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1. UVOD



1.1. Filogeografija

Filogeografija je znanstvena disciplina koja uz pomo¢ filogenetskih metoda nastoji
rekonstruirati povijesne promjene rasprostranjenosti vrsta na Zemlji. Filogeografija u sebi
povezuje rezultate molekularne genetike, populacijske dinamike, paleontologije, geologije i
evolucijske biologije. Premda su se i prije, pod pojmom biogeografija, radile slicne studie,
termin filogeografija je prvi put u znanost uveo Avise (1987). Filogeografija se kao
zmanstvena disciplina pocela naglo razvijati u ranim devedesetim godinama proslog stoljeca
kada je srodstveno stablo, dobiveno istrazivanjima ljudske mitohondrijske DNA, podrijetlo
Covjeka smjestio u Afriku. Velka vec¢ina filogeografskih studija biljaka povezana je s
oledbama u Pleistocenu (prije 2,6 milijuna godina do 13000 godina), za koji se smatra da su
presudno utjecale na danaS$nji bilini pokrov na Zemlji Budu¢i da filogeografske studije u
obzir uzimaju relativno nedavne evolucijske dogadaje kao Sto su: geneticko usko grlo,
geneticki pomak, prirodna selekcija, specijacija, mozemo reé¢i da filogeografija predstavija
svojevrsnu  poveznicu izmedu populacijske genetike ili mikroevolucije i filogenije i
makroevolucije. Do prije nekoliko desetlieca fosilni ostaci biljaka bili su jedini izvor za
rekonstrukciju njihove rasprostranjenosti u proslosti. Uz pomo¢ peludnih ostataka u slojevima
Zemljine kore uspjesno su detektirane migracije razlicith biljnh vrsta i njihova utoCista
tijekom glacijacija. Termofilne drvenaste biljke se vec¢inom oprasuju vjetrom pa je nuzna
njegova \elika produkcija. Pelud se oslobadao s maticnih biljaka u proslosti u tako enormnoj
koli¢ini da danas postoje velike naslage u slojevima Zemlje koje omogucuju kvalitetne
rekonstrukcije prosSlih zbivanja. Zanimljivo je da su istrazivanja naslaga peluda omogucila
vrlo sigurno odredivanje brzine migracije pojedinih biljnih vrsta na sjever nakon zadnjeg
ledenog doba. Tako je odredeno da je brzina migracija obicne bukve (Fagus sylvatica Mill)
bila 150-300 m/godiSnje, obi¢nog jasena (Fraxinus excelsior L.) 500 m/godisnje, a ljeske
(Corylus avellana L) i vrsta roda Pinus L i do 2000 m/godisnje (Taberlet isur. 1998).

Rekonstrukcija biljnth areala u proslosti nije mogu¢a kod vecine biljnih vrsta koje se
opraSuju entomofino. Naime, entomofilja podrazumjeva malu produkciju peludnih zrna koja
ne stvaraju dovoljne filogeografski vrijedne tragove. Za istrazivanje filogeografije
entomofilnin vrsta (veéina zeljastih vrsta) bilo je potrebno cekati nekoliko desetlieca dok se
nisu razvile  molekularno-bioloske  metode upotrebliive za  filogeografiju.  Primjena

molekularnih metoda je dosegla tolike razmjere da danas filogeografiju mozemo definirati



kao znanstvenu disciplinu koja proucava povijesti geografske rasprostranjenosti vrsta uz
pomo¢ DNA rodoslovlja recentnih populacija.

Za rekonstrukcije biljnih areala u proslosti primjenjuju se brojne molekularne metode
kao S§to su: izoenzimi, AFLP (Amplified fragment length polymorphysms), RAPD (Random
amplified polymorphic DNA), mikrosateliti (SSR, Simple sequence repeats) i u zadnje
vrijeme sekvence DNA jezgre, mitohondrija i kloroplasta.

Budu¢i da se rasprostiranje biljaka wrSi pomocu sjemenki koje se razvijaju na
maj¢inskim biljkama, podaci dobiveni proucavanjem kloroplastnih DNA (Slika 1), a koje se
nasljeduje preko jajne stanice i koji u sebi nemaju Sumova ocinskih DNA iz peluda, osobito
su vrijedni za filogeografiju. Proucavanje kloroplastnh DNA za potrebe filogeografijie ima i
dodatne prednosti kao Sto je dobivanje nedvosmislenih rezultata za razliku od Cesto oprec¢nih
rezultata nuklearnih DNA nastalih zbog postojanja rekombinacija, duplikacija i velikih

rearanzmana kod ovog tipa DNA molekula (Singh 2004).
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Slika 1. Raspored gena kruzne kloroplastne DNA rajéice i krumpira. Kloroplastne DNA su male
kruzne dvolan¢ane DNA, a u stanici ih je veéi broj. Sve kloroplastne DNA u istom organizmu Su
obi¢no ujednadene i imaju isti redosljed nukleotida.. Veli¢éina ovih kruznih DNA je od 120-160
kbp. Jedan dio kloroplastnih gena je tijekom endosimbiotske evolucije zavr$io u jezgrenim DNA,
dok su oni preostali uglavnom geni za ribosomske proteine, rRNA i odvijanje fotosinteze
(http://unmc.edu/bsbc/glabresearch.htm).



http://unmc.edu/bsbc/glabresearch.htm

Imajuéi u vidu sve prednosti kloroplastne DNA treba navesti 1 neke mane, od kojih je
najveCa prevelika evolucijska konzerviranost koja je nekada tako welika da upotrijebljene
kloroplastne DNA ne razvijaju polimorfizam niti unutar niti izmedu istrazivanih populacija.
Danas su viSe-manje nadeni na¢ini kako rijeSiti ovaj problem. Prvo rjeSenje lez u cinjenici da
je sekvenciranje DNA, kao najdetaljnija analiza molekula DNA, postalo toliko jeftino da se
moze primijeniti na velike populacijske uzorke te da se moze bez problema analizirati vise
kloroplastnih regija. Drugo rjesenje je nadeno u razvoju univerzalnh PCR pocetnica za
nekodirajuce regije vece mutacijske stope (Taberlet i sur. 1991, Dumolin-Lapegue i sur. 1997,
Demesure i sur. 1995, Shaw i sur. 2007). Osim $to su evolucijski mnogo promjenjivije od
kodiraju¢ih regija, ove regije DNA imaju dodatnu prednost u tome S$to su selekcijski

neutralne, a upravo je to jedna od pozeljnih osobina dobrog DNA biljega.

1.2. Juzna Europa: glacijalno utociSte i izvor geneticke raznolikosti

cjelokupne europske flore

Prije viSe od trideset godina prihvacena je Milankovieva teorija po Kojoj su promjene u
Zemljinoj  orbiti jedan od glavnih razloga  klimatskih  promjena na  Zemlji
(http/Aww.ncdc.noaa.gov/paleo/milankovitch.ntml).  Pocetkom perioda Kvartara (od prije
2,6 milijuna godina do danas) poceo se formirati ledeni pokrov u sjevernoj Europi. U ovom
geoloskom periodu neprestano se izmjenjuju glacijacijska i meduglacijacijska razdoblja.
Osobite ceste promjene glacijacije i1 interglacijacije su zabiljezene u zadnjih 700000 godina, a
zadnja oledba, s maksimalnim ledenim pokrovom prije 20000 do 18000 godina, zavrSila je
prije 13000 godina (Slika 2).

Posljednjih 13000 godina smo u interglacijacijskom razdoblju. Po nekim autorima
(Dansgaard i sur. 1993) nagle promjene temperatura unutar glacijacijskin i interglacijacijskin
razdoblja su se dogadale relativno Cesto i naglo uz prosje¢nu promjenu u temperaturi od 10-
14° C kroz 10-20 godina. Kad su jednom nastupila takva razdoblja su trajala izmedu 70 do
5000 godina pa je stabilnost danasnjeg interglacijala u posliednjih 8000 godina, a koja je

omoguéila brz razvoj ljudske civilizacije, prije izuzetak nego pravilo.


http://www.ncdc.noaa.gov/paleo/milankovitch.html

Slika 2. Maksimalni doseg ledenog pokrova u zadnjem ledenom dobu (prije 20000 - 18000
godina). R1, R2 i R3 oznacavaju tri glavna refugijalna utocista u Europi. ledeni pokrivac,

T juzna granica permafrosta, — ~danasnja granica kopna, —S “granica kopna u vrijeme
maksimalnog ledenog pokrova (Taberlet i sur. 1998).

Ovakve nagle Klimatske promjene imale su velike posljedice na proslu, ali i danasnju
brojnost i rasprostranjenost biljnih vrsta u Europi. Na specificnost europske flore osim
klimatskih promjena u Kvartaru utje¢u dodatni parametri kao Sto su Cinjenice da Europa nije
kontinent, nego poluotok Azijskog kontinenta, , da je cijeli jug Europe omeden Sredozemnim
morem tj. biljkama nepremostivom barijerom, da je na ovom kontinentu jako ograni¢eno
kretanje vegetacije u pravcu sjever-jug zbog visokih i Sirokih planinskih masiva koji se
pruzaju u smjeru zapad-istok. Tijekom Kvartara sve su wrste nekoliko puta prosle kroz
izmjenicno Sirenje i smanjivanje areala. Populacije na sjeveru su tijekom oledbe izumirale, a
jume su prezivjavale na krajnjem jugu areala u tzv. glacijalnim uto¢istima. Glacijalno
uto¢iSte se definira kao podrucje gdje razliCite genetiCke linjje trajno opstaju zbog mogucnosti
ublazavanja velikin klimatskih promjena tijekom Tercijara (prije 65 do 2,6 milijuna godina)
Vili Kvartara (prije 2,6 milijuna godina do danas). Prezivljavanje u glacijalnim uto¢istima je
kritican trenutak za prezivjavanje svake wrste jer su areali smanjeni na minimum, a
kompeticijle medu vrstama su izuzetno velike. Neprestano pomicanje areala u pravcu sjever-
jug, ovisno o glacijacijskom odnosno interglacijacijskom periodu, dovodi do ponavljajucih
genetiCkih uskih grla (eng. genetic bottleneck) te efekta osnivaca (eng. founder effect). koji se
ofituju u manjoj genetickoj raznolikosti sjevernih  populacija. Danasnja raspodjela

unutarvrsne geneticke raznolikosti u Europi moguée je objasniti postojanjem tri glacijacijska



uto¢iSta na jugu te s nekoliko migracijskin puteva kojima su se biljke Sirile na sjever. U
pravilu je geneticka raznolikost juznih populacija puno veéa s veéim brojem jedinstvenih
genotipova, dok je ona kod sjevernih populacija manja te uvjetovana kolonizacijskim
putovima kojim su se te populacije Sirile iz jumih utoéiSta. Sjeverna Europa je primarno
kolonizirana s Balkanskog 1 Iberijskog poluotoka dok je Apeninski migracijski put najvecim
dijelom prekinut zbog Alpa. Usporedba kolonizacijskin puteva sugerira postojanje Cetiri zone

njihova sudara (Slika 3).

Slika 3. Glavni postglacijacijski kolonizacijski putovi i zone kontakta razli¢itih
migracijskih puteva u srednjoj i sjevernoj Europi (Taberlet i sur. 1998).

