UDK 630* 165 (001)
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GENETSKA KARAKTERIZACIJA EUROPSKE
CRNE TOPOLE (Populus nigra L.) U BOSNI

| HERCEGOVINI

Genetic characterization of European black poplar

(Populus nigra L.) in Bosnia and Herzegovina

Dalibor BALLIAN'2, Ute TROBER

Sazetak

Europska crna topola (Populus nigra L.) u Europi predstavlja jednu od ekoloski najznacajnijih vrsta Sumskog drveca
ritskih §uma, a u nekim zemljama ona je i od gospodarskog znacenja. U Bosni i Hercegovini, uz europsku crnu
topolu raste i dlakava crna topola (Populus nigra subsp.caudina). Ovoj vrsti nije se u proslosti poklanjao znacajan
interes, dok se danas intenzivno radi na njezinom oc¢uvanju i revitalizaciji prirodnih sastojina, iako ima zemalja
gdje je i dalje marginalizirana.

U Bosni i Hercegovini postoji dobar potencijal za osnivanje topolovih $uma, a prema posljednjoj inventuri raspolaze
se s povrsinom od oko 40 000 ha gdje mogu rasti topole, u malim ¢istim sastojinama ili ve¢inom u mjesovitim sas-
tojinama s vrbom i drugim hidrofilnim vrstama drveca.

Za molekularnu analizu koristili smo deset mikrosatelitskih pocetnica, odnosno analizirali smo deset genskih
lokusa, s ukupno 422 alela u svim istrazivanim populacijama, a sadrzavali su 17 specifi¢nih alela.

Broj alela po genskim lokusima za istrazivane populacije kretao se od 1 do 17. Stvarna i teorijska heterozigotnost
bila je najniza u populaciji Neretva, dok je najveca vrijednost bila u populaciji gornjeg toka Bosne. Fiksacijski indeks
u svim populacijama bio je pozitivan i blizu nule, $to ukazuje na dobru stabilnost istrazivanih populacija, osim kod
populacije Neretva, gdje su vise vrijednosti upucivale na prisutnost inbridinga. Najve¢u genetsku diferencijaciju uz
odsutnost protoka gena takoder pokazuje populacija Neretve, za razliku od ostalih istrazivanih populacija.

Dobiveni rezultati omogucuju preporuku potrebnih mjera za o¢uvanje genetskih izvora, te obnovu i uporabu klon-
skog Sumskog reprodukcijskog materijala crnih topola u Bosni i Hercegovini.

KLJUCNERIJECI: Europska crna topola, Populus nigra subsp. caudina, genetska varijabilnost, Bosna i Hercegovina

uvoD
INTRODUCTION

Europska crna topola (Populus nigral.), ima $iroko po-
drudje rasprostranjenja od Mediterana na jugu do 64° ze-
mljopisne geografske $irine na sjever, te od Britanskog
oto¢ja do zapadne Azije (Zsuffa 1974). To je pionirska vrsta

drveca iz rije¢nih ekosustava, strogo heliofilna vrsta i stvara
metapopulacije kolonizacijom otvorenih prostora, bilo sje-
menom ili vegetativno reznicama i korijenjacima (Zsuffa
1974; Herpka 1986; Pospiskova i Bartakova 2004; De Wo-
ody 2011; Cortan i sur. 2015). U Europi i svijetu crne topole
predstavljaju jedne od ekoloski najznacajnijih vrsta Sum-
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skog drveca s ekoloskog, a djelomicno i s gospodarskog gle-
dista, ali je u Bosni i Hercegovini, kao i mnogim zemljama
sredisnje Europe europska crna topola marginalizirana.
Prema posljednjoj inventuri Suma u Bosni i Hercegovini, uku-
pna povrsina Suma i Sumskih zemljista iznosi 3.231.500 ha,
od ¢ega na visoke $ume otpada 1.652.400 ha, na niske Sume
1.252.200 ha i $ikare 130.600 ha, te na goleti 187.200 ha (Lojo
i Bali¢ 2011). Prirodne $ume topola nalaze se na oko 900 ha,
a plantaze euroamerickih topola su na povrsini od oko 100
ha, s tim da postoje brojne manje grupe stabala crnih topola
duz vodotoka, kao i mnoge kulture u juznom i jugozapadnom
dijelu zemlje. Ipak prema novoj inventuri, Sume Bosne i Her-
cegovine imaju potencijal od 40.000 ha podruéja pogodnog
za uzgoj Suma vrba i topola, pretezito u ravnic¢arskom dijelu
zemlje, odnosno Posavini (Lojo i Bali¢ 2011). Topole u Bosni
i Hercegovini nalazimo na aluvijalnim, rahlim pjeskovitim
zemljistima duz rijeka, ravnicarskih i nizih brdskih podrugja,
do oko 300 m n. v. (Sili¢ 1983; Ballian 2004), iako u unutras-
njosti u dolinama rastu i do 700 m n.v.. Trenutno se s ovako
malim povrsinama topola u Bosni i Hercegovini ne moze
pretendirati na neku ve¢u proizvodnju, kao §to je to slucaj u
velikim i visokorazvijenim zemljama. Ipak prednost Bosne i
Hercegovine je u njenom autoktonom genofondu, za koji mo-
Zemo re¢i da je jedan od najbolje o¢uvanih u Europi. Kako
su stanista europske crne topole ograni¢ena samo na doline
vecih rijeka, te ih nalazimo na obalama Drine, Bosne, Lasve,
Ukrine, Sprece, Vrbasa, Une, Sane i Neretve, kao i nekih ma-
njih njihovih pritoka (Ballian 2004). U Bosni i Hercegovini
nalazimo cetiri osnovne vrste topola te uz europske crne to-
pole (Populus nigral..) nalazimo bijelu topolu (2. albaL..), tre-
petljiku (P, tremulaL.) i sivu topolu (P. x canescens (Aiton)
Sm.), kao i ¢itav spektar nizih taksona koji proizlaze iz ove
Cetiri vrste (Back-Mannagetta 1906; Fukarek 1959; Janji¢
1983,1984,1990,1992-1996). Mozda najvise pozornosti od ni-
zih taksona treba obratiti takozvanim dlakavim crnim topo-
lama (Populus nigra subsp. caudina), koje rastu u jugozapad-
nom podrucju Bosne i Hercegovine, uz rijeku Neretvu (Janji¢
1984; Jovanovi¢ 2000; Ballian 2004; Kajba i sur. 2004; 2015;
De Woody 2011).

