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Genetska raznolikost (varijabilnost, diverzitet) temeljni je dio ukupne
bioloske raznolikosti, a predstavlja bogatstvo razli¢itih alela odnosno gena na
razinama jedinki, populacija odnosno vrsta. Veca razina genetske raznolikosti
omogucéava populacijama veéi kapacitet prilagodavanja putem prirodne
selekcije i zbog toga je vazan preduvjet njihova opstanka u promjenjivom
okolisu. Stoga su upoznavanje i ofuvanje genetske raznolikosti izuzetno
vazne aktivnosti za dugoroc¢ni opstanak vrsta Sumskog drveca, posebice onih
koje su nositelji ekosustava.

Utvrdivanje razine, obrasca i uzroka genetske raznolikosti kod vrsta
Sumskog drveéa moguée je putem dvaju metoda, a to su: 1. analizom
kvantitativnih fenotipskih svojstava u genetiCkim testovima i 2. analizom
DNK hiljega. Glavni cilj ovoga rada bio je utvrditi razinu i obrazac genetske
raznolikosti populacija hrasta luznjaka u Hrvatskoj koristenjem obje dostupne
metode.

Na tri razli¢ite lokacije osnovani su geneticki testovi s potomstvom
hrasta luznjaka iz 16 sjemenskih i jedne gospodarske sastojine, koje
reprezentiraju cjelokupan areal ove vrste u Hrvatskoj. Provedene su izmjere i
ocjenjivanje raznovrsnih kvantitativnih fenotipskih svojstava: visinskog rasta,
visinskog prirasta, prezivljenja, zimske retencije liS¢a, intenziteta zaraze
hrastovom pepelnicom, intenziteta oSteCenosti biljaka kasnim proljetnim
mrazem i fenologije listanja.

Analizom varijance utvrdena je statisti¢ka zna¢ajnost ispitivanih izvora
varijabilnosti (blokova, populacija, familija unutar populacija, interakcije
blokova s populacijama i familijama), te su izraunati kvantitativni geneticki
parametri: nasljednost (individualna (h%) i familijska (h%)), koeficijent
aditivne genetske varijacije (CV,) i parametar kvantitativne genetske
diferencijacije (Qs7). Determinacija obrasca genetske diferencijacije
provedena je multivarijatnom regresijskom stabalnom analizom (engl.
Multivariate Regression Tree analysis — MRT).

Vrijednosti CV, i nasljednosti bile su kod vecine svojstava niske, $to
upucuje na nisku razinu unutarpopulacijske genetske varijabilnosti
istrazivanih populacija. Medutim vjerojatno je da su niske vrijednosti
genetiGkih parametara bile uzrokovane visokom varijancom ostatka tj.
neaditivnom genetskom i okoliSnom varijancom uklju¢ujuéi i varijancu
eksperimentalne pogre$ke. Stoga, izraCunati geneticki parametri nisu




dovoljno pouzdani za konaéan zakljuéak o razini unutarpopulacijske aditivne
genetske varijabilnosti hrasta luznjaka u Hrvatskoj.

IzraGunati Qst parametari ukazuju na znaéajnu Kvantitativnu genetsku
diferencijaciju istrazivanih populacija hrasta luznjaka i to vrlo vjerojatno
uslijed djelovanja prirodne selekcije, na Sto je ukazala visina vrijednosti
parametara.

Determinacija obrasca kvantitativne genetske diferencijacije pokazala je
kako su se populacije razdvojile s obzirom na relativhu humidnost i toplinu
stanista iz kojeg potje¢u. Populacije iz susih i toplijih stani$ta imale su bolje
karakteristike za ispitivana svojstva u pokusnim nasadima Jastrebarsko i
Koska, jer su klimatske prilike u tim pokusnim nasadima tijekom analiziranog
perioda vise odgovarale originalnim stani$nim prilikama tih populacija. S
druge strane, populacije koje potjec¢u i iz relativno humidnijih i iz relativno
aridnijih stanista imale su bolje karakteristike visinskog rasta i preZivljenja u
pokusnom nasadu Vrbanja.

Genetska udaljenost izmedu populacija izra¢unata analizama jezgrinih
mikrosatelitnih biljega ukazuje kako veéina populacija nije genetski znacajno
udaljena. Ipak, utvrdeno je da su populacije HR 609 i HR 387 nesto vise
genetski udaljene od ostalih. Kod tri populacije (HR: 609, 387 i 577) uocen je
nedostatak oc¢ekivane heterozigotnosti, te visok Fis parametar, ukazujuéi na
krizanje u srodstvu.

Analizom molekularne varijance (AMOVA) utvrdena je visoka
unutarpopulacijska raznolikost, te statisticki znac¢ajna komponenta varijance
uzrokovana razlikama izmedu populacija, ukazujuéi na postojanje neutralne
genetske diferencijacije. Ipak, medupopulacijska diferencijacija zauzimala je
samo 1,47% ukupne raznolikosti, §to ukazuje na snazan utjecaj migracija
gena izmedu populacija. Uz proces prirodne migracije gena (posebice
peludom) vrlo je vjerojatan 1 antropogeni utjecaj prijenosom Sumskog
reprodukcijskog materijala.

Prostorna udaljenost ima signifikantan udio u raspodjeli geneticke
raznolikosti. Ukupno 19,6% genetske diferencijacije izmedu analiziranih
populacija moze se objasniti njihovom prostornom udaljenosé¢u (IBD), a
srodnost jedinki se gubi nakon 240 km medusobne udaljenosti. Ipak,
faktorijalnom analizom korespodencije nije utvrdena prava zemljopisna
razdvojenost populacija.

Analizom kloroplastnih mikrosatelitnih biljega ukupna procijenjena
raznolikost svih populacija bila je velika. Utvrdena raznolikost izmedu
populacija analizom molekularne varijance (AMOVA) bila je statisticki
visoko znaCajna i veéa od unutarpopulacijske raznolikosti. Takoder, je
ustanovljeno postojanje 66 haplotipova u istrazivanim populacijama, koji su
svrstani u tri rodoslovne linije: linija L2 koja ujedno sadrzava i najveéi broj
haplotipova prostire se od istoka prema zapadu, linija L1 najvise je
zastupljena u zapadnom dijelu rasprostranjenja hrasta luznjaka u Hrvatskoj,
dok L3 zauzima sredi$nji dio areala.
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AB (Abstract)

Genetic diversity (i.e. variability) is the basic part of the biological diversity
and represents reaches of the alleles and genes of individuals, populations and
species. Higher level of genetic diversity in populations able them higher
capacity for adjustment through natural selection, and therefore it is an
important part for their survival in a changing environment. Therefore, learn
and preserve genetic diversity is extremely important for long-term survival
of forest tree species, especially those which are the carriers of ecosystem.

Determination of level, pattern and causes of genetic diversity in forest trees
species is possible by two methods: 1. the analysis of quantitative phenotypic
traits in genetic field trials, and 2. by analysis of DNA markers. The main
objective of this study was to determine the level and pattern of genetic
diversity of pedunculate oak populations in Croatia using both available
methods.

Three genetic field trials (Jastrebarsko, Koska and Vrbanja) were established
on different locations with progeny from 16 seed stands and one normal
managed stand, representing the distribution range of pedunculated oak in
Croatia. Measurements of quantitative phenotypic traits such as height,
survival, winter leaf retention, intensity of infection with powdery mildew,
intensity of late spring frost damages and phenology were conducted to
determinate genetic diversity and differentiation.

Statistical significance of analyses of variance was calculated for sources of
variability: blocks, populations, family within populations, interaction of
blocks with populations and families. Based on percentage of variance
components from ANOVA, heritability (individual (h%) and family (h%))
coefficient of additive genetic variation (CV,) and parameter of quantitative
genetic differentiation (Qsr) were calculated. Multivariate regression tree
analysis (MRT) was used to determine the pattern of genetic differentiation.

Heritability (individual (h%) and family (h%)) and coefficient of additive
genetic variation (CV,) were low for almost all quantitative traits indicating a
low level of intrapopulation genetic variability. However, low additive
genetic variation was probably caused by high variance residual in ANOVA.




AB (Abstract)

Considering that calculated genetic parameters are not reliable enough for
final conclusion about level of intrapopulation genetic variability in
populations of pedunculated oak in Croatia.

High Qsr parameter reveals significant differences between populations,
which confirm their genetic differentiation probably caused by natural
selection. Statistical significance level for interaction effect of populations
within blocks indicates a certain level of phenotypic plasticity for analyzed
populations. Populations were clustered according to relative humidity and
temperature of habitat of origin.

Populations originating from more arid habitat showed higher phenotypic
characteristics for survival and height in trials Jastrebarsko and Koska,
probably because climatic in this field trials were favorable for population
originating from more aridic habitat. Populations originating from more
humid habitats and also from relatively arid habitats had the higher survival
and height in field trial VVrbanja.

Analysis with nuclear microsatellite markers showed a low level of genetic
diversity between populations. Populations HR 609 and HR 387 are more
diverse form other populations. Three populations (HR: 609, 387 and 577)
have high Fs parameter indicating inbreeding.

Analysis of molecular variance (AMOVA) determine high level of
intrapopulation diversity, also a statistically significance percentage of
variance between populations indicate a neutral genetic differentiation.
However, established interpopulation differences were only 1.47% of overall
differences, referring to high migration of genes between populations. Beside
the natural gene flow (especially by pollen), the highly plausible is
anthropogenic influence by moving of forest reproductive material.

Total of 19.6% of genetic differentiation among populations can be explained
with isolation by distance (IBD). Relatedness of individuals is lost after 240
km mutual distance.

Analysis with chloroplast microsatellite markers gave high overall diversity
of populations. Diversity between populations in AMOVA was statisticaly
highly significant, higher than intrapopulation diversity. Also, 66 haplotypes
was determined, origination in three lines: line L2, with highest number of
haplotypes extends from east to west, line L1 prevails in western part of
distribution range, while line L3 is concentrated in central part.
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1. UvOD



1.1. Taksonomski poloZaj hrasta luznjaka (Quercus robur L.)

Taksonomski (THORNE 1992) se rod Quercus L. svrstava u odjeljak Spermatophyta,
pododjeljak Magnoliophytina (Angiospermae), razred Magnoliopsida (Dicotiledonae),
podrazred Hamamelididae, red Fageles i porodicu Fagaceae.

Hrastovi (Quercus L.) spadaju u najraSirenije i ekonomski najvaznije vrste drveca
sjeverne hemisfere. Ubrajamo ih u jedan od najbogatijih rodova, a broj vrsta unutar roda krece
se od 200 (ASCHERSON I GRAEBNER 1911 1z TRINAJSTIC 1996) do 600 (MELCHIOR 1964 1z
TRINAJSTIC 1996). Hrastovi su listopadno ili vazdazeleno drvece, rjede grmovi.
Rasprostranjeni su u Europi, Sjevernoj Americi, djelu tropske Juzne Amerike, Sjevernoj
Africi, te u umjerenoj 1 suptropskoj zoni Azije ne prelaze¢i ekvator. Opisano je mnogo
fosilnih vrsta iz tercijara i krede. U flori Hrvatske zastupljeno je 8 autohtonih vrsta: Q. robur,
Q. petraea, Q. pubescens, Q. ilex, Q. cerris, Q. trojana, Q. virgiliana, Q. polycarpa
(TRINAJSTIC 1996).

Nazivom 'Quercus robur' prvobitno su bile obuhvacene vrste Q. robur, Q. petraea, Q.
pubescens, Q. brutia, Q. dalechampii i Q. appennina, a dugo vremena upotrebljavao se i
sinonim Q. pedunculata, ali se to ispravilo sredinom proslog stolje¢a. Tako se Linnéov naziv
'‘Quercus robur' odnosi na hrastove golih izbojaka i listova, te cvjetova sakupljenih u klas s

duzom ili kra¢om osi (stapkom) (TRINAJSTIC 1996).

1.2. Rasprostranjenost hrasta luznjaka

Hrast luZnjak zauzima najveci areal od svih europskih hrastova. Rasprostire se od
sjevera Spanjolske do juzne Skandinavije, te od Irske do istoéne Europe, a doseZe i planine
Urala (Ducousso i BORDACS 2004). Na temelju flornog kartiranja UTM Mreze (TRINAJSTIC
1996) u Europi se hrast luznjak proteze izmedu 40° i 60° sjeverne geografske Sirine i od
atlantske obale do zapadnoazijskih stepa (slika 1). Izvan Europe pridolazi i u sjeveroisto¢noj
Rusiji, Maloj Aziji i sjevernoj Africi (FRANJIC i SKVORC 2010; IDz0JTIC 2009). Unutar svog
velikog areala, hrast luznjak je ipak ograni¢en na odredene ekoloSke uvjete i rijetko ga se

nalazi u toplijim dijelovima Europe i u Sredozemlju.
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Slika 1. Rasprostranjenost hrasta luznjaka u Europi (DUCOUSSO i BORDACS EUFORGEN 2004).

U Republici Hrvatskoj hrast luznjak zauzima velike povrsine kao jedna od najvaznijih
1 najvrjednijih Sumskogospodarskih vrsta. Rasprostranjen je u poplavnom dijelu porjecja
velikih rijeka Drave, Save i1 Kupe, te njihovih ve¢ih 1 manjih pritoka. Izvan toga podrucja
razvija se u poplavnim dijelovima Lickog, Imotskog, Sinjskog i Vrli¢ckog polja, u porjecju
rijeke Mirne u Istri, te u Omisljanskom lugu na otoku Krku (TRINAJSTIC 1996; NN 114/2015)
(slika 2).

Hrast luznjak
(Quercus roburL.)

Slika 2. Rasprostranjenost hrasta luznjaka u Hrvatskoj (NN 114/15).



1.3. Osnovne bioloSko—ekoloske osobine hrasta luZnjaka

Hrast luznjak je anemofilna, heliofilna i mezofilna vrsta. Zahtjeva duboka, glinasta ili
pjeskovita, plodna, pretezito vlazna tla s visokom razinom podzemne vode i uglavnom
pridolazi na hidromorfnim tlima, od kojih je najrasprostranjeniji tip mocvarno euglejno.
Mati¢ni supstrati na kojima pridolaze luznjakove sastojine u Hrvatskoj podijeljeni su na
holocenske i pleistocenske sedimente, koji su ¢esto u krajoliku rasporedeni na holocenske, te
mladu 1 stariju, viSe izdignutu pleistocensku terasu. Najzastupljeniji supStrati u luznjakovim
sastojinama su teSko glinasti holocenski sedimenti, zamocvareni prapor i pleistocenske
ilovate (MAYER 1996; FRANJIC i SKVORC 2010).

Sume hrasta luZnjaka pridolaze u Hrvatskoj u nizinskom podruéju i obodnim terasama,
ponajprije zbog higrofilnih osobina stanista u koje se slijevaju velike koli¢ine vode iz visih
dijelova porjecja. Dolaze i na tlima nizinskih terasa zasi¢enih padalinama zbog nepropusnog
mati¢nog supstrata ili na tlima ravnjaka velikog kapaciteta pristupac¢ne vlage. Na takvim
stani§tima viSak se vode stvara u aktivnom profilu tla, kombinirano prekomjerno navlazuje i
uzrokuje hidromorfizam redukcijom, oksidoredukcijom, anaerobiozisom, te se tako u raznim
kombinacijama glinastog, ilovastog i pjeskovitog fluvijalnog nanosa, te mo¢varnog eolskog
prapora stvaraju raznoliki tipovi vodnog rezima i tipovi tala (MAYER 1996).

U Hrvatskoj hrast luznjak dolazi u tri glavne zajednice koje su u sistematskom
pogledu svrstane u asocijacije Carpino betuli-Quercetum roboris (Ani¢ 1959) Raus 1969
(Suma hrasta luznjaka i obi¢nog graba) s Cetiri subasocijacije, zatim Genisto elatae-
Quercetum roboris Horvat 1938 (Suma hrasta luznjaka i velike zutilovke) takoder s Cetiri
subasocijacije, te Carici pendulae-Fraxinetum angustifoliae Pedrotti 1970 (,,Motovunska
Suma“ poljskog jasena i hrasta luznjaka s vise¢im $asem), (RAUS 1996; VUKELIC i dr. 2008;
VUKELIC 2012).

Hrast luznjak je vrsta Sumskog drveca s vrlo izraZenom varijabilno$¢u fizioloskih 1
morfoloskih svojstava (KRSTINIC 1996). Listopadna je, monoecijska vrsta sa jednospolnim
cvjetovima smjeStenim u resama. Lista i cvjeta u travnju i svibnju, a plod sazrijeva tijekom
rujna i listopada. Raste kao stablo visine 30-40 (50) m i promjera 2,5 m. Kro$nja mu je Siroka,
nepravilna i razgranata. Kora je u mladosti glatka, kasnije uzduzno ispucala, (u starosti
uzduzno dubokim, a popre¢no plitkim brazdama). Korjenov sustav je jako razvijen sa Zilom
sr¢anicom duljine nekoliko metara i bo¢nim korijenjem koje se prostire znatno u Sirinu.

Pupovi su pokriveni brojnim, golim i spiralno rasporedenim ljuskama svijetlosmede boje, a
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vr$ni pup je okruzen s vise manjih postranih pupova. Listovi su na debelim, golim i 2-10 mm
dugim peteljkama. Plojka je 8-15 (20) cm duga a 3-10 cm Siroka, na bazi asimetrina,
okruglasta ili uskasta. Cvjetovi su jednospolni. Muske rese 2-5 cm duzine, se pojavljuju prije
listanja, na vrhu proslogodisnjih izbojaka, obi¢no blizu osnove produljenog izbojka. Zenski
cvjetovi su oformljeni u veljaci ili ozujku, a cvatovi se pojavljuju pri vrhu ovogodisnjih
izbojaka. Plod (zir) je oko 1,5-5 cm dugacak, 0,7-2,7 cm Sirok s povrSinskim uzduznim
prugama, svijetlosmedi ili zuckast. Viri iz kupole 1/2 do 2/3 duzine zira. Plodovi su
pojedinacni ili po 2-5 plodova na 3-6(16) cm dugim zajedni¢kim stapkama (VIDAKOVIC 1996;
FRANJIC i SKVORC 2010). Broj Zireva u kilogramu kreée se od 150 do 250, a prosje¢no oko
170 zireva/kg (GRADECKI i dr. 1993).

Hrast luznjak kao i mnoge druge vrste hrastova proizvodi velike koli¢ine polena.
Hrastov polen moZe biti noSen vjetrom na udaljenosti 60-70 km, a u visinu 2000-3000 m
(VIDAKOVIC 1996). Pod utjecajem povoljnih meteoroloskih prilika muske rese polen pocinju
trusiti 1 — 2 tjedna nakon otvaranja pupova, a trusenje polena zavrSava za 2 — 4 dana
(BACILIERI | dr. 1994 iz FRANIIC i dr. 2011). Disperzija polena je najveca kada je relativna
vlaga najmanja. Najveca koli¢ina polena se proizvodi u gornjem dijelu kros$nje. TruSenje
polena se odvija dobrim dijelom noc¢u (VIDAKOVIC 1996). Receptivnost zenskog cvata traje 10
— 14 dana, dok receptivnost pojedinog cvijeta unutar cvata traje najviSe do Sest dana
(Ducoussoi dr. 1993 iz FRANJIC i dr. 2011).

Postotak zrelih zireva nije visok u odnosu na koli¢inu oformljenih cvjetova. Samo
mali broj cvjetova se razvije u plodove, dok veci dio otpada tijekom razvoja. Nezreli plodovi
padaju zbog vanjskih ekoloskih cimbenika koji primarno djeluju u vremenu izmedu
opraSivanja 1 oplodnje, te ¢imbenika koji se pojavljuju nakon oplodnje. Uvjeti za dobru
cvatnju su povoljno fiziolosko stanje stabla, povoljno stanje cvjetnih pupova u vrijeme
njihova razvoja (vremenske prilike u ljeto, jesen i zimu godine prije uroda, temperaturni i
oborinski odnosi), vrijeme odmora nakon punog uroda, dovoljan broj i povoljan odnos
muskih 1 Zenskih cvjetova. Na cvatnju 1 urod zZira utjece i dob stabla, njegova genetska
konstitucija, zdravstveno stanje i razvijenost kroSnje, te koli¢ina svjetla koje prodire u
kro$nju. Na uspjeh oprasivanja utjece 1 veli¢ina sastojine. Ako je ona veca, uspjeh je bolji.
Medutim, biotski i abiotski ¢imbenici utjeCu na uniStenje ili smanjenje cvatnje (VIDAKOVIC

1996).



