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1. UVOD

1.1. Taksonomija, ekologija i korologija ljekovite (Salvia officinalis L.) i kratkozupčaste kadulje (Salvia brachyodon Vandas)

Salvia officinalis L. (Sl. 1) (Linné 1753) pripada porodici usnjača (Lamiaceae). Sinonimi za vrstu su Salvia officinalis var. crispa Alef., Salvia officinalis subsp. major Gams in Hegi, Salvia officinalis var. latifolia Alef. i Salvia tomentosa Mill.. U narodu je zovu različitim imenima: kadulja, kuš, pelin, salima, slavulja, krastatica, kuš divlji, pelin pitomi, šalvija, žalvija, narugvana kadulja, žalfija, prava kadulja, a u znanstvenoj literaturi se pojavljuje pod imenom ljekovita kadulja, mirisava kadulja i ljekovita žalfija (FCD 2011). 
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Slika 1. Ljekovita kadulja (Salvia officinalis L.) - morfološko-anatomske osobine a) cvat, b) cvijet, c) list, d) habitus.
Prirodno je ljekovita kadulja rasprostranjena na istočnoj jadranskoj obali i otocima (Sl. 2) od Slovenije, Hrvatskog Primorja i Dalmacije, mediteranskog dijela Bosne i Hercegovine, Crne Gore do Albanije  (Kušan 1941; Ristić i sur. 1999). Prirodno se može naći i u kontinentu od južne Srbije, Kosova do Makedonije (Janković 1982). Južna granica njenog autohtonog areala je na sjeverozapadu Grčke gdje raste samo u kopnenom dijelu i to na visini između 650 i 950 m (Karousou i sur. 2000). Sjeverna granica areala te endemične biljke je u Italiji u okolici Trsta. Prirodno stanište joj je krški kamenjar (Kušan 1941). Po nekim autorima ljekovita kadulja je autohtona još u južnoj Francuskoj, Španjolskoj i sporadično u Sjevernoj Africi (Debbab i sur. 2009). Kultivirana je u područjima umjerene kontinentalne klime. Često je pobjegla iz kulture i u mnogim krajevima je naturalizirana (Randall 2007). 

Ljekovita kadulja je višegodišnji drvenasti polugrm do 60 cm visok. Kora joj je sivo-smeđa i ljušti se. Stabljike su uspravne ili polegle s mnogobrojnim finodlakavim granama, zagasitozelene boje. Korijenov sustav je dobro razvijen, te ima sposobnost snažnog prodiranja u kamenjaru. Listovi su na peteljci, nasuprotni, jednostavni, ponekad s jednim ili dva režnja pri bazi (naročito u juvenilnoj fazi), fino pilastog ruba, naborane površine, duguljasti, manje ili više suženi pri bazi, bijelo dlakavi 
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Slika 2. Rasprostranjenost ljekovite (Salvia officinalis L.) i kratkozupčaste kadulje (Salvia brachyodon Vandas)

s donje strane i zelenkasto, zelenkasto sivo ili srebreno s gornje, gusto dlakavi dok su juvenilni. Cvjetovi su na 2-4 mm dugoj peteljci, u pazušnim prividnim pršljenima s 5-10 cvjetova, koji čine prividni sastavljeni klas. Čaška je duga 10–14 mm, točkasto dlakava, s pet zubaca. Vjenčić veličine do 35 mm, ljubičasto-plavi, ružičast, rjeđe bijeli. Plod je oraščić kuglasto-jajastog oblika, 2-3 mm dužine i 2 mm širine, tamnosmeđe boje (HEDGE 1972; ŠILIĆ 1973). Ova vrsta je veoma varijabilna, naročito s obzirom na listove (HANELT I IPK 2001). Biljka prezimljuje s jednim dijelom, obično mlađih listova, koji su gusto smješteni na krajevima sterilnih ogranaka (KUŠAN 1941). Cvjeta od ožujka do srpnja, ovisno o klimatskim uvjetima staništa. Cvjetanje traje otprilike mjesec dana. Ljekovita kadulja ima žljezdaste (štitaste i glavičaste) i obične dlake. Štitaste dlake se sastoje od bazalne stanice, jednostanične stapke i žljezdaste dvanaestostanične glave. Taj tip dlaka nalazi se na listovima i čaškama, te proizvodi miješanu izlučinu (sekret) s hidrofilnim i lipofilnim komponentama. Također je utvrđeno da kadulja ima četiri tipa glavičastih (kapitatnih) dlaka, koje se razlikuju po građi, mjestu nalaženja i funkciji, izlučini i načinu lučenja (CORSI I BOTTEGA 1999). Ljekovita kadulja se koristi kao ljekovita biljka tisućama godina. U narodnoj medicini najpoznatije je liječenje desni i usne šupljine jakim uvarkom od kadulje, te grgljanje kod upaljenog grla.
Salvia brachyodon Vandas (Vandas 1899) ili kratkozupčasta kadulja (Sl. 3) pripada istoj skupini vrsta unutar roda Salvia kao i ljekovita kadulja, sekciji Salvia (Hedge 1972). Sinonimi za vrstu su Satureja thymifolia Scop.; Melissa alba Waldst. et Kit. i Calamintha thymifolia (Scop.) Reinchb, a u narodu je zovu kratkozupčasta kadulja, kratkozupčasta žalfija, kratkozuba kadulja, veliki krstac, krstac, crni pelin, širokolisni pelin, grki pelin (FCD 2011). Karl Vandas prvi je otkrio vrstu na planini Orjen koja se nalazi na granici između Crne Gore i Bosne i Hercegovine, na području između tvrđave Ulice i Vrbanje (Vandas 1899) te je to mjesto označeno kao locus classicus vrste. Na poluotoku Pelješcu, na vrhu Sv. Ilija na visini od oko 900 m sabrao ju je E. Brandis 1904 godine. Taj nalaz prvi objavljuje L.Keller (1915) koji ujedno navodi i narodno ime te biljke – veliki krstac. Dosad je pronađena na samo ta dva lokaliteta. U literaturi se spominje i nalazište na planini Mosor (Girometta 1930), međutim to nalazište tijekom kasnijih istraživanja nije potvrđeno te se smatra nepouzdanim (Sl. 2). 
Kratkozupčasta kadulja na poluotoku Pelješcu raste na plitkom tlu, na dolomitno-vapnenačkoj podlozi, a mjestimično i na dubljem humoznom gdje je onda obilnije zastupljena. Na tom se staništu vrsta javlja u svijetlim šumama dalmatinskog crnog bora s pršljenastom crnjušom (Trinajstić 1986), na rubovima šuma i šumskim čistinama, ulazeći u sastav subasocijacije Genisto-Ericetum verticilatae Horvatić pinetosum dalmaticae Horvatić reda Cisto-ericetalia Horvatić. Raste u skupini većeg broja jedinki, naročito u sastavu borovih šuma. Populacija S. brachyodon Vandas na području planine Orjen raste na dolomitno-vapnenačkim plitkim tlima na rubu termofilnih šuma i šikara reda Quercetalia pubescentis Br.-Bl., na šumskim čistinama i propagalama, dopirući do zone primorske šume bukve te se rijetko javlja pojedinačno. Pripada vegetaciji podsveze Saturejon subspicatae Horvat, reda Scorzonero-Chrysopogonetalia Horvatić et Horvat, asocijacije Lino-Salvietum brachyodoni (Abadžić i Šilić 1982).

Stabljika ove biljke je uspravna, okruglo ili tupo četverobrida, u donjem dijelu pomalo bijelo vunasto dlakava, gore gola, prevučena sivo bjeličastom tankom prevlakom, ispunjena bijelom srži. Listovi su na dugoj peteljci, a veličina im znatno varira (6-14 cm dugi i 1,5-4 cm široki). Plojka im je cjelovita ili perasto razdijeljena: terminalni odsječak je najveći, postranih odsječaka ima 1-3 (2-4 cm dugi i 5-7 mm široki) i većinom su srasli s terminalnim odsječkom. Razvijeni listovi su na licu slabo dlakavi, na naličju gusto bijelo pustenasti, dok stari listovi postaju kožasti, žutozeleni, s jače istaknutim nervima i oskudnije dlakavi. Plojka je na rubu blago naborana. Cvjetovi formiraju rahli metličast cvat, sastavljen od 2-5 cvjetova. Cjevasto-zvonasta čašica je duga oko 8-10 mm, žljezdasto-ljepljiva s jasno izraženim uzdužnim žilama. Zupci čašice su široko trokutasti, na vrhu ušiljeni. Krunica je duga 35-40 mm te pomalo dlakava i žljezdasta. Vrijeme cvjetanja je od srpnja do kolovoza. Broj kromosoma je 2n=14 (Šilić 1990).
Budući da između populacija kratkozupčaste kadulje na poluotoku Pelješcu i planini Orjen postoje razlike, nije isključeno da bi kratkozupčasta kadulja s poluotoka Pelješca mogla biti stenoendem hrvatske flore (Abadžić i Šilić 1982). 

