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GENETICKE STRUKTURE OBICNE JELE (4bies alba Mill.)
1Z ZAPADNE I ISTOCNE BOSNE

GENETIC STRUCTURE OF SILVER FIR (dbies Alba Mill.)
FROM WESTERN AND EASTERN BOSNIA

Dalibor BALLIAN!

SAZETAK: Analiziran je biljini materijal iz pet populacija iz istocne i pet

populacija iz zapadne Bosne.

Za analizu geneticke strukture uporabljeno je 9 enzimskih sustava, sa 17
genskih lokusa, a obuhvaceno je ukupno 44 razlicita alela.

Analiza je pokazala postojanje statisticke razlike izmedu istrazivanih sku-

pina, odnosno populacija. Ipak neke od populacija iz obje skupine za neke
genske lokuse pokazuju slicnost, sto je vjerojatno posljedica hibridizacije koja
se dogada u zapadnoj Bosni izmedu dva glacijalna pribjezista.

Prosjecan broj alela po lokusu bio je od 1,65 kod populacije Ocevija do
2,17 kod populacije Ostrelj, dok se prosjecan broj genotipova po lokusu kre-
tao od 2,00 kod populacije Ocevije do 2,88 kod populacije Glamoc. Vrijedno-
sti raznolikosti (V,,,, i V,) bila je najmanja kod populacije Ocevija i iznosila je
28,42 (1,1682), a kod populacije Glamoc¢ bila je najveca i iznosila je 90,70

(1,24) dok je najveca diferencijacija bila u populaciji Glamoc s 0,1984.

Dobiveni rezultati predstavijat ¢e dobru osnovu za kontrolu reprodukcij-
skog materijala obicne jele, kao i provodenje aktivnosti na njezinoj zastiti me-

todama ex situ i in situ.

Kljucne rijeci: obicna jela, Abies alba Mill., izoenzimi, varijabilnost

UVOD - Introduction

O ekoloskoj i ekonomskoj vaznosti obi¢ne jela
(Abies alba Mill.) pisano je ve¢ dosta (Ballian 2003,
Ballian i Boguni¢ 2008; Bilela i Ballian
2008). Ipak treba napomenuti da je to ekonomski, a i
ekoloski najvaznija vrsta medu Cetinjacama u Bosni i
Hercegovini, a koja je rasprostranjena na 562 237 ha
(Uscuplic, 1992). U Bosni i Hercegovini jela se
moze naéi u raznim tipovima Suma, ve¢inom mjesovi-
tim s bukvom, a ¢ini oko 50 % svih visokih Suma.

Uz zapadni Balkan, najvaznije podrucje raspro-
stiranja obi¢ne jele jest srediSnja i isto¢na (karpatska)
Europa. balkansko, odnosno bosanskohercegovacko po-
drucje rasprostranjenja obi¢ne jele posebno je zanim-
ljivo. Razlog tomu je utvrdena geneticka varijabilnost
prilikom brojnih pokusa provenijencija, a i prilikom upo-
! Prof. dr. Dalibor Ballian, balliand@bih.net.ba

Sumarski fakultet u Sarajevu, Zagrebacka 20, 71000 Sarajevo,
Bosna i Hercegovina

rabe brojnih genetickih biljega na manjem broju uzoraka
(Konnert i Bergmann 1995; Liepelt isur. 2002,
GOomory isur. 2004; Zigenhagen isur. 2005).

Drvo obicne jele uvijek je traZzeno, a posebice zad-
njih godina zbog dobre kvalitete i Siroke uporabne vri-
jednosti. Tako je bilo i kroz povijest, a to je vodilo
djelomi¢nom nestajanju jele nakon velikih sjeca u sre-
di$njim dijelovima Bosne te znatnim izmjenama vege-
tacije (Beus 1984), zbog Cega je doslo do velikog
smanjenja povrsina pod jelom u proslosti, iako ima pri-
mjera gdje je zabiljezeno Sirenje jele (Ballian i Bo-
guni¢ 2008). U novije vrijeme stalna su prijetnja
obi¢noj jeli imela (Usc¢upli¢ 1992; Usc¢upli¢ isur.
2007), razni patogeni i brojni kukci potkornjaci. Isto
tako, poseban problem predstavlja zagadivanje atmos-
fere 1 pedosfere, evidentirano u Europi (E1ling 1993;
Elling isur. 1999; Wentzel 1980). Zbog ugrozeno-
sti prirodnih populacija obi¢ne jele mnogi istrazivaci
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naglasavaju hitnost proucavanja neostecenih sastojina,
njihovo oc¢uvanje kroz osnivanje banki i arhiva gena i
genotipova (Erisson i Ekberg 2001). Ove bi se
aktivnosti provodile na stanistima gdje obic¢na jela po-
kazuje dobru vitalnost i gdje jo$ nisu primije¢ena zaga-
denja (Larsen, 1986; Larsen i Fridrich, 1988;
Urlich, 1989; Larsen i Meki¢, 1991; Ducci,
1991). Posebne aktivnosti usmjerile bi se prema selek-
ciji otpornih jedinki koje pokazuju odgovarajuéi stu-
panj tolerantnosti na zagadenje.

U novije vrijeme u Sumske sastojine jele prodire jako
agresivna bukva zbog slabih uzgojnih zahvata, te jela
biva s vremenom potpuno istisnuta iz Sume. Pozornost
se nije poklanjala ni umjetnoj obnovi, jer je manipula-
cija sjemenom prilicno otezana i skupa, kao i proizvod-

MATERIJAL I METODE

Biljni materijal sakupljen je sa stabala na podrucju
planina isto¢ne i zapadne Bosne (tablica 1). Skupljene su

nja sadnog materijala jele, nego je prednost davana
smreci, obi¢nom i crnom boru (Ballian 2000). Zad-
njih se godina pokuSava promijeniti stanje, te se vrSe
podsijavanja, a u rasadnicima ima vise sadnog materijal
jele. Isto tako u posljednje vrijeme pokuSava se oCuvati
genofond obicne jele, kroz izdvajanje sjemenskih sasto-
jina i zastitu Suma. Kako bi se mogle provoditi kvalitetne
mjere zastite, prethodno je potrebno provesti istrazivanja
geneticke strukture prirodnih populacija jele.