1.4. Znacaj i ugroZenost hrasta luZnjaka

Hrast luznjak kao nasa najvrjednija vrsta drve¢a od pamtivijeka je imala vaznu ulogu
kako u ekonomsko-socijalnom tako i u ekoloskom smislu. Jedna desetina ukupne povrsine
Suma u Hrvatskoj otpada na hrast luznjak. Tvori biocenoze u kojima s prate¢im vrstama tvori
stabilne ekosustave. Procjenjuje se kako je ekoloski u¢inak Suma hrasta luznjaka nekoliko
puta veci od gospodarskog. To najprije vrijedi za antierozijsku i hidrolosku ulogu Suma. U
svojem staniStu hrast luznjak odrzava ravnotezu vodnog reZima procesima fotosinteze pri
¢emu nastaje velika transpiracija, te na taj nacin sprjeCava zamocvarenje terena i povoljno
djeluje na vodni rezim u tlu (KLEPAC 1996). Kako dolazi na hidromorfnim tlima (MAYER
1996), osjetljiv je na susu. Intenzivno suSne godine, osobito ako slijede jedna za drugom,
predstavljaju veoma nepovoljne ekoloske uvjete za normalan rast hrasta luznjaka. Padne li
razina podzemne vode ispod normale, zaostaje u rastu, a vrhovi se suSe. Za ovu vrstu je §tetna
i dugotrajna poplava, odnosno stagniranje vode, kao i visoka razina podzemne vode u
vegetacijskom periodu. Posljedice nepovoljnih ekoloskih uvjeta nisu jednako Stetne za sve
tipove sastojina i ovise o dobi, sklopu, smjesi, obrastu, podstojnom rasc¢u itd. Vaznu ulogu u
procesima suSenja hrasta luznjaka imaju razni Stetnici, osobito defolijatori, kao gubar,
zlatokraj, hrastov savija¢, mrazovci, te hrastov ¢etnjak. Na gradaciju tih Stetnika u prvom redu
utjece klima, odnosno vremenske prilike. Klima utjece i na ekstremne temperature i susu, te
poplavu. Negativno djelovanje klime ocituje se u slabljenju fizioloskih funkcija stabala, Sto
omogucava da ostali ¢imbenici neposredno djeluju i1 izazovu suSenje Suma. Svi biotski 1
abiotski ¢imbenici sami za sebe ne mogu utjecati na suSenje hrastovih Suma, medutim kada
sinhronizirano djeluju, mogu biti odluc¢ujué¢i (HARAPIN i ANDROIC 1996). Kako ovi autori
navode, o susenju hrasta luZznjaka na nasim podrucjima izvjes¢ivano je joS od pocetka proslog
stolje¢a. PRPIC (1996) navodi kako su velike sjeCe naSih Suma tijekom 19. stoljeca, zbog
potrebe za kvalitetnim drvetom hrasta luznjaka, izazvale promjene u klimatskim i hidroloskim
prilikama sjecina 1 njihove okoline. Nestankom sklopa 1 stabala koja intenzivno transpiriraju,
u nekada svjezem i1 vlaznom stanistu dolazi do zabarivanja uz vece zagrijavanje rizosfere, te
se prirodni pomladak nalazi u barskim prilikama za koje nije prilagoden. Nakon velikih sjeca
nizinskih praSuma promijenile su se mikroklimatske prilike i povecala vlaznost stanista, te u
nekadaS$njem arealu hrasta luZznjaka dolazi do pojave vrsta drveca koje mogu uspijevati u
barskim prilikama. No, obnovom praSuma davana je prednost hrastu luznjaku i stvorene su

monokulture u kojima je narusena bioloska ravnoteza, te ¢eS¢e dolazi do intenzivnog razvoja



biotskih Stetnika koji takoder uvelike narusavaju stabilnost. Medutim, presudan ¢imbenik ¢iji
se utjecaj vrlo brzo odrazava na vitalnost stabala hrasta luznjaka je voda. Visak vode,
zabarivanje 1 zamocvarenje kao i njezin manjak, pad razina podzemne vode i susa, odrazavaju
se na proizvodnju i vitalnost stabala (PrRPIC 1996). Voda je osim uzgojnim zahvatima u
sastojinama, ponajprije utjecana klimatskim ¢imbenicima. Ekstremne klimatske prilike u
posljednjih nekoliko desetljeca, s obzirom na referentno razdoblje 1961.—-1990. godine prema
podacima DHMZ-a, sve intenzivnije utjeu na stanje i obnovu Suma hrasta luznjaka (MATIC i
dr. 1996; GRADECKI-POSTENJAK i dr. 2011). Predvida se da ¢e se negativni trendovi globalne
promjene klime u smislu porasta temperature, smanjenja koli¢ine oborina i vece ucestalosti
ekstremnih klimatskih pojava najvise pogoditi podrucje juzne Europe, u koje pripada i cijela
Hrvatska (PARRY 2007; LINDNER i dr. 2010). Recentne prognoze promjena u
rasprostranjenosti vrsta drveéa i Sumskih ekosustava ukazuju na snazan negativan utjecaj

klimatskih promjena na gospodarsku situaciju Sumovlasnika (HANEWINKEL i dr. 2013).

1.5. Razdjelba sjemenskih jedinica i prometovanje Sumskim reprodukcijskim

materijalom hrasta luznjaka u Hrvatskoj

Kategoriziranje Suma u Republici Hrvatskoj zapocelo je grubom razdjelbom podrucja
na sjemenske jedinice. Ta razdjelba kao glavnu vodilju imala je znacajke stanista u kojem se
sakuplja sjeme i staniSte u koje se ono prenosi, zbog ve¢ uocenog neuspjelog posSumljavanja
sa materijalom koji nije prilagoden uvjetima stanista na koje se unosi (SAFAR 1958). Takoder,
SAFAR (1958) u svom radu pise kako se sjemenske baze (sastojine) trebaju odredivati s
obzirom na staniSte, bioloSko-ekoloske znacajke, kao i s obzirom na genetske, fizioloske i
morfoloske, osobine pojedinih vrsta drveca, a sve u skladu s gospodarskim zahtjevima i
potrebama. Kao osnovne kriterije za razdjelbu na sjemenske jedinice navodi: geografsko-
ekoloske faktore — makroklimatske, makropedoloske i makrohidrografske znacajke, zatim
regionalne klimatske i pedoloSke osobine, te razdjelbu na Sumsko-privredna podrucja po
SMILAJU (1957). Navodi i kako je sjemenska oblast nizinska vrlo specifiéna zbog vrlo
mozai¢nog mikroreljefa 1 mozaicne ispremijeSanosti razli¢itih tipova tala, kao 1 zbog razlicite
razine podzemne vode, tipovi Sumske vegetacije Cesto su i na manjim povrSinama vrlo

ispremijesSani i ne mogu se lako medusobno razluciti, dok su drugdje razlike ocigledne. Ova



razdjelba nije nikada primijenjena u Sumarskoj operativi, medutim kriteriji za izdvajanje ostali
su isti (GRADECKTI i dr. 1990).

Radna grupa za podrucje sjemenarstva donijela je 1988. godine medu ostalim
zaklju¢cima prilikom izrade pravilnika o analizama Sumskog sjemena kao prioritetni zadatak
izradu jedinstvene metodologije razdjelbe podrucja cijele Jugoslavije (GRADECKI i dr. 1990).
Medutim prva konkretna razdjelba dogodila se 1993. godine.

Zakonom o Sumskom sjemenu i Sumskom sadnom materijalu (NN 11/90) propisana je
rajonizacija Suma, Sto bi trebalo biti dovrSeno do 30. ozujka 1995. godine. Time je prihvacena
podjela Republike Hrvatske na sjemenske oblasti, sjemenske zone i sjemenske rajone. Podjelu
teritorija Suma i Sumskih povrSina Republike Hrvatske dala je Komisija za rajonizaciju,
sastavljena od eminentnih Sumarskih stru¢njaka od 9. prosinca 1993. godine (POPUAC I
VREBCEVIC 2000).

Prema namjeni Sume se dijele na gospodarske Sume (89,8 %) te Sume posebne
namjene i zastitne Sume (10,2 %) (http://portal.nrsume.hr).

Prema Zakonu o Sumama (NN 140/05) Sume s posebnom namjenom jesu:

-Sume 1 dijelovi Suma registrirani za proizvodnju Sumskoga sjemena (Sumski
sjemenski objekti),

-Sume unutar zasticenih podrucja ili prirodnih vrijednosti zasticene na
temelju propisa o zastiti prirode,

-Sume namijenjene znanstvenim istraZivanjima, nastavi, potrebama obrane
Republike Hrvatske te potrebama utvrdenim posebnim propisima.

Radi zadovoljavanja potreba za Sumskim reprodukcijskim materijalom za bioloSku
obnovu Suma kao 1 za oCuvanje genofonda i bioloSke raznolikosti nasih Suma, iz kategorije
gospodarskih Suma izdvajaju se najkvalitetniji dijelovi Suma (sastojine autohtonih 1
gospodarski znacajnih vrsta Sumskog drveca), zaStiCuju se 1 izuzimaju iz redovitog
gospodarenja. Upisuju se u kategoriju Suma posebne namjene te u kategoriju zastitnih Suma,
kojima se gospodari po posebnim propisima. Izdvajanjem tih Suma ujedno se provodi i
o¢uvanje genofonda 'in situ’ metodom, odnosno na prirodnom stanistu.

Sjemenska razdjelba Suma hrasta luZznjaka prema Pravilniku o podrucjima
provenijencija svojti Sumskog drveca od gospodarskog znacaja (NN 147/11) propisuje
smjernice za koriStenje Sumskog reprodukcijskog materijala (SRM). Navedena razdjelba
(zonacija) odredena je na temelju ekoloskih razlika, produktivnosti sastojina i
administrativno-gospodarskih posebnosti u podrucju kontinentalnog i submediteranskog

podrucja rasprostranjenosti vrste (BOGDAN 2009). Pravilnik je proizisao iz Zakona o Sumskom
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reprodukcijskom materijalu (NN 75/09) koji je uskladen s Uputom Europskog vije¢a o
prometovanju Sumskim reprodukcijskim materijalom (COUNCIL DIRECTIVE 1999/105/EC).

Vazecéa razdioba Suma hrasta luznjaka na podrucja provenijencija sastoji se od Cetiri
sjemenske zone (1. Sjemenska zona nizinskih Suma Podravine i Podunavlja, 2. Zona nizinskih
Suma Posavine, srednje Hrvatske 1 Pokuplja 3. Zona Suma hrasta kitnjaka i pitomog kestena,
te 4. jugozapadna zona submediteranskih Suma — Motovunska Suma), i 8 sjemenskih regija
(podzona) (NN 147/11, 96/12, 115/14 i 114/15) (tablica 1, slika 3). Propisani uvjeti koristenja
SRM-a hrasta luznjaka preporuduju njegovo koristenje unutar jedne sjemenske zone, a
dozvoljeno je unutar jedne oblasti. Medutim, u oblasti brdsko-gorsko-planinskih te oblasti
submediteranskih Suma, dozvoljeno je koristenje Sumskog reprodukcijskog materijala samo
unutar sjemenske regije.

Sumske zajednice hrasta luznjaka u Hrvatskoj pridolaze u tri oblasti: nizinskoj (1.),

oblasti brdsko-gorsko-planinskih Suma (3.) i submediteranskoj (4.).

1. Oblast nizinskih Suma (80-200 m n.v.)

1.1. Sjemenska zona nizinskih Suma Podravine i Podunavlja (80-200 m n.v.)

Glavno obiljezje daje rijeka Drava. Svojom snagom, koli¢inom vode, njezinim
vodostajem 1 dinamikom plavljenja stvoreni su tipovi tala sa specifi¢nim obiljezjima. Veliko
ucesce pijeska i Sljunka stvaraju posebne hidroloske prilike Sto ova stanista ¢ini razli¢itim od
onih u podrucju Save. Direktna blizina sjevernog dijela Panonske nizine utjec¢e na klimatske
parametre koji su obiljeZeni s ne toliko toplijom, koliko suSom klimom. Utjecaj Alpa odnosno
topljenje snijega u njima odrazio se i na vrijeme poplava koje su u ovim staniStima prisutne
nesto kasnije nego uz rijeku Savu, a najceSc¢e u kasno proljece.

1.1.1. Sjemenska regija Baranja, Pakovacki i Vukovarski ravnjak
1.1.2. Sjemenska regija srednja Podravina
1.1.3. Sjemenska regija gornja Podravina



1.2. Sjemenska zona nizinskih Suma Posavine, srednje Hrvatske i Pokuplja (80-200

mn.v.)

Vodni odnosi u ovoj zoni ovisni su o rijeci Savi, koja ove prostore plavi najcesce u
rano proljece. Povratne vode nabujalih potoka ¢esto izazivaju poplave i tijekom vegetacijskog
razdoblja. Osnovni Cinitelj rasporeda vode je mikroreljef koji je u ovim prostorima narocito
izrazen mikrouzvisinama i mikroudubinama, nazvan u narodu grede, nize i bare.

Raznolikost terena uvjetovao je mozaicki raspored tala koja su u odnosu na podravsko
— podunavsku sjemensku zonu tezeg mehaniCkog sastava, dubljeg ekoloSkog profila 1 duze
zadrzavaju akumuliranu vlagu. RazliCitost staniSnih prilika uvjetovala je pridolazak Sumskih
zajednica hrasta luznjaka i poljskog jasena. U ovoj zoni prevladava kontinentalna klima
opisana u oblasti nizinskih Suma.

1.2.1. Sjemenska regija donja Posavina
1.2.2. Sjemenska regija srednja Posavina

1.2.3. Sjemenska regija gornja Posavina i Pokuplje

3. Oblast brdsko-gorsko-planinskih Suma (150 — 1500 m n.v.)
3.1. Sjemenska zona Suma hrasta kitnjaka i pitomog kestena (150 — 400 m n.v.)
Obuhvaca zapadni dio nase zemlje na nizim polozajima kontinentalne klime, $to ju
¢ini bitno razli¢itom od zone u panonskom dijelu Hrvatske.

3.1.1. Sjemenska regija Lika

4. Oblast submediteranskih Suma (0 — 1 000 m n.v.)

4.1. Sjemenska zona jugozapadna (do Tijarice) (0 — 1000 m n.v.)

Sjemenska zona obuhvaca priobalni pojas sjevernog Hrvatskog primorja. Na otocima
kvarnerskog zaljeva, u vapnenackom dijelu Istre, duz priobalnog dijela podvelebitskog kanala
1 u Ravnim kotarima, na plitkoj kamenoj podlozi antiklinala zauzima velike povrSine.
Obiljezena je zajednicom medunca i bijelog graba u litoralnom pojasu, te Sumama medunca i
crnoga graba u montanskom pojasu. Ovakav razvitak u vertikalnom profilu upucuje na
hladnije klimatske prilike, ¢ime se potvrduje i izostanak vazdazelenih mediteranskih
elemenata.

4.1.1. Sjemenska regija Motovunska Suma

(NN 147/11, 96/12, 115/14 i 114/15).
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Tablica 1. Razdjelba sjemenskih jedinica hrasta luznjaka (Q. robur L.) u Hrvatskoj, (NN 114/15).

. ) , ) ) ) "N'UW000T-0) (d0MeflL | (A'u W po0T-0) ewing
[osian}4 ‘faj8n3 sif4 ‘Tnatyy uy 6L €925 6's66 | 80 | € | €I (162) uizeq BWIN BYSUNACYOI 'T'T'Y ﬁ A . A ) .
op) eupedezodnf Ty | yysuesanpawgns 'y
(‘Auw (A'uw oST
ewiiwojop | ewduauden | sepy | 95e|seu euwolg , . , , .
) \ 6 EY4 5965 6'9€T | ‘8T | 80- | L% (v9s) 21dson By 'T'T'€| 0SL-0ST) euaisay Sowiond |-0ST) ewns yiysulue|d
BU B[} BPAWS ‘|0SIAN] 1iwojop | pududep
1 eyeluipy elsery ewing ‘7' | -0xsio3-oyspug '
folgoprasd fnyy ‘au3 T € { ‘ ‘ { { (36) st al|dnyod | euinesod efuion) '€z
osiniyowny ‘aj8n3 1 UG}l 3UBDOISIAYg i €T L'68y 998 | TTL | S0 | 60T 86) YESIS 1|dnjod | eulnesoq elui09 "¢’
(‘Auw
fajgopnasd finyy ‘au1 T '€ § “ { ( 04g YSUOAE BUIABSO E[Upals 'z (1dl
fosmnyouny Toing | 1aunop auzmorsial 09 {37 €92y T8pL | T2 | T0- | LT | (88)poug Disuonels Inesod efupaig '7'T| 00z-08) efjdmjod | aysien
alupais ‘auinesod ‘7't
[2180pnasq fianjy ‘aun8 , \ ] . .
. . ot €T 9'66€ ¢899 | TTe | €0 | TTT (z6) exgipesn euinesod efuoq ‘17’7
JosiAnjjowny ‘f38n3 1 3UIAO|1 3URI0SIB|d
fAn|y ‘euyjd e
(0SIAN} ‘JosiAnjjoLny W \ \ ('n°u wooz-08)
1 3UIAO|! BURI0SI3|d st €S S'LLy 08 [ ¥0Z | O 1% (tv1) edluAudoy BUIABIPO BfuI09 'E'T'T Bung ynjsulzin ‘g
‘f3180pnasq [38n3
‘[efuatew 1y1josa)
fa13n3 fianyy AU W
, : , , ! WANAS ‘€S £'s8¢ ‘99 | 6'0¢ | T'0- | 80T (z6) onodjep BUIAeIpOd elupals ‘7'T'T (vu wiooe.08
JosiAnjjowny ‘josianj4 | ‘[elliajew pyijosey 131 el|Aeunpog | BUINeIPO4'T '
|OSIweY
iwing ‘foBopnasq | [efliatew pyijosey1sa1 | TTGT Y 9'0s¢ 87S | T | €0- | 801 | (16)af19g -denoiseig | xefunes ysienoynA | DeROXe ‘elueieg T'T']
‘losian [318n3
€7 4} 1 01 6 8 L 9 S 14 € [4 T
e[1 diz pnlenepejnalg eSo|pod eys0|039) olp luzeis | oipiuzejn | nfjgopzes 3an n|oudnyn{ xew L |‘uwy |*fsoid |
(wfu)
- .G edeld ef15a1 eysuawal BUOZ BYSUBWAN! 2|0 EYSuaWal
loo0z 1261)3.5 (ww) euioqo (D,) eaniesadwa)  |efessod exsojoi0a19 Healey s L s weio sy s

epod 10|03

*dw?a) ednyseu jwnjep *paig

depod pisojorewy

11



Hrast luZznjak
(Quercus roburlL.)

Sjemenska regija
1.1.1. Baranja, Dakovacki i Vukovarski ravnjak
1.1.2. Srednja Podravina
1.1.3. Gornja Podravina
1.2.1. Donja Posavina
1.2.2. Srednja Posavina

1.2.3. Gornja Posavina i Pokuplje
| 3.1.1. Lika
- 4.1.1. Motovunska Suma

Granice USP-a

Slika 3. Sjemenske regije hrasta luznjaka (Q. robur L.) u Hrvatskoj, (NN 114/15).

Temelj za pravilnu sjemensku razdjelbu trebale bi biti adaptivne genetske razlike
unutar odredene vrste drve¢a na geografskom podru¢ju njene rasprostranjenosti. Ako takve
razlike postoje, onda se podruéje rasprostranjenosti razdjeljuje na sjemenske zone odnosno
podrucja provenijencija izmedu kojih vrsta pokazuje adaptivne genetske razlike. Sjemenskom
se razdjelbom preporucuje prometovanje Sumskim reprodukcijskim materijalom unutar
pojedine sjemenske zone odnosno podrucja provenijencije, jer se pretpostavlja kako su
provenijencije genetski prilagodene na specificne okoliSne uvjete unutar svojih podrucja
(IvANkOVIC i dr. 2011).