Kada su krajem 18. stolje¢a iz sjeverne Amerike u Europu
(Francusku) prenesene crne topole, pocele su spontana kri-
Zanjas europskim crnim topolama. Nastali su razliciti hibridi,
koji su posebice u zapadnoj i srednjoj Europi poceli potiski-
vati autohtonu crnu topolu (Ballian i Miki¢ 1999). Tako se
podrugje rasprostiranja crnih topola smanjivalo, pod utjeca-
jem ¢ovjeka, bilo sje¢om ili posredno promjenama ekoloskih
uvjeta. Tako se u mnogim europskim zemljama crne topole
smatraju vrstom u nestajanju, zbog stalne kontaminacije pri-
rodnih stanista hibridima, te njihovim Sirenjem na ra¢un nji-
hovog stanista djelovanjem covjeka (Heinze 1998a; 1998b).
U mnogim zemljama, posebice Italiji, u cilju ocuvanja geno-
fonda ove vrste pristupilo se pronalazenju i reintroduciranju
autohtonih crnih topola. Da bi se izbjegla reintroduciranje
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hibrida, bilo je potrebno pronadi $to starija stabla izvan po-
drucja sa plantazama hibridnih topola, kako bi genofond bio
potpuno autohtoni. Posebnu pozornost u Italiji (Bisoffi i sur.
1987) usmjerili su i na o¢uvanje odnosa izmedu spolova, kako
bi se sto bolje ocuvala geneticka struktura autohtone vrste
crne topole.

Prva introdukcija alohtonih vrsta topola, ve¢inom hibrida,
vezuje se za dolazak Austrougarske monarhije u Bosnu i
Hercegovinu (Ballian i Miki¢ 1999). Tada se uz Zeljeznicke
postaje sade prve hibridne topole, te neke od egzoti¢nih vr-
sta. Ipak nije doslo do vece introgresije alohtonih gena u
prirodne populacije, te autohtoni genofond crnih topola
predstavlja pravu riznicu. Za takvo stanje ponajprije tre-
bamo zahvaliti ¢injenici da u Bosni i Hercegovini nikad nije
u velikoj mjeri pocela intenzivna proizvodnja mekih listaca,
nego su se njihove potrebe podmirivale uvozom iz susjed-
nih zemalja. Ipak je bilo pokusaja da se osnuju odredene
povrsine plantaza, ali su rezultati bili bez veceg uspjeha, jer
ih je pratio slab prinos i pojave patogena. Tako jos i danas
mozemo u Bosni naiéi na te plantaze. U novije vrijeme po-
¢inje se razmisljati o rjeSavanju problema proizvodnje bio-
mase, koja bi trebala odigrati vrlo bitnu ulogu u stvaranju
energetskog potencijala, te ¢e u tom segmentu autohtone
crne topole igrati vrlo vaznu ulogu kroz podizanje inten-
zivnih ili ekstenzivnih nasada. Tako bi se ujedno smanjila
moguénost pojave introgresije alohtonih gena, te i dalje
oc¢uvala dobra geneticka osnova autohtonih topola.

Za sada osnovnu prijetnju autohtonom genofondu pred-
stavlja neplansko koristenje zemljista i stihijska regulacija
rije¢nih tokova, otvaranje §ljuncara, deponiranje otpadnoga
materijala, kao i nepostojanje nikakve zakonske regulative
koja bi zastitila stanje sadasnjeg genofonda crnih topola
(Ballian 2004).

Na zastiti autohtonog genofonda topola je puno toga na-
pravljeno. Na temelju iskustava kolega iz Hrvatske tijekom
2006. godine prislo se osnivanju klonskog arhiva crnih to-
pola, koji sadrzi 163 klona selekcionirana u autohtonim po-
pulacijama crnih topola u Bosni i Hercegovini (Ballian i
Meki¢ 2008a; 2008b; Ballian 2009). Prilikom osnivanja
klonskog arhiva u Zepéu selekcioniran je materijal autoh-
tonih crnih topola prema uputama koja su dane od strane
EUFORGEN-a (Vanden Broeck 2003), a selekcionirana su
samo stara stabla, starosti preko 80 godina, kako bi se izbje-
gla kontaminacija alohtonim genofondom. Uz aktivnosti
na zastiti u tijeku su ve¢ duzi niz godina i radovi na istrazi-
vanju unutarpopulacijske i medupopulacijske varijabilnosti
na morfoloskoj razini (Kajba i sur. 2004;Kajba i sur. 2015;
Ballian i sur. 2006; De Woody 2011).

Cilj ovoga rada je upotpuniti poznavanje genetske strukture
crnih topola u Bosni i Hercegovini na temelju DNK analiza.
Takoder ovim istrazivanjem Ce se odrediti molekularno ge-
netska povezanost populacija crnih topola u Bosni i Her-
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Tablica 1. Podaci o istrazivanim populacijama
Table 1. List of investigated populations

Lokalitet

Locality

Zemljopisna
duzina
Longitude

Broj uspjesno
analiziranih biljaka
Number of successfully
analyzed trees

Nadmorska
visina (m)
altitude (m)

