UDK 630* 443 (001) lzvorni znanstverJi ¢lanci — Original scientific papers
Sumarski list, 3—4 (2016): 127-135

GENETSKA STRUKTURA POPULACIJA
HRASTA KITNJAKA (QUERCUS PETRAEA
(MATT.) LIEBLEIN) U BOSNI | HERCEGOVINI
NA TEMELJU ANALIZE IZOENZIMSKIH
BILJUEGA

GENETIC STRUCTURE OF SESSILE OAK (Quercus petraea
(Matt.) Lieblein) IN BOSNIA AND HERZEGOVINA BASED ON
THE ISOENZYME ANALYSIS

Dalibor BALLIAN*"

Sazetak

Hrast kitnjak [Quercus petraea (Matt.) Lieblein] jedna je od najvaznijih vrsta Sumskog drveca u Bosni i Hercegovini,
iako je sadasnja struktura Suma hrasta kitnjaka vrlo slaba. Razlog tomu treba traziti u jakom povijesnom utjecaju
¢ovjeka na tu vrstu, brojne neplanske i nestrucne sjece i slabo razvijen sustav gospodarenja ovom vrijednom vrstom.
U uvjetima Bosne i Hercegovine kitnjak se nalazi na 333 000 ha, u malim ¢istim i ve¢inom mje$ovitim sastojinama
s grabom i ponekad bukvom.

Kroz ovo istrazivanje zelimo odgovoriti na sljedeca pitanja: kakva je genetska struktura odabranih populacija
hrasta kitnjaka u Bosni i Hercegovini, te kakvo je znacenje poznavanja geneticke strukture u procesima obnove?

Analizirali smo 17 prirodnih populacija hrasta kitnjaka uz uporabu 11 enzimskih sustava s 14 genskih lokusa i
registrirali 82 alela. Registriran je velik polimorfizam, a samo je kod genskog lokusa sorbitol registriran potpuni
monomorfizam, dok je kod genskog lokusa Pgi — A dobiven polimorfizam samo u jednoj populaciji.

Prosjecan broj alela za istrazivane populacije kretao se od 1,7143 do 3,1429, a efektivni broj od 1.1089 do 1.2585.
Stvarna i teorijska heterozigotnost najniza je bila u populaciji Gracanica s 0,0947, dok je najveca bila u populaciji
Bugojno s 0,1869. Fiksacijski indeks u svim populacijama je bio negativan, §to ukazuje na dobru stabilnost
istrazivanih populacija te da su slabi ili izostaju procesi inbridinga u populacijama. Najvece genetske udaljenosti
u odnosu na ostale pokazala je populacija Tesanj.

Rezultati diferencijacije pokazuju male vrijednosti, $to ukazuje na kratko vrijeme od njihovog razdvajanja te prisut-
nost toka gena i malog gubitka prilagodbenog potencijala.

Dobiveni rezultati omogucuju preporuku potrebnih mjera za o¢uvanje genetskih izvora metodama in situ i ex situ
te obnovu i uporabu reprodukcijskog materijala hrasta kitnjaka u Bosni i Hercegovini.

KLJUCNE RIJECI: Hrast kitnjak, Quercus petraea (Matt.) Lieblein., populacija, genetska varijabilnost
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1.UVOD
INTRODUCTION

U strukturi bosanskohercegovackih listopadnih $uma,
hrast kitnjak [Quercus petraea (Matt.) Lieblein], nakon bu-
kve, predstavlja najznacajniju listopadnu vrstu s gospodar-
skog i ekoloskog gledista. Prema prvoj inventuri $uma (Ma-
ti¢idr. 1971) u Bosni i Hercegovini hrast kitnjak pridolazi
na 333 000 haili u oko 15 % svih $uma. Struktura tih $uma
ukazuje da imamo 115 000 ha visokih i 218 000 ha niskih
$uma (Pintari¢ 1997). Iz povrsine niskih degradiranih
$uma moze se zakljuciti da je hrast kitnjak nekada, a i sada
u Bosni i Hercegovini, bio i je ekonomski vrlo vazna vrsta
za proizvodno $umarstvo. Kao §to je bio slucaj i s hrastom
luznjakom, tako je i proces iskoriStavanja i degradacije
$uma hrasta kitnjaka kao posljedica povijesnog utjecaja
¢ovjeka bio prili¢no dug, posebice u zadnjih 160 godina
(Begovi¢ 1960 1978; Memisevi¢ 2008; Ballian i dr. 2010).
Uz povijesno znacenje i vrlo velikih neiskoristenih povr-
$ina na koje bi se mogao ponovo unijeti (Pintari¢ 2002),
proizvodnja Sumskog sadnog materijala hrasta kitnjaka u
rasadnicima Bosne i Hercegovine je vrlo mala (Ballian
2000.).