Za glacijalna utoCiSta se ocCekuje da u sebi cuvaju najveéi dio unutarvrsne
bioraznolikosti umjerenih klimatskih podru¢ja. Peludni podaci i makrofosili drvenastin biljaka
pokazuju da situacija nije tako jednostavna te da su biljke u vrijeme glacijacije stvarno veé¢im
dijelom bile lokalizirane u juznim uto¢iStima, ali isto tako i u veéem broju malih sjevernih
utoCista na granici s hladnim i suhim podrucjima tadasnjih stepa i tundra, od kuda su mogle
brze osvajati sjeverna podru¢ja nakon oledbe (Petit i sur. 2003).

Juma Europa, ili Cesto upotrebljavan izraz Mediteran, jedan je od glavnih svjetskin
centara bioraznolikosti (Medail i Diadema 2009). Osobitost mediteranske flore uvjetovana je
najvise postojanjem glacijalnih utocista, ali 1 C¢injenicom da je Mediteran biogeografsko
kriziste Europe, Sahare i Irano-Turanske regije. Slozene geografSske, geoloSke i klimatske
prilike tijekom milijuna godina te razi¢iti dogadaji kao sto su Mezijska kriza (prije 5,8 do 5,3

6



milijuna godina) 1 Milankovieve klimatske oscilacije na kraju Tercijara, dovele su do
stvaranja raznolikih uvjeta staniSta i velike raznolikosti vrsta s brojnim endemima. Budu¢i da
su u nepovolinim klimatskim uvjetima brojne biline wvrste preziviele samo na jugu, cijeli
Mediteran predstavlja mjesto sekundarnog kontakta i hibridizacije tj. specijacije. Kako bi se
razjasnila ova prica o migracijama biljaka u proslosti i glacijacijskim uto¢iStima znanstvenici
danas posezu za istrazivanjem recentnih populacija upotrebom razlicitth DNA  tehnika.
Tijekom zadnjih 20-tak godina veci broj filogeografskih studija nastojao je tocnije odrediti
polozaj refugija u Juzmoj Europi. Bilo bi pogresno razmiSljati da sve biljne vrste koje su nasle
uto¢iste na jugu Europe zahtijevaju slicne ekoloske uvjete. Situacija nije tako jednostavna,
nego predstavlia dinami¢an prostorno-vremenski sustav specifican za svaku pojedinu vrstu.
Nazalost, za sigurnije zakljucke potrebno je mnogo viSe znanstvenih istrazivanja na razli¢itim
biljnim vrstama jer se danaSnji zakljuéci temelje uglavnom na istrazivanjima anemofilnih
drvenastih biljaka (Slika 4).

Glavni prioritet svih programa konzervacije je prepoznati ugrozenu jedinstvenost
(svojtu ili populaciju) kako bi se saCuvala za buduce generacije. Vecina do sada istraZivanih
vrsta u Mediteranu je imala nekoliko ugroZenih populacija s jedinstvenim DNA biljezima.
Ovakve geneticki jedinstvene populacije predstavljaju zariSta (tzv  hotspots) geneticke
raznolikosti dotine  vrste. Precizno lociranje ovakvih mjesta izuzetno je vazno za
konzervaciju mediteranskih biljaka kao primarnog izvora cjelokupne biljne raznolikosti
Europe. Poseban konzervacijski izazov u Mediteranu lezi u ¢njenici da je ovo podrucje pod
tisucljetnim utjecajem Covjeka. Usporeduju¢i dosadasnja istrazivanja namece se zakljuCak
kako je isto¢ni dio Mediterana do sada mnogo slabije istrazivan filogeografski nego zapadni

......

mnogome promijenili danas prihvacenu filogeografsku sliku cijele Europe.
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Slika 4. Polozaj glacijalnih uto¢i§ta u Mediteranu odreden filogeografskim analizama 82 biljne vrste
(Medail i Diadema 2009).

1.3. Ljekovita kadulja (Salvia officinalis L.)

1.3.1. Taksonomija, rasprostranjenost iekologija

Salvia officinalis L. pripada porodici Lamiaceae (usnace), podporodici Nepetoideae,
tribusu Menthae, subtribus Salviinae, rodu Salvia (Drew i Sytsma 2012). Rod Salvia je
najbrojniji rod porodice Lamiaceae koji sadrzi izmedu 700 i 1000 vrsta. Vrste ovog roda
mogu biti jednogodiSnje i dvogodisnje biljke, ali i trajnice (Sutton 2004). U svjetskim
razmjerima rod Salvia L. ima tri centra rasprostranjenja: u centralnoj i juzmoj Americi,
sredi$njoj Aziji i Mediteranu, te isto¢noj Aziji (Walker i sur. 2004).

Ljekovita kadulja, Salvia officinalis L., je viSegodiSnji, vazdazeleni polugrm visine do
60 cm (Slika 5). Donji, stariji dijelovi biljke su odrvenjeli i rjede dlakavi, tamno zelene boje,
dok su wrSni dielovi zeljasti s gusto skuplienim Lstovima i1 gus¢e dlakavi zbog Cega imaju
srebrnkasto sivu boju (Slika 5c). Dlake su Suplje ispunjene etericnim uljima koja biljci daju

specifican mtenzivan miris. Listovi su jednostavni, nasuprotni s jednim ili dva reznja pri baz,
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cjelovitog ili blago pilastog ruba, naborane povrSine, zaobljeni ili lagano uSieni Cvjetovi
imaju bijele dlacice, stoje na 2-4 mm dugoj peteljci, a grupirani su u prividne prsliene s 5-10
cvjetova, koji ¢ine prividni klas (Slika 5b). Caska je duga 10-14 mm, to¢kasto dlakava s 5
zubaca. Vjenci¢ je veliéme do 35 mm, ljubiCasto plave ili ruziCaste boje, rjede nagmnje bijelo;.
Cijev vjen¢i¢a je ravna, gornja usna sadrzi dva a donja tri reznja (Hedge 1972, Sili¢ 1973,
Gregura$ 2013). Korijenov sustav je dobro razvijen, §to joj omogucuje prodiranje u kamenjar.
Bijka prezimljuyje s dijelom, obicno mladih Listova, koji su gusto smjeSteni na krajevima
sterimh ogranaka (Kusan 1941). Ljekovita kadulja cvijeta izmedu ozujka i srpnja, ovisno O
klimatskim uvjetima stani§ta, a cvjetanje traje oko mjesec dana. Za wrijeme cvjetanja
proizvodi veliku koli¢inu nektara Sto ju ¢ni vaznom medonosnom bijkom. Na podrucju
Balkana biljku oprasuju medonosne pcele, dvokrilci i rjede bumbari (Bubalo i sur. 2010.).
Oprasivanje se vr§i pomocu ,mehanizma poluge”, S$to uwvelike pospjesuje efikasnost
opraSivanja (Classen-Bockhoff, 2007)(Slika 6). Razmnozavanje je uglavnom generativno,
plodi¢ je kalavac, okruglast, malo izduzen, Sirok 2 mm, dug 2 do 2.5 mm, kad sazrie
kestenjaste je do tamnosmede boje (Zidovec 2004).

Vrstu Salvia officinalis je prvi opisao Carl Linné 1753. godine. Ime roda Salvia u
doslovnom prijevodu znaci “potpuno zdrava”, a latinski epitet officinalis se isto odnosi na
njezina liekovita svojstva. Hrvatsko strucno ime za ovu bijku je ljekovita kadulja ili
dalmatinska kadulja, a naj¢eS¢a hrvatska narodna imena su: Salvija, pelin, salima, slavulja,
krastatica, pitomi pelin, Zalvija, zalfija, prava kadulja (FCD Nikolic 2013).

Prirodni areal liekovite kadulje prostire se duz sjevernog, srednjeg i1 jumog Jadrana 1
blizeg kontinetalnog podrucja, ukljucuju¢i dijelove Slovenije, Hrvatske, Bosne i Hercegovine,
Cmme gore 1 Albanije (Risti¢ i1 sur., 1999). StaniSta ove vrste pronadena su i u kontnentalnim
podrucjima centralnog Balkana (Nikoli¢ i Diklic 1966), gdje je njezina autohtonost upitna
zbog izoliranosti staniSta i utjecaja Covjeka na njezino Sirenje (Dweck 2000). Pretpostavka je
da su populaciie lickovite kadulie koje se mogu pronaéi u Francuskoj, Spanjolskoj, kao i na
sjeveru Afrike naturalizirane, te da potjecu od biljaka koje su odbjegle iz uzgoja (Debbab i
sur. 2009)(Slika 7).



Slika 5. Ljekovita kadulja (Salvia officinalis L) a) (gore) prirodno staniSte(izvor:
http://www.panoramio.com/photo b) (dolje lijevo) cvat sastavljen od viSe prividnih
priljenova karakteristi¢nih zigomorfnih cvjetova s proSirenom donjom usnom d) (dolje
desno) listovi gusto prekrivenim dlakama s eteriénim uljima koje im daju karakteristi¢nu
sivo zelenu boju(izvor: http:/caliban.mpiz-koeln.mpg.de/mavica/).

Slika 6. Mehanizam poluge je osobitost oprasivanja cvijeta ljekovite kadulje (Pisanty, 2012).
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Slika 7. Rasprostranjenost ljekovite kadulje (Salvia officinalis L) na podrué¢ju Mediterana.

1.3.2. Svojstva, ljekovitost i uzgoj

Aromaticni listovi ljekovite kadulje su tradicionalni zacin mediteranske kuhinje. Njezini
Cajevi, pripravci 1 ekstrakti su koriSteni jo§ od grckih 1 rimskih vremena zbog svojih
protuupalnin,  fungicidnih,  gastroprotektivnih,  baktericidnih,  virucidnih,  antidijabetickih,
antioksidativnih i antiangiogenskih  svojstava (Gregura§ 2013). Ima protuupalni ucinak,
zahvaljuju¢i visokom udjelu ursolicne kiseline u listovima, koja je i predlozena kao parametar
kontrole kvalitete u biljnim pripravcima (BariCevic i sur 2001). Studija Akhondzadeh i sur.
(2003) je pokazala ucinkovitost ekstrakta kadulije u povecanju kognitivnih funkcija pacijenata
s blagom do umjerenom Alzheimerovom bolesti.

Stabljika i listovi sadrze oko 50 razlicith spojeva, a ve¢ina njih se nalaz i u cvjetovima.
Najzastupljeniji je o-tujon sa 50% u stabljici, 30% u listovima i 18% u cvijetu. Medu
esencijalna ulja kadulje se ubrajaju o-pinen, [B-pinen, kamfen, kamfor, o-humulen, f-
kariofilen i viridiflorol (Santos-Gomes i Fernandes —Ferreira 2001).

Med od kadulje se proizvodi u Hrvatskoj u malim koli¢nama zbog relativno
ograni¢enih klimatskih uvjeta i zahtjeva za specifitcnom podlogom. Zbog svojih svojstava,
med od ove biljke postaje sve viSe traZen na trziStu, @ za njega raste i interes znanstvenika
(Lusi¢ 1 sur. 2007). Ljekovitosti meda pridonose polifenolni sastojci kojih kadulja ima u
velikom udjelu, a imaju antioksidativni u¢inak (Bels¢ak i sur. 2008).

