,0 75,0
28 27123 | 10 2 75,0 25,0 91 192/36 | 7,1 525 28,6 71,4
29 27124 | 7,6 25 60,0 40,0 92 192137 | 7,5 575 26,1 739
30 14411 | 10,4 8,5 17,6 82,4 93 196/1 | 9,2 4 37,5 62,5
31 1442 | 10,3 8 18,8 81,3 94 1962 | 8 4 37,5 62,5
32 1443 | 8 45 333 66,7 95 196/3 | 8,1 35 42,9 57,1
33 144/4 | 10,8 55 27,3 72,7 96 196/4 | 10,1 3 50,0 50,0
34 144/5 | 8,4 5 30,0 70,0 97 196/5 | 10,2 4 37,5 62,5
35 144/6 | 8,4 35 42,9 57,1 98 196/6 | 10 6 25,0 75,0
36 14477 | 85 25 60,0 40,0 99 2031 | 11,4 4 37,5 62,5
37 144/8 | 10,9 3 50,0 50,0 100 2032 | 9.2 3 50,0 50,0
38 144/9 | 10,4 35 42,9 57,1 101 203/3 | 10 2,5 60,0 40,0
39 144710 | 11,3 35 42,9 57,1 102 203/4 | 10,9 2 75,0 25,0
40 144111 | 7,6 35 42,9 57,1 103 2035 | 11 6 25,0 75,0
41 144112 | 9,7 25 60,0 40,0 104 2036 | 9,1 2,5 60,0 40,0
42 14413 | 9,6 5 30,0 70,0 105 20377 | 10 3 50,0 50,0
43 144714 | 10,2 35 429 57,1 106 203/8 | 85 3 50,0 50,0
44 14415 | 7,2 55 27,3 72,7 107 203/9 | 10,3 2 75,0 25,0
45 144116 | 12,5 2,5 60,0 40,0 108 203/10 | 9,4 3 50,0 50,0
46 144/17 | 10,7 35 429 57,1 109 203/11 | 10,7 2,5 60,0 40,0
47 144/18 | 10,7 3 50,0 50,0 110 203/12 | 8,6 3 50,0 50,0
48 144/19 | 9,5 45 333 66,7 111 203/13 | 11,2 2,5 60,0 40,0
49 144120 | 7,3 2 75,0 25,0 112 203/14 | 10,2 2 75,0 25,0
50 14421 | 9,1 15 100,0 0,0 113 203/15 | 8,1 2 75,0 25,0
51 144122 | 9,9 15 100,0 0,0 114 203/16 | 10,6 4 37,5 62,5
52 18911 | 7,5 2 75,0 25,0 115 203/17 | 10,1 15 100,0 0,0
53 1892 | 9,5 25 60,0 40,0 116 203/18 | 9,9 2 75,0 25,0
54 189/3 | 85 15 100,0 0,0 117 203/19 | 7,5 2,5 60,0 40,0
55 189/4 | 7,9 2 75,0 25,0 118 203/20 | 9,3 4 37,5 62,5
56 189/5 | 9.4 35 429 57,1 119 203/21 | 11,9 35 42,9 57,1
57 19211 | 8,6 5,25 28,6 71,4 120 209/1 | 10,6 6,5 23,1 76,9
58 19212 | 9,1 45 333 66,7 121 20972 | 11,2 5 30,0 70,0
59 192/3 | 10,6 2 75,0 25,0 122 209/3 | 11,9 6 25,0 75,0
60 1924 | 8 3 50,0 50,0 123 209/4 | 10 3,75 40,0 60,0
61 192/5 | 9,4 35 42,9 57,1 124 209/5 | 10 4,25 35,3 64,7
62 192/6 | 9,8 25 60,0 40,0 125 209/6 | 9.4 475 31,6 68,4
63 1927 | 6,6 25 60,0 40,0 126 209/7 | 11,7 55 27,3 72,7
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broj uzorka| oznaka [m/mg|y(DNA)/ (ng/uL)|V (DNA)/ uL|V (voda)/ pL|broj uzorka| oznaka |m/mg|y(DNA)/ (ng/pL)|V (DNA)/ uL|V (voda)/ pL