[image: image3.jpg]



Slika 3. Kratkozupčasta kadulja (Salvia brachyodon Vandas) - morfološko-anatomske osobine: a) habitus, b) cvijet, c) građa prašnika, d) usporedba listova ljekovite i kratkozupčaste kadulje
1.2. Ugroženost i zaštita kratkozupčaste kadulje
Na osnovu danas poznatih nalazišta možemo sa sigurnošću reći da je kratkozupčasta kadulja jedna od najrjeđih biljnih vrsta dinarskog krša. Prema kategorijama ugroženosti kratkozupčasta kadulja pripada kategoriji gotovo ugrožene vrste (near thretened, NT) i ima status endema (FCD 2011). Prema objavljenom popisu svojta u Pravilniku o proglašavanju divljih svojti zaštićenim i strogo zaštićenim (»Narodne novine«, broj 99/09) S.brachyodon Vandas spada u strogo zaštićene zavičajne divlje svojte vaskularne flore. Do sada nisu vršena istraživanja koja bi pratila promjene u brojnosti, veličini areala i mogućem negativnom populacijskom trendu ove usko rasprostranjene vrste.
 1.3. Konzervacijska genetika ili genetika u zaštite biološke raznolikosti 
Biološka raznolikost predstavlja najvišu razinu raznolikost životnih oblika na našem planetu, a može se promatrati kroz raznolikost vrsta, raznolikost ekosustava i genetsku raznolikost. Biološka raznolikost se proučava zbog mnogo razloga, od antropocentričnih (npr. hrana, farmacija, zabava i turizam) do pragmatičnih prema kojima život na našem planetu ne može opstati bez različitih vrsta. Usprkos činjenici da je 99 % svih vrsta koje su do sada živjele na našem planetu izumrlo, biološka je raznolikost u posljednjih 600 milijuna godina ipak u neprestanom porastu. Oko 96% od svih izumiranja na Zemlji događalo se konstantno tijekom vremena dok se 4 % izumiranja dogodilo za vrijeme pet odvojenih masovnih izumiranja. Posljednje masovno izumiranje vrsta zbilo se prije 65 milijuna godina kada je oko 85 % tada živućih vrsta izumrlo (Freeland 2005). 
Mnogi biolozi smatraju da smo danas na pragu šestog masovnog izumiranja (Leakey i Lewin 1995). Zabrinjavajuće je da IUCN organizacija (International Union for Conservation of Nature and Natural Resources) svakodnevno povećava popis vrsta koje su pod rizikom od izumiranja (tzv. Crveni popis /Red List/). U Crvenim popisima obično postoje različite kategorije ugroženosti svojti npr. kritično ugrožene (Critically Endangered /CR/), ugrožene (Endangered /E/), osjetljive (vulnerable /VU/) i sl. Ove kategorije ugroženosti temelje se na brojnim čimbenicima kao što su: trenutna veličina populacije, broj spolno zrelih jedinki, generacijsko vrijeme, trend smanjivanja veličine populacije, fragmentacija populacija i sl.. Crveni IUCN popis iz 2003. ukazuje da je 23 % svih sisavaca i 12 % ptica ugroženo. 
Zašto je danas tako mnogo vrsta pred izumiranjem? U većini slučajeva odgovor je: „Različite ljudske djelatnosti uništile su životna staništa mnogim vrstama na Zemlji“. Mnoge su endemične vrste ugrožene zbog namjerne ili slučajne introdukcije stranih vrsta. Lov, ribolov, obrt i trgovina dovele su do prekomjerne eksploatacije mnogih vrsta, a ogroman broj vrsta postupno nestaje zbog industrijskog zagađenja. Unutar kopnenih biljka, za golosjemenjače se može reći da su jedna od najbolje istraženih skupina, a unutar takve skupine utvrđeno je kako čak 31 % svojti pripada raznim kategorijama ugroženosti. Problem je još veći ako znamo da u mnogim drugim skupinama nemamo gotovo nikakvih informacija za većinu vrsta (npr. 72 % danas poznatih kukaca je klasificirano kao ugroženo, a danas poznati kukci čine jedva 0,1 % svih kukaca na Zemlji) (Freeland 2005). 
Ekologija je grana biologije koju primarno zanima kakva je interakcija između živih organizama s jedne strane i živih organizama i okoline s druge strane. Do sada dobiveni podaci temeljili su se na različitim aspektima morfologije organizma, fiziologije, biokemije, ponašanja i sl.. Tradicionalne ekološke studije uvelike su obogatile naša znanja o različitim vrstama i omogućila razumijevanje procesa koji održavaju ekosustave. Unutar ekologije proučavanje i zaštita ugroženih svojti ima važno mjesto. Konzervacijska genetika (conservation genetics) je znanstvena disciplina unutar ekologije koja proučava genetiku populacija rijetkih i ugroženih vrsta kako bi otkrila i razumjela čimbenike koji mogu dovesti do izumiranja (Hedrick 2004).
Ugrožene svojte imaju po definiciji malu ili opadajuću veličinu populacija. S druge strane preživljavanje svih populacija kroz određeni vremenski period ovisi o razini genetičke raznolikosti. Genetička raznolikost unutar populacija ovisi o mutacijama, transferu gena i alela iz jedne u drugu populaciju (gene flow), o promjenama u frekvenciji alela tj. genetskom pomaku (genetic drift), prirodnoj selekciji i sl.. Može se reći da neki čimbenici dovode do erozije genetičke raznolikosti npr. genetički pomak, dok ju drugi povećavaju npr. gene flow. Budući da se genetički pomak odigrava mnogo brže u malim populacijama za očekivati je da genetička raznolikost bude smanjena u malim populacijama (Booy i sur. 2000). Isto tako poznato je da sve populacije sadrže smrtonosne alele, ali je njihova frekvencija vrlo mala. U izrazito malim populacijama, kakve su obično populacije ugroženih svojti, genetički pomak može dovesti do toga da se učestalost smrtonosnih alela jako poveća. Cijeli negativni trend u takvim populacijama još više ubrzava veća stopa križanja u bliskom srodstvu (inbreeding). Postojanje križanja u bliskom srodstvu kao posljedicu ima sve veći broj jedinki u populaciji koje imaju iste alele nekoga gena, tj. dovodi do povećanja homozigotnosti u populacijama (Hedrick i sur. 2000). 
U posljednjih 20 godina razvoj molekularne biologije utjecao je i na razvoj konzervacijske genetike. Tijekom ovog perioda brojne molekularne metode, često pod imenom genetički biljezi, molekularni biljezi i DNA biljezi (genetic markers, molecular markers, DNA markers), a osobito one koje su povezane s otkrićem PCR-a, omogućile su brzo kvantificiranje navedenih negativnih genetičkih tijekova u populacijama kojima prijeti izumiranje (Haig 1998; Hedrick 2004). Molekularne metode za razliku od metoda koje su im prethodile, omogućuju, uz upotrebu odgovarajućih statističkih metoda određivanje ugroženosti populacija, praćenje kretanja jedinki, mjerenje stupnja oplodnje u bliskom srodstvu, postojanje izmjene gene među populacijama (gene flow) i sl. u ranom stadiju kada još nije kasno za provođenja mjera zaštite i zaustavljanja negativnog trenda. Iz dobivenih podataka moguće je zaključiti: koje su populacije stvarno najugroženije i moraju imati prioritet u zaštiti (Hedrick i Kalinowski 2000, Frankham i sur. 2002), koje populacije mogu poslužiti u programima ex-situ zaštite i/ili za pohranu sjemenki u banci gena, te kasniju reintrodukciju na prirodna staništa (Keller i sur. 2000, Murata i sur. 2004), kakve mjere zaštite treba poduzeti u pojedinim populacijama s obzirom na utvrđenu genetičku raznolikost itd. 
Endemične vrste s malim i izoliranim populacijama danas su najčešći objekt istraživanja konzervacijske genetike (Maki 2003, Tero i sur. 2005, Vilatersana i sur. 2007, Furches i sur. 2009).
1.4. Mikrosateliti kao genetički biljezi

Genetičkim biljegom (genetic marker) smatramo bilo koji dio organizma koji pokazuje neki oblik raznolikosti među istraživanim jedinkama. Takav biljeg ne mora nužno biti gen prema strogoj definiciji gena, ali ga se takvim može smatrati tijekom istraživanja s obzirom da se nasljeđuje prema istim načelima. Stoga različite oblike genetičkih biljega zovemo alelima, a njihovo specifično mjesto na kromosomu, lokusom. Genetičke biljege dijelimo na morfološke i molekularne. DNA biljezi, koji spadaju u molekularne biljege, otkrivaju gensku raznolikost izravno na razini DNA. Danas postoji veliki broj različitih molekularnih tehnika čiji je cilj stvaranje velikog broja lako uočljivih, jeftinih, i ponovljivih DNA biljega. Tehnike se mogu podijeliti u četiri skupine: 1) raznolikost dužina restrikcijskih fragmenata (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP), 2) nasumično umnožena polimorfna DNA (Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD), 3) mikrosateliti ili ponavljajuće jednostavne sekvence (Simple Sequence Repeats, SSR) i 4) raznolikost dužina umnoženih fragmenata (Amplified Fragment Length Polymorphism, AFLP) (ŠATOVIĆ 1999).
Mikrosateliti ili ponavljajuće jednostavne sekvence (SSR) najčešći su oblik ponavljajuće DNA u eukariotskom genomu. Mikrosatelitnu sekvencu čini motiv od dva do šest parova baza koje se ponavljaju nekoliko desetaka puta čineći sekvencu DNA duljine od nekoliko desetaka do nekoliko stotina nukleotida. Prisutne su u kodirajućim i nekodirajućim regijama DNA i zapremaju veliki udio genetičkog materijala. Najčešći mikrosatelitni motivi kod biljaka su (GA), (GT), (AGA), (ACA), (ACC), (AGG). Nizovi sekvenci pokazuju visoku raznolikost u duljini na razini populacija, stoga se koriste kao najčešći biljezi u istraživanju srodstvenih odnosa uskosrodnih svojti i prilikom istraživanja srodstvenih odnosa među i unutar populacija iste svojte.
Varijabilnost među mikrosatelitima objašnjava se pomoću dva mehanizama, a to su: nejednaki crossing over tijekom mejoze i replikacijsko klizanje (replication slippage). Nejednaki crossing over tijekom mejoze rezultira smanjenjem ili potpunim gubitkom mikrosatelitnih regija na jednom kromosomu i povećanjem njihovog broja na drugom (Sl. 4). Replikacijsko klizanje se događa prilikom replikacije DNA kada može doći do kratkotrajnog proklizavanja DNA lanca u nastanku s lanca kalupa. Kao posljedica ovog proklizavanja novonastali komplementarni DNA lanac nosi omču kao rezultat jednog ili više ponavljanja viška. U sljedećim replikacijskim ciklusima, omča može poslužiti kao kalup, te kao posljedicu imati produljenja novonastalog DNA lanca ("forward slippage"). Suprotno ovome, ako tijekom replikacije omča nastaje na lancu kalupa posljedica u sljedećem ciklusu replikacije je delecija ("backward slippage") (Sl. 5).
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Slika 4. Nastanak mikrosatelitne raznolikosti nejednakim crossing-overom.
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Slika 5. Varijabilnost mikrosatelita objašnjena replikacijskim klizanjem
Mikrosateliti kao genetički biljezi imaju niz prednosti, kao što je kodominantnost, pouzdanost, visoka razina ponovljivosti, a tipičan lokus može sadržavati desetke alela. Nedostatak je visoka razina specifičnosti za jednu vrstu ili svega nekoliko usko srodnih vrsta i u tome što je za izradu PCR početnica potrebna znatna laboratorijska stručnost i vrijeme. Nakon što se jednom konstruiraju PCR početnice, mikrosatelitne regije jednostavno se umnožavaju lančanom reakcijom polimerazom.