Zemljopisna
Sirina
Latitude

Neretva gornji tok Konjic 43°40" 11" 17°58" 36" 341 9
Neretva donji tok ﬁapljina 43°08" 41" 17°43" 47" 36 14
Sarajevo 43°51" 20" 18°24° 08~ 539 3
llidza 43°49' 16" 18°17° 57" 496 1
. Visoko 43°59' 27" 18°10° 56" 422 4
Bosna gornji tok . o S
Dobrinje 44°07" 13 18°06’ 36 375 1
Rudnik 44°08' 10" 18°03’ 40" 410 3
BiljeSevo 44°07' 57" 17°59' 48" 362 8
. Babina rijeka 44°11' 55" 17°55" 30" 345 6
Bosna srednji tok .
Zenica 44°12' 12" 17°54" 43" 315 4
. Maglaj 44°34 24" 18°06’ 10” 201 8
Bosna donji tok ) o S
Doboj 44°44’ 24 18°05' 55 137 11
Lasva ukljucena u srednji tok Bosne Travnik 44°13' 08" 17°41" 30" 476 4
Vrbas gornji tok Bugojno 44°00" 57" 17°29' 14" 600 7
Jajce 44°18' 58" 17°14' 48" 389 2
Vrbas srednji tok Podmilacje 44°21" 59" 17°17" 48" 351 4
Krupa 44°36" 52" 17°08' 55" 211 4
Toplice 44°44" 18" 17°09° 17 170 5
Vrbas doniji tok p. ' N 0 (Y=o
Banja luka 44°46' 09 17°13' 05 152 10
) . Osanica 43°36" 36" 18°52' 07" 359 6
Drina gornji tok .. e o
Kopaci 43°40' 26 19°02' 01 348 8
) . Tegare 44°06" 53" 19°29' 20" 187 10
Drina donji tok o R
Bratunac 44°10° 08 19°23' 57 173 1
Lukavac 44°33' 15" 18°28" 44" 175 5
Spreca Gracanica 44°40" 40" 18°18" 13" 154 2
Velika Brijesnica 44°43' 28" 18°10" 23" 144 1

cegovini duz rije¢nih vodotoka. Kroz ovo istrazivanje ze-
limo odgovoriti na sljedece pitanje: kakva je genetska
struktura, raznolikost i diferencijacija populacija crne to-
pole iz rije¢nih sljevova u Bosni i Hercegovini, te kakvo je
znacenje poznavanja geneticke strukture u procesima ob-
nove i o¢uvanja ove vrste?

Uz fundamentalno znacenje ovog istraZivanja, ono je takoder
primjenljivo u budu¢em gospodarenju crnim topolama, jer
¢e dati bolju genetsku sliku, a $to je od vaznosti za daljnje ra-
dove na njegovom oplemenjivanju, odnosno kod kontrole
podrijetla Sumskog reprodukcijskog materijala bitnog za pro-
ces umjetne obnove degradiranih rije¢nih stanista, kao i za
poslove vezane na identificiranju klonova u arhivu crnih to-
pola u Zepéu.

MATERIJAL | METODE RADA
MATERIAL AND METHODS

Tijekom rujna 2014. godine sabran je biljni materijal u klon-
skom arhivu crnih topola u Zepéu (Ballian i Meki¢
2008a;Ballian i Meki¢ 2008b; Ballian 2009). Sabrani su ze-

leni listovi, sa 141 klona, ¢ije su ortete bile starije od 80 go-
dina, a podrijetlom su iz 26 populacija (Tablica 1., Slika 1),
koji su nakon sabiranja pohranjeni u silica gel do ekstrak-
cije DNK, tijekom analiza determinirani su hibridi nastali
povratnom hibridizacijom s euroameri¢kim hibridima, te
smo ih isklju¢ili iz analize, dok je uspje$no analizirano uku-
pno 136 individua (N).

Za ekstrakciju DNK iz suhog biljnog materijala uporabljen
je Innupure C16 and innuPREP Plant DNA Kit-IP-C16 pro-
izvodaca Analytik Jena, a provjera ekstrakcije obavljena je na
agarnom gelu od 2%. Za amplifikaciju su koritene mikro-
satelitne pocetnice za topole koje su dane u tablici 2, a koje
su ranije uspje$no uporabljene u sli¢nim istrazivanjima (Cre-
mer i Konnert 2010; Trober i Wolf 2015), a to ¢e omoguditi
$iru uporabu rezultata u buduénosti. Ukljucene su i neke od
od pocetnica koje daju specifi¢ne alele i osiguravaju karak-
terizaciju Populus nigra i P. Deltoides, odnosno njihovih hi-
brida (Ziegenhagen i sur. 2008; Rathmacher i sur. 2009).

Za lan¢anu reakciju polimerazom uporabljene su tri viSe-
struke reakcije uz Qiagen Type-it Multiplex Kit sa tempera-



turom nalijeganja od 57°C, uz ukupno 28 krugova u termo-
krugu.

Za analizu produkata dobivenih lan¢anom reakcijom poli-
merazom uporabljen je CEQ 8000 kapilarni elektroforetski
sustav (Fa. Beckman-Coulter). Za statisticku analizu kori-
$ten je softver CONVERT (Glaubitz 2004) and GDA_NT
(Degen 2008), STRUCTURE 2.2 (Pritcharda i sur. 2007) i
GeneAlEx (Peakall i Smouse 2012), a za samu analizu gru-
pirali smo populacije prema odvojenim dijelovima rje¢nih
slivova, dok smo populacije rijeke Bosne podijelili na gor-
nji, srednji i donji tok (Tablica 1).
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@ Kionski arhiv Zepée

® Pozicije arhiviranih populacija

Slika 1. IstraZivani lokaliteti populacija crnih
topola: 1 Konjic, 2 Capljina, 3 Sarajevo, 4 llidza,
5 Visoko, 6 Kakanj, 7 Rudnik, 8 BiljeSevo, 9 Ba-
bina Rijeka, 10 Zenica, 11 Maglaj, 12 Doboj,
13 Osanica, 14 Kopaci, 15 Tegare, 16 Bratunac,
17 Lukavac, 18 Gracanica, 19 Velika Brijesnica,
20 Travnik, 21 Bugojno, 22 Jajce, 23 Podmilacie,
24 Krupa, 25 Toplica, 26 Banja Luka.

Figure 1. Investigated localities of black poplar:
1 Koniic, 2 Capljina, 3 Sarajevo, 4 llidza, 5 Visoko,
6 Kakanj, 7 Rudnik, 8 Biljesevo, 9 Babina Rijeka, 10 Ze-
nica, 11 Maglaj, 12 Doboj, 13 Osanica, 14 Kopaci,
15 Tegare, 16 Bratunac, 17 Lukavac, 18 Gracanica,
19 Velika Brijesnica, 20 Travnik, 21 Bugojno, 22 Jajce,
23 Podmilacje, 24 Krupa, 25 Toplica, 26 Banja Luka.