Svrha ovog istrazivanja jest odredivanje geneticke
raznolikosti prirodnih populacija obi¢ne jele u istocnoj i
zapadnoj Bosni, usporedbom 9 alozimskih sustava. Na-
vedena istrazivanja, uz ranija istrazivanja (Ballian
2003; Bilela iBallian 2008) dat ¢e potpuniju sliku o
genetickom sastavu obicne jele u Bosni i Hercegovini.

— Material and methods
grancice s pupovima u studenom 2005. godine i cuvane
na +4 °C nekoliko dana, do ekstrakcije u laboratoriju.

Tablica 1. Istrazivane populacije obicne jele u istocnoj i zapadnoj Bosni i Hercegovini

Table 1  Investigated silver fir population in east and north Bosnia and Herzegovina
Populacija Nadmorska visina | Zemljopisna duzina | Zemljopisna §irina BrOJ. an.al’121ran1h Odredenje populacije
Population Altitude Longitude Latitude 1nd1v1du.a Position
Sample size
Ostrelj 1250 44°28°50” 16°23°46” 50 zapadna
Grmec¢ 950 44°33°57” 16°39°13” 50 zapadna
Bos. Grahovo 1170 44°11°32” 16°35°21” 50 zapadna
Troglav 1600 43°57°04” 16°33°46” 50 zapadna
Glamo¢ 1270 44°01°52” 16°50°08” 50 zapadna
Zavidovici 720 44°18°25” 18°15°46” 50 isto¢na
Ocevija 970 44°10°14” 18°27°27” 50 isto¢na
Klis 1060 44°06°43” 18°41°51” 50 istocna
Knezina 1100 43°59°35” 18°45°50” 50 isto¢na
Romanija 1410 43°54°57” 18°39°10” 50 isto¢na

Prilikom sabiranja uzoraka za alozimska istraziva-
nja vodilo se racuna da udaljenost izmedu stabala bude
najmanje 50 m.

Istrazivalo se 9 enzimskih sustava s ukupno 17 gen-
skih lokusa (tablica 2). Postupci maceracije, priprave

gela, elektroforeze i bojenja gela bili su prilagodeni en-
zimskim sustavima (Konnert 1999, 2004; Hiissen-
dorfer isur. 1995).

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

Table 2 Enzyme systems, E. C. code, Gene loci
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Enzimski sustavi — Enzyme system E.C. broj— E. C. code Genski lokusi — Gene loci
Phosphoglucose isomerase 5.3.1.9 Pgi—A4,—B
Phosphoglucomutase 2.7.5.1 Pgm—A4, —B
Isocitratdehydrogenase 1.1.1.42 Idh-A, B,
Menadionreduktase 1.6.99.2 Mnr—B,
Shikimatdehydrogenase 1.1.1.25 Sdh —A,
Leucinaminopeptidase 34.11.1 Lap -4, —B
Fluorescent esterase 3.1.1.1 Fest—A, —B
Glutamatoxalacetattransminase 2.6.1.1 Got—A, B, —C
6-phosphoglucomatedehydrogenase 1.1.1.44 6Pgdh -A, —B
Ukupno — Total 9 17
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Slika 1. Istrazivane populacije, 1. Ostrelj, 2. Grmec, 3. Bos. Grahovo, 4. Troglav, 5 Glamo¢, 6. Zavidovi¢i, 7. O¢evija,

8. Klis, 9. Knezina, 10. Romanija.

Figure 1 Studied silver fir population, 1. Ostrelj, 2. Grmec, 3. Bos. Grahovo, 4. Troglav, 5 Glamo¢, 6. Zavidovici,

7. Ocevija, 8. Klis, 9. Knezina, 10. Romanija.

Analiza gelova i oCitavanje zimograma obavljeno je
prema Konnertovoj (2004). Podaci su potom une-
seni u racunalni program Excel. Zatim su podaci slozeni
u ra¢unalnom programu D-basis, te obradeni u statisti-
¢kom programu SAS (Statistical Analysis System). Sta-
tistickim programom obradeni su sljede¢i parametri:

1. geneticka raznolikost unutar populacija
Alelna ucestalost
Srednja vrijednost alela

Srednja vrijednost genotipova

Geneticka raznolikost

Odvajanje unutar populacije

2. geneticka raznolikost izmedu populacija
Geneticka udaljenost izmedu populacija
Geneticko odvajanje izmedu populacija

REZULTATI ISTRAZIVANJA I RASPRAVA — Research results and discussion
Geneticka raznolikost enzimskih sustava — Genetic variability of enzyme system

Iz relativnih ucestalosti alela (tablica 3) vidljivo je da
je od 17 analiziranih genskih lokusa njih 9 polimorfno, a
da su ostali relativno monomorfni. Tako kod lokusa Got-
B, alel B, registriran je samo u populaciji Klis, a u svim

ostalim populacijama imamo monomorfizam. Visok stu-
panj polimorfnosti pokazuje sedam genskih lokusa, i
to Pgm-B, Idh-B, Lap-A, Lap-B, Got-C, 6-Pgdh -A,
6-Pgdh-B, dok je sustav Fest potpuno monomorfan.
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Za gen lokus Pgi-A u ovom istrazivanju nije dobivena
visoka polimorfnost, jer u Cetiri populacije imamo mono-
morfizam, Sto je osobitost istocnih populacija, s izuzet-
kom Klisa, dok zapadne pokazuju polimorfizam (tablica
3). Zapravo alel A, ima srednju vrijednost za istrazivane
populacije 0,02, a najvecu ucestalost u populaciji Gla-

Tablica 3. Relativne frekvencije alela
Table 3 Relative allel frequencies

moc. Slicno se ponasa i alel A,, s tim $to je srednja veli-
¢ina 0,98. Alel A, u prijasnjim istrazivanjima (Konnert
i Bergmanna 1995) naden je samo u juznim podru-
¢jima rasprostiranja jele, kao $to su juzni Karpati i Dina-
ridi, $to je, Cini, se osobito samo za ta podrucja.