127 209/8 9,8 4,75 31,6 68,4 190 267/14 | 11,1 9 16,7 83,3
128 209/9 9,7 7,25 20,7 79,3 191 267/15 | 10,2 7,7 19,5 80,5
129 209/10 | 7,6 6,5 231 76,9 192 267/16 | 10,3 8,2 18,3 81,7
130 209/11 | 11,1 6,5 23,1 76,9 193 267/17 | 9,8 8,5 17,6 82,4
131 209/12 | 9,8 4,75 31,6 68,4 194 267/18 | 10 6,2 24,2 75,8
132 209/13 | 10,5 6,5 23,1 76,9 195 267/19 | 10,6 6,7 22,4 77,6
133 209/14 | 8,8 5,75 26,1 73,9 196 267/20 | 6,4 7,5 20,0 80,0
134 209/15 | 6,3 5,75 26,1 73,9 197 267/21 | 7,7 5,7 26,3 73,7
135 209/16 | 8,9 4,75 31,6 68,4 198 267/22 | 12,1 8 18,8 81,3
136 209/17 | 9,5 4,25 35,3 64,7 199 267/23 | 13,7 8,7 17,2 82,8
137 209/18 | 8,8 4,75 31,6 68,4 200 270/1 8,2 7,5 20,0 80,0
138 209/19 | 9,8 55 27,3 72,7 201 27072 8,5 8,2 18,3 81,7
139 209/20 | 10,3 5,25 28,6 71,4 202 270/3 | 10,3 6 25,0 75,0
140 209/21 | 11,5 6 25,0 75,0 203 270/4 | 10,6 9,2 16,3 83,7
141 209/22 | 8,7 6,5 23,1 76,9 204 270/5 | 11,2 6,2 24,2 75,8
142 209/23 | 9,6 4 37,5 62,5 205 270/6 | 10,3 4,7 31,9 68,1
143 209/24 | 8,8 5,25 28,6 71,4 206 270/7 | 11,2 6,2 24,2 75,8
144 211/1 6,8 7 21,4 78,6 207 270/8 | 12,6 8,2 18,3 81,7
145 211/2 9,5 5 30,0 70,0 208 270/9 8,7 6,2 24,2 75,8
146 211/3 | 11,5 2,25 66,7 33,3 209 270/10 | 12,2 6,2 24,2 75,8
147 211/4 7,2 5,75 26,1 73,9 210 270/11 | 10,2 7 21,4 78,6
148 211/5 8,9 2,25 66,7 33,3 211 270/12 | 10,7 10,5 14,3 85,7
149 21177 9,8 3,75 40,0 60,0 212 270/13 | 10,7 7 21,4 78,6
150 211/8 6,9 6,25 24,0 76,0 213 270/14 | 10,1 10,8 13,9 86,1
151 211/9 7 4 37,5 62,5 214 270/15 | 10,8 7,5 20,0 80,0
152 211/10 | 12,1 3,25 46,2 53,8 215 270/16 | 10,6 11,2 13,4 86,6
153 211/11 | 85 6,5 23,1 76,9 216 270/17 | 8,5 7,2 20,8 79,2
154 211/12 | 111 4,25 35,3 64,7 217 270/18 | 10,3 6,7 22,4 77,6
