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Popis kratica:

AMOVA (eng. Analysis of Molecular Variance), analiza molekularne varijance,
metoda odredivanja genetiCke raznolikosti izmedu vrsta te izmedu i unutar svih
analiziranih populacija

ANOVA (eng. Analysis of variance), analiza varijance, metoda odredivanja statisticki
znacajnih odstupanja varijanci odredenog uzorka od varijance ukupnog uzorka

PCR (eng. Polymerase Chain Reaction), lanCana reakcija polimerazom, postupak
umnozavanja malih dijelova DNA ponavljanjem ciklusa sinteze in vitro

SSR (eng. Simple Sequence Repeats), jednostavne ponovljene sekvence ili

mikrosateliti

STR (eng. Short Tandem Repeats), kratka uzastopna ponavljanja
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1.1. OSNOVNE OSOBINE RODA Alnus Mill.

Joha (Alnus Mill.) je rod porodice Betulaceae, reda Fagales te nadreda Rosanae
unutar velike skupine pravih dvosupnica (Byng i sur. 2016). Unutar ovog roda prisutno
je do 35 drvenastih vrsta rasprostranjenih diljem umjerenog kontinentalnog podrucja

sjeverne hemisfere te u Andama na juznoj hemisferi (Slika 1).

Alnus
(25-35 species)

T

© Encyclopedia of Life. Available from http://www.eol.org. (2009)

Slika 1. Rasprostranjenost vrsta roda Alnus. Najvazniji centri rasprostranjenja su
okruzeni crnim linijjama (Hiltbrunner i sur. 2014).

Sve vrste ovog roda su monecicne biljke s neuglednim anemofilnim cvjetovima.
Zbog neselektivnosti oprasSivanja vjetrom potrebna je vecéa proizvodnja peluda pa vrste
ovog roda posjeduju neugledne jednospolne cvjetove gusto pakirane u cvatove
dihazije, a brojni dihaziji oko izduzene osi dodatno formiraju sloZenije cvatove poznate
kao rese. Muski cvjetovi sastoje se od Cetiri praSnika okruZenih s Cetiri srasle brakteje,
koji tvore trocvjetne dihazije (Slika 2a), a veci broj dihazija formira sastavljeni cvat
musku resu (Slika 2b). Zenski cvjetovi su apetalni, a sastoje se od podrasle plodnice
od dva plodna lista koja u gornjem dijelu zavrSava s izrazito dugom dvodijelnom
njuskom. Zenski dihazij se sastoji od dva cvijeta jer je sredisnji u pravilu sterilan (Slika
2¢). ViSe desetina zenskih dihazija izgraduju sastavljeni cvat Zensku resu (Slika 2d).
Nakon oprasivanja i oplodnje razvija se slabo okriljeni i spljosteni plod orasci¢ (Slika
2e), a brakteje dihazija odrvene formirajuci drvenastu strukturu karakteristicnu za cijel

rod Alnus.

10



Vrste roda Alnus su ekonomski vrijedne kao izvor ogrjevnog drva i gradevinskog
materijala otpornog na vlagu, ali njihova najveca vrijednost je u Sumarstvu gdje se
koriste kao pionirske vrste. Naime, zahvaljuju¢i bakterijama roda Frankia
(Actinomycetales) smjestenih u kvrzicama Kkorijenja i sposobnih za fiksaciju

atmosferskog dusika (Slika 3), johe su vazne za du$i¢nu gnojidbu tla na kojem rastu
(Benson i sur. 2004).
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Slika 2. Grada cvijeta, cvata, sastavljenog cvata i ploda crne johe. a) tri muska
cvijeta u cvatu dihaziju, b) muske rese c¢) dva zenska cvijeta unutar cvata dihazija,
d) potpuno zrele i otvorene Zenske rese, €) plod orascic (prilagodeno iz Potocic
1980).

Slika 3. KvrZice s bakterijama roda Frankia u simbiozi s korijenom johe.
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Frankia_alni_20131230.jpg)
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1.2.  ROD Alnus Mill. U FLORI HRVATSKE

U flori Hrvatske zabiljezene su tri vrste joha: crna (Alnus glutinosa /L./ Gaertn.),
bijela (Alnus incana /L./ Moench) i zelena (Alnus alnobetula (Ehrh.) K.Koch). Ove vrste
moguce je pronaci u razli¢itim ekoloSkim uvjetima kontinentalnoga podrucja; od
nizinskog podrudja sjeverne Hrvatske, obronaka Zumberackog gorja i Papuka do
alpsko-dinarskog podrucja uz rijeku Kupu i njezine pritoke.

Crna joha ili jalSa je drvenasta, jednodomna biljka koja doseze visinu i do 30 m.
Kora debla je tamnosiva do tamnosmeda, uzduzno i popre¢no izbrazdana i ljuskava
(Slika 4a). Listovi su karakteristicnog oblika s tupim do srcoliko urezanim vrhom,
ljepljivi, goli i sjajni (Slika 4b). Kao i u svih vrsta joha i crna joha ima jednospolne,
anemofilne cvjetove koji formiraju dihazije, a oni muske i Zenske rese (Slika 4b). Crna
joha preferira vlazna, duboka, humozna tla neposredno uz potoke i rijeke. U Hrvatskoj
su Sume crne johe rasprostranjene na priblizno 8000 ha (Prpi¢ i Milkovi¢ 2005), a
Sumarski najvrjednije sastojine su u Podravini (Vukeli¢ i sur. 2006) (Slika 5).

Slika 4. MorfoloSke osobine crne johe. a) ljuskava kora debla (autor I. Poljak), b)
oblik lista, grada muske &' i Zenske rese ¢ u razli¢itim razvojnim stadijima
(prilagodeno iz Hempel i Wilhelm 1889).
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Slika 5. Rasprostranjenost crne johe u Hrvatskoj (Nikoli¢ 2015).

Bijela ili siva joha u prosjeku naraste do 10 m, a vrlo rijetko doseze visinu od 25
m. Kora debla je svjetlosiva, glatka, s brojnim bjelkastim lenticelama (Slika 6a), kasnije
tamnosiva i plitko uzduzno ispucala. Listovi su karakteristicnog usiljenog vrha i gusto
dlakavi na nali¢ju (Slika 5b). Muski i zenski cvjetovi su slicne grade kao i u crne johe,
a formiraju gotovo identi¢ne dihazije koji su osnovna gradevna jedinica sastavljenih
muskih i zenskih resa (Slika 6b). Bijela joha u Sumskoj vegetaciji Hrvatske raste u
dvama orografski i fitogeografski jasno ograni¢enim arealima (Slika 7): uz tok rijeke
Drave na nadmorskoj visini od 100 do 190 m te u gorskom podrucju uz rijeku Kupu i
njezine pritoke od 220 do 550 m nadmorske visine (Vukeli¢ i sur. 2018). Bijela joha,
izbjegavajuci stanista s visokom razinom podzemne vode, vise voli pjeskovita tla.

Zelena joha (zelena joSica, alpska joSica, alpska joha) je listopadni grm koji
naraste do 3 m. Kora ove vrste je u mladosti siva i glatka s izraZzenim lenticelama, a s
vremenom tamnija i naborana. Listovi su Siroko jajasti do Siroko elipti¢ni, obostrano
zeleni, nepravilno dvostruko naSilienog ruba. Grada jednospolnih cvjetova, dihazija i
sastavljenih resa je gotovo istovjetna kao i u svih ostalih vrsta ovog roda (Slika 8).

Muske nerazvijene rese i drvenaste tvorevine u kojima se nalaze plodovi pokriveni su
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karakteristicnom bijelom, Evrstom i smolavom prevlakom. Zelena joha raste na kiselim
i vlaznim tlima na otvorenim staniStima ili na rubovima Suma. Jedini poznati lokalitet

ove vrste u Hrvatskoj je Sveta Gera, najvisi vrh Zumberka (Poljak i sur. 2018a).

Slika 6. MorfoloSke osobine bijele johe. a) svjetlosiva kora s izrazenim lenticelama
(autor I. Poljak), b) oblik lista, grada muske () i Zenske rese (?) u razli¢itim
razvojnim stadijima (prilagodeno iz Hempel i Wilhelm 1889).

Slika 7. Rasprostranjenost bijele johe u Hrvatskoj (Nikoli¢ 2015).
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A HERBARIUM CR

Inv. No:

Slika 8. Dio herbarijskog primjerka zelene johe (Herbarium Croaticum
ZA) s jasno vidljivim morfoloSkim osobinama lista te nerazvijenim
muskim resama i drvenastim tvorevinama u kojima se nalaze plodovi
(Nikoli¢ 2015).

Na staniStima gdje se pojavljuju crna i bijela joha zapazeni su njihovi krizanci
koji su najCesce opisivani pod imenom Alnus x pubescens Tausch (Alegro i sur.2006,
Poljak i sur. 2014). MorfoloSkom analizom populacija bijele i crne johe u Podravini,
utvrdena je prisutnost jedinki s prijelaznim znaCajkama koje bi mogle biti hibridne,
medutim dodatna, a prije svega genetiCka istrazivanja ovog fenomena nisu jo$

provedena (Poljak i sur. 2014a).

15



1.3. DNA-BILJEZI

DNA biljeg (eng. DNA marker) je polimorfan dio molekule DNA jedinki odredenih
klasifikacijskih kategorija (npr. rod, vrsta, podvrsta itd.) ¢ijom se analizom dobiva uvid
u razinu srodnosti istrazivanih kategorija. Razli€iti polimorfni oblici DNA-biljega se
nazivaju alelima, a njihove pozicije na molekulama DNA (kromosomima) se nazivaju
lokusom. Idealan DNA-biljeg u sebi ujedinjuje sljedeéa svojstva: brzo i lako uoCavanje
svih alela, moguc¢nost uoCavanja alela u svim razvojnim stadijima istrazivanog
organizma, odsustvo interakcije s drugim biljezima (Satovié¢ 1999). Osim navedenih
svojstava visoko informativni DNA-biljezi trebaju biti ponovljivi, dovoljno polimorfni i po
mogucnosti kodominantni.

DNA-biljezi i uz pomoc¢ njih utvrdena genetiCka raznolikost i struktura biljnih
populacija, omogucili su bolje razumijevanje evolucijske povijesti, geografske
distribucije i ekoloskih potreba vrste. Isto tako, DNA-biljezi upotrebljavaju se za
razlikovanje blisko srodnih vrsta te dokazivanje hibrida medu njima, ¢ime se znacajno
osnazilo nase razumijevanje geneticke osnove specijacije i efekta introgresije na
integritet vrste (Turchetto i sur. 2016; Radosavljevi¢ i sur. 2019).