REZULTATI
RESULTS

Uporabom deset mikrosatelitskih biljega analiziran je poli-
morfizam u Sest rije¢nih slivova, gdje su za analizu upora-
bljena stara stabla autohtonih crnih topola (Tablica 3.). Na-
kon uspjesno uradenoga sekvencioniranja amplificiranih
uzoraka iz analiziranih populacija i statisticke obrade poda-
taka, kao rezultat mikrosatelitske analize dobiveno je uku-
pno 422 alela u svim istrazivanim populacijama (Tablica 1.
i3.). Rezultati pokazuju da u istrazivanim populacijama po-
stoji velika polimorfnost, odnosno velika geneticka razno-

Tablica 2: Uporabljene pocetnice i potrebne koncentracije za viSestruku PCR reakciju
Table 2. The used primers and the necessary concentration for multiple PCR reaction

Pocetnica

T Referenca 0Oznaka biliega
Primer Reference Marker
PMGC_14 IPGC Cyb
WPMS 18 Smulders i sur. 2001 BMN-6
WPMS_09 van der Schoot i sur. 2000 DY-751
PMGC_2163 IPGC Cy5
WPMS_14 Smulders i sur. 2001 BMN-6
WPMS_12 van der Schoot i sur. 2000 DY-751
WPMS_20 Smulders i sur. 2001 Cy5
WPMS_05 van der Schoot i sur. 2000 BMN-6
ORPM_23 Tuskan i sur. 2004 DY-751
PMGC_456 IPGC Cyb

Alelni raspon Broj Specificni
upb alela . Aleli*
! Multiplex Koncent. -
Allelic range Number Specific
in bp of allel alleles®
202-226 9 1 2uM 2
226-253 9 1 2uM 1
246-306 18 1 2uM 1
220-258 18 2 2uM 1
228-279 12 2 2uM
159-179 10 2 2uM
224-254 6 3 2uM
185-305 13 3 2uM
171-193 " 8 2uM
79-86 3 3 5uM

(* specificni alel za P deltoides). IPGC — Populus Molecular Genetics Cooperative (htto://www.orni.gov/sci/ipgc/ssr_resource.htm):

International Populus Genome Consortium
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Tablica 3. Broj registriranih alela prema populacijama
Table 3. Number of registered alleles according to investigated populations

Populacije (Dio rije¢nog slijeva)- Populations

Genski lokus
Gene locus Nergtva Ner.e.)tva Vrl?.as Vrbfns VrPas Bo;lna Bos.r'1a Bo§na Spreta Dri.r}ja Dr.i.na
gornji tok  donji tok  gornji tok srednji tok donji tok  gornji tok srednji tok donji tok gornji tok  doniji tok

PMGC_14 5 2 2 6 6 8 5 1 7 6 6
WPMS_09 4 3 4 8 9 11 8 8 8 7 7
WPMS_18 5 4 3 5 8 7 5 6 7 5 6
WPMS_12 3 4 2 5 6 1 8 6 1 5 5
WPMS_14 6 2 3 5 6 1 8 8 6 5 1
PMGC_21636 6 3 4 9 9 15 1 1 6 5 9
PMGC_456 1 1 2 2 1 2 2 3 2 2 2
ORPM_23 8 4 3 6 6 9 5 7 5 7 6
WPMS_20 5 5 3 5 5 6 5 6 5 5 5
WPMS_05 8 6 3 8 6 9 5 6 5 10 6
Ukupno alela 51 34 29 59 62 81 62 68 58 57 59

likost, ¢ak i u malim, izoliranim populacijama koje su obu-
hvacene ovim istrazivanjem, te uz ogranicen broj stabala.
Kada integralno analiziramo rjecne slivove, u ovom istra-
Zivanju je registrirana 100% polimorfnost (p%) kod svih
analiziranih lokusa izuzev populacije Neretva, gdje je regi-
strirano 90% polimorfnih genskih lokusa. Takoder je regi-
striran udio nespecifi¢nih alela koji su nadeni kod 17 indi-
vidua iz svih istrazivanih populacija. Zbog tog malog broja
specifi¢nih alela, nismo bili u mogu¢nosti da ovo istraziva-
nje iskoristimo za odredivanje migracija poslije zadnje gla-
cijacije. Inace populacija donji tok Neretve i gornji tok Vr-
basa pokazuje najmanje vrijednosti broja alela za Sest
ispitivanih genskih lokusa (Tablica 3.).

Interesantna je usporedba broja analiziranih individua i
utvrdenih genotipova. Kako je jako mali broj stabala zbog
ogranicenog broja starih stabala, tako u populaciji gornjeg
toka Vrbasa imamo kod sedam stabala samo tri genotipa,
dok u populaciji gornji tok Bosne kod 20 stabala imamo 19

Tablica 4. Alelna raznolikost — efektivni broj alela
Table 4. Allelic diversity — effective number of alleles

genotipova. Tako je kod detekcije od 10 genskih lokusa re-
gistrirano za gornji tok Vrbasa samo 29 alela, dok je u po-
pulaciji gornji tok Bosne registriran 81 alel (Tablica 3.).

Analizom alelne raznolikosti mozemo primijetiti da popu-
lacija gornjeg toka rijeke Bosne pokazuje najvecu vrijed-
nost, dok populacijeiz gornjeg toka Vrbasa i donjeg toka
Neretve imaju najmanju alelnu raznolikost (Tablica 4.).
Inace alelna raznolikost se kretala od 1,000 za PMGC_456
kod populacija Neretva i donji tok Vrbasa, do 11,765 za
genski lokus PMGC_2163 u populaciji gornjeg toka Bosne.
Za populaciju donje Neretve je interesantno da su za osam
genskih lokusa dobivene najmanje vrijednosti alelne razno-
likosti (Tablica 4.). Kada analizirano populacijsku raznoli-
kost tada primjecujemo da je donji tok Neretve s najma-
njom vrijednos¢u, a gornji tok Bosne s najvecom.