1.5. Statističke metode u populacijskoj genetici

1.5.1. Deskriptivna statistika

Deskriptivna statistika obuhvaća izračun niza jednostavnih statističkih parametara u svrhu analize informativnost biljega kao i raznolikosti unutar populacija.
Raznolikost mikrosatelitnih biljega analizira se na temelju izračuna ukupnog broja alela po biljegu (Na), broja jedinstvenih alela (Npr), alelnog bogatstva (Nar), zapažene heterozigotnosti (HO), očekivane heterozigotnosti ili genske raznolikosti (HE), te Informacijskog sadržaja polimorfizma (PIC).

Jedinstvenih aleli (private alleles) su definirani kao aleli koji se pojavljuju u jedinkama samo jedne od analiziranih populacija. 

Alelno bogatstvo (allelic richness; El Mousadik i Petit 1996; Petit i sur. 1998) predstavlja procjenu prosječnog broj alela neovisnu o veličini uzorka svođenjem svih uzoraka na veličinu najmanjeg uzorka. Alelno bogatstvo se procjenjuje upotrebom rarefakcijskog indeksa (Hurlbert 1971) prema formuli:
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gdje je,


N - broj uzorkovanih jedinki,

2N - broj uzorkovanih alela,

Ni - broj alela i u populaciji,

n - broj poduzorkovanih jedinki (veličina najmanjeg uzorka u analizi),

2n - broj poduzorkovanih alela.

Zapažena heterozigotnost (observed heterozigosity; HO) je definirana kao udio heteozigotnih jedinki u analiziranim populacijama.

Očekivana heterozigotnost (expected heterozygosity) ili genska raznolikost (gene diversity; HE) predstavlja udio jedinki u populaciji koje bi bile heterozigotne nakon jedne generacije nasumične oplodnje, odnosno vjerojatnost da su dva nasumično odabrana alela iz populacije međusobno različita. Očekivana heterozigotnost ili genska raznolikost izračunava se najčešće na temelju napristane (unbiased) formule po Neiju (1987) koja uključuje korekciju na malu veličinu uzorka:
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gdje je,


HE - nepristrana genska raznolikost po Neiju,


n - veličina uzorka,


pi - učestalost alela i u populaciji,


I - ukupan broj alela,


HO - zapažena heterozigotnost.

Informacijski sadržaj polimorfizma (Polymorphism Information Content; PIC) (Botstein I SUR. 1980) kao mjerilo alelne raznolikosti predstavlja udio informativnog potomstva, odnosno vjerojatnost da će se genotip potomstva moći upotrijebiti u svrhu saznanja od kojeg roditelja potječu pojedini aleli. Informacijski sadržaj polimorfizma se procjenjuje prema formuli: 
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gdje je,


pi - učestalost alela i u populaciji,


I - ukupni broj alela.

1.5.2. Hardy-Weinbergova ravnoteža

U svrhu utvrđivanja nalazi li se analizirana populacija u Hardy-Weinbergovoj (HW) ravnoteži potrebno je potrebno ispitati vjerojatnost postojanja nul-alela kod svakog analiziranog biljega i procijeniti njihov udio (fnull), izračunati fiksacijski indeks (FIS), te testirati signifikantnosti odstupanja od Hardy-Weinbergove ravnoteže

Uslijed mutacija na mjestima prilijeganja mikrosatelitnih početnica moguće je pretpostaviti da neki aleli u analiziranim populacijama nisu umnoženi. Takovi se aleli nazivaju nul-alelima (nul alleles), a njihovo postojanje dovodi do krive procjene udjela heterozigotnih jedinki u populaciji i time do prividnog manjka heterozigota. Postojanje nul-alela moguće je statistički utvrditi, te procijeniti njihov udio u analiziranim populacijama. Na temelju broja i učestalosti alela u populaciji moguće je nasumično kreirati genotipove u skupinama iste veličine kao i analizirana populacija. Zapaženi genotipovi se zatim mogu usporediti s raspodjelom nasumično stvorenih genotipova na temelju učestalosti alelno-specifičnih homozigota (allele-specific homozygote; van Oosterhout I SUR. 2004). Alelno-specifični homozigoti pritom predstavljaju broj homozigota po svakom alelu. Jednolika raspodjela suviška homozigota po svakom alelu jasan je znak postojanja nul-alela. Vjerojatnosti zapaženog broja homozigota po svakom alelu izračunavaju se pomoću kumulativne binomne raspodjele po Weiru, a Fisherovim kombiniranim testom vjerojatnosti (Fisher's combined probability test) utvrđujemo signifikantnost postojanja nul-alela određenog mikrosatelitnog biljega. S druge strane, ukoliko se utvrdi sveukupan suvišak homozigota (tj. na više biljega), a raspodjela suviška homozigota nije homogeno raspodijeljena po svakom alelu, problem vjerojatno ne leži u postojanju nul-alela već u odstupanju od Hardy-Weinbergove ravnoteže.

Fiksacijski indeks (Wright 1931) mjerilo je smanjenja heterozigotnosti u populaciji u odnosu na populaciju koja je u Hardy-Weinbergovoj ravnoteži, a izračunava se prema klasičnoj formuli po Wrightu kao: 
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gdje je,


FIS - fiksacijski indeks,


HO - zapažena heterozigotnost, 


HE - očekivana heterozigotnost.

Ukoliko je FIS = 0 populacija je u Hardy-Weinbergovoj ravnoteži. Ukoliko je FIS > 0 u populaciji postoji nedostatak heterozigota što može biti uzrokovano samooplodnjom, te se tako FIS naziva i indeksom unutarpopulacijske endogamije odnosno koeficijentom samooplodnje (inbreeding coefficient). Isto tako, razlog za nedostatak heterozigota može biti uzrokovan podstrukturom populacije koja dovodi do Wahlundovog učinka (Wahlund's effect; Wahlund, 1928). Ukoliko je FIS < 0, postoji višak heterozigota u populaciji što može značiti da prirodni odabir favorizira heterozigote.

Izračun nepristranog procjenitelj fiksacijskog indeksa po metodi Weira i Cockerhama (1984) temelji se na analizi varijance. Ukupna varijanca alelnih učestalosti unutar populacije (
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). Pritom se f, Weirov i Cockerhamov procjenitelj fiksacijskog indeksa (FIS), izračunava prema formuli:
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f - fiksacijski indeks, FIS, izračunat po Weiru i Cockerhamu (1984),
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 - varijanca alelnih učestalosti između jedinki unutar populacije,
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 - ukupna varijanca alelnih učestalosti (
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Signifikantnost odstupanja od Hardy-Weinbergove ravnoteže može se utvrditi 2-testom i Fisherovim egzaktnim testom, te neparametrijski pomoću permutacija ili algoritma Markovljevi lanci (Markov Chain; MC). 
1.5.3. Mjerila genetičke udaljenosti i izrada stabla

Mjerila genetičke udaljenosti mogu se podijeliti s obzirom na razinu analize i tip molekularnih biljega. Genetička se udaljenost može analizirati na populacijskoj razini na temelju alelnih učestalosti ili na razini jedinki na temelju višelokusnih genotipova. Podatke na temelju kojih možemo analizirati genetsku udaljenost možemo prikupiti upotrebom kodominantnih ili dominantnih biljega.
Genetička udaljenost na temelju udjela zajedničkih alela (Proportion of Shared Alleles Distance; DPSAM; Bowcock I SUR. 1994) uobičajeno je mjerilo udaljenosti između jedinki analiziranih pomoću kodominantnih biljega. Udio zajedničkih alela, kao mjerilo sličnosti (Proportion of Shared Alleles; PSA), izračunava se prema formuli:


[image: image17.wmf]L

s

P

L

l

SA

2

1

å

=

=


gdje je,


s - broj zajedničkih alela,


L - ukupan broj biljega.


Iz udjela zajedničkih alela (PSA) za sve je parove genotipova izračunava se genetička udaljenost (DPSAM) prema formuli:
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U svrhu grafičkog prikaza genetičkih odnosa na temelju matrica udaljenosti između svojti (odnosno jedinki ili populacija) često se koriste različite multivarijatne metode. Svojte se mogu prikazati u obliku stabla ili u koordinatnom sustavu. Prikaz u obliku stabla rezultat je razvrstavnih multivarijatnih metoda (classification methods) u koje spadaju različiti algoritmi za izradu stabala kao što su neponderirana metoda za sparivanje skupina na temelju prosječnih vrijednosti (Unweighted pair-group method using arithmetic average; UPGMA; Sneath i Sokal 1973), metoda sparivanja susjeda (Neighbor Joining; NJ; Saitou i Nei 1987) i metoda po Fitchu i Margoliashu (Fitch-Margoliash method; FM; Fitch i Margoliash 1967).

Metodom sparivanja susjeda podaci sadržani u izvornoj matrica udaljenosti se prikazuju u obliku aditivnog stabla na način da se minimalizira razlika između izvornih i patrističkih udaljenosti između parova jedinki. Patristička udaljenost je suma duljina svih grana koje povezuju dvije jedinke na stablu. Izrada stabla metodom sparivanja susjeda započinje zvjezdastim stablom kod kojeg su sve jedinke jednako udaljene od korijena kao i međusobno. Izračunava se korigirana matrica udaljenosti kod koje se udaljenosti između svakog para jedinki korigiraju na temelju prosječne udaljenosti tih jedinki od svih ostalih jedinki u analizi. Razlaganje zvjezdastog stabla započinje od para jedinki koje imaju minimalnu korigiranu udaljenost. Nakon izračunavanja duljina grana od novonastalog članka i para jedinki koje su preko njega povezane, izračunavaju se udaljenosti između članka i svih ostalih jedinki u analizi. Time se tvori nova izvorna matrica, te se cjelokupan postupak ponavlja. Metoda sparivanja susjeda ne pretpostavlja jedinstvenu mutacijsku stopu po svim granama stabla tako da je prikladan za istraživanja koja uključuju i različite svojte.