U ekoloskom pogledu kitnjak je vrsta koja raste izmedu
150 i 1000 m nadmorske visine. Manje je rasprostranjen
od hrasta luznjaka, jer mu je isto¢na granica na Karpatima
(Ducousso i Bordacs 2004.). Raste na vapnenacko — dolo-
mitnim geoloskim podlogama te serpentinsko - peridotit-
nim, kako na dubokim, tako i na ekstremno plitkim ze-
mljistima gdje gradi ¢itav niz fitocenoza (Stefanovi¢ 1977),
vrlo Cesto rijetkih i vrlo specifi¢nih, ako su na plitkim i to-
plim stanistima. Najvi$e je rasprostranjen u brdskom dijelu
Bosanske Posavine, na planinama Motajici, Prosari i Ma-
jevici, gdje danas nalazimo najkvalitetnije $ume kitnjaka.
Ima ga i u unutrasnjosti, posebice u rubnim dijelovima ri-
je¢nih dolina, gdje ga nalazimo disjunktno rasprostranje-
nog, cesto mijesanog s hrastom luznjakom. Takoder ima i
disjunktno rasprostiranje u ofiolitskoj zoni, gdje na peri-
dotitima i serpentinitima gradi specifi¢ne Sumske zajed-
nice, s vrlo losom kvalitetom drva, a raste na najekstremni-
jim stanistima (Stefanovi¢ 1977.; Stefanovi¢ i dr. 1983.). Ta
raznolikost stani$ta kod hrasta kitnjaka dovela je do toga
da se izdiferencira u vi$e nizih sistematskih kategorija, od
kojih su poznati: Quercus dalechampii Ten. - DaleSampijev
kitnjak (Balkanski kitnjak) koji se javlja na termofilnim
staniStima i Quercus polycarpa Schur — Transilvanijski kit-
njak (Jovanovi¢ 2000.). To su primjeri koji se vrlo ¢esto u
literaturi pogres$no deklariraju statusom vrste (GOmory i
Schmidtova 2007.).

U uvjetima Bosne i Hercegovine $ume hrasta kitnjaka ce-
sto nalazimo u dodiru sa Sumama hrasta luznjaka. Tu oni
zajedno grade ¢itave hibridne rojeve vrlo slozene morfo-
loske strukture svojstava s brojnim povratnim krizancima,
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jer hibridne individue nisu sterilne niti inferiorne u odnosu
na roditelje (Rieseberg i dr. 1999.). Upravo ti procesi, kako
navodi Krstini¢ (1996.), izmedu hrasta luznjaka ponajprije
i hrasta kitnjaka uvjetuju vrlo izrazenu unutarpopulacijsku
i medupopulacijsku varijabilnost. Takoder i prema Trinaj-
sti¢u (1988.) to dovodi do velike polimorfnosti i varijabil-
nosti izmedu individua, a potencirana je introgresivnom
hibridizacijom do koje dolazi zbog nepotpune reproduk-
cijske izolacije medu srodnim vrstama roda Quercus L.
Upravo zahvaljujudi takvoj situaciji u Bosni i Hercegovini,
gdje hrast kitnjak raste s hrastom luznjakom, dolazi do nji-
hove medusobne hibridizacije i do pojave hibridnih rojeva,
$to stvara teSkoce pri determinaciji i razlikovanju tih vrsta
te laganom nestajanju slabije vrste kako navodi Rieseberg
idr. (1999.), a u nasem slucaju hrasta kitnjaka koji nema
ekologku plasti¢nost kao hrast luznjak. ITako su ve¢ mnoge
stvari vezane za hibridizaciju bijelih hrastova (skupine
sensu lato) poznate, upravo hibridni rojevi kitnjaka i dru-
gih vrsta dovode do konfuzije te kitnjak smatraju samo
ekotipom ili podvrstom luznjaka (Kleinschmit i dr. 1995.;
Steinhoff 1997.). Rjesavanjem tog problema bavilo se vise
autora (Miller - Starck i Ziehe 1991.; Zanetto i dr. 1994.),
a tijekom svojih istrazivanja otkrili su specifi¢ne alele za
svaku od vrsta, kao i ucestalosti pojavljivanja nekih od spe-
cifi¢nih alela.

Do sada nije bilo sveobuhvatne genetske analize hrasta kit-
njaka u Bosni i Hercegovini. Djelomi¢no je obradena nje-
gova struktura uz pomo¢ cpDNA analize, ali u okviru kom-
pleksa bijelih hrastova (Slade i dr. 2008.), uporabom AFLP
tehnike. Tada je odredena haplotipska pripadnost 16 popu-
lacija hrasta kitnjaka, te kod njega registrirano sedam razli-
¢itih haplotipova (2, 4, 5,6, 7, 17, 31). Detaljnijom analizom
tih podataka bavio se Ballian i dr. (2006.) te su pokusali pri-
kazati prakti¢nu, odnosno uporabnu vrijednost tih vrlo vri-
jednih rezultata. Takoder su obavili jedno manje istraziva-
nje bavedi se analizom izoenzima obradene sjemenske
sastojine hrasta kitnjaka u Federaciji Bosne i Hercegovine,
a kako je u pitanju samo pet populacija, i uz jako dobre va-
rijabilnosti koja je registrirana, zbog malog uzorka rezultati
nisu reprezentativni za Bosnu i Hercegovinu (Ballian i Bo-
gunic¢ 2012.).

Kada su u pitanju europska istrazivanja, ne postoji mnogo
rezultata koji ukazuju na izoenzimsku varijabilnost kitnjaka
(Gomory i dr. 2001.; Gomory i Schmidtova 2007.) jer su
istrazivanja bila usmjerena na hrast luznjak koji je mnogo
vrjedniji i interesantniji. Ipak, kitnjak je uklju¢en u brojna
filogenetska istrazivanja hrastova na razini DNK (Ferris i
dr. 1993., 1995., 1998.; Bordacs i dr. 2002.; Petit i dr. 2002.
a, b; Fineschi i dr. 2002.), pri ¢emu je ras¢lanjena varijabil-
nost hrastova povezana s njegovom seobom poslije ledenog
doba, o ¢emu postoje istrazivanja na temelju analiza fosil-
noga peluda (Huntley i Birks 1983.) te na temelju mikrosa-
telitskih analiza (Steinkellner i dr. 1997.).
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Cilj ovoga rada je upotpuniti poznavanje genetske strukture
hrasta kitnjaka u Bosni i Hercegovini na temelju izoenzim-

skih analiza.