155 211/13 | 6,4 7 21,4 78,6 218 270/19 | 11,7 7,5 20,0 80,0
156 211/14 10 35 42,9 57,1 219 270/20 8 8,2 18,3 81,7
157 211/15 | 11,4 5,25 28,6 71,4 220 270/21 | 85 7,7 19,5 80,5
158 211/16 | 10,4 4 37,5 62,5 221 270/22 | 12,5 7 21,4 78,6
159 21117 | 11,2 5 30,0 70,0 222 270/23 | 10,2 7 21,4 78,6
160 211/18 | 9,6 2,25 66,7 33,3 223 302B/2 | 11,1 3,5 42,9 57,1
161 211/19 | 111 4,25 35,3 64,7 224 302B/3 | 6,7 9,5 15,8 84,2
162 211/21 | 11,1 35 42,9 57,1 225 302B/4 | 9,4 5 30,0 70,0
163 211/22 | 9,9 55 27,3 72,7 226 302B/5 | 8,2 5 30,0 70,0
164 211/23 | 9,3 5 30,0 70,0 227 302B/6 | 8,6 4 37,5 62,5
165 239/1 8,9 3 50,0 50,0 228 302B/7 | 8,3 4,5 33,3 66,7
166 239/2 7,3 3,5 42,9 57,1 229 302B/8 | 10,2 3,5 42,9 57,1
167 239/3 10 6 25,0 75,0 230 302B/9 | 8,7 6 25,0 75,0
168 239/4 9,6 5 30,0 70,0 231 302B/10 | 11,1 4 37,5 62,5
169 239/5 | 11,1 4 37,5 62,5 232 302B/11 | 8,2 3,5 42,9 57,1
170 239/6 9,4 6 25,0 75,0 233 302B/12 | 12,3 55 27,3 72,7
171 2611 | 11,1 3,5 42,9 57,1 234 302B/13 | 9,6 4 37,5 62,5
172 261/2 | 10,1 2,5 60,0 40,0 235 302B/14 | 9,5 3,5 42,9 57,1
173 261/3 9,7 35 42,9 57,1 236 302B/15 | 11,2 35 42,9 57,1
174 261/4 9,6 3 50,0 50,0 237 302B/16 | 11,2 4 37,5 62,5
175 261/6 | 11,9 4 37,5 62,5 238 302B/17 | 10,7 3 50,0 50,0
176 261/7 12 4,5 33,3 66,7 239 302B/18 | 9,8 4 37,5 62,5
177 267/1 | 13,4 8,7 17,2 82,8 240 302B/19 | 13,2 3 50,0 50,0
178 26712 | 12,2 6,7 22,4 77,6 241 302B/20 | 8,1 4 37,5 62,5
179 267/3 9,5 7,2 20,8 79,2 242 302B/21 | 9,2 3 50,0 50,0
180 267/4 | 13,3 6,2 24,2 75,8 243 302B/22 | 9,3 3,5 42,9 57,1
181 267/5 | 10,9 9,5 15,8 84,2 244 302B/23 | 11,3 3,5 42,9 57,1
182 267/6 | 11,2 8 18,8 81,3 245 302B/24 | 11 7 21,4 78,6
183 26717 9,8 6 25,0 75,0