Pouzdanost skupina na stablu utvrđuje se analizom bootstrap (Felsenstein 1985). Analiza bootstrap je neparametrijska metoda poduzorkovanja prilikom koje se uzimaju poduzorci iste veličine kao i izvorna matrica podataka na način da su neki podaci ispušteni, dok se neki pojavljuju više puta. Na temelju većeg broja (npr. 1,000) poduzoraka odnosno pseudoponavljanja bootstrap izračunavaju se matrice genetičke udaljenosti, te izrađuju stabla svakog pseudoponavljanja u svrhu usporedbe s izvornim stablom. Izračunate vrijednosti bootstrap predstavljaju mjeru pouzdanosti svrstavanja pojedinih genotipova u skupine na stablu. Vrijednosti bootstrap manje od 50% ukazuju na skupinu s više različitih mogućnosti svrstavanja od kojih nije moguće sa sigurnošću utvrditi najpouzdaniju.
1.5.4. Genetsko usko grlo

Genetičko usko grlo (genetic bottleneck) je gubitak genetičke raznolikosti usljed brzog smanjena veličine populacije. U malim populacijama često dolazi do genetičkog pomaka (genetic drift) uvjetovanog slučajem koji dovodi do nasumičnih promjena alelnih učestalosti uz gubitak rijetkih alela. Stoga populacije koje su nedavno prošle kroz genetičko usko grlo pokazuju manju genetičku raznolikost od one teoretski očekivane u slučaju ravnoteže mutacija i pomaka (mutation-drift equilibrium). Pretpostavlja se da takove populacije imaju manje rijetkih alela koji zbog genetičkog pomaka brzo nestaju. Alelna se raznolikost smanjuje brže od zapažene heterozigotnost jer se rijetki aleli brzo gube, a njihov je učinak na porast zapažene heterozigotnosti općenito mali. Tako dolazi do prividnog suviška očekivane heterozigotnosti u odnosnu na onu koja se očekuje u populaciji konstantne veličine i jednakog broja alela. Na temelju zapaženih alelnih učestalosti u analiziranoj populaciji moguće je izračunati očekivanu heterozigotnost pod pretpostavkom da je populacija u ravnoteži mutacija i pomaka odnosno da u svojoj nedavnoj prošlosti nije prošla kroz genetsko usko grlo. Ravnotežna očekivana heterozigotnost (HEQ) se zatim može usporediti s utvrđenom očekivanom heterozigotnošću (HE) analizirane populacije. Ukoliko je HE > HEQ, u analiziranoj populaciji postoji suvišak heterozigotnosti što je znak da je populacija prošla kroz genetičko usko grlo. S druge strane, ukoliko je HE < HEQ, manjak heterozigota ukazuje na skorašnju ekpanziju analizirane populacije.
2. CILJ RADA
Cilj ovog istraživanja je bio utvrditi postoji li i kakva je razlika u genetičkoj raznolikosti između populacija dvije usko srodne vrste, a ipak jako različite po svojoj rasprostranjenosti. Kao objekt istraživanja izabrane su dvije vrste roda Salvia L.. Prva vrsta poznata kao ljekovita kadulja (Salvia officinalis L.) prirodno je rasprostranjenja cijelim Mediteranom, a uzgaja se i kao ljekovita i kao ukrasna biljka u cijelom svijetu. Druga vrsta je kratkozupčasta kadulja (Salvia brachyodon Vandas), stenoendemična i ugrožena vrsta dinarsko-jadranskog krša, poznata samo po populacijama na poluotoku Pelješcu i na planini Orjen na granici između Republike Bosne i Hercegovine i Crne Gore. Kao objekt ovog istraživanja izabrane su po jedna populacija od svake vrste s istog lokaliteta Sv. Ilija na poluotoku Pelješcu. Pretpostavka je da ako se utvrde statistički značajne razlike među istraživanim populacijama, dobiveni genetički podaci predstavljali bi vrijedno oruđe u kreiranju mjera zaštite kratkozupčaste kadulje. Za utvrđivanje genetičke raznolikosti izabrani su mikrosatelitni biljezi (Simple Sequence Repeats, SSR), a statističkom analizom ovih rezultata želja je bila utvrditi: ukupan broj alela, alelno bogatstvo, broj jedinstvenih alela za svaku vrstu, zapaženu i očekivanu heterozigotnost, fiksacijski indeks kao mjeru izoliranosti populacija, testirati signifikantnost odstupanja od Hardy-Weinbergove ravnoteže, utvrditi genetsku udaljenost među jedinkama unutar populacija, utvrditi postojanje genetičkog uskog grla (genetic bottleneck).
3. MATERIJAL I METODE
3.1. Biljni materijal

Listovi ljekovite kadulje za DNA izolaciju sakupljeni su na putu za najviši vrh sv. Ilija na nadmorskoj visini od 387 m, na kordinatama 42° 58' 31'' N i 17° 16' 25'' E. Ukupno je sakupljeno lisnih uzoraka 16 jedinki. Listovi kratkozupčaste kadulje sakupljeni su u blizini najvišeg vrha sv. Ilija na nadmorskoj visini od 843 m, na koordinatama 42° 59' 45'' N i 17° 9' 29'' E. Ukupno je sakupljeno lisnih uzoraka 25 jedinke. Uzorci su do analize pohranjeni u plastične vrećice ispunjene sa silika gelom. Kao trajno pohranjen materijal ovog istraživanja, uz silika gel uzorke i DNA uzorke, čuvaju se i herbarijski uzorci istraživanih populacija (voucher) u Herbarium Croaticum (ZA) Botaničkog zavoda, Biološkog odsjeka PMF-a.
3.2. Izolacija DNA

Ukupna stanična DNA izolirana je iz 20-30 mg silika gel osušenog lisnog tkiva kadulje pomoću GenElute Plant Genomic DNA Miniprep izolacijskog kompleta (Sigma-Aldrich):

· Izvagano tkivo je pomoću anatomske pincete smješteno u 2 ml epruvetu (Eppendorf) i na njega je dodana sterilizirana čelična kugla.

· Tkivo je usitnjeno u uređaju za usitnjavanje tkiva Tissue Lyser (Qiagen/Retsch), 1 min na frekvenciji od 30 Hz/s.

· Na usitnjeno biljno tkivo dodana je otopina: 350 µL otopine A za liziranje stanica (Lysis Solution Part A) i 50 µL otopine B za liziranje stanica (Lysis Solution Part B) te je sadržaj promiješan na vrtložnoj mješalici GVLab (Gilson).

· Dobiveni homogenat inkubiran je 10 min na 65°C uz povremeno miješanje (liziranje stanica).

· Dodano je 130 µL precipitacijske otopine (Precipitation Solution), promješano te smješteno 5 min na -200C (taloženje denaturiranih bjelančevina), a onda centrifugirano 5 min na 16000 g.
· 530 µl supernatanta (sadrži DNA molekule) preneseno je na GenElute filtracijsku kolonu, te centrifugirano 1 min. na 16000 g.

· Kolone su odbačene, a u filtrat je dodano 700 µL otopine za vezanje (Binding Solution) na novu kolonu namjenjenu selektivnom vezanju DNA molekula (GenElute Miniprep Binding) i promješano.

· U nove 2 mL epruvete stavljena je nova kolona (GenElute Miniprep Binding) te je na njezinu membranu otpipetirano 500 µL otopine za pripremu kolone (Column Preparation Solution) koja omogućava selektivno vezivanje isključivo DNA molekula na membranu kolone i centrifugirano 1 min na 12000 g. Filtrat je bačen, a na kolonu je otpipetirano 700 µL otopine iz prethodnog koraka te centrifugirano 1 min na 16000 g.

· Filtrat je odliven, a proces se ponovio još jednom s preostalim volumenom, koristeći istu kolonu. 

· Kolona s vezanim molekulama DNA prebačena je u novu 2 ml epruvetu i u nju je otpipetirano 500 µL otopine za ispiranje (Wash Solution) te centrifugirano 1 min na 16000 g (ispiranje nepoželjnih sastojaka s DNA molekula vezanih na koloni). Filtrat je odbačen, a postupak je ponovljen još jednom, ali ovaj put centrifugirano je 3 min na 16000 g.

· Kolona s DNA molekulama prebačena je u novu 2 mL epruvetu, dodano je 100 µL otopine za oslobađanje molekula DNA s kolone (Elution Solution) prethodno zagrijane na 650C te centrifugirano 1 min na 16000 g.