2. MATERIJAL | METODA RADA
MATERIALS AND METHODS OF THE STUDY

Za istrazivanje genetske strukture hrasta kitnjaka u Bosni
i Hercegovini uporabljen je materijal iz 16 prirodnih po-
pulacija koje su izdvojene na temelju svojih fenotipskih
svojstava (tablica 1., slika 1.). Materijal za analizu je sa-
kupljen u periodu zimskog mirovanja, a za analizu su upo-
rabljeni lisni pupovi koji su ujedno posluzili i za identifi-
kaciju vrste. Prilikom sabiranja materijala selekciju
individua hrasta kitnjaka nacinio sam na temelju strukture
kore, oblika pupova, ostatka listova na stablu i oko stabla,
te kupula i plodova oko stabla. Ovome sam pristupio vrlo
suptilno, jer su veliki problem predstavljali hibridni rojevi
koji su Cesti u Bosni i Hercegovini. Tako je za analizu po-
pulacija skupljen materijal s 50 stabala ravnomjerno ras-
poredenih u istrazivanim populacijama, ali mnoge analize
nisu uspjele, dok je uspjeh analize prikazan u tablici 1.

Macerat iz kojeg su kasnije izdvojeni enzimi napravljen je uz
pomo¢ Tris — HCl buffera uz pH 7,5 (Longauer 1996.). Tra-
kasti filtar papiri¢i natopljeni maceratom postavljeni su u
komore i razdvojeni na skrobnom gelu primjenom elektro-

Tablica 1. Osnovni podaci o analiziranim populacijama
Table 1. Main data about the analysed population
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1 Stari¢ 44°14'06" 18°45°31" 537 47
2 Zivinice 44°25'09" 18°36°01" 359 47
8 Foca 43°27'31" 18°44°38" 441 50
4 Kladanj 44°14'12" 18°34'54" 796 50
5 Kakanj 44°04'12" 18°11'24" 589 46
6 Bugojno 44°01'09" 17°28'36" 649 46
7 Kresevo 43°51'12" 18°02'01" 781 46
8 Gorazde 43°38'43" 18°56'27" 877 46
9 Sarajevo 43°51'54" 18°22'21" 591 35
10 Gracanica 44°43'07" 18°18'55" 333 34
1 Klju¢ 44°31'42" 16°45'50" 302 28
12 Jajce 44°18'29" 17°15°06" 540 46
13 Olovo* 44°09'06" 18°32'53" 611 41
14 Cazin* 45°02'41" 16°10°23" 321 50
15 2ep(“:e* 44°23'23" 17°59'22" 354 50
16 Konjic* 43°35'42" 18°02'42" 552 48
17 Tesanj* 44°34'37" 17°59'29" 13 47

*sjemenske sastojine (Ballian i Boguni¢ 2012)

Slika 1. Zemljopisni raspored istrazivanih sastojina: 1.Stari¢, 2.Zivinice,
3. Fota, 4.Kladanj, 5.Kakanj, 6.Bugojno, 7.Kresevo, 8. Gorazde, 9.Sara-
jevo, 10.Gracanica, 11.Klju¢, 12.Jajce, 13.0lovo, 14.Cazin, 15Zepce,
16.Konjic, 17.TeSan;

Picture 1. Distribution schedule od researched samples: 1.Stari¢, 2.
Zivinice, 3. Foca, 4.Kladanj, 5.Kakanj, 6.Bugojno, 7.Kresevo, 8. Gorazde,
9.Sarajevo, 10.Gracanica, 11.Kljuc, 12.Jajce, 13.0lovo, 14.Cazin, 15Zepce,
16.Konjic, 17.Tesan;

foreze, uz uporabu 3 bufferna sustava za razdvajanje enzim-
skih sustava (Li - borat / tris — citrat pH 8,1; Na - borat pH8,0
/ tris — citrat pH 8,7; tris — citrat / tris — histidin pH 7,0). Ana-
lizom je obuhvaceno 11 enzimskih sustava s 14 genskih lo-
kusa, a uspjesno je vizualizirano 82 alela (tablica 2.).

Odredenje vizualiziranih alela dobilo se mjerenjem na gelu,
a prema kljucu datom u tablici 3. Analiza frekvencija geno-
tipova i genetskih udaljenosti obavljena je u standardnom

Tablica 2. Enzimski sustavi, E.C. referentni broj, broj genskog lokusa,
broj alela

Table 2. Enzyme systems, E. C. code, Gene loci, number of allels

Enzimski sustavi E.C. broj Genski lokusi Broj alela
Enzyme system E.C.Code  Geneloci  Number od allels
Fluorescent é-esterase 3.1.141 Fest 8
Glutamate dehydrogenase  1.4.3.11 Gdh-A 1
ﬁ:’;:f‘;ﬁ:i‘::::'acetat 26.1.1 Got-B 7
Isocitrate dehydrogenase ~ 1.1.1.42 Idh-B 1
Malate dehydrogenase 1.1.1.37 Mdh-A, -B, -C 5,6,3
Menadione reduktase 1.6.99.2 Mnr-A 13
ge‘;:;‘:frgggggusf3°mate 11144 6pgdh-B 4
Phosphoglucose isomerase  5.3.1.9 Pgi-A, -B 2,10
Phosphoglucomutase 5.4.2.2 Pgm-A 5
Glucosedehidrogenaze 1.1.1.47 Gludh-A 4
Sorbitol Sod-A 1
Ukupno — Total 1 14 82
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Tablica 3. Klju¢ za alelne pozicije hrasta kitnjaka na zimogramu tijekom vizualizacije
Table 3. Key for the alleal positions of Sessile Oak on zimogram during the visualisation