Danas postoji veliki broj molekularno-bioloskih tehnika za tvorbu lako uodljivih,
polimorfnih i ponovljivih DNA-biljega. Do sada su u razlicitim istraZivanjima divljih biljnih
populacija najéesc¢e upotrebljavani sljede¢i DNA-biljezi : 1) AFLP biljezi (eng. Amplified
Fragment Lenght Polymorphisms) (Vos i sur. 1995), 2) mikrosatelitni ili SSR-biljezi
(eng. Simple Sequence Repeats), te SNP-biljezi ili polimorfizam jednog nukleotida
(eng. Single Nucleotide Polymorphisms). Za mikrosatelitne biljege moze se reci da su
od svih DNA-biljega najduze i naj¢escée upotrebljavani. Zasto je to tako? Odgovor treba
traziti u Cinjenici da oni ispunjavaju sve uvjete najboljeg DNA-biljega: laku uocljivost,

polimorfnost, ponovljivost i kodominantnost.

1.3.1. Mikrosatelitni biljezi

Mikrosateliti su kratka uzastopna ponavljanja nukleotidnog motiva od 1-6 pb
koja naj¢esc¢e nisu dulja od 30 ponavljanja (Ellegren 2002). Jedno (mono-), dva (di-),
tri (tri-) i Cetiri (tetra-) nukleotidna ponavljanja su najces¢i tipovi mikrosatelita, ali i pet
(penta-) i Sest (heksa-) nukleotidna ponavljanja su isto tako klasificirana kao

mikrosateliti, dok se duza ponavljanja smatraju minisatelitima, a jako duge forme
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satelitnom DNA. Mikrosatelitni biljezi se u literaturi jo§ nazivaju jednostavne
ponavljajue sekvence (eng. Simple Sequence Repeats, skraCenica SSR) i kratka
uzastopna ponavljanja (eng. Short Tandem Repeats, skraCenica STR). Premda su
mikrosateliti prisutni u genomima svih organizama, osobito su Cesti u eukariota (npr.
ljudski genom sadrzi viSe od 100 000 ovakvih lokusa). Zbog izuzetno velike mutacijske
stope (= 1073-107* po lokusu po generaciji), mikrosatelitni lokusi isti¢u se velikom
polimorfnoS¢u u populacijama, a to ih uz osobine kao $to su ponovljivost i
kodominantnost Cini gotovo idealnim DNA-biljezima.

Zasto je mutacijska stopa mikrosatelita tako visoka i po kojem evolucijskom
modelu dolazi do mutacija joS nije u potpunosti razjasnjeno. Danas se smatra da
mehanizam replikacijskog klizanja (eng. replication slippage) najbolje objasSnjava
nastanak ucestalih polimorfizama unutar ovih regija (Slika 9). Replikacijsko klizanje je
rezultat nesavrSenog rada DNA polimeraze. Naime, tijekom replikacije dolazi do
prolaznog razdvajanja i proklizavanja DNA lanca $to dovodi do krivog sparivanja
lanaca, a to za posljedicu ima stvaranje omée na jednom lancu. U sljedec¢im
replikacijskim ciklusima om¢a moze posluziti kao kalup ili se moZze pojaviti na rastué¢em
lancu. U prvom slu€aju doc¢i ¢e do smanjenja broja mikrosatelitnin ponavljanja, a u
drugom do povecanja. Vecinu takvih mutacija popravlja tzv. mismatch repair system,
tako da samo mali broj njih zavr$ava kao mutacijski dogadaj. Sto se ti¢e evolucijskog
modela za mnoge geneti¢ke analize to€no poznavanje mutacijskog mehanizma nije ni
vazno, no neke analize, kao $to su one koje se temelje na procjeni frekvencije alela
(npr. procjena Fst vrijednosti) zahtijevaju prethodni izbor mutacijskog modela (npr.
Infinite Allele Model, Kimura i Crow 1964; Stepwise Mutation Model, Ohta i Kimura
1973; Two-Phase Model, Di Rienzo i sur. 1994).

Mikrosateliti su otkriveni krajem 80-tih godina proslog stolje¢a, a ve¢ nekoliko
godina nakon toga su okarakterizirani upotrebom PCR-a (Weber i May 1989). Od tog
vremena pa do danas, mikrosateliti su postali i ostali neizostavni u genetiCkim
mapiranjima, populacijskoj genetici i forenzici. Ako bi se za ovaj tip DNA-biljega trazila
mana onda bi to bila njihova vrsna specificnost tj. prilikom analize svake nove vrste ili
skupine usko srodnih vrsta, potrebno je iznova pretrazivati cjelokupni genom na
mikrosatelithe motive kako bi se pronasle PCR-pocetnice za umnoZzavanje ovih lokusa.
Ovaj nekad kompleksan laboratorijski posao danas je uvelike olak§an moguénoséu
sekvenciranja cjelokupnih genoma upotrebom NGS-tehnika sekvenciranja (eng. Next
Generation Sequencing).
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2. CILJ RADA
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IstraZivanje provedeno u ovom diplomskom radu dio je istrazivanja na projektu
Ministarstva poljoprivrede: Vegetacijska i geneticka raznolikost roda Alnus Mill. u
Hrvatskoj (voditelj projekta: prof. dr. sc. Joso Vukeli¢). Cilj diplomskog rada je potvrditi
postojanje hibridnih jedinki bijele i crne johe u Podravini morfometrijskim i
molekularnim pristupom. Morfometrijski pristup ¢e se temeljiti na mjerenju i usporedbi
10 parametara lista, a molekularni na provedbi analize 12 mikrosatelitnih lokusa. U
istraZivanju ¢e se analizirati 102 jedinke obje vrste i potencijalnog hibrida iz pet

populacija s Cetiri lokaliteta: Ormosko jezero, Burdevac, Slatina, Donji Miholjac.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. BILINI MATERIJAL

Materijal za molekularna i morfometrijska istrazivanja sakuplijen je u pet
prirodnih populacija na podrucju Podravine. IstraZivanjem su obuhvacene tri populacije
bijele i dvije populacije crne johe (Tablica 1). Biljni materijal uzorkovan je tako da su
sakupljeni listovi iz svake populacije s po 20-ak stabala koja su medusobno bila
udaljena najmanje 30 m.

Uzorci listova za molekularnu analizu na terenu su odmah pohranjeni u
plastiCne vreice ispunjene silika gelom. Kao trajno pohranjen materijal ovog
istrazivanja, uz silika gel uzorke i DNA uzorke, Cuvaju se i herbarijski uzorci istraZivanih
populacija (voucher) u Herbarium DEND Zavoda za Sumarsku genetiku, dendrologiju
i botaniku Sumarskoga fakulteta Sveugilista u Zagrebu.

S obzirom na to da listovi drvenastih biljaka pokazuju visok stupanj varijabilnosti
te da se unutar istog stabla medusobno razlikuju ovisno o njihovom polozaju na biljci
(listovi svjetla u odnosu na listove sjene) i o tipu izbojka na kojem se razvijaju (Melville
1937, 1939; Trinajsti¢ i sur. 2001; Bruschi i sur. 2003; Bednorz 2006; Poljak i sur.
2014b), za morfometrijsku analizu upotrijebljeni su listovi kratkih izbojaka osun¢anog

dijela kroSnje. Na svakom stablu sakupljeno je po 20 neostecenih listova.

Tablica 1. Opcée znacajke istraZivanih populacija.

. Oznaka Geografska  Geografska Broj jedinki
Vrsta Populacija - .. .
populacije duZina Sirina
Alnus glutinosa  Ormosko jezero Agl 16,21 46,37 19
Alnus glutinosa Burdevac Ag2 17,08 46,12 21
Alnus incana Ormosko jezero Ail 16,21 46,37 20
Alnus incana Slatina Ai2 17,83 45,80 20
Alnus incana Donji Miholjac Ai3 18,12 45,78 22
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3.2. MORFOLOSKA ANALIZA LISTA

Materijal za morfometrijsku analizu je herbariziran, a zatim skeniran A3

skenerom ScanMaker 9800XL (Microtek®) pri ¢emu je razluCivost bila 600 dpi (.tif

datoteka). Nakon skeniranja, listovi su izmjereni softverskim paketom WinFOLIA ver.

2005 (Regent Instruments Inc.) koriStenjem opcije Leaf Morphology. Za svaki list

izmjereno je 10 folijarnih znacajki (Tablica 2, Slika 10) pri ¢emu je to€nost mjerenja

iznosila 0,1 mm.

Tablica 2. Mjerene znacajke lista.

Br. Mjerena znaCajka Oznaka
1. Povrsina lisne plojke LA
2. DuZina plojke LL
3. Maksimalna Sirina plojke MLW
4. DuZina plojke (od osnove plojke do mjesta najvece Sirine plojke) PMLW
5. Sirina plojke mjerena na 50 % duzZine plojke LW1
6. Sirina plojke mjerena na 90 % duZine plojke LW2
7. Kut koji zatvaraju glavna lisna Zila i pravac koji prolazi kroz LAl
osnovu plojke i to¢ku na rubu lista, koja se nalazi na 10 %
duZine plojke
8. Kut koji zatvaraju glavna lisna Zila i pravac koji prolazi kroz LA2
osnovu plojke i tocku na rubu lista, koja se nalazi na 25 %
duZine plojke
9. DuZina peteljke PL
10. Broj lisnih zila NLV

MLW
Lw2
———LA
LL
LW1 g
PMLW

Slika 10. Mjerene znacajke lista (Poljak i sur. 2018b).
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3.3. IZOLACIJA BILINE DNA

Ukupna stanicna DNA svake istrazivane jedinke izolirana je iz 25 mg silika-gel
osuSenog lisnog tkiva pomocu DNeasy® Plant Mini DNA izolacijskog kompleta
(Qiagen®):

1. izvagano lisno tkivo stavljeno je u epruvetu safe lock 2,0 ml (Eppendorf®) u koju
je dodana cCeli¢na kuglica za usitnjavanje,

2. prethodno pripremljeni uzorci tretirani su teku¢im dusikom, a potom su usitnjeni u
Tissue Lyser uredaju (Qiagen®), 1 min na 30 Hz/s,

