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1.Uvod

1.1. O kratkozup¢astoj kadulji — Salvia brachyodon Vandas

1.1.1. Taksonomski smjestaj kratkozupcaste kadulje

Rod Salvia s viSe od tisu¢u opisanih vrsta jedan je od najvecih rodova, ne samo unutar
porodice Lamiaceae kojoj pripada, ve¢ i opcenito. Od ukupnog broja vrsta unutar roda, njih
oko 250 pojavljuje se na podrucju Mediterana pa zahvaljujuci tome Sire podru¢je Mediterana
predstavlja jedan od svjetskih centara rasprostranjenosti vrsta roda Salvia (Walker i sur. 2004,
Radosavljevi¢ i sur. 2012). Morfoloski i filogenetski, kratkozupéasta kadulja (Salvia
brachyodon Vandas) pripada Salvia officinalis skupini te je morfoloski najsli¢nija endemicnoj
vrsti S. ringens Sibth. & Sm. koja raste na podrucju sredi$njeg i juznog Balkana (Hedge
1972). Uz veé spomenutu S. ringens, na podru¢ju Europe nalazimo jo$ i sljedece vrste iz
Salvia officinalis skupine: S. officinalis L., S. fruticosa Mill, S. lavandulifolia Vahl, S.
tomentosa Mill., S. candelabrum Boiss, S. blancoana Webb & Heldr., S. pinnata L., S.

scabiosifolia Lam. i S. bracteata Banks & Solander (Hedge 1972).

1.1.2. Podrucje rasprostranjenosti kratkozupcaste kadulje i opis lokaliteta

kratkozupcaste kadulje na poluotoku Peljescu

Kratkozupcasta kadulja je endemi¢na biljna vrsta iznimno uske rasprostranjenosti.
Poznate su samo tri populacije. Najveca populacija s obzirom na povrSinu koju zauzima 1 broj
jedinki nalazi se na poluotoku PeljeScu, dok su dvije manje populacije smjeStene u zaledu
Cavtata 1 u podnozju planine Orjen, u grani¢nom podrucju izmedu Bosne 1 Hercegovine 1
Crne Gore (Abadzi¢ i Sili¢ 1982) (Slika 1). Vrstu je otkrio i opisao Karl Vandas 1899. godine
na planini Orjen, na podrucju izmedu sela Ulice 1 Vrbanje (Vandas 1889.) Populacija na
poluotoku Peljescu je smjeStena na zaravni jugozapadno od vrha Sv. Ilija, na priblizno 900
metara nadmorske visine (Slika 1.). Na ovom lokalitetu Salvia brachyodon raste na
vapnenackom kamenjaru te samo mjestimice u rijetkoj Sumi crnog bora (Pinus nigra L.)
(Trinajsti¢ 1986). Specificnost ovog lokaliteta je ta Sto je 1998. godine Sumski pozar vec¢ih
razmjera gotovo u potpunosti opustosio ovo podrucje, te na taj nacin uklonio veéinu visoke
vegetacije (Slika 2.). Zahvaljuju¢i tome, danas prisutna populacija kratkozupcaste kadulje na

ovom lokalitetu nalazi se na opoZarenom terenu gdje se ranije nalazila borova Suma. A kako



je populacija udaljena vise sati hoda od najblizeg naselja, ne ¢udi $to sama vrsta nije poznata

lokalnom stanovnistvu (Barbali¢ 1956.).

Slika 1. Geografski polozaj populacija kratkozupcaste kadulje: zvjezdicom je oznacen poloZaj

istrazivane populacije s poluotoka PeljeSca, dok su brojevima 1. i 2. oznaceni polozaji

populacija pokraj Cavtata odnosno u podnozju planine Orjen.



Slika 2. Staniste kratkozupcaste kadulje na poluotoku Peljescu. Jasno su vidljivi opozareni

ostaci Sume crnog bora.




1.1.3. Morfoloski opis kratkozupcaste kadulje

Salvia brachyodon je visegodisnja biljka u formi niskog i gustog polugrma (Slika 3.).
Listovi tvore rozetu, a tek iz pojedinih izdanaka se u ljetnim mjesecima razvija cvat. Listovi
su veliki, duzine 6-14 c¢m i Sirine 1,5-4 cm, s dugom peteljkom i nerazdijeljenom ili perasto
razdijeljenom plojkom (Sili¢ 1984). Mladi listovi nemaju istaknute Zile i gusto su prekriveni
dlakama, razvijeni listovi imaju slabo istaknute zile te su odozgo slabo dlakavi, a odozdo
gusto prekriveni bijelim dlaCicama. Stariji listovi su manje dlakavi i Zutozeleni s jace
istaknutim Zilama, naboranim i reZnjevitim rubom plojke (Sili¢ 1984). Stabljika cvata je
zaobljeno Cetverobridna, uspravna i visoka 70 do 80 cm, u donjem dijelu odrvenjela. Listovi
su veliki, duzine 6-14 cm i $irine 1,5-4 cm, s dugom peteljkom i nerazdijeljenom ili perasto
razdijeljenom plojkom (Slika 4.). Mladi listovi nemaju istaknute Zile i gusto su prekriveni
dlakama , razvijeni listovi imaju slabo istaknute zile te su odozgo slabo dlakavi, a odozdo
gusto prekriveni bijelim dlac¢icama. Stariji listovi su manje dlakavi i zutozeleni s jace

istaknutim Zilama, naboranim i reznjevitim rubom plojke.

Cvat je rahlocvjetna metlica s malim brojem cvjetova. Brakteje se razlikuju u veli¢ini i
obliku, no sve otpadaju vrlo rano. Malene brakteje nalaze se uz sami cvijet te su nekad posute
zljezdastim dlakama (Barbali¢ 1956.). Vece brakteje imaju razli¢ito razdijeljenu plojku i
smjestene su uz najniZe, manje brakteje s nerazdijeljenom plojkom (Barbali¢ 1956.) . Caska je
dvousnata, cjevasto zvonolika s izrazenim zilama, duzine oko 9 mm. Zupci ¢aSke medusobno
su gotovo jednaki, Siroko trokutasti, na vrhu usiljeni. Caska se nalazi na Getinjaskoj cvjetnoj
stapci. Vjenci¢ je velik, svjetloljubiasto modri s Zljezdastim dlakama, 3-4 puta duZzi od ¢aske.
Gornja usna vjencic¢a je gotovo ravna, a donja, veca usna, izgradena je od 3 krpasta dijela,
srednjeg Sirokog, obrnuto-srcolikog 1 dvostruko veceg od oba postrana dijela (Barbali¢ 1956.)
(Slika 5.). Cvijet sadrzi dva fertilna praSnika s kratkim filamentima. Pra$nici su medusobno
povezani i tvore karakteristican mehanizam oprasivanja za rod Salvia. Tucéak je graden od
cetverodjelne plodnice. Vrat tucka i prasnici proviruju iz cijevi vjencica.

U usporedbi s drugim blisko srodnim vrstama, S. brachyodon cvjeta neuobicajeno kasno
i dugo, od kraja srpnja do pocetka rujna (Sili¢ 1984). S obzirom da veéina cvjetova nakon
cvjetanja otpadne, a tek u manjem dijelu cvjetova se razviju 4 ploda - merikarpa, o€ito je da

tek rijetki cvjetovi bivaju uspjesno opraseni.



Slika 3. Kratkozupcasta kadulja — Salvia brachyodon Vandas
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Slika 4. Perasto razdijeljene lisne plojke kratkozupcaste kadulje



Slika 5. Cvijet kratkozupcaste kadulje



1.1.4. Kemijski sastav eteri¢nih ulja kratkozupcaste kadulje

Kao i mnoge druge biljke roda Salvia i S. brachyodon je bogata etericnim uljima.
Sadrzaj eteri¢nih ulja u listovima je oko 1,6%, a kao najzastupljeniji kemijski spojevi u
etericnom ulju isticu seskviterpeni s udjelom od oko 68%. Zanimljivo je istaknuti da je u
populaciji s planine Orjen pronaden visok postotak 1,8 - cineola (36,9%) (Sokovi¢ i sur.
2005). Ovaj spoj ima alelopatijsko djelovanje na druge biljne vrste i stiti S. brachyodon od
herbivora. Cinjenica da je udio tog spoja u populaciji s poluotoka Peljasca znatno manji
(1,6%) moze se objasniti drugacijim uvjetima na tom lokalitetu. Eteri¢na ulja populacije s
poluotoka Peljesca se po kemijskom sastavu razlikuju od eteri¢nih ulja ljekovite kadulje S.

officinalis (Maksimovi¢ i sur. 2007) .

1.1.5. Oblici razmnozZavanja kratkozupcaste kadulje

Uz spolno razmnozavanje i oprasivanje kukcima koje je tipi¢no za rod Salvia, ova vrsta
je takoder karakterizirana i vegetativnim razmnozavanjem pomocu podzemnih stolona, §to
bitno utjece na efektivnu veli¢inu i strukturu populacija, njihovu genetsku raznolikost kao i

ekologiju vrste (Radosavljevi¢ i sur. 2015a, Radosavljevi¢ i sur. 2015b).