184 267/8 | 10,4 9,5 15,8 84,2

185 267/9 | 10,3 75 20,0 80,0

186 267/10 | 11,5 11,5 13,0 87,0

187 267/11 | 8,8 7,2 20,8 79,2

188 267/12 | 12,7 7,5 20,0 80,0

189 267/13 | 7,3 1,2 125,0 -
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Prilog 2. Prikaz veli¢ine alela mikrosatelitnih lokusa 245 uzoraka kratkozupéaste kadulje s poluotoka Peljesca

oznaka pop SoUZ001 SoUzZ002 SoUZ005 SoUzZ004 SoUZ011 SoUZ006 SoUzZ014 SoUz007

192/1 PELJ 140 140 173 177 107 107 191 191 221 227 214 214 174 201 206 206
192/2 PELJ 140 140 173 173 107 109 191 191 221 221 198 204 174 180 202 206
192/3 PELJ 140 146 173 177 107 109 191 191 211 227 196 214 198 201 194 198
192/4 PELJ 140 140 173 173 107 109 183 191 211 227 204 214 198 201 196 198
192/5 PELJ 140 152 173 173 107 109 191 191 215 221 194 204 174 198 196 198
192/6 PELJ 140 152 173 177 107 109 191 191 211 221 196 204 201 201 200 206
192/7 PELJ 140 146 173 177 107 111 191 191 211 221 198 204 174 180 200 206
192/8 PELJ 140 140 173 177 107 107 191 191 221 221 204 204 174 174 198 206
192/9 PELJ 140 140 173 173 107 109 183 191 211 221 204 204 174 198 196 206
192/10 PELJ 140 140 173 173 107 107 191 191 221 221 204 204 174 201 206 206
192/11 PELJ 140 140 173 175 107 109 191 193 221 227 210 214 174 201 198 198
192/12 PELJ 140 140 173 177 107 109 191 191 221 227 198 214 198 201 196 198
192/13 PELJ 140 146 173 177 107 111 183 191 211 227 204 214 174 198 200 206
192/14 PELJ 140 146 173 177 107 109 183 191 211 221 204 204 174 180 200 206
192/15 PELJ 140 140 173 173 107 107 191 191 211 221 198 204 174 180 200 206
192/16 PELJ 140 152 173 173 105 107 191 191 227 227 202 214 174 195 198 198
192/17 PELJ 140 152 173 177 105 107 191 191 227 227 214 214 174 201 198 198
192/18 PELJ 140 140 177 177 107 109 183 191 211 221 204 204 201 201 200 206
192/19 PELJ 140 152 173 177 107 109 191 191 211 227 198 214 201 201 194 206
192/20 PELJ 140 140 173 177 107 107 191 191 221 227 204 214 174 201 198 206
192/21 PELJ 140 146 173 177 107 109 183 191 211 227 204 214 180 201 200 206
192/22 PELJ 140 140 177 177 105 107 191 191 211 221 204 214 201 201 198 200
192/24 PELJ 140 152 173 173 105 107 191 191 221 227 186 214 198 201 198 204
192/25 PELJ 140 146 173 177 107 107 191 191 219 227 214 214 198 201 198 200
192/26 PELJ 140 152 177 177 105 107 183 191 227 227 204 214 174 201 198 200
192/27 PELJ 140 140 173 177 107 107 191 191 211 227 204 214 174 201 198 198
192/28 PELJ 140 140 177 177 107 107 191 191 211 227 204 214 174 201 198 206
192/29 PELJ 140 152 177 177 105 107 191 191 211 227 198 214 201 201 200 206
192/30 PELJ 140 140 173 173 107 109 183 191 211 221 204 204 180 201 200 206
192/31 PELJ 140 140 177 177 107 107 183 191 211 221 204 204 180 201 198 200
192/32 PELJ 140 152 177 177 105 107 191 191 221 227 204 214 180 201 198 206
192/33 PELJ 140 152 173 173 105 107 191 191 221 227 202 204 174 198 206 206
192/34 PELJ 140 152 175 177 105 107 191 191 221 227 186 214 198 201 198 212
192/35 PELJ 140 146 173 177 107 107 191 191 211 221 198 204 174 180 200 206
192/36 PELJ 140 140 173 177 107 107 191 191 211 227 198 214 174 201 198 206
192/37 PELJ 140 146 177 177 107 109 183 191 211 221 204 214 198 201 202 206
302/2 PELJ 140 146 173 177 107 109 191 191 221 229 192 196 180 192 196 196
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109
109
109
109
105
107
109
113
109
109
107
109
109
109
107

191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
183
191
191
191
191
191
191
191
191
191
183
191
191
191
183
191
191
183
183

191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
193
191
191
191
193
191
191
183
191
191
191
191

211
211
211
211
215
211
211
211
211
225
211
211
219
219
219
219
211
219
227
211
211
211
211
211
211
211
211
215
211
221
215
219
215
219
215
211
211
211
211
211

215
231
219
215
225
229
219
229
221
225
215
221
219
219
231
229
219
231
227
227
227
227
211
227
211
231
221
221
221
221
219
221
219
219
221
211
211
211
211
227

194
200
188
194
186
200
198
200
192
186
186
186
188
188
194
186
186
188
214
198
214
204
196
198
196
186
196
186
186
186
186
198
186
198
186
204
198
198
198
204

202
202
202
202
208
202
202
202
202
208
202
202
198
198
198
198
188
194
214
198
214
214
198
214
196
188
198
186
196
186
198
214
186
198
202
204
198
202
198
214

174
180
180
174
174
180
174
174
180
180
180
174
174
174
174
174
174
174
201
180
201
180
180
180
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
201
198
174
180
180