Osnova razdjelbe na temelju ekoloskih razlika je pretpostavka kako razlike u
ekoloskim uvjetima putem mehanizama prirodne selekcije uzrokuju genetsku diferencijaciju
unutar vrste. Prema takvim pretpostavkama, populacije koje se rasprostiru na geografskom
podrucju u kojemu vladaju sli¢ni ekoloski uvjeti prilagodene su upravo na takve uvjete, a ne
na uvjete koji vladaju u drugim geografskim podru¢jima. Stoga se preporucuje da se takva
geografska podrucja proglasavaju podrucjima provenijencija i da se reprodukcijski materijal
koristi isklju¢ivo unutar istog podrucja u kojemu mu je i podrijetlo. Medutim, proces
prilagodavanja 1 genetske diferencijacije populacija nije uzrokovan samo mehanizmima
selekcije, ve¢ ga oblikuju 1 drugi tzv. evolucijsko-adaptacijski Cimbenici, a to su migracije

gena, mutacije i genski drift (WHITE i dr. 2007). Ako takve razlike postoje one se jedino mogu
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istraziti putem osnivanja pokusnih nasada tzv. dugoroc¢nih genetickih testova u kojima
provenijencije u ujednacenim okoliSnim uvjetima ispoljavaju genetske razlike.

Danasnje gospodarenje Sumama u Hrvatskoj bazira se na potrajnom gospodarenju te
koristenju sjemena izvornih sastojina za podizanje novih generacija Suma. Medutim sve vise
paznje se pridaje i umjetnoj obnovi Suma hrasta luZznjaka (FRANJIC i SKVORC 2001). Kako sve
ekstremnije klimatske prilike negativho utjeu na stabilnost i vitalitet Suma te njihovu
biolosku produkciju, potrebno je unositi dodatne koli¢ine zira u sastojine. Vrlo je vazno voditi
racuna o ekoloskim osobinama stanista (mikrookoliSnim uvjetima) iz kojih se te dodatne
kolicine sjemena sakupljaju. Ovakav nacin odrzivog gospodarenja vrlo je vazna komponenta i
u samom ocuvanju genetske raznolikosti fitocenoza. Tako osim ocuvanja genetske
raznolikosti, ¢ovjek svojim aktivnostima pravilnog koristenja Sumskog reprodukcijskog

materijala moze uvelike utjecati na stabilnost i egzistenciju Suma.

1.5.1. Sjemenske sastojine hrasta luZnjaka

Izbor sjemenskih sastojina, tj. masovna selekcija, obavlja se zbog podmirivanja
potreba za sjemenom odredene vrste drveca u odredenoj sjemenskoj jedinici, te oCuvanja
genofonda i biodiverziteta ekosustava.

Sjemenska sastojina je fenotipski iznadprosjeCna Sumska sastojina, prostorno
omedena, kojom se gospodari kako bi zadovoljila kriterij proizvodnje kvalitetnog sjemena.
Kategorija Sumskog reprodukcijskog materijala (SRM) koji se dobiva iz sjemenskih sastojina
je selekcioniran (SE) (NN 75/09; NN 56/13).

Za sjemenske sastojine izraduje se desetogodiSnji Program njege 1 genetske
melioracije kojim se propisuje cilj 1 nain gospodarenja sjemenskom sastojinom kao
uredajnim razredom Suma s posebnom namjenom, prema Zakonu o Sumama NN 140/2005.
Provodi se intenzivnije gospodarenje, a cilj je §to ¢eS¢a i Sto obilnija fruktifikacija, odnosno
plodonosenje. Kako bi postigli $to obilnije plodonoSenje potrebna je Sto veca povrSina
kroSanja stabala, te se zbog toga provode intenzivniji zahvati, jer u ovakvim sastojinama
primarni cilj nije pridobivanje drvnih sortimenata kao u gospodarskim Sumama, ve¢ dobivanje
Sto kvalitetnijeg sjemena. Stabla su nesto nize visine, ali sa ve€om povr§inom krosnje.

Osim toga, kada je rije¢ o jednodobnim sastojinama najpovoljniji je izbor sastojine
koja se nalazi u dobi do polovice gospodarske ophodnje, jer je u tom stadiju razvoja jos uvijek

nazocan velik broj stabala i1 veca je moguénost boljeg odabira (selekcije) nositelja sjemenske
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proizvodnje, nego kad se radi o sastojini koja se nalazi pri kraju ophodnje s uobicajeno malim
brojem stabala po 1 ha. U ranijoj dobi sastojinu je lakSe privesti namjeni dobivanja sjemena.
Broj i povrsina sjemenskih objekata iz godine u godinu variraju, stare sastojine se ispisuju, a
nove upisuju i izdvajaju iz redovitog gospodarenja Sumama. Kako bi sastojine priveli namjeni
i postigli Sto ¢eSce i obilnije fruktifikacije potrebno je provoditi intenzivnije gospodarenje, jer

je primarni cilj $to ¢esce i Sto obilnije plodonosenje 1 proizvodnja kvalitetnog sjemena.

1.6. Genetska raznolikost — definicija, znac¢aj i uvjetovanost

Genetska raznolikost (genetska varijabilnost, genetski diverzitet) dio je ukupne
bioloske raznolikosti, a zapravo predstavlja bogatstvo razli¢itih alela unutar jedinki,
populacija odnosno vrsta. ViSa razina genetske raznolikosti omogucava bolju prilagodbu
jedinki, populacija odnosno vrsta u promjenjivom okolisu, odnosno sposobnosti njihovog
prilagodavanja. Genetska varijabilnost je dakle temelj evolucijskog razvoja. Dugoro¢ni
opstanak vrste ovisi 0 njezinoj sposobnosti prilagodavanja promijenjenim uvjetima okolisa.
Gubitak genetske varijabilnosti znacio bi smanjenje dugoro¢ne prilagodljivosti populacija
odnosno vrsta.

Razli¢iti prirodni ¢imbenici utjeCu na genetsku raznolikost neke vrste. Prirodna
selekcija, genetski drift, mutacije 1 migracije gena izmedu populacija pripadaju kategoriji tzv.
evolucijsko-adaptacijskih ¢imbenika koji utjeCu na oblikovanje genetske strukture neke vrste i
pridonose procesu evolucije, tj. prilagodbe populacija na razli¢ite okolisne uvjete (WHITE i dr.
2007; BoGDAN i dr. 2011).

Mutacije utjeCu na promjenu genetske strukture populacija stvaranjem novih alela.
Mutacije su rijetka pojava i u kra¢em vremenskom periodu imaju vrlo slab utjecaj na
promjenu genetske kompozicije populacije. Medutim, dugorocno gledano, mutacije
predstavljaju nezaobilazan izvor genetske raznolikosti u populacijama, te su u kombinaciji sa
drugim evolucijsko-adaptacijskim ¢imbenicima, znafajan ¢imbenik promjene genetske
kompozicije populacije.

Migracije alela, odnosno izmjene alela izmedu razli¢itih populacija putem polena,
sjemena ili vegetativnim na¢inom omogucavaju unos novih alela u populaciju, tj. povecavaju
genetsku raznolikost populacije, dok kroz dulji vremenski period smanjuju genetske razlike

izmedu populacija. Promjena frekvencije (ucestalosti) nekog alela u populaciji ovisi o
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intenzitetu i koli¢ini migracije alela putem polena, sjemena i/ili izbojaka, te o razlikama u
frekvencijama alela izmedu dvije populacije.

Prirodna selekcija, odnosno prirodni odabir je temeljni mehanizam evolucijske
prilagodbe populacija i vrsta na promjene okolisa. Jedinke se na promjene okoliSa mogu
kratkoro¢no aklimatizirati putem fizioloskih promjena, dok se dugoro¢no mogu prilagodavati
jedino putem promjena genetske kompozicije populacije. Selekcija je proces u kojemu se s
vremenom mijenja genetska kompozicija populacije uslijed veceg reprodukcijskog doprinosa
jedinki koje su bolje prilagodene okolisSnim uvjetima u kojima Zive.

Usprkos prirodnoj selekciji 1 prilagodbi populacija specificnim okoliSnim uvjetima,
migracija gena uvelike utjeCe na smanjenje razlika izmedu populacija. Kada bi uslijedila
specificna adaptacija populacija ne bi smjelo biti izmjene gena medu populacijama koje
obitavaju u razli¢itim staniSnim uvjetima. Naravno, takvo smanjenje razlika izmedu
populacija odnosi se ponajprije na susjedne populacije, kojima je manja medusobna
raznolikost uvjetovana migracijom gena peludom pomocu vjetra. ERIKSSON i dr. (2006)
smatraju kako je evolucijska prednost stvarati populacije koje mogu obitavati na razli¢itim
staniStima, Sto znaCi kako veéi raspon prilagodbe (tzv. fenotipska plasticnost) doprinosi
dobrom stanju populacija.

Genetski drift je fenomen slucajnih promjena frekvencija alela koji djeluje u malim
populacijama zbog sluc¢ajnog odabira alela iz roditeljske generacije koji se prenosi na
potomstvo. Uslijed fiksacije jednog i istovremenog gubitka ostalih alela na nekom lokusu
smanjuje se genetska raznolikost, a uslijed pada polimorfnosti smanjuje se heterozigotnost i
dolazi do povecane homozigotnosti lokusa. Medutim istodobno slu¢ajnom promjenom
frekvencije alela nastaju znaCajne genetske razlike izmedu razlicitih populacija. Tome treba
jo§ dodati i znacajan utjecaj krizanja u srodstvu unutar malih populacija.

Evolucijski ¢imbenici poput ograni¢enog protoka gena sjemenom ili peludom kod
biljnih vrsta mogu dovesti do genetske strukturiranosti unutar populacija. U takvim
slucajevima oplodnja viSe nije nasumi¢na nego je uvjetovana udaljenoséu izmedu jedinki
(WRIGHT 1969). Kod vrsta Sumskog drveca rijetko se nailazi na izrazenu genetsku strukturu
unutar populacija. Ona je kod Sumskog drveca slaba ili nikakva, katkad u literaturi navedena i
kao ,,skoro nasumic¢na‘“ (EPPERSON i ALLARD 1989; PERRY i KNOWLES 1991; MERZEAU i dr.
1994; LEONARDI i dr. 1995; LEONARDI i MENOZzI 1996 iz STREIFF | DR. 1998). Slaba genetska
struktura populacija zamijeéena je kod vrsta Sumskog drveca razli¢itih reproduktivnih sustava
1 povijesti §to se moze pripisati njihovom dugom Zivotnom vijeku i ja¢im protokom gena u

usporedbi s drugim biljnim vrstama (HAMRICK i GODT 1996).
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Genetsku diferencijaciju uzrokuje i selekcija koja moze doprinijeti stvaranju odredenih
genetskih prostornih obrazaca, te pojacati ili smanjiti genetsku diferencijaciju. Vrlo je bitno
naglasiti kako selekcija zbog raznolikosti mikroekoloSkih uvjeta u sastojinama moze
potaknuti stvaranje prostornih obrazaca, dok npr. prilikom pojave inbreeding depresije
selekcija potice odumiranje jedinki nastalih samooplodnjom ili krizanjem u srodstvu te
dovodi do slabljenja genetske strukturiranosti populacije.

Povecanje genetskih razlika izmedu populacija uzrokuju selekcija, genetski drift i
mutacije, jer ¢e na viSe razli¢itih populacija rijetko djelovati jednaki selekcijski pritisci ili se
dogoditi isti tip genetskog drifta ili mutacija. Razli¢ite populacije Zive u razli¢itim okoliSnim
uvjetima, stoga ¢e selekcija u njima rezultirati povecanjem frekvencija razlicitih alela. Iz tog
razloga selekcija postepeno dovodi do povecanja genetskih razlika izmedu populacija.
Genetski drift, poput selekcije, takoder uzrokuje ujednac¢avanje unutarpopulacijske genetske
raznolikosti, odnosno njeno smanjenje (ERIKSSON i dr. 2006; WHITE i dr. 2007; BOGDAN
2009).

1.7. Metode utvrdivanja genetske raznolikosti Sumskog drveéa

Poznavanje razine, obrasca i1 uzroka genetske raznolikosti neke vrste nuzna je
informacija za njen uzgoj, oplemenjivanje, izradu programa o¢uvanja genetske raznolikosti ili
pak za taksonomska evolucijska ili ekoloska istraZivanja vrste.

Utvrdivanje genetske raznolikosti vrsta Sumskog drveéa moZe se provesti pomocu
dvije osnovne kategorije metoda (FALCONER i MACKAY 1996; ERIKSSON i dr. 2006; WHITE i
dr. 2007; BOGDAN 2009):

1. putem analize kvantitativnih (poligenih, metri¢kih) fenotipskih svojstava u
genetickim testovima,

2. putem analize genetickih biljega.

Razli¢ite metode utvrdivanja genetske raznolikosti odlikuju se specifiénim
prednostima odnosno manama. Tako npr. poligena fenotipska svojstva ispoljavaju razlicite
osobine, te upucuju na diferencijaciju koja je rezultat adaptacije na razli¢ite okoliSne uvjete
narocito ako je na oblikovanje genetske kompozicije populacija utjecala prirodna selekcija.

Nasuprot tomu, ve¢ina DNK biljega je neutralna, odnosno nije utjecana prirodnom
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selekcijom, te su mogucénosti utvrdivanja adaptivnih razlika uz njihovu pomo¢ ogranicene.
Svakako ta mogucnost se povecava sa povecanjem broja koriStenih biljega (detalji o
analizama DNK biljega u poglavlju 1.7.2.). Radi $to preciznijeg utvrdivanja razine, a posebice
obrasca i uzroka genetske raznolikosti pozeljno je koristiti kombinacije razli¢itih metoda. U
ovom radu su koriStene obje osnovne kategorije metoda utvrdivanja genetske raznolikosti tj.
metoda analize kvantitativnih fenotipskih svojstava u genetickim testovima i metoda analize

genetickih DNK biljega. Stoga ¢e se koriStene metode detaljnije objasniti u nastavku.

1.7.1. Utvrdivanje genetske raznolikosti putem analize kvantitativnih fenotipskih

svojstava u geneti¢kim testovima

Utvrdivanje razine, obrasca i1 uzroka genetske raznolikosti kod vrsta Sumskog drveca
moguce je putem analiza kvantitativnih fenotipskih svojstava na jedinkama koje pripadaju
grupama poznatog podrijetla (populacije) odnosno rodoslovlja (familije srodnika ili klonovi)

i koje se uzgajaju u dizajniranim nasadima tj. genetickim testovima.

Geneticki testovi

Geneticki testovi su posebno dizajnirani nasadi koji se osnivaju u relativno
homogenim okoliSnim uvjetima s ciljem analize varijabilnosti kvantitativnih fenotipskih
svojstava biljaka. Ta je fenotipska varijabilnost uvjetovana genetskom i okoliSnom
komponentom. Genetska komponenta su genetske razlike izmedu testiranih jedinki poznatog
podrijetla ili koje dijele barem jednog roditelja (maj¢insko stablo). OkoliSna komponenta su
razlike uvjetovane raznolikoS¢u okolisnih ¢imbenika (biotskih i abiotskih) u kojima su biljke
rasle. Prilagodba populacija njihovim stani$nim prilikama uvjetuje njihove genetske razlike.
Ako utjecaj okoliSne komponente svedemo na minimum, odnosno potomstvo testiramo u
priblizno jednakim uvjetima okoliSa, onda se varijabilnost pra¢enih fenotipskih svojstava
moze pripisati genetskim razlikama izmedu potomstava odnosno izmedu genetickih
¢imbenika koje testirana potomstva reprezentiraju (populacije, familije, klonovi). Tako su
geneticki testovi jedini nacin koji omogucava istrazivanja genetske uvjetovanosti fenotipske
varijabilnosti kvantitativnih svojstava kod biljaka (FALCONER i MACKAY 1996; ERIKSSON i dr.
2006; WHITE i dr. 2007).

Geneticki testovi obuhvacaju testove provenijencija, testove familija potomstva kao i

kombinaciju ovih dvaju tipova (u slucaju kada se potomstvima poznaje podrijetlo odnosno
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provenijencija i barem jedan roditelj tj. familija). Testovi provenijencija daju informacije o
geografskom obrascu adaptivne genetske varijabilnosti, koje pomazu u odredivanju dovoljnog
broja i distribucije populacija in situ metodom ocuvanja te stvaranja ex situ kolekcija
pokusnih nasada. Daju podlogu za upute o razdjelbi tzv. sjemenskih zona i smjernice o
koristenju sjemenskog materijala. Testovi potomstava u kojima biljke dijele jednog ili oba
roditelja, pogodni su za oCuvanje genetske raznolikosti (ex Situ oCuvanje), pogotovo ako
sadrzavaju veliki broj familija uzrokujuc¢i odgovarajuce prirodne populacije (WHITE i dr.
2007).

Parametri za detekciju kvantitativne genetske raznolikosti

Podaci koji se prikupe izmjerama kvantitativnih fenotipskih svojstava u genetickim
testovima najceS¢e se obraduju statistickom metodom analize varijance radi utvrdivanja
vrijednosti 1 statisticke znaCajnosti razliCitih poznatih izvora varijabilnosti. Izracunate
komponente varijance sluze za izraunavanje kvantitativnih genetickih parametara kojima se
odreduje razina unutarpopulacijske genetske raznolikosti kao i razina medupopulacijske
genetske diferencijacije. Navedeni parametri sluze kao numeri¢ka kvantifikacija razine
genetske raznolikosti za poligena fenotipska svojstva. Parametri koji se uobicajeno koriste u
tu svrhu su: nasljednost (h?) i koeficijent aditivne genetske varijabilnosti (CV,), kao parametri
kojima se opisuje razina unutarpopulacijske genetske raznolikosti, te koeficijent kvantitativne
genetske diferencijacije (Qst) kao parametar kojime se opisuje razina medupopulacijske
diferencijacije. Ovi parametri i postupci njihova izraCunavanja su detaljnije opisani u
poglavlju 2.4.3.
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1.7.2. Utvrdivanje genetske raznolikosti putem analiza DNK biljega

Geneticki biljezi predstavljaju: a) bilo koje fenotipsko svojstvo koje je determinirano
malim brojem alela koji se nasljeduju prema Mendelovim principima ili b) fragmente DNK
molekule razlicitih veli¢ina. Razlikuju se tri temeljne grupe genetickih biljega:

1. Morfoloski biljezi (tzv. Mendelovska fenotipska svojstva)

2. Biokemijski biljezi (npr. izoenzimi)

3. DNK hiljezi.

Istrazivanja genetske raznolikosti Sumskog drveca putem analize genetickih biljega u
proslosti su se temeljila isklju¢ivo na analizama biokemijskih biljega — izoenzima. Medutim,
primjena izoenzima je bila ograni¢ena njihovom relativno malom varijabilno$¢u unutar nekih
populacija. Danas se za procjenu genetske raznolikosti najviSe upotrebljavaju razliciti DNK
biljezi (usp. FINESCHI i dr. 1991; WAGNER 1992; AYAD i dr. 1995; KARP i dr. 1998 iz FRANJIC
i LIBER 2001). DNK biljezi koriste se za prou¢avanje prirodnih i udomacenih populacija kao i
okolisnih utjecaja koji djeluju na populacije svojti Sumskog drveca. Neke od vaznijih
primjena DNK biljega ukljucuju njihovu uporabu za: opis sustava razmnozavanja, razine
inbreeding-a, prostorne i vremenske obrasce genetske raznolikosti unutar populacija, opis
geografskih obrazaca genetske raznolikosti, zaklju¢ke o taksonomskim i filogenetskim
odnosima medu vrstama, procjene utjecaja gospodarenja i1 oplemenjivanja na genetsku
raznolikost Sumskog drveca, te stvaranje genetskih mapa (WHITE i dr. 2007, ERIKSSON i dfr.
2006).

1.7.2.1. Jezgrini mikrosatelitni biljezi

Mikrosateliti kao ponavljaju¢i motivi DNK molekule, varijabilnih duZzina ovisno o
jedinkama 1 vrstama, vrlo su ucinkoviti su za istraZivanje i odredivanje genetske raznolikosti
unutar 1 izmedu populacija.