3. nakon $to je tkivo usitnjeno, u epruvetu je dodano 600 pl prethodno ugrijanog AP1
pufera (otopina detergenta i proteinaze za razgradnju stani¢nih membrana), 4 yl
Rnaze (enzim koji razgraduje RNA molekule) , 6 mg PVP-a (polivinilpirolidon veze
vodikovim vezama fenolne spojeve koji se zatim talozenjem uklanjaju iz izolata
DNA) i 6 ul 2-merkaptoetanola (reducens koji uklanjanja tanine i druge polifenole
iz otopine DNA) te je homogenat kratko izmijeSan u «vorteks» mijeSalici GVLab
(Gilson®),

4. dobiveni homogenat je inkubiran 10 min na 65 °C uz povremeno mijeSanje u istoj
vorteks mjesalici,

5. dodano je 195 pl AP2 pufera (otopina za taloZenje denaturiranih proteina),
promijeSano laganim treskanjem epruvete te inkubirano 5 min na -20 °C,

6. sadrzaj epruvete je centrifugiran 7,5 min na 16100 g u centrifugi 5415 D
(Eppendorf®) (Napomena: za sva daljnja centrifugiranja upotrebljavana je ista
centrifuga),

7. supernatant je pomocu pipete prenesen na QIAshredder Mini Spin kolonu s
filterom te je centrifugiran 5 min na 16100 g,

8. 600 ul filtrata prebaceno je u Cistu epruvetu od 1,5 ml te je dodano 900 ul pufera
AP3 (omogucéava selektivno vezanje DNA molekula na membranu Dneasy Mini
Spin kolone),

9. 650 pl homogenata prebaceno je na Dneasy Mini Spin kolonu te je centrifugirano
1 min na 5800 g,

10. nakon centrifugiranja filtrat je odbacen, a Dneasy Mini Spin kolona je prebacena
na novu epruvetu od 2 ml, dodano je 500 ul AW pufera (otopina za ispiranje DNA

molekula vezanih na filtar), te je centrifugirano 1 min na 5800 g,
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11. nakon &to je odbacen filtrat dodano je novih 500 yl AW pufera i centrifugirano 4
min na 16100 g,

12. Dneasy Mini Spin kolona je ostavljena otvorena na sobnoj temperaturi oko 5 min
kako bi ispario sav etanol (u sastavu AW pufera),

13. Dneasy Mini Spin kolona je prebacena na novu epruvetu od 1,5 ml te je na
membranu kolone dodano 100 ul AE otopine (vodena otopina TRIS-a i EDTA koja
odrzava pH iznad 8 i veZe metalne ione nuzne za aktivhost Dnaza, a $to je bitno
za sprjeCavanje degradacije DNA kroz duzi vremenski period) prethodno
zagrijane na 65 °C,

14. nakon inkubacije od 5 min pri sobnoj temperaturi, Dneasy Mini Spin kolona
centrifugirana je 1 min na 5800 g pri ¢emu su DNA molekule oslobodene s kolone
u vidu filtrata,

15. nakon centrifugiranja dobivenoj otopini DNA izmjerena je koncentracija i Cisto¢a-
spektrofotometrijski, upotrebljavajuci uredaj Nanophotometer (Implen®),

16. do daljnih istrazivanja otopina DNA je pohranjena na -20 °C.

3.4. UMNOZAVANJE MIKROSATELITNIH LOKUSA LANCANOM REAKCIJOM
POLIMERAZOM

Reakcija umnozZavanja DNA odvijala se prema touchdown PCR programu: 94°C
5 min; 5 ciklusa od 45 s na 94 °C, 30 s na 60 °C, s tim da se ova temperatura smanjuje
u svakom od preostala 4 ciklusa za 1 °C, 190 s na 72 °C; 25 ciklusa od 45 s na 94 °C,
30 s na 55 °C, i 90 s na 72 °C; 8 min korak produljivanja na 72 °C; vremenski
neograniceni zavrsni korak 12 °C.

Sastav tzv. multiplex PCR otopine za umnoZavanje jednog uzorka i pet SSR
lokusa prikazan je u tablici 3, jednog uzorka i sedam SSR lokusa u tablici 4, a nazivi i
sekvence pocetnica za PCR umnozavanje, mikrosatelitni motivi i oCekivane duljine

umnozenih fragmenata DNA prikazani su u tablici 5.
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Tablica 3. Sastav PCR otopine za umnozavanje pet SSR-lokusa ukupnog volumena 20 pl

Materijal Volumen
H20 (sterilizirana, deionizirana) 1,30 ul
10x PCR pufer (TAKARA) 2,00 pl
dNTP (TAKARA) 1,60 pl
Pocetnica A2 FAM (Forward) 1,00 ul
Pocetnica A2 (Reverse) 1,00 pl
Pocetnica A22 VIC (Forward) 1,00 pl
Pocetnica A22 (Reverse) 1,00 pl
Pocetnica A35 NED (Forward) 1,00 ul
Pocetnica A35 (Reverse) 1,00 pl
Pocetnica A37 PET (Forward) 1,00 ul
Pocetnica A37 (Reverse) 1,00 pl
Pocetnica A38 PET (Forward) 1,00 pl
Pocetnica A38 (Reverse) 1,00 pl
Taq Hs polimeraza (TAKARA) 0,10 pl
Otopine DNA uzorka (c = 1,0 ng / pl) 5,00 pl

Napomena: FAM, NED, VIC i PET su florescencijske oznake, koncentracija PCR pocetnica = 5 yM

Tablica 4. Sastav PCR otopine za umnozavanje sedam SSR-lokusa ukupnog volumena 20 pl

Materijal Volumen
H20 (sterilizirana, deionizirana) 4,30 pl
10x PCR pufer (TAKARA) 2,00 pl
dNTP (TAKARA) 1,60 ul
Pocetnica Agl PET (Forward) 0,50 pl
Pocetnica Agl (Reverse) 0,50 pl
Pocetnica Ag 5 FAM (Forward) 0,50 pl
Pocetnica Ag 5 (Reverse) 0,50 pl
Pocetnica Ag9 NED (Forward) 0,50 pl
Pocetnica Ag 9 (Reverse) 0,50 pl
Pocetnica Ag10 FAM (Forward) 0,50 pl
Pocetnica Ag10 (Reverse) 0,50 pl
Pocetnica Ag13 VIC (Forward) 0,50 pl
Pocetnica Ag13 (Reverse) 0,50 pl
Pocetnica Ag20 NED (Forward) 0,50 pl
Pocetnica Ag20 (Reverse) 0,50 pl
Pocetnica Ag30 FAM (Forward) 0,50 pl
Pocetnica Ag30 (Reverse) 0,50 pl
Taq Hs polimeraza (TAKARA) 0,10 pl
Otopine DNA uzorka (c = 1,0 ng/ pl) 5,00 pl

Napomena: FAM, NED, VIC i PET su florescencijske oznake, koncentracija PCR poc&etnica = 10 uM
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Tablica 5. Nazivi i sekvence pocCetnica, SSR motiv i oekivane duljine PCR umnozenih fragmenata

(Drasnarova i sur. 2014; Lepais i Bacles 2011)

Br. Naziv  Sekvenca 5'-3' Motiv  Oc&ekivana duljina (bp)
1 A2 F GAAAGGATCTGTATAGCCAAC
(G 140-150
A2 R  ACCACATGGCAGCAATTCTAG
2 A22F CTCTGTGTCGGCTTTCTGG
(AG)14 150-180
A22 R ATAAACCTCACGCCACACCT
3 A35F AGGTTGCTCAACCTAACCAACAT
(TC)s 220-250
A35R GTTTGGACAAGAACAACCACCAAG
4 A37F ACAATATCTCACAAATCTGCCGC
(TC)o 240-280
A37R GTTTAACCTGAACGTCCTCAAAGGTCC
5 A38F ACGCTAGGCCTCTTGAACTTCTC
(CAA)s 100-150
A38R GTTTAAGCTGTGGTTGAAGGAAAAGGG
6 AglF CAGTCTATCTGCTACAAGCGTGGT (TC)1s 120-180
AglR GACGTTTTCAACGACCAAAAACAC
7 Ags F  AAGCAAAATCCCAAGGTATCCAGT (GA)12 130-160
Ag5 R GGGGTTCCAACCAATTTATTCTTC
8 Ag9 F GATGGTAATGTGACGTGAGCAAAA (TC)12 190-260
Ag9 R CCTATTCTCATCGTTTAAAGCCCC
9 AglOF AACTTGTCTTATTGTGCACTTGCG (TC)ua 200-240
AglO R ACATTTACGGCTAAACAGCATTCC
10 Agl3F CAAGCGAAATAGATTCGTGGTCTT (TG)12 240-290
Agl3 R CTTCCATTTGGAGCCTTAAAACAC
11 Ag20 F GGTTCCAAGTGGTAAGGGGAGTTA (TC)e 270-330
Ag20 R GAGTGTGAGAATGTGGTTCACGAG
12 Ag30 F GGAACTCTGGAAACAGAAACAACG (TC)s 90-120

Ag30 R  AGCAAGGTAAAACTTCAGTAGCCG

3.5. DETEKCIJA MIKROSATELITNIH BILJEGA

UspjesSnost umnozavanja mikrosatelitnih alela lanéanom reakcijom polimerazom
je provjerena agaroznom gel elektroforezom. Po 5 ul svakog uzorka PCR umnozene
DNA pomijeSano je s 1 yl boje za nano$enje na gel (30% saharoze, 0.25% brom

fenolnog modrila i 0.25% ksilen-cijanola) i stavljeno u jaZice. Elektroforeza je tekla 15
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minuta pri 100 V. Nakon elektroforeze gel je bio uronjen u otopinu gel red 20 minuta
kako bi DNA fragmenti bili vidljivi pod UV svjetlom transiluminatora.

UspjeSno umnoZeni SSR-lokusi pripremljeni su za detekciju kapilarnom
elektroforezom na automatskom sekvenceru. Po 1,5 pl mikrosatelitelitnin PCR
produkata pomijeSano je s 10 pl formaldehida i 0,5 ul DNA standarda 500 LIZ (Applied
Biosystems®). Uzorci su 3 minute denaturirani na 95° C te neposredno nakon toga
smijesteni na led. UmnoZeni mikrosateliti detektirani su kapilarnom elektroforezom uz
pomoc¢ automatskog sekvencera ABI Prism 3130 i «Dye set» Fam, Vic, Ned i Rox.
Nakon kapilarne elektroforeze mikrosatelitni fragmenti DNA bili su vidljivi u obliku .fsa
podataka. Pregledavanje .fsa podataka i odredivanje mikrosatelitnih alela izvrSeno je

uz pomoc racunalnog programa GeneMapper 5.0 (Applied Biosystems).

