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RAZDIOBA POPULACIJA OBICNE JELE (Abies alba Mill.)
POMOCU MITOHONDRIJALNOM DNK (mtDNK)
I NJEZINA PRIMJENA U SUMARSTVU

THE DISTRIBUTION OF THE POPULATIONS OF COMMON FIR TREE

SAZETAK

U ovom radu je prikazana moguénost razdiobe populacija obi¢ne jele u Bosni
i Hercegovini, na osnovi rada GOMORYA i sur. (2003). Analizirana je mitohon-
drijalna DNK (mtDNK) u cilju UTVRDIVANJA molekularno-geneticke varija-
bilnosti nekih populacija obi¢ne jele u Bosni i Hercegovini te odredivanja pove-
zanosti populacija iz Bosne i Hercegovine i Hrvatske, kao i onih iz srednje Europe.
Takoder se Zeljelo odrediti granice dodira i hibridizacije izmedu populacija (ha-
plotipova) podrijetlom iz apeninskog pribjezZista te onih iz balkanskog pribjezista
obi¢ne jele.

Na osnovi rezultata ovoga rada moze se na znanstveno priznat nacin ispitati
podrijetlo polaznog Sumskog materijala, kao i porijeklo materijala koji sluzi u re-
produktivne svrhe, kod obi¢ne jele.

Kljuéne rijeci: obi¢na jela (Abies alba Mill.), populacija, varijabilnost, mtDNK

UvVOD
INTRODUCTION

Obicna ]ela (Abies alba Mill.) jedna je od na]znaca]m]lh vrsta Sumskog drveca s
gospodarskog i ekoloskog stajalista u Bosni i Hercegovini gdje, pridolazi na
562 237 ha (USCUPLIC 1992) ili u oko 50 % svih visokih Suma.
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U posljednjih 13 000 godina obi¢na jela je bila izloZena stalnom dinami¢nom
kretanju, tj. seobi iz svojih pribjeZista na jugu Europe, prema sredi$njoj, zapadnoj i
isto¢noj Europi. Te su seobe prouzroéene velikim klimatskim promjenama koje su
jedan od najvaZznijih ¢imbenika seoba Sumskog drveéa. Nakon velike glacijacije
koja je trajala oko 100 000 godina, a maksimum dosegla prije 15 000 godina, sve
populacije Sumskog drveéa krenule su u Sirenje (MAGDEFRAU i EHRENDOR-
FER, 1997, SITTE i sur. 1998). Najbolji prikaz dinamike seoba Sumskog drveca
dobiven je analizom fosilnog polena te uspje$no ukazuje i na smjerove kretanja
obi¢ne jele u Europi (HUNTLEY I BIRKS 1983).

Te postavke dobivene su na osnovi polen analiza i potvrdene na molekularnoj
razini istraZivanjima BERGMANNA (1991), te KONNERT I BERGMANNA
(1995) koji rade na zemljopisnom ra$¢lanjivanju varijabilnosti obi¢ne jele, poveza-
nom sa seobom jele poslije zadnjeg ledenog doba. LONGAUER (1994) provodi
istrazivanje za Sire podrugje istocne Europe, a HUSSENDORFER (1996) za po-
drugje Svicarske. Sva su istrazivanja potvrdila ranije rezultate dobivene analizom
fosilnog polena. Oc&ekivalo se veliko geneti¢ko razilazenje izmedu istrazivanih po-
pulacija, posebno onih koje se nalaze blizu starih glacijalnih utociSta obicne jele.
To je pet utocista obi¢ne jele gdje je ona opstala nakon posljednjeg ledenog doba i
selila se na sjever samo iz triju utocista, odnosno sadas$njem podrudju rasprostiranja.

Svrha analize mitohondrijalne DNK (mtDNK) u istraZivanjima GOMORYA i
sur. (2003) bilo je utvrdivanje molekularno-geneticke varijabilnosti nekih popula-
cija obi¢ne jele u Bosni i Hercegovini te je to prikazano i u ovom radu. Ovim istra-
Zivanjem udinjen je pokus$aj odredivanja povezanosti populacija obi¢ne jele iz Bo-
sne i Hercegovine s populacijama iz Hrvatske te onim iz srednje Europe, kao i
odredivanje granice dodira i hibridizacije izmedu populacija (haplotipova) podri-
jetlom iz apeninskog pribjeZista te onih iz balkanskog pribjeZista obi¢ne jele.

Pored fundamentalnog znacaja ovog istrazivanja, ono je takoder primjenljivo
u gospodarenju Sumama, a prije svega znacajno je za daljnje radove na oplemenji-
vanju obi¢ne jele, odnosno kod kontrole podrijetla sjemena i sadnog materijala
bltnog za proces umjetne obnove ]eIOV1h Suma (poSumljavanje i S]CtVa SJCmena) te
za poslove vezane uz osnivanje banki i arhiva gena metodama iz situ i ex situ.