Genski lokusi
Gene loci

aleli FestA GdhA  GotB IdhB  MdhA MdhB MdhC MnrA 6pgdhB PgiA PgiB PgmA GludhA SodA
A 130 204 140 140 129 127 123 143 118 100 159 115 133m 100
B 120 170 122b 130 100 120 100 136 100 81 153k 100 117
© 115 152 116 123c 90 113 80 127f 81 140 83 100
D 109 129 100 117d 80 100 100 58 132 66 83
E 100 100 90 100 Al 90 88 128h 15
F 90 85 85 85e 80 76 118i
G 81a 80 60 Al 109j
H 71 65¢ 100
| 70 58 72
J 54 45
K 46
L 36
M 21

Fest A G: a81=85+84+81+80, GotB B: b122=122+120, Idh C: c123=123+120, Idh D: d117=117+114, Idh F: €85=90+85, Mnr C: f127=127+125, Mnr H:
g65=65+62, PgiB E: h128=130+128, PgiB F: i118=122+118, PgiB G: j109=110+109+106, PgiB G: k153=153+150, Gludh A: m133=133+130

ra¢unalnom programu BIOSYS - 1 (Swofford i Selander
1981).

Izracunati su sljededi parametri:
1. alelne i genotipske frekvencije
2. olekivana srednja heterozigotnost (He) i dobivena
srednja heterozigotnost (Ho)
3. ukupni broj alela, broj alela po lokusu, proporcija po-
limorfnih lokusa, koeficijent inbridinga (Fis)
4. genetska udaljenosti (Nei 1972; 1978)

3. REZULTATI ISTRAZIVANJA | RASPRAVA
RESULTS AND DISCUSSION

Od ukupno 11 analiziranih enzimskih sustava, s 14 genskih
lokusa, ukupno je vizualizirano 82 alela kod hrasta kitnjaka
podrijetlom iz prirodnih populacija Bosne i Hercegovine.
Uz analizu enzimskih sustava, kao klju¢ni parametri genet-
skog diverziteta za analizu su uporabljeni prosjecan i efek-
tivni broj alela te promatrana i o¢ekivana heterozigotnost
(tablica 4.). Od analiziranih enzimskih sustava sorbitol po-
kazao se monomorfnim u svim istrazivanim populacijama.
Za sorbitolom slijedi genski lokus Pgi — A kod kojega je re-
gistriran manji polimorfizam u samo jednoj populaciji
(Foca), sto bi mogla biti karakteristika populacija koje se
nalaze isto¢nije od ove, jer u sredisnjoj Europi nije registri-
ran. Inace, postoji velika vjerojatnost da ti aleli podrijetlom
iz juznog glacijalnog pribjezista nisu bili u mogu¢nosti ra-
sprostirati se prema zapadu, te je u svim ostalim populaci-
jama koje su zapadno registriran monomorfizam. Isto je
registrirano i kod obi¢ne jele kod vise alela (Ballian i dr.
2012.). Takoder, i genski lokus Mdh - C pokazuje mono-
morfizam u 14 populacija, a genski lokus Mdh - B i 6pgdh

- B u 13 populacija, $to su za lokus Mdh - A i Mdh - D do-
bili Goméry i Schmidtova (2007.). Samo tri genska lokusa,
Fest — A, Pgi - BiGludh - A pokazuju prisutnost polimor-
fizma u svim istrazivanim populacijama, a uz to genski lo-
kus Fest — A pokazuje jako malu diferenciranost izmedu
populacija s vrijednos¢u Fst 0,0119 (tablica 5.). Populacija
Gracanica pokazuje najviS$e monomorfizma te od 14 gen-
skih lokusa samo je sedam polimorfno. Takoder je intere-
santna populacija Tesanj u kojoj je registriran monomorfi-
zam za genski lokus Gludh -A. U istrazivanju slovackih i
bugarskih populacija hrasta kitnjaka genski lokusi Sod - A,
Mdh - B, Mdh - C, 6pgdh - B, Pgi - A pokazuju mono-
morfizam (Gomory i dr. 2001.). Kod drugih istrazivanih
genskih lokusa registriran je polimorfizam, a to su sljede¢i
genski lokusi: Fest — A, Gdh - A, Got - B, Idh — B, Mdh -
A, Mnr - A, Pgi - B, Pgm -A, Gludh - A, $to je u svom
istrazivanju registrirali Gémoéry i dr.(2001.). Takoder naj-
vecu vrijednost diferencijacije pokazuje genski lokus Mdh
- A s veli¢inom Fst 0,0649 te genski lokus 6 -pgdh - B sa
Fst 0,0517 (tablica 5.).

Najmanji broj alela po lokusu je registriran kod populacija
Gracanica zbog velikog monomorfizma (tablica 4.), $to nije
bilo za ocekivati s obzirom na velike komplekse hrasta kit-
njaka u tom dijelu Bosne i Hercegovine. Kada je u pitanju
najveci broj alela, on je registriran u populaciji Jajce (tablica
4.), to je takoder iznenadenje s obzirom na stanje $uma
hrasta kitnjaka koje imamo na podruéju Jajca. No, rezultati
ranijih istraZivanja u srednjem toku rijeke Vrbas, nesto sje-
vernije od Jajca (populacija Bo¢ac), analizom subhaplotipov
na temelju cpDNK (Ballian i dr. 2006) ukazuju na ovakav
rezultat. Interesantna je visoka vrijednost broja alelaiu po-
pulaciji Foca, $to nas ne bi trebalo iznenaditi s obzirom na
velik haplotipski diverzitet kitnjaka u tom podrucju (Ballian
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Tablica 4. Svojstva geneticke raznolikosti u istrazivanim populacijama
Table 4. Characteristics of genetic diversity in the investigated population
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Stari¢ 2,3571 1,1678 0,1113 0,1061
Ziinice  2,3571 1,1745 0,1136 0,1123
Fota 3,0714 1,1547 0,1247 0,1159
Kladanj 2,7143 1,1835 0,1359 0,1291
Kakanj 2,9286 1,2456 0,1628 0,1494
Bugojno  2,7857 1,2585 0,1869 0,1641
KreSevo  2,9286 1,2449 0,1724 0,1499
Gorazde  2,0000 1,1355 0,1102 0,1034
Sarajevo  2,2143 1,1396 0,1122 0,1069
Gratanica  1,7143 1,1089 0,0947 0,0835
Kijug 2,4286 1,1522 1,1228 0,1125
Jajce 3,1429 1,1908 0,1441 0,1345
Olovo 2,3571 1,2020 0,1438 0,1340
Cazin* 2,3571 1,1967 0,1310 0,1243
Zepte* 2,4286 1,1523 0,1200 0,1056
Konjic* 2,5714 1,1726 0,1384 0,1250
Te$anj*  2,4286 1,1616 0,1279 0,1221
i) 5,8571 1,1757 0,1332 0,1256
velic¢ina