1.1.6. Razina ugroZenosti kratkozupcaste kadulje

Zahvaljuju¢i saznanju da su svi lokaliteti na kojima je kratkozupcasta kadulja prisutna
izloZzeni ekoloSkoj sukcesiji koja izravno ugrozava ovu heliofilnu vrstu, ona se s punim
pravom moZe smatrati vrstom visokog rizika od izumiranja 1 jednom od najugroZenijih biljnih
vrsta dinarskog krSa. lako je vrlo rijetka, u Republici Hrvatskoj nije tretirana kao ugrozena,
ve¢ ima status gotovo ugrozene vrste (NT) 1 Zakonom je strogo zasticena (Radosavljevi¢ 1 sur.

2012).



1.2. Konzervacijska genetika

1.2.1. Opéenito o konzervacijskoj genetici i uzrocima ugrozenosti pojedinih kategorija

Konzervacijska genetika predstavlja interdisciplinarno znanstveno podrucje koje za cilj
ima proucCavanje genetiCke strukture ugrozenih populacija odnosno svojti, a s ciljem
razumijevanja genetickih ¢imbenika koji ugrozavaju promatranu populaciju odnosno svojtu
(Hedrick 2004). U odnosu na velike populacije Sirom rasprostranjenih svojti, male i izolirane
populacije koje najéeS¢e pripadaju svojtama vrlo ograni¢enog arcala, su Cesto izlozene
razli¢itim populacijsko-genetickim fenomenima koji mogu izrazito negativno djelovati na
samu populaciju odnosno vrstu. Najcesce takve pojave su krizanje u bliskom srodstvu,
izostanak razmjene genetiCkog materijala na medu-populacijskoj razini, gubitak genske
raznolikosti, te posljedicno gubitak evolucijskog potencijala tj. pojava nesposobnosti
populacije da se prilagodi novim i izmijenjenim okoli$§nim utjecajima (Gitzendanner i Soltis
2000, Hoffmann i Sgro 2011, Hylander i Ehrlen 2013, Frankham i sur. 2014). Nadalje, smatra
se da ugrozavanje pojedinih tipova staniSta od strane covjeka, kao i klimatske promjene,
predstavljaju vodec¢e uzroke izumiranja biljnih i Zivotinjskih vrsta §to za posljedicu ima

gubitak bioraznolikosti (Bellard i sur. 2012, Breed i sur. 2012).

1.2.2. Tipovi istrazivanja u konzervacijskoj genetici

Pravovremeno prikupljanje informacija o genetickoj strukturi populacije ili vrste od
interesa, je od iznimne vaznosti za osmisljavanje u¢inkovitih konzervacijskih aktivnosti, a s
ciljem umanjivanja svih onih Stetnih utjecaja i procesa koji ugrozavaju ciljanu populaciju ili
vrstu (Zaya i sur 2017.). Definiranje intenziteta i smjera protoka gena na unutar- i medu-
populacijskoj razini, razlikovanje populacija s visokim od onih s niskim razinama genetske
raznolikosti te utvrdivanje efektivne veli¢ine populacija, samo su neke od pretpostavki koji
omogucavaju pravovremeno reagiranje u smislu provedbe konzervacijskih aktivnosti, a s
ciljem zaStite bioraznolikosti odredenog podruc¢ja (Demauro 1993, Tecic i sur. 1998,

Gitzendanner i sur. 2012 i drugi).



1.3. Mikrosateliti kao molekularni biljezi

Molekularni biljezi (genetic markers) su dijelovi DNA koji pokazuju neki oblik
raznolikosti izmedu promatranih jedinki (Satovié 1999). Mikrosateliti, poznati i pod nazivom
jednostavne ponavljajuce sekvence (SSR — Simple Sequence Repeats) su najéesce koristeni
DNA biljezi u populacijsko-genetickim istrazivanjima. Mikrosateliti su regije DNA
sastavljene od velikog broja kopija tzv. mikrosatelitnog motiva, a koji se sastoji od 1-6
nukleotida. Mikrosatelitne regije mogu biti velike i do nekoliko stotina nukleotida. Pozitivne
osobine mikrosatelitnih biljega zbog kojih se Cesto koriste u populacijsko genetickim
istrazivanjima su njihova pouzdanost, visoka informativnost zbog velikog broja alela po
lokusu, ponovljivost, kodominantnost i jednostavnost primjene (Greguras 2013). Njihov
glavni nedostatak je taj Sto su uglavnom specificni za pojedinu vrstu, tj. odredeni
mikrosatelitni biljezi razvijeni za odredenu vrstu nisu prikladni za istrazivanja na drugim
vrstama, uz izuzetak blisko srodnih svojti (Miah i sur. 2013).

Mikrosateliti su najceS¢e okruzeni regijama DNA koje karakterizira niska stopa
mutacija tj. visoka konzerviranost, pa se te regije koriste za izradu pocetnica za umnozavanje

samih mikrosatelitnih lokusa lan¢anom reakcijom polimeraze (Greguras 2013).

1.4. Ciljevi istrazivanja

Cilj ovoga istrazivanja je detaljna analiza populacijsko-geneticke strukture najvece
populacije kratkozupcaste kadulje s posebnim naglaskom na utvrdivanje razine klonalnosti. S
obzirom da je svaka prikupljena jedinka geokodirana, dobiveni rezultati ¢e takoder omoguditi
usporedbu genetske 1 prostorne organizacije populacije. Nadalje, imaju¢i na umu da je
lokalitet na kojem se ova populacija nalazi bio opoZaren 1998. godine, ovo istraZivanje ¢e
omoguciti bolje razumijevanje prilagodljivosti kratkozupcaste kadulje na pozare kao iznimno
vazne pojave u evoluciji brojnih biljnih vrsta Mediteranskog podrucja.

S obzirom da je S. brachyodon djelomicno klonalna vrsta iznimno ograni¢enog podrucja
rasprostranjenosti, utvrdivanje razine genotipske raznolikosti ove populacije ¢e biti od

iznimne vaznosti u eventualnom planiranju i provedbi buducih konzervacijskih aktivnosti.
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2. Materijali 1 metode

2.1. Prikupljanje biljnog materijala kratkozupcaste kadulje

Lisno tkivo 120 jedinki kratkozupcaste kadulje prikupljenih na poluotoku Peljescu
isuseno je u silika gelu. Prilikom prikupljanja biljnog materijala, svaka jedinka je
geokodirana, tj. za svaku jedinku je odreden prostorni smjestaj. U tu svrhu koriSten je GPS

uredaj (Garmin, GPSmap 60CSx) i mreza dimenzija 5 X 5 metara.

2.2. Izolacija DNA i odredivanje koncentracije izolirane DNA

Po 25 mg liofiliziranog tkiva od svakog uzorka je usitnjeno uredajem Tissuelyser
(QIAGEN) te je iz njega izolirana DNA upotrebom izolacijskog kompleta GenElute™ Plant
Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich). Nakon usitnjavanja tkiva, u epruvete se dodaju
dvije otopine za razgradnju stanica, 350uL otopine A (Lysis Solution A) i 50 uL otopine B
(Lysis Solution B), te se sadrzaj epruveta temeljito promucka pomocu mijesalice tj. vorteksa.
Zatim se uzorci inkubiraju na 65°C u trajanju od 10 minuta uz povremeno mijeSanje. U ovom
koraku izolacije DNA vrsi se razgradnja stanica 1 neutralizacija enzima koji bi eventualno
mogli osteti genomsku DNA. Potom se dodaje 130 pL otopine za otklanjanje ostatka tkiva
(Precipitation Solution), uzorci se promuckaju i ostave na ledu kroz 5 min uslijed ¢ega dolazi
do talozenja ostataka tkiva. Slijedi centrifugiranje na 15 000 okr./min. u trajanju od 5 minuta.
Nakon centrifugiranja potrebno je pazljivo otpipetirati vodenu fazu 1 premjestiti je u posebnu
filtracijsku kolonu, te ponovno centrifugirati na maksimalnoj brzini od 15 000 okr./min. kroz
1 minutu. U ovom koraku otklanjaju se zaostali dijelovi biljnog tkiva dok DNA ostaje u
tekucoj fazi. U uzorke se potom dodaje 700 uL otopine za vezanje DNA (Binding Solution)
koja ¢e pospjesiti vezanje DNA molekula na prihvatni filter u sljede¢em koraku. Takoder s
ciljem boljeg vezanja DNA, na prihvatni filter prvo se dodaje 500 pL otopine za pripremu
filtera za prihvat DNA (Column Preparation Solution) te se isti centrifugira na 10 000
okr./min. kroz 1 minutu. Nakon Sto je prihvatni DNA filter pripremljen, na njega se dodaje
otopina s DNA nakon ¢ega slijedi ponovno centrifugiranje na brzini od 15 000 okr./min. u
trajanju od 1 minute. U sljedecem koraku uzorci se ispiru s 500 pL otopine za ispiranje (\Wash

Solution) i ponovno centrifugiraju na brzini od 15 000 okr./min. u trajanju od jedne 1 minute.
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Ovaj korak se ponavlja jo§ jednom, uz tu razliku Sto se poslije drugog ispiranja uzorci
centrifugiraju u trajanju od 3 minute. U posljednjem koraku izolacije DNA, uzorcima se
dodaje po 100 uL na 65°C ugrijanog TE pufera nakon cega se centrifugiraju na 15 000
okr./min. u trajanju od jedne 1 minute. Otopina ovako izolirane DNA je vrlo visoke Cistoce, te
se kroz dulji vremenski period moze ¢uvati na temperaturi od — 20°C, odnosno na 2-8°C kroz
kra¢i vremenski period.

