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UVOD – Introduction
Obi~na jela je uz hrastove i obi~nu bukvu temeljna,

klimatogena vrsta drve}a u Hrvatskoj (Ma t i } 2001).
Uz hrast lu`njak spada u najzna~ajnije {umske vrste na-
{ih {uma. U drvnoj zalihi sudjeluje s 9,4 %, a ostale vrste
crnogorice (smreka, alepski bor, crni bor, obi~ni bor, pri-
morski bor, ari{, duglazija i dr.) s 5,2 % (P r p i } 2001).

Istra`ivanja genetske raznolikosti molekularno-bio-
lo{kim i biokemijskim metodama (cpDNA – kloro-
plastna deoksiribonukleinska kiselina, mtDNA – mito-
hondrijska deoksiribonukleinska kiselina, izoenzimi)
provenijencija obi~ne jele kod nas nisu do sada ra|ena.
Me|utim, rezultati istra`ivanja cpDNA i mtDNA obi~-

ne jele u Europi ra|ena u sklopu projekta Europske
unije (FOSSILVA), kao i neka druga, ukazuju na mije-
{anje balkanskih i apeninskih haplotipova upravo na
podru~ju areala obi~ne jele u Hrvatskoj (L i e p e l t i dr.
2002, B a l l i a n i K a j b a 2005) posebice u podru~ju
Gorskog kotara.

Cilj istra`ivanja je analizom mtDNA obi~ne jele
utvrditi genetsku varijabilnost obi~ne jele na podru~ju
prirodne rasprostranjenosti u Hrvatskoj i dijelu Slove-
nije. Ovakva su istra`ivanja korisna za sve poslove ve-
zane za oplemenjivanje i uzgoj obi~ne jele te o~uvanje
njenog genofonda metodama in situ i ex situ.

* Dr. sc. Mladen Ivankovi}, Odjel za oplemenjivanje i {umsko sjemenarstvo, [umarski institut, Jastrebarsko

Mitohondrijska DNA (mtDNA) i njezino naslje|ivanje kod biljaka
Mitochondrion DNA (mtDNA) and its inheritance in plants

Stanica, osnovna jedinica ̀ ivota, sadr`i stani~ne or-
ganele koje su membranama odvojene od ostalih dije-
lova stanice: jezgru, ribosome, mitohondrije, endo-
plazmatski retikulum, Golgijev aparat, lizosome, a u
biljkama kloroplasti i vakuole.

Mitohondriji su prona|eni u gotovo svim eukariot-
skim stanicama. To su ovalni organeli duljine 1 do 3 µm
i {irine 1 µm (Bu c h a n a n i sur. 2001) koji maju svoj
vlastiti genom (vlastitu DNK). Biljni mitohondriji, po-
put mitohondrija svih eukariota, sadr`avaju ve}i broj
kru`nih dvolan~anih DNA molekula.

Naslje|ivanje DNA iz organela stanica ne odvija se
kod svih biljaka i organela jednako. Na primjer, kod naj-
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SA@ETAK: U radu su prikazani rezultati molekularnih istra`ivanja varija-
bilnosti obi~ne jele. Upotrebom PCR-a analizirana je mitohondrijska DNA
(mtDNA), fragment DNA gena nad5-4. Istra`ivanja su provedena na biljkama
iz 25 hrvatskih provenijencija i dvije slovenske provenijencije obi~ne jele.
Provedenim istra`ivanjem prona|ena su dva haplotipa obi~ne jele, apeninski
i balkanski. 

Kod biljaka iz provenijencija Macelj i Trako{}an prona|eni su haplotipovi
kavkaske jele, koja je najvjerovatnije unesena sadnjom sadnica, te je slobod-
nim kri`anjem s obi~nom jelom do{lo do daljnje introgresije gena kavkaske
jele u tamo{nje populacije.
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vi{e vrsta kritosjemenja~a i mtDNA i cpDNA naslje|uju
se po maj~inskoj liniji (Dumo l i n -L a p ègu e i sur.
1998 prema R e b oudu i Z e y l u 1994). S druge strane,
kod golosjemenja~a se kloroplasti prije oplodnje u jajnoj
stanici raspadaju (S a l a j i sur. 1998) te se naslje|uju po
mu{koj liniji, a mitohondriji isklju~ivo po `enskoj liniji
(Wagn e r u 1994 prema L i e p e l t i sur. 2002).