· Dobiveni filtrat tj, otopina molekula DNA je pohranjena na -20°C.
3.3. Mjerenje koncentracije i utvrđivanje čistoće izoliranih DNA

Koncentracija ukupne stanične DNA izmjerena je pomoću spektrofotometra NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). Prednost ovog uređaja je u tome što je za mjerenje koncentracije potrebno samo 2 ng DNA i nije potreban nikakav dodatni set kemikalija. Uređaj je baždaren prema otopini za oslobađanje molekula DNA s kolone (Elution Solution; Qiagen) korištenoj prilikom izolacije DNA. Kako bi se dodatno potvrdila vjerodostojnost mjerenja, prije početka mjerenja izoliranih DNA, izmjerena je DNA λ poznate koncentracije 100 ng/μl. Osim izmjere koncentracija zabilježen je omjer 260nm / 280 nm kao mjera čistoće izoliranih otopina DNA (Sambrook i sur. 1989).  
3.4. Umnožavanje mikrosatelitnih biljega lančanom reakcijom polimerazom 

Umnožavanje mikrosatelitnih regija provedeno je u uređaju GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). Sastav PCR otopine za umnožavanje mikrosatelita, te volumeni sastojaka prikazani su u Tablici 1. Lančana reakcija polimerazom upotrebom fluorescentno označenih početnica odvijala se prema tzv. tailing proceduri (Schuelke 2000). Ova PCR procedura je neobična po tome što se odvija s tri početnice pri čemu su dvije početnice uobičajene za umnožavanu regiju, dok je treća početnica (M13) nespecifična i označena fluorescencijski (FAM boja fluorescira plavo). Jedna od početnica ima na 5' kraju dodani rep nukleotida identičan M13 početnici (početnica tail F). Tijekom PCR reakcije, M13 početnica se veže na tail F početnicu, čime čitavi umnoženi DNA fragment postaje fluorescencijski obilježen. Na ovaj način smanjuju se troškovi PCR umnožavanja jer je moguće raditi s manjim brojem flurescencijski označenih početnica. Reakcija umnožavanja DNA odvijala se prema sljedećem tzv. 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 temperature smanjuje u svakom od preostala 4 ciklusa za 1 °C, i 90 s na 72 °C; 25 ciklusa od 45 s na 94 °C, 30 s na 55 °C, i 90 s na 72 °C; i 8 min korak produljivanja na 72 °C.
Tablica 1. Sastav PCR otopine za umnožavanje mikrosatelitnog motiva ukupnog volumena 20 μl

	Materijal
	Volumen

	H20 (sterilizirana, deionizirana)
	5,35 μl

	10x PCR pufer (TAKARA)
	2,00 μl

	dNTP (TAKARA)
	1,60 μl

	Početnica tail F (Forward)
	0,15 μl

	Početnica R (Reverse)
	0,40 μl

	Početnica M13 Fam ili Ned
	0,40 μl

	Taq Hs polimeraza (TAKARA)
	0,10 μl

	Otopine DNA uzorka (c = 0,5 ng / μl)
	10,0 μl

	
	


U Tablici 2. prikazani su nazivi i sekvence  početnica za PCR umnožavanje mikrosatelitnih motiva (Radosavljević i sur. 2010, 2011) kod svojte S. officinalis, te ponavljajući motivi i očekivane duljine umnoženih fragmenata DNA. 
Tablica 2. Nazivi i sekvence početnica, ponavljajući motivi  i očekivane duljine umnoženih mikrosatelitnih fragmenata
	Br.
	Naziv
	Sekvenca 5'-3'
	Motiv
	Očekivana duljina (bp)

	1
	SoUZ001 tail F
	TGTAAAACGACGGCCAGTCGAACCGGACCAGAGTCTAA
	(AG)15
	159-195

	
	SoUZ001 R
	CTTGCGCCATCTCTCTTCTC
	
	

	2
	SoUZ002 tail F
	TGTAAAACGACGGCCAGTCGTGTCGCTACAAGACAACC
	(TG)11
	199-222

	
	SoUZ002 R
	CGCACTCACTCTCTCCCTCT
	
	

	3
	SoUZ007 tail F
	TGTAAAACGACGGCCAGTTTGGCTCTAATTATGGGGTCA
	(GT)11
	214-227

	
	SoUZ007 R
	TGGAGATTTTGGTGGCATTT
	
	

	4
	SoUZ011 tail F
	TGTAAAACGACGGCCAGTGGCAGTGGCATTATCACCA
	(GA)25
	175-227

	
	SoUZ011 R
	TGCTGTGATTTGCCTAGGTG
	
	

	5
	SoUZ014 tail F
	TGTAAAACGACGGCCAGTGGCAATGATAAGGATGCTG
	(AGA)10
	201-237

	
	SoUZ014 R
	GAAGCTTCTCCCTTCTCTCTAACA
	
	

	6
	M13
	FAM-TGTAAAACGACGGCCAGT
	
	

	7
	M13
	NED-TGTAAAACGACGGCCAGT
	
	


TGTAAAACGACGGCCAGT = M13 dodatak (tail) na 5' kraju tail F početnice
3.5. Detekcija mikrosatelitnih biljega
Kod provjere rezultata umnožavanja mikrosatelitnih produkata lančanom reakcijom polimerazom korištena je elektroforeza na agaroznom gelu. Za provedbu elektroforeze, 5 μl svakog uzorka pomiješano je s 1 μl boje za nanošenje na gel (30% saharoze, 0.25% brom fenolnog modrila i 0.25% ksilen-cijanola) i stavljeno u jažice. Elektroforeza je trajala 15 min pri 100 V. Nakon elektroforeze gel je uronjen u otopinu etidij bromida na 20 minuta kako bi DNA fragmenti bili vidljivi pod UV svjetlom transiluminatora.

Nakon provjere, uzorci koji su uspješno umnoženi pripremljeni su za detekciju kapilarnom elektroforezom na automatskom sekvenceru. Po svakom uzorku 1,5 μl mikrosatelitelitnih PCR produkata pomiješano je s 10 μl formaldehida i 0,5 μl DNA standarda 500 LIZ (Applied Biosystems®). Uzorci su 3 minute denaturirani na 95° C te neposredno nakon toga smješteni na led.
Umnoženi mikrosateliti detektirani su kapilarnom elektroforezom uz pomoć automatskog sekvencera ABI Prism 3130 i «Dye set» Fam, Vic, Ned i Rox. Nakon kapilarne elektroforeze mikrosatelitni fragmenati DNA bili su vidljivi u obliku .fsa podataka. Pregledavanje .fsa podataka i određivanje mikrosatelitnih alela izvršeno je uz pomoć računalnog programa GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems).
3.6. Statistička obrada molekularnih podataka

 Ukupan broj alela (Na), zapažena heterozigotnost (HO), očekivana heterozigotnosti ili genska raznolikost (HE), te fiksacijski indeks (FIS) izračunati su za svaki mikrosatelitnih lokus pomoću programa GENEPOP 4.0 (Raymond i Rousset 1995). Nepristrani procjenitelj fiksacijskog indeksa (f) izračunat je po metodi Weira i Cockerhama (1984). GENEPOP 4.0 je korišten i za testiranje signifikantnosti odstupanja od Hardy-Weinbergove (HW) ravnoteže po svakom lokusu pojedinačno kao i za sve lokuse zajedno (multilokusni test) pomoću metode Markovljevih lanaca (Guo i Thompson 1992). Postojanje nul-alela testirano je pomoću programa Micro-Checker version 2.2.3 (van Oosterhout i sur. 2004), a u slučaju signifikantnog rezultata procijenjena je učestalost nul-alela. Broj jedinstvenih alela za svaku vrstu (private alleles; Npr) izračunat je u programu MICROSAT (Minch i sur. 1997), a alelno bogatstvo (allelic richness; Nar; El Mousadik i Petit 1996; Petit i sur. 1998) odnosno broj alela neovisan o veličini uzorka izračunat je upotrebom rarefakcijskog indeksa (Hurlbert 1971) u programu FSTAT v2.9.3.2 (Goudet 1995). Informacijski sadržaj polimorfizma (Polymorphism Information Content; Botstein I SUR. 1980) kao i alelne učestalosti izračate su u programu PowerMarker V3.23 (Liu i Muse 2005). Signifikantnost razlika u vrijednostima Nar, HO, HE i FIS između vrsta testirana je pomoću Kruskal-Wallisovog testa u programskom paketu SAS (SAS INSTITUTE 2004).

Udaljenost na temelju udjela zajedničkih alela (proportion-of-shared-alleles distance; Dpsa; Bowcock i sur. 1994) između parova jedinki izračunata je pomoću programa MICROSAT (Minch i sur. 1997). Nezakorijenjena filogenetička stabla izrađena su pomoću algoritma sparivanja susjeda (Neighbor-joining algorithm; Saitou i Nei 1987) u podprogramu NEIGHBOR programskog paketa PHYLIP ver. 3.6b (Felsenstein 2004). 
U svrhu analize postojanja skorašnjeg genetičkog uskog grla (genetic bottleneck) korišten je program BOTTLENECK v. 1.2.02 (Cornuet and Luikart 1996; Piry i sur. 1999). Utvrđena očekivana heterozigotnost (HE) uspoređena je s ravnotežnom očekivanom heterozigotnošću (HEQ) odnosno očekivanom heterozigotnošću populacije koja je u ravnoteži mutacija i pomaka (mutation-drift equilibrium) na temelju zapaženog broja alela imajući na umu različite mutacijske modele: model beskonačnog broja alela (infinite allele model; IAM), model postupnih mutacija (stepwise mutation model; SMM), te dva prijelazna dvofazna modela (two-phase model; TPM). Imajući na umu broj analiziranih lokusa signifikantnost suviška odnosno nedostatka heterozigota utvrđena je pomoću Wilcoxonovog testa (Wilcoxon sign-rank test; Luikart i sur. 1998). 
4. REZULTATI
4.1. Izolacija ukupne stanične DNA