Mikrosateliti su ponavljaju¢i kratki sljedovi nukleotida (1-6 pb), razli¢itog i
promjenjivog sastava. Nazivaju se jo§ SSR (engl. Simple Sequence Repeats), VNTR (engl.
Variable Number Tandem Repeats) i STR (engl. Short Tandem Repeats). Broj ponavljanja
sljedova nukleotida mikrosatelitnog lokusa obi¢no varira izmedu 5 do 40, ali je zabiljezeno i

viSe. NajceSce mikrosatelite za vecinu vrsta predstavljaju dinukleotidna ponavljanja, ali se u
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istrazivanjima koriste i tri- i tetranukleotidna ponavljanja, te ih nalazimo u sve tri vrste
genoma — jezgrinom, Kloroplastnom i mitohondrijskom. Ucestalost ponavljajucih sljedova u
genomu opcenito ovisi o njihovom sastavu i duzini, varijabilnosti, prosje¢nom broju
ponavljanja i stupnju mutacija (L1 i dr. 2002, 2004; SELKOE i TOONEN 2006).

Eukarioti nose vise ponavljajucih sljedova §to najvjerojatnije pridonosi njihovoj brzoj
mogucnosti prilagodbe novom okoliSu (MARCOTTE i dr. 1999; KAsHI i dr. 1997; KING i
SOLLER 1999; WREN i dr. 2000 iz L1 i dr. 2002). Istrazivanja otkrivaju vrlo specifi¢ne obrasce
u distribuciji razli¢itih vrsta ponavljanja (od mono- do heksanukleotida) ovisno o svojti na
razli¢itim mjestima kodirajué¢ih i nekodirajuc¢ih regija genoma. Takoder brojna kratka
ponavljanja mogla bi biti iznimno vazna zbog genomske stabilnosti (TOTH i dr. 2000; FIELD i
WiLLs 1998 iz Liidr. 2002).

Evolucijski procesi mikrosatelita kao polimorfnih isjeCaka vrlo su dinamicni,
mikrosatelitna ponavljanja (sekvence) mogu se skratiti a isto tako i produziti tokom vremena
(NAUTA i WEISSING 1996; ELLEGREN 2004). Takoder ne postoji uniformna stopa mutacija
mikrosatelita, one se razlikuju izmedu vrsta, unutar vrsta, te isto tako i izmedu lokusa i alela
(ELLEGREN 2000).

Postoje dvije glavne teorije koje nastoje objasniti pojavu visokog stupnja mutacije
jezgrinih mikrosatelita. Jedna se zasniva na rekombinaciji izmedu DNK molekula kroz
nejednaki crossing-over ili konverzijom gena (JEFFREYS i dr. 1994), a druga na greSkama pri
nastanku novih lanaca prilikom replikacije DNK molekule (LEVINSON i GUTMAN 1987). Jedan
od moZda najbitnijih faktora mutacija mikrosatelita je sama duZina ponavljanja, tj. Sto je veci
broj ponavljaju¢ih motiva mikrosateliti su polimorfniji a time se povecava i stopa mutacija
(NAUTA i1 WEISSING 1996; SCHUG i dr. 1997; PRIMMER i dr. 1998; ELLEGREN 2000; BECcK i dr.
2003; ELLEGREN 2004). Istrazivanja modelnih organizama pokazala su kako upravo greske
prilikom replikacija, pri kojima se dodatno umnozi ili ispusti odredeni kratki ponavljajuci
slijed, najvjerojatniji mehanizam nastanka mutacija duzine mikrosatelita. Takav klasican
model naziva se model postupnih mutacija (engl. Stepwise Mutation Model (SMM)) (OHTA i
KIMURA 1973 iz ELLEGREN 2000; KIMURA i OHTA 1978). Medutim, promjene u broju
ponavljanja mogu se objasniti i prvom teorijom rekombinacije DNK molekula (JARNE i
LAGODA 1996). Postoje i istrazivanja integriranih modela evolucije mikrosatelita koji uzimaju
u obzir duzZinu ponavljanja isto kao 1 supstituciju prilikom replikacija koji uzimaju Siru sliku
problema evolucije (KRUGLYAK i dr. 1998). Takoder, postoji naznaka kontrolirajuteg
mehanizma umnazZanja ponavljaju¢ih nizova mikrosatelita, s obzirom kako je vecina nizova

duga do nekoliko desetaka ponavljanja (SAMADI i dr. 1998; TAYLOR i dr. 1999). Svakako

20



cjelokupni proces mutacije mikrosatelita vrlo je kompleksan, te razli¢it i neujednacen kako

izmedu i unutar vrsta tako i izmedu pojedina¢nih lokusa i alela (ELLEGREN 2000).

1.7.2.2. Uporaba jezgrinih mikrosatelitnih biljega

Za vecinu primjena mikrosatelita u istrazivanjima mehanizam njihovih mutacija nije
kljucan, jer ne predstavlja vazan ¢imbenik u statistickoj obradi (NEIGEL 1997). Medutim kako
se analizama mikrosatelita zeli procijeniti parametre genetske udaljenosti i diferencijacije
populacija potrebni su teorijski modeli evolucije samih mikrosatelita. Proces evolucije vrlo je
sloZzen 1 nije joS u potpunosti razjasnjen, ali neke statisticke metode zahtijevaju uporabu
teoretskih modela mutacija mikrosatelita, kako bi se mogla dobiti $to jasnija slika genetske
strukture istrazivanih populacija (BALLOUX i LUGON-MOULIN 2002).

Dva su osnovna teoretska modela mutacijskog mehanizma mikrosatelita: model
neograni¢enog alela (engl. Infinite Allele Model (IAM)) (KIMURA i CROW 1964) i model
postupnih mutacija (engl. Stepwise Mutation Model (SMM)) (OHTA i KIMURA 1973 iz
ELLEGREN 2000; KIMURA i OHTA 1978).

U modelu neograni¢enog alela mutacija ¢e uvijek rezultirati novim alelom koji jo$ ne
postoji u populaciji bez obzira od kojeg broja uzastopnih ponavljanja se sastoji mikrosatelit.
Ovaj model ne razmatra moguénost homoplazije (prisustvo alela iste duzine, koji su nastali
razli¢itim evolucijskim putem), te se to u ovoj analizi ne moze razabrati. Dakle, klju¢no je da
se aleli razlikuju dok sama veli¢ina alela nije vazna. Takoder, veli¢ina te razlike ne ukazuje na
stupanj srodnosti. Statisticka metoda za racunanje genetske udaljenosti koja se koristi ovim
modelom naziva se Fst (NEI 1972 iz HARDY i dr. 2003) i detaljnije je opisana u poglavlju 2.6.

Kod Sumskog drveca istrazivanja evolucije 1 postojanosti mikrosatelita radena su
najviSe na cCetinjatama 1 to na unutarvrsnoj 1 meduvrsnoj razini. NajceS¢e se pokuSava
umnoziti mikrosatelitna regija jedne vrste kod druge, a takoder se cesto primjenjuje
medusobna usporedba sekvenciranih alela unutar populacija, te lokusa izmedu vrsta. Takoder,
o stupnju srodnosti izmedu vrsta ovisi uspjeSnost umnazanja mikrosatelita razli¢itih vrsta
(naravno pomoc¢u PCR-a). Grupa autora STEINKELLER i dr. 1997a, istrazivala je primjenjivost
izdvojenih regija (GAn) pomocu pocetnica razvijenih iz hrasta kitnjaka unutar porodice
Fagaceae, vrste iz roda Quercus, te iz rodova Fagus i Castanea. Uspjeh umnazanja pocetnica
unutar roda bilo je znacajan, no kod rodova Fagus i Castanea mogucnost primjene se

smanjila na 24 % odnosno 47 %.
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Dosadasnja brojna istrazivanja mikrosatelitnih biljega donijela su znacajan napredak
istrazivanjima stohastickih procesa u populacijama, medutim kao ve¢inom neutralni biljezi,
ne govore nam o populacijskim procesima proizaslim iz selekcije ili adaptacije. Novija
genomska istrazivanja pronalaze mikrosatelitne regije vezane uz adaptivno vazne dijelove
genoma za vazna kompleksna svojstva biljaka ili kako se jo§ nazivaju kvantitativna svojstva,
a kontroliraju ih lokusi za kvantitativna svojstva (engl. QTL-Quantitative Trait Loci). Neko
kvantitativno poligenetsko svojstvo najCeSée je kontrolirano veéim brojem gena manjeg
ucinka, no kontinuiranu distribuciju nekog kvantitativnog svojstva moze tvoriti 1 manji broj
gena s ja¢im medusobnim djelovanjem.

Kartiranje lokusa za kvantitativna svojstva postalo je moguce pojavom DNK biljega i
saturiranih genetskih karata. Ono se sastoji u izradi genetske karte i potrazi za vezom izmedu
svojstva i polimorfnih biljega (mikrosatelita). Cjelokupni proces tako detaljnih analiza sastoji
se od odabira populacije za kartiranje koji zatim ukljucuje izbor roditelja 1 odredivanje
eksperimentalnog dizajna sa njihovim potomstvom. Genetska arhitektura kvantitativnih
svojstava moze se opisati na temelju broja, genomske lokacije i ucinka QTL-a kao i
interakcije alela QTL-a unutar (dominacija) i izmedu (epistaza) lokusa, plejotropnih u¢inaka
QTL-a i interacije QTL-a i okoli$nih uvjeta (SAINTAGNE i dr. 2004; SATOVIC i dr. 2001). Kada
je rijec o hrastu luznjaku mikrosatelitne regije koje se najcesce koriste za ovu vrstu najprije su
razvijene za hrast kitnjak (STEINKELLNER i dr. 1997b) te su se zbog dobre mogucnosti
umnazanja izmedu vrsta pocele koristiti 1 kod luznjaka. Genetsko mapiranje sa nekoliko
razli¢itih markera za hrast luznjak napravili su BARRENECHE i dr. (1998), te KAMPFER i dfr.
(1998), koji se onda koriste za odredivanje QTL-a. Ovakva vrsta istrazivanja omogucuju bolji
uvid u selekcijske ili adaptacijske procese populacija raznih vrsta drveca.

Prilikom analize rezultata mikrosatelitnih biljega nailazimo na poneke poteskoce koji
uzrokuju distrakciju, te prilikom donoSenja zakljucaka treba biti oprezan. Prvi problem je
pojava tzv. nul-alela, koji predstavlja zapravo smetnje ili potpuni nedostatak umnazanja nekog
alela, a uzrokovane su supstitucijom ili insercijom baza u okolnim regijama lokusa za koje bi
se trebale vezati poCetnice. Pri razdvajanju elektroforezom heterozigot koji nosi jedan nul-alel
ne moze se razlikovati od homozigota za taj umnozeni alel. To moze dovesti do smanjenje
procjene promatrane heterozigitnosti u odnosu na ocekivanu, prema Hardy-Weinbergovim
uvjetima ravnoteze. Indetifikacija nul-alela moguca je pomocu analize segregacije u
familijama punih srodnika. Ukoliko se potvrdi pojava takvih alela, odredene lokusa potrebno
je iskljuciti iz viSe-lokusnih analiza. Stoga je analiza nasljedivanja i segregacije kljuCan

element ocjenjivanja upotrebljivosti mikrosatelita u analizama populacija (GILLET 1999).
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Sljedeci problem je vezan uz Taq polimerazu i pogresku koju moze napraviti prilikom
umnazanja mikrosatelitnog ulomka, te tako stvoriti poteskoce pri odredivanju stvarne duzine
alela. Greska se moze dogoditi zbog pojave visestrukih umnozenih ulomaka na temelju istog
predloska DNK, te zbog pogresaka pri polimerizaciji, ovisno o vrsti elektroforeze nastajanje
tzv. stutter bendova, koji su opcenito kra¢i od alela koji umnazamo. Medutim, napretkom
tehnologije i pove¢anjem preciznosti polimeraza, te moguénosti ponavljanja analiza znac¢ajno
se smanjuje utjecaj ovakvih pogresaka na rezultate.

Iako pomocu varijabilnosti mikrosatelita odredujemo genetsku diferencijaciju,
ponekad hipervarijabilnost mikrosatelita ne pruza prednost. Ulomci mikrosatelita iste duzine
ne moraju poticati iz iste nasljedne linije, odnosno ne nastaju istim evolucijskim putem. Ta
pojava naziva se homoplazija, te moze utjecati na tocnost procjene genetskih parametara po
svim spomenutim modelima. Povecanjem stupnja mutacije 1 vremenom odvajanja od
zajednickog pretka povecava se i stupanj homoplazije (ESTOUP i CORNUET 1999). Moguénost
ove pojave dodatno povecavaju i potencijalni mehanizmi selekcije koji ogranic¢avaju raspon
mogucih alela. Homoplazija tako dovodi do podcjenjivanja unutarpopulacijskih podjela
(subpopulacijske podijele) i genetske diferencijacije izmedu populacija i vrsta. Utjecaj
homoplazije prouc¢avan je i kod roda Quercus, usporednim sekvenciranjem mirosatelitnih
lokusa (biljeg ssrQpZAGY, STEINKELLNER i dr. 1997b) na pet vrsta hrastova iz dvije sekcije
Robur i Cerris. Neke od mjera genetske udaljenosti, utemeljene na SSM-u, uzimaju u obzir
homoplaziju (GOLDSTEIN i dr. 1995a; GOLDSTEIN i dr. 1995b; SLATKIN 1995; ROUSSET 1996;
FELDMAN i dr. 1997; EsTour i dr. 2002).

1.7.2.3. Kloroplastni mikrosatelitni biljezi (cpSSR)

Kako se kloroplasti nasljeduju od jednog roditelja, te imaju nizak stupanj mutacija
ponekad ne otkrivaju varijabilnost populacija. Medutim, jednostavni varijabilni ponavljajuéi
sljedovi unutar genoma kloroplasta, ili kako se jo§ u literaturi nazivaju kloroplastni
mikrosateliti (engl. chloroplast Short Sequence Repeat — cpSSR) pokazuju visok nivo
unutarpopulacijske varijabinosti. Prvi su kloroplastne mikrosatelite opisali POWELL i dr. 1995,
te su od tada nasli Siroku primjenu u populacijskoj genetici.

Kod kritosjemenjaca se kloroplasti, a tako i kloroplastni mikrosateliti, ve¢inom
nasljeduju po majc¢inskoj liniji, Sto znaci kako se rasprostiru 1 u nove generacije prenose

sjemenom. Ovakvo nasljedivanje uvelike pridonosi istrazivanjima postglacijalnih
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migracijskih puteva, odnosno rekolonizacijskih puteva vrsta nakon zadnje oledbe (PETIT i dr.
1997). Maj¢insko je nasljedivanje testirano i potvrdeno kod obi¢ne bukve (Fagus sylvatica)
(DEMESURE i dr. 1996), hrasta luznjaka (Quercus robur) (DUMOLIN i dr. 1992), te jasena
(MORAND-PRIEUR i dr. 2002), topole (RAJIORA i DANCIK 1992) itd.

Kloroplastni mikrosateliti kao i jezgrini, izdvojeni za odredenu vrstu primjenjuju se
takoder za analize kod srodnika. Potpuno sekvenciranje kloroplastnog genoma nekih vrsta
(npr. Arabidopsis thaliana, Glycine soja, Nicotiana tabacum, Ozyza sativa, Pinus thunbergii,
Zea mays) kao 1 djelomine sekvence omogucilo je identifikaciju mnoStva motiva
mikrosatelita (PROVAN i dr. 1999, 2001), te je tako njihova primjena postala vrlo rasirena. Oko
96 % sacinjavaju mononukleotidna ponavljanja (A/T), oko 1,2 % (G/C), a oko 2,8 % otpada
na ponavljanja di- (AT i GC), odnosno trinukleotida (ATT).

Biljezi dobiveni iz kloroplastnog genoma su vrlo dobro ocuvani, odnosno imaju vrlo
nisku stopu mutacija, za razliku od jezgrinih biljega. Stoga biljezi razvijeni iz kloroplasta
mogu se primjenjivati kod evolucijski daleko udaljenih vrsta. Zanimljivo je kako su
TABERLET i dr. (1991), razvili biljege iz nekodirajucih dijelova kloroplastnih genoma duhana,
rize 1 mahovine koje su primijenili na razne vrste ali i rodove (Algae, Bryophytes,
Pteridophytes, Gymnosperms, Angiosperms). Umnazanje biljega izvan vrste kod koje su
pronadeni (kros-amplifikacija) omogucilo je o¢uvan poredak nukleotida unutar genoma, te
sami polozaj mikrosatelita. Kros-amplifikacija primijenjena je i kod roda Quercus
(DEGUILLOUX i dr. 2003, 2004).

WEISING i GARNNER (1999), na osnovu sekvenci kloroplastnog genoma duhana
(Nicotiana tabacum) dizajnirali su set od 10 univerzalnih pocetnica mononukleotidnih
ponavljanja. Sa Sest biljega uspjesno su proizveli ulomke kod 30-ak vrsta Sumskog drveca iz
10 razli¢itih porodica. Podaci sekvenciranih ulomaka ukazuju na: 1) nizovi mikrosatelita
op¢enito su prisutni kod umnozenih ulomaka svih vrsta, II) neki mikrosateliti su kra¢i (< 8
baza) i prekinuti, III) mikrosateliti sa savrSenim nizom ponavljanja su 1 najpolimorfniji, a
varijabilnost se uglavnom sastoji u njihovom razli¢itom broju, IV) mikrosateliti koji kod
nekih vrsta pokazuju monomorfnost uglavhom su prekinuti, s kratkim (A/T) i/ili (G/C)
nizovima. DEGUILLOUX i dr. (2004) pokazali su ovisnost polimorfnosti cpSSR biljega o duzini
alela. Najve¢u unutar- i meduvrsnu varijabilnost pokazao je biljeg Ccmp 10 iz seta
univerzalnih biljega amplificiran kod 15-ak Sumskih vrsta (izmedu ostalih Quercus petraea i
Q. pubescens) predstavljen dugackim neprekinutim nizom mononukleotida (A/T)
(VENDRAMIN i dr. 2004).
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Moguénost kros-amplifikacije izmedu vrsta ¢ini kloroplasne mikrosetelite vrlo
privlaénom metodom analize kod novih vrsta, dok su jezgrini mikrosateliti uglavnom

ograniceni za uporabu kod blisko srodnih vrsta.

1.7.2.4. Uporaba kloroplastnih mikrosatelita

Zbog svoje ocuvanosti i relativno niske raznolikosti kloroplastni mikrosateliti nisu
osobito informativni za analize na razini jedinki, te takoder iste ili vrlo bliske haplotipove
mozemo ocekivati 1 kod grupa jedinki ili populacija istog podrijetla.

Mnoga su istrazivanja o raspodjeli raznolikosti mikrosatelita unutar 1 izmedu
populacija, tu je primjena kloroplastnih mikrosatelita puno Sira. Rezultati se uglavnom odnose
na ucinke stohasti¢kog protoka gena putem peluda (Cetinjace) ili sjemena (kritosjemenjace), a
ovise o pretpostavci neutralnosti cpSSR biljega. Kod cetinjaca ovi biljezi su vrlo slabi
pokazatelji diferencijacije populacija zbog oprasivanja vjetrom na vece udaljenosti, o¢inskog
nasljeda kloroplastnih mikrosatelita, odnosno protoka gena peludom, $to je potpuno suprotno
od analiza majc¢inski nasljedivanih biljega kod vrsta teskog sjemena.

Dakle, kod kritosjemenjac¢a raspodjela haplotipske kloroplastne raznolikosti je
potpuno drugacija. Zbog majcinskog nasljedivanja, ve¢ina raznolikosti rasporedena je izmedu
populacija. Analiza populacija obi¢nog jasena (Fraxinus excelsior), pomocu Sest kloroplastnih
mikrosatelita otkrilo je Gsr vrijednost oko 89 % (HEUERTZ i dr. 2004). Raspodjela haplotipova
odrazava migracijsku povijest razli¢itih vrsta (postglacijalna rekolonizacija), §to je potvrdeno
i znacajnim preklapanjem sa podacima analiza jezgrinih mikrosatelita (HEUERTZ i dr. 2003).
Kod biljaka laganog sjemena (okriljenog ili kunadrastog) koji se rasprostire vjetrom, Gst
vrijednosti se spustaju i ispod 10 % (npr. Populus tremula, SALVINI i dr. 2001), dok se kod
vrsta teSkog sjemena koje se Siri pomocu gravitacije ili Zivotinja Gsr vrijednosti penju preko
80% (HEUERTZ i dr. 2003; HEUERTZ i dr. 2004). Tako nacdin prilagodbe vrsta, nacin
rasprostiranja sjemena ima klju¢nu ulogu u oblikovanju raspodjele raznolikosti, analizirajuci
ih kloroplastnim biljezima.