3.6. STATISTICKA ANALIZA MORFOLOSKIH PODATAKA

Kako bi se utvrdila varijabilnost populacija crne i bijele johe u Podravini na
temelju morfometrijske analize lista, pristupilo se statistickoj obradi podataka.
StatistiCka obrada podataka obavljena je pomocu statistiCkog programa STATISTICA
8.0 (StatSoft, Inc. 2001). Sve koristene metode provedene su koristenjem standardnih
algoritama (Conover 1980; Everitt 1981; Sokal i Rohlf 2012; Sharma 1996; Legendre i
Legendre 1998).

3.6.1. Deskriptivna statistika

Trend izmjerenih morfoloSkih znacajki lista istrazivanih vrsta u ovome
istraZivanju opisan je putem deskriptivnih statistiCkih pokazatelja, pri €ijem su izraCunu
koriSteni standardni algoritmi deskriptivne statistiCcke analize (Sokal i Rohlf 2012).
Podaci su prikazani sljedec¢im procjeniteljima: aritmetiCka sredina (M), mod, medijan,
standardna devijacija (SD), raspon (Xmin - Xmax), Koeficijent varijabilnosti (CV%)
(Snedecor i Cochrain 1971).

3.6.2. Analiza varijance (ANOVA)
Analizom varijance (ANOVA) ukupna je varijanca ras¢lanjena na varijancu
izmedu prosjecCnih vrijednosti skupina i na varijancu unutar samih skupina (Sokal i

Rohlf 2012). Analizirani izvori varijabilnosti bili su populacija kao fiksni efekt te stablo
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kao slu€ajni efekt, na nacin da je efekt stablo ugnijezden unutar efekta populacija. Kako
bi se dobio uvid u zastupljenost pojedinih istrazivanih izvora varijabilnosti u ukupnoj
varijanci primijenjena je metoda najveée vjerodostojnosti (Restricted Maximum
Likelihood Method — REML). Ukupna varijanca ras¢lanjena je na sastavnice varijance:
izmedu vrsta, izmedu populacija (medupopulacijska varijabilnost) i izmedu stabala

unutar populacija (unutarpopulacijska varijabilnost).

3.6.3. Diskriminantna analiza

Diskriminantna analiza primijenjena je za odredivanje morfoloskih znacajki
listova koje najbolje razlikuju, odnosno diskriminiraju, istrazivane populacije crne i
bijele johe. Nezavisne varijable koje su upotrijebljene za razlikovanje grupa, u model
su unesene sukcesivno, odnosno postupnom metodom prema naprijed (forward
stepwise method). Ovom su metodom prvo izraCunati specifiCni pokazatel;i
diskriminantne analize: Wilksova Lambda i parcijalna Wilksova Lambda. Wilksova
Lambda ima vrijednost od nula (savrSeno razlikovanje) do jedan (nema razlikovnog
znacenja). Parcijalna Wilksova Lambda odreduje pojedinacni doprinos varijable
razlikovanju grupa. Sto je manja vrijednost parcijalne Lambde, veéi je doprinos dotiéne
varijable razlikovanju grupa. Vrijednost parcijalne Wilksove Lambde izrazena je i
putem standardne F-vrijednosti, koja je u odnosu na nju obrnuto proporcionalna te je
razlikovna snaga varijable to veca $to je F-vrijednost vecCa. Za svaki F izraCunata je i
pripadna vjerojatnost p. Diskriminacijske funkcije dobivene su pomocéu kanonicke
analize. Diskriminantnom analizom za pet grupa dobivene su Cetiri diskriminacijske
funkcije. Zatim je, x2 testom sa sukcesivnim isklju€ivanjem kanonickih korijena,
odredeno jesu li diskriminacijske funkcije signifikantne. Za svaku signifikantnu funkciju
potom su odredeni standardizirani koeficijenti kanonickih varijabli i to za svaku varijablu
posebno. Sto je veéi standardizirani koeficijent po svojoj apsolutnoj vrijednosti to je i
vecCi doprinos odredene varijable razlikovanju grupa koje je definirano odredenom
diskriminacijskom funkcijom. | na kraju, kako bi se odredilo izmedu kojih je grupa

definirano razlikovanje dobivenim funkcijama, odredene su sredine funkcija.
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3.7. STATISTICKA ANALIZA MOLEKULARNIH PODATAKA

3.7.1. Deskriptivna statistika

Prosjecan broj mikrosatelitnih alela (Na) po populaciji, zapazena heterozigotnost
(Ho) i oCekivana heterozigotnost (Hg) izracunati su pomocu programa GENEPOP 4.0
(Raymond i Rousset 1995). Alelno bogatstvo (Nar) je izracunato u raCunalnom
programu HP-Rare 1.0 (Kalinowski 2004), bogatstvo jedinstvenih alela (Npar) U
programu Convert (Glaubitz 2004), a indeks geneticke diferencijacije (Fst) izmedu svih
parova populacija pomocu nepristranog procjenitelja 8 po metodi Weira i Cockerhama
(1984) kao i njihova signifikantnost pomoéu permutacija u programu FSTAT (Goudet
1995).

3.7.2. Analiza molekularne varijance (AMOVA)

Analizom molekularne varijance (AMOVA) (Excoffier i sur. 1992) ras¢lanjena je
ukupna genotipska varijanca u sastavnice varijance: sastavnicu uzrokovanu razlikama
izmedu vrsta, izmedu populacija i unutar populacija te sastavnicu uzrokovanu
razlikama izmedu i unutar populacija za svaku zasebnu vrstu. Analiza je provedena

upotrebom programa Arlequin ver. 3.0 (Excoffier i sur. 2005).

3.7.3. Faktorijalna analiza korespondencije (FCA)

Prikazivanje podataka u obliku tablica je naj¢eS¢i i najjednostavniji nacin
prikazivanja rezultata, no tumacenje tablica s velikim brojem redova i stupaca je vrlo
zahtjevno, a ponekad i nemoguce. Faktorijalna analiza korespondencije je tehnika s
kojom je moguce pronaci viSedimenzionalni prikaz ovisnosti izmedu redaka i stupaca
u prostoru. Ona omogucuje izgradnju ortogonalnog sustava osi zvanih faktori gdje se
promatranja (redovi tablice) i varijable (stupci tablica) mogu istovremeno prikazati, sto
olakSava otkrivanje skrivenih podataka sadrzanih u odredenoj tablici. Faktorijalna
analiza korespondencije (eng. Factorial Correspondence Analysis; FCA) provedena je
pomocu programa Genetix 4.05 (Belkhir i sur. 2004).
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3.7.4. Bayesovska analiza populacijske strukture

Bayesovska analiza populacijske strukture provedena je pomocu racunalnog
programa STRUCTURE (Pritchard i sur. 2000; Hubisz i sur. 2009). Broj
pretpostavljenin skupina bio je od 1 do 10 (K = 1 - 10) te je za svaku hipotezu
provedeno 10 neovisnih prohoda (eng. run). Svaki se prohod sastojao od 200 000
ponavljanja tijekom razdoblja zagrijavanja lanca (eng. burn-in). Podatci o posteriornoj
vjerojatnosti podataka prikupljani su tijekom 1 000 000 ponavljanja algoritma Markov
Chain Monte Carlo uz pretpostavku modela koji dozvoljava mjeSovito podrijetlo jedinki
(eng. admixture model) i korelirane alelne ucestalosti bez uklju€ivanja prethodnih

informacija o populacijskoj pripadnosti pojedinih jedinki.
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4. REZULTATI
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4.1. MORFOLOSKA RAZNOLIKOST LISTA

4.1.1. Deskriptivna statistika

Za svaku mjerenu morfoloSku znacajku lista izraCunati su sljedeci deskriptivni
statisticki pokazatelji: aritmetiCka sredina, medijan, mod, raspon (minimalne i
maksimalne vrijednosti), standardna devijacija i koeficijent varijacije. Aritmeticka
sredina i standardna devijacija kao dio rezultata deskriptivne statistiCcke analize

prikazani su u obliku Box & Whiskers dijagrama na slikama 11-20.

Povrsina plojke (LA). Prosje¢na povrSina plojke triju populacija bijele johe je bila
22,64 cm?, dok je u ukupnom uzorku dviju populacija crne johe bila 23,60 cm?. Od tri
istrazivane populacije bijele johe prosje¢no najveéu povrsinu plojke (24,57 cm?) imale
su jedinke iz populacija Ai3 (Donji Miholjac). Ova znacajka je bila najvarijabilnija u

populacijama crne johe.
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Slika 11. Osnovni statistiCki parametri za povrsinu plojke (LA) prikazani Box
& Whiskers dijagramima. Box: aritmeti¢ka sredina *+ standardna devijacija,
whiskers: aritmeti¢ka sredina + 2xstandardne devijacije.

Duzina plojke (LL) i duzina plojke mjerena od osnove plojke do mjesta najvece
Sirine plojke (PMLW). Prosje¢na duZina plojke u ukupnom uzorku populacija bijele
johe iznosila je 6,75 cm, dok je medu populacijama crne johe prosje¢na duzina plojke
bila 6,07 cm. Najvece vrijednosti za duzinu plojke mjerenu od osnove plojke do mjesta
njezine najvece S$irine zabiljezene su za populacije bijele i crne johe s Ormoskoga
jezera. Duzina plojke i duzina plojke mjerena od osnove plojke do mjesta najvece Sirine

plojke bile su varijable ¢iji su koeficijenti varijacije govorili da najvecu varijabilnost imaju
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populacije bijele johe s vrijednostima 15,66 % (LL) i 19,14 % (PMLW). Koeficijenti
varijacije za populacije crne johe iznosili su 14,67 % (LL) i 17,98 % (PMLW).
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Slika 12. Osnovni statisti¢ki parametri za duzinu plojke (LL) prikazani Box &
Whiskers dijagramima. Box: aritmeti¢ka sredina + standardna devijacija,
whiskers: aritmeti¢ka sredina £ 2xstandardne devijacije.
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Slika 13. Osnovni statisti¢ki parametri za udaljenost od osnove plojke do
mjesta njezine najveée Sirine (PMLW) prikazani Box & Whiskers
dijagramima. Box: aritmeti¢ka sredina = standardna devijacija, whiskers:
aritmeticka sredina + 2xstandardne devijacije.