198
180
180
180
198
198
180
180
180
198
198
174
174
174
174
180
180
180
201
180
201
180
201
201
174
180
180
198
174
174
174
198
180
174
198
201
201
201
180
201

194
194
194
194
194
194
194
194
194
200
194
194
196
200
200
200
196
196
198
198
200
198
198
198
196
196
196
196
196
196
200
194
198
200
200
200
194
194
194
198

200
196
196
212
202
200
212
200
200
202
194
200
200
200
204
204
200
200
206
198
200
202
200
200
196
204
200
200
212
212
202
202
200
202
206
200
200
200
200
200
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27/1
27/2
27/3
27/4
27/5
27/6
27/7
27/8
27/9
27/10
27/11
27/12
27/13
27/14
27/15
27/16
27/17
27/18
27/19
27/20
27/21
27/22
27/23
27/24
211/1
211/2
211/3
211/4
211/5
211/7
211/8
211/9
211/10
211/11
211/12
211/13
211/14
211/15
211/16
211/17

PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ

140
152
146
140
146
140
140
152
140
152
152
152
152
152
152
152
140
146
152
152
152
140
152
140
146
146
152
146
146
146
140
146
140
146
146
140
140
146
146
146

152
154
152
152
152
152
152
154
152
154
152
152
152
154
152
152
152
152
152
152
152
152
154
152
154
152
154
154
154
154
146
146
154
146
152
154
146
152
152
152

173
173
175
175
173
195
175
175
175
175
175
177
173
195
177
175
177
173
175
175
175
177
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173

175
175
195
175
195
195
195
177
175
177
177
195
175
195
195
175
195
175
175
175
175
195
195
175
173
173
173
177
173
173
173
173
177
173
177
173
173
177
173
177

105
105
107
107
105
107
105
107
105
105
105
105
107
107
107
105
113
109
107
105
107
107
107
105
109
109
109
105
109
105
109
109
107
105
105
105
107
105
109
109

113
107
113
113
113
107
107
113
107
107
113
107
113
111
113
113
113
113
107
113
113
107
113
113
109
109
109
109
109
109
109
109
109
109
109
109
109
109
109
109

191
193
191
191
191
183
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
183
191
191
191
191
191

191
197
193
193
193
191
191
193
193
197
193
193
193
193
193
193
191
191
191
193
191
193
193
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191

211
211
211
211
219
211
211
219
219
211
215
215
211
215
215
219
211
211
211
219
219
219
215
211
211
211
211
211
211
211
221
211
227
211
211
221
211
211
211
227

211
219
219
219
221
221
229
227
221
211
219
219
215
219
219
221
215
221
221
221
227
221
219
215
231
211
211
211
231
231
231
231
231
211
231
231
221
227
211
231

198
186
186
186
186
198
198
186
186
194
186
186
186
186
186
186
186
198
198
186
198
186
186
186
194
196
196
196
194
194
194
194
194
196
194
194
196
196
196
194

214
194
194
194
198
214
198
198
202
198
194
194
194
186
194
202
198
214
202
202
202
202
186
198
194
198
198
198
196
198
198
196
214
196
204
214
200
214
196
214

174
180
174
195
180
180
174
195
180
180
174
174
195
180
174
180
180
174
180
180
174
174
195
195
180
180
174
180
192
180
180
192
192
180
192
180
192
180
174
180

195
195
195
198
195
180
180
198
195
195
195
180
195
198
195
195
198
195
180
180
195
180
195
195
192
192
192
192
192
201
198
192
201
198
201
198
192
201
180
192

198
198
196
194
196
198
198
198
196
198
198
198
196
198
198
196
198
194
198
200
200
196
198
198
202
196
196
194
204
200
196
202
202
200
200
194
202
200
196
200

202
202
198
202
202
204
202
202
198
202
202
202
198
198
202
198
222
202
200
202
202
198
202
198
204
204
202
202
204
204
204
204
206
202
202
204
204
202
202
204