Moguénosti kontrole podrijetla sjemena i sadnog materijala
mDNK analizom
Possibilities of controlling the origin of seed and planting material by mDNK analysis

Ako se za kontrolu sjemena koristi mtDNK analiza, u prvom redu treba odgo-
voriti na dva pitanja:
— jesu li se u dva ili vi§e uzoraka prisutni isti haplotipovi, odnosno jesu li pri-
sutni samo oni i
— je li ucestalost haplotipova u uzorcima koji se usporeduju ista

Za Sumare je znacajno da se na znanstveno priznat nadin ispita podrijetlo po-
laznog materijala, kao i porijeklo materijala koji sluzi u reproduktivne svrhe. To je
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vrlo jednostavno kod kontrole klonskog materijala DNK analizama jer sve jedinke
istog klona moraju pokazati iste vrpce na florogramu, kako kod ortete tako i kod
rameta.

Daleko sloZenija situacija je kod materijala generativnog podrijetla. Pored veé
reenog, ovdje se ne moze jednostavno donijeti valjan zakljucak jer imamo razlicit
sastav partija sjemena jedne sastojine, probleme s veli¢inom uzorka, nepotpuno
obuhvadanje svih sastojina pa se stoga mogu utvrditi samo odredene neujedna-
Cenosti u rezultatima i u tom se slucaju pristupa principima iskljuc¢ivanja kao $to je
kod analize izoenzimima dao GREGORIUS i sur. (1984).

Usporedivanjem poletnog materijala jedne sastojine, sa sjemenom koje je pro-
izvedeno u istoj sastojini, kao i sadnica proizvedenih iz tog sjemena, konstatira se
prisustvo stranih nasljednih svojstava te je to dokaz kako sjeme ne potjece iz dane
sastojine. Ako se pak u sastojini javljaju isti haplotipovi, to jo§ ne potvrduje pri-
padnost istoj sastojini jer uvijek mogu postojati sastojine s istim haplotipovima, iz
kojih potjece sjeme.

Tako, za sada, geneti¢kim istraZivanjima, odnosno mtDNK analizama moze-
mo samo reéi kako sjeme ili sadni materijal potjecu ili ne potjecu iz sastojine.

Rezultati ovih istrazivanja mogu dati korisne rezultate u kontroli sjemena i
sadnica, identifikaciji klonova u plantazama za proizvodnju sjemena, kao i kod
identifikacije ve¢ podignutih Sumskih nasada za koje ne znamo to¢no podrijetlo
sjemena.

Identifikacija populacija sa Sireg podrucja
Identification of populations from a wider area

Obic¢na jela u Bosni i Hercegovini zastupljena je na relativno velikom prosto-
ru, s itavim nizom razli¢itih ekologki nisa i tipova Suma. Odmah se postavlja pi-
tanje razlikovanja provenijencija jele s tako Sirokog prostora.

Identifikacija je moguéa u ovakvom slucaju ako je geneti¢ka varijabilnost u ci-
jelom podrudju rasprostiranja identificirana dovoljno velikim brojem uzoraka te
ako su odredene zemljopisno uvjetovane florogramske slike.

Za obi¢nu jelu iz BiH prvo treba razjasniti razlikuju li se provenijencije jasno i
konstantno na najmanje jednom gen lokusu (haplotipu).

Problem mozZe predstavljati mali broj uzoraka koji reprezentiraju populaciju.
Od 5 do 24 uzorka relativno je mala vjerojatnost kako ée biti obuhvaéeni svi ha-
plotipovi u populaciji te ako se obuhvate to je samo slu¢ajnost. Ispitivanja su obav-
ljena na iglicama i dormantnim pupovima. To znaci kako moZemo procijeniti ge-
neti¢ku strukturu sljedece generacije ne samo sjemenom nego i sadnim materijalom.

Promotrimo li mtDNK kod obi¢ne jele, imamo jako mali broj haplotipova,
samo dva (LIEPELTI sur. 2002). Dobiveni haplotipovi pokazuju granicu hibridi-
zacije izmedu obicne jele podrijetlom s Apeninskog pribjeZista i one s Balkanskog
poluotoka.

Na osnovi pokazanog moguce je primijeniti metodu isklju¢ivanja, odrediti po-
rijeklo sjemena uz kori$tenje mtDNK metoda i obaviti diferenciranje na osnovi
uleséa odredenog haplotipa.
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Dobiveni rezultati samo su pocetna stanica u radu na identifikaciji nasih pro-
venijencija na Sirem prostoru, ali ipak dobiveni rezultati mogu pomo¢i u prvim ra-
dovima na identificiranju nasih populacija.