*Ballian i Boguni¢ (2012)

idr. 2006.), kao i ukupni haplotipski i subhaplotipski diver-
zitet bijelih hrastova na tom podrudju, a koji navode Slade
idr. (2008.).

Kada je u pitanju efektivni broj alela, u populaciji Gracanica
je najmanja velicina, $to je i za ocekivati s obzirom na ve¢
ranije navedeni monomorfizam. Najve¢i efektivni broj alela
ima populacija Bugojno, a §to je iznenadujuce s obzirom da
je u pitanju mala i devastirana populacija hrasta kitnjaka,
ali je u dobroj korelaciji s visokom heterozigotnos¢u koja je
registrirana u toj populaciji.

Najvecu srednju promatranu heterozigotnost imamo u po-
pulaciji Bugojno, iako pripada skupini relativno izoliranih,
odnosno malih i rubnih populacija, a koja iznosi 0,1869
(tablica 4.). Najmanju heterozigotnost pokazuje popula-
cija Gracanica, $to se i o¢ekivalo nakon provedene alelne
analize. Na isti nacin se ponasaju i o¢ekivane heterozigot-
nosti koje su znatno manje te to ima izravan utjecaj na
vrijednost fiksacijskog indeksa, koji je zbog toga negati-
van. Kako je veli¢ina teoretske heterozigotnosti kod svih
istrazivanih populacija manja od stvarne, to ukazuje na po-
javu negativnih veli¢ina fiksacijskog koeficijenta, odnosno
na odsutnost inbridinga u istrazivanim populacijama hra-
sta kitnjaka (tablica 4.), a prosje¢ni fiksacijski indeks za sve
istrazivane populacije je takoder negativan i iznosi -0,0972.

Ako, pak, analiziramo fiksacijski indeks za istrazivane gen-
ske lokuse, tada imamo kod genskoga lokus Gludh - A po-
zitivu vrijednost od 0,0331, iako taj genski lokus pokazuje
veliku polimorfnost u svim istrazivanjima populacijama.
Ipak, genski lokus Gludh - A se u nekim istrazivanjima po-
kazao vrlo nepredvidiv, jer je pokazivao nejasnu zimogram-
sku sliku te je u nekim statistickim analizama iskljucivan, a
u drugim ukljucivan, o ¢emu izvjeStava Gomory i dr.
(2001.). U nasem slucaju nije iskljucen iz statisti¢ke analize
te je to jedini genski lokus koji ima pozitivau veli¢inu fik-
sacijskog indeksa (tablica 5.). S obzirom na vrijednosti fik-
sacijskog indeksa, s populacijama hrasta kitnjaka moze se
slobodnije gospodariti bez bojazni da ¢e izgubiti svoj ge-
netski diverzitet (Ballian 2005.; Ballian 2015.).

Ako se pozornost u analizi usmjeri samo ka genetskim
kriterijima, za prakticare je najbolje da svaka populacija po-
sjeduje $to je moguce vise genetskih varijanti (veliku broj-
nost svih genotipskih kombinacija), bilo da su izgradeni od
rijetkih alela, bilo onih s visokom ucestalo$¢u koji daju vi-
sok stupanj heterozigotnosti. U tom sluc¢aju se moze oceki-
vati s velikom sigurno$¢u u populacijama i veliki genetski
potencijal za prilagodbu (Ballian 2002.), a Larsen (1986.: a
i b) to vrlo dobro povezuje s visokom otporno$cu vrste
prema propadanju. Kada je genetska raznolikost u pitanju,
posebno su vazne populacije koje se mogu smatrati pred-
stavnicima postojecega gene poola (sve istrazivane popula-
cije su prirodne) te populacije koje imaju veliku raznolikost
u gene poolu, odnosno nisu izgubile mnogo od svog prila-
godbenog potencijala na specifi¢ne ekoloske uvjete. To ov-
dje mozemo vidjeti iz rezultata promatrane heterozigotno-
sti (tablica 4.), a §to je registrirano u 16 od 17 istrazivanih
populacija, jer je populacija Gracanica izuzetak.

Kada je u pitanju ukupna diferenciranost populacija hrasta
kitnjaka, dobiveni rezultat pokazuje srednju vrijednost dife-
renciranosti za 14 genskih lokusa, s veli¢inom Fst 0,0311
(Tablica 5.). To je manja veli¢ina nego sto su dobili GGméry
1 Schmidtova (2007.) kada je u pitanju diferencijacija izmedu
kitnjaka 1 luznjaka, a veéa kada je u pitanju diferencijacija
izmedu kitnjaka i hrasta medunca slovackih populacija. Ovo
ukazuje da kod nas, i1 uz dobivene veli¢ine, nije zavrSen pro-
ces diferencijacije izmedu istrazivanih populacija.