Maksimalna Sirina plojke (MLW) i Sirina plojke na 50 % duzine plojke (LW1).
ProsjeCna maksimalna Sirina plojke i Sirina plojke mjerena na 50 % njezine duZine u
populacija crne johe iznosila je 5,36 i 5,18 cm, a u populacija bijele johe 4,88 i 4,69

cm. Veca varijabilnost za navedene znaCajke zabiljeZzena je u populacijama crne johe.
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Slika 14. Osnovni statisti¢ki parametri za maksimalnu Sirinu plojke (MLW)
prikazani Box & Whiskers dijagramima. Box: aritmeti¢ka sredina
standardna devijacija, whiskers: aritmetiCka sredina + 2xstandardne
devijacije.
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Slika 15. Osnovni statistiCki parametri za Sirinu plojke na 50 % duZine (LW1)

prikazani Box & Whiskers dijagramima. Box: aritmeti¢ka sredina
standardna devijacija, whiskers: aritmetiCka sredina + 2xstandardne
devijacije.
Sirina plojke na 90 % duzine plojke (LW2). Prosje¢na $irina plojke na 90 % duzine
plojke iznosila je u crne johe 3,22 cm, a u bijele johe 1,52 cm. Najvecu Sirinu plojke na
90 % duzine plojke imala je populacija crne johe Ag2 iz Burdevca (3,29 cm), dok je
najmanja bila u populacije bijele johe Ai1 s Ormoskoga jezera (1,5 cm). Za ovu osobinu
populacije bijele johe (CV = 29,89%) su bile znacajno varijabilnije u odnosu na

populacije crne johe (CV = 16,87%).
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Slika 16. Osnovni statistiCki parametri za Sirinu plojke na 90 % duzine (LW2)
prikazani Box & Whiskers dijagramima. Box: aritmeti¢ka sredina
standardna devijacija, whiskers: aritmetiCka sredina + 2xstandardne
devijacije.

Kut koji zatvaraju glavna lisna zila i pravac definiran osnovom plojke i tokom
na rubu lista, koja se nalazi na 10 % (LA1) i 25 % (LA2) duzine plojke. Prosje¢no
najveci kut koji zatvaraju glavna lisna Zila i pravac definiran osnovom plojke i tockom
na rubu lista, koja se nalazi na 10 % duzine plojke zabiljezen je za populacije bijele
johe. Drugim rijeCima, populacije bijele johe odlikovale su se zaobljenijom osnovom
plojke. S druge strane, prosje¢ne vece vrijednosti za znaCajku LA2 zabiljeZzene su u
populacijama crne johe. Za navedene znaCajke je karakteristiCan niski koeficijent

varijacije.
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Slikal7. Osnovni statisticki parametri za kut LA1) prikazani Box & Whiskers
dijagramima. Box: aritmetiCka sredina + standardna devijacija, whiskers:
aritmeticka sredina + 2xstandardne devijacije.
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Slikal8. Osnovni statisticki parametri za kut LA2) prikazani Box & Whiskers
dijagramima. Box: aritmeti¢ka sredina  standardna devijacija, whiskers:
aritmetiCka sredina + 2xstandardne devijacije.

Duzina peteljke (PL). ProsjeCne vrijednosti za duzinu peteljke bile su slicne u obje
istrazivane svojte. Najveca prosjeCna vrijednost za navedenu znacajku zabiljezena je
u populaciji crne johe s podrucja Ormoskoga jezera (2,24 cm), a najmanja u populaciji
bijele johe (1,86 cm), takoder sa podru¢ja Ormoskoga jezera. Varijabilnije peteljke
svojstvene su populacijama bijele johe (CV = 24,10 %).
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Slikal9. Osnovni statisti¢ki parametri za duzinu peteljke (PL) ) prikazani Box
& Whiskers dijagramima. Box: aritmeticka sredina + standardna devijacija,
whiskers: aritmeticka sredina + 2xstandardne devijacije.
Broj lisnih zila (NLV). Kao i Sirina plojke na 90 % duzine plojke (LW2) i broj lisnih Zila
pokazivao je visoku razinu varijabilnosti izmedu populacija crne i bijele johe. Najvedi
broj lisnih Zila imala je populacija bijele johe Ai3 iz Donjeg Miholjca (10,83), a najmaniji

obje populacije crne johe s istim vrijednostima prosje¢nog broja lisnih Zila (6,95).
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Prosje€an broj zZila populacije bijele johe iz Slatine bio je 10,54, a s Ormoskoga jezera
10,68. Koeficijenti varijacije ove znacajke bili su najveci za populacije crne johe (CV =
11,36%) te neSto maniji za populacije bijele johe (CV = 8,96 %).
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Slika 20. Osnovni statisti¢ki parametri za broj lisnih zila (NLV) ) prikazani
Box & Whiskers dijagramima. Box: aritmeti¢ka sredina * standardna
devijacija, whiskers: aritmeti¢ka sredina + 2xstandardne devijacije.

4.1.2. Analiza varijance (ANOVA)

Rezultati provedene analize varijance prikazani su u tablicama 6-8. Crvenom
bojom oznacCene su statistiCki znacajne p vrijednosti. Analizom varijance utvrdeno je
da se istraZivane vrste (crna i bijela joha), razlikuju u sljede¢im znacajkama: duzina
plojke (LL), Sirina plojke mjerena na 90 % duzine plojke (LW2), kut koji zatvaraju glavna
lisna Zila i pravac definiran osnovom plojke i to€kom na rubu lista, a koja se nalazi na
10 % duzine plojke (LA1) i broj lisnih Zila (NV). Najveéi udio u ukupnoj varijabilnosti za
znacajke Sirina plojke mjerena na 90 % njezine duzine i broj lisnih Zila odnosio se na
varijabilnost izmedu istrazivanih vrsta. Nakon $to je provedena analiza varijance
posebno za bijelu i posebno za crnu johu, utvrdeno je da su populacije crne johe gotovo
uniformne dok su se populacije bijele johe signifikantno razlikovale u Sest od deset
istraZivanih znacajki lista. U obje vrste utvrdena je znacajno veca unutarpopulacijska
nego medupopulacijska varijabilnost s tim da se najveci udio od ukupne varijance ipak

odnosio na komponentu ostataka tj. varijabilnost listova unutar stabla.
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Tablica 6. ANOVA — analiza varijance.

Znacajka Sastavnice varijance df F Postotak P-
varijabilnosti vrijednost

LA Vrsta 1 0,31 0,00 0,614716
Populacija (Vrsta) 3 3,55 2,84 0,017200
Stablo (Vrsta*Populacija) 97 8,53 26,57 0,000000
Ostatak 1938 70,59

LL Vrsta 1 11,074 17,42 0,044517
Populacija (Vrsta) 3 3,54 3,00 0,017531
Stablo (Vrsta*Populacija) 97 8,29 21,22 0,000000
Ostatak 1938 58,37

MLW Vrsta 1 7,95 12,38 0,066421
Populacija (Vrsta) 3 3,07 2,71 0,031546
Stablo (Vrsta*Populacija) 97 9,17 24,62 0,000000
Ostatak 1938 60,29

PMLW Vrsta 1 2,66 2,26 0,200625
Populacija (Vrsta) 3 2,27 1,81 0,085583
Stablo (Vrsta*Populacija) 97 8,32 25,69 0,000000
Ostatak 1938 70,24

Lwi Vrsta 1 9,70 14,03 0,052338
Populacija (Vrsta) 3 2,77 2,34 0,045487
Stablo (Vrsta*Populacija) 97 9,44 24,83 0,000000
Ostatak 1938 58,80

LW2 Vrsta 1 453,454 82,45 0,000210
Populacija (Vrsta) 3 1,30 0,09 0,277816
Stablo (Vrsta*Populacija) 97 12,16 6,26 0,000000
Ostatak 1938 11,20

LA1 Vrsta 1 16,20 12,81 0,026842
Populacija (Vrsta) 3 1,04 0,13 0,376352
Stablo (Vrsta*Populacija) 97 15,83 37,07 0,000000
Ostatak 1938 49,98

LA2 Vrsta 1 5,97 4,75 0,091013
Populacija (Vrsta) 3 1,02 0,06 0,386846
Stablo (Vrsta*Populacija) 97 17,10 42,48 0,000000
Ostatak 1938 52,72

PL Vrsta 1 1,60 2,30 0,294801
Populacija (Vrsta) 3 5,66 6,49 0,001290
Stablo (Vrsta*Populacija) 97 8,81 25,59 0,000000
Ostatak 1938 65,62

NLV Vrsta 1 1160,93 88,34 0,000048
Populacija (Vrsta) 3 0,82 0,00 0,485132
Stablo (Vrsta*Populacija) 97 11,90 4,09 0,000000
Ostatak 1938 7,57

Crvenom bojom oznacene su statisticki znac¢ajne p vrijednosti.

39



Tablica 7. ANOVA - analiza varijance (Alnus glutinosa).

Znacajka Sastavnice varijance df P°~°f.t°t"?‘k . P-
varijabilnosti vrijednost

Populacija 1 0,53 0,00 0,471817
LA Stablo (Populacija) 38 10,64 32,22 0,000000

Ostatak 760 67,78

Populacija 1 1,78 1,50 0,189836
LL Stablo (Populacija) 38 12,14 35,24 0,000000

Ostatak 760 63,26

Populacija 1 0,02 0,00 0,900901
MLW Stablo (Populacija) 38 10,77 32,19 0,000000

Ostatak 760 67,81

Populacija 1 0,27 0,00 0,604660
PMLW .

Stablo (Populacija) 38 12,72 36,47 0,000000

Ostatak 760 63,53

Populacija 1 0,00 0,00 0,988823
LW1 Stablo (Populacija) 38 11,10 32,92 0,000000

Ostatak 760 67,08

Populacija 1 1,79 1,25 0,188677
LW2 Stablo (Populacija) 38 8,91 27,99 0,000000

Ostatak 760 70,76

Populacija 1 0,85 0,00 0,361189
LAl Stablo (Populacija) 38 18,76 46,93 0,000000

Ostatak 760 53,07

Populacija 1 0,53 0,00 0,471625
LA2 Stablo (Populacija) 38 23,47 52,59 0,000000

Ostatak 760 47,41

Populacija 1 1,43 0,59 0,239334
PL Stablo (Populacija) 38 7,31 23,84 0,000000

Ostatak 760 75,57

Populacija 1 0,00 0,00 1,000000
NLV Stablo (Populacija) 38 11,48 33,74 0,000000

Ostatak 760 66,26

Crvenom bojom oznadene su statistiCki zna¢ajne p vrijednosti.
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Tablica 8. ANOVA - analiza varijance (Alnus incana).