Kloroplastni mikrosateliti su izmedu nekih vrsta pokazali znafajnu sposobnost
razlikovanja. Tako je npr. ustanovljeno kako vrste Fagus sylvatica i F. orientalis ne dijele
haplotipove (GAILING i VON WUEHLISCH 2004), dok su u slucaju hrastova Quercus robur i Q.
petraea pronadeni isti haplotipovi cpSSR, S§to prema miSljenju autora upucuje na cCestu
hibridizaciju (DEGUILLOUX i dr. 2004). U prirodnoj sastojini u kojoj se mijeSaju Cetiri vrste

hrasta (Q. robur, Q. petraea, Q. frainetto i Q. pubescens) ustanovljena su Cetiri haplotipa.

25



Iako su tri haplotipa prisutna kod svih vrsta uCestalost haplotipova medu vrstama ukazuju na
znadajnu diferencijaciju i mali stupanj hibridizacije. Cetvrti haplotip bio je veéinski za Q.

robur, te nije bio prisutan kod drugih vrsta (CuRTU i dr. 2007).

1.7.2.5. Zaklju¢no o mikrosatelitnim biljezima

Odgovore na mnoga pitanja u Sumarskoj genetici omogucila je Siroka primjena
mikrosatelita. Obje kategorije, i jezgrini i kloroplastni mikrosateliti daju odgovore o genetskoj
raznolikosti, a daljnjim razvitkom njihova primjena ¢e se jo$ prosiriti. Ovakvi biljezi razlicitih
znaCajki, stupnja mutacije i strukture mogu se primijeniti na razotkrivanje evolucijskih
procesa na raznim vremenskim, kao i prostornim razinama. Razvoj genomike dovodi do
otkrivanja sve veceg broja mikrosatelita i njihovog povezivanja sa genomskim regijama za
odredena svojstva od interesa (SCOTTTI-SAINTAGNE i dr. 2004; PORTH i dr. 2005; PARELLE i
dr. 2007; BRENDEL i dr. 2008; DERORY i dr. 2010).

Osim u svrhu istraZivanja, primjena mikrosatelita moZe koristit i u praksi za
utvrdivanje podrijetla sjemenskog i drvnog materijala (DEGUILLOUX i dr. 2003a), $to
omogucuje kontrolu prometa Sumskim reprodukcijskim materijalom, ali i borbu protiv

ilegalne sjece.

1.8. Osnovni principi o¢uvanja genetske raznolikosti

Pritisci na prirodne ekosustave i pojedine biljne vrste poput degradacije stanista,
onecis¢enja tla, vode i zraka, prekomjernog iskoristavanja pojedinih vrjednijih vrsta Sumskog
drveca, djelovanja globalnih klimatskih promjena, dovode u pitanje stabilnost 1 opstanak
Suma. DanasSnje nagle i sve stresnije promjene ekoloskih prilika negativno utjecu na Sumske
vrste drveca, dok prirodni ¢imbenici evolucije djeluju 'vrlo sporo’' u smislu njihovog
prilagodavanja novonastalim prilikama. Genetska raznolikost je vrlo vazan temel]
prilagodbenog potencijala (prilagodljivosti) Sumskih svojti drve¢a u promjenjivim uvjetima
okoliSa. Stoga smisSljeno djelovanje Covjeka u smjeru ocCuvanja genetske raznolikosti i
pravilnog koristenja Sumskog reprodukcijskog materijala (SRM) poprima sve veéi znadaj.

Proces ocuvanja genetske raznolikosti sastoji se od tri glavne komponente: definiranja
ciljeva, poznavanja genetske raznolikosti populacija i primjene metoda oCuvanja. Najvazniji

ciljevi su zaStita potencijala vrsta za prilagodavanje, te ocCuvanje sadaSnje genetske
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konstitucije populacija. Metode oCuvanja moraju biti osmisljene tako da omoguce ciljanoj
vrsti adekvatan odgovor na bilo kakve promjene u okolisu. Medutim za vecinu ciljanih vrsta
nam upravo nedostaje znanje o njihovoj genetskoj raznolikosti i strukturi, te su takva
istrazivanja od klju¢nog znacaja (ERIKSSON i dr. 2006).

Ocuvanje genetske raznolikosti u danasSnjim uvjetima i moguénostima provodi se na

dva osnovna nadina: in Situ i ex situ metodama.

1.8.1. In situ metoda o¢uvanja genetske raznolikosti

Prvi nacin o¢uvanja genetske raznolikosti provodi se in situ metodom odnosno na licu
mjesta (u prirodnom stani$tu). In situ ofuvanje gena zna¢i oCuvanje populacija Sumskog
drve¢a u njihovim prirodnim staniStima, s njihovim biljnim zajednicama, zivotinjama i
mikroorganizmima te s moguénoS¢u nastavka njihove evolucije na tim staniStima. Metoda
omogucuje odrzavanje cijelih ekosustava ako su podru¢ja uklju¢ena u ocuvanje dovoljno
velika (ERIKSSON i dr. 2006; WHITE i dr. 2007; BALLIAN i KAJBA 2011.).

Ocuvanje populacija u njihovim prirodnim stani§tima uvjet je ocuvanja sadasnje
genetske konstitucije populacija koja je temelj prilagodbe jedinki uvjetima koji danas vladaju
u okolisu. Medutim interakcijom ¢imbenika evolucije ostvaruje se prilagodba populacija na
novonastale uvjete. Izdvajanjem 1 zastitom kvalitetnih Sumskih kompleksa ujedno se 1 cuva
bogatstvo njihovih gena i potencijal vrste za prilagodbu izmijenjenim uvjetima okolisa.
Ovakav vid selekcije i oCuvanja in situ metodom priprema je za sljedec¢i korak ocuvanja tzv.
ex situ metodom. Genetska kvaliteta Sumskog reprodukcijskog materijala presudna je za
daljnju selekciju 1 osnivanje kvalitetnih nasada kao slijede¢eg koraka u procesima o€uvanja

genetske raznolikosti i oplemenjivanja vrsta.

1.8.2. Ex situ metoda ofuvanja genetske raznolikosti

Drugi na¢in o¢uvanja genetske raznolikosti provodi se ex Situ metodom. Ova metoda
ukljucuje osnivanje nasada (plantaza) kao i Cuvanje genetskog materijala u kontroliranim

uvjetima koji obuhvacaju razlicite tipove tzv. genetskih banaka i sjemenskih Stedionica.
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e Nasadi se mogu podijeliti u dvije skupine (WHITE i dr. 2007):
a) Prvu skupinu ¢ine sjemenski objekti kao $to su:
- klonske i generativne sjemenske plantaze
- zivi arhivi
b) Drugu skupinu ¢ine geneti¢ki testovi:
- testovi provenijencija
- testovi potomstava (familija punih srodnika ili familija polu srodnika)
- klonski testovi.
e Banke za ¢uvanje genetskog materijala dijele se ovisno o vrsti materijala koji je u njima
pohranjen na:
a) DNK banke

b) sjemenske banke.

Ex situ metoda o¢uvanja genetske raznolikosti podrazumijeva oCuvanje vrsta Sumskog
drveca izvan njihovog prirodnog staniSta, te se najce$¢e primjenjuje usporedno s in situ
metodom. Eksperimentalni nasadi - pokusi provenijencija, testovi potomstava i klonski testovi
osim u svrhu istrazivanja sluze i za oCuvanje genetske raznolikosti, zajedno s bankama
sjemena, peluda i biljnog tkiva (ERIKSSON i dr. 2006; WHITE i dr. 2007; BALLIAN i KAJBA
2011).

1.9. Genetska raznolikost hrasta luznjaka — dosadasnje spoznaje

Kod hrasta luznjaka postoji izrazita asimetri¢nost protoka gena peludom u usporedbi
sa sjemenom, jer se opraSivanje kod ove vrste provodi vjetrom, dok se relativno krupno i
teSko sjeme na vece udaljenosti moZe prenijeti uglavnom posredstvom zivotinja (najvise
ptica) ili covjeka. Istrazivanja su pokazala kako je migracija peludom otprilike 200 puta jaca
nego migracija sjemenom (PETIT i dr. 1993 iz STREIFF i dr. 1998; ZENETTO i dr. 1994; PETIT i
dr. 2002a, 2002b). Razlika se manifestira kroz slabu diferencijaciju populacija za jezgrine
biparentalno naslijedene biljege, dok je istodobno diferencijacija za citoplazmatske, majcinski
naslijedene (u slucaju listaca kloroplastne) biljege izrazita. Ograni¢ena migracija sjemenom
prouzrocila je najvjerojatnije nastanak prostornih obrazaca, ali su oni pretpostavlja se uvelike

ponisteni konstantnim jakim protokom gena pomocu peluda.
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Istrazivanje skupine autora (KREMER i dr. 2002) o korelaciji raznolikosti kloroplastnih
biljega sa raznolikoS¢u jezgrinih molekularnih biljega i kvantitativnih svojstava, pokazali su
potpunu nepovezanost majcinskih linija sa kvantitativnim svojstvima, ali i postojanje
odredene povezanosti sa alozimskim frekvencijama. Tako su doneseni neki zakljucci o
vaznosti uloge migracijskih kretanja nakon glacijacije 1 selekcije u postojecoj genetskoj
raznolikosti europskih listopadnih hrastova: 1) Tijekom zadnjeg perioda glacijacije listopadni
hrastovi su vjerojatno bili ograniCeni na tri glavna pribjeziSta (Pirinejsko, Apeninsko i
Balkansko), pri ¢emu su se genetski izdiferencirali jezgrini 1 kloroplastni geni. II) Pri kraju
perioda glacijacije listopadni hrastovi migriraju prema sjeveru, pri ¢emu se¢ uspostavlja
prostorni obrazac raspodjele kloroplastnih gena koji ostaje skoro u potpunosti o¢uvan do
danasnjih dana. III) Kako hrastovi osvajaju srednje i sjeverne dijelove Europe, komunikacija
izmedu sastojina iz zapadnih odnosno isto¢nih pribjeziSta uspostavlja se migracijom peludi,
Sto dovodi do postepenog gubitka izvorne diferencijacije jezgrinith gena. Pri tome
diferencijacija kloroplastnih gena uspostavljena za vrijeme kolonizacije ostaje priblizno
jednaka. 1V) Lokalni selekcijski pritisci koji djeluju na uspostavljene populacije postepeno
dovode do povecanja genetske diferencijacije za kvantitativna svojstva, a sadaSnji obrasci
potpuno su drugaciji od onih neposredno nakon kolonizacije. Tijekom cijelog tog razdoblja
kloroplastna raznolikost ostaje ocCuvana, te se postepeno gubi svaka njezina veza sa
kvantitativnim svojstvima, a ostaje eventualna slaba povezanost sa jezgrinim genetskim
biljezima ¢ija je raznolikost manje uvjetovana selekcijom.

Bitno je naglasiti kako studija (KREMER i PETIT 1993) na vecini vrsta iz roda Quercus,
pa tako 1 hrastu luznjaku, pokazuje kako je vecina raznolikosti nuklearnih gena distribuirana
unutar populacija, cak 74 %.

Istrazivanjima jezgrinih mikrosatelita kod neprekinutih kompleksa Suma hrasta
kitnjaka utvrdena je velika unutarpopulacijska varijabilnost naspram male medupopulacijske
diferencijacije, te slaba prostorna struktura populacija na ve¢im udaljenostima (ALBERTO i dr.
2010). Slican obrazac genetske raznolikosti na temelju analize jezgrinih mikrosatelita moze se
ocekivati 1 kod hrasta luznjaka. Kod fragmentiranih populacija sa sustavnim antropogenim
utjecajem, medupopulacijska diferencijacija je znacajna, premda niza od unutarpopulacijske
varijabilnosti (BALLIAN i dr. 2010).

Prvi znacajniji radovi na upoznavanju i ocuvanju genetske raznolikosti hrasta luznjaka
u Hrvatskoj zapoceli su sredinom 1950-tih kategorizacijom Sumskog reprodukcijskog
materijala (SRM) i kategoriziranjem $uma, te razdjelbom $uma na sjemenske jedinice (SAFAR

1958). Nakon toga uslijedio je izbor najboljih sastojina na temelju fenotipskog izgleda, te
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istrazivanja raznolikosti svojstava populacija hrasta luznjaka u pokusima provenijencija
(GRACAN 1996). Dosadasnja istrazivanja morfoloske i fizioloske varijabilnosti luznjaka
ukazuju na genetsku diferencijaciju populacija (FRANJIC 1993a, 1994, 1996a, iz FRANJIC i
SKVORC 2001; FRANJIC 1993; FRANJIC 1996; GRACAN i dr. 1991; KRSTINIC 1996; PERIC i dr.
2000; BOGDAN i dr. 2004). Sva istrazivanja slazu se s postojanjem genetske diferencijacije
populacija hrasta luznjaka u Hrvatskoj, medutim rezultati o obrascu genetske diferencijacije
nisu ujednaceni. S jedne strane, veéi dio autora zakljuio je da medupopulacijska
diferencijacija nije odgovarala geografskom obrascu, ve¢ da utvrdeni karakter diferencijacije
ukazuje na ekotipski obrazac genetskih razlika izmedu provenijencija, koji podrazumijeva
diferencijaciju s obzirom na sli¢ne okoliSne uvjete koji vladaju u pojedinim sastojinama
(FRANJIC 1994; FRANJIC 1996; FRANJIC 1996a; FRANJIC i SKVORC 2001; BOGDAN i dr. 2009;
IVANKOVIC i dr. 2011). S druge strane, neka istrazivanja ukazala su na geografsku
diferencijaciju odnosno razlike izmedu sjemenskih zona (ROTH 2003; KRSTINIC i dr. 1996).

Istrazivanja varijabilnosti razli¢itih morfoloskih i fizioloskih svojstava hrasta luznjaka
u Hrvatskoj do sada su se bazirala na prirodnim populacijama, kao i na dizajniranim
genetickim testovima osnovanim s potomstvom iz prirodnih populacija. Provedena
istrazivanja ukazala su na postojanje visokog nivoa varijabilnosti za analizirana fenotipska
svojstva, kako izmedu provenijencija tako i unutar svake (GRACAN i dr. 1991; TRINAJSTIC |
KRSTINIC 1993; PERIC i dr. 2000; BOGDAN i dr. 2004). Najvisi nivo genetske varijabilnosti
hrasta luznjaka za izabrana morfoloska svojstva utvrden je izmedu jedinki unutar populacija
prema radu BOGDAN i dr. (2004), medutim potrebno je naglasiti kako se ovdje radilo o malom
broju populacija s malog geografskog podrucja. Takoder se u istrazivanju IVANKOVIC i dr.
(2011) pokazalo kako se razina varijabilnosti morfoloskih svojstava plodova smanjuje sa
veli¢inom istraZivanog prostora, $to znaci kako su najvece razlike utvrdene izmedu jedinki
unutar provenijencija, manje izmedu provenijencija, dok razlike izmedu sjemenskih zona nisu
bile znacajne. Medutim, iako se razina varijabilnosti smanjivala s veli¢inom prostora prvim su
rezultatima istraZivanja genetske raznolikosti u testu potomstva iz sjemenskih sastojina u
Hrvatskoj utvrdene statisti¢ki znacajne razlike koje jasno ukazuju na genetsku diferencijaciju
izmedu provenijencija (BOGDAN i dr. 2009; IVANKOVIC i dr. 2011; PopovIC i dr. 2014).

Prvi geneticki test lokalnih hrvatskih provenijencija osnovan je 1988. godine (GRACAN
I DR. 1991). Posljednjih dvadesetak godina istrazivanja varijabilnosti morfoloskih i fizioloskih
svojstava hrasta luznjaka ukazuju kako postoji vrlo izrazena varijabilnost spomenutih
svojstava medu lokalnim populacijama i unutar svake populacije (FRANJIC 1993a, 1994,

19964, iz FRANJIC i SKVORC 2001; FRANJIC 1993; FRANJIC 1996, GRACAN 1996). Izrazena
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varijabilnost edafskih i hidroloskih uvjeta stanista na kojima dolazi hrast luznjak, dovodi do
izdiferenciranosti populacija i do izrazene varijabilnosti morfoloskih i fizioloskih svojstava
(KLEINSCHMIT 1993; KRSTINIC 1996; KRSTINIC i dr. 1996). Istrazivanjima morfoloskih
karakteristika hrasta luznjaka dobiven je oblik razdvajanja provenijencija udruzivanjem u
klastere. Pretpostavke su takvih istrazivanja da je razliCita genotipska struktura svake
ekoloskih  mikroklimatski uvjeta, geografski udaljenijih, kao npr. podravske i
zapadnoposavske, moze se tvrditi kako su ba$ ekoloski uvjeti od presudnog znacaja za
njihovu diferencijaciju (FARNJIC 1996a iz FRANJIC i SKVORC 2001, FRANJIC 1996).

PERIC 1 dr. (2000) prate fenologiju listanja provenijencija hrasta luznjaka u pokusnom
nasadu 'Gajno', u sedam faza, od jo$ zatvorenih pupova do potpuno razvijenih listova
ukazuju¢i na genetsku varijabilnost s obzirom na razli¢itu dinamiku listanja provenijencija.
Kod hrasta luznjaka pocetak otvaranja pupova je pod velikom genetskom kontrolom
(StoskoviC 1991 iz FRANJIC i dr. 2011) Sto omogucuje istrazivanje genetske diferencijacije
populacija hrasta luznjaka na temelju pra¢enja ovog svojstva.

Istrazivanje genetske varijabilnosti na temelju svojstava rasta u testu potomstva od 21
plus stabla hrasta luZznjaka sa sredi$njeg podrué¢ja doline rijeke Drave (BOGDAN i dr. 2004),
pokazalo je da nema statistiCki znacajne razlike za istrazivana svojstva visine i prsnog
promjera izmedu populacija, medutim utvrdena je statistiCki znafajna unutarpopulacijska
varijabilnost.

Prvi rezultati istrazivanja genetske raznolikosti na temelju kvantitativnih fenotipskih
svojstava u testu potomstva iz sjemenskih sastojina u Hrvatskoj, pokazali su statisti¢ki
znacajne razlike koje jasno ukazuju na genetsku diferencijaciju izmedu populacija (BOGDAN i
dr. 2009; IvANKOVIC i dr. 2011; PopoviC i dr. 2014), medutim medupopulacijska
diferencijacija nije odgovarala geografskom obrascu. lako neka prijasnja istrazivanja ukazuju
na geografsku diferencijaciju 1 diferencijaciju izmedu sjemenskih zona hrasta luznjaka (ROTH
1999; ROTH 2003; KRSTINIC i dr. 1996), utvrdeni karakter diferencijacije istrazivanja BOGDAN
i dr. (2009), IVANKOVIC i dr. (2011), te PopoviC i dr. (2014) ukazuje na ekotipski obrazac
genetskih razlika izmedu populacija, koji podrazumijeva diferencijaciju s obzirom na slicne
okoli$ne uvjete koji vladaju u pojedinim sastojinama.