Iz navedenog je razvidno kako se mtDNA i cpDNA
naslje|uju “klonski”, tj. uniparentalno bez rekombina-

cije me|u genomima roditelja. Genomi oba organela
haploidni su i njihove genotipove nazivamo haploti-
pom. Jedine promjene u DNAbilo da je rije~ o mtDNA
ili cpDNA su mutacije. Stoga se DNA tih dvaju stani~-
nih organela pokazala vrlo pogodnom za populacijsko-
geneti~ka istra`ivanja. Ti organeli omogu}uju pra}enje
{irenja pojedinih vrsta golosjemenja~a biparentalno:
prema kloroplastnoj DNA po mu{koj liniji, a mitohon-
drijskoj DNA po `enskoj roditeljskoj liniji.

Danas u svijetu postoje vrlo pouzdane molekular-
no-geneti~ke metode kojima se rje{avaju prakti~ni pro-
blemi {umarstva vezani uz procjenjivanje genetske
raznolikosti, oplemenjivanje ili za{titu {umskih genet-
skih resursa (F r a n j i } i L i b e r 2001). Unato~ tomu, u
hrvatskom {umarstvu istra`ivanja ovim metodama su u
samim po~ecima.

Krajem dvadesetog stolje}a, otkri}em i razvojem
tehnike PCR-a (Polymerase Chain Reaction – lan~ana
reakcija polimerazom), dolazi do unapre|enja postoje-
}ih molekularno-biolo{kih tehnika kao i otkri}a novih.
Nadalje, osim istra`ivanja jezgrine DNK zapo~inje se s
istra`ivanjima kloroplastne i mitohondrijske DNK. 

Mogu}nosti spontane hibridizacije kavkaske i obi~ne jele
Spontaneous hybridisation possiblilities of Nordmann and Silver fir

Molekularno geneti~ke metode istra`ivanja
Molecular-genetic research methods

Slika 1. Shematski prikaz kri`anja izme|u osam vrsta roda Abies
(preuzeto od KORMUTAK 1997)

Figure 1 Shematic representation of hybridization between eight
Abies species (from  KORMUTAK 1997)

Kavkaska jela (Abies nordmanniana /Steven/ Spach)
prirodno je rasprostranjena u planinama zapadnoga

Kavkaza i na Pontskom gorju sjeveroisto~ne Turske.
Raste na nadmorskoj visini (naj~e{}e) od 800–1200 m,
a nalazimo je i na ni`im (600 m) i vi{im (2200 m) pre-
djelima. Tvori ~iste ili mje{ovite sastojine s vrstama Pi-
cea orientalis, Fagus orientalis i Pinus sylvestris. Va`-
no je napomenuti da ju je u zapadnu Europu prvi puta
unio botani~ar Nordmann 1838. godine. Otpornija je na
su{u od obi~ne jele. Vrlo je dekorativna vrsta te se zbog
habitusa, lijepe piramidalne kro{nje u koje se grane spu-
{taju do zemlje, mnogo sadi po parkovima i nasadima
(Vi d a k o v i } 1993).

Na Slici 1. shematski su prikazane mogu}nosti kri-
`anja osam vrsta roda Abies. Vidljivo je koje se vrste
kri`aju me|u sobom recipro~no, koje samo u jednom
smjeru te izme|u kojih vrsta jela kri`anje nije mogu}e. 

Kri`anja pojedinih vrsta unutar roda Abies mogu}a
su i spontano se mogu odvijati u prirodi (Ko rmu t a k
1997). Obi~na jela uspje{no je kri`ana i s vrstama A.
veitchii, A. concolor, A. amabilis, A. numidica, A. pin-
sapo i A. homolepsis. Tako|er, prema Løftingu u Dan-
skoj su nastali spontani kri`anci izme|u obi~ne i kav-
kaske jele, a pojedini su pokazali posebno dobar rast
(Vi d a k o v i } i F r a n j i } 2004).

Kri`anja vrsta unutar roda Abies istra`ivali su Ko r -
mu t a k (1997), Ko rmu t a k i Vookov a (2001), Vo -
o k o v a i Ko rmu t a k (2003).