51




211/18
211/19
211/21
211/22
211/23
144/1
144/2
144/3
144/4
144/5
144/6
144/7
144/8
144/9
144/10
144/11
144/12
144/13
144/14
144/15
144/16
144/17
144/18
144/19
144/20
144/21
144/22
203/1
203/2
203/3
203/4
203/5
203/6
203/7
203/8
203/9
203/10
203/11
203/12
203/13

PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ
PELJ

140
146
140
146
154
146
146
146
152
140
146
146
152
140
152
140
146
146
152
146
146
140
140
146
146
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140

154
146
146
146
154
152
152
152
152
146
146
152
152
146
154
146
146
152
152
152
152
152
146
146
152
152
146
152
140
140
140
152
152
140
140
146
140
140
152
140

173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
177
173
173
173
173
173

173
173
177
173
173
173
177
173
177
173
173
173
173
173
173
177
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
177
173
177
177
173
173
173
177
177
177
177
173
173

107
105
109
105
109
109
109
109
105
109
105
105
109
105
105
105
105
105
109
105
105
109
105
105
105
109
109
107
109
109
109
105
105
109
109
109
109
109
109
109

109
109
109
109
109
109
109
109
109
109
109
105
109
107
109
105
109
107
109
109
109
109
109
107
105
109
109
109
109
109
109
109
109
109
109
109
109
109
109
109

191
191
183
191
191
191
191
191
191
183
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
183
191
191
191
183
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191

191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191

211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211

231
219
211
211
211
211
225
211
211
211
211
211
211
219
219
227
211
211
211
211
211
211
211
219
211
221
211
211
211
211
211
215
211
221
211
231
211
221
227
221

194
196
196
196
194
196
196
196
196
196
198
196
196
196
198
198
196
196
196
196
196
196
198
196
198
196
196
196
196
196
196
194
196
196
196
194
196
196
196
196

202
214
204
198
196
196
208
198
198
204
198
196
196
198
198
214
198
198
196
198
198
198
204
214
198
198
204
198
196
198
198
196
198
198
196
196
196
198
214
198

174
192
192
180
192
198
174
198
180
180
198
198
198
174
177
180
198
180
198
198
198
180
180
198
198
180
180
180
198
180
198
180
198
180
198
180
198
198
198
180

180
198
198
198
192
201
198
201
201
201
201
201
201
198
201
201
201
201
201
201
201
201
198
201
201
201
201
198
198
198
201
198
201
198
198
198
198
198
201
198

194
200
202
200
202
200
194
194
198
194
194
194
194
194
194
194
194
200
194
200
194
200
200
194
194
194
194
198
198
200
198
196
194
198
198
202
198
196
202
196

204
202
202
202
202
200
200
200
200
196
194
200
200
206
196
200
200
200
194
200
200
200
202
206
194
196
202
200
204
204
200
198
198
202
198
204
198
204
204
204
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203/14  PEUS 140 152 173 173 109 109 191 191 211 211 19 19 198 201 194 204
203/15  PELJ 140 152 173 177 109 109 191 191 211 211 19 198 198 198 194 204
203/16  PELS 140 140 173 177 109 109 183 191 211 211 19 204 198 198 202 204
203/17  PEU 140 146 173 173 105 109 191 191 211 211 19 19 198 198 198 200
203/18 PELJ 140 140 173 177 109 109 191 191 211 211 196 214 180 198 198 202
203/19  PEL 140 140 173 173 109 109 191 191 211 211 19 19 198 198 198 198
203/20 PELJ 140 140 173 177 109 109 191 191 211 211 196 198 198 198 198 200
203/21  PEU 140 152 173 177 107 109 191 191 211 211 19 198 198 201 198 200
Prilog 3. Prikaz veli¢ine alela mikrosatelitnih lokusa 14 uzoraka listova majcinskih biljaka kratkozupcaste kadulje s poluotoka Peljesca
oznaka pop SoUZ001 SoUZ002 SoUZ005 SouUZz004 SoUZ011 SoUZ006 SoUz014 SoUZ007
192x PELJ 140 140 173 177 107 107 191 191 221 227 204 214 174 201 198 206
302x PELJ 140 146 173 173 107 107 191 191 211 221 186 192 180 192 196 212
209x PELJ 140 152 173 177 105 109 183 191 211 227 204 214 180 201 200 202
270x PELJ 140 152 173 175 105 109 191 191 215 229 186 200 174 198 194 200
267x PELJ 140 140 173 173 107 107 191 191 211 225 202 208 174 180 194 202
261x PELJ 140 152 173 177 107 109 191 191 219 219 188 198 174 174 196 200
196x PELJ 140 152 177 177 105 107 191 191 211 227 198 214 180 201 198 200
239x PELJ 140 152 175 177 109 109 191 191 211 221 186 196 174 174 196 212
23x PELJ 140 152 173 175 107 109 191 191 215 219 186 198 174 174 200 202
189x PELJ 140 146 173 177 107 109 183 191 211 211 198 204 180 201 200 200
27X PELJ 152 152 175 195 107 113 191 193 211 219 186 198 180 195 198 202
211x PELJ 146 154 173 173 109 109 191 191 211 231 194 196 180 192 202 204
144x PELJ 146 152 173 173 105 109 191 191 211 211 196 198 198 201 194 200
203x PELJ 140 140 173 177 109 109 191 191 211 211 196 196 198 198 198 204
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Prilog 4. Prikaz odnosa individualne heterozigotnosti i sjemenki za samooplodnju/
stranooplodnju.