Diferencijacija populacija 1 adaptivna genetska varijabilnost hrasta luZnjaka
istrazivana je u genetickom testu Koska za kvantitativna svojstva visinskog rasta i prezivljenja
u dobi od 6 godina (BOGDAN i dr. 2016, u tisku). Pokusni nasad bio je izlozen dvogodisnjoj

susi, te su upravo ti uvjeti posluzili za istrazivanja moguénosti prilagodljivosti populacija,
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procjeni ukupne unutarpopulacijske varijabilnosti 1 nasljednosti, te medupopulacijske
diferencijacije. Upravo o adaptivnoj genetskoj varijabilnosti ovisi kapacitet populacija za
prilagodbu putem prirodne selekcije. Za kvantitativna svojstva odredena je nasljednost koja
procjenjuje stupanj sli¢nosti izmedu srodnika za doticno svojstvo, preko odnosa ukupne
(fenotipske) varijance i aditivne genetske varijance. Nasljednost istrazivanih svojstava
uglavnom je bila niska. Koeficijent aditivne genetske varijacije (CV,), parametar procjene
unutarpopulacijske raznolikosti, ujedno i pokazatelj potencijala populacija za adaptaciju
takoder je bio relativno nizak. Moguce je, kako Hrvatske populacije posjeduju nizi stupanj
unutarpopulacijske varijabilnosti od litvanskih populacija hrasta luznjaka istrazivanih u istoj
dobi (BALIUCKAS 1 PLIURA 2003, 2008). Medutim, CVa kao mjera varijabilnosti
standardizirana je aritmetiCkom sredinom za odredeno fenotipsko svojstvo, te time snazno
ovisi o okolisnim uvjetima koji vladaju u pokusnim nasadima (BALIUCKAS i PLIURA 2003,
2008), te je moguce kako su ekstremni susni uvjeti u testu KoSka uzrokovali razlike u
varijabilnosti izmedu hrvatskih i litvanskih populacija. Diferencijacija izmedu populacija
pokazala se kao statistiCki znaCajna, a izraCunat parametar kvantitativne genetske
diferencijacije (Qst) takoder ukazuje na medupopulacijsku diferencijaciju. Analiza
medupopulacijskih razlika razdvojila je populacije u dva klastera s obzirom na Hargreaves-
ovu referentnu evapotranspiraciju, odnosno s obzirom na humidnost stanista iz kojih potjecu
populacije. Populacije iz humidnijih stanista imale su u prosjeku manje visine kao i slabije
prezivljenje, dok je kod populacija iz suSih staniSta situacija bila obrnuta. lako se pokazalo
kako populacije posjeduju nisku genetsku varijabilnost za oba svojstva, uocena genetska
diferencijacija najvjerojatnije je uzrok utjecaja prirodne selekcije s obzirom na dostupnu viagu
unutar stanista, te upucuje na ekotipski obrazac diferencijacije (BOGDAN i dr. 2016, u tisku).

Molekularnih istrazivanja na hrastu luznjaku kod nas je vrlo malo (ZOLDOS i dr. 1995,
1995a iz FRANJIC i SKVORC 2001; BESENDORFER i dr. 1996; SLADE 1999, 2001; SLADE i dfr.
2007; KATICIC BOGDAN 2012).

ZoLDOS i dr. (1995) i BESENDORFER i dr. (1996) istrazuju primjenjivost citogenetskih i
biokemijskih analiza u utvrdivanju oSte¢enja Suma hrasta luznjaka. Pokazalo se kako su dobri
biokemijski bioindikatori stresa spavajuci pupovi i mladi listovi biljaka koji zbog stabilnosti u
ekspresiji, te zbog razlika u koli¢inama izoenzima peroksidaze upucuju na neke vrste
oStecenja. Usporedbe populacija iz Hrvatske 1 Francuske, unato¢ velikoj udaljenosti i razlici
ekoloskih uvjeta u kojima obitavaju populacije pokazale su uniformne DNK vrijednosti

(ZoLDoOS i dr. 1998).
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SLADE (2001) je proveo analize kloroplastne DNK populacija hrasta luznjaka i ostalih
vrsta hrastova u Hrvatskoj grupe Quercus sensu stricto, te ustanovio puteve postglacijalne
kolonizacije vrsta iz pribjezista. Raznolikost izmedu populacija hrastova bila je 67 % za
kloroplastne biljege, te je pronadeno pet haplotipova koji dolaze na podrucju Hrvatske.

Istrazivanje polimorfizma sekcije bijelih hrastova na podrucju Balkana, od Hrvatske
do Albanije i Makedonije, pomoc¢u klorplastnih DNK mikrosatelita, pokazalo je kako hrast
luznjak na tom podrucju ima najmanju genetsku diferencijaciju populacija s obzirom na druge
istrazivane vrste hrastova. Zbog visoke ekonomske vrijednosti, hrast luznjak je pod najve¢im
antropogenim utjecajem, Sto podrazumijeva intenzivno gospodarenje i umjetnu obnovu
sastojina gdje je potrebno. Tako se umjetnom migracijom gena, povecava unutarpopulacijska
raznolikost, a smanjuje diferencijacija izmedu populacija (SLADE i dr. 2007).

KATICIC BOGDAN (2012) pomocu jezgrinih i kloroplastnih mikrosatelita istrazivala je
genetsku raznolikost hrasta luznjaka u klonskim sjemenskim plantazama podrijetlom iz tri
sjemenske regije. Analiza jezgrinih mikrosatelita koji se nasljeduju od oba roditelja, pokazala
je kako razlika izmedu tri regije nije statisticki znacajna, $to ukazuje na postojanje migracije
gena izmedu regija, zbog protoka gena peludom odnosno oprasivanja vjetrom na vece
udaljenosti. Analiza kloroplastnih mikrosatelita koji se nasljeduju samo od majke, utvrdena je
znacajna diferencijacija izmedu regija, i izdvojene su majéinske linije, koje potvrduju
rekolonizacijske puteve iz pribjezista prethodnih istrazivanja.

U susjednoj BiH BALLIAN i dr. (2010) proveo je istrazivanje u 12 prirodnih populacija
hrasta luZznjaka pomocu jezgrinih mikrosatelita. Utvrdena je visoka unutarpopulacijska
raznolikost (92,49 % razlikovnost izmedu individua), i statisti¢ki znacajna medupopulacijska
diferencijacija, medutim utvrden je 1 veéi stupanj kriZzanja u srodstvu zbog izoliranosti
populacija §to moZe dovesti do negativnih posljedica smanjenja raznolikosti gena u sljede¢im
generacijama i pojavu tzv. inbreeding depresije.

U pregledu KREMER i PETIT (1993) nuklearna unutarpopulacijska genetska raznolikost
za hrast luznjak pokazala se viSom (0,267), S§to je objaSnjeno Sirokim arealom
rasprostranjenosti, dok su vrste s ograni¢enim arealom imale niZzu genetsku raznolikost.

Na sjevernoj granici rasprostranjenosti u Finskoj populacije hrasta luznjaka su
marginalne. Pomo¢u enzima odredena je genetska diferencijacija izmedu populacija od 5,5 %,
Sto je neSto niZe od ostalih istraZivanja, upucujuci na marginalu izoliranost populacija 1 slabiji

protok gena nego u populacijama sa §irim podru¢jem rasprostranjenja (MATTILA i dr. 1994).
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Usporedba dvaju populacija hrasta luznjaka u Njemackoj, takoder je pokazala
znaCajnu unutarpopulacijsku raznolikost, dok medupopulacijska diferencijacija nije bila
statisticki znacajna (DEGEN i dr. 1999).

LAXER i dr. (2000) istrazivali su genetsku raznolikost potomstva preko peludnih
donatora. Genetska raznolikost bila je znacajna, a mikrosatelitni markeri su ukazali kako u
populaciji gotovo nije bilo kriZzanja u srodstvu. Uz to, odredeni su mikrosateliti koji su vezani
zajedno na genskoj karti hrasta luznjaka, te tako usko povezani markeri mogu s visokom
sigurnoS¢u odrediti broj donatora polena, a time i pretpostaviti razinu genetske raznolikosti
potomstva.

Populacije hrastova srediSnje i isto¢ne Europe po parametrima raznolikosti i
diferencijacije ne razlikuju se od ostatka Europe. Istrazivanja izoenzimima pokazala su kako
se veca raznolikost nalazi unutar populacija u regijama, dok je raznolikost izmedu regija
manja (GOMORY i dr. 2001).

Genetska diferencijacija populacija Sumskih svojti ovisi i o primijenjenoj vrsti
genetskih biljega i nacinu mjerenja i procjene genetske diferencijacije. Permutacija analiza
otkriva kako broj populacija i broj uzoraka unutar populacije, odnosno razina varijabilnosti,
utjecu na veli¢inu diferencijacije izmedu populacija. Ova matematicka metoda opovrgava
op¢eprihvaceno misljenje kako su mali stupnjevi diferencijacije na mnogim lokusima rezultat
opseznog protoka gena ili novije zajednicke povijesti. Mikrosatelitni lokusi dosljedno
pokazuju znacajnu diferencijaciju Sto se moZe objasniti mehanizmima ne-ponavljajucih
mutacija (GREGORIUS i dr. 2006).

Istrazivanja kvantitativnih svojstava populacija hrasta luznjaka u Europi na malom
geografskom podrucju ukazuju na postojanje razlicitih ekotipova, dok je prilikom usporedbe
populacija sa Sireg Europskog podrucja utvrden klinalni obrazac za odredena fenotipska
svojstva (JENSEN 2000; BALIUCKAS i dr. 2001; JENSEN i DEANS 2004; JENSEN i HANSEN 2008,
2010).

Istrazivanja na sjevernoeuropskim populacijama hrasta luznjaka izvje$¢uju o njihovoj
ekoklinalnoj diferencijaciji obzirom na svojstva listanja i prestanka rasta (JENSEN 1993). Za
odredivanje varijabilnosti fenotipskih svojstava hrasta luznjaka iz gotovo sto razli¢itih
populacija (podrijetlom iz Danske, Nizozemske, Norveske, Njemacke, Svedske, te juzne i
isto¢ne Europe) unutar 17 pokusnih nasada u Danskoj provedene su opsezne izmjere u
razdoblju 1990.-1998. godine. Uoceno je kako je svojstvo fenologije pod jakom genetskom
kontrolom s visokom nasljednosti (h? = 0,87) i bez razlika izmedu nasada, odnosno interakcija

genotip X okoli§ nije bila signifikantna. Najveca varijabilnost pokazala se izmedu jedinki
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unutar provenijencija. Takoder, sjeverne provenijencije iz Svedske i Norveske listale su
ranije, dok su Nizozemske provenijencije kasnije zapocinjale s otvaranjem pupova, upucujuci
na klinalnu varijabilnost, ali izmedu populacija koje dolaze s velikog podrucja
rasprostranjenosti. Unutarpopulacijska varijabilnost fenologije Danskih populacija objasnjena
je s obzirom na udaljenost njihovih mati¢nih sastojina od Sjevernog mora. Klinalni obrazac
diferencijacije dobiven je za svojstvo visina i volumena. Geografska §irina, odnosno klimatski
parametri temperature i duzine dana jasno su razdvojili provenijencije. Svojstvo rasta (visina)
takoder je pod jakom genetskom kontrolom s visokom nasljednosti h*> = 0,87. Svojstvo
volumena je nize nasljednosti i ovisi 0 nac¢inu gospodarenja i uzgojnim mjerama. Pod vrlo
jakom genetskom kontrolom pokazalo se i svojstvo pravnosti debla s vrlo visokom
nasljednosti (h? = 0,95), (JENSEN 2000).

Istrazivanja Svedskih populacija hrasta luznjaka pokazala su kako je fenologija vrlo
nasljedno, ali i stabilno svojstvo, iako je CVa za svojstvo listanja bio najvisi u odnosu na
ostala istrazivana svojstva. Koeficijent aditivne varijacije (CVa) koristi se za odredivanje
sposobnosti populacija da akumuliraju adaptivnu genetsku raznolikost i tako se mijenjaju
putem prirodne selekcije. Visok koeficijent CVa ukazuje na moguénost adaptacije populacija
novim uvjetima, narocito za svojstvo listanja. U ranim godinama razvoja listanje 1 visina su
pozitivno korelirane i pokazuju meduovisnost, dok se sa staro$¢u ta povezanost gubi. Niti za
jedno svojstvo nije uocen klinalni obrazac razdvajanja populacija (BALIUCKAS i dr. 2001).

Populacije hrasta luznjaka koje potjecu s malog geografskog podru¢ja pokazale su
grupiranje odnosno postojanje ekotipova, s obzirom na otpornost na rani jesenski mraz.
Rezultati pokazuju kako su populacije dobro adaptirane na klimatske uvjete unato¢ snaznoj
migraciji gena (JENSEN i DEANS 2004).

Daljnja istraZivanja populacija sa Sireg podruc¢ja rasprostranjenosti pokazala su vrlo
visoku medupopulacijsku diferencijaciju za kvantitativno svojstvo fenologije listanja. JuZnije
populacije listale su kasnije, ali se razlike u pocetku listanja izmedu provenijencija nisu mogle
objasniti niti prosjeCnim temperaturama u ozujku, travnju i1 svibnju kao niti akumuliranim
dnevnim temperaturama kroz cijelo prolje¢e njihovih mati¢nih sastojina. Takoder, razlike
izmedu populacija u pocetku listanja ne utje€u na duzinu vegetacijske periode ili proizvodnju
biomase. Uzimaju¢i u obzir populacije s relativno Sirokog podrucja rasprostranjenosti
sjeverne, srednje i zapadne Europe, najvjerojatnije su razlike u listanju izmedu istrazivanih
populacija uzrokovane kompleksnim interakcijama klimatskih faktora koji vladaju u mati¢nim
sastojinama. Parametar kvantitativne genetske diferencijacije (Qst) koji ukazuje na razinu

genetske medupopulacijske diferencijacije upucuje kako je prirodna selekcija bila glavni
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razdvajajuci faktor, te isto tako upucuje na jaku adaptacijsku sposobnost populacija kada je
rije¢ o fenologiji listanja. Za svojstvo rasta uo¢ena je velika unutarpopulacijska varijabilnost,
dok je medupopulacijska diferencijacija bila niza. Diferencijacija se nije mogla objasniti niti
promjenom geografske duzine niti nadmorske visine. Postojala je negativna korelacija izmedu
visinskog rasta 1 geografske Sirine te su populacije iz juznijih podrucja pokazale brzi rast,
kako je takoder prikazano u prijaSnjim istrazivanjima (JENSEN 2000). Obzirom kako su
populacije tijekom istrazivanja bile u plasteniku u kontinuirano kontroliranim uvjetima, te je
utjecaj okolisa izostavljen, do izrazaja je dosla visoka nasljednost za istrazivana svojstva, uz
vrlo visoku prilagodljivost populacija na koju upucuje visok koeficijent aditivne varijance
CVa (JENSEN i HANSEN 2008).

istrazivanjima odgovora ve¢ ranije navedenih populacija hrasta luznjaka s obzirom na
razli¢itu koli¢inu vode u tlu (niska zasi¢enost tla vodom, srednja i visoka). Razlike u
tretiranjima bile su visoko statisti¢ki znacajne za sva istrazivana svojstva (visine, promjer).
Razlike izmedu populacija unutar tretiranja bile su znacajne. Za visinski rast populacije su se
razdvojile s obzirom na geografsku Sirinu. Snazna interakcija uocena je 1 izmedu tretiranja 1
genotipova, ali razlika u koli¢ini nije promijenila rangiranje populacija ukazuju¢i na odredenu
stabilnost populacija u njihovom odgovoru na stres uzrokovan suSom. Prilikom vrlo niske
zasi¢enosti supstrata vodom sve populacije prestale su sa rastom. Unutarpopulacijska
varijabilnost danskih populacija hrasta luznjaka bila je znacajna s obzirom na razli¢itu
koli¢inu vode u tlu, ukazujuéi na dovoljnu razinu raznolikosti unutar populacija koja
dugoro¢no omoguéava adaptaciju i opstanak (JENSEN i HANSEN 2010).

Istrazivanja litvanskih populacija hrasta luZnjaka pokazala su vrlo jaku medusobnu
povezanost potomstva 1 mati¢nih stabala za svojstvo listanja, odnosno visoku nasljednost, te
isto tako 1 stabilnost ekspresije tog svojstva tijekom vremena. Takoder su izmedu geografski
bliskih populacija dobivene statisticki znacajne razlike za svojstvo listanja. Osim toga
znacajna korelacija uo€ena je izmedu listanja 1 oSte¢enosti biljaka kasnim proljetnim mrazem
(R* = 0,95). Kako prilagodljivost i brzina prilagodbe ovisi o koli¢ini aditivne varijance,
izraCunat visok koeficijent varijance za adaptivna svojstva hrasta luznjaka u ovom istrazivanju
upucuje na dovoljnu razinu prilagodljivosti istrazivanih populacija (BALIUCKAS 2000).

Stabilnost ekspresije i visoku nasljednost fenologije listanja pokazale su litvanske
populacije luznjaka 1 nakon sadnje u pokusne nasade. Sli¢no je procijenjeno i1 za svojstvo
visine. Istrazivani efekt familija bio je znacajan za oba svojstva (listanje i visine), dok je efekt

populacija bio znaCajan kod listanja, ali ne kod visina, ukazujuéi na znatnu

36



unutarpopulacijsku 1 medupopulacijsku varijabilnost fenologije listanja, ali bez klinalnog
obrasca diferencijacije. Za svojstvo visine veca je bila unutarpopulacijska varijabilnost. Fiksni
efekti nasada i blokova bili su znacajni kod svih svojstava ukazujuéi na odredeni nivo
plasticnosti populacija. Velike klimatske razlike izmedu nasada uzrokovale su statisticki
visoko znacajne razlike za svojstvo listanja ukazujuéi opet na visoku plasticnost za ovo
svojstvo. TeSko je procijeniti je li odgovor smanjenog rasta pod nepovoljnim okoliSnim
uvjetima povecanje adaptiranosti populacija ili pogorSavanje njihovog zdravstvenog stanja i
vitalnosti. Medutim, statistiCki znacajan efekt interakcije nasad X familije za visinski rast
ukazuje na postojanje specificne adaptiranosti. Postojala je i slaba korelacija izmedu listanja i
visinskog rasta, §to potvrduje pretpostavku iz istrazivanja $vedskih populacija (BALIUCKAS i
dr. 2001) kako se ta ovisnost gubi sa staro$c¢u biljaka. Ostecenost biljaka kasnim proljetnim
mrazem pokazala je statisticku znaCajnost za efekt populacija, i visoku korelaciju sa
fenologijom, najviSe utjeu¢i na populacije intermedijalnih formi, §to moZze upucivati na
selekcijski proces povecavanja udjela ekstremnih fenoloSkih formi. Na razli¢ite mogucnosti
prilagode za pojedine populacije na nove i razli¢ite okoliSne uvjete ukazale su razlike u
koeficijentima aditivne genetske varijacije (CV,a) izmedu populacija. Autori ovog istraZivanja
zakljucuju kako vrsta ima visoku plasti¢nost, te se prilagodba na kompleksne stani$ne uvjete
dogada najvjerojatnije vrlo brzo, uzajamnim djelovanjem genetske raznolikosti i fenotipske

plasti¢nosti (BALIUCKAS i PLIURA 2003).

1.10. Pretpostavke i ciljevi istraZivanja

Genetska raznolikost vazan je preduvjet opstanka populacija u promjenjivom okolisu,
odnosno njihove prilagodljivosti. Genetska raznolikost je dakle temelj sposobnosti
evolucijskog razvoja. Dugoro¢ni opstanak vrste kriti€no ovisi o njezinoj sposobnosti da se
prilagodi promijenjenim uvjetima okoliSa. Gubitak genetske varijabilnosti znacio bi gubitak
temelja za dugoro¢nu prilagodljivost populacija.

Vrlo aktualnu temu u kontekstu klimatskih promjena predstavlja poznavanje genetske
raznolikosti vrsta u razli¢itim i promjenjivim uvjetima okolisa. Predvida se kako ¢e globalne
klimatske promjene donijeti viSe ekstreme u temperaturama i padalinama, §to ¢e povecati
stresni utjecaj na prirodne resurse. Sposobnost Sumskog drveca da se nosi s izravnhim i

neizravnim posljedicama globalnih klimatskih promjena tesko je predvidljiva. Na promjene u
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okoliSu biljke najprije odgovaraju izmjenom fenotipa, ukoliko posjeduju odredeni nivo
fenotipske plasticnosti, $to je najvjerojatnije uvjetovano individualnom genetskom
raznolikos¢u (heterozigotnost). Dugorocnije, populacije se pod utjecajem okolisnih promjena,
prilagodavaju procesom prirodne selekcije, opet samo ako posjeduju odredeni nivo genetske
raznolikosti. To znaci kako se bolja prilagodenost postize vis§im stupnjem prezivljenja i
razmnozavanja prilagodenijih jedinki, dok one lo$ije prilagodene postepeno izumiru dajuci
nizi reproduktivni doprinos populaciji. Prostorno razli€iti pritisci uvjetuju stvaranje razlika u
ucestalosti alela i genotipova izmedu populacija putem prirodne selekcije. Pretpostavlja se
kako su genetska raznolikost i fenotipska plasticnost pozitivno korelirane, te kako se ne
iskljucuju, ve¢ djeluju zajedno pri kompleksnim utjecajima klimatskih promjena u osiguranju
opstanka populacija i vrsta (FALCONER i MACKAY 1996, BALIUCKAS i PLIURA 2003).