MATERIJAL I METODE – Materials and methods
Osnovni podaci o provenijencijama – Basic provenance data

Uzorci za analizu mtDNK sakupljeni su ve}inom u
pokusima provenijencija obi~ne jele, osnovanih na
podru~ju [umarije Fu`ine “Brlo{ko» i rasadniku Insti-

tuta “A-polje». Manji dio uzorkovan je u prirodnim
populacijama obi~ne jele.
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Osnovni podaci o istra`ivanim provenijencijama
(Uprava {uma, [umarija) odakle je skupljano sjeme za
osnivanje pokusa provenijencija (Gra~an 2001, Ivan-

kovi} 2003) koji su poslu`ili za uzorkovanje kao i pro-
venijenicje koje su analizirane, a nema ih u pokusima,
prikazani su u tablici 1.

Tablica 1. Osnovni podaci o istra`ivanim provenijencijama obi~ne jeleTable 1 Silver fir provenance datas
Prov. [umarija Gosp. jedinica Prov. [umarija Gosp. jedinica
prov Forest office Management unit prov Forest office Management unit
P-1 Na{ice, Vo}in Djedovica - Tre{njevica 12c P-15 Senj, Novi Vinodolski Duliba 1
P-2 Po`ega, Kamensko Zapadni Papuk II 32d P-16 Senj, Krasno Nad`ak bilo 15, 16
P-3 Koprivnica, Ivanec Trako{}an 7d P-17 Gospi}, Oto~ac Rastovka 11
P-4 Zagreb, Krapina Macelj P-18 Split, Imotski Biokovo 1
P-5 Zagreb, Zagreb Bistranska gora 17b P-19 Postojna Ma{un
P-6 Ogulin, Josipdol Alilovica 13b P-20 Novo Mesto ^rmo{njica, Podturen
P-7 Ogulin, Ogulin Josipovac 38b Analizirane populacije koje nisu zastupljene 

u pokusima provenijencija
P-8 Delnice, Gomirje Poto~ine-Crna kosa 8b P-21 Gospi}, Gospi} Jadovno - Jazbine
P-9 Delnice, Vrbovsko Gluhe Drage 8 P-22 Gospi}, Donji Lapac Li~ka Plje{ivica (S)
P-10 Delnice, Vrbovsko Miletka 17b P-23 Gospi}, Korenica Li~ka Plje{ivica (S)
P-11 Delnice, Skrad Ruda~ 2a P-24 Plitvi~ka jezera Medve|ak – Plitvi~ki klanac
P-12 Delnice, Skrad Ruda~ 1a P-25 Delnice, Fu`ine Brlo{ko
P-13 Delnice, Zalesina Belevine P-26 Gospi}, Gra~ac Li~ka Plje{ivica (J)
P-14 Delnice, Tr{}e Rudnik 13a P-27 Gospi}, Gra~ac Velebit

Za analizu mtDNA u ovom radu kori{tena je tehnika
raznolikosti duljine umno`enih fragmenata. Cjelokupnu
analizu mtDNA mo`emo podijeliti u tri glavna dijela:
sakupljanje uzoraka, izolacija cjelokupne DNA i lan~a-
na reakcija polimerazom (PCR). Nakon uspje{no prove-

dene lan~ane reakcije polimerazom dobiveni fragmenti
razdvojeni su elektroforezom. Haplotipovi su odre|eni
na osnovi razlike u veli~ini fragmenta, a svi navedeni
postupci obavljeni su u Laboratoriju za molekularnu ge-
netiku [umarskog instituta, Jastrebarsko.

Prikupljanje uzoraka – Sample colection
Za kvalitetnu ekstrakciju DNA potreban je svje`

materijal, budu}i da stanica sadr`ava brojne enzime
koji se osloba|aju njezinim raspadanjem i razgra|uju
DNA. Iz tog razloga materijal za analizu mtDNA ve}i-
nom je sabran s pokusa provenijencija osnovanog u
rasadniku Instituta, koji je zbog blizine laboratoriju
najpogodniji. Provenijencije koje zbog nedostatka sad-
nica nisu bile zastupljene u pokusu A-polje, uzete su iz
pokusa Brlo{ko. Kako pokus provenijencija ne pokriva
cjelokupni areal obi~ne jele u Hrvatskoj, uzorkovanje
provenijencija koje nisu zastupljene ni na jednom od
pokusa obavljeno je u prirodnim populacijama na po-
dru~ju ~etiri [umarije Uprave {uma Podru`nica Gospi}
i s podru~ja NP Plitvi~ka jezera. 

Od vremena sabiranja uzoraka do ekstrakcije DNA
iz prirodnih populacija grane u du`ini od 50 do 60 cm
stavljene su u staklenke s vodom.