. . - Postotak P-

Znacajka Sastavnice varijance df F varijabilnosti vrijednost

Populacija 2 6,42 6,49 0,002997
LA Stablo (Populacija) 59 6,98 21,51 0,000000

Ostatak 1178 72,00

Populacija 2 4,53 4,28 0,014755
LL Stablo (Populacija) 59 6,77 21,36 0,000000

Ostatak 1178 74,35

Populacija 2 5,80 6,25 0,005005
MLW Stablo (Populacija) 59 7,90 24,06 0,000000

Ostatak 1178 69,69

Populacija 2 4,07 3,53 0,022188
PMLW Stablo (Populacija) 59 6,06 19,46 0,000000

Ostatak 1178 77,01

Populacija 2 5,50 5,94 0,006473
Lwi1 Stablo (Populacija) 59 8,04 24,51 0,000000

Ostatak 1178 69,55

Populacija 2 1,09 0,09 0,343566
LW2 Stablo (Populacija) 59 14,88 41,02 0,000000

Ostatak 1178 58,89

Populacija 2 1,42 0,85 0,250183
LA1 Stablo (Populacija) 59 12,66 36,57 0,000000

Ostatak 1178 62,58

Populacija 2 1,63 1,22 0,204902
LA2 Stablo (Populacija) 59 12,55 36,20 0,000000

Ostatak 1178 62,58

Populacija 2 7,12 9,09 0,001710
PL Stablo (Populacija) 59 9,77 27,68 0,000000

Ostatak 1178 63,23

Populacija 2 1,05 0,15 0,356617
NLV Stablo (Populacija) 59 11,95 35,26 0,000000

Ostatak 1178 64,59

Crvenom bojom oznadene su statistiCki zna¢ajne p vrijednosti.

4.1.3. Diskriminantna analiza

Cjelokupni rezultati diskriminantne analize nam ukazuju na Cinjenicu da je
razlikovanje izmedu istrazivanih populacija signifikantno: Wilksova A = 0,02905; F
(40,335) = 12,942; p < 0,00001.

Pokazatelji diskriminantne analize prikazani su u tablici 9. Na temelju vrijednosti
parcijalne Wilksove A moze se zakljuciti da varijable NLV (broj lisnih zila) i LW2 (Sirina
plojke na 90 % duZine plojke) najviSe doprinose razlikovanju populacija crne i bijele
johe (najniza vrijednost parcijalne A). S druge strane, sljedeée znacajke ne doprinose
razlikovanju istraZivanih populacija na statisticki znac¢ajno razini: kut koji zatvaraju

glavna lisna zZila i pravac definiran osnovom plojke i to€kom na rubu lista, koja se nalazi
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na 25 % duZzine plojke (LA), duzina plojke (LL) i Sirina plojke mjerena na 50 % duzine
plojke (LW1).

Tablica 9. Pokazatelji diskriminantne analize, po varijablama.

Znacajka Wilksova A Parcijalna A F p-vrijednost
NLV 0,041694 0,696650 9,579684 0,000002
Lw2 0,036564 0,794390 5,694201 0,000401

PMLW 0,035188 0,825455 4,651981 0,001875
MLW 0,034281 0,847292 3,965081 0,005260
LA 0,033390 0,869907 3,290052 0,014603
LAl 0,033134 0,876614 3,096559 0,019576
PL 0,032825 0,884859 2,862712 0,027886
Lwi 0,031620 0,918598 1,949534 0,109283
LL 0,030473 0,953162 1,081066 0,370838
LA2 0,029626 0,980412 0,439546 0,779703

Crvenom bojom oznacene su statistiCki zna€ajne p vrijednosti.

Za sedam varijabla (p < 0,05) i pet grupa, kanonickom analizom dobivene su
Cetiri diskriminacijske funkcije (broj funkcija = maniji broj izmedu broja varijabla i broja
grupa minus jedan). Nakon toga je utvrden doprinos svake pojedine varijable
razlikovanju definiranih grupa. Standardizirani koeficijenti kanonickih varijabli prikazani
su u tablici 10. Sto je veéi standardizirani koeficijent po svojoj apsolutnoj vrijednosti to
je i veéi doprinos pripadne varijable razlikovanju grupa koje je definirano doti€nom
diskriminacijskom funkcijom. Ista tablica sadrzi i svojstvene vrijednosti te kumulativni
udio varijabilnosti za svaku funkciju. 1z tablice se moZe vidjeti da prva funkcija sadrZi
96,5 % objasnjene varijabilnosti, dok je doprinos ostalih funkcija zanemariv, preostalih
3,5 %.

Tablica 10. Standardizirani koeficijenti kanonickih varijabli.

Znacajka DF1 DF2 DF3 DF4
LA -0,21666 -0,045286 3,12705 2,91762
MLW 0,07356 0,304916 -1,11587 -3,59894
PMLW 0,84711 0,100768 -2,59705 0,07232
LW2 -0,81247 0,177012 -0,07055 0,43635
LAL 0,63302 0,063242 -1,67794 0,19425
PL 0,00610 -0,718048 -0,36074 -0,01306
NLV 0,60460 0,091854 -0,14764 -0,15093
Svojstvena 15,53660 0,241664 0,19897 0,12335
vrijednost
Kumulativna 0,96497 0,979981 0,09234 1,00000
proporcija
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Nakon §to je utvrdeno koja svojstva lista i u kojoj mjeri doprinose razlikovanju
istraZivanih grupa duz prve i druge kanoniCke osi pristupilo se odredivanju sredina
kanonickih varijabli kako bi se utvrdilo koje se grupe medusobno razlikuju po pojedinim
funkcijama. Iz tablice 11 moZze se vidjeti da prva diskriminacijska funkcija u najveco;j

mjeri razlikuje populacije bijele i crne johe.

Tablica 11. Sredine kanonic¢kih varijabli za dvije diskriminacijske funkcije, po grupama.

Grupa DF1 DF2 DF3 DF4
Agl -4,68656 -0,317338 0,465153 0,347895
Ag2 -4,87365 0,269407 -0,445829 -0,363455
Ail 2,93055 0,747854 0,449047 -0,047774
Ai2 2,90802 -0,004634 -0,580367 0,452751
Ai3 3,38331 -0,632081 0,101815 -0,354016

Na slici 22 prikazane su projekcije kanonskih varijabla za prve dvije
diskriminacijske funkcije. lako se iz grafiCkog prikaza, jedinke crne i bijele johe
medusobno jasno odvajaju, odnosno na lijevoj strani dijagrama grupiraju se jedinke
crne, a na desnoj strani jedinke bijele johe, vidljivo je da jedna jedinka iz populacije Ai2
I dvije jedinke iz populacije Ai3 zauzimaju sredisnji prostor izmedu ove dvije velike
skupine. S obzirom na to da su ove tri jedinke morfoloski intermedijarne u odnosu na

dvije istraZivane vrste mozemo pretpostaviti da su hibridne.
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Slika 22. Grafi¢ki prikaz prve i druge diskriminacijske funkcije. Crveno
okruzeni genotipovi ozna€avaju potencijalno hibridne jedinke.

4.2. GENETICKA RAZNOLIKOST POPULACIJA

4.2.1. Deskriptivna statistika

Osnovni populacijski parametri koji opisuju unutarpopulacijsku genetiCku
raznolikost dvije populacije crne johe i tri populacije bijele johe prikazani su u Tablici
12. Vrijednosti svih mjerenih populacijsko-genetickih parametara bili su izrazito viSi u
populacijama crne u odnosu na populacije bijele johe. Broj alela neovisan o broju
uzoraka u analiziranoj populaciji (alelno bogatstvo, Nar) kretao se od 3,674 (Ail) do
7,000 (Agl). Po bogatstvu jedinstvenih alela najsiromasnija populacija bila je Ai2
(0,018), a najbogatija je bila populacija Agl (1,248). ZapaZena heterozigotnost (Ho) se
kretala od 0,435 (Ail) do 0,684 (Agl). OCekivane heterozigotnosti (He) su se kretale
od 0,438 (Ail) do 0,740 (Ag2). Multilokusnim testom utvrdeno je signifikantno
odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze u populacijama Ag2 (manjak

heterozigota) i Ai2 (visak heterozigota).
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Tablica 12. Geneticka raznolikost dvije populacije crne i tri populacije bijele johe upotrebom

12 SSR mikrosatelitnih biljega.

Populacija n Nar Npar Ho He
Agl 19 7.000 1.248 0.684 0.708
Ag2 21 6.770 0.792 0.667 0.740
Ail 20 3.674 0.220 0.435 0.438
Ai2 20 3.949 0.018 0.530 0.471
Ai3 22 4.134 0.184 0.523 0.488

n - broj analiziranih jedinki, Nar - alelno bogatstvo, Npar - bogatstvo jedinstvenih alela, Ho - zapazena heterozigotnost,
He - oCekivana heterozigotnost

4.2.2. Geneticka diferencijacija

Matrica vrijednosti indeksa geneticke diferencijacije (Fst) izmedu svih parova

populacija nalazi se u Tablici 13. Uo€ene vrijednosti ukazuju na izrazitu diferencijaciju

izmedu istrazivanih vrsta. Naime, vrijednosti Fst izmedu populacija crne johe s jedne

strane i bijele johe s druge strane bile su izrazito vece i signifikantne, a izmedu

populacija iste vrste puno manje i nesignifikantne. Najveca vrijednost je zapazZena

izmedu populacija Ag1 i Ai1 (0.332), a najmanja izmedu dvije populacije crne johe

(0,009).

Tablica 13. Matrica vrijednosti Fst izmedu populacija crne i bijele johe.

Populacija Agl Ag2 Ail Ai2 Ai3
Agl ns *x ** **
Ag2 0.009 ** *x **
Ail 0.332 0.326 ns ns
Ai2 0.312 0.299 0.016 ns
Ai3 0.308 0.307 0.011 0.027

*** P <0,001;** 0,001 <P <0,01;,*0,01 <P <0,05;, ns P>0,05
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4.2.3. Analiza molekularne varijance (AMOVA)

AMOVA analizom, ukupna genetiCka varijanca ras€lanjena je u sastavnice
varijance: A) izmedu vrsta te izmedu i unutar svih analiziranih populacija, B) izmedu i
unutar populacija vrste A. glutinosa, C) izmedu i unutar populacija vrste A. incana
(Tablica 14). Iz provedene tri analize vidljivo je da je velina ukupne genetiCke
raznolikosti uzrokovana meduvrsnom raznolikoS¢u (A. glutinosa vs. A. incana:
(31,49%) te raznolikoS¢u unutar populacija (67.62% - 98,96%), dok je postotak
varijance izmedu populacija izrazito mali.