Genski Populacija — Population
lokusi/aleli Ostrelj | Grme¢ Bos. Troglav | Glamo¢ | Zavidovi¢i | O¢evija | Klis | KneZina| Romanija Srednja
Gene loci/allel Grahovo veli¢ina
Pgi Al 0,01 0,03 0,02 0,06 0,09 0,00 0,00 (0,02 | 0,00 0,00 0,02

A2 0,99 | 0,97 0,98 0,94 0,91

1,00 1,00 0,98 | 1,00 1,00 0,98

B2 1,00 1,00 1,00 1,00 0,98

1,00 1,00 1,00 | 0,99 1,00 0,99

Pe B3 T70.00 [ 0,00 | 000 | 0.00 | 0.02

0,00 0,00 0,00 | 0,01 0,00 0,01

A2 0,95 1,00 1,00 0,97 0,98

0,98 1,00 [0,98 | 0,96 0,96 0,97

Pgm | A3 | 005 | 0,00 | 000 | 003 | 0,02

0,02 0,00 0,02] 0,01 0,04 0,02

A4 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00

0,00 0,00 0,00] 0,03 0,00 0,01

Bl 0,10 0,07 0,03 0,11 0,09

0,16 0,00 (0,04 | 0,20 0,06 0,09

A2 0,03 0,02 0,00 0,01 0,16

Pem 1000 [ 093 | 097 | 089 | 091 0,84 1,00 [0,96| 0,80 0,94 0,91
Al | 023 [ 0,08 | 023 | 0,17 | 025 0,13 047 (0,27 0,07 0,23 0,22
h A2 [ 000 | 000 | 000 [ 003 | 0.00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
A3 | 057 | 059 | 047 | 057 | 0,51 0,65 049 10,60| 0,70 0,61 0,58
A4 | 020 | 023 | 030 | 022 | 024 0,21 0,04 [0,14] 0,22 0,16 0,20
B2 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 |0,00| 0,02 0,00 0,01
h B3 [ 070 1075 [ 070 [ 076 [ 075 0,81 0,64 0,71] 0,63 0,75 0,71
B4 | 029 | 025 | 030 | 024 | 025 0,19 036 [029] 035 0,25 0,27
B5 | 0,01 | 0,00 | 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00 |0,00| 0,00 0,00 0,01
Mur | B2 [ 0,07 [000 | 0,02 [ 000 [ 001 0,00 0,02 |0,07] 0,00 0,06 0,02
B3 | 0,93 | 1,00 | 0,98 | 1,00 | 0,99 1,00 0,98 10,93] 1,00 0,94 0,98
sah | AL [ 097 [0.98 [ 1,00 [ 099 | 0.84 0,98 1,00 |1,00| 1,00 1,00 0,98

0,02 0,00 10,00 | 0,00 0,00 0,02

A2 0,00 | 0,00 0,06 0,02 0,04

0,08 0,00 10,06 | 0,02 0,02 0,03

Lap A3 0,98 0,99 0,89 0,92 0,95

0,91 0,98 10,93 | 0,97 0,98 0,95

AS 0,02 | 0,01 0,05 0,06 0,01

0,01 0,02 10,01 | 0,01 0,00 0,02

Bl 0,02 | 0,08 0,03 0,06 0,01

0,00 0,07 10,02 0,00 0,05 0,04

B2 0,29 | 0,32 0,31 0,27 0,37

0,19 0,24 10,19 | 0,23 0,23 0,26

Lap 53717030 [ 026 | 037 | 035 | 0.36

0,56 0,59 10,29 | 0,26 0,41 0,37

B4 0,40 | 0,35 0,29 0,32 0,26

0,25 0,09 10,50 | 0,51 0,31 0,33

Fest A2 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

1,00 1,00 1,00 | 1,00 1,00 1,00

Fest | Bl | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00

1,00 1,00 [1,00] 1,00 1,00 1,00

Al | 001 | 0,0 | 000 | 0,02 | 0,01

0,00 0,00 |0,14| 0,01 0,03 0,02

Got A2 0,97 0,99 1,00 0,98 0,98

1,00 1,00 (0,85 | 0,96 0,95 0,97

A3 0,02 | 0,00 0,00 0,00 0,01

0,00 0,00 10,01 | 0,03 0,02 0,01

B2 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

1,00 1,00 0,99 ] 1,00 1,00 0,99

A3 0,57 | 0,52 0,68 0,61 0,60

Got B4 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 10,01 | 0,00 0,00 0,01
Cl 0,07 | 0,07 0,04 0,16 0,05 0,02 0,00 10,18 | 0,12 0,10 0,08

Got C2 0,88 0,84 0,88 0,80 0,88 0,94 0,97 10,81 | 0,87 0,89 0,87
C3 0,05 0,09 0,07 0,04 0,07 0,04 0,03 10,00 | 0,01 0,01 0,04

C4 0,00 | 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 | 0,00 0,00 0,01

6-Pedh A2 0,43 0,48 0,32 0,39 0,40 0,36 0,45 10,33 | 0,42 0,42 0,40

0,64 0,55 10,67 | 0,58 0,58 0,60

Bl | 0,01 | 0,02 | 0,02 | 0,00 | 003

0,00 0,00 |0,00| 0,00 0,00 0,01

6-Pgdh| B2 | 0,95 | 094 | 092 | 097 | 0,92

0,96 0,86 0,96 | 0,98 0,96 0,94

B3 | 0,04 | 004 | 006 | 003 | 005

0,04 0,14 [0,04] 0,02 0,04 0,05
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Genski lokus Pgi-B pokazuje raznolikost samo u po-
pulaciji Glamoc¢ i Knezina, a u drugim je populacijama
monomorfan (tablica 3). Budu¢i da ovaj lokus nije bio
varjjabilan u podru¢ju juzne Njemacke (Konnert
1996), rezultati dobiveni u ovom istrazivanju upucuju
na to da je taj gen lokus karakteristican samo za neke
juzne provenijencije. Kakosu Konnert iBergmann
(1995) u svom istrazivanju nasli veée ucestalost alela B,
i B, samo u Bugarskoj, moze se nakon ovog pretposta-
viti da lokusa B, dopire do zapadne Bosne.