Koncentracije DNA uzoraka izmjerene su spektrofotometrijski, nanofotometrom P330
(IMPLEN), dok je kvaliteta 1 razina degradiranosti DNA utvrdena elektroforezom na
agaroznom gelu. Nakon utvrdivanja koncentracije DNA slijedi razrjedivanje uzoraka na
koncentraciju od 1 ng/pL. Tako razrijedeni uzorci koriste se za lan¢anu reakciju polimeraze.
Izmjerene koncentracije DNA i koriSteni volumeni vode i izolirane DNA za dobivanje
otopine DNA prikladne koncentracije za lan¢anu reakciju polimerazom prikazani su u Prilogu

1.

2.3. Lancana reakcija polimerazom

2.3.1. Op¢enito o lan¢anoj reakciji polimerazom

Lancana reakcija polimeraze (Polymerase Chain Reaction, PCR) je tehnika u
molekularnoj biologiji koju koristimo kako bismo umnozili zZeljeni dio DNA molekule
(Schochetman i sur 1988). Za uspjeSno umnoZzavanje potrebno je raspolagati kratkim
oligonukleotidnim fragmentima koji ¢e biti komplementarni odredenim regijama DNA
objekta istrazivanja i osigurati dovoljne koli¢ine slobodnih nukleotida. Ti kratki jednolancani
fragmenti sluZze kao pocetnice za sintezu DNA te se na njih u svakom ciklusu lancane reakcije
polimerazom pridodaju nukleotidi komplementarni ciljanom dijelu DNA molekule Kkoji
zelimo umnoZiti. Cijeli proces provodi DNA polimeraza, enzim zaduZen za polimerizaciju
DNA lanca. DNA polimeraza mora biti stabilna na visokim temperaturama i zato se najcesce
koristi onaj oblik izoliran iz termofilne bakterije Thermus aquaticus (Chien i sur 1976).

Lancana reakcija polimeraze odvija se u vise ciklusa. Za svaki od tih ciklusa znac¢ajno je
da prvo dolazi do poviSenja temperature koje za posljedicu ima pucanje vodikovih veza
izmedu komplementarnih baza 1 razdvajanje komplementarnih lanaca DNA. Nakon naglog
poviSenja temperature sustav se postupno hladi pri ¢emu dolazi do vezanja pocetnica na

komplementarne regije DNA. U sljede¢em koraku odvija se polimerizacija koju kontrolira
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DNA polimeraza, a tijekom koje se slobodni nukleotidi dodaju od 5' kraja prema 3' kraju
DNA molekule stvaraju¢i komplementarni lanac. Ovi koraci se ponavljaju sve dok u
reakcijskoj otopini nisu prisutni samo zeljeni fragmenti u iznimno velikom broju kopija

(Schochetman i sur 1988).

2.3.2. Umnozavanje osam mikrosatelitnih lokusa kratkozupcaste kadulje lan¢canom

reakcijom polimerazom

Nakon odredivanja koncentracije DNA slijedi priprema reakcijske smjese za lan¢anu
reakciju polimerazom. Reakcijska smjesa ukupnog je volumena 20 pL te sadrzi 10x PCR
pufer, 1,5 Mm MgClz, 0,2 mM svake baze (ANTP), 0,075 pL TAIL FOR primer, 0,2 pL
TAIL REV, 0,2 pL M13 primer, 0,5 pL. Taq HS polymerase (Takara, Bio Inc). Za lancanu
reakciju polimerazom koriSten je wuredaj GeneAmp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems), uz tzv. Touchdown protokol po sljede¢em temperaturnom rezimu:

. 94°C kroz 5 min;

. 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, 190 s na 72 °C

. 25 ciklusa od 45 s na 94°C,30sna55°C,i90sna72°C

. 8 min korak produljivanja na 72 °C.

Reakcijom je umnozeno osam polimorfnih mikrosatelitnih lokusa (SoUZ001, SoUZ002,

SoUz004, SoUZ005, SoUZ006, SoUZ007, SoUZ011, SoUZ014).
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2.4. Elektroforeza

2.4.1. Opcenito o elektroforezi na gelu

Elektroforeza je tehnika razdvajanja nabijenih Cestica unutar elektricnog polja koje je
uspostavljeno na gelu. DNA molekule su negativno nabijene te ¢e se zato kretati u smjeru
pozitivno nabijene elektrode. Manji fragmenti zbog manjeg otpora na koji nailaze u gelu se
kre¢u brze od vecih fragmenata, tako da naposljetku dolazi do razdvajanja DNA molekula u
gelu s obzirom na njihovu veli¢inu (Southern 1980). Kako bi se mogla provesti vizualizacija
DNA u gelu, potrebno je DNA na neki nacin oznaciti. Naj¢eSc¢e koriStena metoda je bojanje
etidijevim bromidom koji se specifi¢no veze na molekulu DNA, te na ultraljubi¢astom svijetlu
fluorescira narancasto i tako pokazuje gdje se u gelu nalazi DNA. Za odvajanje DNA
fragmenata koriste se dvije vrste gela, poliakrilamidni gelovi i agarozni gelovi.
Poliakrilamidni gelovi sluze za finiju detekciju fragmenata koji se medusobno vrlo malo
razlikuju u veli¢ini, dok se za manje precizno razdvajanje DNA fragmenata koji se znacajnije

razlikuju svojom veli¢inom, koriste agarozni gelovi.

2.4.2. Provjera uspjeSnosti lan¢ane reakcije polimerazom putem elektroforeze

UspjeSnost lancane reakcije polimerazom tj. prisutnost umnozenih mikrosatelitnih
lokusa je provjerena elektroforezom na agaroznom gelu koncentracije 1.4%. Svaki pojedini
uzorak za elektroforezu se pripremaju na nacina da se prije nanosenja na gel, pomijesa 5 pL
produkta lancane reakcije polimerazom i 1 YL boje. Sama eletroforeza se odvijala u trajanju
od 20 min, uz napon od 120 V. Po zavrSetku elektroforeze, bojanje DNA je provedeno
uranjanjem cijeloga gela u otopinu etidijevog bromida u trajanju od 30 min, nakon Cega je

vizualizacija DNA ostvarena izlaganjem gela UV svijetlu (Slika 6.).
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Slika 6. Prikaz elektroforegrama 16 uzoraka kratkozupcaste kadulje nakon umnozavanja

lokusa SoUZ001 lan¢anom reakcijom polimerazom.
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2.5. Utvrdivanje velifine alela analiziranih mikrosatelitnih lokusa

Nakon umnozavanja mikrosatelitnih lokusa uzorci su poslani u Macrogen Inc. (Seul,
Juzna Korea) gdje je kapilarnom elektroforezom na uredaju ABI 3730XL (Applied
Biosystems) provedeno razdvajanje umnozenih mikrosatelitnih alela na temelju njihove
veli¢ine. Samo ocitavanje veli¢ine alela provedeno je pomocu racunalnog programa
GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems) (Slika 7.). Utvrdeno je da je lancana reakcija
polimerazom nije bila uspjesna kod jednog uzorka, te se stoga statistickoj obradi dobivenih
podataka pristupilo sa 119 uzoraka. Za svih 119 uzoraka, veli¢ine detektiranih alela na

pripadaju¢im lokusima prikazane su u Prilogu 2.
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Slika 7. Prikaz utvrdivanja veliCine alela za Cetiri uzorka u raunalnom programu
GeneMapper 4.0, za lokuse SoUZ006, SoUZ007, SoUZ011 i SoUZ014. Sa X osi se ocitava
veli¢ina pojedinog alela izraZzena kao broj parova baza. Vidljivo je da gornja tri uzorka imaju

zajednicki genotip, dok je naspram njim genotip donjeg, 4. uzorka, jedinstven.
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2.6. Statisticka obrada podataka

2.6.1. Utvrdivanje standardnih populacijsko-geneti¢kih vrijednosti

Za detekciju null-alela na svim umnozenim mikrosatelitnim lokusima koristen je
racunalni program MICRO-CHECKER v.2.2.3. Za izratunavanje populacijsko genetickih
parametara koristenje program GENEPOP 4.0 (Raymond and Rousset 1995) . IzraCunat je
prosjecan broj alela po lokusu (Na), zapazena heterozigotnost (Ho), o¢ekivana heterozigotnost
(He) (Nei 1978) te koeficijent samooplodnje (Fis) (Wright 1931) . Zapazena heterozigotnost
predstavlja udio heterozigotnih jedinki u populaciji, o¢ekivana heterozigotnost predstavlja
vjerojatnost da nasumi¢nim odabirom odaberemo dva medusobno razli¢ita alela unutar jedne
populacije, dok je koeficijent samooplodnje mjera za smanjenje heterozigotnosti u populaciji
tj. on sugerira u kojoj mjeri je prisutno krizanje izmedu blisko srodnih jedinki.