Jedinke s kojih su uzeti uzorci obilje`ene su u poku-
sima i u prirodnim sastojinama. Udaljenost izme|u sta-
bala u sastojinama bila je najmanje 100 m, a od svake
provenijencije skupljeno je po {est jedinki. Podru~je [u-
marija Donji Lapac i Korenica predstavlja provenijenci-
ju sjevernog dijela Li~ke Plje{ivice te su sa svakog po-
dru~ja uzeta po tri uzorka. Uzorci iz {umskih sastojina
analizirani su naknadno zajedno s nova tri uzorka prove-
nijencije Macelj. Ukupno je analizirano 136 stabala
obi~ne jele, 126 iz Hrvatske i 10 iz Slovenije.

Izolacija stani~ne deoksiribonukleinske kiseline
Izolation of deoxyribonucleic acid (DNA)

Ukupna stani~na DNA ekstrahirana je iz iglica pro-
ljetnih izbojaka obi~ne jele. Upotrijebljeno je 5–7 igli-
ca po stablu, ovisno o njihovoj veli~ini. Iglice su stav-
ljene u plasti~ne epruvete od 2 ml i smrznute teku}im
du{ikom te zdrobljene pomo}u sterilnih plasti~nih {ta-
pi}a. Dobivenom prahu dodan je 1 ml ekstrakcijskog
pufera (Tablica 2.).

DNA molekule izolirane su protokolom prema
Doy l e u i Doy l e u (1987). Dobivena otopina inku-
birana je 60 minuta na 55 °C u inkubatoru uz povreme-
no protresanje. Nakon hla|enja na sobnu temperaturu
dodano je 400 ml diklormetana. Otopina je pa`ljivo
izmije{ana okretanjem epruvete, jer se u slu~aju preja-
kog mije{anja otopina nije mogla razdvojiti na faze.
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Tablica 2. Sastav ekstrakcijskog puferaTable 2 Composition of extraction buffer
Tvar - substance Koli~ina - quantity
ATMAB 20 g
NaCl 5 M 280 mL
EDTA 0,5 M, pH=8,0 40 mL
Tris HCl 1 M, pH=8,0 100 mL
PVP 10 g
dH2O do 1 L
Ditiotreitol* 0,3 g na 40 mL pufera

* Ditiotreitol je dodan nakon autoklaviranja, jer se autokla-viranjem raspada. – Dithiotreitol is added after autoclav-ing, because it is otherwise degraded.
Centrifugiranjem na 13000 okretaja u trajanju od 10 mi-
nuta odvojile su se tri faze: gornja vodena, srednja s ~vr-

Slika 2. Odvojene tri faze nakon centrifugiranja na 13000 okreta-
ja u minuti

Figure 2 3 separated phases after centrifugation on 1300 rpm

stim ostacima stanica i tkiva, te donja faza u kojoj je
diklormetan (Slika 2.). Gornja, vodena faza otpipeti-
rana je u ~istu epruvetu. Zbog ostataka smole u vode-
noj fazi postupak odjeljivanja diklormetanom prove-
den je dva puta. Vodenoj fazi je dodano 2/3 volumena
(400–450 µl) hladnog izopropanola (–20 °C).

Otopina je inkubirana 60 min na –20 °C, nakon
~ega su se centrifugiranjem na 13000 okretaja po
minuti u trajanju od 10 min istalo`ile molekule
nukleinskih kiselina (Slika 3.). Teku}a je faza izdvoje-
na iz epruvete, a talog nukleinskih kiselina ispran s 1
ml 76 %-tnog etanola. 

Nakon 45 minuta su{enja dodano je 105 µl sterilizi-
rane deionizirane vode. Tako dobivena mati~na otopi-
na nukleinskih kiselina (stock solution) ~uvana je na
–20 °C. Prisutnost RNA molekula zajedno s DNA mo-
lekulama nije smetala pri daljnjoj analizi.