U ovom je istrazivanju za genski lokus Pgm-A regi-
strirana raznolikost u sedam populacije (tablica 3). Za
alel A, dobivena je srednja veli¢ina 0,97, za alel A; veli-
¢ina 0,02, 1 za alel A, 0,01, buduéi da je alel svojstven
samo za najisto¢niju populaciju Knezina, te se moze upo-
rabiti kao specifi¢ni alel te populacije. Ovaj genski lokus
registriran je u juznoj Njemackoj (Konnert 1996).

Pgm-B genski lokus u ovom istrazivanju pokazuje
veliku varijabilnost polimorfizam u svim istrazivanim
populacijama. Srednja veli¢ina za alel B, iznosi 0,09, a
za alel B, iznosi 0,91 (tablica 3). Zanimljivo je da je u
istrazivanju Konnert i Bergmann (1995) alel B,
utvrden s vecom frekvencijom u podrucju Tatra, Kar-
pata, Dinarida i juzne Italije (Kalabrije).

Kod genskog lokusa Idh-A srednja veli¢ina za alel
A, iznosi 0,22, A, 0,01, A5 0,58 i A, 0,20. Alel A; koji u
zapadnom dijelu ima manje veli¢ine od onih u istoc-

L

Slika 2.

Populacija obi¢ne jele iz istoéne Bosne (populacija Klis).
Figure 2 Population of the silver fir from the East Bosnia
(population Klis)

nom (tablica 3), te mozemo smatrati da pokazuje klina-
Inu varijabilnost. Ovdje imamo i pojavu rijetkog alela
A,, koji nalazimo samo u populaciji Troglav, to¢nije u
masivu planine Dinare. Ovaj genski lokus manje je is-
trazivan te nije moguce usporediti dobivene rezultate s
drugim istrazivanjima (M6 1ler 1986).

Za genski lokus Idh-B srednja veli¢ina alel Idh-B, iz-
nosila je 0,01, Idh-B, 0,71, Idh-B, 0,27, a Idh-B; 0,01
(tablica 3). Ako, pak, ove rezultate usporedimo s ranijim
istrazivanjima koja je proveo Longauer (1994) te
Brus i Longauer (1995), moze se zakljuciti da alel
B, pokazuje klinalnu varijabilnost, te da se vrijednosti
povecavaju od sjeverozapada prema jugoistoku i jugu.
Na Karpatima ucestalost ovog alela iznosi 0,71 (Mol-
ler, 1986), a na jugu u Kalabriji 0,78 (Breitenbach-
Dorfer isur. 1992). Breitenbach-Dorfer i sur.
(1997) prikazali su rezultate za Austriju i Bavarsku, a
vrijednosti su od 0,44 na zapadu do 0,25 na istoku.
Moller (1986) za alel B, navodi da se vrijednosti od
sjevera prema jugu smanjuju, a za alel B, povecavaju,
$to pokazuje izrazitu klinalnu varijabilnost. Za alel Idh-
B, dobili smo veli¢inu 0,39, i on se ponaSa suprotno
alelu Idh-B;. U ovom istrazivanju imamo pojavu rijetkih
alela B, (populacija Knezina) i Bs (populacija Ostrelj),
koji mogu posluziti za detekciju tih dviju populacija.

R = -

Slika 3. Populacija obi¢ne jele iz zapadne Bosne (populacija
Glamoc)

Figure 3 Population of the silver fir from the West Bosnia
(population Glamoc)
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Genski lokus Mnr-B pokazuje raznolikost u Sest is-
trazivanih populacija (tablica 3), Sto moze otezati dife-
renciranje isto¢nih i zapadnih populacija uporabom
ovog lokusa. Srednja velicina za alel B, je 0,02, a alela
B; 0,98 (tablica 3). Ocito je da se vrijednosti za alel B,
povecavaju od sjeverozapada prema jugoistoku, S$to
upucuje na klinalnu varijabilnost. Alel B, u juznoj Nje-
mackoj s veli¢inom od 0,00 do 0,19 (Konnert 1995 i
1995b), dok suKonnert iBergmann (1995) alel B,
registrirali s viSom ucestalo$¢u u juznim populacijama
(Bugarska, juzni Karpati, Makedonija), a i u populaci-
jama juzne Njemacke, istocne Francuske i zapadne Au-
strije, dok visoku ucestalost alela B, registriraju u juznoj
Italiji. U Sloveniji Brus i Longauer (1995) utvrduju
visoke ucestalosti alela B,, a Longauer (1994) u is-
to¢noj Poljskoj i Ukrajini registrira monomorfizan.

Istrazivani genski lokus Sdh-A pokazuje monomorfi-
zam u populacijama Bosansko Grahovo, Klis, Ocevija,
Romanija, Knezina. Srednja veliCina za alel A, iznosi
0,98,azaA, 0,02 (tablica 3). Budu¢i da je u isto¢noj Bos-
ni prisutniji monomorfizam, ovaj genski lokus moze po-
sluziti jedino za utvrdivanje populacija sa Sireg podrucja.

Genski lokus Lap-A pokazuje veliku varijabilnost
(tablica 3). Interesantan je alel Lap-A,, sa srednjom
ucestalos¢u od 0,03, koja je mala u odnosu na rezultate
dobivene u Sloveniji (Brus i Longauer 1995),aiu
Ceskoj (Longauer 1994), dok je u populacijama juznih
Karpata registrirana je ucestalost od 0,002, a u Bugar-
skoj 0,018. U populacijama zapadne Europe alel ima
razliCite ucestalosti (Breitenbach-Dorfer i sur.
1992, Breitenbach 1 Pinsker 1990, Konnert
1993). Za alel Lap-A; moZemo reéi da nije registriran u
malim izoliranim populacijama centralnih Dinarida,
kao Sto je Biokovo, Meka brda, Orjen i Crni vrh (Bal-
lian 2003). Iz dobivenih rezultata vidljiva je slaba kli-
nalna varijabilnost alela Lap-A; od jugoistoka prema
sjeverozapadu. U Slovenije je dobivena ucestalost od
0,028 do 0,081 (Brus iLongauer 1995), a u zapad-
noj Europi nije registriran. Klinalnu varijabilnost ovog
alela, od sjeverozapada prema jugoistoku registrirao je
Longauer (1994).