IshodiSna matrica umnozenih mikrosatelitnih alela je upotrebljena za izradu matrice
genske udaljenosti izmedu genotipova na temelju udjela zajednic¢kih alela (Proportion of
Shared Alleles Distance; Dpsa), a pritom je koriSten ra¢unalni program MICROSAT (Minch
1997). Nezakorijenjeno Neighbor-joining stablo (NJ) kao grafi¢ki prikaz stupnja genetske

sli¢nosti izmedu jedinki je generirano na temelju matrice Dpsa.

2.6.2. Provjera vjerodostojnosti koristenih molekularnih biljega s obzirom na
klonalnost istrazivane vrste

Procijenjena je sposobnost seta molekularnih biljega da izmedu klonova razluce jedinke
jedinstvenih genotipova uz pretpostavku Hardy-Weinbergove ravnoteze (Pgen), 0dnosno
odstupanja od Hardy-Weinbergove ravnoteze Pgen(Fis) (Arnaud-Haond i sur. 2007). S ciljem
utvrdivanja vjerojatnosti da je pojavnost istog genotipa kod dviju uzorkovanih jedinki
posljedica nezavisnih dogadaja spolnog razmnozavanja, a ne klonalnosti, izraCunati su
parametri Psex (vjerojatnost klonalnog identiteta uz pretpostavku Hardy-Weinbergove
ravnoteze), te Psex(Fis) (vjerojatnost klonalnog identiteta uz pretpostavku odstupanja od
Hardy-Weinbergove ravnoteze) (Arnaud-Haond i sur. 2007). Za izraCunavanje ovih
vrijednosti koriSten je program GenClone 2.0. GenClone 2.0 je takoder koriSten 1 za

identifikaciju uzoraka istog multilokusnog genotipa te za izraCunavanje klonalne raznolikosti.
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2.6.3. Utvrdivanje populacijsko-geneti¢kih vrijednosti karakteristi¢nih za djelomic¢no
klonalne vrste

Genotipsko bogatstvo (R) kao mjera klonalne raznolikosti racunato je pomocu izraza:
R=(G-1)
iN - 1)

gdje (G) predstavlja broj jedinstvenih multilokusnih genotipova, a (N) broj uzoraka (Dorken

i Eckert 2001).

Preinaceni Simpsonov koeficijent raznolikosti (D*) govori nam kolika je vjerojatnost da
prilikom nasumi¢nog odabira dviju jedinki iz iste populacije one budu karakterizirane
zasebnim genotipovima. Preinaceni Simpsonov koeficijent raznolikosti racuna se prema

G n (n-1) jednadzbi: D* = 1~
- NN
I L

gdje (ng) predstavlja broj jedinki koje pripadaju klonu g, a (N) broj uzoraka.

IzraCunat je i maksimalni klonalni raspon koji oznacava najvecu zabiljezenu udaljenost
izmedu dvije jedinke istog genotipa.

Racunalnim programom BOTTLENECK 1.2.02 (Cornuet i Luikart 1996; Piry i sur.
1999) provjereno je ima li dokaza o nedavnoj pojavi genetickog uskog grla u promatranoj
populaciji tj. da li je populacija relativno nedavno doZivjela znacajnije smanjenje broja

genotipova.

18



2.3.4. Laboratorijska oprema i pribor

Uredaji

- Tissuelyser (QIAGEN)

- centrifuga MIKRO 200 (Hettich)

- vortex MSI minishaker

-analiticka vaga (ACCULAB sartorius)

- nanofotometar 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 razlicitih
- plocice za uzorke s 96 mjesta

- epruvete

- stalak za hladenje

- stalak za gel

- kada za bojanje i ispiranje gela

- aluminijska folija

- zaStitne rukavice
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3. Rezultati

Od 120 prikupljenih uzoraka, uspje$na genotipizacija je provedena na njih 119, dok je

lan¢ana reakcija polimerazom bila neuspjes$na kod jednog uzorka.

3.1. Vjerodostojnost koristenih molekularnih biljega

Sve izracunate vrijednosti koje se odnose na 1) diskriminatornu snagu seta koristenih

molekularnih biljega u razlu¢ivanju jedinstvenih genotipova (Pgen i Pgen(Fis)), odnosno 2) na

vjerojatnost da identi¢ni genotipovi potjecu iz razli¢itih zigota (Psex i Psex(Fis)), su manje od

0,01. Time je potvrdeno da bilo koji par jedinki sa utvrdenim identi¢nim genotipom

najvjerojatnije pripada istom klonalnom organizmu (Pgen i Pgen(Fis)), odnosno da bilo koja dva

razli¢ita genotipa uistinu i potjecu od razlicitih zigota (Psex i Psex(Fis)) (Tablica 1.).

Tablica 1. Parametri koji prikazuju adekvatnost seta molekularnih biljega za istrazivanje

klonalne vrste

Min Max
Pgen 1.17 x 10 [1.34x107°
Pgen(Fis) -4.05x 107 | 2.49x 107
Psex 1.39x 107 [1.60x 10™
Psex(Fis) 3.89x 107 [2.96x10"

Pgen - sposobnost seta molekularnih biljega da izmedu klonova razluce jedinke jedinstvenih genotipova uz pretpostavku

Hardy-Weinbergove ravnoteze, Pgen(Fis) - sposobnost seta molekularnih biljega da izmedu klonova razluce jedinke

jedinstvenih genotipova uz pretpostavku Hardy-Weinbergove ravnoteze, Psex - Vvjerovatnost klonalnog identiteta uz

pretpostavku Hardy-Weinbergove ravnoteze, Psex(Fis) - vjerojatnost klonalnog identiteta uz pretpostavku odstupanja od

Hardy-Weinbergove ravnoteze
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3.2. Rezultati genotipizacije temeljem osam umnoZenih mikrosatelitnih lokusa
Izmedu 119 prikupljenih uzoraka, utvrdena je prisutnost 36 genotipova. 14 genotipova
je predstavljeno s po jednim uzorkom, dok je najzastupljeniji genotip bio predstavljen s

ukupno 22 uzorka (Tablica 2.) .

Tablica 2. Odnos broja zabiljezenih genotipova i uzorkovanih jedinki

Broj biljaka istog Broj biljaka istog genotipa x broj
genotipa Broj genotipova genotipova
1 14 14
2 7 14
3 3 9
4 4 16
5 3 15
6 2 12
8 1 8
9 1 9
22 1 22

Ukupno 36 119

Vrijednost genotipskog bogatstva iznosila je relativno skromnih 0,297 i to zahvaljujuci
malom broju genotipova u odnosu na ukupan broj prikupljenih uzoraka (Tablica 3.). U slucaju
kada unutar populacije ne bi bilo klonova, genotipsko bogatstvo iznosilo bi 1, odnosnho 0 kada
bi svi uzorci pripadali istom genotipu, tj. jednom klonalnom organizmu. Preinaceni

Simpsonov koeficijent raznolikosti iznosio je 0,944 (Tablica 3.).

Tablica 3. Utvrdena razina klonalnosti istraZzivane populacije

max ng (%) 22 (18.48%)
R 0,297
D* 0,944

max ng (%) — maksimalna klonalna veli¢ina (% uzoraka koji pripada najées¢em klonu), R — genotipsko

bogatsvo D*- preinaceni Simpsonov koeficijent raznolikosti
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Analizom osam polimorfnih mikrosatelitnih lokusa utvrdena je prisutnost 52 alela.
Najveci broj alela zabiljezen je na lokusu SoUZ006 (10 alela), najmanji broj na lokusu
SoUZ002 (4 alela), dok je prosjecan broj alela po lokusu bio 6,5 (Tablica 4.).

Uz izuzetak lokusa SoUZ004, zabiljezene su visoke razine ocekivane i opazene
heterozigotnosti. Vrijednosti o¢ekivane heterozigotnosti su u rasponu od 0,631 (SoUZ001) do
0,870 (SoUZ007), dok su vrijednosti opazene heterozignosti od 0,583 (SoUZ014) do 0,917
(SoUZ007). Najnize vrijednosti ocekivane i opazene heterozigotnosti su zabiljezene na lokusu
SoUZ004, te iznose 0,403, odnosno 0,333 (Tablica 4.).

Koeficijent samooplodnje iznosi -0,014 te je statisticki nesignifikantan, time
sugerirajuci da se populacija nalazi u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi, te da izraZenije krizanje

u bliskom srodstvu nije prisutno (Tablica 4.).