Lan~ana reakcija polimerazom (PCR) jedna je od
tehnika molekularne biologije koja se koristi za umno-
`avanje odre|enog dijela DNA. Sam postupak odvija
se u posebno izra|enim ure|ajima, koji reakcijsku oto-
pinu zagrijavaju i hlade na odre|ene temperature u
odre|eno vrijeme i u to~no odre|enim ciklusima. Pos-
tupak ne bi bio mogu} bez termostabilnih polimeraza
koje se izoliraju iz termofilnih mikroorganizama. Naj-
~e{}e kori{tena termostabilna polimeraza je Taq (poli-
meraza izolirana iz bakterije Thermus aquaticus). Radi
se o termofilnoj bakteriji prvotno prona|enoj u Yellow-
stone-u, ~iji je ̀ ivotni optimum na 70 ºC (50 ºC – 80 ºC)
(www.bact.wisc.edu/Bact303/b27).

Postupak odvijanja PCR-a je sljede}i:
U 95 µl sterilne destilirane vode dodano je pet µl

mati~ne otopine nukleinskih kiselina (5 % razrje|e-
nje). Otopina za umno`avanje DNA fragmenata sadr-
`avala je:

 po~etnice za nad5-4 fragment
 Taq DNA polimerazu
 2x pufer
 deioniziranu vodu i
 razrije|enu otopinu nukleinskih kiselina
2x pufer pripremljen je unaprijed, a njegov sastav na-
veden je u Tablici 3.

Slijed nukleotida po~etnica je: 
5’-GGACAATGACGATCCGAGATA-3’, odnosno
5’-CATCCCTCCCATTGCATTAT-3’. 

Njima je umno`en fragment DNA gena nad5-4.
Smjesa za amplifikaciju pripremljena je za ukupni broj
uzoraka s kojim se radilo, s time da je ukupni volumen
po uzorku bio 25 µL (Tablica 4.).

Slika 3. Istalo`ene molekule nukleinskih kiselina
Figure 3 Pelet of nucleic acids

Lan~ana reakcija polimerazom (PCR) – Polymerase chain reaction (PCR)

smolaFir resin

talog molekulanukleinskih kiselinaNucleic acid pelet

vodena fazaWater phase

organska faza(diklormetanOrganic phase

ostaci stanicaCell debris
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Tablica 3. Priprema 2x puferaTable 3 Preparation of 2x buffer
tvar konc. mati~ne otopine volumen
substance conc. of stock solution volume
PCR pufer 10 x 200 µL
MgCl2 25 mM 144 µL
mje{avina dNTP 10 mM za svaki dNTP 20 µL
BSA 10,08 mg/ml 39,68 µL
dH2O - 596,32 µL
ukupni volumen 1000 µLtotal volume

Tablica 4. Sastav otopine za odvijanje lan~ane reakcije poli-merazom za jedan uzorakTable 4 Composition of PCR solution, for one sample
Tvar Koli~ina
substance volume
2x pufer 12,5 µL
po~etnica 1 2,4 µL
po~etnica 2 2,4 µL
Taq DNA polimeraza, 5U/µl 0,05 µL
dH2O 2,65 µL
otopina DNA 5 µL
ukupni volumen 25 µLtotal volume

2x pufer pripremljen je razrje|enjem 10x pufera uz
dodatak magnezijev-klorida i gove|eg serumskog
albumina (BSA). Postupak pripreme iz mati~nih otopi-
na opisan je u Tablici 4. (10x pufer i MgCl2 dobiju se u
kompletu s polimerazom). 

Lan~ana reakcija polimerazom (PCR) provedena je
ure|ajem PTC-100 (Programmable Thermal Control-
ler) tvrtke MJ Research, Inc. (Slika 4.). 

Slika 4. Ure|aj za provo|enje PCR-a
Figure 4 PCR machine

Prvi je korak denaturacija u trajanju od 3 minute na
94 °C da bi se razdvojili lanci DNA. Nakon toga slije-
dilo je 30 ciklusa umno`avanja koji su se sastojali od
tri koraka:
! razdvajanje dvostruke uzvojnice DNA (1 min na 

92 °C, eng. denaturation)
! vezanje po~etnica na razdvojene DNA lance (1 min

na 52,5 °C, eng. annealing)
! sinteza novog lanca DNA(1 min 20 s na 72 °C, eng.

elongation). 
Nakon 30 ciklusa slijedi zadnji tzv. elongacijski korak

od 8 min na 72 °C, kako bi se do kraja sintetizirali frag-
menti koji to nisu stigli za vrijeme prethodnih ciklusa.

Kvalitetu umno`avanja provjerili smo na 1 %-tnom
gelu agaroze (Slika 5.). Produkti amplifikacije ~uvani
su na 4 °C do analize.