Kod genskog lokusa Lap-B alel B, ima srednju uce-
stalost od 0,04, B, 0,26, B, 0,37 i B, 0,33. U populaci-
jama zapadne Bosne imamo veéi udio alela B,, a u
isto¢nim alela B, i B,, a izostanak B, u dvije populacije,
kao u manji udio alela B, (tablica 3). Konnert i
Schmidt (1996) dobili su ucestalost alela B, od 0,014
za analiziranu populaciju i ucestalost od 0,017 kod sad-
nice proizvedene iz sjemena iste populacije. U ovom
istrazivanju ucestalost alela B, povecava se od jugoi-
stoka prema sjeverozapadu, kao i alela B, dok alel B,
ima tendenciju smanjenja prema sjeverozapadu.

Za genski lokus Got-A u ovom istrazivanju samo
populacije Bos. Grahovo, Zavidoviéi i Ocevija ne po-
kazuju varijabilnost, $to je u Sloveniji registrirano od
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strane Brusa i Longauera (1995). Srednja ucesta-
lost za alel A, iznosi 0,02, za alel A, 0,97 i za alel A,
0,01 (tablica 3). U istrazivanjima Longauera (1994)
gen lokus Got-A pokazuje monomorfizam u sjevernim
i juznim populacijama, a slabu ucestalost alela A; samo
u juznim Karpatima. U ovom istrazivanju javlja se u
populaciji Ostrelj, Glamo¢, Klis, Romanija i nesto ve-
¢om ucestalosti u populaciji Knezina. U Bavarskoj je
registrirana mala varijabilnost ovoga genskog lokusa
(Konnert 1996), a u istrazivanjima iz 1993. malu va-
rijabilnost u juznim za samo dva alela, A, i A,, §to po-
tvrduje Breitenbach-Dorfer isur. (1997).

U ovom istrazivanju Bosanskih populacija gen lokusa
Got-B ne pokazuje raznolkost kod devet populacija. Sre-
dnja ucestalost dobivena za alel B,, s ucestalos¢u od
0,99, za alel B, 0,01, koji je registriran samo u isto¢noj
populaciji Klis (tablica 3). Zato ovaj rijetki alel moze po-
sluziti za odredenje ove populacije. U istrazivanjima pro-
vedenim u Sloveniji nije registriran alel B, (Brus i
Longauer 1995), aregistriran je u populacijama Polj-
ske i Ukrajine (Longauer 1994).

Kod genskog lokusa Got-C dobivena je ucestalost
alel C, od 0,08, alel C, 0,87, alel C, 0,04, i alela C, 0,01
(tablica 3). Prema M6 lleru (1986) ucestalost alela C,
povecava se od zapada prema istoku i jugu, $to u ovom
istrazivanju nismo potvrdili. Razlog je mozda u speci-
ficnom rasprostiranju bosanskohercegovackih popula-
cija obi¢ne jele. Konnert i Bergmann (1995) u
svom istrazivanju navode postojanu klinu varijabilnost
za taj genski lokus, a Konnert (1995b) dobiva slican
rezultat za srediSnju, isto¢nu i juznu Europu. U ovom
istrazivanju je registriran rijetki alel C,, a moze posluziti
za odredenje populacija Bosansko Grahovo i Klis.

Genski lokus 6-Pgdh-A predstavljen je s dva alela.
Alel A, je u istrazivanim populacijama imao srednju
ucestalost od 0,40 (tablica 3), a alel A; 0,60. Za juznu
Njemacku Konnert (1995b) navodi ucestalost za alel
A, od 0,11 do 0,56. Prema Longaueru (1994) i
Konnertovoj (1995b)u Europi je ustanovljena izra-
zita klinalna varijabilnost ovog genskog lokusa. Alelne
ucestalosti se od sjeverozapada prema jugoistoku sma-
njuju, tako da je ucestalost u Ceskoj 0,58, a u Bugar-
skoj 0,27, $to nije ustanovljeno u ovom istrazivanju.

Kod genskog lokusa 6-Pgdh-B registrirana su tri
alela. Alel B, ima prilicno malu srednju ucestalost od
0,01, dok alel B, ima 0,94, a alel B; 0,05 (tablica 3).
Inace, alel B, je registriran u Cetiri od pet zapadnobo-
sanskih populacija, Sto ukazuje na njegovo zapadno
podrijetlo. Alel B, i B; registrirani su u svim istraziva-
nim populacijama (tablica 3). Konnert i Berg-
mann (1995) u svom istrazivanju s 48 provenijencija,
u populaciji iz Bosne (vjerojatno s podrucja Olova) i
Hrvatske (Papuk) registrirali su alel B;. U istrazivanji-
ma Longauera (1994) i Brusa i Longauera (1995)
registrirana su dva alela za ovaj genski lokus, a poka-
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zuju klinalnu raznolikost. Za razliku od njih Breiten-
bach-Dorfer i sur. (1997) u svom istrazivanju na-
laze tri alela za gen lokus 6-Pgdh-B, $to takoder imamo
u ovom istrazivanju. Dobivene razlike izmedu ucesta-

losti alela u ovom istrazivanju mogu posluziti kod
odredenja i razdvajanja zapadnih i istocnih populacija
u Bosni i Hercegovini.

Geneticka raznolikost unutar populacija — Genetics diversity within population
Raznolikost alela — Allel diversity

Najvecu raznolikost alela imamo u populaciji Gla-
moc¢ u zapadnoj Bosni, a najmanji broj alela po lokusu
nalazimo u populaciji Ocevija. Populacija Ocevija je
kroz povijest bila pod stalnom djelovanjem covjeka, su-
stavnim sje¢ama bukve (Ballian iBoguni¢ 2008) u
odnosu spram drugih populacija (tablica 4).