Tablica 4. Osnovni populacijsko-geneticki pokazatelji

Lokus Na Ho He Fis
SoUZ001 6 0,639 0,631 -0,012
SoUZ002 4 0,750 0,652 -0,151
SoUZ004 5 0,333 0,403 0,172
SoUZ005 5 0,833 0,734 -0,135
SoUZ006 10 0,861 0,809 -0,065
SoUZ007 9 0,917 0,870 -0,053
SoUZ011 6 0,750 0,743 -0,010
SoUZ014 7 0,583 0,750 0,222
Ukupno 52 0,708 0,699 -0,014

Na — broj alela, Ho — opaZena heterozigotnost, HE — oéekivana heterozgotnost, F|s — koeficijent samooplodnje
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3.3. Prostorno geneticka struktura populacije kratkozupcdaste kadulje

Relativni polozaji u prostoru svih uzorkovanih jedinki prikazani su Slikama 8., 9.1 10..

Prostorna geneticka struktura opisuje prostornu raspodjelu geneticke raznolikosti, povezujuéi

parametre populacijske-genetike s polozajem jedinki u prostoru. S obzirom na visoke razine

klonalnosti kod istrazivane vrste, raspodjela genotipova pa tako i genetiCke raznolikosti u

prostoru nije homogena. Prosjecna udaljenost izmedu dva klona iznosi 0,93 m, najmanja

zabiljezena udaljenost je 0,19 m . Zanimljivo je da najveéi zabiljeZeni klonalni domet iznosi

11,62 m i proteze se kroz dvije plohe uzorkovanja (plohe 4 i 5), te da tom genotipu pripada

ujedno 1 najveéi zabiljezeni broj klonova, njih 22. GPS prostorne koordinate za pojedine

uzorke prikazane su u Prilogu 3.
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Slika 8. Prostorni raspored uzrokovanih jedinki s obzirom na genotipsku pripadnost na plohi
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Plohe 2. i 3.
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Slika 9. Prostorni raspored uzrokovanih jedinki s obzirom na genotipsku pripadnost na

plohama 2 i 3.
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3.4. Utvrdivanje prolaska istraZivane populacije kroz geneticko usko grlo

Nedavno znacajno i naglo smanjenje veli¢ine populacije koje bi se prepoznalo kao
geneticko usko grlo, nije zabiljezeno. Geneticka struktura populacije nakon prolaska kroz
geneticko usko grlo istovjetna je genetickoj strukturi prezivjelih jedinki, u populaciji su
prisutni aleli koji su prije bili zastupljeni u visokim frekvencija, to jest dolazi do nestanka
rijetkih alela. U populacijskoj genetici efekt genetickog uskog grla u analizi mikrosatelitnih
biljega moze se utvrditi pomocu tri teorijska modela kojima se opisuju mutacije
mikrosatelitnih lokusa. To su model beskona¢nog broja alela (Infinite Allele Model, 1AM)
(Kimura i Crow, 1964), model postupnih mutacija (Stepwise Mutation Model, SMM) (Ohta i
Kimura 1973) i dvofazni model (Two-Phase Model, TPM) (Di Rienzo i sur. 1994). Od
navedenih modela, samo se dvofazni model smatra prikladnim kada se provodi analiza
mikrosatelitnim biljezima (Di Rienzo 1 sur. 1994). Za istrazivanu populaciju kratkozupcaste
kadulje, vrijednost dobivena primjenom dvofaznog modela je statisticki nesignifikantna, te
iznosi 0,230.

3.5. Utvrdivanje srodstvenih odnosa na unutar-populacijskoj razini

Iz nezakorijenjenog NJ stabla (Slika 11.) je vidljivo da znacajnije diferencijacije
pojedinog genotipa ili skupine genotipova unutar populacije nema, $to je i razumljivo uzevsi u
obzir da se radi o relativno maloj populaciji smjeStenoj na jako ograni¢enom prostoru. Stoga
lako mozemo pretpostaviti da je gotovo ista vjerojatnost opraSivanja bilo koje jedinke

polenom s bilo koje druge jedinke unutar populacije.
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4. Rasprava

Rod Salvia je poznat po specificnim mehanizmima opraSivanja koji su se tijekom
evolucije razvili ciljano za pojedine oprasivace, naj¢eSée kukce (ClaBen-Bockhoff i sur.
2004). Upravo zbog toga je slucaj kratkozupcaste kadulje, za koju na temelju dobivenih
rezultata mozemo zakljuciti da se odmic¢e od entomofilije prema klonalnom razmnoZavanju,
ali utvrdivanje prostorno geneticke strukture najvece populacije kratkozupcaste kadulje
svakako predstavlja dobru osnovu za buduca istrazivanja koja bi se bavila ovim fenomenom.
Genotipiziranje provedeno na uzorku od 119 jedinki populacije kratkozupcaste kadulje sa
poluotoka Peljesaca je potvrdilo djelomi¢nu klonalnost ove vrste. Dobiveni rezultati
nedvosmisleno potvrduju da je kod istrazivane vrste klonalno razmnoZzavanje ne samo
prisutno, ve¢ i dominantno u odnosu na seksualno razmnozavanje, ¢ime su potvrdene
pretpostavke iz ranijih istrazivanja (Radosavljevi¢ i sur. 2015a). Do ovakvog zakljucka
dolazimo na temelju detekcije tek manjeg broja jedinki koje su bile jedinstvenog genotipa, a i
ovakav nalaz je gotovo sigurno posljedica strategije uzorkovanja, te ne odraZzava pravo stanje
stvari. Da je uzorkovanje bilo opseZnije, tj. da je sa jedinice povrSine prikupljen veéi broj
uzoraka, vrlo vjerojatno bi se konstatiralo da su i ove jedinke jedinstvenih genotipova zapravo
sastavni dio vecih klonalnih kolonija.

Na temelju dobivenih rezultata moZemo zakljuciti da ovu populaciju karakterizira
prilicno visoka razina geneti¢ke raznolikosti, §to je donekle iznenaduju¢e uzme li u obzir
endemicnost 1 iznimno malo podrucje rasprostranjenosti ove vrste. Za usko endemicne vrste je
uvrijezeno misljenje da osim $to su geografski izolirane, ujedno su i karakterizirane niskim
razinama geneticke raznolikosti, a zahvaljuju¢i ¢emu su izloZene povecanom riziku od
izumiranja (Lavergne i sur. 2004). Medutim, kratkozupcasta kadulja je klonalna vrsta, a to
pozitivno utjee na njenu geneticku raznolikost. Kod tipi¢nih stranooplodnih vrsta, dva
suprotstavljena mehanizma utjecu na razinu geneti¢ke raznolikosti u promatranoj populaciji:
genski pomak i mutacije. | dok novi aleli/geni nastaju mutacijama u spolnim stanicama te se
tako prenose na sljedecu generaciju, zahvaljuju¢i genskom pomaku, istovremeno se iz
generacije u generaciju i gube. Paralelno s mutacijama u spolnim stanicama, deSavaju se i
mutacije u somatskim stanicama, no one ostaju specificne za jedinku u kojoj su se dogodile i
ne prenose se na sljedecu generaciju te su u populacijsko genetickom smislu, nevazne

(Klekowski 1997, de Witte i Stocklin 2010).
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Medutim, kod klonalnog razmnozavanja, situacija se bitno razlikuje. Izostanak spolnog
razmnoZzavanja ujedno znaéi i izostanak generacija kao i spolnih stanica koje bi novonastale
mutacije prenijele na potomstvo, ali i izostanak genskog pomaka. Istovremeno, klonalno
razmnozavanje osigurava da ¢e dio somatskih mutacija ostati trajno sacuvan kod novonastalih
jedinki klonalne kolonije, a s vriemenom ¢e se takve mutacije i dodatno akumulirati (Balloux i
sur. 2003, Gross i sur. 2012).

Zbog pozara koji je 1998. godine opustosio lokalitet na kojem se istrazivana populacija
kratkozupcaste kadulje nalazi, pretpostavljalo se da je populacija dozivjela znacajno
smanjenje svoje veli¢ine u odnosu na period prije pozara, tj. da je prosla kroz geneticko usko
grlo. Ipak, dobiveni rezultati ne sugeriraju takvo Sto, te se Cini da je ova populacija prezivjela
pozar bez ozbiljnijih posljedica. Dva su moguca objasnjenja ovakve situacije. 1) Imajuéi na
umu da je S. brachyodon klonalna vrsta koja se dominantno razmnozava vegetativno pomocu
podzemnih stolona, moze se pretpostaviti da su u poZzaru nastradali samo nadzemni dijelovi
biljke, dok su oni pod zemljom ostali zasti¢eni. Poslije pozara, iz podzemnih stolona su se
jednostavno razvili novi izdanci te je time populacija prezivjela pozar bez i najmanjeg
naruSavanja stanja prije pozara, kao s§to je slucaj i kod mnogih drugih biljnih vrsta
Mediteranskog podruc¢ja (Naveh 1975). 2) Mnoge biljne vrste Mediterana tvore u tlu tzv.
banku sjemena (Naveh 1975). S obzirom da su za klijanje sjemena 1 prezivljavanje klijanaca
potrebni specifi¢ni okoli$ni uvjeti koji u ve¢ formiranim biljnim zajednicama ¢esto nisu niti
prisutni (kao npr. golo tlo bez zasjene), iz generacije u generaciju u tlu oko razvijenih biljaka
se nakupljaju sjemenke koje ne Kliju dok uvjeti ne postanu povoljni. | upravo nekontrolirani
pozari, koji uklanjaju svu nadzemnu vegetaciju, omogucavaju stvaranje povoljnih uvjeta za
klijanje sjemena te opcenito imaju vrlo vaznu ulogu u prezivljavanju brojnih vrsta u
ekosustavima Mediteranskog tipa (Naveh 1975, Keeley 1977, Ne'eman 1999, Pausas i sur.
2008). Uzevsi u obzir dobivene rezultate koji u istrazivanoj populaciji otkrivaju prisutnost
veceg broja velikih klonalnih kolonija kojima je vrlo vjerojatno trebao bitno dulji vremenski
period za rast do danasnjih dimenzija od perioda proteklog od poZara, mozemo pretpostaviti
da je prvo ponudeno objasnjenje izglednije.