Vrlo vazno mjerilo geneticke raznolikosti u populaciji je
heterozigotnost, koja zapravo oznacava broj heterozigota u
istrazivanoj populaciji. Stvarne heterozigotnosti su skoro u

Populacije (Dio rije¢nog slijeva) — Population

Genski lokus
(Genski lokus) Nergtva Ner.('atva Vrl?.as Vrb?s Vr?as Bo§na Bospa Bo§na Spreta Dripja Dr.i.na
gornji tok  donji tok  gornji tok srednji tok donji tok  gornji tok srednji tok doniji tok gornji tok  doniji tok
PMGC_14 1,841 1,074 2,000 3,571 3,488 3,756 4,215 2,970 3,879 2,947 4,321
WPMS_09 2,348 1,931 2,970 5,882 4,945 6,299 4,308 5,600 5,565 5,158 5,042
WPMS 18 3,115 3,240 2,513 2,985 6,081 4,624 4,455 3,240 5,818 4,667 3,841
WPMS 12 2,455 2,306 1,849 2,469 3,571 3,556 4,558 3,187 4,267 3,294 3,507
WPMS_14 2,842 1,237 2,513 4,000 4,167 4,762 6,031 5,444 4,267 4,041 4,172
PMGC_2163 2,945 1,537 2,970 7,143 4,787 11,765 1121 7,686 4,571 3,187 6,368
PMGC_456 1,000 1,000 1,324 1,342 1,000 1,280 1,153 1,446 1,280 1,074 1,095
ORPM_23 3,951 2,074 1,556 4,000 4,369 6,061 2,347 5,026 2,723 4,780 5,149
WPMS_20 4,765 3,039 2,513 4,444 3,846 4,762 3,439 3,769 3,657 3,439 4,033
WPMS_05 4,909 2,800 2,178 5,128 3,947 4,734 4,612 4,667 3,556 5,227 4,172
Gene pool 2,466 1,719 2,099 3,339 3,201 3,868 3,311 3,544 3,333 3,091 3,370
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Tablica 5. Genetska varijabilnost: heterozigotnost i fiksacijski indeks
Table 5. Genetic variability: heterozygosity and fixation index

Heterozigotnost Fiksacijski
Populacija Heterozygosity indeks (F;)
Population Ho (stvarna/  He (o&ekivana/ Fixation
observed) expected) index
Neretva gornji tok 0,678 0,594 -0,164
Neretva donji tok 0,379 0,418 0,062
Vrbas gornji tok 0,814 0,523 -0,524
Vrbas srednji tok 0,730 0,701 -0,041
Vrbas donji tok 0,653 0,688 0,054
Bosna gornji tok 0,720 0,742 0,051
Bosna srednji tok 0,729 0,698 -0,038
Bosna doniji tok 0,707 0,718 0,034
Spreca 0,738 0,700 0,016
Drinja gornji tok 0,743 0,677 -0,095
Drina donji tok 0,655 0,703 0,052

svim slucajevima vece od teorijskih (Tablica 5.), ili su razlike
minimalne §to ukazuje na odsustvo imbridinga ili je u pi-
tanju mala vrijednost. Ovdje se treba osvrnuti i na popula-
ciju Gornjeg toka Vrbasa kod kojeg imamo samo tri geno-
tipa, $to je ostavilo traga i na heterozigotnosti ove populacije.

Razlike izmedu stvarne i teorijske heterozigotnosti poka-
zuju odstupanje stvarnog stanja od uravnotezZenog stanja
populacije, a $to je bilo i za ocekivati s obzirom na veli¢inu
i strukturu istrazivanih populacija. Tako je dobivena naj-
veca razlika kod populacije donji tok Neretve, te je vrijed-
nost fiksacijskog indeksa F,=0,062.

Fiksacijski indeks u pet istrazivanih populacija pokazuje
negativne veli¢ine (Tablica 5.) ili male pozitivne vrijednosti,
osim donjeg toka Neretve s relativno vecom vrijednoscu,
ali bez znacajnijeg imbridinga u populaciji. Mozemo utvr-

Tablica 6. Genetska diferenciranost (dj) prema Gregoriusu (1987)
Table 6. Genetic differentiation (dj) according to Gregorius (1987)
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diti da su sve populacije u skoro uravnotezenom stanju. Ipak
ovdje se moramo i ograditi od dobivenih rezultata fiksacij-
skog indeks s obzirom na veli¢inu istrazivanih populacija,
kod kojih je bio jako mali broj starih stabala.

Ukupna diferenciranost istrazivanih populacija iznosila je
dj=0,3738, to je visoka vrijednost za jednu pionirsku vrstu.
U bosanskohercegovackim populacijama crnih topola pri-
sutna je relativno visoka unutarpopulacijska diferenciranost
i kretala se od dj=0,2917 za donji tok Bosne do dj=0,5545
za donji tok rijeke Neretve.

Diferenciranost prema genskim lokusima (biljezima) kre-
tala se od dj=0,1090 za genski lokus PMGC_456 kod donjeg
toka Bosne, gdje se zadrzao ve¢i broj starih autohtonih sta-
bala topola, do dj=0,8995 kod donjeg toka Neretve za gen-
ski lokus WPMS_14.

Dobiveni rezultati izmedu istrazivanih populacija u Tablici
6. mogu se protumaciti malim zemljopisnim udaljenostima
izmedu analiziranih populacija, teprotoka gena izmedu
njih. Populacije Neretva i gornji tok Vrbasa pokazuju speci-
fi¢nost. U populaciji gornji Vrbas imamo samo tri genotipa,
iako su stabla sakupljena sa jednog $ireg podrucja. Popula-
cija donjeg toka Neretve (Capljina) izolirana je od ostalih,
a pripada Jadranskom slivu uz nisku raznolikost i heterozi-
gotnost, te visoku vrijednost diferenciranja u njoj, $to uka-
zuje da nema protoka gena iz drugih populacija. Takoder
provedena analiza uz pomo¢ programa STRUCTURE 2.2
s klasterima K=3, ilustrativno pokazuje znacajnu diferen-
ciranost populacije donja Neretva (Slika 2).

Kada se primjeni ista metoda s klasterom K=4 dobijemo
grupiranje populacija Vrbasa, Drine i Bosne, te Sprece i po-
kazuju znacajnu raznolikost, dok populacija gornji tok Ne-
retve (Konjic) pokazuje sli¢nost s populacijama rijeke Bosne

(Slika 3).