U istrazivanjima provedenim u Sloveniji prosjecan
broj alela bio je od 1,8 do 2,0 (Brus i Longauer
1995). Konnert (1995a) za podrucje juzne Njemacke

navodi podatke za broj alela po lokusu od 1,62 do 1,84.
Za niz europskih populacija vidljivo je postojanje kli-
nalne varijabilnosti prema prosje¢nom broju alela po
lokusu (A/L), tako da su vrijednosti od 1,66 u sjevero-
zapadnim podru¢jima rasprostiranja obic¢ne jele do
2,30 u jugoistocnim dijelovima rasprostiranja (Kon-
nert 1995b). Paule isur. (2002) u svom istrazivanju
navode podatak za Karpate sa prosje¢nom alelnom ve-
li¢inom od 2,0 do 2,2.

Tablica 4. Prosjecan broj alela i genotipova po lokusu; prikaz raznolikosti i diferenciranosti
Table 4  Average number of alleles and genotypes per lokus, diversity, diferentiation

Prosjecan broj Prosjecan broj Raznolikost . . .
. . . . Diferenciranosti
Populacija alela po lokusu genotipova po lokusu Diversity . o
. Differentiation
Population Average number of Average number of v v 5
alleles per locus A/L genotypes per lokus G/L gem P !
Ostrelj 2,17 2,70 65,88 1,22 0,18
Grme¢ 1,94 2,58 52,42 1,19 0,16
Bos. Gragovo 2,00 2,64 57,37 1,20 0,17
Troglav 2,05 2,82 72,81 1,22 0,18
Glamo¢ 2,23 2,88 90,70 1,24 0,19
Zavidovici 1,82 2,11 28,80 1,17 0,15
Ocevija 1,65 2,00 28,42 1,16 0,14
Klis 2,11 2,82 61,55 1,22 0,18
KneZina 2,05 2,58 45,16 1,20 0,16
Romanija 1,94 2,41 46,35 1,19 0,16
sredina 2,00 2,55

Raznolikost genotipova — Genotypes diversity

Uz srednji broj alela po lokusu za prikazivanje razno-
likosti unutar populacija, kao i izmedu populacija moze
posluziti i srednji broj genotipova po lokusu (G/L). U
usporedbi s alelskom raznolikos¢u, mora se obratiti po-
zornost na to da su broj i koli¢ina moguéih genotipova
vedi, a time 1 broj mogucih klasa. To ima smisla ako su

posrijedi rijetki genotipovi (aleli), a Sto je slucaj s ovim
istrazivanjem. Tako su, u ovom istrazivanju, vrijednosti
iznosile od 2,00 kod populacije Ocevija do 2,88 u popu-
lacije Glamoca (tablica 4). Ti su rezultati u skladu su s
rezultatima za srednji broj alela po lokusu.

Fiksacijski indeks (Wrightov koeficijent inbridinga) — Fixation index

Fiksacijski indeks osigurava odredivanje postojanja
stupnja inbridinga u populacijama, i to na taj nacin da
negativne i nulte vrijednosti pokazuju njegovu odsut-
nost, a povezane su i s ve¢im stupnjem heterozigotnosti
u populacijama. Pozitivne vrijednost fiksacijskog koefi-
cijenta (F) upucuju na prisutnost inbridinga (Berg-
mann i sur. 1990), a oznacavaju mjeru odstupanja
promatrane heterozigotnosti od o¢ekivane Hardy-Wein-
bergove ravnoteze (Morgenstern, 1996). Proma-
tramo li heterozigotnost na temelju fiksacijskog indeksa,
primijetit ¢emo na slici 3 da je u populaciji Ocevija i Za-

vidoviéi srednja vrijednost negativna, Sto pokazuje da je
stvarna heterozigotnost u tim populacijama vec¢a od oce-
kivane, te da u njima samo neki genski lokusi pokazuju
postojanje inbridinga. Schroeder (1989) je pri istrazi-
vanju s dva enzimska sustava (Idh i 6-Pgdh) dobila je
pozitivne srednje vrijednosti s malim fiksacijskim inde-
ksom. U istrazivanju s tri enzimska lokusa (Got, Idh i
Shd) Giannini isur. (1994) dobili su pozitivne vrijed-
nosti fiksacijskog indeksa, Sto govori da je istrazivana
populacija Campolina u sjevernim Apeninima optere-
¢ena inbridingom.
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Ako analiziramo genski lokus Pgm-B, on u sedam
populacija pokazuje negativan fiksacijski indeks, a sli-
jede Got-B i1 Got-C sa Sest populacija, pa se primijeti da

su ti genski lokusi glavni nositelji heterozigotnosti u
istrazivanim populacijama.

0,15

01

- J . I I I
o

.

Ostrelj Grmeé Bos. Grahovo  Troglav Glamot Klis
-0,05

KneZina Romanija

fiksacijskiindeks

0,3

Populacije
Slika 4. Srednji fiksacijski indeks za populacije
Figure 4 Average fixation index for the population
Raznolikost — Diversity

Ovo je svojstvo slozeno s obzirom na to da ga grade
alelna i genotipska veli¢ina, odnosno najbolji pokaza-
telj je multilokusna raznolikost (v,,) i gene pool razno-
likost (v,). Multilokusna raznolikost (v,,) pokazuje da
populacija Glamo¢ ima jako veliku raznolikost u od-
nosu na populaciju Ocevija (tablica 4) zbog izrazitog
antropogenog utjecaja kroz povijest (Ballian i Bo-
gunic¢ 2008). Druge populacije zauzimaju intermedi-
jalne polozaje. U svom istrazivanju Konnert (1995b)
daje manje vrijednosti multilokusne raznolikosti, pa

tako navodi vrijednosti za v, 0d 7,4 u Hrvatskoj 19,7 u
Bosni (materijal iz pokusa provenijencija) do 54 u juz-
nom Schwarzwaldu, s izuzetkom Bugarske, gdje se
zbog vjerojatnog utjecaja hibridizacije s grckom jelom
dobivaju visoke vrijednosti (49,85). Vrijednosti gene
pool raznolikosti dobivene su kao harmonijska sredina,
a ponasaju se identi¢no kao i multilokusna raznolikost.
Vrijednosti iznose od 1,16 u populaciji Oc¢evija do 1,24
u populacije Glamoc (tablica 4).