Bijka ima i ukrasnu vrijednost, i Cesto se sadi u vrtovima zbog mirisa, privlacnih

listova i cvjetova, dobro uspijeva u uzgoju i nije zahtjevna za odrZavanje, izvrsno podnosi
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suSu i smatramo ju pionirom vegetaciie u poSumljavanju krda i sprje¢avanju erozije (Zidovec
2004, Gregura§ 2013). Jedna od prijetnji koje bi mogle utjecati na populacije kadulje su
nekontrolirano sabiranje 1 smanjivanje staniSta usljed napustanja ispaSe koza i ovaca koje
zamjenjuju garig 1 makija. Pcelari su prvi koji su primijetili njezino nestajanje u nekim
dijelovima Dalmacije (Greguras 2013).

Do danas se prikupljanje biljnog materijala ljekovite kadulie u velikoj mjeri svodi na
divlle skupljanje, pa su porast komercijalne potraznje, slabo regulirana trgovina i gubitak
staniSta doveli do wvelikog pritiska na populacije ove wrste u divliini. U svrhu ocuvanja
genetski najbogatijih populacija vrlo su vazne pravovremene konzervacijske mjere, Ssto
ukljucuyje formiranje koncepta zaStite, pracenje Sirenja i smanjenja populacija, poticanje i
Sirenje kultivacije, ex situ i in situ zastitu, stvaranje kvalitetnin zakonskih regulacija prodaje i
iskoriStavanje, kao i zabranu trgovanja najugrozenijim populacijama (Lange 1998.). Takoder,
vazno je primijetiti da drzave jugoistoéne Europe u velikoj mjeri izvoze nepreradeni biljni
materijal, koji u usporedbi sa preradenim materijjalom ima relativno nisku cijenu na trziStu.
Poticanjem preradivanja takvog biljnog materijala 1 certificiranje odrzivih ekstrakcijskih
izvoriSta, drzave jugoistocne Europe mogle bi posti¢i vecu fnancijsku dobit uz kvalitetniju
zastitu divljeg biofonda.

Imajué¢i u vidu nabrojane mjere zaStite i preporuke za uzgoj, vazno je ostvariti neke
preduvjete, a poznavanje geneticke raznolikosti jedan je od najvaznijih. Ukoliko poznajemo
geneticku raznolikost, srodnost i filogeografiju neke svojte tek tada mozemo znati koje su
populacije jedinstvene na svijetu, koje su u najboljoj kondiciji, a kojima prijeti izumiranje,
koliko je kvalteta etericnih ulja uvjetovana genotipom, a koliko uvjetima okoliSa. Iz takvih
saznanja moguce je provesti pravovremene mjere zaStite, izabrati najvrjednije genotipove za
uzgoj, predvidjeti utjecaj buducih klimatskih promjena i buduéi utjecaj sve brojnije ljudske
civilizacije. Istrazivanje geneticke raznolikosti prirodnih populacija liekovite kadulie je
posebno vrijedno ako se zna da je ova biljka hrvatski endem i da se u naSoj zemlji nalaze
najznaajnije populacije za zaStitu i za izbor buduCeg uzgojnog materijala u svjetskim

razmjerima.

1.3.3. Pregled dosadasnjih genetickih istraZivanja prirodnih populacija ljekovite
kadulje

Koriste¢i RAPD biliege (Random Amplified Polymorphic DNA) Zidovec (2004) je bila

prva koja je nacmila populacijsko-geneticku analizu na prirodnim populacijama ljekovite
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kadulje. Najve¢i udio genetske raznolikosti zabiljezen je izmedu jedinki unutar populacije dok
je puno manji udio raznolikosti pripadao razlkama medu jedinkama razlCitih populacija.
Istrazujuci genetsku strukturu utvrdila je da deset istrazivanih populacija zapravo pripada u
pet izvornin populacija. Medu istrazivanim populacijama utvrdeno je postojanje prostorne
autokorelacije i prostorne izolacije (isolation-by-distance).

U swvojoj doktorskoj disertaciji Jug-Dujakovic (2010) je, upotrebom AFLP biljega
(Amplified Fragment Lenght Polymorphisms) na 625 jedinki iz 25 prirodnih populacija, dosla
do istih zakljuCaka vezano uz geneticku raznolikosti unutar i izmedu populacija s tim da je
ona utvrdila samo dvije izvorne populacije. Populacije Istre i Kvarnera su pripadale genskom
skupu A, dok su populacije iz Dalmacije i Hercegovine pripadale genskom skupu B. Rubne
populacije (Vratnk i Karlobag) i populacija Medugorje imale su po cetiri jedinke iz drugog
genskog skupa.

Stojanovic 1 sur.(2013) su istrazujuéi osam populacija iz kontinentalnog dijela
centralnog Balkana i crnogorske obale Jadrana te upotrebljavaju¢i sekvence kloroplastnih
intergenskin regija pronasli sedam haplotipova (Slika 8). Iz tih 7 Kkloroplasnih haplotipova
uspjeli su jasno razluiti dvije lnije: kontmentalno jadransku i viSe raznoliku cisto jadransku
liniju. Ove linije nisu pokazivale znakove nedavnog demografskog Sirenja, a preklapaju se na
jadranskoj obali. Sve cetiri kontinentalne populacije su bile gotovo fiksne za poseban
haplotip, a isti je bio rijedak u jadranskoj linji. Analiza haplotipske mreZe je pokazala blisku
srodnost tog kontinentalnog haplotipa s ancestralnim haplotipom, te su sve kontinentalne
populacije okarakterizirane kao reliktne i refugijalne.

Isti uzorak ljekovite kadulle kao kod Jug-Dujakovic je upotreblien u doktorskoj
disertaciji GreguraS (2013) s tim da su kao geneticki biliezi koriSteni novo razvijeni
mikrosatelitni biljezi (SSR, Simple Sequence Repeats), koje su u istom laboratoriju razvili
Radosavljevic 1 sur. (2011). Ova disertacija predstavlja dosada najopseznije populacijsko-
geneticko istrazivanje prirodnin  populacija ljekovite kadulje. Utvrdena je wvelika unutar

populacijska raznolikost u svih populacija. Ve¢ina populacija se nalazi u Hardy-
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Slika 8. Karta rasprostranjenja prirodnih populacija ljekovite kadulje s prikazom sedam utvrdenih sedam
kloroplastnih haplotipova u kontinentalnom dijelu centralnog Balkana i na crnogorskoj obali Jadrana
(Stojanovi¢ i sur. 2013)

Weinbergovoj ravnoteZi. Signifikantno odstupanje je utvrdeno u Sest populacija Sto je
objasnjeno ucinkom osnivata (eng. founder effect) (populacija Vratnik), geografskom
izolacijom (populacja Mlet) te Wahlundovim u¢inkom (populacije Karlobag, Mostar,
Peljesac 1 Konavle). Dobiveni rezultati ukazivali su na znacajnu razinu protoka gena dijem
cijelog istrazivanog areala, premda je isto tako utvrdeno da kombinacija rije¢nih barijera u
smjeru sjeveroistok-jugozapad (Zrmanja, Cetina) i planinskih masiva u smjeru sjeverozapad-
jugoistok (Velebit, Biokovo) predstavlja najve¢u zapreku protoku gena liekovite kadulje.
Upotrebom Bayesovske analize populacijske strukture utvrdene su tri izvorne populacije
(1) lickovita kadulja je mogla prezivjeti in Situ na nekolko mjesta diljem istrazivanog
podrucja te se nakon posliednje glacijacije prosirila, pri cemu je, ovisno o utvrdenim
geografskim barjerama, doSlo do ponovnog kontakta izvornih populacija 1 (2) postoji
moguénost da su kao izvor postglacijalne ekspanzije posluzile samo populacije Juzmog
Jadrana, odnosno da su sjeverne populacije nastale 'poduzorkovanjem' iz juznih. Autorica u
ovom istrazivanju izmedu ostalog zakljuCuje da bi za izvodenje zakljuCaka o filogeografiji
ove wrste bilo dobro kombinirati rezultate njezine mikrosatelitne analize s rezultatima

sekvenci jezgrene i kloroplastne DNA.
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Slika 9. Struktura izvornih populacija na temelju Bayesovske analize pomoclu programa
STRUCTURE pri K = 3 (maksimalna vrijednost 4K). Svaka je populacija predstavljena prosje¢nim
postotkom genoma (Q) jedinki koji potje¢e iz odredene izvorne populacije (A, B i C). Isprekidanim
linjjama su odvojene tri utvrdene regije (Sjeverni, Srednji i Juzni Jadran)(Greguras 2013).

1.4. Statisticke metode u filogeografskim istrazivanjima

Osnovna filogeografska analiza zavrSava konstrukcijom filogenetskih stabla ili mreza.
Grane stabla se nakon toga povezuju s demografskim dogadajima u povijesti. Tako na primjer
pojava filogenetskog ogranka koji se moze na¢i samo na jednom odredenom geografskom
podrucju, moZe se interpretirati kao dokaz odvajanja u proslosti te skupine individua od svih
ostalih. Isto tako wukolko jedinke iz dva geografska podru¢ja formiraju dva odvojena
monofiletska ogranka s izuzetkom manjeg broja jedinki koje zavrS8avaju u suprotnoj
geografskom ogranku, takve jedinke se mogu interpretirati kao dokaz migracije izmedu ovih
podrucja.

Unutar filogeografske statistike mogu se uociti dvije struje: filogenetska i populacijsko-
genetiCka. | dok filogenetska struja u dobivenim srodstvenim stablima vidi evolucijske
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odnose, populacijsko-geneticka struja u njima vidi slucajne populacijsko-geneticke procese.
Sukladno ovim gledistima filogenetska struyja smatra da se iz filogenetskih stabala moze
direktno zakljuciti o filogeografskim dogadajima na kladisticki nacin (,Nested clade*
filogeografska analiza), dok se populacijska struja protivi ovakvom direktnom ocitavanju i
poseze za analizom filogenetskih stabala uz pomo¢ ,coalescent™ teorije 1 nekih drugih
statistickih pristupa.

1.4.1. Nested clade filogeografska analiza (NCPA)

NCPA analiza je metoda koja omogucava zakljuCivanje o demografskoj povijesti
populacija na osnovi filogenetskih informacija. Ovu analizu je prvi upotrijebio Templeton i
sur (1995), a osniva se na ranjem kladistickom pristupu poznatom kao ,Nested clade* analiza
NCA), Nasted clade analiza je dizajnirana s namjerom da prouCava povezanost genotipa i
fenotipa u kladistickim analizama. U NCPA analizi geografske lokacije se tretiraju kao
fenotipske osobine koje koevoluiraju s genomom. Prvi korak u NCPA analizi je konstrukcija
haplotipske mreze. Ova mreza se potom koristi za grupiranje haplotipova u ugnjezdene
filogenetske skupine (eng. nested clades). Dobivenu filogenetsku struktura se na kraju
statisticki obradi kako bi se geografski opisao raspored filogenetskih grupa koriste¢i tzv.
inference key (Templeton i sur. 1995).