Kvaliteta izolacije DNA određena je pomoću agarozne gel elektroforeze (Sl. 6). Trake DNA (DNA bends) bez velikih repova jasno su ukazivale na visokopolimerne DNA i čiste izolate bez dodataka sekundarnih biljnih spojeva koji bi mogli ometati umnožavanje DNA lančanom reakcijom polimerazom. Uspoređujući intenzitet fragmenata ukupnih staničnih DNA ljekovite i kratkozupčaste kadulje s intenzitetom fragmenata DNA standarda II (Roche®), kojima su poznate koncentracije, bilo je moguće okvirno odrediti koncentracije DNA. 
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Slika 6. Elektroforeza ukupnih staničnih DNA izoliranih iz lisnih tkiva 41 jedinke ljekovite i kratkozupčaste kadulje. Pruga 1 - 25 ljekovita kadulja, 26 - 41 kratkozupčasta kadulja, S = veličinski i koncentracijski DNA standard II (Roche®).
4.2. Koncentracija i čistoća izoliranih DNA
Koncentracije ukupnih staničnih DNA izmjerenih pomoću spektrofotometra NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) iznosile su od 3.9 do 31.3 ng/μl. Mjerenjem apsorbancije otopine DNA pri 260 i 280 nm određena je čistoća izolata (Tablica 3). DNA apsorbira UV svjetlo na 260 i 280 nm, a proteini na 280 nm. Čisti uzorci DNA s neznatnom kontaminacijom proteina imaju omjer apsorbancija na ove dvije valne duljine (260/280 nm) između 1.5 i 2.10. Uzorci jako kontaminirani proteinima imaju omjer niži od 1.5. Većina izmjerenih izolata DNA u ovom istraživanju nalazila se u omjeru između 1.5 i 2.10, no daljnji tijek istraživanja pokazao je da su se i iz uzoraka s manjim omjerima isto tako uspješno umnožili mikrosatelitni lokusi (Prilog 1). 
Tablica 3. Koncetracije uzoraka DNA i omjer apsorbancija pri 260 i 280 nm kao mjera njihove čistoće.
	S. brachyodon
	S. officinalis

	broj uzorka
	c = ng/μl
	260/280
	broj uzorka
	c = ng/μl
	260/280

	1
	19,0
	1,64
	1
	89,2
	1,83

	2
	30,2
	1,23
	2
	58,5
	1,82

	3
	6,9
	2,33
	3
	53,7
	1,85

	4
	8,5
	1,99
	4
	61,2
	1,85

	5
	8,1
	2,14
	5
	55,2
	1,85

	6
	11,6
	2,07
	6
	72,5
	1,82

	7
	6,8
	2,25
	7
	81,3
	1,82

	8
	7,1
	2,09
	8
	79,0
	1,82

	9
	9,9
	1,86
	9
	62,6
	1,73

	10
	9,4
	2,10
	10
	86,2
	1,70

	11
	11,0
	2,00
	11
	64,3
	1,64

	12
	4,8
	2,20
	12
	100,0
	1,64

	13
	6,9
	1,98
	13
	52,7
	1,83

	14
	6,0
	1,66
	14
	39,1
	1,83

	15
	6,4
	1,88
	15
	44,1
	1,61

	16
	6,1
	2,04
	16
	81,
	1,67

	17
	8,0
	2,00
	/
	/
	/

	18
	5,0
	2,28
	/
	/
	/

	19
	5,2
	2,07
	/
	/
	/

	20
	7,2
	2,10
	/
	/
	/

	21
	12,3
	1,71
	/
	/
	/

	22
	7,1
	1,16
	/
	/
	/

	23
	31,3
	1,75
	/
	/
	/

	24
	5,6
	1,97
	/
	/
	/

	25
	3,9
	2,35
	/
	/
	/


4.3. Umnožavanje i detekcija mikrosatelitnih biljega
Mikrosatelitni motivi umnoženi lančanom reakcijom polimerazom i detektirani pomoću kapilarne elektroforeze na automatskom sekvenceru (Prilog 1, Sl. 7) bili su dugački zajedno s početnicama od 142 do 250 parova baza (Tablica 4). Analizom 5 mikrosatelitnih lokusa ukupno je utvrđen 91 alel. Najveći broj alela (23 alela) utvrđen je na lokusu SoUZ014, a najmanji (12 alela) na lokusu SoUZ002.
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Slika 7. Rezultati kapilarne elektroforeze pet mikrosatelitnih lokusa DNA uzorka 7 iz populacije S. brachyodon. Prikaz načinjen uz pomoć računalnog programa GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems). a) lokus SoUZ001, b) lokus SoUZ002, c) lokus SoUZ007, d) lokus SoUZ011, e) lokus SoUZ014.   
4.4. Deskriptivna statistika

Utvrđeni aleli kod kratkozupčaste i ljekovite kadulje (S. brachyodon i S. officinalis) su se u velikoj većini razlikovali u duljini (Tablica 4 i 5), a podudarnost u duljini kod zajedničkih alela odnosno istovjetnosti stanja (identity-in-state; IIS) je vjerojatno slučajna i ne ukazuje na istovjetnost uslijed zajedničkog porijekla (identity-by-descent; IBD) (Sl. 8).
Na osnovi rezultata deskriptivne statistike (Tablica 4) moguće je zaključiti da je alelno bogatstvo (Nar) ili broj alela neovisan o broju uzoraka u analiziranoj populaciji, signifikantno veći (P = 0,028) u populaciji ljekovite (12) nego u populaciji kratkozupčaste kadulje (5,79). Isto tako treba istaknuti odstupanje populacije ljekovite kadulje od Hardy-Weinberg ravnoteže (p(FIS) = 0,001) i signifikantno veći (P = 0,028) koeficijent samooplodnje od onoga u kratkozupčaste kadulje. 
4.5. Genetička udaljenost i srodstveni odnosi jedinki unutar istraživanih populacija

Genetička udaljenost između jedinki unutar populacije ljekovite kadulje pokazala se znatno većom nego što je to slučaj unutar populacije kratkozupčaste kadulje. Tako je prosječna udaljenost na temelju udjela zajedničkih alela (proportion-of-shared-alleles distance; Dpsa) između jedinki vrste S. officinalis iznosila 0.800, a kod vrste S. brachyodon samo 0.616. Isto tako unutar populacije S. brachyodon postoje četiri para genetički identičnih jedinki (Dpsa = 0.000) i pet parova jedinki koje nemaju niti jedan zajednički alel (Dpsa = 1.000), dok je kod populacije vrste S. officinalis najmanja udaljenost između parova jedinki iznosila Dpsa = 0.600 (jedinke su imale četiri zajednička alela od 10), a čak 13 parova jedinki nije imalo niti jedan zajednički alel (Dpsa = 1.000). Da je genetička udaljenost među jedinkama stenoendemične kratkozupčaste kadulje mnogo manja nego kod široko rasprostranjene ljekovite kadulje potvrđuje suma duljina grana (sum of branch lengths; SBL) na stablu izrađenom pomoću algoritma sparivanja susjeda koja je kod S. brachyodon bila 4.345, a kod vrste S. officinalis 5.728 (Sl. 9).

Tablica 4. Genetička raznolikost  populacija vrsta Salvia brachyodon i Salvia officinalis s poluotoka Pelješca

	Lokus
	Ponavljajući
motiv
	Raspon
duljine alela
(pb)
	Na
	Npr
	Nar
	fnull
	HO
	HE
	PIC
	FIS
	p(FIS)

	Salvia brachyodon (n=25)

	SoUZ001
	(AG)15
	158-172
	4
	4
	4.00
	-
	0.720
	0.678
	0.618
	-0.063
	0.655

	SoUZ002
	(TG)11
	190-194
	3
	3
	3.00
	-
	0.667
	0.548
	0.467
	-0.217
	0.630

	SoUZ007
	(GT)11
	210-240
	9
	8
	8.14
	-
	0.920
	0.858
	0.822
	-0.073
	0.008

	SoUZ011
	(GA)25
	230-250
	6
	6
	5.88
	-
	0.917
	0.788
	0.741
	-0.163
	0.030

	SoUZ014
	(AGA)10
	192-218
	9
	6
	7.94
	-
	0.750
	0.842
	0.799
	0.110
	0.002

	Prosjek
	
	
	6.20
	
	5.79
	
	0.795
	0.743
	0.689
	
	

	Ukupno
	
	
	31
	27
	
	
	
	
	
	-0.070
	0.969

	Salvia officinalis (n = 16)

	SoUZ001
	(AG)15
	142-189
	15
	15
	15.00
	-
	0.875
	0.940
	0.901
	0.069
	0.615

	SoUZ002
	(TG)11
	198-221
	9
	9
	9.00
	0.123
	0.625
	0.873
	0.819
	0.284
	0.046

	SoUZ007
	(GT)11
	194-210
	6
	5
	6.00
	-
	0.500
	0.563
	0.491
	0.111
	0.157

	SoUZ011
	(GA)25
	156-206
	17
	17
	17.00
	0.130
	0.688
	0.967
	0.923
	0.289
	0.000

	SoUZ014
	(AGA)10
	177-238
	13
	10
	13.00
	-
	0.938
	0.908
	0.869
	-0.032
	0.936

	Prosjek
	
	
	12.00
	
	12.00
	
	0.725
	0.850
	0.801
	
	

	Ukupno
	
	
	60
	56
	
	
	
	
	
	0.147
	0.001

	P(KW)
	
	
	
	
	0.028
	
	0.465
	0.076
	
	0.028
	


Na - ukupan broj alela; Npr - broj jedinstvenih alela; Nar - alelno bogatstvo; fnull - procjena udjela nul-alela; HO - zapažena heterozigotnost; HE - očekivana heterozigotnost (genetička raznolikost); PIC - Informacijski sadržaj polimorfizma; FIS - fiksacijski indeks (koeficijent samooplodnje); P(FIS) - signifikantnost odstupanja od Hardy-Weinbergove ravnoteže; P(KW) - signifikantnost Kruskal-Wallisovog testa između S. brachyodon i S. officinalis za Nar, HO, HE i FIS
Tablica 5. Ukupan broj zapaženih, jedinstvenih i zajedničkih alela za vrste S. brachyodon i S. officinalis 

	Lokus
	Ponavljajući
motiv
	Ukupan broj alela
	Broj jedinstvenih alela
	Broj zajedničkih alela

	
	
	
	S. brachyodon

(n = 25)
	S. officinalis

(n = 16)
	

	SoUZ001
	(AG)15
	19
	4
	15
	0

	SoUZ002
	(TG)11
	12
	3
	9
	0

	SoUZ007
	(GT)11
	14
	8
	5
	1

	SoUZ011
	(GA)25
	23
	6
	17
	0

	SoUZ014
	(AGA)10
	19
	6
	10
	3

	Ukupno
	
	87
	27
	56
	4
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Slika 8. Histogrami alelnih učestalosti pet mikrosatelitnih biljega u populacijama kratkozupčaste (S. brachyodon) i ljekovite kadulje (S. officinalis)
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Slika 9. Nezakorijenjena filogenetička stabla izrađena pomoću algoritma sparivanja susjeda: (A) Salvia brachyodon, (B) Salvia officinalis.
4.6. Utvrđivanje postojanja genetičkog uskog grla (genetic bottleneck)
U populaciji kratkozupčaste kadulje utvrđen je suvišak heterozigota u odnosu na onaj pod pretpostavkom ravnoteže mutacija i pomaka, što je znak da je populacija prošla kroz genetičko usko grlo (bottleneck) u nedavnoj prošlosti. S druge strane populacija ljekovite kadulje ponašala se kao populacija konstantne veličine u ravnoteži mutacija i pomaka ne pokazujući niti suvišak heterozigota (= postojanje bootleneck-a) niti njihov nedostatak (= populacije u ekspanziji) (Tablica 6). 
Tablica 6. Vjerojatnost Wilcoxonovog testa u svrhu utvrđivanja genetičkog uskog grla u populacijama S. brachyodon i S. officinalis na temelju četiri mutacijska modela. 