Odvajanje unutar populacija — Differentiation within population

Srednje vrijednosti populacijske diferencijacije o; i
vrijednosti za genske lokuse pokazuju vrijednost razno-
likosti u samim populacijama. U ovom istrazivanju naj-
vecu veli¢inu unutarpopulacijske diferencijacije (6;)
pokazuje populacija Glamo¢, sa 0,19, a najmanju popu-
lacija Ocevija sa 0,14 (tablica 4). Taj rezultat pokazuje
da su, u jednom funkcionalnom sklopu geneticke razno-
likosti, svi odnosi matematicki popraceni (Gregorius

Geneticko odvajanje izmedu populacija

Gen pool odvajanje —

Na medupopulacijskoj razini najveéa gen pool

odvajanje (Dj) je kod lokusa Lap-B, s velicinom 0,12, a

slijedi Idh-A sa 0,09. Vrijednosti za genske lokuse koje

je dobila Konnert (1995b) iznosile su od 0,17 za Idh-B

do 0,09 za Got-C, te 0,11 za 6-Pgdh-A, §to su prilicno
niske vrijednosti.

Najvece srednje gene pool odvajanje unutar popula-

cije (Dj) pokazuje populacija Ocevija, sa 0,06, a najma-
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iRoberds 1986). Konnert (1993 i 1996b) u svojim
istrazivanjima za populacije u Bavarskoj navodi vrijed-
nosti srednje populacijske diferenciranosti od 0,17 do
0,32 1 od 0,20 do 0,28, sto su vrijednosti osjetno vece
nego $to su dobivene ovom istrazivanju. Ovo ukazuje na
potpuno drukc¢iju strukturu bosanskih populacija, s obi-
ljem rijetkih alela i nezavrSenom diferencijacijom na
manjem podrucju.

— Genetic differentiation between population
Gene pool differentiation

nju populacija Ostrelj sa 0,02, kao $to je vidljivo na
slici 4. Srednja je vrijednost Dj 0,03 i oznacava medu
populacijsko odvajanje. Konnert (1993) je u svom
istrazivanju dobila vrijednosti odvajanja izmedu gen-
skih lokusa od 0,02 do 0,13, a u istrazivanju 1995(b)
godine vrijednosti su iznosile od 0,03 do 0,07, dakle
bile su nesto nize nego u ovom istrazivanju. Pri istrazi-
vanju geneticke varijabilnosti obi¢ne jele u Bavarskoj
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Knezina

Knezina

populacije

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07

vrijednost Dj

Slika 5. Gene pool odvajanje (Dj) u populacijama obicne jele
Figure 5 Gene pool differentiation (Dj) in population on the silver fir

Konnert (1996) dobila je srednje vrijednosti geneti- ukupne prosjecne geneticke raznolikosti, njih 0,03 mo-
¢kog odvajanja od 3,0 % do 6,4 %, ovisno o populaciji. zemo pripisati odvajanju izmedu populacija, a ostalih
Rezultat dobiven u ovom istrazivanju pokazuje da od 0,96 alelnoj raznolikosti izmedu jedinki u populacijama.

Geneti¢ka udaljenost — Genetic distances

Racunanje geneticke udaljenosti obavljeno je prema  Ocevije stolje¢ima djeluje Covjek (Ballian i Bogu-
Gregoriusu (1974), iako se dobiju vece vrijednosti (ta- ni¢ 2008). Ipak se, u nacelu, moze reci da postoji grupi-
blica 5) nego prema Neiju (1978). Tako su dobivena ranje na isto¢ne i zapadne populacije na temelju odstojanja
najveca odstupanja izmedu populacije Oc¢evija i Kne- koja su izmedu zapadnih populacija manja u odnosu na
zine s vrijednos¢u 0,1878 iako su obje populacije u istocne populacije, $to se moze vidjeti u tablici 5.
istocnoj Bosni, a najmanja izmedu populacija Ostrelja i Brus i Longauer (1995) za Sloveniju su dobili
Troglava, sto je i za ocekivati. Vidljivo je da sunajveca  priligno niske vrijednosti genetickog odstupanja. Razlog
odstupanja izmedu populacije Ocevija, s jedne strane, 1 je vjerojatno zemljopisna bliskost istrazivanih populacija.
ostalih populacija, s druge strane, jer je u populaciji
Tablica 5. Multilokusna odstojanja
Table Multilokus distances

Populacija Bos.
Population Ostrelj | Grme¢ | Grahovo | Troglav | Glamoc¢ | Zavidovi¢i [Ocevija | Klis | Knezina | Romanija
Ostrelj 0

Grme¢ 0,0531 0
Bos. Grahovo | 0,0819 | 0,0744 0
Troglav 0,0580 | 0,0629 | 0,0852 0

Glamoc¢ 0,0745 | 0,0758 | 0,0722 | 0,0694 0
Zavidovi¢i 0,0938 | 0,104 | 0,0932 | 0,0864 | 0,0892 0
Ocevija 0,1665 | 0,1522 | 0,1509 | 0,1809 | 0,1841 0,1712 0
Klis 0,0726 | 0,0884 | 0,0843 | 0,0832 | 0,1029 | 0,1168 | 0,1740 0
Knezina 0,0770 | 0,0947 | 0,1121 | 0,0841 | 0,1080 | 0,0872 |0,1878 | 0,1008 0
Romanija 0,0594 | 0,0759 | 0,0899 | 0,0749 | 0,0858 | 0,0799 |0,1642 |0,0766 | 0,0728 0

ZAKLJUCCI — Conclusions
Provedenom molekularnogenetickom analizom pri  lokusa pokazala klinalni karakter, iako je stanje na terenu
uporabi 17 izoenzimskih genskih lokusa dobili smo raz-  takvo da je vrlo tesko donijeti pravi zaklju¢ak. Neke od
like izmedu zapadnih i isto¢nih populacija obi¢ne jele u  analiziranih populacija kod obje grupe, za odredene gen-
Bosni i Hercegovini. Varijabilnost je kod nekih genskih  ske lokuse, pokazuju odredeni stupanj sli¢nosti, Sto treba
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pripisati “hibridnoj zoni” kod obicne jele, jer se u zapad-
noj Bosni suceljava jela iz dva glacijalna pribjezista.