MATERIJAL I METODA RADA
MATERIAL AND WORK METHOD

Uzorci su sakupljeni iz 13 populacija obi¢ne jele u Bosni i Hercegovini (Tabli-
ca 1. i Slika 1.). U svakoj je populaciji sakupljano po 10-15 uzoraka, sa stabala
prosje¢no starih oko 80 godina. Za analizu su koristene u sika gelu osusene dvo-
godisnje iglice jele.

Izolacija ukupne DNK obavljena je iz 5-8 iglica, uz koristenje modificiranog
CTAB protokola prema DUMOLINU i sur. (1995), a uspjesnost izolacije DNK
mjerena je spektrometrom.

Procjena mtDNK varijabilnosti obavljena je metodologijom koju su dali
LIEPELT i sur. (2002), uz manje modifikacije. Lokacija PCR amplifikat fragmena-
ta je na Cetiri introna mitohondrijalne NAD dehydrogenase subunit 5 gene
(nad5-4). Za lancanu reakciju polimerazoma pripravljen je reakcijski volumen
prema LIEPELT i sur. (2002), a analiza je obavljena na 1,2% agarnom gelu, u tra-
janju od 2 sata i 4,5 V/cm.

Tablica 1. Istrazivane populacije obi¢ne jele
Table 1. Investigated populations of common fir tree

Populacija Lokalitet Zemljopisna duZina Zemljopisna Sirina
Population Locality Geographic longithude Geographic latitude
Glamo¢ Busije 16° 50’ 44°01'
Sarajevo Igman 18°16' 43° 47"
Olovo Klisa 18° 44' 44°10'
Bosan. Grahovo Ticevo 16° 24' 44°12'
Zavidovici Kamenica 18°09' 44°22'
Rogatica Sjeme¢ 19° 10' 43° 49'
Podromanija Romanija 18° 42' 43°56'
Bosan. Petrovac Ostrel; 16° 24' 44°28'
Pale Jahorina 18°36' 43° 44'
Travnik Vlasi¢ 17° 41' 44° 20"
Donji Vakuf Prusacka rijeka 17°17' 44° 04'
Klju¢ Grme¢ (Mijacica) 16° 39' 44° 35"
Ocevlje Zvijezda 18°28' 44° 13"
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zelena - alel |(apenmski haploti) \
crvena - alel 2(balkanska haplotp)

A

Slika 1. Rasprostranjenje obic¢ne jele (Abies alba Mill.) u Bosni i Hercegovini s rasporedom mitohondrijal-
nih haplotipova (GOMORY i sur. 2003)

Figure 1. The distribution of common fir tree (Abies alba Mill) in Bosnia and Herzegovina and the division
of the mitochondrial haploid types (Gombrya et. al., 2003)

REZULTATI I DISKUSIJA
RESULTS AND DISCUSSION

IstraZivanjem su identificirane dvije varijante (haplotipa) kao i kod istraZivanja
koja su obavili LIEPELT sur. (2002). Tako imamo alel 1. ili dugu distancu na gelu
(zeleni) koji je karakteristi¢an za sredi$nju Europu i Apenine, te alel 2. ili kratku
distancu na gelu (crveni) koji je karakteristi¢an za Balkansko pribjeZiste.

Po pitanju jele na zapadnom Balkanu, HORVAT-MAROLT i KRAMER
(1982) pretpostavljaju kako je ona stigla migracijom duz Dinarida iz juzne Make-
donije. KRAL (1980) pretpostavlja kako je jela iz podruéja Gorskog kotara, Dal-
macije i Slavonije podrijetlom sa Apeninskog glacijalnog pribjezista. M. KO-
NNERT i BERGMANN (1995) ukazuju na hibridnu zonu u Gorskom kotaru, ali
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je u svom istrazivanju nisu uspjeli definirati. Sve ovo dovodilo je u pitanje bilo
koje poslove vezane uz o¢uvanje genetickih izvora metodama in siti i ex situ.

Za Bosnu i Hercegovinu mozemo reéi kako prevladava alel 2 (Slika 1.) koji
karakterizira Balkansko pribjeZiSte, osim podrudja zapadne Bosne gdje se javljaju
zone hibridizacije izmedu apeninskog i balkanskog haplotipa, odnosno podrudja
gdje se javlja sam apeninski haplotip. Interesantan je primjer u Zapadnoj Bosni
gdje planina Sator koja se nalazi u jednom kompaktnom podrudju rasprostiranja
obi¢ne jele, dijeli to podrudje te tu imamo dva razlidita haplotipa; jedan u sjevero-
zapadnom dijelu (alel 1) i drugi u jugoisto¢nom (alel 2). Na podrudju planina
Grmec¢ i Ostrelj imamo hibridne populacije.