Tablica 14. Raspodjela raznolikosti na temelju Analize molekularne varijance: (A) izmedu

dvije vrste (A. glutinosa vs. A. incana)- izmedu i unutar 5 populacija crne i bijele johe, (B)
izmedu i unutar dvije populacije crne johe, (C) izmedu i unutar tri populacije bijele johe.

Sastavnice ¢

Analiza Izvor varijance % Ukupne varijance statistika P(¢)
Izmedu vrsta 1,322 31,49 0,315 < 0.0001
A Izmedu populacija 0,037 00,89 0,013 0.00188
Ag + Ai
Unutar populacija 2,838 67,62 0,324 < 0.0001
B Izmedu populacija 0,038 1,04 0,010 0.09644
Ag Unutar populacija 3,618 98,96
C Izmedu populacija 0,040 1,67 0,017 0.00366
Ai Unutar populacija 2,336 98,93

P(¢) - signifikantnost ¢-statistike nakon 10,000 slu€ajnih permutacija

4.2.4. Faktorijalna analiza korespodencije (FCA)

Faktorijalnom analizom korespondencije (FCA) prikazani su odnosi izmedu 102
jedinke crne i bijele johe (Slika 23). Prve tri osi objasnjavaju 96,84 % ukupne varijance,
s tim da prva os iznosi 80,86 %, druga 11,71 %, a tre¢a 4,27 % ukupne varijance. Prva
0s razdvaja istrazivane jedinke po vrstama (crna vs. bijela joha), druga donekle
razdvaja dvije populacije crne johe, a treCa os ne razdvaja jedinke niti po jednom
jasnom kriteriju. Nekoliko jedinki iz populacija bijele johe naslo se vise-manje na sredini

razdvajanja po prvoj osi te se za njih moze pretpostaviti da su hibridne jedinke.

46



0.8

0.6
0.4
0.2
Z
(4.27%) 00
-0.2
1.5
-0.4
-0.6
Legend: i
® Ag1l
© Ag2 = ® (11.71%)
® Ai1 ' ¥
@ Ai2 X - T
O Ai3 (80.86%) ’

Slika 23. Prikaz odnosa izmedu 102 jedinke iz dvije populacije crne johe (Ag = A. glutinosa) i tri
populacije bijele johe (Ai = A. incana) u koordinatnom sustavu odredenom s prve tri osi
faktorijalne analize korespondencije (FCA). Pojedina&ni genotipovi prikazani su obojanim
krugovima ovisno o populacijskoj pripadnosti. Crveno okruzeni genotipovi oznacavaju
potencijalno hibridne jedinke.

4.2.5. Bayesovska analiza geneti¢ke strukture

GenetiCka struktura populacija procijenjena je Bayesovskom analizom u
racunalnom programu STRUCTURE ne uzimajuéi u obzir prethodne informacije o
populacijskoj pripadnosti pojedinih jedinki u svrhu definiranja skupina, niti informacije
0 geografskoj lokaciji prikupljenih populacija. Na temelju usporedbe posteriornih
vjerojatnosti podaka [InP(X|K)] za svaku pretpostavljenu vrijednost K dobivene su
najvjerodostojnije hipoteze za K = 1 do 10. Takoder je izbor najvjerodostojnije hipoteze
proveden izratunom vrijednosti AK pri ¢emu je najveca vrijednost dobivena za K = 2
(Slika 24), sto sugerira da su analizirane populacije najvjerojatnije potekle iz dvije

izvorne populacije (Slika 25).
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Slika 24. Struktura izvornih populacija na temelju Bayesovske analize
pomoc¢u programa STRUCTURE: Posteriorna vjerojatnost podataka
(K — optimalan broj skupina; InP(X|K) = posteriorna vjerojatnost
podataka; AK vrijednosti su ispisane na vrhovima pikova za
(K =2-10).

Struktura izvornih populacija s udjelom svih jedinki u svakom genskom skupu za
vrijednosti K = 2 prikazana je na slici 25. Kod K = 2 jedinke su podijeljene po pripadnosti
vrsti. Unutar populacija Ai2 i Ai3 detektirana su po dva genotipa (= jedinke) koja su
pretezno geneticki bijela joha A. incana, ali s dosta velikim udjelom genoma crne johe
(A. glutinosa). Na ovaj nacin upotrebom Bayesovske analize genetiCke strukture za
Cetiri jedinke nesumnjivo je potvrden hibridni karakter i pripadnost svojti Alnus x

pubescens Tausch.
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Slika 25. Struktura izvornih populacija na temelju Bayesovske analize pomoc¢u programa
STRUCTURE pri K = 2. Svaka je jedinka predstavljena stupcem, a boja odgovara postotku
genoma (Q) jedinke koja potjeCe iz odredene izvorne populacije. (Agl i Ag2 populacije crne

johe, Ail, Ai2 i Ai3 populacije bijele johe).

4.3. MORFOLOSKE OSOBINE LISTA HIBRIDNIH JEDINKI SVOJTE Alnus x pubescens

Tausch

Hibridne jedinke bijele i crne johe po odredenim morfoloSkim osobinama su
slicnije bijeloj johi (prosjeCna duzina lisne plojke /LL/), po drugima crnoj johi
(maksimalna Sirina plojke /MLWY/ i Sirina plojke na 50 % duZzine plojke /LW1/), neke
osobine su naglasenije u hibridnih jedinki u odnosu na roditeljske vrste (povrsina plojke
/LA/, duZina plojke mjerena od osnove plojke do mjesta najvece Sirine plojke /PMLW/
i duzina peteljke /PL/), a neke su intermedijarne s obzirom na roditeljske vrste (Sirina
plojke na 90 % duzine plojke /LW2/, broj lisnih Zila /NLV/, kut koji zatvaraju glavna lisna
Zila i pravac koji prolazi kroz osnovu plojke i toCku na rubu lista koja se nalazi na 10 %
duzine plojke /LA1/, kut koji zatvaraju glavna lisna Zila i pravac koji prolazi kroz osnovu
plojke i to¢ku na rubu lista koja se nalazi na 25 % duzine plojke /LA2/ i broj lisnih Zila
INLV/) (Tablica 15). Navedene morfoloSke osobine lista krizanaca i njegov cjeloviti

izgled u odnosu na listove roditeljskih vrste prikazan je na slici 26.
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Tablica 15. Deskriptivna statistika listova populacija bijele (A. incana) i crne johe (A. glutinosa) i njihovih hibrida

Takson Deskriptivni Znacajka

pokazatelj LA (cm2) LL (cm)  MLW (cm) PMLW (cm) Lwi LW2 (cm) LA1 (°) LA2 (°) PL (cm) NLV
(cm)

M 22,64 6,75 4,88 3,21 4,69 1,52 59,56 48,88 2,03 10,80
Median 22,58 6,76 4,93 3,18 4,72 1,46 60,00 49,00 1,97 11,00
AlNUS Mod Multiple Multiple Multiple Multiple Multiple Multiple 62,00 49,00 Multiple 11,00
incana Xmin 6,04 3,18 2,69 1,12 2,55 0,44 38,00 38,00 0,78 7,00
Xmax 43,36 9,79 7,13 5,27 7,07 3,74 73,00 58,00 4,90 15,00
SD 6,25 1,06 0,73 0,62 0,70 0,46 6,05 3,81 0,49 0,97
CV (%) 27,62 15,66 15,05 19,14 15,03 29,89 10,16 7,80 24,10 8,96
M 25,57 6,78 5,36 3,60 5,19 2,43 57,42 49,56 2,22 9,05
Median 24,64 6,76 5,42 3,64 5,29 2,37 57,00 50,00 2,25 9,00
AINUS N Mod Multiple Multiple Multiple Multiple Multiple 1,87 56,00 50,00 Multiple 9,00
pubescens Xmin 14,80 5,27 3,95 2,43 3,67 1,46 40,00 42,00 1,16 7,00
Xmax 42,11 8,85 7,03 5,42 6,97 4,40 69,00 56,00 3,36 11,00
SD 6,40 0,93 0,74 0,61 0,74 0,69 5,30 3,34 0,48 0,91
CV (%) 25,03 13,77 13,80 16,85 14,16 28,51 9,23 6,73 21,51 10,08
M 23,60 6,07 5,36 3,41 5,18 3,22 55,42 50,35 2,20 6,95
Median 22,62 6,01 5,31 3,36 5,16 3,18 56,00 51,00 2,22 7,00
AlNUS Mod Multiple Multiple Multiple Multiple 5,40 Multiple 61,00 51,00 Multiple 7,00
glutinosa Xmin 8,31 3,70 3,18 1,94 3,04 1,87 30,00 36,00 0,93 5,00
Xmax 53,88 9,37 8,37 5,44 8,03 5,02 74,00 61,00 3,96 9,00
SD 7,01 0,89 0,84 0,61 0,84 0,54 8,48 4,58 0,45 0,79
CV (%) 29,68 14,67 15,74 17,98 16,30 16,87 15,29 9,09 20,61 11,36

Multiple — Multimodalna distribucija.



Alnus incana (L.) Moench  Alnus x pubescens Tauch  Alnus glutinosa (L.) Gaertner

Slika 26. Tipi¢ni oblik lista roditeljskih vrsta (Alnus incana i Alnus glutinosa) i njihovog hibrida

Alnus x pubescens na primjeru skeniranih herbarijskih listova.
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5. RASPRAVA
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Na podruc¢ju Europe krizanci bijele i crne johe (Alnus pubescens Tausch) do
sada su utvrdeni na podrugju Bjelorusije, Latvije, Poljske, Ceske, Svedske i Irske
(Banaev i Bazant 2007). Premda su hibridne jedinke ovih vrsta zabiljezene i u
Hrvatskoj (Alegro i sur. 2006; Poljak i sur. 2014a) sustavna istrazivanja do sada nisu
provedena. Cilj ovog diplomskog rada je bio morfometrijskim i molekularnim pristupom
potvrditi ili osporiti postojanje hibridnih jedinki bijele i crne johe u pet populacija iz
Podravine. Na samom pocCetku istrazivanja navedena metodologija je primijenjena za
razlu€ivanje populacija roditeljskih vrsta. Naime, bez mogucnosti jasnog morfoloskog i
molekularnog razlikovanja roditeljskih vrsta dokazivanje hibridnih jedinki bilo bi jako
oteZano, ako ne i nemogucée (Radosavljevi¢ i sur. 2019).