Prosjecan broj alela po lokusu kretao se od 1,65 kod
Ocevije do 2,17 kod populacije Ostrelj, dok se prosjecan
broj genotipova po lokusu kretao od 2,00 kod Ocevije
do 2,88 kod populacije Glamoc¢. Tako su se odnosile i
raznolikosti (V. 1 V,), dok je najvece odvajanje bilo u
populaciji Glamoc sa 0,1984.

Neke od analiziranih populacija u svojoj genetickoj
strukturi sadrzavaju rijetke alele, Sto je vrlo cijenjeno
kod kasnijih utvrdivanja istih populacija, a podrobnim
analizama tih populacija s ve¢im uzorkom trebalo bi se
do¢i do pravog stanja. To utvrdivanje rijetkih alela nuz-
no je za odredenje reprodukcijskog materijala, a i pri
provodenju mjera gospodarenja.

Pozitivne vrijednosti fiksacijskog indeksa u istraziva-
nih populacija spram populacija iz sredis$nje Europe, po-
kazuje potrebu za suptilnijim gospodarenjem istim, jer bi
u buduénosti mogle izgubiti mnogo od svoga genetickog
potencijala za adaptaciju, iako nisu suvise udaljene od
svoga prvobitnog pribjezista na Balkanu, a ipak, pojedine
istrazivane populacije posjeduju jo§ dovoljno geneticke
varijabilnosti, o ¢emu svjedoci populacija Glamoc.

Aktivnosti na odrzavanja autohtonih genskih izvora
trebalo bi usmjeriti na organiziranje $to gus¢e mreze ba-
naka gena in situ i ex situ, koje ¢e biti nuzne za odrZanje
geneticke raznolikosti populacija obi¢ne jele, s obzirom
na to da je prilicno ugrozena u zapadnoj Bosni. Na teme-
lju toga mozemo preporuciti za svaku ekolosku niSu obi-
¢ne jele njezinu banku gena, uz minimalno potreban broj
fizioloski zrelih jedinki provjerene geneticke strukture, da
bi se uspjesno ocuvala ekolosko-fizioloska svojstvenost.

Kako je ovim istrazivanjem zaokruZena geneticka
struktura obic¢ne jele u Bosni i Hercegovini i moZze se na-
praviti razdjelba sjemenskih jedinica ove vrste, sada bi
paznju trebalo usmjeriti na razgranic¢enje provenijencija,
a aktivnosti usmjeriti na pokuse s provenijencijama u
cilju eksperimentalnog rajoniranja, kroz istrazivanja
ekolosko-fizioloskih svojstava.

Metode s uporabom biokemijskih biljega za odrede-
nje geneticke strukture obi¢ne jele dale su dobru sliku o
istrazivanim populacijama, kao i o cijelom rasprostira-
nju ove vrste u Bosni i Hercegovini. Ovo omogucuje da
se na temelju dobivenih preciznih rezultata preporuce
potrebne mjere za oCuvanje genetickih izvora.
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SUMMARY: Molecular and genetic analysis of Silver Fir (Abies alba Mill.) was
carried out by acknowledged and verified biochemical markers. Analysed material is
from 10 natural populations out of which five populations is from eastern and five
from western Bosnia.

Conducted genetic analysis using 9 enzyme systems and 17 alozyme gene loci
with 44 alleles showed differences between western and eastern populations of Silver
Fir. Variability at some gene loci showed clinal character, although situation at the
filed is such that it is very difficult to make a right conclusion. However, some popu-
lations from both groups showed certain degree of similarity for certain gene loci due
to hybrid zone of Silver Fir where two glacial refugia in western Bosnia are met.

Average number of alleles per loci ranged from 1,65 at Ocevija to 2,17 at Ostrelj
population, while average number of genotypes per loci ranged from 2,00 at Ocevija
to 2,88 at Glamoc population. The same ratio was in diversities (Veem and Vp) while
biggest differentiation was in Glamoc population with 0,1984.

Some analysed populations in their genetic structure contain rare alleles what is
highly appreciated in later identification of same populations. Detailed analyses on
those populations with bigger sample should show right condition. That identifica-
tion of rare alleles would be used for identification of reproductive material, and du-
ring conducting management measures.

Positive values of fixation index in analysed populations in relation to population
from central Europe showed that it is necessary to manage them in a more subtle
way, because in future they could lose much of their genetic potential for adaptation,
although they are not distant from their original refugium in the Balkan, while situa-
tion with Apennine refugium is different due to distance. However, analysed popula-
tions still have enough genetic variability, as observed in Glamoc population.

Methods with biochemical markers, which are used to determine genetic structure
in Silver Fir, gave good image on analysed populations as well as on entire distribu-
tion of this species in Bosnia and Herzegovina. Obtained precise results enable us to
recommend necessary measures for preserving genetic sources.

Obtained results will ensure good basis for control of reproductive material in Sil-
ver Fir, as well as for conducting activities for its conservation using in situ and ex
situ methods. Thus, activities in regards to maintaining autochthonic genetic sources
should be directed to organisation of denser networks of gene banks, in situ and ex
situ, which will be necessary to maintain genetic diversity of populations of Silver Fir
having in mind that it is quite endangered in western Bosnia. Based on all that, we
can recommend that every ecological niche of Silver Fir should have its gene bank
with minimal number of necessary fertile units whose genetic structure was checked
in order to successfully preserve ecological and physiological characteristics.

This research encompasses genetic structure of Silver Fir in Bosnia and Herzego-
vina and genetic regional division of this species can be done. Further attention
should be directed to distinction of provenances, and activities should be focused on
experiments with provenances with the purpose of experimental regional division by
analysing their ecological and physiological characteristics.
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