Lan~anom reakcijom polimerazom umno`en je
fragment mitohondrijskoga gena za ~etvrti intron pete
podjedinice NAD dehidrogenaze (nad5-4).

Slika 5. Provjera PCR-a na gelu agaroze
Figure 5 Checking of PCR fragment(s) on agarose gel

Programiranje ure|aja za PCR obavljeno je prema
L i e p e l t u i sur. (2002).
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Odre|ivanje veli~ine fragmenata – Detection of fragment sizes
Produkti dobiveni lan~anom reakcijom polimeraze

analizirani su ure|ajem 2100 Bioanalyzer tvrtke Agi-
lent Technologies (Slika 6.).

Slika 6. 2100 Bioanalyzer tvrtke Agilent Technologies
Figure 6 2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies

Analiza se odvijala na “chipu” (DNA 1000 lab-chip
kit) na koji se stavi gel, boja koja se ve`e na DNA i 1 µl
uzorka umno`ene DNA. U jednu od ja`ica stavi se lje-

* pb = par baza;** kb = kilo baza = 1000 pb

stvica (ladder) koja sadr`i fragmente DNA poznatih
veli~ina od 25 pb* do 1,5 kb**. U sve ostale ja`ice
stavlja se unutra{nji biljeg od 25 pb i 1,5 kb. Ure|aj sa-
dr`ava detektor koji registrira vrijeme izlaska moleku-
le DNA. Na osnovi veli~ine fragmenata u ja`ici s ljest-
vicom i vremena njihova izlaska, ure|aj ra~una veli~i-
nu molekula DNA u uzorcima. Biljeg u uzorcima po-
ma`e njihovu pravilnom smje{tanju u raspon od 25 do
1500 pb. Ure|aj bilje`i veli~inu svakog od fragmenata
u parovima baza te mo`e simulirati i izgled gela.

Lan~anom reakcijom polimeraze (PCR) umno`en je
po jedan fragment DNA u svakom uzorku. Na osnovi
veli~ine umno`enog fragmenta odre|en je haplotip je-
dinke u skladu s prethodnim istra`ivanjem (L i e p e l t i
sur. 2002, Gömö r y i sur. 2004). Ve}i fragment ozna-
~en je brojem 1, a manji brojem 2. Kod odre|enog broja
uzoraka utvr|en je novi fragment od pribli`no 450 pb,
kojem je naknadno odre|en slijed nukleotida ozna~en je
brojem 3. 

Fragment 3 sekvenciran je u laboratoriju VBC-
GENOMICS GmbH u Be~u. Pretragom javne baze
podataka Entrez Nucleotide na internet stranicama
NCBI-a (National Center for Biotechnology Informa-
tion) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/) odre|ena
je vrsta kojoj pripada navedeni fragment. 

REZULTATI I RASPRAVA – Results and discussion
Od dvadeset sedam obra|enih provenijencija obi-

~ne jele iz Hrvatske i Slovenije, deset ih sadr`ava samo
dulji fragment (Ruda~, Bistranska gora, Djedovica-
Tre{njevica, Ma{un, Podturen, Gospi}, Donji Lapac,
Korenica, NP Plitvi~ka jezera i Gra~ac-Velebit). Dulji
fragment odnosno alel 1, karakteristi~an je za sredi{nju
i zapadnu Europu. Samo kra}i fragment (alel 2) karak-
teristi~an za jugoisto~nu Europu nalazimo u devet po-
pulacija (Gluhe Drage, Belevine, Nad`ak bilo, Bioko-
vo, Brlo{ko, Ruda~ 2a, Alilovica, Rastovka i Duliba).
[est provenijencija: Zapadni Papuk, Rudnik, Josipo-
vac, Poto~ine Crna kosa, Miletka i Gra~ac-Li~ka Plje-
{ivica sadr`avaju oba haplotipa. U njima u razli~itim
omjerima nalazimo oba alela.

Odstupanje je dobiveno za {est uzoraka iz popula-
cije Macelj i za jedan uzorak iz populacije Trako{}an.
Prosje~an broj parova baza dobivenog fragmenta izno-
sio je pribli`no 450 pb. Utvr|ivanjem slijeda nukleoti-
da toga fragmenta i usporedbom s podacima iz baze
podataka (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/) usta-
novljeno je da 450 pb dugi fragment odgovara frag-
mentu Nad5-4 kavkaske jele.