	No
	Vrsta
	IAM
	TPM 1
	TPM 2
	SMM

	1
	S. brachyodon
	0.016
	E
	0.016
	E
	0.016
	E
	0.031
	E

	2
	S. officinalis
	0.109
	
	0.313
	
	0.500
	
	0.594
	


IAM - model beskonačnog broja alelea, TPM 1 - dvofazni model s 30% mutacija po modelu IAM, TPM 2 - dvofazni model s 5% mutacija po modelu IAM, SMM - model postupnih mutacija. Kurzivom su označene signifikantne (P < 0.05) vrijednosti Wilcoxonovog testa u slučaju suviška (HE > HEQ; E) ili nedostatka (HE < HEQ; D) genetičke raznolikosti na temelju pet mikrosatelitnih lokusa.
5. RASPRAVA

Svaka od primijenjenih analiza u ovom istraživanju ukazivala je na velike razlike u genetičkoj slici istraživanih populacija. Manji dio razlika odnosi se na filogenetsku pripadnost različitim vrstama, a veći dio treba tražiti u biogeografiji istraživanih vrsta. Velika razlika u duljini detektiranih mikrosatelitnih alela bez sumnje je osobina različitih vrsta. Tako je od ukupno 91 detektiranog alela samo njih četiri bilo zajedničko za obje istraživane vrste. Budući da su mikrosateliti poznati po vrlo brzom evolucijskom tempu, za alele koji su zajednički i jednoj i drugoj vrsti može se reći da su zajednički zbog slučajnost (identity-in-state; IIS), a ne zbog zajedničkog podrijetla (identity-by-descent; IBD).
Ovo istraživanje potvrđuje teorija o većoj genetičkoj raznolikost širokorasprostranjenih u odnosu na uskorasprostranjene vrste (Freeland 2006). Zanimljivo je da je kod kratkozupčaste kadulje utvrđeno postojanje četiri para genetički istih jedinki i pet parova jedinki koje nemaju niti jedan zajednički alel, dok kod ljekovite kadulje nisu zabilježene jedinke s potpuno istim alelima, a različitost po svim alelima utvrđena je za čak 13 parova jedinki. Isto tako suma grana (sum of branch lengths; SBL) na filogenetskom stablu (Sl. 9) ljekovite kadulje pokazala se puno većom nego kod kratkozupčaste kadulje.

Ostali utvrđeni populacijsko-genetički parametri ne ukazuju samo na manju genetsku raznolikost nego i na ugroženi status endemične kratkozupčaste kadulje. Tako je za populaciju kratkozupčaste kadulje (S. brachyodon Vandas) utvrđeno postojanje dvostruko manje alela nego kod populacije ljekovite kadulje (S. officinalis). Manji broj alela je prisutan i u slučaju jednostavnog prebrojavanje (Na, Npr) i prilikom izračuna alelnog bogatstva (Nar). Što se može zaključiti iz ovog manjka alela kod kratkozupčaste kadulje? Da bi odgovorili na ovo pitanje moramo razmotriti i ostale parametre, prije svega vrijednosti primjećene i očekivane heterozigotnosti (HO, HE). Kako je kod kratkozupčaste kadulje utvrđena veća primjećena (HO) od očekivane heterozigotnosti (HE), zaključak je da ova populacija ima suvišak heterozigotnih jedinki u odnosu na onu u Hardy-Weinbergovoj ravnoteži. Ovaj višak heterozigotnosti nužno utječe i na vrijednosti fiksacijskog indeksa (= koeficijent samooplodnje, inbreeding coeficient). Zbog viška heterozigotnosti fiksacijski indeks je kod kratkozupčaste kadulje negativan tj. upućuje na izrazito stranooprašivanje, pa čak i na mogućnost da u ovoj populaciji postoje migranti podrijetlom iz neke druge populacije ili na mogućnost da se ovdje radi o uzorkovanju ne jedne, nego većeg broja populacija (tzv. subpopulacija). Jesu li migranti i postojanje subpopulacija moguće objašnjenje za višak heterozigotnosti kratkozupčaste kadulje? Odgovor je svakako ne! Nije moguće postojanje migranata u populaciji koja je od najbliže populacije ove vrste udaljena gotovo 100 km (planina Orjen). Isto tako vjerojatnost postojanja više populacija na lokalitetu sv. Ilija čini se nevjerojatnom jer na ovom lokalitetu biljke čine gusti i relativno kontinuirani pokrov od jedva nešto više od 200 m u krug. Što bi na kraju bio odgovor na pitanje: „Zašto je smanjen broj alela kod kratkozupčaste kadulje?, ali i na pitanje: „Zašto je kod ove populacije zbilježen višak heterozigotnosti? Najvjerojatniji odgovor na oba pitanja je da je populacija na poluotoku Pelješcu u nedavnoj prošlosti prošla kroz tzv. genetičko usko grlo (bootleneck). Drugim riječima ona je u svojoj prošlosti morala jako smanjiti svoju nekadašnju veličinu i broj jedinki, a samim tim je izgubila znatan dio alela, osobito onih s malom frekvencijom. Danas prisutni aleli u populaciji na poluotopku Pelješcu predstavljaju samo najčešće alele iz prošlosti, a sačuvali su se najvjerojatnije zahvaljujući tome što su ih nekad kao i danas nosile puno prilagodljivije heterozigotne jedinke. Da je pelješka populacija kratkozupčaste kadulje prošla kroz genetičko usko grlo potvrđuje i Wilcoxonov test na temelju četiri mutacijska modela. Naime, siguran znak genetičkog uskog grla je signifikantnost (P < 0.05) suviška genetičke raznolikosti u odnosu na onu u ravnoteži mutacije i pomaka (mutation-drift equilibrium, HEQ). 
Za razliku od kratkozupčaste kadulje populacija ljekovite kadulje pokazala je signifikantan manjak heterozigotnosti od očekivane u Hardy-Weinberg ravnoteži. Brzopleto zaključivanje bi moglo dovesti do krivog zaključka kako je u ovaj populaciji prisutno oprašivanje u uskom srodstvu (inbreeding). No kod ove populacije treba biti oprezan i obratiti pažnju na dokazanu mogućnost postojanja tzv. nul-alela (fnull, Tablica 2) kod dva mikrosatelitna lokusa (SoUZ002 i SoUZ011). Zanimljivo je da su upravo ova dva lokusa signifikantno odstupala od Hardy-Weinberg ravnoteže u smjeru manje heterozigotnosti i inbreeding-a. Međutim, ako znamo da postojanje nul-alela zbog nemogućnosti PCR umnožavanja drugog alela, daje lažan signal smanjene homozigotnosti i ako znamo da istraživane jedinke pripadaju velikoj populaciji u kojoj je nesmetan protok gena, onda bi zaključak za populaciju ljekovite kadulje morao ipak biti da je genetička raznolikost najvjerojatnije u skladu s Hardy-Weinberg ravnotežom.
Prema dosadašnjim podacima kratkozupčasta kadulja je uvrštena u kategoriju gotovo ugrožene vrste (near thretened, NT) (FCD 2011). Prema priručniku za korištenje  IUCN (International Union for the Conservation of Nature and Natural Resources) kategorija i kriterija (IUCN Standards and Petitions Subcommittee 2010), gotovo ugrožena vrsta je kategorija koja bi u bliskoj budućnosti mogla prerasti u jednu od kategorija ugroženosti. Najvažniji rezultat ovog istraživanja je dokaz genetičkog uskog grla tj. dokaz da se populacija na poluotoku Pelješcu u nedavnoj prošlosti jako smanjila na današnju veličinu i da se taj trend najvjerojatnije nastavlja i dalje. Dobiveni rezultat je čvrsta znanstvena činjenica koja bi trebala potaknuti provjeru kvantitativnih kriterija (IUCN kriteriji A-E) koji se koriste u određivanju da li je vrsta ugrožena ili ne i ako da u koju kategoriju ugroženosti ju treba smjestiti (kritično ugrožena, ugrožena ili osjetljiva). Treba naglasiti kako se ovo istraživanje samo po sebi može uklopiti unutar kriterija E kao analiza održivosti populacije (Population Viability Analysis). Drugim riječima dobiveni molekularni podaci su „zvono na uzbunu“ kako bi se čim prije pokrenula procjena ugroženosti na terenu. Procjena na terenu odnosi se na: (1) mjerenje veličine areala (najvjerojatnije manje od 10 km2), (2) utvrđivanje točnog broj populacija (vjerojatno dvije) i usporedba s dosad zabilježenim brojem (dva lokaliteta), (3) brojanje cvjetajućih jedinki (vjerojatno manje od 2500). Tek nakon ovih istraživanja moći će se prema IUCN standardima utvrditi stvarna kategorija ugroženosti, a nakon toga i provesti mjere zaštite. No ni tu nije kraj, jer je brojnost populacija i njihovu genetsku raznolikost potrebno pratiti i nakon poduzetih mjera zaštite kako bi se utvrdila njihova efikasnost. Ukoliko se pokaže da je Salvia brachyodon doista ugrožena, nadamo se da smo ovim istraživanjem potaknuli njezinu zaštitu.
6. ZAKLJUČCI
Nakon provedene analize mikrosatelita na populaciji kratkozupčaste (Salvia brachyodon Vandas) i ljekovite kadulje (Salvia officinalis L.) s poluotoka Pelješca može se zaključiti sljedeće: 
1. utvrđeni aleli kod populacija dvije vrste većinom su se razlikovali u duljini,
2. budući da su mikrosateliti poznati po vrlo brzom evolucijskom tempu, za alele koji su zajednički veličinom i jednoj i drugoj vrsti može se reći da su zajednički zbog slučajnost (identity-in-state; IIS), a ne zbog zajedničkog podrijetla (identity-by-descent; IBD),