Provedena populacijsko-geneticka analiza sugerira da populacija kratkozupcaste kadulje
na poluotoku PeljeScu nije genetski osiromaSena, pa stoga i nije u neposrednoj opasnosti od
izumiranja. Ipak, kada govorimo o eventualnim konzervacijskim aktivnostima kojima bi se
zastitila ova, ali 1 druge vrste na sliCnom tipu staniSta otvorenog tipa, posebnu paznju bi
trebalo usmjeriti upravo na zastitu samih staniSta, a koja su nerijetko izloZzena izraZenim

rizicima. U proSlosti, staniSta otvorenog tipa na podru¢ju Mediterana su bila odrzavana
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zahvaljujuci agro-pastoralnom sustavu baziranom na stocarstvu, poljoprivredi i kr¢enju Suma,
a kojeg su njegovale zajednice lokalnog stanovniStva (Blondel 2006). U moderno vrijeme, s
razvojem turizma dolazi do napustanja agro-pastoralnog sustava, $to za posljedicu ima
postupno zarastavanje ovog tipa staniSta (Medail i Quezel 1999). Sa nestankom staniSta
otvorenoga tipa, nestaju i vegetacijske zajednice i vrste koje su za njega vezane, a
kratkozupcasta kadulja je zasigurno jedna od njih.

Provedenim istrazivanjem doslo se do vrijednih spoznaja ne samo o populacijsko- i
prostorno-genetickoj strukturi istrazivane populacije, ve¢ i do boljeg opéenitog razumijevanja
ove vrste. Male 1 izolirane populacije izlozene su izrazenim rizicima kao §to su krizanje u
bliskom srodstvu i izostanak protoka gena na medu-populacijskoj razini, a §to za posljedicu
ima smanjenje genske raznolikosti, a time i smanjenje moguénosti prilagodbe populacije na
izmijenjene okolisne ¢imbenike (Gitzendanner i Soltis 2000, Honnay i sur. 2007 , Hoffmann i
Sgro 2011, Hylander 1 Ehrlen 2013 1 drugi). No bitno je uoditi da su svi navedeni, za
populaciju potencijalno pogubni procesi, bazirani na spolnom razmnozavanju. Imajuéi to na
umu, dolazimo do zakljucka da time S$to sprjeCava gubitak genske raznolikosti, izrazeno
klonalno razmnoZzavanje koje je ovim istraZzivanjem potvrdeno kod kratkozupcaste kadulje,
znacajno pridonosi otpornosti ove vrste prema rizicima koji proizlaze iz ¢injenice da se radi o
usko endemic¢noj vrsti sa samo tri male i geografski izolirane populacije. lako se ¢ini da
Peljeska populacija S. brachyodon nije neposredno ugrozena, posebnu paznju bi trebalo
usmjeriti na o€uvanje specifi¢nog stanista na kojemu ona raste. Takoder, radi stjecanja uvida
u geneticku strukturu vrste u cjelini, nuzno bi bilo provesti uzorkovanje 1 populacijsko-

geneticku analizu 1 preostale dvije manje populacije.
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5. Zaklju&ci

» upotrebom osam mikrosatelitnin molekularnih biljega provedena je populacijsko-
geneti¢ka analiza na 119 prikupljenih uzoraka vrste Salvia brachyodon sa Peljeskog

poluotoka, pri ¢emu je potvrdena prisutnost klonalnog razmnozavanja kod ove vrste

* izrazena klonalnost znaCajno utjeCe na prostorno-geneticku strukturu istrazivane
populacije, pa je tako za najveéa klonalnu koloniju zabiljezen raspon od ¢ak 11,62

metara, dok je svega 14 uzoraka bilo jedinstvenog genotipa

* zahvaljujuéi izrazenom klonalnom razmnozavanju, a usprkos geografskoj izoliranosti,

ova populacija je uspjela zadrzati visoke razine heterozigornosti i genske raznolikosti

» pozar koji je prije 18 godina opustoSio lokalitet na kojem se populacija nalazi nije
znacajnije utjecao na populaciju tj. nije uzrokovao osiromasenje njezine genske

raznolikosti kroz fenomen populacijskog uskog grla
* 1iako se Cini da istraZivana populacija nije neposredno ugrozena, paznju je potrebno

usmjeriti na zaStitu stani$ta ove vrste kojem prijeti zarastavanje od strane drvenastih

vrsta t]. ekoloska sukcesija
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7. Prilozi

Prilog 1. Izmjerene koncentracije DNA i koristeni volumeni vode i izolirane DNA za

dobivanje otopine DNA prikladne koncentracije za lan¢anu reakciju polimerazom.

Prilog 2. Prikaz veli¢ina alela mikrosatelitnih lokusa 119 uzoraka kratkozupcaste kadulje za

poluotoka Peljesac

Prilog 3. Popis uzoraka s pripadaju¢im geografskim koordinatama i oznakama ploha

uzrokovanja, te oznakom genotipske pripadnosti
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Prilog 1. Izmjerene koncentracije DNA i kori$teni volumeni vode i izolirane DNA za

dobivanje otopine DNA prikladne koncentracije za lan¢anu reakciju polimerazom.

Konc.

Konc.

Konc.

uzorka (ng/uL) DNA voda | uzorka (ng/uL) DNA voda | uzorka (ng/uL) DNA voda
1 11,8 8,5 91,5 39 12,3 8,1 91,9 84 14,0 7,1 92,9
2 10,0 10,0 90,0 40 10,2 9,8 90,2 85 12,3 8,1 91,9
3 9,0 11,1 88,9 41 13,5 7,4 92,6 86 19,2 5,2 94,8
4 14,2 7,0 93,0 42 16,0 6,3 93,8 87 14,0 7,1 92,9
5 10,0 10,0 90,0 43 11,8 8,5 91,5 88 12,5 8,0 92,0
6 9,5 10,5 89,5 44 10,3 9,7 90,3 89 16,3 6,1 93,9
7 7,8 12,8 87,2 45 10,5 9,5 90,5 90 17,0 59 94,1
8 6,5 15,4 84,6 46 13,3 7,5 92,5 91 16,8 6,0 94,0
9 10,3 9,7 90,3 47 15,5 6,5 93,5 92 11,8 8,5 91,5
10 7,8 12,8 87,2 48 15,2 6,6 93,4 93 10,8 9,3 90,7
11 21,5 4,7 95,3 49 11,0 9,1 90,9 94 21,5 4,7 95,3
12 11,0 9,1 90,9 50 14,5 6,9 93,1 95 14,0 7,1 92,9
13 11,5 8,7 91,3 51 14,3 7,0 93,0 96 12,5 8,0 92,0
14 13,5 7,4 92,6 52 11,5 8,7 91,3 97 17,3 5,8 94,2
15 15,8 6,3 93,7 53 12,0 8,3 91,7 98 13,3 7,5 92,5
16 12,5 8,0 92,0 54 13,8 7,2 92,8 99 10,8 9,3 90,7
17 7,5 13,3 86,7 55 15,0 6,7 93,3 100 18,2 55 94,5
18 13,3 7,5 92,5 56 11,5 8,7 91,3 101 15,5 6,5 93,5
19 14,3 7,0 93,0 57 12,3 8,1 91,9 102 15,3 6,5 93,5
20 11,0 9,1 90,9 58 9,5 10,5 89,5 103 10,5 9,5 90,5
21 12,5 8,0 92,0 59 8,5 11,8 88,2 104 11,2 8,9 91,1
22 11,2 8,9 91,1 60 10,3 9,7 90,3 105 19,0 5,3 94,7
23 12,3 8,1 91,9 61 12,8 7,8 92,2 106 12,3 8,1 91,9
24 9,2 10,9 89,1 62 8,2 12,2 87,8 107 13,5 7,4 92,6
25 8,7 11,5 88,5 63 13,0 7,7 92,3 108 12,5 8,0 92,0
26 12,0 8,3 91,7 64 14,0 7,1 92,9 109 14,5 6,9 93,1
27 7,7 13,0 87,0 65 10,0 10,0 90,0 110 8,2 12,2 87,8
28 7,7 13,0 87,0 66 15,0 6,7 93,3 111 13,0 7,7 92,3
29 6,5 15,4 84,6 67 8,7 11,5 88,5 112 8,5 11,8 88,2
30 8,2 12,2 87,8 68 13,5 7,4 92,6 113 11,0 9,1 90,9
31 6,7 14,9 85,1 69 18,0 5,6 94,4 114 15,3 6,5 93,5
32 10,8 9,3 90,7 70 13,5 7,4 92,6 115 11,8 8,5 91,5
33 11,2 8,9 91,1 71 14,0 7,1 92,9 116 13,5 7,4 92,6
34 12,5 8,0 92,0 72 9,7 10,3 89,7 117 14,3 7,0 93,0
35 14,3 7,0 93,0 73 17,3 5,8 94,2 118 17,8 5,6 94,4
36 12,8 7,8 92,2 73a 17,0 59 94,1 119 14,0 7,1 92,9
37 10,5 9,5 90,5 74 11,2 8,9 91,1 120 8,2 12,2 87,8
38 10,3 9,7 90,3 75 11,5 8,7 91,3
39 12,3 8,1 91,9 76 9,5 10,5 89,5
40 10,2 9,8 90,2 77 10,0 10,0 90,0
41 13,5 7,4 92,6 78 13,5 7,4 92,6
42 16,0 6,3 93,8 79 11,8 8,5 91,5
43 11,8 8,5 91,5 80 14,0 7,1 92,9
44 10,3 9,7 90,3 81 19,2 5,2 94,8
45 10,5 9,5 90,5 82 28,0 3,6 96,4
46 13,3 7,5 92,5 83 23,0 4,3 95,7
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Prilog 2. Prikaz veli¢ina alela mikrosatelitnih lokusa 119 uzoraka kratkozupcaste kadulje