Populacije (Dio rije¢nog slijeva) — Population

v v
Genski lokus =] 8

= =
PMGC_14 04178 05853 0,3763 04621  0,4632
WPMS_09 0,6006 06776 0,7033 04636  0,4560
WPMS 18 0,5450 05445 0,5098 04472 0,2573
WPMS 12 0,4955 0,6568 0,6684 06183  0,4717
WPMS 14 0,5777 0,8995 0,4958 0,3756  0,4291
PMGC 2163 0,6910 0,7045 0,7880 05245 0,4173
PMGC_456 0,0874 0,0874 0,0769 0,0847 0,0874
ORPM_23 0,2973 0,5167 0,6749 0,3385 0,4244
WPMS_20 0,1197 0,3237 0,5504 0,1526  0,2129
WPMS_05 0,3068 05486  0,6550 0,2980 0,3714
Gene pool 04139 05545 05499 0,3765 0,3591

s =)
25 0
s8S 5§
01505 02888 02400 03009 03015 0,3696  0,3596
03971 04653 03862 03890 04457 05535  0,5034
02885 03400 03592 01526 03240 0,261 03813
02431 02867 03299 02271 072564 03926 04224
02625 04422 02663 02551 03918 03801 04342
03368 03217 0395 05903 06668 0,6081 05496
00572 00088 01090 00572 00481 00374 0,674
02281 04813 03414 05483 04454 02869  0,4166
01998 03563 02741 02389 02756 0,1796  0,2621
01982 03141 02145 03841 011683 02969  0,3415
02362 03305 02917 03144 03324 03531
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Slika 2 Zemljopisna reprezentativnost klastera s K= 3 skupine za svih 136 individua iz 11 populacija
Figure 2 Graphical representation of cluster membership in K= 3 groups for all 136 idividuals from 11 populations
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Slika 3 Zemljopisna reprezentativnost klastera s K= 4 skupine za svih 136 individua iz 11 populacija
Figure 3 Graphical representation of cluster membership in K= 4 groups for all 136 idividuals from 11 populations

Tablica 7. Postotak varijabilnosti na temelju prve tri osi
Table 7. Percentage of variability based on the first three axes

Osi/Axes
1 2 3
% prema osi 28,67 21,00 14,58
Kumulanta u % 28,67 49,67 64,25

Nakon $to iz statisticke analize isklju¢imo ekstremne vri-
jednosti, rezultati dobiveni putem principal komponent
analize programom GeneAlEx, temeljenim na Nei-ovim

(1972) genetskim odstojanjimapokazuju diferencijaciju (Ta-
blica 7., Slika 4).

Iz Slike 4 je vidljivo grupiranje u sredisnjem dijelu popula-
cija rijeke Bosne i Sprede, te jo$ dvije podskupine, dviju po-
pulacija rijeke VrbasiDrine, sa sli¢nim udaljenostima spram
populacija rijeke Bosne, a §to je vidljivo i iz Tablice 8.

Kada analiziramo genotipska odstojanja u Tablici 8. mo-
Zemo primijetit da najve¢a odstupanja pokazuju populacije
Neretve i gornji tok Vrbasa, a §to je potvrdeno prethodnim
analizama i bilo je za ocekivati.

Principal Coordinates (PCoA)

Slika 4 Principal komponent analiza
Figure 4 Principal component analysis
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Tablica 8. Genotipska odstojanja prema Gregoriusu (1974)
Table 8. Genotypic distance according to Gregorius (1974)

Virbas Virbas
gornji tok  srednji tok

Vrbas
doniji tok

Neretva
donji tok

Populacija

Sumarski list, 7-8, CXXXXI (2017), 351-362

Neretva gornji tok 0,533 0,610 0,514 0,508
Neretva donji tok 0,689 0,681 0,640
Vrbas gornji tok 0,554 0,580
Vrbas srednji tok 0,350

Vrbas donji tok
Bosna gornji tok
Bosna srednji tok
Bosna doniji tok
Spreca

Drinja gornji tok

RASPRAVA
DISCUSSION

Dobiveni rezultati pokazuju da su, uz pomo¢u koristenih mi-
krosatelitskih biljega, razlike izmedu populacija ili unutar po-
pulacija crnih topola vidljive i jasne. Mogud¢i uzroci tih ra-
zlika, osim prirodne selekcije,u jakom su antropogenom
djelovanju, kao i razvojnim ¢imbenicima ili procesima pri-
lagodavanja na izmijenjene ekoloske uvjete u posljednjih 150
godina, kako je utvrdeno i kod hrastova (Ballian i sur. 2010).

Samo podrucje Bosne i Hercegovine vrlo je specifi¢no kada
su posrijedi uvjeti okolisa, jer na vrlo malom prostoru po-
stoji velika Sarolikost klimatskih, edafskih, orografskih i
drugih ¢imbenika, a koji izravno utje¢u na diferencijaciju
razlicitih ekotipova, a time i do geneticke diferenciranosti,
$to se na temelju istrazivanja morfoloskih svojstava utvrdilo
kod crnih topola (Kajba i sur. 2004, 2015). Stoga se smatra
da vrste Sumskog drveca iz Bosne i Hercegovine pokazuju
veliku varijabilnost, u usporedbi s istim vrstama iz sredis-
nje, zapadne i isto¢ne Europe, a $to je potvrdeno na mole-
kularnoj razini (Ballian i sur. 2008, 2010).

Kakav je utjecaj ekoloskih ¢imbenika, odnosno geneticko
prilagodavanje crnih topola na odredeno staniste na mor-
foloskoj razini kod populacije Neretve prikazali su Kajba i
sur. (2004, 2015),Ballian i sur. (2006), te na fizioloskoj ra-
zini De Woody (2011), a rezultati ovih istrazivanja to po-
tvrduju na molekularno genetskoj razini. Takoder dobiveni
rezultati, s obzirom na registrirane specifi¢ne alele, ipak
ukazuju na relativnu blizinu glacijalnog pribjeZista na Bal-
kanskom poluotoku o ¢emu izvjestava Cottrell i sur. (2005),
koje je mozda utjecalo na danasnju geneticku varijabilnost
populacija i njihovo diferenciranje.