Cilj ovog istrazivanja je procijeniti razinu i obrazac genetske raznolikosti populacija u
genetickom testu hrasta luznjaka s uzgojenim potomstvom iz 17 hrvatskih sastojina,
kombinacijom analiza kvantitativnih fenotipskih svojstava te DNK analiza jezgrinih i
kloroplastnih mikrosatelita. Izabrane sjemenske sastojine pokrivaju gotovo cjelokupno
podrucje rasprostranjenosti hrasta luznjaka u Hrvatskoj, a nalaze se unutar tri zakonski
odredene sjemenske zone, te sedam sjemenskih regija. Svaka regija zastupljena je najmanje sa
jednom populacijom (sjemenskom sastojinom). Prvi vid istrazivanja genetske raznolikosti
analizama kvantitativnih svojstava u genetickom testu ¢e dati uvid u adaptivnu diferencijaciju
populacija odnosno u njihovu prilagodljivost mikrookoliSnim uvjetima matic¢nih sastojina, te
plasti¢nosti populacija i eventualnu prilagodbu uvjetima pokusnih nasada. Drugi vid
istrazivanja genetske raznolikosti provesti ¢e se analizama jezgrinih 1 kloroplastnih
mikrosatelita. Jezgrini mikrosatelitni biljezi su neutralni, visoko polimorfni biljezi koji se
nasljeduju biparentalno, te upucuju na protok gena i sjemenom i peludom. Kloroplastni
mikrosatelitni biljezi nasljeduju se uniparentalno, majc¢inskom linijjom i upucuju na protok
gena sjemenom. Velika genetska raznolikost roditelja 1 potomstva procijenjena pomocu
jezgrinih mikrosatelitnih biljega, iako su neutralni biljezi pod malim utjecajem selekcije,
vjerojatno upucuju na Sirok adaptacijski potencijal biljaka koji je iznimno vazan u kontekstu
promjena staniSnih uvjeta.

Zbog samog poznavanja polozaja izvornih populacija jedan od ciljeva je istraZivanje
obrasca genetske raznolikosti, odnosno odredivanje prostornog rasporeda genetske
raznolikosti izmedu odabranih populacija, te unutar sjemenskih regija. Postoji li naznaka
geografske strukture diferencijacije ili je diferencijacija odredena vise ekoloskim parametrima

u kojima rastu izvorne populacije. Analiza razdvajanja i grupiranja populacija provest ¢e se
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usporedbom raznovrsnih klimatskih parametara njihovih mati¢nih sastojina, te pomocu
jezgrinih mikrosatelitnih biljega s obzirom na stupanj srodnosti potomstva pojedinih
populacija u testu.

S obzirom na biolosko-ekoloske karakteristike hrasta luznjaka, evolucijsko-
adaptacijske ¢imbenike koji uvjetuju oblikovanje genetske strukture populacija, uglavnom
kontinuiranu rasprostranjenost hrasta luznjaka u Hrvatskoj (izolirane regije 3.1.1. Lika i 4.1.1.
Motovunska Suma) kao i na temelju dosadasnjih istrazivanja, moze se ocekivati veca
unutarpopulacijska raznolikost naspram manje medupopulacijske diferencijacije, s obzirom na
analize kvantitativnih fenotipskih svojstava. Takoder, o¢ekuje se mala diferencijacija izmedu
istrazivanih regija pomocu jezgrinih mikrosatelitnih biljega. Moguce je ocekivati znacajnu
diferencijaciju populacija s obzirom na kloroplastne mikrosatelite koji ukazuju na nekadasnje
rekolonizacijske puteve, te na njih ne utjeCe migracija gena peludom.

Rezultati ¢e omogucliti bolje razumijevanje prilagodbenog potencijala istrazivanih
populacija te potvrdu ili redefiniranje smjernica za koriStenje Sumskog reprodukcijskog

materijala (SRM) i postojeée sjemenske razdiobe hrasta luznjaka u Hrvatskoj.
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2. MATERIJAL | METODE
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2.1. Uzorkovane populacije

Sjemenski materijal sakupljen je u rujnu i listopadu 2006. godine, u Sesnaest
sjemenskih i jednoj gospodarskoj sastojini. Brojnoscu i geografskim polozajem odabrane
sastojine reprezentiraju cjelokupan areal hrasta luznjaka u Hrvatskoj (tablica 2). U svakoj
odabranoj sastojini zirevi su sakupljeni s tla ispod kroSanja 25 stabala koja su medusobno bila

udaljena najmanje 50 m, radi izbjegavanja srodstvene povezanosti.

Tablica 2. Podaci o sastojinama u kojima je sakupljen Zir.

Broj Oznakfi- Uprava fuma Sumarija  |Gospodarska jedinica; odjel/odsjek Vazeca sjemenska zona
populacije| PodruZnica

1| HR12 Vinkovci Gunja Trizlovi-Rastovo; 9b, 9d 1.2. Nizinske Sume Posavine, srednje Hrvatske i Pokuplja
2| HR16 Vinkovci Otok Slavir; 35d, 48g, 48h 1.2. Nizinske Sume Posavine, srednje Hrvatske i Pokuplja
3| HR58 Osijek Darda Haljevo-Kozaracke Sume; 52a 1.1. Nizinske Sume Podravine i Podunavlja

4 | HR 160 |Nova Gradiska Trnjani llijanska-Jelas; 13a, 14b, 15b,26a,b| 1.2. Nizinske Sume Posavine, srednje Hrvatske i Pokuplja
5 | HR 163 |Nova Gradiska|Stara Gradiska Ljeskovaca; 18e 1.2. Nizinske Sume Posavine, srednje Hrvatske i Pokuplja
6 | HR 203 Bjelovar Vrbovec Cesma; 72a 1.2. Nizinske Sume Posavine, srednje Hrvatske i Pokuplja
7 | HR 317 Zagreb Kutina Kutinske nizinske Sume; 30b 1.2. Nizinske Sume Posavine, srednje Hrvatske i Pokuplja
8 | HR 318 Zagreb Lipovljani Josip Kozarac; 43a, 54a, 113a | 1.2. Nizinske Sume Posavine, srednje Hrvatske i Pokuplja
9 | HR 330 Zagreb Velika Gorica Turopoljski lug; 8a, 9b 1.2. Nizinske Sume Posavine, srednje Hrvatske i Pokuplja
10 | HR 368 Sisak Sunja Posavske Sume; 123a, 124a,b,c,d | 1.2. Nizinske Sume Posavine, srednje Hrvatske i Pokuplja
11| HR 387 Karlovac Karlovac |Recic¢ki lugovi; 26a,b,c,e, 48a,c,d,e| 1.2. Nizinske Sume Posavine, srednje Hrvatske i Pokuplja
12| HR 389 Karlovac Karlovac | Domacaj-Kovacevacki lug; 14a,b | 1.2. Nizinske Sume Posavine, srednje Hrvatske i Pokuplja
13| HR 577 Pozega Pozega Poljadijske Sume; 48c 1.2. Nizinske Sume Posavine, srednje Hrvatske i Pokuplja
14| HR 609 Buzet Buzet Mirna; 8d 4.1. Submediteranske Sume jugozapadne zone (do Tijarice)
15| HR 627 | Koprivnica Repas Repa§ Gabajeva greda; 20a,f, 25a 1.1. Nizinske $ume Podravine i Podunavlja

16| HR 88 Nasice Koska Laci¢ Glozde; 69a 1.1. Nizinske sume Podravine i Podunavlja

17 | HR AM* |  Vinkovci Otok Loze; 65a 1.2. Nizinske Sume Posavine, srednje Hrvatske i Pokuplja

Sakupljan je zdrav i neostecen Zir bez obzira na dimenzije. Svaka sjemenska podzona
(regija) zastupljena je najmanje s jednim uzorkom, dok su neke podzone zastupljene i s vise
uzoraka.

Zirevi su zasijani u gredice rasadnika Hrvatskog Sumarskog instituta u Jastrebarskom.
Pri zasijavanju pazilo se da se o¢uva podrijetlo svake pojedine biljke, te su zirevi zasijani
odvojeno s obzirom na majc¢inska stabla, odnosno sastojine. Tijekom prva dva vegetacijska
razdoblja provedene su uzgojne mjere mehani¢kog uklanjanja korova i kemijskog tretiranja

fungicidima protiv hrastove pepelnice (Microsphaera alphitoides).

! Gospodarska sastojina
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2.2. Geneticki nasadi

Potomstvo uzgojeno u rasadniku posluzilo je za osnivanje genetickih nasada na tri
razli¢ite lokacije u Hrvatskoj. Nasadi su osnovani sukladno dizajnu randomiziranog potpunog
blok sustava s tri ponavljanja (bloka). U svakom ponavljanju nalazi se potomstvo iz 17
odabranih hrvatskih populacija hrasta luznjaka kao i 5 austrijskih populacija koje nisu
predmet ovog rada (slika 7). Svaka je populacija u pojedinom bloku reprezentirana s 20
familija (jednu familiju ¢ine potomci koji dijele zajednicko majCinsko stablo), a svaka je
familija reprezentirana s pet biljaka posadenih u linearnom rasporedu. U konacnici to je 3
ponavljanja sa 17 populacija, 20 familija po populaciji i 5 biljaka po familiji, tj. ukupno 5100
mjernih biljaka u svakom nasadu. Biljke su sadene u razmaku 2,0 m unutar redova i 2,5 m
izmedu redova. Oko mjernih biljaka zasadena su i dva reda tzv. zastitnog pojasa biljaka, sa
istim potomstvom iz uzorkovanih sjemenskih sastojina kao i mjerne biljke. Sve mjerne biljke,
kao 1 biljke prvog reda zaStitnog pojasa zastiCene su neposredno nakon sadnje
polipropilenskim S§titnicima (tzv. Tuley-evim cijevima). Polipropilenski Stitnici su
biorazgradivi 1 mladu biljku Stite u prvim godinama razvoja od korovne vegetacije, te
glodavaca (slika 4). Svaki nasad zauzima povrsinu od gotovo 4ha.

Tijekom studenog i prosinca 2008. godine osnovan je nasad na podru¢ju gospodarske
jedinice Jastrebarski lugovi (Sumarija Jastrebarsko, Uprava Suma Podruznica Karlovac),
odjel/odsjek 19b, sa dvogodisnjim sadnicama (2+0) (slika 4). Ostala dva nasada osnovana su s
trogodi$njim sadnicama u rano proljeée 2010. godine, a nalaze se na podru¢ju USP Nasice,
Sumarija Koska, gospodarska jedinica Budigoi¢e-Breza Lugovi odsjek 4b (slika 5) i USP
Vinkovci, Sumarija Vrbanja gospodarska jedinica Vrbanjske $ume, odsjek 126ab (slika 6).
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Slika 4. okusni nasad hrasta luznjaka Jastrebarsko, tavanj 2011. godine,
biljke u polipropilenskim §titnicima (Tulijeve cijevi).

Slika 5. Pokusni nasad hrasta luznjaka Koska, svibanj 2011. godine.
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Slika 6. Pokusni nasad hrasta luznjaka Vrbanja, studeni 2012. godine.
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Slika 7. Shema pokusnog nasada Jastrebarsko, obiljezene provenijencije (populacije), te ponavljanja (razli¢itim
bojama).

Tablica 3 prikazuje klimatske parametre sastojina iz kojih potjecu analizirane
populacije preuzeti iz programa CLIMATEEU. Na temelju geografske S$irine i duZine te
nadmorske visine za odredene sjemenske sastojine iz kojih je sakupljano sjeme za osnivanje
pokusnih nasada te njihovih izmjerenih klimatskih parametara za razdoblje 1981.-2009.,
program izracunava sezonske i godiSnje klimatske varijable koje daju uvid u okolisne
karakteristike staniSta (prosjeCna godiSnja temperatura, koli¢ina oborina, Hargreaves-ova
referentna evaporacija, itd.). Hargreaves-ova referentna evaporacija (Eref) klimatska je
varijabla koja upucuje na evapotranspiracijski potencijal nekog staniSta. ViSe vrijednosti

parametra Eref ukazuju na potencijalno suse staniste, te veci raspon ekstremnih temperatura.

Tablica 3. Klimatski podaci o mati¢nim sastojinama iz kojih potje¢u analizirane populacije (CLIMATEEU).

Hergreaves-ova

Populacija Gve.o.grafika Gecigrafsclf a Ngd_morska tezrb.g;rika E(I;llgc?r?a dalr?;ot!ez referentqg
Sirina (°) duzina (°)  visina (m) o X evaporacija
(°0) oborina (mm) mraza (Eref)
HR 12 44,916 18,833 85 12 770 287 903
HR 16 45,033 18,9 81 12 746 286 902
HR 58 45,733 18,583 90 11,8 675 284 859
HR 160 45,133 18,116 86 11,5 785 279 883
HR 163 45,183 17,183 98 11,8 862 285 888
HR 203 45,833 16,666 105 11,3 784 280 840
HR 317 45,433 16,683 95 11,5 851 283 858
HR 318 45,433 16,816 96 11,6 861 284 863
HR 330 45,674 16,16 99 11,1 873 277 829
HR 368 45,266 16,716 97 11,6 902 284 868
HR 387 45,55 15,733 108 11,9 917 292 842
HR 389 45,483 15,7 114 11,9 980 294 843
HR 577 45,35 17,8 168 11,2 802 277 859
HR 609 45,347 13,817 22 14,9 941 352 758
HR 627 46,15 17,183 115 11,5 763 285 838
HR 88 45,566 18,233 95 11,7 719 283 861
HR AM 45,095 18,813 92 11,8 744 284 898

44




Geneticki pokusni nasadi osnovani su na povrSinama razli¢itih nadmorskih visina i

tipa tla (tablica 4), a prema tablici 5. mogu se uo¢iti i razlike u klimatoloskim uvjetima.

Tijekom vegetacijskog perioda najveca kolic¢ina oborina pada na podrucju genetickog

nasada Jastrebarsko, koji je postavljen ujedno i na najviSoj nadmorskoj visini gdje najveci

utjecaj na razvoj biljaka ima podzemna voda. Ovaj nasad nalazi se prema Hargreaves-ovoj

referentnoj evaporaciji u najhumidnijim uvjetima. Nasad Koska ima najnizu godi$nju koli¢inu

odborina, najnizu prosjeénu godisnju temperaturu zraka, te najniZze prosjeCne temperature

najtoplijeg 1 najhladnijeg mjeseca. Takoder ima i1 najmanji broj dana bez mraza. NajviSa

prosjecna godiSnja temperatura zraka je izraCunata za nasad Vrbanja, koji se prema

Hargreaves-ovoj referentnoj evaporaciji nalazi u aridnijem podruc¢ju do ostala dva nasada,

medutim ovdje veliki utjecaj na rast i razvoj biljaka ima poplavna voda (CLIMATEEU).

Tablica 4. Geografski podaci o geneti¢kim testovima.

Geografska Geografska Nadmorska .

Test Sirina (°) duZina (°) visina (m) Tiptla

Jastrebarsko 45.644 15.699 111 amfiglej
Koska 45528 18.319 95 pseudogle]
obroncani

mocvarno glejno,

Vrbanja 45.014 18.996 pseudoglej
obroncani

Tablica 5. Klimatoloski podaci o geneti¢kim testovima (CLIMATEEU).

Test/ .
. 3 Jastrebarsko  Koska Vrbanja
Klimatske varijable
Prosje¢na godisnja temp. (°C)
(MAT) 11,9 11,6 12
Prosje¢na temp. najtoplijeg
mjeseca (°C) (MWMT) 222 21.9 222
Prosje¢na temp. najhladnijeg
mjeseca (°C) (MCMT) 14 0.3 !
Prosjecna godisnja koli¢ina
oborina (mm) (MAP) 932 19 37
Prosjec¢na ljetna koli¢ina
oborina (mm) (MSP) 440 344 345
Broj dana iznad 5°C (broj
dana rasta) (DD5) 2872 2862 2933
Broj dana bez mraza (NFFD) 292 282 286
Hargreaves-ova referentna 839 864 898
evaporacija (Eref)
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Na sluzbenim stranicama DHMZ-a (http://klima.hr/ocjene_arhiva.php) dostupni su

podaci o klimatskim prilikama za podru¢jima na kojima su osnovani nasadi tijekom
istrazivanog razdoblja od 2010. godine do 2012. Mjesecne, sezonske i godiSnje srednje
vrijednosti temperatura i padalina usporeduju se s viSegodi$njim srednjacima za razdoblje od
1961. do 1990. kako bi se ocijenila odstupanja.

Srednja godiSnja temperatura zraka u 2010. godini bila je visa od viSegodi$njeg
prosjeka (1961-1990). Prema raspodjeli percentila temperaturne prilike u najve¢em dijelu
Hrvatske bile su viSe od prosjeka. Podrucje nasada Jastrebarsko i Vrbanja tijekom 2010.
godine prema raspodjeli percentila i odstupanja svrstani su u kategoriju toplo, dok je
kategorija normalno odredena za podrucje nasada Koska. Analiza oborinskih prilika pokazala
je kako suu 2010. godini oborine u cijeloj Hrvatskoj bile vise od prosjeka. Nasad Jastrebarsko
nalazi se u kategoriji kiSnog vremena, dok su nasadi Koska i Vrbanja svrstani u kategoriju
ekstremno ki$no. Srednja godiSnja temperatura zraka u 2011. godini na podru¢ju Hrvatske
takoder je bila visa od viSegodiSnjeg prosjeka. Prema raspodjeli percentila, toplinske prilike u
Hrvatskoj za 2011. godinu opisane su sljede¢im kategorijama: ekstremno toplo za podrucje
nasada Jastrebarsko, te vrlo toplo za podruc¢ja ostala dva nasada. Analiza godi$njih koli¢ina
oborina u cijeloj Hrvatskoj bile su manje od prosjeka, a sva tri nasada svrstana su u kategoriju
ekstremno susno. I u 2012. godini temperature su bile vise od prosjeka, a sva tri nasada su
svrstani u kategoriju ekstremno toplog podrucja. Analiza godi$njih koli¢ina oborine koje su
izraZzene u postotcima (%) visegodisnjeg prosjeka (1961-1990) pokazuje da su u 2012. godini
u ve¢ini Hrvatske oborine bile manje od prosjeka. Medutim, samo podruc¢je nasada
'Koska' svrstano je u kategoriju suSnog vremena, dok su na ostala dva nasada oborine bile

normalne (DHMZ http://klima.hr/ocjene_arhiva.php).

Iz navedenog moze se zakljuciti kako je 2010. bila topla godina s najviSe oborina,
2011. godina ekstremno susna, dok je 2012. bila ekstremno topla, ali i sa relativno normalnom
koli¢inom oborina. Takve vremenske prilike utjecale su takoder i na rast 1 razvoj istrazivanih

populacija.
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2.3. Izmjere kvantitativnih fenotipskih svojstava

2.3.1. Visinski rast

Prve izmjere visina u pokusnom nasadu Jastrebarsko provedene su nakon zavrSetka
vegetacijskog perioda 2010. godine, u dobi biljaka od 4 godine. Mjerene su sve biljke u
pokusnom nasadu, uz pomo¢ mjernih letvi na 1 cm to€nosti. Izmjere su se provodile
uzastopno tri godine, do starosti biljaka od 6 godina, zaklju¢no sa krajem 2012. godine.
Visine svih mjernih biljaka u pokusnim nasadima Koska i Vrbanja izmjerene su potkraj 2012.

godine, u dobi od Sest godina.

Slika 8. 1zmjere visina u pokusnom nasadu hrasta luznjaka Jastrebarsko.