SAMOOPLODNJA
oznaka sjemenke | broj heterozigota | udio/ % |oznaka sjemenke | broj heterozigota| udio/ %

23/1 4 50 209/10 1 12,5
23/4 2 25 209/11 0 0
144/1 2 25 209/13 7 87,5
144/3 4 50 209/15 6 75
144/6 2 25 209/19 3 37,5
144717 3 37,5 209/20 3 37,5
144/8 2 25 209/21 6 75
144/12 4 50 209/22 1 12,5
144/14 1 12,5 209/24 3 37,5
144/15 4 50 211/1 4 50
144/16 5 62,5 211/5 3 37,5
144/20 2 25 211/9 3 37,5
189/1 1 12,5 211/23 1 12,5
192/1 3 37,5 261/1 5 62,5
192/8 2 25 261/2 3 37,5
192/10 1 12,5 267/4 2 25
192/20 5 62,5 267/5 1 12,5
196/2 2 25 267/6 2 25
196/3 2 25 270/6 5 62,5
196/6 4 50 270/17 3 37,5
203/2 1 12,5 270/19 2 25
203/8 0 0 270/21 5 62,5
203/10 1 12,5 270/23 4 50
209/3 7 87,5 302/11 4 50
209/7 5 62,5 302/16 4 50
209/9 3 37,5 302/22 5 62,5
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STRANOOPLODNJA