Provedena analiza genetskih odstupanja prema Neiu
(1972.) pokazala je prilicno niske vrijednosti, a razlog tomu
je vjerojatno zemljopisna bliskost istrazivanih populacija
(tablica 6.). Kada je u pitanju genetska slicnost, najmanju
udaljenost pokazuju populacije Jajce i Klju¢. Kako su to
relativno bliske populacije 1 kako vjerojatno i dalje postoji
tok gena, ili je kasno prekinut te nije doslo do znacajnijeg
diferenciranja izmedu njih, dobivena je jako mala vrijed-
nost (tablica 6.). S druge strane, dobivena je mala vrijed-
nost genetskog odstupanja izmedu populacija Klju¢ i Gra-
¢anica, s obzirom na njihovu zemljopisnu udaljenost i
izoliranost te samu genetsku strukturu populacije Graca-



Tablica 5. Fiksacijski indeks prema genskim lokusima i diferencijacija
izmedu istrazivanih populacija prema Nei (1987)

Table 5. Fixational index based on the genetic locus and the diferentiation
between the studied populations based on Nei (1987)
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Fest A 1514 -0,0190 0,019
Gdh A 1422 -0,2597 0,0496
Got B 1514 -0,0707 0,0181
Idh B 1510 -0,1104 0,0254
Mdh A 1516 -0,0867 0,0649
Mdh B 1516 -0,0247 0,0208
Mdh C 1516 -0,0111 0,0100
Mnr A 1512 -0,1015 0,0228
6pgdh B 1516 -0,0609 0,0517
Pgi A 1516 -0,0204 0,0188
Pgi B 1516 -0,0852 0,0307
Pgm A 1516 -0,0410 0,0319
Gludh A 1492 0,0331 0,0231
Sod A 1516 *kx 0,0000
SRR 1507 -0,0972 0,0311

Average

nica. Od ostalih populacija najblize su populacije Foca i
Kladanj te Kresevo i Olovo, odnosno Kresevo i Bugojno
(tablica 6.). Prvu kombinaciju je vrlo teSko objasniti, a vje-
rojatno je to povijesni utjecaj ovjeka koji je sjecama i kr-
¢enjima Suma utjecao na strukturu Suma hrasta kitnjaka.
Kada je u pitanju kombinacija Kresevo i Bugojno, s obzi-
rom da njih dijeli samo planina Vranica, vjerojatno nije
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proslo dugo razdoblje od prekida genskoga toka izmedu
njih, te jos nije zavrsen proces diferenciranja.

Tu jo§ treba spomenuti bliskost populacija Kladanj i Zi-
vinice koje su relativno bliske, dijeli ih planina Konjuh,
aijedna i druga rastu na peridotitsko-serpentinskoj pod-
lozi, s plitkim, hranjivim, siroma$nim i suhim tlom, ali se
jos§ nisu u potpunosti izdiferencirale i krenule s genetskim
razvojem u razli¢itim smjerovima. S druge strane, imamo
populacije Stari¢ i Kladanj koje su takoder zemljopisno
bliske, ali u razlic¢itim ekoloskim uvjetima i nisu se zna-
¢ajno izdiferencirale.

Populacija TeSanj, za razliku od drugih populacija, poka-
zuje velika odstupanja u odnosu na sve analizirane popu-
lacije (tablica 6.), a posebno prema populaciji Kakanj.
Kako obje populacije pripadaju slivu rijeke Bosne, vjero-
jatno razloge za to odstupanje trebamo traziti u povije-
snom utjecaju ¢ovjeka, posebice na populaciju TeSanj,
gdje su prije 150 godina izvrSene velike sjeCe hrastova
(Begovic¢ 1960.; 1978.; Memisevic¢ 2008.).

Razloge za ovakve rezultate treba traziti u malom po-
drudju istrazivanja, ali i u specifi¢noj situaciji nasih po-
pulacija hrasta kitnjaka te inace hrastova iz grupe sensu
lato, jer su sadasnje populacije imale glacijalna pribjezi-
Sta u neposrednoj blizini, na jugu Balkanskog poluotoka
te sekundarna na Jadranskoj obali, prema Petiti i dr.
(2002.:a) u srednjoj Dalmaciji, a prema Slade i dr. (2008.)
u juznoj Dalmaciji. To je ostavilo neizbrisiv trag na da-
nasnju genetsku strukturu svih populacija hrastova u Bo-
sni i Hercegovini, ali 1 drugim Sumskim vrstama.

Ipak, kada je u pitanju hrast kitnjak. uporabljeni genetski
parametri ukazuju na suptilne i jasne razlike izmedu istra-

Tablica 6. Nejov genetski identitet (iznad dijagonale) i genetska odstupanija (ispod dijagonale) (Nei 1972)
Table 6. Nei's genetic identity (below diagonal) and genetic distance (above diagonal) (Nei 1972)