3. broj alela, neovisan o broju uzoraka u analiziranoj populaciji, dvostruko je manji u populaciji kratkozupčaste kadulje,

4. genetička udaljenost između jedinki unutar populacije kratkozupčaste kadulje pokazala se znatno manjom nego kod ljekovite kadulje,

5. populacija kratkozupčaste kadulje pokazuju suvišak heterozigotnih jedinki,
6. Wilcoxonov test na temelju četiri mutacijska modela potvrđuje da je populacija kratkozupčaste kadulje u nedavnoj prošlosti prošla kroz genetičko usko grlo (bootleneck),

7. zbroj svih rezultata analize mikrosatelita ukazuje na to da je populacija kratkozupčaste kadulje u svojoj bliskoj prošlosti morala jako smanjiti svoju veličinu i broj jedinki, a samim time i izgubiti znatan dio alela, osobito onih s malom frekvencijom,

8. danas prisutni aleli u populaciji kratkozupčaste kadulje predstavljaju samo one najčešće alele iz prošlosti, sačuvane najvjerojatnije zahvaljujući tome što su ih nosile heterozigotne jedinke,

9. kod populacije ljekovite kadulje dokazana je mogućnost postojanja tzv. nul-alela koji daje lažan signal smanjene heterozigotnosti,

10. ovo istraživanje ima konzervacijsku vrijednost jer se može uklopiti unutar IUCN kriterija E kao analiza održivosti populacije,

11. dobiveni rezultati ukazuju na potrebu hitne provjere sadašnje kategorije kratkozupčaste kadulje kao skoro ugrožene vrste (near thretened, NT), a samim tim i potrebu njezine bolje zaštite.
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9. SAŽETAK
Monika Pruša

Genetička raznolikost i rasprostranjenost vrsta: Salvia brachyodon Vandas vs. Salvia officinalis L.

Cilj ovog istraživanja je bio odrediti razlike u genetičkoj raznolikosti između populacija dvije usko srodne vrste, a ipak jako različite po svojoj rasprostranjenosti. Dvije vrste roda Salvia su izabrane za ovu svrhu. Prva vrsta poznata kao ljekovita kadulja (Salvia officinalis L.) je prirodno rasprostranjenja diljem Mediterana, a uzgaja se i kao ljekovita i ukrasna biljka u cijelom svijetu. Druga vrsta je kratkozupčasta kadulja (Salvia brachyodon Vandas), stenoendemična vrsta dinarsko-jadranskog krša, poznata samo po populacijama na poluotoku Pelješcu i na planini Orjen. Kao objekt ovog istraživanja izabrane su po jedna populacija od svake vrste s lokaliteta Sv. Ilija na poluotoku Pelješcu. Za utvrđivanje genetičke raznolikosti upotrijebljeni su mikrosatelitni biljezi (Simple Sequence Repeats; SSR). U populaciji kratkozupčaste kadulje zabilježen je dvostruko manji broj alela i znatno manja genetička udaljenost među jedinkama nego kod ljekovite kadulje. S druge strane, dok je u populaciji ljekovite kadulje zabilježena Hardy-Weinberg ravnoteža, u populaciji kratkozupčaste kadulju pronađen je višak heterozigotnosti i nedavni prolaz kroz genetičko usko grlo. Zaključak je da je populacija kratkozupčaste kadulje u svojoj bliskoj prošlosti morala jako smanjiti svoju površinu, a samim tim i izgubiti znatan dio alela, osobito onih s malom frekvencijom. Danas prisutni aleli u populaciji kratkozupčaste kadulje predstavljaju samo one najčešće alele iz prošlosti, a sačuvali su se najvjerojatnije zahvaljujući tome što su ih nosile heterozigotne jedinke. Dobiveni rezultati ukazuju na potrebu hitne provjere trenutne kategorije ugroženosti kratkozupčaste kadulje. Ako se pokaže da ova vrsta pripada višoj kategoriji ugroženosti nego što je pripadala do sada, trenutno poduzimanje odgovarajućih mjera zaštite moglo bi biti presudno za njezino preživljavanje.

Ključne riječi: genetička raznolikost, kadulja, rasprostranjenost, ugrožena vrsta
10. SUMMARY
Monika Pruša

Genetic diversity and distribution of species: Salvia brachyodon Vandas vs. Salvia officinalis L.

The aim of this research was to determine the differences in the genetic diversity between populations of two closely related species, which, however, greatly differ in their distribution. Two species of the genus Salvia L. were chosen for this purpose. The first species, known as common sage (Salvia officinalis L.), is naturally widespread throughout the Mediterranean, and is also grown as a medicinal and ornamental plant in the whole world. The second species is short-tooth sage (Salvia brachyodon Vandas), a stenoendemic species of the Dinaric and Adriatic karst region, known for its populations on the peninsula Pelješac and mountain Orjen. As the object of this research a population of each species was taken from the locality Sv. Ilija on the peninsula Pelješac. For establishing the genetic diversity microsatellite markers (Simple Sequence Repeats; SSR) were used. The population of short-tooth sage showed half the number of alleles and a significantly smaller genetic distance among individuals than population of common sage. On the other hand, in the population of common sage Hardy-Weinberg equilibrium was noticed, while in the population of short-tooth sage a surplus of heterozygosity and a recent bootleneck were detected. The conclusion is that in the recent past the population of short-tooth sage has considerably diminished its size, and thus has lost a significant part of alleles, especially the ones of low frequency. The alleles present today in the population of short-tooth sage represent only the most common alleles from the past, which have probably been preserved because they were carried by heterozygotic individuals. The obtained results showed that it is urgent to check the present threat category for short-tooth sage. If this species belong to the higher endangered category than it has been situated so far, immediate and adequate protection measures could be crucial for its surviving.
Key words: distribution, endangered species; genetic diversity, sage 
11. PRILOZI
Prilog 1. Popis svih alela pet mikrosatelitni lokusa  utvrđenih u populacijama dvije vrste kadulje s poluotoka Pelješca
	vrsta
	jedinka
	SoUZ001
	SoUZ014
	SoUZ011
	SoUZ007
	SoUZ002

	Salvia brachyodon
	1
	158
	172
	213
	216
	234
	240
	214
	240
	190
	194

	
	2
	158
	158
	198
	212
	230
	246
	219
	229
	190
	194

	
	3
	170
	172
	212
	212
	230
	240
	214
	240
	190
	192

	
	4
	158
	164
	216
	216
	230
	240
	216
	219
	190
	192

	
	5
	158
	164
	216
	216
	238
	250
	214
	229
	190
	190

	
	6
	158
	164
	193
	216
	238
	240
	210
	216
	190
	190

	
	7
	158
	164
	198
	215
	230
	246
	210
	212
	190
	194

	
	8
	170
	172
	193
	216
	234
	240
	210
	212
	190
	190

	
	9
	158
	170
	198
	218
	230
	246
	216
	219
	190
	194

	
	10
	164
	170
	216
	216
	238
	246
	216
	223
	190
	190

	
	11
	164
	170
	198
	215
	230
	234
	210
	212
	190
	194

	
	12
	158
	170
	198
	218
	230
	246
	214
	216
	194
	194

	
	13
	158
	170
	198
	218
	230
	246
	216
	219
	190
	194

	
	14
	158
	158
	215
	215
	?
	?
	212
	219
	?
	?

	
	15
	164
	172
	193
	216
	234
	250
	216
	221
	190
	190

	
	16
	158
	158
	199
	216
	230
	240
	212
	212
	190
	190

	
	17
	158
	158
	212
	215
	240
	240
	216
	219
	190
	194

	
	18
	158
	158
	215
	215
	240
	240
	212
	219
	192
	194

	
	19
	158
	158
	192
	215
	234
	240
	210
	216
	190
	192

	
	20
	158
	172
	212
	215
	234
	240
	214
	240
	190
	194

	
	21
	158
	158
	?
	?
	238
	240
	212
	212
	190
	190

	
	22
	158
	172
	212
	215
	234
	240
	214
	240
	190
	194

	
	23
	170
	172
	198
	212
	230
	240
	212
	214
	190
	194

	
	24
	158
	170
	198
	212
	230
	240
	212
	214
	190
	192

	
	25
	164
	170
	198
	215
	230
	234
	210
	212
	190
	194

	Salvia officinalis
	1
	169
	171
	192
	238
	170
	190
	196
	196
	202
	204

	
	2
	143
	165
	224
	227
	172
	186
	202
	202
	200
	200

	
	3
	159
	159
	195
	200
	176
	182
	194
	196
	204
	204

	
	4
	167
	167
	195
	198
	168
	192
	196
	196
	202
	213

	
	5
	145
	147
	200
	203
	156
	156
	200
	210
	217
	217

	
	6
	143
	157
	195
	203
	170
	190
	196
	202
	200
	213

	
	7
	143
	147
	189
	203
	172
	178
	196
	196
	202
	204

	
	8
	143
	153
	192
	192
	170
	170
	198
	202
	206
	219

	
	9
	167
	189
	177
	200
	162
	202
	196
	202
	204
	206

	
	10
	153
	167
	189
	197
	184
	184
	196
	196
	206
	217

	
	11
	147
	157
	203
	218
	194
	194
	196
	196
	206
	221

	
	12
	142
	159
	195
	203
	178
	202
	196
	196
	198
	206

	
	13
	145
	163
	186
	192
	184
	200
	196
	202
	202
	202

	
	14
	143
	175
	189
	200
	174
	192
	196
	202
	202
	202

	
	15
	145
	173
	197
	203
	172
	206
	196
	196
	206
	206

	
	16
	159
	171
	192
	195
	186
	186
	196
	202
	206
	219

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


? = tzv. missing aleli tj. nakon PCR umnožavanja nije zabilježen DNA produkt
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