IstraZivanjem 10 morfoloSkih varijabla listova na ukupno 102 jedinke iz tri
populacije bijele i dvije populacije crne johe ukupno je analizirano 2040 listova (20
listova po jedinci). Sve upotrijebljene statisticke analize pokazale su trend odvajanja u
dvije skupine koje su se u potpunosti poklapale s ishodiSno sakupljenim vrstama:
crnom i bijelom johom. Od 10 morfoloskih osobina lista najvecu diskriminantnu
vrijednost za odvajanje vrsta imale su varijabla NLV (broj lisnih zila) i LW2 (Sirina plojke
na 90% duZzine plojke). Na istom uzorku jedinki provedena je i molekularna analiza
upotrebom mikrosatelitnih biljega pri Cemu je dobiven gotovo identian rezultat. Isto
tako dokazana je izrazito veca unutarpopulacijska varijabilnost od medupopulacijske
bez obzira o kojoj se vrsti radi. Velika unutarpopulacijska varijabilnost upucuje na
slobodan protok gena izmedu populacija. Sli€ne rezultate su dobili i drugi autori
prilikom istrazivanja morfoloSke varijabilnosti listova drvenastih vrsta (Franji¢ 1996;
Kajba 1996; Skvorc 2003; IdZojti¢ i sur. 2006; Zebec i sur. 2010; Poljak i sur. 2013,
2014a, 2018b).

Ono $to je u ovom istrazivanju razlikovalo populacije crne i bijele johe je veéa
genetiCka raznolikost crne johe i neSto ve¢a morfoloSka raznolikost bijele johe. Po
dobivenim rezultatima za geneticku raznolikost i bogatstvo jedinstvenih alela (He i Npar)
populacije crne johe su starije od populacija bijele johe te su se u njima uspjeli nakupiti
rijetki aleli, a istovremeno zbog njihove veli€ine nije doSlo do smanjenja geneticke
raznolikosti uslijed oplodnje u bliskom srodstvu. S druge strane populacije bijele johe
su po genetiCkim podacima vjerojatno mlade te su nastale Sirenjem iz manjeg broja
jedinki pa im je genetiCka raznolikost u startu bila skromnija, a rijetki aleli se nisu uspjeli
nakupiti. Veéa varijabilnost morfoloSkih osobina bijele johe mozda je i rezultat

introgresija crne johe u genom bijele johe ili pak fenotipska plasti€nost koja ne mora
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imati svoje podrijetlo u genetiCkoj nego u epigenetickoj raznolikosti zbog promjenijivih
okoliSnih uvjeta (Bossdorf i sur 2008; Zhang i sur. 2013). U prilog ovom posljednjem
zakljuCku idu rezultati dobiveni fitocenoloSkim istrazivanjem Suma bijele johe u
Podravini. Naime, prema tom istrazivanju veliki antropogeni zahvati i promjene
namjene zemljista doveli su do toga da su Sume bijele johe doZivjele regresivne
promjene u rasprostranjenosti i flornom sastavu pa ih se moze smatrati ugroZzenima
(Vukeli¢ i sur. 2018).

lako je trend odvajanja u dvije skupine bio o€it, i u morfoloSke i u molekularne
analize je uoceno nekoliko jedinki bijele johe koje po svojim morfolosko-molekularnim
osobinama nisu pripadale ni jednoj vrsti. Od ukupno istrazivane 102 jedinke hibridno
podrijetlo je sigurno potvrdeno za samo tri jedinke. Glavni razlog ovako malom broju
hibrida treba traziti u vremenskom pomaku u cvjetanju roditeljskih vrsta (Yurkevich i
sur.1963; Parfenov 1980). Naime, neka eksperimentalna istraZivanja su pokazala kako
bijela joha cvjeta tjedan dana ranije nego crna (Luchnik 1974), ali da vrijeme cvatnje
nije potpuno uniformno unutar samih populacija te da pojedine jedinke bijele johe, bilo
uslijed bioloske specifi€nosti ili posebnih mikroklimatskih uvjeta, mogu cvjetati u isto
vrijeme kad i jedinke crne johe (Banaev i Bazant 2007).

Tek nakon primjene Bayesovske analize populacijske strukture na
mikrosatelitnim podacima bilo je moguce dobiti detaljniji uvid u genetiCku strukturu
hibridnih jedinki. Na ovaj nacin je u jedinkama br. 17 i 20 iz populacije bijele johe Ai2
(Slatina) i jedinci br. 21 iz populacije Ai3 (Donji Miholjac) utvrdena introgresija genoma
crne johe (36.7 do 45,1 %; Slika 25). Buduci da po definiciji introgresija ili introgresijska
hibridizacija predstavlja povratno krizanje meduvrsnog hibrida s biljkkom roditeljske
vrste (Harrison i Larson 2014), hibridne jedinke iz Podravine su vjerojatno rezultat
povratnog krizanja s bijelom johom kao roditeljskom vrstom. Moguénost da su hibridne
jedinke povratni krizanci s bijelom johom u potpunosti potvrduju rezultati morfoloSke
analize po kojima su tri utvrdene hibridne jedinke morfoloski i geneticki specifiCne, ali
ipak sli¢nije jedinkama bijele johe (Slika 22). Zasto su hibridne jedinke sli¢nije bijeloj
johi moglo bi se objasniti i rezultatima istrazivanja Kundzinsh-a (1968) koji je zakljucio
da do uspjesne hibridizacije medu ovim vrstama moze doci samo onda ako je bijela
joha maj€inska biljka. Slijedeci ovu logiku moZemo pretpostaviti da hibridne jedinke
obitavaju samo u populacijama bijele johe te dalje povratnim krizanjem s jedinkama
unutar populacije bijele johe formiraju krizance koji su genomom srodniji, a

morfologijom sli¢niji jedinkama bijele johe. U svakom slu€aju za siguran zaklju€ak o
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pripadnost hibridnih jedinki odredenoj generaciji hibrida morale bi se uporabiti dodatne
molekularne i statisticke metode (Anderson i Thompson 2002).

Bez obzira kakvi su hibridi prisutni (F1, F2 ili razliciti tipovi povratnih krizanaca)
u istrazivanim populacijama, dobiveni rezultati su omogudili isklju€ivanje tri jedinke iz
populacija bijele johe i njihovo tretiranje u morfoloSkoj analizi kao tre¢e svojte, hibrida
Alnus x pubescens Tausch (Tablica 15). Ovako provedena morfoloska analiza
potvrdila je jasnu morfoloSku specificnost hibridnih jedinki koje su posjedovale vecéu
povrsinu plojke lista, duzu plojku mjerenu od osnove do mjesta najvece Sirine lista te
duzu peteljku od roditeljskih vrsta. Ostalih sedam mjerenih osobina su bile sli¢nije
jednoj odnosno drugoj roditeljskoj vrsti ili su bile intermedijarne u odnosu na njih.
Zanimljivo je da sve ove navedene morfoloSke osobine lista zajedno rezultiraju
karakteristiCnim listom koji je ve¢ na prvi pogled razli€it od listova jedinki roditeljskih
vrsta (Slika 26). Ipak, treba naglasiti da su na mladim ograncima pojedinih hibridnih
jedinki uz ovakve ,hibridne® oblike listova neki autori uocili i listove karakteristiCne za
roditeljske vrste (Banaev i Bazant 2007).

Razli¢itim antropogenim zahvatima na podrucju nizinskih Sumskih ekosustava
u Podravini mijenjaju se stanisne prilike, pri ¢emu propadaju i nestaju mnogi ¢lanovi
ekosustava, Sto dovodi do gubitka bioloSke raznolikosti. Izgradnjom hidroelektrana i
uredivanjem vodotokova smanjuje se razina podzemnih voda, koje su uz poplavne
vode temeljni Cimbenik u formiranju Sumskih zajednica u nizinskim Sumskim
ekosustavima (Vukeli¢ i Raus 1998). Buduc¢i da su navedene promjene u stanistima
nepovratne, a za krizance crne i bijele johe se u literaturi navodi da imaju vecu
otpornost na susu, na bolesti korijena, da su manji zahtjevi za kvalitetom tla od crne i
bijele johe te da posjeduju dobra fizicko-tehniCka svojstva drva (Poljak i sur. 2014a,;
Kajba 1990; Mejnartowicz 2008; Banaev i Bazant 2007; Uri i sur. 2003; Rungis i sur.
2010), poSumljavanje ovih stanista hibridnim jedinkama €ini se izglednom opcijom u

buduénosti.
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6. ZAKLJUCCI
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Na temelju provedene morfometrijske i geneticke analize populacija bijele i crne johe

iz Podravine mogu se izvuéi sljedeci najvazniji zaklju€ci:

1) sve primijenjene statistiCke metode ukazivale su na trend odvajanja istrazivanih
jedinki u dvije skupine koje se mogu poistovjetiti sa ishodiSno skupljenim vrstama:
bijelom i crnom johom,

2) u crne johe je zapazena veca genetiCka, a u bijele johe nesto ve¢a morfoloSka
raznolikost,

3) iako je trend odvajanja u dvije skupine bio ocit, i u morfoloSke i u molekularne
analize je uoCeno nekoliko jedinki unutar populacija bijele johe koje po svojim
morfoloSko-molekularnim osobinama nisu pripadale ni jednoj vrsti,

4) od ukupno istrazivane 102 jedinke hibridno podrijetlo (Alnus x pubescens
Tausch) je dokazano za tri jedinke iz populacija bijele johe (moguci razlog tako
malog broja jedinki hibridnog porijekla je vremenski pomak u cvjetanju roditeljskih
vrsta),

5) hibridne jedinke iz Podravine su vjerojatno rezultat povratnog krizanja s bijelom
johom kao roditeljskom vrstom, ali za siguran zaklju¢ak o pripadnost hibridnih jedinki
odredenoj generaciji hibrida morale bi se upotrijebiti dodathe molekularne i
statisticke metode,

6) nakon primjene Bayesovske analize populacijske strukture na molekularnim
podacima utvrdena je introgresija genoma crne johe u intermedijarnim jedinkama
(36.7 do 45,1 %),

7) hibridne jedinke se razlikuju od obje roditeljske vrste po veéoj povrsini plojke,
duZini plojke mjerenoj od osnove do mjesta najvece Sirine te po duzini petelike
(ostalih sedam mjerenih osobina su bile sli¢nije jednoj odnosno drugoj roditeljskoj

vrsti ili su bile intermedijarne u odnosu na njih).
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