Iz dobivenih rezultata u ovom istrazivanju mozemo izvesti
zakljucak da postoje razlike medu populacijama iz razli¢i-
tih ekologkih nisa (Stefanovi¢ i sur. 1983), u nasem slucaju
rije¢nih slivova, odnosno da je vjerojatan razlog tomu i jaki

Bo§_na Bospa Bo§na Spreta Drina Dr.i.na
gornji tok  srednji tok  donji tok gornji tok  doniji tok
0,370 0,433 0,469 0,433 0,500 0,489
0,572 0,586 0,575 0,553 0,507 0,601
0,503 0,632 0,518 0,549 0,579 0,601
0,400 0,455 0,404 0,429 0,474 0,450
0,415 0,443 0,34 0,449 0,455 0,378
0,375 0,342 0,321 0,366 0,375

0,389 0,342 0,411 0,397
0,360 0,361 0,394

0,426 0,426

0,346

antropogeni utjecaj kroz povijest, ili su ipak razlike u klimi
izmedu stanita najznacajnije utjecale na geneticku diferen-
cijaciju izmedu populacija o ¢emu pisu neki od autora
(Kajba i sur. 2004; Ballian i sur. 2006; De Woody 2011). Ako
morfoloska diferencijacija strogo prati razlike u okolisu,
tada se trenutna diferenciranost usporeduje na temelju
morfotipova i razlika u okoliSu, a kao rezultat dobijemo do-
bre smjernice za radove na o¢uvanju (Sork i sur. 2010; Kre-
mer i sur. 2012). Medutim, ako morfoloska diferencijacija
odrazava kombinaciju prilagodljivih i neadaptivnih procesa
tada je predvidanje odgovora vrste na klimatske promjena
prili¢no komplicirano, te genetska varijabilnost ne smije
odgovarati adaptivnom fenotipu za odredenu okolinu (De
Woody i sur. 2015). Stoga se dobivene veli¢ine genetskih
parametara moraju promatrati uvjetno, jer mozda nisu
samo posljedica prirodnih procesa i geneticke diferencira-
nosti kod kontinentalnih bosanskih populacija. Situacija s
populacijom Neretva je potpuno drukéija, jer je uz sve i pod
jakim izravnim utjecajem toplog i suhog submediteranskog
klimata (Kajba i sur. 2004; De Woody 2011), a koji duboko
prodire dolinom Neretve u unutra$njost Bosne i Hercego-
vine (Stefanovic i sur. 1983).

Takoder i u Europi postoji dobra genetska varijabilnost cr-
nih topola uz nisku stopu diferenciranosti, jer je prisutan
protok gena izmedu populacija, a $to su na razini izoenzim-
skih istrazivanja potvrdili Legionet i Lefevre (1996), na mo-
lekularno genetskoj razini Winfield i sur. (1998), Cottreli i
sur. (1997, 2002), a na haplotipskoj razini Cottreli i sur.
(2005). Za razliku od njih van Dam i sur. (2002) su uz pri-
mjenu morfoloskih, izoenzimskih i DNK biljega dobili za-
dovoljavaju¢u diferenciranost izmedu i unutar nekoliko ri-
je¢nih sustava u Europi. Do sli¢nih rezultata dosli su Bozi¢
i sur. (2010) za rije¢ne sustave u Austriji, Sloveniji i Hrvat-
skoj. Primjenom vi$e pocetnica, od kojih su neke bile iste
kao u nasem istrazivanju, De Woody i sur. (2015) dobili su
vecu varijabilnost i heterozigotnost. Za razliku od naseg
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istrazivanja isti autor je dobio vi$e negativnih vrijednosti
fiksacijskog indeksa, te bi se za pojavu pozitivnih vrijedno-
sti morali pozvati na jaki antropogeni utjecaj.

Poznavanje geneticke varijabilnosti crnih topola moze osi-
gurati da se u Bosni i Hercegovini donesu planovi za ob-
novu topolovih $uma, njenu reintrodukciju, kao i o¢uvanje
geneticke raznolikosti metodom in situ, s obzirom na po-
tencijal od 40 000 ha koji su za sada neiskoristeni. U rado-
vima na obnovi treba dati prednost prirodnom pomladiva-
nju, ili unosenju autohtonog klonskoga reprodukcijskog
materijala iz klonskog arhiva u Zep¢u (Ballian 2009). Pri-
likom provodenja redovne provjere uspjesnosti ocuvanja
geneticke raznolikosti kod mladih populacija, trebali bi se
sluziti analizom mikrosatelitskih biljegakoja se pokazala ve-
oma uspjeSnom u ovom istrazivanju.

Veza ispitivanih mikrosatelitnih regija s odredenim sposob-
nostima adaptacije crnih topola u ovom istrazivanju nije
registrirana na zadovoljavajucoj razini, ali rezultati koji su
dobiveni za populaciju Neretva ukazuju na to, kao i s obzi-
rom na neka druga istrazivanja s kojima mozemo napraviti
usporedbe (Kajba i sur. 2004, 2015; Ballian i sur. 2006; De
Woody 2011; De Woody i sur. 2015). Isto tako i primarni
populacijski geneti¢ki parametri mogu dati vazne dokaze
o adaptivnosti jedinke ili populacije, a to se ponajprije
ogleda u podacima o genetskoj raznolikosti, broju alela,
efektivnom broju alela, alelnoj raznolikosti, genetskoj mul-
tilokusnoj raznolikosti, stupnju heterozigotnosti, a sto je
takoder dobiveno u ovom istrazivanju. Njihovim proma-
tranjima i sintezom rezultata mogu se donijeti odgovarajuce
preporuke radi o¢uvanja genetske bioloske raznolikosti po-
pulacija, odnosno uspjesne obnove populacija.

Kad je u pitanju veli¢ina genetske varijabilnosti, mnogi
istrazivaci postavili su hipotezu da mala varijabilnost uzro-
kuje propadanje populacije i vrste (Larsen 1986), te stoga s
obzirom na dobivene veli¢ine heterozigotnosti istrazivane
populacije trebale bi iskazati visok stupanj otpornosti, kao
i one u Europi s kojima je radila De Woody i sur. (2015). Ta
tvrdnja se moze temeljiti na istrazivanjima u zapadnoj Eu-
ropi, gdje crna topola ima relativno manju diferenciranost
(Legionet i Lefevre 1996; Arens i sur. 1998; Winfield i sur.
1998;Pospiskova i Bartakova 2004; Bozi¢ i sur. 2010), u od-
nosu na rezultate iz ovog istrazivanja, kao i iz istrazivanja
De Woody i sur. (2015), gdje su populacije pokazale visoku
varijabilnosti i heterozigotnost. Osim toga, na heterozigot-
nost populacija uvelike utjece i tip gospodarenja u odrede-
nim podrucdjima, tijekom duzeg vremena, §to je usmjeravalo
raznolikost u pozitivnom ili negativnom smjeu, a treba znati
da su bosanskohercegovacke populacije crnih topola pri-
li¢no devastirane, s jako narusenom strukturom, a §to si-
gurno ima utjecaj na njenu genetsku strukturu.