Dakle, u Bosni imamo daleko jednostavniju situaciju nego §to je to slucaj s
Hrvatskom gdje je situacija poprili¢no kompleksna, posebice u zoni Gorskog ko-
tara. Stvar komplicira spoznaja kako balkanski haplotip pridolazi u populacijama
duZ zone Jadranskog mora, prolazi kroz jugozapadnu zonu Gorskog kotara gdje
stvara hibridne zone i kao takav dostize do juznog Tirola (LIEPELT i sur. 2002).
Sli¢an rezultat povezanosti populacija Gorskog kotara s juznim populacijama
(Orijen) dobili su i BALLIAN (2002 i 2003) te BALLIAN i KAJBA u svojim istra-
Zivanjima, a posebice za populaciju FuZine. Ovakva situacija za nase podrudje ne
bi se mogla vezati uz uvjete reljefa ili sli¢ne prepreke, veé prije svega odgovor tre-
ba traZiti u pravcima i ucestalosti vjetrova u zoni rasprostiranja obi¢ne jele u Bosni
i Hercegovini, a posebice u Hrvatskoj glede sloZene situacije u Gorskom kotaru.

Dobiveni rezultati za Bosnu i Hercegovinu vrlo su jednostavni za prakti¢nu
primjenu jer iz Slike 1. vidimo kako ne bismo trebali prenositi sjeme iz zapadne
Bosne u isto¢nu, nego samo u zoni javljanja odredenog haplotipa. U Hrvatskoj je
situacija komplicirana te glede rajonizacije gdje je Gorski kotar izdvojen kao sje-
menska jedinica-rajon (GRACAN i sur. 1999), a situacija pokazuje kako bi se rajo-
ne trebalo ra$¢laniti na manje jedinice koje odgovaraju pojedinim provenijencija-
ma te sjeme koristiti samo na tim lokalnim podrudjima, a $to je vidljivo iz rada
LIEPELT i sur. (2002).

ZAKLJUCCI
CONCLUSIONS

Dosadasnji rezultati koristenja mtDNK metoda pokazuju kako su nase trenu-
taéne mogucénosti potvrde podrijetla sjemena obicne jele vrlo male, a kod drugih
vrsta Sumskog drveca jo§ se nije pocelo ni raditi na ovom planu. Ponudeni sustav
identifikacije na Sirem podrudju, pomoéu ove haplotipske metode mogao bi se u
buduénosti pokazati prihvatljivim jer su pocetna istrazivanja pokazala dobre re-
zultate. Trebalo bi nastaviti s istraZivanjima u cilju stvaranja itave mreZe istra-
zenih populacija u BiH, $to je dugotrajan i skup posao.

Rezultati dobiveni analizom mtDNK mogu pomodi u formiranju sjemenskih
zona, ali zbog jakog selekcijskog pritiska neplanskim sje¢ama i introdukcijom bil-
jnog materijala nepoznatog podrijetla, treba naéi dovoljan broj autohtonih jedin-
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ki, odnosno populacija, istraZivane vrste, kao i nove pogodne markere za njihovu
karakterizaciju.
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THE DISTRIBUTION OF THE POPULATIONS OF COMMON FIR TREE
(Abies alba Mill.) BY MITOCHONDRIAL DNA (mtDNK)
AND ITS APPLICATION IN FORESTRY

Summary

The aim of the analysis of mitochondrial DNA (mtDNK) in an investigations carried
out by Gomorya et. al. (2003) was to determine the molecular and genetic variability of
some populations of common fir tree in Bosnia and Herzegovina. This investigation was an
attempt to determine the correlation of populations from Bosnia and Herzegovina and
Croatia, as well as those from Middle Europe, and to define the tangential borders and hy-
bridization between the populations (haploid types) of common fir tree, originating from
Apennine and the Balkan habitats.

Apart from the fundamental significance of this investigation, it is also important for
further practical work on engrafting of the common fir tree, primarily in the control of seed
and seedlings over a broader area. It is also significant for the process of artificial renovation
of fir tree woods (foresting and planting of seeds), as well as for setting up banks and ar-
chives of genes by in situ and ex situ methods.

To date the results of mtDNK methods show that the current possibilities of determin-
ing the origin of fir tree seed are modest, and in other types of forest trees no similar investi-
gations have been started. Based on the results of the investigation the system of identifica-
tion by the haploid type method could in the future prove acceptable. Further investigations
are necessary with the aim of creating a whole network of investigated populations in
Bosnia and Herzegovina, which is a lengthy and expensive procedure.

The obtained results with the application of mtDNK method can help in the formation
of seed zones. However, due to strong selection pressure of unplanned logging, and intro-
duction of herbal material of unknown origin, it is necessary to find a sufficient number of
autochthonous entities, i. e. populations of the investigated sort, as well as new suitable
markers for their characterization.

Key words: common fir, (Abies alba Mill.), population, variability, mtDNK

78