Ucmkovitost NCPA analize je isprobana ili upotrebom simuliraju¢ih podataka ili
prirodnih populacija s poznatom povijeséu. Zakljucak je bio da NCPA analiza nije bila u
moguénosti dokazati pravi scenarij unaprijed poznate alopatricke fragmentacije te da ima
visoki stupanj lazno poztivnih rezultata. Lazno poztivne rezultate bi mogli povezati s
mnoStvom statistiCkih izraCuna nuzmim za svaku filogenetsku granu. Medutim za razliku od
od simuliraju¢ih studija stvarne studije su pokazale rezultate konzistentne s drugim
pristupima. Postoje dva objasnjenja zaSto je to tako. Jedno je objasnjenje da su stvarni podaci
pogodniji za NCPA analizu nego simulirajuée studije. Pojedini autori smatraju da se
geografska povijest populacija dogada kroz serijju genetiCkih uskih grla (eng. genetic
bottleneck) koji daju jaki signal upotrebom NCPA analize. Drugo objasnjenje je povezano sa
subjektivnos¢u prilikom provodenja ove analize jer upravo ona navodi znanstvenike da
upotrebljavaju upravo one opcije koje ih dovode do rezultata kaje su ve¢ vidjeli primjenom

drugin metoda.
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1.4.2. Metode temeljene na Coalescent teoriji

Suprotno NCPA pristupu populacijsko geneticka teorja tzv. ,coalescent teorja nudi
matematicki okvir za opisivanje raspodjele gena u populaciji na na¢in da povezuje
demografskin model s dobivenim srodstvenim stablima. Ova teorija smatra da su srodstvena
stabla populacija sli¢ajno uzorkovanih jedinki stohastiCki procesi. Prema tome, dobiveno
stablo je jako ovisno koje su jedinke sabrane za analizu. Isto tako dobiveno stablo ne uzima u
obzir da u stvarnoj populaciji neke geneticke linije izumiru jer ne prenose svoje alele na
potomke, dok druge prenose svoje alele i na veéi broj potomaka. Cinjenica da su dobivena
srodstvena stabla utjecana izborom jedinki unutar populacija zna¢i da se slicno moze
o¢ekivati prilikom analize jedinki iz razliCith populacija. Tako ako istrazujemo jedinke iz
dvije populacije koje su potekle iz ancestralne populacije prije T generacija, srodstveno stablo
moze, ali i ne mora pokazati monofiletsko podrijetlo (Slika 10). U slucaju da filogenetska
analiza ne potvrdi monofiletsko podrijetlo tj. ne pronade zajednickog pretka moguée je krivo
zaklju¢iti da su jedinke srodnije izmedu populacija nego unutar. Ako se direktno iz
filogenetskog stabla zaklju¢i da geneologija gena reflektira proslost populacija onda ovaj
fenomen poznat kao ,lineage sorting“ moze zakljuCke studije odvesti u potpuno krivom

smjeru.

T

Slika 10. Prikaz slu¢ajnosti pri dobivanju srodstvenog stabla na primjeru dvije populacije
monofiletskog podrijetla. T = vrijeme u proslosti kada se jedna ancestralna populacija razdvojila
u dvije recentne populacije. Ako su za analizu izabrane ,plave” jedinke onda je filogenetskim
stablom moguce detektirati zajedni¢kog pretka, dok izborom jedinki oznaCenih crveno to nije
moguce (Nielsen i Beaumont 2009).
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Veliki je broj metoda u populacijskoj genetici koje se baziraju na modelu. NajceS¢e su
ove metode temeljene na vjerodostojnosti (eng. likelihood), a u takve metode se ubrajaju i one
temeljene na Bayesovskoj statistici. Matematicki se vjerodostojnost prikazuje s p(X | ©). Pri
¢emu X predstavla podatke, a © je vektor koji sadrzava parametre od interesa. Tako
parametri mogu biti stupanj migracije, efektivna veli¢ina populacije, stupanj rasta populacije
itd. Za razliku od filogenetskih metoda koje su razvile metode za povezivanje geografskin
podataka sa stablom, coalescent teorfja uz pomo¢ matematickih metoda povezuje
demografske modele (npr. model variraju¢e veli¢ine populacije, model s vikarizmom |
migracijom, model s vikarizmom, migracijom i populacijskim rastom) sa stablom. Funkcija
vjerodostojnosti moze biti izraCunata uzimajuéi u obzr sva moguca stabla(T) i demografske

modele prema Felsenstein-u (1988):

p(x|©)= J p(x | T)p(T | ©)dT

Q

,0dje Q predstavlja set svih mogucih stabla.

Problem s ovdje prikazanim integralom je u tome da ne moze biti direktno rijeSen ni
jednom poznatom metodom pa se upotrebljavaju razlicite numericke i simulacijski temeljene
metode kao S$to su npr. metode temeljene na potpunoj vjerodostojnosti, aproksimativne
metode bez mutacija, ABC metode, PAC metode itd. (Nielsen i Beaumont 2009).

1.4.3. Odredivanje srodstvenih odnosa na populacijskoj razini

Bez obzira na koji ¢e se nacin filogeografski podaci obraditi (NCPA ili populacijski
temelleno na modelu) prvi korak svih filogeografskih istrazivanja je konstrukcija
filogenetskih stabala ili filogenetskih mreza. Iako filogenija posjeduje izuzetno moéne metode
za odredivanje srodstvenih odnosa (geneologija) izmedu svojti i njezinih dijelova (npr. gena)
na razini populacija tradicionalne filogenetske metode (maximum parsimony, maximum
likelihood, neighbour-joining) nailaze na probleme. Naime, tradicionalne filogenetske metode
pretpostavijaju da ancestralni haplotip nije viSe prisutan u istrazivanoj populaciji, a to je
upravo suprotno populacijskoj teoriji (coalescent teorija) po kojoj ancestralni haplotip
predstavlja najces¢i haplotip u populaciji. Tradicionalne filogenetske metode zahtjevaju veliki
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broj varijabilnin karaktera za to¢nu rekonstrukciju filogenije, a tako velikih varjjacija unutar
populacija naj¢es¢e nema. Isto tako rekombinacija je realnost na populacijskoj razmi, a to
tradicionalne filogenetske metode ne uzimaju u obzir. 1z svega nabrojanog jasno je da su za
odredivanje geneologija na populacijskoj razini potrebni alternativni filogenetski pristupi.
Jedno od rjeSenja je primjena haplotipskih mreza umjesto tradicionalnih bifurkaciskih
stabala. TCS metoda (Templeton i sur. 1992) unutar istoimenog racunalnog programa
(Clement i sur. 2000) je dosada najcesce upotrebljavana metoda za konstrukciju populacijskih
geneologija biljaka kada je wvarijabinost genetickih informacija mala (npr. Kkloroplastna
DNA). TCS racunalni program smjesta sekvence u haplotipske grupe i rauna ucestalost
pojedinth haplotipova u uzorku. Ove ucCestalosti se zatim upotrebljavaju za odredivanje tzv.

haplotip outgroup vjerojatnosti koja korelira sa staro$¢u haplotipova.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



Juma Europa, ili Cesto upotrebljavan izraz Mediteran, jedan je od glavnih svjetskih
centara bioraznolikosti, refugjalno srediSte, mjesto specijacije 1 endemizma. Zastita flore
ovog podrucja, kao trezora biljne raznolikosti za cijelu Europu, od izuzetne je vaznosti. Jedan
od prvih koraka u programima zaStite svake wvrste je prepoznavanje centara raznolikosti,
jedinstvenosti i ugrozenosti Kroz istrazivanje geneticke raznolikosti populacija. Dosadasnja
istrazivanja su pokazala da su tzv. ,hot spots* bioloske raznolikosti u juzmoj Europi ujedno 1
utoCiSta europske flore tijekom posljednje glacijacije. Prema tome, pronalaZenje glacijalnih
utoéiSta, a to se u danasSnje vrijeme prije svega radi primjenom molekularnih filogeografskin
metoda na recentnim populacijama, najbrzi je nacin pronalazenja podrucja koja imaju prioritet
u zastiti.

Do sada je zapadni dio Mediterana puno vise istrazivan nego isto¢ni. Dobivanje novih
informacija o genetskoj raznolikosti i demografskoj povijesti (filogeografiji) biljnih vrsta
istonog Mediterana mogao bi uvelike promijeniti stavove 0 demografskim povijesnim
promjenama flore u Europi, distribuciji bioloske raznolikosti i prioritetima zaStite u Sirem
europskom pa i svjetskom kontekstu. Upravo zbog navedenih razloga pokrenuto je u okviru
projekta ,Filogenija i genetska raznolikost endemi¢nih biljaka dinarsko-jadranskog krsa“
istrazivanje  geneticke raznolikosti liekovite kadulje. Dosadasnja istrazivanja upotrebom
RAPD, AFLP biljega i mikrosatelita kao i istraZivanja raznolikosti etericnih ulja ukazali su na
mnoge populacijsko geneticke fenomene, ali i na potrebu dodatnin filogeografskih
istrazivanja nuznih za potpuno shvacanje populacijsko geneticke strukture Ove endemicne i
ekonomski vrijedne biljne vrste istoéne obale Jadrana. Kao pocetni dio mnogo kompleksnije
filogeografske studije liekovite kadulje nacinjena su istrazivanja prikazana u ovom radu, a ona

su definirana postavijanjem sljedec¢ih ciljeva:

1. provesti sekvenciranje dvije nekodiraju¢e kloroplastne DNA regije na 86 jedinki iz 21
prirodne populacije uzduz isto¢ne jadranske obale,

2. primjenom odgovaraju¢ih statistickih metoda i racunalnih programa iz sekvenci
Kloroplastnih  DNA utwrditi  broj, populacijski sastav i distribuciju kloroplastnih
haplotipova,

3. dobivene sekvence kloroplasnih DNA upotrijebiti za izradu haplotipske mreze kako bi
se pratila distribucija haplotipova 1 mutacijski dogadaji od ishodiSne populacije u

proslosti do danas,
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4. procijeniti lokacije glacijacijskih uto¢iSta 1 migracijski smjer iz th uto¢iSta nakon
zadnje oledbe,

5. utvrditi centre bioloske raznolikosti i jedinstvenosti osobito vazna za zastiti i budu¢em

uzZgoju ove vrste,

6. procijeniti ljudski utjecaj na Sirenje ove ekonomski zanimljive vrste.
Smatramo da ¢e realizacija postavijenih ciljeva pomo¢i u pravinoj konzervaciji

prirodnih  populacija  ljekovite kadulie te pridonijeti razvoju kvalitetnog i odrzvog

iskoriStavanja njezinog vrijednog bio-fonda.
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3.1. Biljni materijal

Biljni materijal je sakuplijen iz 21 prirodne populacije ljekovite kadulje (Slika 11,
Tablica 1, str. 26). Uzorkovane populacije ravnomjerno su rasporedene tako da obuhvacaju
gotovo cijeli prirodni areal ljekovite kadulje.Svaka populacija je predstavljena s jednom do
pet jedinki od kojih su prikupljeni mladi listovi za izolaciju DNA. Analizom je obuhvaceno
ukupno 86 jedinki.
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Slika 11. Podrugje istrazivanja i uzorkovanja populacija ljckovite kadulje (Salvia officinalis L.). Populacije: PO1.
guénjevica; P02. Kamenjak; P03. Krk; P04. Stara Baska; P05. Cres; P06. Vratnik; P07. Karlobag; P08. Pag; P09.
Oti§ina; P10. Zrmanja; P11. Sparadic’i; P12. Vinis¢e; P13. Unesi¢; P14. Runovi¢i; P15. Medugorje (BiH); P16.
Mostar (BiH); P17. Hvar; P18. Vis; P19. PeljeSac; P20. Mljet i P21. Konavle.