za poluotoka Peljesac

© 00 N o o B~ W N -

W W W WN RN NNDMRNDMNDRNDMNNMNNMNNDERERE PP PP P PP PP
N P O W oo No s WN P O O w~NOO O b~ w NN - o

SouZ001

139 = 153
139 | 153
139 | 153
139 157
139 = 153
139 | 153
139 | 153
139 = 153
139 | 153
139 = 153
139 | 139
139 | 139
139 139
139 | 139
139 | 139
153 = 157
153 = 157
153 | 157
153 = 157
153 | 157
139 153
153 = 157
153 | 153
153 | 153
153 = 153
153 | 153
153 | 153
139 = 153
139 | 153
139 = 153
139 = 153
139 | 139
139 139

SouZ002

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

SouUZ005

108 = 110
108 | 110
108 | 110
108 = 110
108 = 110
108 | 110
108 | 110
108 = 110
108 | 110
108 = 110
108 | 108
108 | 108
108 = 108
108 | 108
108 | 108
106 = 110
106 = 110
106 | 110
106 = 110
106 | 110
106 = 108
106 = 110
106 | 110
106 | 110
106 = 110
106 | 110
106 | 110
108 = 108
108 | 108
108 = 108
108 @ 108
106 | 108
106 = 108

SouUZ004

184 = 184
184 = 184
184 = 184
184 = 192
184 = 184
184 = 184
184 = 184
184 = 184
184 = 184
184 = 184
192 | 192
192 | 192
192 | 192
192 | 192
192 | 192
192 | 192
192 | 192
192 | 192
192 | 192
192 | 192
184 | 192
192 | 192
192 | 192
192 | 192
192 | 192
192 | 192
192 | 192
192 | 196
192 | 196
192 | 196
192 | 196
192 194
192 | 194

SouZ011

220 | 220
220 | 220
220 | 220
220 | 220
220 | 220
220 | 220
220 | 220
220 | 220
220 | 220
220 | 220
210 | 220
210 | 220
210 | 220
210 | 220
210 | 220
220 | 228
220 | 228
220 | 228
220 | 228
220 | 228
220 | 220
220 | 228
214 | 220
214 | 220
214 | 220
214 | 220
214 | 220
210 | 220
210 | 220
210 | 220
210 | 220
210 | 220
210 | 220

SouUZ006

215 215
215 | 215
215 | 215
187 = 215
215 215
215 | 215
215 | 215
215 215
215 | 215
215 215
199 | 203
199 | 203
199 = 203
199 | 203
199 | 203
187 = 201
187 = 201
187 | 201
187 = 201
187 | 201
187 = 215
187 = 201
195 | 203
195 | 203
195 = 203
195 | 203
195 | 203
195 @ 199
195 | 199
195 @ 199
195 @ 199
187 | 203
187 = 203

SouZ014

180 @ 198
180 | 198
180 | 198
180 @ 198
180 @ 198
180 | 198
180 | 198
180 @ 198
180 | 198
180 @ 198
174 | 180
174 | 180
174 = 180
174 | 180
174 | 180
180 180
180 @ 180
180 | 180
180 @ 180
180 | 180
180 @ 198
180 @ 180
174 | 174
174 | 174
174 | 174
174 | 174
174 | 174
174 = 195
174 | 195
174 = 195
174 = 195
198 | 198
198 = 198

SouZ007

203 | 205
203 | 205
203 | 205
201 | 205
203 | 205
203 | 205
203 | 205
203 | 205
203 | 205
203 | 205
205 | 213
205 | 213
205 | 213
205 | 213
205 | 213
195 201
195 201
195 | 201
195 201
195 | 201
195 = 205
195 201
203 | 213
203 | 213
203 | 213
203 | 213
203 | 213
203 | 213
203 | 213
203 | 213
203 | 213
195 | 201
195 201
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34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
153
153
153
139
157
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
153

139
139
139
139
139
153
153
153
153
153
153
153
157
157
139
157
139
139
153
153
153
153
153
153
153
153
155
155
153
153
155
155
153
153
153
153
153
139
139
155
155
155
155

175
175
175
175
175
173
173
173
173
177
177
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
177
177
177
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
173
175
177
173
173
173
173

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

108
106
106
106
106
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
106
106
108
108
108
108
108
108
108
108
108
106
106
106
106
106
106
106
106
106
108
108
106
108
112
112
112
106

108
108
108
108
108
110
110
110
110
108
108
110
110
110
110
108
108
110
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
114
114
114
112
114
114
114
114

194
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192

194
194
194
194
194
194
194
194
194
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
194
194
194
194
194
192

220
210
210
210
210
210
210
210
210
218
218
210
210
210
218
210
210
210
210
210
210
210
210
218
218
218
210
210
210
210
210
210
210
210
210
210
210
220
220
214
214
214
210

220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
218
218
218
218
220
220
210
214
214
214
214
214
220
220
220
218
218
220
220
218
218
220
220
220
210
210
220
220
220
220
220
214

187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
189
189
189
189
187
187
203
195
195
195
195
195
187
187
187
197
197
187
187
197
197
187
187
187
195
195
187
187
187
187
187
187

215
203
203
203
203
215
215
215
215
199
199
215
215
215
199
215
187
215
197
197
197
197
197
199
199
199
199
199
197
197
199
199
187
187
187
195
195
211
215
187
187
187
195

174
198
198
198
198
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
180
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
195
195
198
198
195
195
195
195

198
198
198
198
198
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
180
198
201
174
174
174
174
174
174
174
174
177
177
198
198
177
177
180
180
180
198
198
198
198
198
198
198
204

201
195
195
195
195
197
197
197
197
201
201
197
197
197
197
195
201
201
201
201
213
201
213
201
201
201
197
197
197
197
197
197
201
201
201
195
195
199
213
199
199
199
199

201
201
201
201
201
213
213
213
213
213
213
203
203
203
213
203
201
207
213
213
213
213
213
213
213
213
213
213
213
213
213
213
213
213
213
203
203
203
223
223
223
223
203
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77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119

139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
147
147
139
139
139
139
139
139
139
139
139

159
159
139
139
155
155
155
139
139
155
157
157
155
153
153
153
155
155
155
155
155
153
155
155
155
155
155
155
155
155
139
139
155
155
155
155
155
139
139
139
139
139
139

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
175
175
173
173
173
173
173
173
173
173
173

175
175
177
177
177
177
177
177
177
177
177
177
173
177
177
177
177
177
177
177
177
173
177
177
177
177
177
177
177
177
177
177
177
177
177
177
177
177
177
177
177
177
177

110
110
106
106
112
112
112
106
106
112
110
110
108
108
108
108
112
112
112
112
112
110
112
112
112
112
112
112
112
112
106
106
110
110
112
112
112
106
106
106
106
106
106

114
114
114
114
114
114
114
114
114
114
114
114
112
112
112
112
114
114
114
114
114
114
114
114
114
114
114
114
114
114
108
108
114
114
114
114
114
108
108
108
108
108
108

192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
192
190
192
192
192
192
192
192
192
192
190
190
192
192
192
192
192
190
190
190
190
190
190