Na temelju dobivenih rezultata u istrazivanim populacijama
situacija je vrlo slozena. Imamo male populacije s dobrom
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heterozigotno$¢u i koje karakterizira pojava polimorfizma
nesrazmjerna prema njihovoj veli¢ini. Inace za vrste s dis-
junktnim rasprostiranjem, kao $to je crna topola u Bosni i
Hercegovini, svojstveno je da pokazuju veliku medupopu-
lacijsku varijabilnost i umjerenu unutarpopulacijsku vari-
jabilnost na molekularnoj razini.

U populacijama s pojavom rijetkih alela prilikom njihove
obnove posebno bi trebalo voditi ra¢una o strukturi mlade
sastojine, kako bi se omogucilo prenosenje rijetkih alela u
slede¢u generaciju, po mogu¢nosti prirodnom obnovom, ali
ako se to pokaze nedovoljnim, pristupiti i umjetnoj obnovi.

ZAKLJUCGCI
CONCLUSIONS

Provedenom molekularnom analizom genetske strukture
$est populacija (rije¢nih slivova) crnih topola, uz uporabu
deset mikrosatelitskih genskih lokusa dobili smo znacajne
geneticke razlike.

Registriran je velik polimorfizam, a u populaciji donji tok
Neretve i gornji tok Vrbasa registriran je najmanj broj alela
(341 29), dok je u populaciji gornji tok Bosne registriran
ukupno 81lalel.

Alelna raznolikost se prema biljezima kretala od 1 za gen-
ski lokus PMGC_456 u populacijama Neretva i donji tok
Vrbasa, do 11,333 za genski lokus PMGC_2163 u populaciji
gornjeg toka Bosne. Kod populacije Neretva prisutno je pet
genskih lokusa s najmanjim vrijednostima.

Stvarne heterozigotnosti su skoro u svim slucajevima manje
od teorijskih, koje se ponasaju sukladno stvarnim hetero-
zigonostima.

Fiksacijski indeks u svim istrazivanim populacijama poka-
zuje negativne ili vrlo male pozitivne veli¢ine, ali s relativno
malim vrijednostima, osim u slu¢aju populacije Neretva
kod koje imamo odstupanje, a prosje¢ni koeficijent inbri-
dinga iznosio je F = 0,062.

U istrazivanim populacijama prisutna je relativno visoka
unutarpopulacijska diferenciranost, koja se kretala od dj =
0,2917 kod donjeg toka rijeke Bosne, do dj=0,5545 kod do-
njeg toka Neretve, a slijedi je populacija gornjeg toka Vr-
basa. Dobiveni rezultati mogu se protumaciti malim ze-
mljopisnim udaljenostima izmedu analiziranih populacija,
s tim da je populacija Neretva izolirana i pripada Jadran-
skom slijevu.

Najvece genetske udaljenosti prema Gregoriusu pokazuju
populacije s Neretve i gornjeg toka Vrbasa.

Metode uporabe molekularnih biljega, za odredenje genet-
ske strukture crnih topola, su dale dobru geneticku sliku o
istrazivanim populacijama, a dobiveni rezultati osiguravaju
preporukei potrebne mjere za ocuvanje genetskih izvora
ove vrste u Bosni i Hercegovini.
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Summary

European black poplar represents one of the ecologically most important tree species of alluvial forest asso-
ciation. In some countries, the potential of this species for forest management is significant. As in most coun-
tries of central Europe they have been drawn back in Bosnia and Herzegovina in the past and this has re-
mained to date. In the present conditions in BiH, there is a potential to established and grow poplar forests
on areas of 40,000ha, in small pure units and mainly mixed with willow and other hydrophilic species. As a
peculiarity in BiH, beside black poplar there is a population of hairy black poplar (P. nigra subsp. caudina).

To protect the genetic resources of Populus nigra in BiH, a clonal archive with 163 clones selected in several
autochthonous localities has been established at the location Zepce. In total 141 of these clones were sampled
for genotyping with 10 microsatellite markers. According to their origin, they were assigned to 11 popula-
tions with respect to the catchment areas of the main rivers.

The aim of the study is to describe genetic structure, diversity and differentiation of populations of black pop-
lar from the river deltas in BiH, and to emphasize the importance of knowledge of these structures in the
processes of regeneration and conservation of this species.

Sample sizes of the populations are in general very small, they reach from seven with only three different
genotypes (upper stream of Vrbas river) to 20 with 19 genotypes (in upper stream Bosna river). Consequently,
the number of detected alleles over 10 loci is lowest in population upper stream Vrbas with 29 and highest in
upper stream Bosna river with 81 alleles.

Beside population upper stream Vrbas with only three genotypes, low values of genetic multiplicity and low-
est values of genetic diversity shows population lower stream Neretva, although represented by 14 multilocus
genotypes. The observed as well as the expected heterozygosity are much lower in this population than in all
other populations, too. This special structure might occur due to its isolated location and the fact, that this is
the population with the hairy black poplars. By means of cluster analysis, it is demonstrated that the genetic
structures of this population apparently differs from the others, but differences between the river populations
are also indicated.

The parameters of genetic variation of all other populations are in a similar range. The values of genetic dis-
tance and differentiation between populations show, that differences between the populations from the same
river are on average smaller than between populations from different rivers and that the three populations
from the river Bosna represent the gene pool of black poplar in BiH best. After exclusion of the two extreme
populations, a principal coordinate analysis based on genetic distances illustrates that more clearly.

These results can be used as a basis for planning and realization of measures for the conservation of the ge-
netic resources of black poplar in Bosnia and Herzegovina.