oznaka sjemenke | broj heterozigota | udio/ % | oznaka sjemenke | broj heterozigota |udio/ % | oznaka sjemenke | broj heterozigota [ udio/ %
23/2 8 100 192/28 4 50 239/5 6 75
23/3 7 87,5 192/29 5 62,5 261/3 4 50
23/5 6 75 192/30 5 62,5 261/4 6 75
271 6 75 192/31 4 50 261/6 6 75
2712 8 100 192/32 6 75 261/7 6 75
2713 8 100 192/33 5 62,5 267/1 6 75
2714 7 87,5 192/34 7 87,5 267/2 5 62,5
27/5 8 100 192/35 6 75 267/3 6 75
2716 5 62,5 192/36 5 62,5 26717 2 25
2717 6 75 192/37 7 87,5 267/8 4 50
2718 8 100 196/1 3 37,5 267/9 5 62,5
27/9 7 87,5 196/4 6 75 267/10 5 62,5
27/10 7 87,5 196/5 6 75 267/11 4 50
27/11 7 87,5 203/1 6 75 267/12 7 87,5
27112 7 87,5 203/3 4 50 267/13 5 62,5
27/13 6 75 203/4 4 50 267/14 5 62,5
27/14 5 62,5 203/5 6 75 267/15 7 87,5
27/15 7 87,5 203/6 5 62,5 267/16 6 75
27/16 6 75 203/7 4 50 267/17 6 75
27117 6 75 203/9 6 75 267/18 4 50
27/18 7 87,5 203/11 4 50 267/19 6 75
27120 5 62,5 203/12 5 62,5 267/20 4 50
27121 5 62,5 203/13 4 50 267/21 5 62,5
27122 7 87,5 203/14 3 37,5 267/22 4 50
27124 5 62,5 203/15 4 50 267/23 5 62,5
144/2 6 75 203/16 4 50 270/1 4 50
144/4 5 62,5 203/17 3 37,5 270/2 6 75
144/5 5 62,5 203/18 4 50 270/3 6 75
144/9 6 75 203/19 0 0 270/4 6 75
144/10 5 62,5 203/20 3 37,5 270/5 6 75
144/11 6 75 203/21 6 75 270/7 5 62,5
144/13 4 50 209/1 5 62,5 270/8 5 62,5
144/17 3 37,5 209/2 7 87,5 270/9 6 75
144/18 6 75 209/4 6 75 270/10 7 87,5
144/19 5 62,5 209/5 5 62,5 270/11 6 75
144/21 5 62,5 209/6 2 25 270/12 4 50
144/22 5 62,5 209/8 6 75 270/13 6 75
189/2 4 50 209/12 7 87,5 270/14 7 87,5
189/3 5 62,5 209/14 7 87,5 270/15 4 50
189/4 4 50 209/16 6 75 270/16 6 75
189/5 6 75 209/17 6 75 270/18 5 62,5
192/2 4 50 209/18 6 75 270/20 7 87,5
192/3 7 87,5 209/23 5 62,5 270/22 7 87,5
192/4 6 75 21172 4 50 302/2 6 75
192/5 6 75 211/3 4 50 302/3 6 75
192/6 6 75 211/4 6 75 302/4 6 75
192/7 7 87,5 211/7 6 75 302/5 6 75
192/9 5 62,5 211/8 5 62,5 302/6 5 62,5
192/11 6 75 211/10 7 87,5 302/7 7 87,5
192/12 6 75 211/11 3 37,5 302/8 4 50
192/13 8 100 211/12 8 100 302/9 6 75
192/14 7 87,5 211/13 6 75 302/10 6 75
192/15 4 50 211/14 5 62,5 302/12 5 62,5
192/16 4 50 211/15 7 87,5 302/13 5 62,5
192/17 4 50 211/16 3 37,5 302/14 4 50
192/18 4 50 211/17 6 75 302/15 4 50
192/19 6 75 211/18 6 75 302/17 3 375
192/21 8 100 211/19 5 62,5 302/18 6 75
192/22 4 50 211/21 5 62,5 302/19 5 62,5
192/24 6 75 211/22 4 50 302/20 6 75
192/25 5 62,5 239/2 7 87,5 302/21 4 50
192/26 6 75 239/3 7 87,5 302/23 5 62,5
192/27 4 50 239/4 5 62,5 302/24 6 75
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10. ZIVOTOPIS

Roden sam 26.06.1996. godine u Cakovcu. Tamo sam zavrsio II. osnovnu $kolu
Cakovec i Srednju $kolu Cakovec, smjer opée gimnazije. 2015. godine upisao sam se na
integrirani preddiplomski i diplomski studij biologije i kemije; smjer: nastavnicki, na
Prirodoslovno-matematickom fakultetu Sveucilista u Zagrebu. Od samog pocetka obrazovanja
aktivno sudjelujem u razli¢itim manifestacijama i njihovoj organizaciji poput GLOBE
programa, Dani otvorenih vrata Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu,
itd. 2018. godine postao sam vodi¢ Botanickog vrta Prirodoslvono-matemati¢kog fakulteta gdje
aktivno sudjelujem u vodenju posjetitelja kroz vrt. Svojim radom na podrucju obrazovnog

sustava doprinosim edukaciji i popularizaciji biologije i kemije medu uc¢enicima razlicite dobi.
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