Na Slici 6. dan je prikaz slijeda nukleotida ~etvr-
tog introna pete podjedinice NAD dehidrogenaze
(nad 5-4). Razlika u duljini fragmenata haplotipa 2 i
haplotipa 1 je 80 pb (Slika 7.). Na prikazu slijeda nu-
kleotida insercija je ozna~ena crvenom bojom. A.
nordmanniana ima dodatnu sekvencu, na prikazu
ozna~enu plavom bojom, uba~enu (insertiranu) nepo-
sredno iza insercije haplotipa 1. Obje insercije zapo-
~inju sekvencom tagatatat.
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Slika 7. Prikaz slijeda nukleotida 4. introna 5. podjedinice NAD dehidrogenaze (nad5-4) obi~ne jele (Abies alba Mill.) i kavkaske jele
(Abies nordmanniana Spach.). Sekvencirani fragment prikazan je velikim tiskanim slovima. Po~etnice su ozna~ene svijetlo
sme|om bojom i masno otisnute. Sekvence koje predstavljaju insercije u odnosu na haplotip 2 ozna~ene su crvenom, odnosno
plavom bojom. Sekvenca tagatatat kojom po~inje insercija ozna~ena je zelenim kvadratom.
hap 1 = haplotip 1 obi~ne jele; dulji fragment 275 pb 
hap 2 = haplotip 2 obi~ne jele; kra}i fragment 180 pb
hap 3 = haplotip 3 kavkaske jele; dobiveni fragment od pribli`no 450 pb
nord  = haplotip kavkaske jele (prepisano iz baze “Entrez») naveden zbog usporedbe

Figure 7 Nucleotid sequence of 4. intron 5. subunit of NAD dehydrogenase (nad5-4) gene of silver fir (Abies alba Mill.) and Nordmann fir
(Abies nordmanniana Spach.). Sequenced phragment is represented by bold capital letters. Primers are bold, light brown.
Inserted sequences (insertions) relative to haplotype 2 are marked red and blue respectively (koja kako?).  Sequence tagatatat is
the beginning of insertion and is demonstrated by green square.
hap 1 = haplotype 1 of silver fir; larger fragment 275 bp 
hap 2 = haplotype 2 of silver fir; shorter fragment 180 bp
hap 3 = haplotype 3 kavkaske fir; fragment of aproxymately (ili app.) 450 bp
nord = haplotype of kavkaske fir (from “Entrez” base) for comparison

Pojava spontane hibridizacijeA. nordmanniana × A. alba
Apereance of  spontaneous hibridisation of A. nordmanniana × A. alba

Kod provenijencija Macelj i Trako{}an u odre|enim
uzorcima dobiven je prosje~an broj parova baza ampli-
ficiranog fragmenta od pribli`no 450 pb. Za sve prvotno
analizirane uzorke iz populacije Macelj utvr|ene su

mtDNAkavkaske jele, koje joj i fenotipski vi{e odgova-
raju. U populaciji Trako{}an omjer je bio 1 : 4 (Slika 8.).
Uzorci s Trako{}ana i novi uzorci populacije Macelj u
potpunosti fenotipski odgovaraju obi~noj jeli. Od tri
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nova uzorka provenijencije Macelj jedan uzorak odgo-
vara kavkaskoj jeli, dok mtDNA druga dva uzorka
odgovara haplotipu 2 obi~ne jele.

Za uzorak iz Trako{}ana i uzorak iz Macelja koji je
fenotipski sli~an obi~noj jeli, a du`ina umno`enog
fragmenta mtDNA odgovara kavkaskoj jeli (mtDNA
naslje|uje se isklju~ivo po majci), mo`emo zaklju~iti
da se radi o hibridu A. nordmanniana × A. alba. 

Kako je u ovom radu analizirana samo mtDNA, ne
mo`emo isklju~iti postojanje jo{ ve}eg broja hibrida
koje bismo mo`da otkrili analiziraju}i cpDNA, jer se
cpDNA ~etinja~a naslje|uje po o~inskoj liniji. Tako|er,
nemo`emo isklju~iti ni eventualnu introgresiju gena
kavkaske jele u genom obi~ne jele, do koje je moglo do-
}i kri`anjem spontanih hibrida sa ~istom obi~nom jelom.