3.2. Izolacija ukupne stani¢cne DNA

Ukupna stanicna DNA izolirana je iz 100-120 mg svjezeg lisnog tkiva ljekovite
kadulie pomo¢u DNeasy® Plant Mini DNA izolacijskog kompleta (Qiagen®):
1. izvagano lisno tkivo smjesteno je u epruvetu od 2 ml (Safe-lock 2 ml tube, Eppendorf®) u
koju je dodana sterilizirana cCelina kuglica za usitnjavanje,
2. epruvete su Cvrsto zatvorene i uronjene u posudu s tekuéim duSikom radi smrzavanja

biljnog tkiva kako bi se lakSe usitnilo,

24



3. smrznuto tkivo je usitnjeno u uredaju Tissue Lyser (Qiagen®), 1 min na frekvenciji od 30
Hz/s,

4. na usitnjeno biljno tkivo je dodano 600 pl prethodno ugrijanog AP1 pufera (otopina
deterdzenata 1 proteinaze), 4 u RNaze, 6 pg polivmipolipirolidona 1 6 p 2-
merkaptoetanola (sprjeCavanje oksidacije), te je smjesa promijeSana na 'vorteks' mijesalici
GVLab (Gilson®),

5. dobiveni homogenat inkubiran je 10 min na 65°C uz povremeno mijeSanje na 'vorteks'
mijeSalici,

6. dodano je 195 wW AP2 pufera, promijesano, te smjeSteno 7 min na -20°C (taloZenje
denaturiranih proteina), a onda centrifugirano 7.5 min na 16100 g (centrifuga 5415D
Eppendorf®),

7. 650 p vodenog sloja (sadrzi DNA molekule) je preneseno na QIAshredder Mini Spin
kolonu, te je centrifugirano 5 min. na 16100,

8. u nowvu epruvetu od 1.5 ml preneseno je 600 pl fitrata i dodano 900 pl AP3 otopine
(omogucuje selektivno vezivanje DNA molekula na membranu DNeasy Mini Spin
kolone),

9. 650 pl promijesanog sadrzaja naneseno je na DNeasy Mini Spin kolonu, te centrifugirano
1 min na 9758 g (vezanje DNA molekula na membranu). Filtrat je odliven, a proces je
ponovljen jos§ dva puta, koriste¢i istu kolonu,

10. kolona s DNA je prebacena u novu epruvetu od 2 ml bez poklopca, dodano je 500 ul AW
puferske otopine, te centrifugirano 1 min na 9758 g (ispiranje DNA molekula vezanih na
koloni). Postupak se ponovio jo$ jednom, ali ovaj put centrifugirano je 4 min. na 16100 g,

11.DNeasy Mini Spin kolona prebacena je u novu steriliztanu epruvetu od 1.5 ml i
ostavljena otvorena tijekom 5 min. na sobnoj temperaturi kako bi ishlapio etanol. Zatim je
dodano 100 pl AE pufera zagrijanog na 65°C (vodena otopina TRIS-a koja odrzava pH
imad 8, S$to je bitno za sprjecavanje degradaciie DNA kroz duzi vremenski period), te
ponovno inkubirano tijekom 5 min. u zatvorenoj epruveti pri sobnoj temperaturi (kako bi
se membrana kolone dobro natopila), te centrifugirano 1 min na 9758 g,

12. dobiveni filtrat je otopina DNA, Kkoja je zatim pohranjena na -20°C.
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Tablica 1. Osnovni brojcani i geografski podaci istrazivanih populacija lickovite kadulje (Salvia
officinalis L.)

Nadmorska
Br populaciia . Geografska Geografska visia
§irina duzina
(m/nm)

P01  Susnjevica 2 451508N 0140944E 174
P02  Kamenjak 5 444618N 0135444E 18

P03  Krk 4 451336N 0143421E 135
P04  Stara Baska 5 445832N 0143946E 166
PO5  Cres 4 450331N 0142209E 412
P06  Vratnik 5 445900N 0145846E 613
P07  Karlobag 1 443109N 0150554E 9

P08 Pag 5 442538N 0150241E 109
P09  OftiSina 5 441210N 0153709E 145
P10  Zrmanja 5 441229N 0160319E 489
P11  Sparadici 2 433749N 0155731E 40

P12  Vinis¢e 3 433020N 0160655E 182
P13  Unesi¢ 5 434345N 0160935E 375
P14  Runovi¢i 4 432135N 0171629E 425
P15  Mostar (BiH) 5 431959N 0174503E 403
P16  Medugorje (BiH) 3 431030N 0174120E 199
P17  Hvar 5 430756N 0165706E 345
P18  Vis 3 430206N 0160811E 280
P19  Peljesac 5 425831N 0171625E 387
P20  Mljet 5 424450N 0173043E 245
P21  Konavle 5 423548N 0181456E 509

Ukupno 86
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3.3. Elektroforeza na agaroznom gelu

Uspjesnost izolacije DNA je provjerena elektroforezom na 0.8% gelu agaroze u 0.5 x
TBE puferu (45 mM tris-borata i 1 mM EDTA, pH 8), kroz jedan sat na 100 V (Sambrook i
sur. 1989). Uzorci za elektroforezu su pripremljeni tako da je 1 ul otopine DNA pomijeSan s 4
ul sterilizirane destilirane vode i s 1 pl boje za nanoSenje (30% saharoze, 0.25% brom-
fenolnog modrila i 0.25% ksilen-cijanola; Sambrook i sur. 1989). Dobivena otopina je
nanesena u jazice agaroznog gela. Kao standard je koriStena DNA bakteriofaga A (Boehringer,
Manheim) u koncentraciji od 250 ng/ul. Nakon §to je brom-fenolno modrilo iz uzorka
putovalo oko 3 cm elektroforeza je prekinuta, a gel je uronjen u otopinu etidij-bromida u 0.5 x
TBE puferu (¢ = Spug/ml) na 25 mn. Etidij-bromid se specificno veze uz nukleinske kiseline
interkaliranjem izmedu dusSicnih baza, a molekule DNA postaju vidljive kada se gel osvijetli
UV svjetlom transiluminatora T-2202 (Sigma). Usporedbom debljine i sjaja trake izolirane
DNA s trakom DNA bakteriofaga A bilo je moguce utvrditi prisutnost DNA te procijeniti

njezinu degradiranost i okvirnu koncentraciju DNA.

3.4. Fluorimetrijsko odredivanje koncentracije izolirane DNA
Tocna koncentracija izoliranth ukupnih staniénth DNA je izmjerena pomocu fluorimetra

Qubit™  (Invitrogen®) i Quant-if™ dsDNA BR kompleta za fluorimetrisko mjerenje

koncentraciie DNA (Invitrogen®™):

1. reagensi Quant-iT dsDNA BR kompleta su zagrijani do sobne temperature,

2. pripremljena je radna otopina boje u omjeru 1:200 (1 pl Quant-iI™ boje 1 199 pl Quant-
iIT™ pufera),

3. pripremljeni su Standard 1 i Standard 2 na nacin da se u jednu epruvetu od 0.5 ml doda 10
ul standarda 1, a u drugu 10 pl standarda 2, te u svaku od njih po 190 pl prethodno
pripremljene otopine boje (ukupni volumen 200 pl)

4. u epruvete od 0.5 ml stavlieno je po 5 pl uzorka izolrane DNA i dodano je po 195 ul
otopine boje (ukupni volumen 200 pl)

5. sadrzaj svih epruveta je kratko izmieSan na 'vorteks' mijeSalici te su sve otopine
inkubirane 2-3 min na sobnoj temperaturi

6. fluorimetar je podeSen na program Quant-idDNA BR, te je kalibriran standardima 1 i 2, a

nakon toga se ocitavala koncentracija uzoraka izolirane DNA,

27



7. stvarna koncentracja DNA (ng/ul) se dobila mnoZenjem vrijednosti ocitane na

fluorimetru s brojem 40.

3.5. Umnozavanje Kkloroplastnih DNA regija lananom reakcijom

polimerazom

U zlji za pronalazenjem najpogodnijeg (najvarijabilnijeg) kloroplastnog DNA biliega 6
kloroplastnh DNA lokusa je testirano na pet jedinki, izabranih nasumi¢no, iz razliCitth
populacija (Tablica 2). Od 6 istrazenih lokusa dva su izabrana kao najvarijabilnija i prema
tome najpogodnija za analizu cjelokupnog uzorka: rps16x2F2-trnK %Y i rpl32F-trnLYA¢
(Slika 12).

Za PCR umnoZavanje rps16x2F2-trnkY“Y

i rpl32F-trnLYA®  kloroplasnih lokusa
upotrebljene su odgovarajue pocetnice (Tablica 2) i sliedece otopine u ukupnom volumenu

od 25 ul:

8.35 ul sterilizirane deionizirane vode (Qiagen®).

2.50 ul 10xPCR Buffer (100 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, 15 mM MgCl,; TaKaRa®)
2.00 ul dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP ) mix (2.5 mM; TaKaRa®)

1.00 ul PCR pocetnica (PCR otopina 1: rpsl6x2F2; PCR otopina 2: rpl32F)

1.00 ul PCR pogetnica (PCR otopina 1: trnK“Y"Y; PCR otopina 2: trnL"A®)

0.15 pl Tag HS DNA polymerase (5 U/ ul, TaKaRa)

¢ 10.00 ul DNA (c=0.5 ng/ul)

PCR umnozavanje dvije kloroplastnih regije provedeno je u uredaju GeneAmp® PCR System
9700 (Applied Biosystems®), uz koristenje sliede¢eg PCR programa (Shaw i sur. 2007):
¢80 °C 5 min,
¢ 30 ciklusa:
- 95°C 1 min (DNA denaturacija),
- 50 °C 1 min (vezanje pocetnica),
- ,yamp time*“ 0.3 °C/s to 65 °C,
- 65 °C 4 min, (unozavanje lanca),
¢65 °C 5 min,
Veli¢ina i kvaliteta PCR produkta su provjerene elektroforezom u 1% agaroznom gelu na

na¢in opisan prilikom izolacije DNA.
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Tablica 2. Istrazivani cpDNA lokusi, imena PCR pocetnica, sekvence PCR podéetnica i literaturni izvori konstruiranih PCR pocetnica