o =
= 9
O =
Lo Ly
=1
Q o
o o
o o

Zivinice **¥*0,0013 0,0015 0,0044 0,0022 0,0016 0,0012 0,0024
Olovo 0,9987 **** 10,0020 0,0022 0,0012 0,0011 0,0021 0,0023
Stari¢ 0,9985 0,9981 **** 0,0026 0,0036 0,0032 0,0023 0,0042
Kakanj 0,9956 0,9978 0,9974 **** 0,0049 0,0044 0,0045 0,0054
Bugojno  0,9978 0,9988 0,9964 0,9951 **** 0,001 0,0024 0,0026
KreSevo  0,9984 0,9989 0,9968 0,9956 0,9989 **** 0,0029 0,0033
Kladanj ~ 0,9988 0,9979 0,9977 0,9955 0,9976 0,9971 **** 0,0009
Foca 0,9976 0,9977 0,9958 0,9946 0,9974 0,9967 0,9991 ****
Cazin 0,9985 0,9983 0,9970 0,9966 0,9975 0,9995 0,9969 0,9966
Sarajevo  0,9975 0,9966 0,9956 0,9918 0,9944 0,9949 0,9972 0,9967
Zepte 0,9973 0,9977 0,9943 0,9936 0,9973 0,9980 0,9973 0,9991
Konjic 0,9981 0,9973 0,9966 0,9938 0,9962 0,9956 0,9988 0,9977
GraCanica 0,9969 0,9956 0,9968 0,9930 0,9942 0,9945 0,9973 0,9969
Klju¢ 0,9975 0,9970 0,9965 0,9935 0,9963 0,9970 0,9972 0,9974
Jajce 0,9985 0,9976 0,9970 0,9950 0,9976 0,9982 0,9985 0,9982
TeSanj 0,9916 0,9916 0,9888 0,9832 0,9907 0,9898 0,9920 0,9931
Gorazde  0,9974 0,9956 0,9955 0,9902 0,9949 0,9939 0,9975 0,9968

Gracanica

0,0015
0,0017
0,0030
0,0034
0,0025
0,0005
0,0031
0,0034
0,9949
0,9977
0,9966
0,9957
0,9973
0,9988
0,9898
0,9940

0,0025
0,0034
0,0044
0,0082
0,0056
0,0051
0,0028
0,0033
0,0052
0,9953
0,9985
0,9964
0,9980
0,9970
0,9961
0,9992

0,0027
0,0023
0,0057
0,0064
0,0028
0,0020
0,0027
0,0009
0,0023
0,0048
0,9968
0,9949
0,9965
0,9978
0,9915
0,9955

0,0019
0,0027
0,0034
0,0063
0,0038
0,0044
0,0012
0,0023
0,0034
0,0015
0,0032
0,9971
0,9975
0,9976
0,9940
0,9986

0,0031
0,0044
0,0032
0,0070
0,0058
0,0055
0,0027
0,0031
0,0043
0,0036
0,0051
0,0029
0,9992
0,9981
0,9937
0,9963

0,0025
0,0030
0,0035
0,0065
0,0037
0,0030
0,0028
0,0026
0,0027
0,0020
0,0035
0,0025
0,0008
*KK*
0,9994
0,9956
0,9970

0,0015
0,0024
0,0030
0,0050
0,0024
0,0018
0,0015
0,0018
0,0012
0,0030
0,0022
0,0024
0,0019
0,0006
HHK*
0,9941
0,9967

0,0084
0,0085
0,0113
0,0169
0,0094
0,0103
0,0080
0,0070
0,0102
0,0040
0,0085
0,0060
0,0063
0,0044
0,0059

*XXK

0,9960

0,0026
0,0044
0,0045
0,0098
0,0051
0,0061
0,0025
0,0032
0,0061
0,0008
0,0045
0,0014
0,0037
0,0030
0,0033
0,0040

*XXK



BALLIAN D.: GENETSKA STRUKTURA POPULACIJA HRASTA KITNJAKA (Quercus petraea (Matt.) Lieblein) U BOSNI | HERCEGOVINI ...

zivanih populacija te prisutnu diferenciranost koja je pri-
li¢no niska, ali jasna s obzirom na istrazivanje s jednog ma-
njeg prostora kakav je Bosna i Hercegovina. Poznato je od
ranije da na takve razlike, osim prirodne selekcije koja je u
svezi s ekoloskim ¢imbenicima, i antropogeno djelovanje
ostavlja znacajni trag. Uz vec¢ re¢eno, moramo se osvrnuti i
na samo podrudje istrazivanja, odnosno na podruéje Di-
narskih planina koje je vrlo specifi¢no kada se to odnosi na
uvjete okolisa, jer se na jako malom prostoru od samo ne-
koliko kilometara, javljaju velike razlike u klimatskim, edaf-
skim, orografskim i drugim ¢imbenicima, koji izravno
utje¢u na genetsku diferencijaciju populacija Sumskoga dr-
veca. Zbog takve ekoloske raznolikosti te na temelju rezul-
tata molekularno-genetskih istrazivanja, stru¢njaci sma-
traju da vrste koje rastu na podrucju Dinarida pokazuju
veliku varijabilnost u usporedbi s istim vrstama koje rastu
u homogenim ekoloskim uvjetima sjevera (Lewandowski i
dr. 1997.; Ballian i dr. 2008.).