192
192
192
192
194
194
194
192
192
194
192
192
192
192
192
192
194
194
194
194
194
192
194
194
194
194
194
194
194
194
196
196
194
194
194
194
194
196
196
196
196
196
196

210
210
214
214
214
214
214
214
214
214
214
214
214
210
210
210
214
214
214
214
214
214
214
214
214
214
214
214
214
214
210
210
218
218
214
214
214
210
210
210
210
210
210

214
214
220
220
220
220
220
220
220
220
218
218
226
214
214
214
220
220
220
220
220
226
220
220
220
220
220
220
220
220
226
226
220
220
220
220
220
226
226
226
226
226
226

187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
195
195
187
187
187
187
187
195
195
195
195
195
195

195
195
215
215
187
187
187
215
215
187
189
189
203
215
215
215
187
187
187
187
187
203
187
187
187
187
187
187
187
187
203
203
199
199
187
187
191
203
203
203
203
203
203

195
195
180
180
195
195
195
180
180
195
174
174
195
198
198
198
195
195
195
195
195
174
195
195
195
195
195
195
195
195
180
180
198
198
195
195
195
180
180
180
180
180
180

198
198
195
195
198
198
198
195
195
198
198
198
195
198
198
198
198
198
198
198
198
195
198
198
198
198
198
198
198
198
195
195
198
198
198
198
198
195
195
195
195
195
195

203
203
199
199
199
199
199
199
199
199
197
197
213
207
207
207
199
199
199
199
199
203
199
199
199
199
199
199
199
199
203
203
199
199
199
199
199
203
203
203
203
203
203

223
223
203
203
223
223
223
203
203
223
223
223
223
223
223
223
223
223
223
223
223
223
223
223
223
223
223
223
223
223
213
213
201
201
223
223
223
213
213
213
213
213
213
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Prilog 3. Popis uzoraka s pripadaju¢im geografskim koordinatama i oznakama ploha

uzrokovanja, te oznakom genotipske pripadnosti

Oznaka
Ploha uzorka Klon X (m) y (m)
4 PO73 Co1 5675979,52 4763563,68
4 PO74 Co1 5675979,34 4763563,90
4 PO75 Co1 5675980,17 4763563,55
4 P081 Co1 5675979,83 4763561,24
4 P082 Co1 5675979,53 4763560,98
4 P083 Co1 5675978,88 4763560,72
4 P086 C01 5675980,24 4763560,68
4 P093 Co1 5675983,50 4763560,73
5 P094 Co1 5675987,17 4763559,31
5 P095 C01 5675986,87 4763559,01
5 P096 Co1 5675986,88 4763558,64
5 P097 Co1 5675986,27 4763558,37
5 P099 C01 5675986,03 4763557,21
5 P100 Co1 5675985,39 4763556,72
5 P101 Co1 5675985,45 4763555,98
5 P102 Co01 5675985,81 4763555,98
5 P103 C01 5675986,47 4763556,68
5 P104 Co1 5675986,89 4763557,09
5 P105 Co1 5675987,37 4763557,78
5 P106 C01 5675987,38 4763556,74
5 P111 Co1 5675988,01 4763556,61
5 P112 C01 5675987,94 4763556,08
1 PO01 C02 5675932,75 4763560,11
1 P002 C02 5675932,43 4763560,00
1 P003 C02 5675932,92 4763559,69
1 PO05 C02 5675932,12 4763559,20
1 P006 C02 5675932,20 4763558,81
1 P007 C02 5675932,42 4763558,51
1 P008 C02 5675933,20 4763559,01
1 P009 C02 5675933,42 4763559,20
1 P010 C02 5675933,38 4763559,60
5 P107 C03 5675986,83 4763555,78
5 P108 C03 5675987,42 4763555,40
5 P114 C03 5675988,58 4763554,91
5 P115 C03 5675989,05 4763554,79
5 P116 C03 5675989,41 4763555,39
5 P117 C03 5675989,90 4763556,05
5 P118 C03 5675988,84 4763557,28
5 P119 C03 5675988,36 4763556,78
2 P032 C04 5675935,84 4763568,82
2 P033 C04 5675936,26 4763568,44




2 P035 C04 5675936,86 4763568,90
2 P036 C04 5675936,50 4763568,88
2 P037 C04 5675936,76 4763569,42
2 P038 C04 5675936,12 4763569,46
1 P016 C05 5675932,91 4763555,53
1 P017 C05 5675932,52 4763555,27
1 PO18 C05 5675932,02 4763555,31
1 P019 C05 5675932,48 4763554,95
1 P020 C05 5675932,16 4763554,52
1 P022 C05 5675933,13 4763554,94
2 P043 C06 5675936,94 4763572,56
2 P044 C06 5675936,86 4763572,96
3 P057 CO06 5675935,90 4763573,62
3 P058 C06 5675936,46 4763573,20
3 P059 CO06 5675936,44 4763573,74
2 P023 COo7 5675932,58 4763569,62
2 P024 C07 5675932,72 4763569,48
2 P025 COo7 5675933,26 4763569,08
2 P026 C07 5675933,74 4763569,36
2 pP027 COo7 5675933,10 4763569,56
1 PO11 C08 5675932,56 4763557,93
1 PO12 C08 5675932,42 4763557,51
1 P013 C08 5675932,42 4763557,29
1 P0O14 C08 5675932,48 4763556,89
1 P015 C08 5675932,72 4763557,20
4 PO79 C09 5675980,77 4763561,86
4 P080 C09 5675980,10 4763561,44
4 P084 C09 5675981,09 4763561,18
4 P085 C09 5675981,73 4763561,50
3 P060 C10 5675936,16 4763574,30
3 P061 C10 5675935,80 4763574,42
3 P064 C10 5675936,40 4763574,98
3 P065 C10 5675936,84 4763574,78
2 P039 Cl1 5675937,00 4763570,28
2 P040 Cl1 5675936,82 4763570,06
2 P041 Cl1 5675936,50 4763570,08
2 P042 Cl1 5675936,28 4763570,60
2 P028 C12 5675932,80 4763568,76
2 P029 Cl12 5675932,42 4763568,46
2 P030 C12 5675932,52 4763568,02
2 P0O31 Cl12 5675932,28 4763568,10
4 P090 C13 5675979,97 4763559,48
4 P091 C13 5675980,60 4763559,83
4 P092 C13 5675981,24 4763560,07
3 P066 Cl4 5675936,94 4763576,80
3 PO67 Cl4 5675936,72 4763576,64
3 P068 Cl4 5675936,94 4763577,08
3 P052 C15 5675934,40 4763575,50
3 P053 C15 5675934,80 4763575,14
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3 PO55 C15 5675935,34 4763574,94
5 P109 C16 5675986,17 4763554,79
5 P110 C16 5675985,88 4763555,22
4 P087 Cl17 5675979,34 4763559,83
4 P088 C17 5675978,60 4763559,93
4 PO77 C18 5675981,46 4763565,08
4 PO78 C18 5675981,68 4763564,47
4 P069 C19 5675977,97 4763562,93
4 PO70 C19 5675978,69 4763562,84
3 P062 C20 5675935,68 4763575,66
3 P063 C20 5675935,74 4763575,32
3 P054 C21 5675934,94 4763574,84
3 P056 C21 5675935,54 4763574,16
3 P046 C22 5675932,06 4763576,78
3 P047 C22 5675932,08 4763577,28
5 P113 C23 5675988,21 4763555,73
5 P098 C24 5675985,92 4763557,91
4 P089 C25 5675979,13 4763558,97
4 PO76 C26 5675980,41 4763564,14
4 P072 Cc27 5675978,92 4763563,45
4 PO71 C28 5675978,36 4763563,50
3 PO51 C29 5675934,74 4763576,48
3 P050 C30 5675934,20 4763576,36
3 P049 C31 5675933,08 4763575,40
3 P048 C32 5675932,86 4763576,34
3 P045 C33 5675932,46 4763577,56
2 P034 C34 5675936,94 4763568,26
1 P021 C35 5675932,55 4763554,29
1 P004 C36 5675932,33 4763559,49
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Rad u obiteljskom rasadniku za uzgoj ukrasnog bilja i boziénih drvaca.

OBRAZOVANJE |
OSPOSOBLJAVANJE

2011-2014 SveuciliSna prvostupnica struke Znanosti o okoliSu
Prirodoslovno-matematicki fakultet, Zagreb, Hrvatska

2007-2011 Srednje obrazovanje
I. Gimnazija, Zagreb
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OSOBNE VJESTINE

Materinski jezik  hrvatski

Ostali jezici RAZUMIJEVANJE GOVOR PISANJE
Slusanje Citanje Govorna interakcija = Govorna produkcija

Engleski B2 B2 B2 B2 B2

Francuski A2 A2 A2 A2 A2

Spanjolski A2 A2 A2 A2 A2

Digitalna kompetencija SAMOPROCJENA

Obrada K kaci Stvaranje ) RjeSavanje
informacija omunikactja sadrzaja Sigurnost problema
. T . L Temeljni
Samostalni korisnik 'Samostalni korisnik Samostalni korisnik | Temljni korisnik Korisnik
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