Chloroplast DNA region Primer name Primer sequence (5°-3") Reference
trnQ-5'rpsl6 trnQ(UUG) GCGTGGCCAAGYGGTAAGGC Shaw et al. (2007)
rpS16x1 GITGCTTTYTACCACATCGTTT Shaw et al. (2007)
3'rps16-5"trnK rpS16x2F2 AAAGTGGGTTTTTATGATCC Shaw et al. (2007)
trnK(UUU) TTAAAAGCCGAGTACTCTACC Shaw et al. (2007)
rpS16 intron rpS16F AAACGATGTGGTARAAAGCAAC Shaw et al. (2005)
rpS16R AACATCWATTGCAASGATTCGATA Shaw et al. (2005)
ndhF-rpl32 rpL32-R CCAATATCCCTTYYTTTTCCAA Shaw et al. (2007)
ndhF GAAAGGTATKATCCAYGMATATT Shaw et al. (2007)
rI32-trnL trnL(UAG) CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT Shaw et al. (2007)
rpL32-F CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC Shaw et al. (2007)
ycf6-psbM ycf6F ATGGATATAGTAAGTCTYGCTTGGGC Shaw et al. (2005)
psbMR ATGGAAGTAAATATTCTYGCATTTATTGCT Shaw et al. (2005)
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Slika 12. Raspored i orjentacija PCR po&etnica izabranih rps16x2F2-trnKYYY i rpl32F-trnL"A® kloroplastnih lokusa (Shaw et al. 2007)
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3.6. Sekvenciranje PCR umnoZenih kloroplastnih DNA regija

Neposredno prije sekvenciranja DNA, a kako bi se iz sekvencijske otopine uklonile
nevezane pocetnice 1 degradirali nevezani nukleotidi, provedeno je procis¢avanje PCR
otopine upotrebom egzonukleaze | (Thermo Scientific®, #EN0581) i FastAP™ termosjetljive
alkalne fosfataze (Thermo Scientific®, #EF0651) na sliede¢i nagin:

e pripremljena je sliedeca reakcijska otopina:
- 5.0 pI PCR produkta
- 0.5 ul (10 U) egzonukleaze I
- 1.0 pl(1 U) FastAP™ termosjetljive alkalne fosfataze
e otopina je promijeSana na 'vorteks' mjesalici GVLab (Gilson®) i inkubirana na 37 °C
15 min

e reakcija je zaustavljena zagrijavanjem otopine na 85 °C 15 min

Bez daljnje obrade 5 pl ovako procis¢enth PCR produkata pomijeSano je s 5 pl jedne PCR
pocetnice (c=5 puM) i poslano u Macrogen Service Center (Amsterdam, Netherlands) koriste¢i
EZseq uslugu DNA sekvenciranja. Tzv. Sangerovo dideoksi sekvenciranje je provedeno
koriste¢i BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®) po uputama
proizvodaca. Kapilarna elektroforeza provedena je na uredaju ABI 3730xI DNA Analyzer
(Applied Biosystems™). Zbog to¢nosti o&itanja DNA sekvenci svaki PCR uzorak sekvenciran
je iz oba smjera.

3.7. Slaganje sekvenci iz dva smjera i viSestruko sravnjivanje

Dobivene rps16x2F2-trnK"YY i rpl32F-trLYA® Kloroplastne sekvence DNA iz oba
smjera vizualizirane su (.abl format), spojene u jedinstven redosliied i medusobno sravnjene

uz pomo¢ raCunalnog programa  Genious version 6.1  (http//www.genious.com).

Predpostavljaju¢i da su oba kloroplastna lokusa nekodirajua 1 da imaju jednak evolucijski
tempo sekvence oba lokusa su spojene u jedinstveni niz za svaku jedinku. Pod pretpostavkom
da je svaka msercija/delecija duza od jednog baznog para jedan evolucijski dogadaj, svako je
takvo mjesto u sekvencama svedeno na jednu baznu promjenu. Sravnjene sekvence

spremljene su za daljnju filogenetsku analizu u FASTA formatu.
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3.8. Filogeografska analiza

Filogeografska analiza kloroplastnih sekvenci DNA obuhvacala je deskriptivnu statistiku,
te izradu filogeografske mreze.

Deskriptivna  statistika se odnosila na izraCun mjerila raznolikosti kao S$to su nepristrana
haplotipska raznolikost i nukleotidna raznolikost. Mjerila su izraCunata za svaku populaciju
kao i za cjelokupni set podataka pomocu programa Arlequin 3.5 (Excoffier i sur. 2005).
Nepristrana haplotipska raznolikost (Hg; unbiased haplotype diversity; Nei, 1987) je

izraCunata prema formuli:

n L
H =— 11— :
d n—l Zpl

gdje Je,

Hq - nepristrana haplotipska raznolikost,
n - veli¢ina uzorka,

p - uCestalost haplotipa i,

| - ukupan broj haplotipova.

Nukleotidna raznolikost (m; nucleotide diversity; Nei and Li 1979) je izraunata kao

prosjecan broj nukleotidnih razlika izmedu svih parova haplotipova po formuli:

I 1 ppg,

gdje je,

7 - prosjecni broj razlika izmedu svih parova haplotipova,
n - veli¢ina uzorka,

p - uCestalost haplotipa |,

K- ukupan broj haplotipova,

dij - broj mutacija u koje su se dogodile od odvajanja haplotipa i i j.
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Filogeografska mreza izmedu haplotipova je konstruirana po metodi statisticke
Stedljivosti (statistical parsimony; Templeton i sur. 1992). Metodom statisticke Stedljivosti
tvori se najkraca razapinjuCa mreza (minimum spaning network). U prvom se koraku vrhovi
grafa koji predstavijaju haplotipove povezuju bridovima ukoliko se haplotipovi razlikuju u
samo jednom nukleotidu, a zatim se povezuju svi oni haplotipovi koji se razlikuju u dva, te
zatim 1 viSe nukleotida sve dok svi vrhovi nisu povezani ili je dosegnuta kriticna vrijednost
povezivanja (connection limit; Templeton i sur. 1992). Kritiéna vrijednost povezivanja je
vjerojatnost nepostojanja nezapazenih supstitucija izmedu haplotipova koja se moze
procijeniti na temelju broja razli¢itth nukleotida izmedu haplotipova 1 ukupne duljine
sekvence. Filogenetska je mreza konstruirana pomocéu programa TCS (Clement i sur. 2000)

uz kritiénu vrijednost pozivanja od P > 0.95.
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4. REZULTATI



Ukupne stanicne DNA su uspjesno izolirane. Kvaliteta izolacija odredena je pomocu
agarozne gel elektroforeze (Slika 13). Trake DNA na gelu, bez welikih repova, jasno su
ukazivale na visokopolimerne DNA (preko 20 kb) i Ciste izolate bez dodataka sekundarnih
biljnth spojeva. Nakon florimetrijskog mjerenja koncentracije prosjecna koncentracija svih 86

izoliranih DNA iznosila je 43.2 ng/ul.

S SG8 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 S

— — e G e W — - o= - . 23130bp
-~

2027bp

Slika 13. Elektroforeza ukupnih staniénih DNA 18 jedinki ljekovite kadulje (pruga 1-
18). S = veli¢inski DNA standard II (Roche®).
Duljina obje (rps16-trnK i trnL-rpL32) regije nakon PCR umnoZavanja, prociS¢avanja,
sekvenciranja i viSestrukog sravnjivanja iznosila je 1559 bp (Prilog 1). Pri tome je duljina

samo regije rpsl6-trnK bila 717 bp, a trnL-rpL32 842 bp (Slika 14, Prilog 1).

rps16-trmK
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Slika 14. Agarozna gel elektroforeza PCR umnozenih i za sekvenciranje prociscéenih
rpsl6-trnK i trnL-rpL32 regija kloroplastne DNA osam jedinki ljekovite kadulje.

Zapazeno je ukupno 9 Kloroplastnih haplotipova koji su se razlikovali u ukupno 52

polimorfna mjesta od kojih su 22 predstavijali nukleotidne supstitucije, a 30 insercije/delecije
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(Prilog 1). Ukupno je zapazeno osam insercija/delecija duljine od jedne do Sest parova baza.
Pod pretpostavkom da je svaka insercija/delecija duza od jednog baznog para jedan
evolucijski dogadaj, svako je takvo mjesto u sekvencama svedeno na jednu baznu promjenu
(Tablica 3; msercije/delecije duze od 1 pb su oznafene slovima) tako da je duljina sekvenci za
analizu iznosila 1537 parova baza ukljuujuéi 30 polimorfnih mjesta (22 supstitucija 1 8
insercija/delecija).

Na sjevernom dijelu Jadrana nije zabiljezen niti jedan specifican haplotip, odnosno
zabiljeZzene haplotipove 1,2,3,4 i 5 nalazimo i u jumom dijelu Jadrana (Tablica 4). Tri
haplotipa (haplotipovi 6,8 i 9) nadeni su samo U Juzmom Jadranu uklju¢ujuéi i jedan u
populaciji Mostar (haplotip 7). Prema tome, od ukupno devet haplotipova njih Cetiri su bila
jedinstvena za juzni dio.

Analizom 86 jedinki liekovite kadulje utvrdena je ucestalost haplotipova od 2.3 %
(Hap_6) do 39,5 % (Hap 1). Najéesc¢i haplotip (Hap 1) bio je zapazen kod ¢ak 10 populacija
(Tablica 5). Njegova zastupljenost je mnogo manja kod jumih populacija gdje je zastupljen
samo kod populacije Runovi¢i i Mostar.

Broj razli¢itih haplotipova zapaZzenih unutar populacija se kretao od jednog do tri. U 14
populacija zapazen je samo jedan haplotip, dok su kod cetiri populacije zabiljezena dva, a kod
tri populacije tri razlicita haplotipa. Ukupna nepristrana haplotipska raznolikost iznosila je
0.789+0.032, a nukleotidna raznolikost 0.0036+0.002. Nepristrana haplotipska raznolikost
populacija se kretala od 0.000 do 0.800 (P19 Mostar), a nukleotidna raznolikost od 0.0000 do
0.0018 (P19 Mostar) (Tablica 6).

Nakon analize statisticke Stedljivosti na prikazu kloroplastne haplotipske mreze moglo
se vidjeti koliko su haplotipovi udaljeni od srediSnjeg hipotetskog haplotipa pretka te koje su
se mutacije dogodile tjekom demografske povijesti liekovite kadulje na ovom podrucju (Slika
15). Brojevi na linijama koje povezuju haplotipove prikazuju mjesto mutacije u sekvenci
(mutacijski  korak). Hipotetski haplotip pretka nije pronaden u uzorkovanim jedinkama.
Haplotip 1, 2, 3, 5 i 6 su udaljeni za jedan ili dva mutacijska koraka od haplotipa pretka,
haplotipovi 7 1 8 su udaljeni tri, haplotip 4 udaljen osam, a haplotip 9 cak trinaest mutacijskih
koraka.
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Tablica 3. Polimorfna mjesta devet haplotipova zapaZenih kod 21 populacije ljekovite kadulje na temelju sekvencikloroplastnih regija rps16-trnK i rpl32-trnL.