Uz fundamentalno znacenje ovog istrazivanja, ono je tako-
der primjenjivo u gospodarenju Sumama hrasta kitnjaka, jer
¢e dati bolju genetsku sliku provenijencija kitnjaka, to je
znacajno za daljnje radove na njegovom oplemenjivanju, od-
nosno kod kontrole podrijetla sjemena i sadnog materijala
bitnog za proces umjetne obnove degradiranih Suma hrasta
kitnjaka (bilo da se radi posumljavanje ili sjetva sjemena),
kao i za poslove vezane za osnivanje banki i arhiva gena me-
todama in situ i ex situ u cilju ocuvanja ove vrijedne vrste.
Ipak, iz dobivenih rezultata, posebice genetske raznolikosti,
postavlja se temeljno pitanje “Je li obuhvacena sva genetska
struktura hrasta kitnjaka u Bosni i Hercegovini i moze li pred-
stavljati genetsku strukturu ove vrste u Bosni i Hercegovini?”.
Na to ne mozemo odgovoriti sa sigurno$¢u jer smo analizi-
rali samo 17 populacija, a hrast kitnjak se javlja u razli¢itim
ekoloskim uvjetima te time i u velikom broju biljnih zajed-
nica (Stefanovi¢ 1977.; Stefanovic¢ i dr. 1983.) sa specifi¢cnim
selekcijskim procesima. U genetskom pogledu postavlja se
pitanje hoce li biti obuhvaceni svi aleli i genotipovi u procesu
obnove $uma hrasta kitnjaka, $to je vazno za adaptabilnost
novih populacija? Kako nismo u potpunosti sigurni, trebalo
bi u podrudju poput Dinarida, gdje se na vrlo malom pro-
storu izmjenjuju razli¢iti ekoloski uvjeti s razli¢itim biljnim
zajednicama u kojima se pojavljuje hrast kitnjak na oko 333
000 ha (Mati¢ i dr. 1971.; Pintari¢ 1997.), primijeniti vari-
jantu izdvajanja viSe omanjih sjemenskih sastojina, odnosno
genetskih rezervi, da bi se s ve¢om vjerojatnoscu sacuvao
alelni diverzitet hrasta kitnjaka. Na taj nacin bi trebalo obu-
hvatiti $to raznovrsnije ekologke uvjete s velikim brojem po-
pulacija. Takoder, kod obnove hrasta kitnjaka treba povre-
meno kontrolirati genetsku strukturu populacija te je kroz
analizu usmjeravati u Zeljenom smjeru (Behm i Konnert
1999.) jer se genetske razlike koje se evidentiraju izmedu
mladih i starih populacija, uz odgovarajuce uzgojne mjere
lako mogu svesti na minimum.

®

ZAKLJUCGCI
CONCLUSION

Provedenom biokemijskom analizom geneticke strukture se-
damnaest populacija hrasta kitnjaka, uz uporabu 14 izoen-
zimskih genskih lokusa, dobili smo znacajan alelni diverzitet.

Registriran je velik polimorfizam, a samo je kod genskoga
lokusa sorbitol registriran potpuni monomorfizam, dok kod
genskoga lokusa Pgi — A imamo polimorfizam samo u jed-
noj populaciji.

Prosjecan broj alela po lokusu kretao se od 1,7143 do 3,1429,
dok se efektivni broj alela po lokusu kretao od 1,1089 do
1,2585. Takoder su se slicno odnosile heterozigotnosti te je
najveca u populaciji Bugojno sa 1,1869, a najmanja u po-
pulaciji Gracanica sa 0,0947.

Negativne vrijednosti fiksacijskog indeksa u istrazivanim
populacijama su pokazatelj da se moze slobodnije gospo-
dariti istim, jer nisu izgubile mnogo od svoga genetskog
potencijala za adaptaciju i posjeduju dovoljno genetske va-
rijabilnosti.

Rezultati diferencijacije pokazuju male vrijednosti, $to uka-
zuje na kratko vrijeme od njihovog razdvajanja te je prisu-
tan tok gena, a takoder i uz povijesni ljudski utjecaj na njih
nisu izgubile mnogo od svog prilagodbenog potencijala.

Kada je u pitanju genetska udaljenost i diferencijacija, su-
kladne su, uz samo par populacija koje znatno odstupaju
od prosjeka, ali se to njihovo odstupanje moze pripisati po-
vijesnom ljudskom utjecaju, jer su iz zone izrazitih ljudskih
aktivnosti kroz bosanskohercegovacku povijest.

Metode s uporabom biokemijskih biljega za odredenje ge-
netske strukture hrasta kitnjaka su dale dobru sliku o istra-
zivanim populacijama, te nam dobiveni rezultati osigura-
vaju da se preporuce potrebne mjere za o¢uvanje genetskih
izvora ove vrijedne vrste u Bosni i Hercegovini.
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Summary

Sessile Oak (Quercus petraea (Matt.) Lieblein) is one of the most important type of forest tree in Bosnia and
Hercegovina, even though the Sessile Oak forest structure is very weak. The reason for this is found in the
huge effect that the man has on these breeds throughout history and numerous unplanned cutting and poor
management system. In the conditions present in Bosnia and Hercegovina Sessile Oak is found in approxi-
mately 330,000ha in small and usually clean and varied samples.

Through this research we would like to answer the following questions, namely what is the genetic structure,
diversity and differentiation of Sessile Oak in some of the populations in Bosnia and Herzegovina and what
is the importance of knowing the genetic structure especially when it comes to regeneration.

For the analysis we have used 11 enzyme systems with 14 genetic locus and 82 aleals.

The biochemcial analysis of the genetic structure of 17 populations of Sessile Oak, by using the 14 isoenzyme
genetic locus wwe have found notable differences. A large level of polymorphism has been recorded and only
the gene locus sorbitol has registered true monomorphysm, whereas the genetic locus Pgi-A we have found
polymorphism to exist in only one population. The average number of aleals by locus was between 1,7143
and up to 3,1429 and the effective number of aleals was between 1,1089 and 1,2585. Similar findings were
found when it came to heterozygotry, and the larges was for the population from Bugojno at 0,1869 and small-
est at population from Gracanice at 0,0947. The negative values of the fiksational index in the studied popu-
lations are indicative of fact that freer management and husbandry is possible as it has not lost its genetic po-
tential for adaptation which is further supported by the research of the seed samples. The results of teh
differentiations show very small values which shows that there is onlya short period of time from their split-
ting and that even the effect of humans has not caused them to lose their adaptational potential.

As far as the genetic distances between the populations are concerned, it is the same principal as with the dif-
ferentiation, only a few popualtions diverges notably from the average and the divergence can be attributed
to the historical effect of humans as the populations are from the areas of dense human populations through-
out the history. The methods of biochemocal marker usage for the Sessile Oak have given us a good picture
about the studied populations and the achieved results ensure the right suggestions are done to preserve the
genetic values of this species of oak in Bosnia and Hercegovina.
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