Slika 8. Postotni udio haplotipova alela 2 i alela 3 (kavkaske jele) u populacijama Trako{}an i Macelj
Figure 8 Percentages of haplotypes of alels 2 and 3 (kavkaske jele) in Trako{}an and Macelj populations

Iz svega navedenog name}e se vrlo va`an zaklju~ak
o primjenjivosti molekularnih metoda u {umarskim is-
tra`ivanjima, o~uvanju genofonda, konzervaciji – o~u-
vanju (in-situ i ex-situ) kao i u operativnom {umarstvu –
sjemenarstvu (kontroli sjemena) i rasadni~arstvu (kon-
trola sadnog materijala). 

Tako|er, molekularne metode istra`ivanja bile bi ne-
ophodne kod izrada studija utjecaja alohtone vrste koja
se spontano kri`a s autohtonom vrstom, dakle, kod izu-
~avanja introgresije gena strane vrste prilikom spontane
hibridizacije te utjecaja na okoli{, u prvom redu na {um-
ske ekosustave Republike Hrvatske. Pogotovo kada je
rije~ o unesenoj vrsti (kavkaska jela) otpornijoj od au-
tohtone vrste (obi~na jela) na su{u koja je s obzirom na
klimatske promjene u adaptacijskoj prednosti. A. nord-
manniana obilno plodonosi i to ve} u dobi od 30 do 40
godina. Puni joj je urod svake 2–3 godine, dok obi~na

jela po~inje cvasti izme|u 60. i 70. godine s punim uro-
dom svake tre}e do osme godine.

Tome u prilog idu i najnovija istra`ivanja (Z i e g e n -
h a g e n i sur. 2005) na identifikaciji 9 srodnih vrsta roda
Abies upotrebom nad5-4 introna, koji smo koristili i u
ovim istra`ivanjima. Navedena istra`ivanja provedena
su na sljede}im vrstama Abies alba, A. bornmuelleria-
na, A. cephalonica, A. cilicica, A. concolor, A. nord-
manniana, A. equi-trojana, A. numidica i A. pinsapo.

I dok se danas vrlo ~esto postavlja pitanje o utjecaju
GMO (genetski modificiranih organizama) na okoli{, o
takvim ili sli~nim problemima, gdje je autohtona vegeta-
cija na neki na~in inferiorna alohtonoj vegetaciji, uop}e
se ne vodi ra~una. Na temelju vrlo dostupnih molekular-
nih analiza mogla bi se istra`iti introgresija gena kavkas-
ke jele u Maceljskom gorju, te bi se takav na~in istra`i-
vanja mogao primijeniti i na druge sli~ne probleme.

ZAKLJU^CI – Conclusions
1. Molekularna analiza mtDNA obi~ne jele (Abies

alba Mill.) gena nad5-4, utvrdila su u hrvatskim
provenijencijama postojanje haplotipa 1, karakteri-
sti~nog za srednju i zapadnu Europu, i haplotipa 2,
karakteristi~nog za jugoisto~nu Europu. U dvije is-
tra`ivane slovenske provenijencije prona|en je sa-
mo haplotip 1.

2. Ovim istra`ivanjem u populacijama Trako{}an i
Macelj evidentirani su hibridi kavkaske i obi~ne
jele (A. nordmanniana × A. alba). Ovi hibridi nasta-

li su spontanim kri`anjem une{ene kavkaske jele s
doma}om obi~nom jelom.

3. Primjenjivosti molekularnih metoda u {umarskim
istra`ivanjima, o~uvanju genofonda, sjemenarstvu i
rasadni~arstvu je neupitna. Ovim istra`ivanjem po-
kazalo se tako|er, da su molekularne metode vrlo
korisne kod izrada studija utjecaja alohtone vrste,
koja se spontano kri`a s autohtonom vrstom, odnos-
no prilikom izu~avanja introgresije gena strane
vrste u {umske ekosustave Republike Hrvatske.

P-4 Populacija Macelj P-3 Populacija Trako{an
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LITERATURA – References

SUMMARY: European fir (Abies alba Mill.) is one of the most significant
forest species of the Republic of Croatia. This paper presents research results
of variability of mitohondrial DNA (mtDNA) fragment nad5-4.

By the use of molecular methods and PCR, two halotypes of European fir
were found within the distribution range for this species in Croatia and a part
of Slovenia. 

In provenances Macelj and Trako{}an, haplotypes of Nordmann’s silver
fir (Abies nordmaniana /Steven/ Spach) were found and it is most likely that it
was introduced by planting of seedlings and that further introgression of
Nordmann's silver fir genes into local population occurred through random
cross-breeding with European fir.