Haplotip 172 335 347 521 547 551 568 701 793 931 979 985 986 998 1002 1006 1007 1008 1009 1037 1068 1145 1161 1168 1264 1344 1370 1380 1459 1464

Hap_1 C - c 1T T - c Tt ¢ T C T - T T C A A A C C A - d A T A - f G
Hap_2 C - T T 7T - c T C¢c T C T - T T C A A A C G G - d A T A - f C
Hap_3 C - T T 7T - c T ¢ T C T - T T C A A A T G G - d A T A - f G
Hap_4 T - c T T - T T A T T T - T T C A A A C G G - - - cC T - f G
Hap5 C a C T T - c T ¢ T C T - T T C A A A C G G - d A T A - f G
Hap_ 6 C - c T C - c Tt ¢ T C T - T T C A A A C G G - d A T A - f G
Hap_7 C - T T 7T - c 6 ¢ 1T C T - T T C A A A T G G - d A T A - f G
Hap_ 8 C - c 1T T - c 1t € GG C T - T T C A A A C C A - d A T A - f G
Hap_ 9 C - c ¢ T T ¢ T C T C G bb A C T T G G C G G ¢ d A T A e - G

*Insercije/delecije duZe od 1 para baza oznacene su slovima kako slijedi: a - motiv TTCTTT, b - motiv GGAA, ¢ - motiv ATA, d - motiv AGTAC, e - motiv TTGAAT, f -
motiv TTGT
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Tablica 4. Raspodjela broja jedinki unutar populacija po haplotipovima

Populacija Haplotip Broj jedinki Brgj
Hap 1 Hap 2 Hap 3 Hap 4 Hap 5 Hap 6 Hap 7 Hap 8 Hap 9 haplotipova

P01 Susnjevica 2 2 1
P02 Kamenjak 1 3 1 5 3
P03 Krk 4 4 1
P04 Stara Baska 5 5 1
P05 Cres 4 4 1
P06 Vratnik 3 2 5 2
P07 Karlobag 1 1 1
P08 Pag 5 5 1
P09 OtiSina 5 5 1
P10 Zrmanja 5 5 1
P11 Sparadici 2 2 1
P12 Vini§¢e 3 3 1
P13 Unesic¢ 5 5 1
P14 Runoviéi 2 2 4 2
P15 Mostar (BiH) 2 2 1 5 3
P16 Medugorje (BiH) 2 1 3 2
P17 Hvar 5 5 1
P18 Vis 3 3 1
P19 Peljesac 1 3 1 5 3
P20 Mljet 4 1 5 2
P21 Konavle 5 5 1

UKUPNO 34 12 6 8 13 2 1 3 7 86 9
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Tablica 5. Ucestalost devet haplotipova zapazenih kod 21 populacije ljekovite kadulje.

Haplotip jei:zjki Ucestalost Populacije u kojima je pojedini haplotip zapazen
Hap_1 34 0.395 P01 P02 P03 P04 P06 P08 P09 P10 P14 P15
Hap_2 12 0.140 P02 P14 P16 P17
Hap_3 6 0.070 P02 P15 P18
Hap_4 8 0.093 P05 P07 P12
Hap_5 13 0.151 P06 P13 P16 P19 P20
Hap_6 2 0.023 P11
Hap_7 1 0.012 P15
Hap_8 3 0.035 P19
Hap_9 7 0.081 P19 P20 P21

Ukupno 86 1.000
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Tablica 6. Raznolikost haplotipova kloroplastne DNA kod 21 populacije liekovite kadulje.

Broj Broj

Br. Populacija jedink haplotipova Hq SE O SE
P01  Susnjevica 2 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
P02  Kamenjak 5 3 0.700 0.218 0.0014 0.001
P03  Krk 4 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
P04  Stara Baska 5 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
PO5  Cres 4 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
P06  Vratnik 5 2 0.533 0.172 0.0010 0.001
P07  Karlobag 1 1 - - - -
P08  Pag 5 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
P09  Otifina 5 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
P10  Zrmanja 5 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
P11  Sparadici 2 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
P12  Viniic¢e 3 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
P13  Unesi¢ 5 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
P14  Runoviéi 4 2 0.667 0.204 0.0017 0.001
P15  Mostar (BiH) 5 3 0.800 0.164 0.0018 0.001
P16  Medugorje (BiH) 3 2 0.667 0.314 0.0013 0.001
P17 Hvar 5 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
P18  Vis 3 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
P19  Peljesac 5 3 0.700 0.218 0.0048 0.003
P20 Mljet 5 2 0.400 0.237 0.0036 0.002
P21 Konavle 5 1 0.000 0.000 0.0000 0.000

UKUPNO 86 9 0.789 0.032 0.0036 0.002

Hg - nepristrana haplotipska raznolikost i standardna pogreska (SE)
- nukleotidna raznolikost i standardna pogreska (SE)
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Slika 15. Prikaz haplotipova dobivenih analizom statisticke §tedljivosti u TCS ra¢unalnom programu; Veli¢ina
krugova odgovara broju jedinki kojima pripada pojedini haplotip. Ishodi§nom haplotipu ne pripada niti jedna
uzorkovana jedinka. Brojevi prikazuju odgovarajuc¢e mjesto mutacije (mutacijski korak)

Cjelokupna rasprostranjenost kadulje je prikazana na geografskoj karti, a lokacije
sakupljanja jedinki predstavljene su statistickim krugovima koji prikazuju sastav kloroplastnih
haplotipova (Slika 16). Areal kadulie se proteze duz Jadranske obale i1 unutra$njosti, a
haplotpovi se takoder mijenjaju smjerom jug-sjever. lznimke su populacije Vratnika i
Kamenjaka koje imaju neocekivane haplotipove s obzirom na geografsku poziciju. Broj
uzorkovanih jedinki po populaciji se razlkovao od jedan do pet, pa su prema tome
oblikovane velicine prikaza statistickih krugova da bi se Sto vjerodostojnije moglo zakljuciti o

stvarnoj pouzdanosti rezultata.

40



km

N
0 25 50 100 A ~/'> "
o - :

Slika 16. Raspodjela devet kloroplastnih haplotipova u 21 istrazivanoj populaciji lickovite kadulje. Polozaj krugova odgovara lokalitetima skupljenih uzoraka prikazanim na
slici 11. Veli¢ina krugova odgovara broju uzorkovanih jedniki po pojedinoj populaciji, rimski brojevi (I, 1I, 1, VI, XIll) oznafavaju broj mutacijskih promjena od
hipotetskog haplotipa pretka.

41



42

5. RASPRAVA



Aromatiéne 1 farmaceutski vazne biljke Cesto SU znanstveno proucavane zbog njihovih
etericnih ulja 1 ljekovitih kemijskih spojeva (npr. Ramawat i Merillon 2008, Arora 2011). S
druge strane, geneticke i filogeografske studije prirodnih populacija ovih biljaka su rijetke,
(npr. Volz i Renner 2009; Yuan i sur. 2010), iako se dobro zna da su one nuzne za zastitu i
buduce oplemenjivacke programe.

NaSa geneticka studija je jedna od rijetkih populacijsko-genetickih studija na ljekovitoj
kadulji (Zidovec 2004, Jug-Dujakovié 2010, Gregura§ 2013), a kada se u razmatranje uzmu
filogeografske studije onda je jedna od ukupno dvije poduzete do sada (Stojanovi¢ i sur.
2013). Prema istrazivanju Walker-a (2004) uzorci koje smo imali u analizi gotovo u cijelosti
pokrivaju prirodnu rasprostranjenost ljekovite kadulje. Prema dobivenim rezultatima moguce
je zaklju¢iti da je povijest liekovite kadulie na ovom prostoru bila podlozna dinami¢nim
populacijskim promjenama 1 fenomenima kao Sto su naglo Sirenje, fragmentacija staniSta,
genetiCki pomak (eng. genetic drift), efekt osnivaca (eng. founder efect) i geneticko usko grlo
(eng. genetic bottleneck). Ovakav zakljuéak je izveden prije svega zbog strukture zvijezde
kod haplotipske mreze (Slika 15). Naime, dinamicke povijesno-demografske promjene dovele
su do nestanka hipotetskog haplotipskog pretka, koji se viSe ne moze pronaci u istraZivanim
populacijama, ali su prisutni usko srodni haplotipovi nastali od njega uz samo jednu ili dvije
mutacijske promjene. Dinamicke povijesno-demografske promjene se ocituju i u cijeloj paleti
mutacijskih promjena koje sezu ¢ak do broja 13 (Slika 15 i 16).

Iz dobivenih haplotipova i njihovog geografskog smjestaja moguce je zakljuciti da je
cijela jadranska obala i uski kontinentalni rub podijelien na dva dijela, pri ¢emu se granica
moZe povuéi negdje kod Sibenika i rijeke Krke (Slika 16). Jumne populacije lickovite kadulje
posjeduju svih devet nadenih kloroplastnih haplotipova, dok ih je u deset sjevernin populacija
zabiljezeno Svega pet.

Kada bi se iz sjevernih populacija izdvojile populacije Kamenjak i Vratnik, koje jako
odudaraju svojim haplotipskim profilima, u preostalih osam sjevernih populacija, ostala bi
samo dva haplotipa i to nikad zajedno u istoj populaciji. Od tako preostalih osam sjevernih
populacija dvije sadrze samo haplotip 4, a Sest ima samo najucestaliji haplotip u ovom
istrazivanju, haplotipom br. 1. U sjevernim populacijama populacije Kamenjak i Vratnik
odudaraju kako sastavom haplotipova, tako i po velikoj haplotipskoj raznolikosti. Tesko je
ovaj rezultat objasniti nekakvim prirodnim fenomenom, osim da je na njihov haplotipski
profil utjecao Covjek. Naime, haplotip br. 6 u populaciji Vratnk je prili¢no izoliran od
geografski najblize zabiljezenog takvog haplotipa U populaciji Unesic. Zanimljivo je
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primijetiti da je taj haplotip br. 6 samo jedan korak udaljen od hipotetskog haplotipnog pretka
i da je prilicno Cest u juznim populacijama. S druge strane populacija Kamenjak, kao druga
neobina populacija medu sjevernim populacijama, posjeduje uz najucestaliji haplotip
haplotip br. 1, jo§ dva haplotipa osobita za ¢ak pet populacija srediSnje Dalmacije (Vis,
Peljesac, Runovi¢i, Mostar i Medugorje). Prilikom pokusaja objasnjenja dobivenih rezultata
za populaciju Vratnik bitno je znati da se ova populacija nalazi na netipicnom staniStu za
liekovitu kadulju 1 da se po tome razlikuje od svih ostalih istrazivanih populacija (Gregura$
2013). Naime, ova je populacija smjeStena na planinskom prijevoju s netipicno hladnom
klimom za ljekovitu kadulju. Podrijetlo ove populacije bi se moglo povezati s nedavno
izgradenom cestom za Ciju je konstrukciju dovozena zemlja iz priobalja. Mogucée je da je ta
zemlja sadrzavala merikarpe ljekovite kadulje podrijetiom iz juznih populacija. Ukoliko su
ove pretpostavke to¢ne za vjerovati je da ¢e prva ostrija zima unistiti ovu populaciju. Sto se
tice neobi¢nih haplotipova utvrdenih za populaciju Kamenjak, ne postoji drugo objasnjenje
nego da su rezultat migracije uzgojenih jedinki podrijetiom iz sredi$nje Dalmacije.

Jume populacije su nevjerojatno bogate razli¢itim haplotipovima pa ¢ak i unutar iste
populacije (Slika 16). Ovakva raznolikost bi se mogla povezati s centrom raznolikosti ove
vrste kao 1 s poznatim centrima bioloske raznolikosti kao Sto su Biokovo, juzna Dalmacya 1
Crna gora, ali i postojanjem poznatih genetiCkih barijera kao Sto su rijeCna korita i usca
Neretve i Krke (Podnar i sur. 2004, Krystufek i sur. 2007, Kucera i suradnici 2008, LakusSi¢ i
sur. 2013). Najjuzniji 1 genetski najudaljeniji haplotip br. 9, zbog svojih brojnih mutacijskin
promjena od hipotetskog haplotipnog pretka, upucuje na povezanost ovih populacija s nekim
sasvim drugim genetskim skupom nepostoje¢im u ovom istrazivanju, a koji bi se mogao
pronac¢i medu populacijama iz Crne gore 1juzne Srbije (Stojanovi¢ 1 sur. 2013).

U svom doktoratu Gregura§ (2013) se tijekom rasprave rezultata mikrosatelitne analize
gotovo istog uzorku populacija kao u ovom radu, dvoumi jesu li tijekom glacijacije populacije
liekovite kadulje prezvjele u vecem broju refugija diljem jadranske obale ili su kao izvor
postglacijacijskog Sirenja posluzile samo juzme populacije. Ocigledno je da rezultati naseg
istrazivanja podrzavaju hipotezu postglacijalnog Sirenja iz juznih utoCiSta. Prema tome glavni
filogenetski zakljuCak dobiven ovim istrazivanjem bi se mogao sazeti u sljedece: jume
populacije predstavijaju refugijalno utociste iz kojih su se nakon oledbe, uz efekt osnivaca i
brojna ponavijaju¢a genetiCka uska grla (eng. genetic bottleneck), populacije ljekovite kadulje
Sirile  jadranskom obalom na sjeverozapad. Glavni argumenti ovom zakljucku su puno vecéa

geneticka raznovrsnost, specificnost 1 zastupljenost haplotipova koji se razlikuju u samo
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jednoj mutacijskoj promjeni od hipotetskog haploidnog pretka u juznim populacijama te
vidno haplotipski siromasnije i uniformnije sjeverne populacije. U svim ovim zaklju¢cima
treba Dbiti oprezan i uzeti u obzir tisucljetnu prisutnost i utjecaj ¢ovjeka na ovom podrucju.
Naime, smatra se da je jadranska obala neposredno nakon razdoblja posljednje glacijacije bila
prekrivena Sumskom vegetacijom, pa su staniSta ljekovite kadulje bila znatno manja nego
danas. Vjerojatno je Covjek taj koji je procesom deforestacije omogucio njezmu danaSnju
rasprostranjenost. Cini se ipak da se pri tome kadulja $irila spontano, jer kod namjernog
presadivanja ne bi bila prisutna ovakva pravilna geografska distribucija genetiCke raznolikosti
(Gregura§ 2013). Isto tako za izvodenje sigurnijih zakljuCaka o podrijetlu i nacinu Sirenja
liekovite kadulie numo je proSiriti ovo istrazivanje na diskontinuirane populacije na
Balkanskom poluotoku te podrijetlom nejasne populacije s juga Francuske, Iberijskog
poluotoka i Sjeverne Afrike.

Ovom studijom utvrdeno je da prirodne populacije lickovite kadulje posjeduju veliku
genetsku raznolikost, pa su zbog toga izuzetno zanimljive u programima oplemenjivanja i
uzgoja. Cini se da danas populacije lickovite kadulje nisu direktno ugroZene, ali bi se daljnjim
unitavanjem staniSta i poja¢anim prikupljanjem ova slika mogla brzo promijeniti na gore.
Uzgojem ljekovite kadulje za potrebe farmaceutske i kozmeticke industrije smanjila bi se
potreba za prikupljanjem u prirodi, a time bi se ekoloski i ekonomski gledano, zastitio ovaj u

svjetskim razmjerima vrijedan genofond.
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6. ZAKLJUCAK



Na temelju filogeografske analize sekvenci DNA dvije kloroplastne regije (rpsl6x2F2-
trnKYYY i rpI32F-trnLY®) 86 jedinki ljekovite kadulje, podrijetom iz 21 prirodne populacije,

moguce je zakljuciti sljedece:

1. Utvrdeno je ukupno 9 Kkloroplastnih haplotipova koji su se razlikovali u ukupno 52

polimorfna mjesta od kojih su 22 predstaviljali nukleotidne supstitucije, a 30 insercije/delecije.

2. 1z dobivenih haplotipova i njihovog geografskog smjeStaja moguce je zakljuciti da je ciela
jadranska obala i uski kontinentalni rub podijelien na dva dijela; sjeverni i juzni. Granica

izmedu ova dva podruéja moZe se povuci negdje kod Sibenika i rijeke Krke.

3. Jedanaest jumih populacija ljekovite kadulije posjeduju svih devet kloroplastnih

haplotipova, dok ih je u deset sjevernih populacija zabiljezeno svega pet.

4. Populacije Kamenjak i Vratnik odudaraju kako sastavom haplotipova, tako i po velikoj
haplotipskoj raznolikosti od ostalh sjevernth populacya. Ovaj rezultat moguce je objasniti

jedino aktivnim utjecajem Covjeka na Sirenje ove vrste.

5. Jume populacije su izrazito bogate razli¢itim haplotipovima pa ¢ak i unutar iste populacie.
Ovakva raznolikost bi se mogla povezati s centrom raznolikosti ove wrste kao i s poznatim
centrima bioloSke raznolikosti kao S§to su Biokovo, juma Dalmacija i Crna gora, ali i1
postojanjem ranije prepoznatim genetickih barijera kao Sto su korita i us¢a rijeka Neretve i
Krke.

6. Najjumniji i genetski najudaljeniji haplotip br. 9, zbog svojih brojnih mutacijskih promjena
od hipotetskog haplotipnog pretka, upucuje na povezanost ovih populacija s nekim sasvim
drugim genetskim skupom nepostoje¢im u ovom istrazivanju, a koji bi se mogao pronaci

medu populacijama iz Crne gore ijuzne Srbije.
7. Za izvodenje konacnih zakljucaka o podrijetln i nacinu Sirenja liekovite kadulje nuzmo je

prosiriti ovo istrazivanje na diskontinuirane populacije u unutra$njosti Balkanskog poluotoka

te podrijetlom nejasne populacije s juga Francuske, Iberijskog poluotoka i Sjeverne Afrike.
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8. Glavni filogenetski zakljucak dobiven ovim istrazivanjem je da juZne populacije
predstavljaju refugijalno utoCiSte iz kojih su se nakon oledbe, uz efekt osnivaca i brojna
ponavljajuéa genetiCka uska grla, populacije ljekovite kadulje Sirile jadranskom obalom na
sjeverozapad.

9. Ovom istrazivanjem je potvrdeno da prirodne populacije ljekovite kadulje, a osobito one iz
jumog dijela, posjeduju veliku genetsku raznolikost, pa su zbog toga izuzetno zanimljive u

programima oplemenjivanja i uzgoja.

10. Danas populacije ljekovite kadulje nisu direktno ugrozene, ali bi se daljnjim uniStavanjem

staniSta 1 pojacanim prikupljanjem ova slika mogla brzo promijeniti na gore.
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8. SAZETAK



Nela Jantol 1 Tadija Keki¢

Analiza raznolikosti kloroplastne DNA i filogeografija ljekovite

kadulje (Salvia officinalis L.)

Salvia officinalis L. je viSegodisnji, vazdazeleni grm porodice Lamiaceae, karakteristiCan po
mirisavim eterinim uljima, sivozelenim listovima i plavo-ljubi¢astim cvjetovima. U narodu
je ova autohtona vrsta istocne jadranske obale poznata kao mirisava kadulja, zalfja, kus ili
slavulja. Zbog svoje ljekovitosti cijenjena je joS od antiCkih vremena, a i danas ima veliki
ekonomski znacaj. Poznavanje genetiCke raznolikost 1 filogegeografije ljekovite kadulje
preduvjet su pouzdanog utvrdivanje podrijetla ove vrste, rekonstrukcije njezina areala kroz
proslost, uvodenja efikasnih mjera zaStite, povezivanja geneticke komponente s ekonomski
vrijednim osobinama te uzgoja najvrjednijin genotipova. Imaju¢i u vidu navedene prednosti
poznavanja geneticke raznolikosti i1 filogeografije ljekovite kadulie, u ovom radu sSmo
analizirali raznolikost sekvenci dvije kloroplastne DNA regije (rps16x2F2-trnkKY"Y i rpl32F-
trnLYA®) 86 jedinki iz ukupno 21 populacije uzduz jadranske obale i otoka. Nakon 3to su
sekvence sravnjene, upotrebom TCS rafunalnog programa, nafinjena je parsimonijska
haplotipska mreza. Ukupno smo utvrdili 9 kloroplastnih haplotipova. Cetiri haplotipa su se
pokazala specificna isklju¢ivo za juzme populacije. Imajué¢i u vidu da juzne populacije osim
specificnosti imaju 1 sve haplotipove zastupliene u Sjevernom Jadranu, zaklju¢eno je da one
predstavljaju geneticki izvor Sirenju ove vrste. Naime, ljekovita se kadulja vjerojatno nakon
oledbe (prije oko 12 000 godina) postepeno Sirila prema sjeveru pri ¢emu su zbog efekta
osnivata (eng. founder effect) sjeverne populacije danas geneticki siromasnije. Za genetiCki
sastav nekolicine populacija (npr. Kamenjak i Vratnik) utvrdili smo Sirenje pod utjecajem
covjeka. Populacije iz Juzmog Jadrana, zbog svog genetickog bogatstva 1 specificnosti,

predstavljaju osobito vrijedan materijal za buduce programe oplemenjivanja iuzgoja.

Kljucne rijeci: liekovita kadulja, filogeografija, kloroplastna DNA
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9. SUMMARY



Nela Jantol 1 Tadija Keki¢

Analysis of chloroplast DNA diversity and phylogeography of

common sage (Salvia officinalis L.)

Salvia officinalis L. is a perennial, evergreen shrub from the family Lamiaceae remarkable for
its fragrant essential oils, greyish-green leaves and bluish-purple flowers. This indigenous east
Adriatic coast species is also known by its traditional names such as mirisava kadulja, zalfija,
kuS or slavulja. Because of its therapeutic abilities it is treasured since the ancient times and
even today has a great economic importance. Understanding the genetic diversity and the
phylogeography of common sage is the prerequisite for reliable identification of the origin of
this species, as well as for reconstructing its areal through the past. It is also important for
introduction of efficient protection measures, relating the genetic component with the
economically valuable traits and for cultivation of the most valuable genotypes. Because of
the mentioned advantages of knowing the genetic diversity and phylogeography of common
sage, in this work we analysed the sequence diversity of two chloroplast DNA regions
(rps16x2F2-trKUUU and rpl32F-trnLUAG) of 86 individuals from 21 populations along the
Adriatic coast and islands. After aligning the sequences, a parsimony haplotype network was
made using the TCS computer program. Overall we found 9 chloroplast haplotypes. Four
haplotypes were identified as specific exclusively for southern populations. Since the southern
populations in addition to specific also have all the other haplotypes present in North Adriatic,
we concluded that they represent the genetic source for the propagation of this species.
Namely, common sage has probably spread gradually after the deglaciation (12 000 years
ago) in the northwestern direction, which left the north populations today genetically poorer
because of the founder effect. For the genetic structure of a few populations (e.g. Kamenjak
and Vratnik) we concluded that the expansion was caused by humans. Populations from the
South Adriatic, because of their genetic richness and uniqueness, represent particularly

valuable material for future breeding programs and cultivation.

Key words: common sage, phylogeography, chloroplast DNA
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