2.3.2. Zimska retencija li§¢a

Pojava zimske retencije lis¢a (engl. Winter Leaf Retention) odnosno zadrZzavanja
proslogodisnjeg odumrlog lis¢a do novog listanja, poznati je fenomen unutar rodova Quercus,
Fagus, Carpinus i dr. Da li je ovo svojstvo prilagodbeno vrijedno i koji su uzroci te pojave jo$
su otvorena pitanja. Nekoliko se istrazivanja bavilo okoli§nim uzrocima zimske retencije liS¢a
kod hrastova i bukve. DUNBERG (1982) je pokusao objasniti pojavu kao fiziolo§ku posebnost
u juvenilnom stadiju razvoja, dok su drugi autori naznacili pojavu retencije liS¢a preko zime
kao prilagodbu na razli¢ite okoliSne ¢imbenike, kao $to su neplodno tlo, mraz, suhe ili solju

zasicene vjetrove kao i na meduvrsnu kompeticiju (NILSSON 1983, ESCUDERO i ARCO 1987).
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Rijetka su istrazivanja genetskih uzroka ove pojave na hrastu luznjaku (HERZOG i KRABEL
1996).

Ocjenjivanje zimske retencije liS¢a biljaka provodilo se na svim mjernim biljkama u
nasadu Jastrebarsko kroz tri uzastopne godine (2010., 2011. i 2012. godine). Ocjenjivalo se
ordinalnom skalom od 0 do 3: 0 — potpuna odsutnost odumrlog li§¢a, 1 — prisutan poneki

odumrli list, 2 — umjerena pokrivenost odumrlim li§¢em, 3 — mnogo odumrlog lis¢a.

Slika 9. Kategorije zimske retencije lis¢a — zadrzavanja pro§lgodi§njeg odumrlog lis¢a do novog listanja,
redom od O-biljke bez odumrlog li§¢a na granama, 1, 2, do 3-biljka potpuno prekrivena odumrlim lis¢em.

2.3.3. Intenzitet zaraze hrastovom pepelnicom

Pepelnica ili hrastova medljika (Microsphaera alphitoides) vec je stoljec¢e poznata kao
bolest koja ima snaZan utjecaj u procesu suSenja hrasta luZznjaka, ali i uzroka stresa te
smanjenja rasta naro¢ito kod mladih biljaka zbog smanjene mogucénosti fotosinteze radi
prekrivanja lista vegetativnim tijelom, odnosno micelijem gljive. GLAVAS (1999) navodi kako
se kod srednjeg napada asimilacija smanjuje za ¢ak 50 %.

Intenzitet zaraze pepelnicom temeljem pokrivene povrSine lista micelijem gljive
ocjenjivan je na mjernim biljakama u nasadu Jastrebarsko tijekom dvije uzastopne godine
(2011. i 2012.) ordinalnom skalom od 0 do 4, prema LIOVIC i ZUPANIC (2006) (slika 10):

. 0 = nezaraZen list . 3 = 31-45 % lista zarazeno
. 1 =1-15 % lista zarazeno . 4 = > 45 % lista zaraZeno.
. 2 = 16-30 % lista zarazeno
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Slika 10. Ocjene intenziteta zaraze lista micelijem gljive pepelnice (iz LIoVIC i ZUPANIC 2006).

a) b)
Slika 11.a),b) Primjer biljke sa pokusnog nasada Jastrebarsko a) najvisi stupanj zarazenosti pepelnicom,
b) primjer nezarazene biljke.

2.3.4. Fenologija listanja

Monitoring fenologije listanja proveden je na svim mjernim biljkama u nasadu
Jastrebarsko tijekom 2011., 2012. i 2013. godine. Ocjenjivanje je provedeno jedanput tjedno
od pocetka travnja do zavrSetka listanja svih biljaka. Tako je 2011. godine monitoring trajao
Cetiri tjedna, dok se 2012. i 2013. godine fenologija pratila pet tjedana. Ocjenjivanje faza
listanja je provedeno ordinalnom skalom od 1 do 7 prema PERIC i dr. (2000).
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Ocjene fenologije listanja:

1 — spavajuci pup - ljuske pupova su potpuno zatvorene, pupovi sitniji, tamnije
boje

2 — pupovi izduZeni i povecani, svjetliji, ljuske razmaknute

3 — ljuske znatno jace razmaknute, vidljivi zeleni vrsci listova

4 — faza pojave prvih vidljivih listi¢a, koji se drze skupljeni u hrpi

5 — formiranje vidljivih listiéa sa petelj¢icom, ali su listi¢i jo§ uzduzno
savijeni, vidljivi razmaknuti pojedina¢ni listi¢i hrapavih plojki

6 — listovi su formirani, ali jo§ tanki, malo savijeni na rubovima

7 — potpuno razvijeni listovi u punoj veli€ini.

Slika 12. Faze listanja hrasta luznjaka.
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2.3.5. Oste¢enost od mraza

U svibnju 2011. godine geneticki nasad u Jastrebarskim lugovima pogodio je kasni
proljetni mraz, te je provedena ocjena oStecenosti biljaka mrazem. Prema terenskom izvidu
odredeni su stupnjevi oSteenosti listova biljaka mrazem, te su sve mjerne biljke ocjenjene
ordinalnom skalom od 1 do 3 (slika 13).

Stupnjevi ostecenosti:

1 — potpuno neosStecena lisna masa

2 — djelomicno nekroticni listovi

3 — potpuno nekroti¢ni listovi

Slika 13. Prikaz biljaka o$te¢enih mrazem.
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2.4. Statisti¢ka obrada podataka dobivenih izmjerama kvantitativnih fenotipskih

svojstava

2.4.1. Deskriptivna analiza

Provjera normalnosti podataka dobivenih izmjerama i ocjenjivanjem kvantitativnih
fenotipskih svojstava provedena je pomo¢u UNIVARIATE procedure u SAS ENTERPRISE
GUIDE statistickom paketu (SAS EG ver. 5 2012).

Deskriptivna statisticka analiza, odnosno utvrdivanje prosje¢nih vrijednosti
analiziranih svojstava, njihovih minimalnih i maksimalnih vrijednosti, kao i pripadaju¢ih
varijanci i standardnih devijacija provedena je pomoc¢u MEANS procedure u SAS
statistickom paketu SAS 9.3 (SAS/STAT® software, SAS INSTITUTE).

2.4.2. Analiza varijance

Analiza varijance provedena je PROC MIXED procedurom u SAS-u, najprije zbirno
za sve populacije (ANOVA model 1), te zasebno za svaku populaciju (ANOVA model 2).
Izratunate su komponente varijance i statistiCka znacajnost slucajnih efekata tj. izvora
varijabilnosti. Analizirani izvori varijabilnosti bili su: blokovi, populacije, familije unutar
populacija, interakcija blokova i populacija, te interakcija blokova s familijama unutar

populacija.

Analiza varijance je provedena prema slijede¢em linearnom modelu (ANOVA model

1):
Yijit = W+ By + P + F(P) ji + BPy + BFyji + € 1)

gdje su:

Yijki — individualna vrijednost svojstva;

u - ukupna sredina svih izmjera za promatrano svojstvo;

B; — slucajni efekt bloka i (i = 1,2,3);

P, — slu¢ajni efekt populacije k, (k = 1,2,3...17);

F(P) ji - slucajni efekt familije j unutar populacije k,(j=1,2,...20);

BP;;, — slucajni efekt interakcije populacija s blokovima

BF;ji — slu¢ajni efekt interakcije familija s blokovima

€;jk - ostatak ili eksperimentalna greska.
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Analiza varijance podataka za svaku populaciju zasebno provedena je prema
linearnom modelu (ANOVA model 2):

Yijk = U+ Bi + F; + BFj; + &
gdje su:
Yijk — individualna vrijednost svojstva;
u - ukupna sredina svih izmjera za promatrano svojstvo;
B; — slucajni efekt bloka i (i =1,2,3);
F; - slucajni efekt familije j (j=1,2,...20)
BF;j — sluCajni efekt interakcije familija s blokovima

€;jk - ostatak ili eksperimentalna greska.

Kvantitativni geneti¢ki parametri analizirani su i zbirno za tri pokusna nasada

analizom varijance prema linearnom modelu (ANOVA model 3):

Yajir = W+ ng + Py + F(P) ji + 1Py + nFyjx + €qji (3)

- populacija kao slucajni efekt

Yijie — individualna vrijednost svojstva;

u - ukupna sredina svih izmjera za promatrano svojstvo;

n, — fiksni efekt nasad a (a = 1,2,3)

P, — slucajni efekt populacije k, (k = 1,2,3...17);

F(P) ji - slucajni efekt familije j unutar populacije k,(j=1,2,...20),
nP,;, — slucajni efekt interakcije populacija s nasadima

nFgjj — slucajni efekt interakcije familija s nasadima.

€;j) - ostatak ili eksperimentalna greska.

IzraCunom analize varijance za odredeno svojstvo dobivene su vrijednosti na temelju
kojih su izracunati postotci komponenti varijance i1 postotci standardne greSke varijance.
StatistiCka znacajnost slucajnih efekata (izvora varijabilnosti) izracunata je Wald-ovim z-

testom koriste¢i PROC MIXED.
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2.4.3. Procjena kvantitativnih geneti¢kih parametara

Komponente varijance koriste se za izraCunavanje kvantitativnih genetickih
parametara kojima se odreduje razina unutarpopulacijske genetske raznolikosti kao i razina
medupopulacijske genetske diferencijacije. Ti parametri sluze kao numericka kvantifikacija
razine genetske raznolikosti za poligena fenotipska svojstva. Na temelju dobivene matrice
parametara kovarijance zbirno za sve populacije u testu izraunati su genetski parametri
kojima se opisuje razina unutarpopulacijske genetske raznolikosti, to su nasljednost
(individualna nasljednost u uzem smislu (h?) i familijarna nasljednosti (h})) I koeficijent
aditivne varijacije (CVa), te Qst kao parametar kojime se opisuje razina medupopulacijske

diferencijacije (LANDE 1992 iz JENSEN i HANSEN 2008; HOULE 1992; ERIKSSON i dr. 2006).

Nasljednost (h?) je kvantitativni geneticki parametar koji pokazuje koliki je utjecaj
genetske kontrole, odnosno utjecaj nasljeda na neko poligeno fenotipsko svojstvo u
populaciji. Odreduje se kao omjer aditivne genetske varijance o7 i ukupne (fenotipske)
varijance o .

2
=24
0.2

P

Aditivna genetska varijanca (¢2) dio je varijance koji ukazuje na glavni uzrok sli¢nosti
izmedu srodnika za promatrano svojstvo, a izracunata je prema formuli:
of = 307

gdje je: af — kompenenta varijance efekta familija (ANOVA model 2);

Unutar svake populacije odredena je individualna nasljednosti (h?), te nasljednost
familija (h]%), kao i pripadajuce standardne greske nasljednosti (st. greska h?, st. greska h]%)
Nasljednost je izraunata iz matrice parametara kovarijance za analizirano svojstvo, dobivene

PROC MIXED procedurom u SAS statistickom paketu, prema formulama:

2
2 3%
l

30]%
ajzc+(0§f/b)+(0§/nb)

. 2 _
) hf_

of+oppta?
gdje su:
a,? — kompenenta varijance efekta familija (ANOVA model 2);

alff — komponenta varijance interakcije efekata familija unutar blokova (ANOVA model 2),
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02 — komponenta varijance ostatka (ANOVA model 2);

n — broj opservacija po plohici, b — broj blokova.

Za analizu varijance ordinalnih varijabli (prezivljenja, zimske retencije lis¢a,
intenziteta zaraze pepelnicom, oStecenosti biljaka mrazem, te fenologije listanja) koristile su
se sredine plohica kao ulazni podaci (JENSEN 1993; JENSEN 2000). To znaci, kako se najprije
odredila aritmeticka sredina familije unutar svakog bloka, te se nakon toga pristupilo analizi
varijance 1 odredivanju familijske nasljednosti (hf)

Koeficijent aditivne genetske varijabilnosti (CVa) parametar je Kkoji procjenjuje
unutarpopulacijsku raznolikost. Mjera je varijabilnosti standardizirana aritmetickom sredinom
za odredeno fenotipsko svojstvo, te snazno ovisi o okolisnim uvjetima koji vladaju u
pokusnim nasadima, a ujedno je i pokazatelj potencijala populacija za adaptaciju.

,301%
CVa= * 100

x

gdje su:
afz — kompenenta varijance efekta familija (ANOVA model 2);

X — aritmeticka sredina populacije za odredeno svojstvo.

Odredivanje razine medupopulacijske diferencijacije za kvantitativna Svojstva
procjenjuje se pomocu parametra kvantitativne genetske diferencijacije (Qsr). Ovaj parametar
odreduje se kao omjer varijance izmedu populacija 1 aditivne geneticke varijance. Odnosno
odredivanje razine medupopulacijske diferencijacije zasnovano je na odredivanju
varijabilnosti izmedu populacija 1 varijabilnosti familija unutar populacija, sukladno formuli:

O =2
ST 62 + (2Vy)
ag — komponenta varijance uzrokovana efektom populacija (ANOVA model 1);

o, — aditivna genetska varijanca (ANOVA model 1), (oa = 30f2).

55



2.4.4. Procjena obrasca medupopulacijske genetske diferencijacije

Prilikom odredivanja obrasca genetske diferencijacije koristila se multivarijatna
regresijska stabalna analiza (engl. MRT — Multivariate Regression Tree analysis). Ova
relativno nova statistiCka metoda svrstavanja populacija u klastere prvi puta je kod Sumskog
drveca upotrjebljena za odredivanje sjemenske razdjelbe u HAMANN i dr. (2011). MRT analiza
provedena je pomocu R statistiCkog paketa ver. 3.0.3. (R DEVELOPMENT CORE TEAM 2014),
uporabom MVPART procedure.

MRT je modificirana klasifikacijska i regresijska stabalna analiza (engl. Classification
and regression trees (CART), DE'ATH 2002) u kojoj se populacije odnosno genetski ¢imbenici
svrstavaju u grupe za istrazivana kvantitativna svojstva potomstva, a u naSem slu¢aju ovisno o
okoli$nim varijablama mati¢nih izvornih sastojina. Dakle, kao prediktorske varijable koristili
su se klimatske varijable mati¢nih sastojina iz kojih potjeCe istrazivano potomstvo. Ove
prediktorske varijable izracunate su na temelju klimatskih podataka za referentno razdoblje od
1981. do 2009. koriste¢i CLIMATE EU softverski paket ver. 4.63 (HAMANN, A., WANG T.,
SPITTLEHOUSE D.L., MurDOCK T.Q. 2013; CLIMATEEU, jo$ neobjavljeni softverski paket za

Europu dostupan na http://www.ualberta.ca/~ahamann/data/climateeu.html).

CLIMATE EU softverski paket standardiziran je za rad kao MS Windows® aplikacija
koja koristi izmjerene mjesecne klimatske podatke u referentnom razdoblju odredenog
podrucja na temelju geografske Sirine 1 duzine, te nadmorske visine, za izraCunavanje i
procjenu sezonskih i godi$njih klimatskih varijabli (DALY i dr. 2002; MITCHELL i JONES
2005). Na temelju 36 osnovnih mjesenih klimatskih varijabli izraunatih mjesecnih
prosjecnih temperatura, minimuma i maksimuma, te mjesenih oborina, softver odreduje 4
mjesecne, 16 sezonskih 1 20 godiSnjih varijabli. Osam godi$njih varijabli se direktno
izratunava iz mjeseCnih podataka dok se ostale varijable odreduju pomocu jednadZbi.
Prosje¢na godisnja temperatura (engl. mean annual temperature — MAT), prosjecna
temperatura najhladnijeg mjeseca (engl. mean coldest-month temperature — MCMT),
prosjeCna temperatura najtoplijeg mjeseca (engl. mean warmest month temperature —
MWMT), kontinentalnost odnosno razlika izmedu prosjecnih vrijednosti najtoplijeg |
najhladnijeg mjeseca ( engl. continentality — TD), prosje¢na godis$nja koli¢ina oborina (engl.
mean annual precipitation — MAP), prosje¢na koli¢ina oborina od svibnja do rujna (engl.
mean May-to-September precipitation — MSP), godis$nji indeks izmedu topline i vlage (engl.
annual heat-to-moisture index — AH:M) i sezonski indeks izmedu topline i vlage (engl. and

summer heat-to-moisture index — SH:M) varijable su izra¢unate direktno iz podataka.

56


http://www.ualberta.ca/~ahamann/data/climateeu.html

Varijable zimskog perioda izracunavaju se s podacima sijecnja i veljace tekuce godine i
prosinca prethodne godine. Mjesecne varijable koriste se 1 za procjenu klimatskih varijabli
koje se obi¢no dobivaju iz dnevnih podataka a bioloski su vazne. To su procjene sume
toplinskih jedinica ispod 0 °C (engl. degree-days below 0 °C — DD < 0), sume toplinskih
jedinica iznad 5 °C (engl. degree-days above 5 °C — DD > 5), sume toplinskih jedinica ispod
18 °C (engl. degree-days below 18 °C — DD < 18), sume toplinskih jedinica iznad 18 °C
(engl. degree-days above 18 °C — DD > 18), broj dana bez mraza (engl. number of frost-free
days — NFFD), period bez mraza (engl. frost-free period — FFP), pocetak perioda s mrazem
(engl. beginning of FFP — bFFP), datum kraja perioda s mrazem (engl. ending date of FFP —
eFFP), procjena ekstremne minimalne temperature za 30 godis$nji referentni period (engl.
estimated extreme minimum temperature over a 30-yr normal period — EMT) i udio snijega u
koli¢ini padalina (engl. proportion of precipitation as snow — PAS). Od varijabli zna¢ajna je
jos klimatska varijabla evaporacije nazvana Hargreaves-ova referentna evaporacija (engl.
Hargreaves reference evaporation — Eref) koja se rauna na temelju temperature i geografske
Sirine. Vise vrijednosti Hargreaves-ove evaporacije stanista ukazuju na vise temperature, veci
raspon ekstremnih mjese¢nih temperatura i juZznije geografske pozicije mati¢nih stanista. Ovaj
parametar ukazuje koliko je visoka potencijalna evaporacija nekog podrucja, a ovisi o
intenzitetu solarne radijacije i temperature, Sto znaci kako vise vrijednosti Eref ukazuju na
potencijalno suSe staniSte, osobito ako gubitak vode transpiracijom biljke ne mogu
nadoknaditi oborinama ili podzemnom vodom. Detaljan opis 1 izra¢un klimatskih varijabli
nalazi se u WANG i dr. (2012), te WANG i HAMANN (2012).

Na temelju izracunatih klimatskih varijabli mati¢nih sastojina istrazivanih populacija
hrasta luZznjaka 1 standardiziranih aritmetickih sredina njihovih izmjerenih kvantitativnih
svojstava utvrdivao se obrazac genetske diferencijacije. Populacije tvore klastere s obzirom na
klimatske parametre mati¢nih sastojina, te na temelju vrijednosti standardizirane aritmeticke
sredine kvantitativnih svojstava. One populacije kojima se odredeno svojstvo ispoljilo kao
ispodprosjecno, prikazani su na slikama stupi¢ima ispod crte koja predstavlja prosjek svih
istrazivanih populacija u testu, odnosno obrnuto stupici iznad crte predstavljaju populacije sa

nadprosje¢nim vrijednostima istraZzivanog svojstva.
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KoriStena je formula standardizacije aritmeticke sredine populacija za sva istrazivana
kvantitativna svojstva koriStenih kao zavisne varijable:
, X — X,
Wsta.

0

Zipq standardizirana varijabla odredenog svojstva i za populaciju p (p=1,...17);
X, — srednja vrijednost svojstva i za populaciju p;

X, — ukupna aritimeti¢ka sredina svojstva i za sve populacije;

o; — standardna devijacija svojstva i.
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2.5. Analize DNK biljega

2.5.1. Uzorkovanje biljnog materijala

Tijekom svibnja 2012. godine sakupljen je biljni materijal za molekularne analize.
Uzorkovan je po jedan potpuno razvijen i neoStecen list po jednoj biljci u svakoj od 20
familija unutar svake od 17 populacija (slika 14 a,b). Na taj nacin prikupljeno je ukupno 340
listova (20 jedinki x 17 populacija). Uzorkovani su mladi listovi jer sadrZze najmanje
polifenola 1 polisaharida pa je izolacija DNK uspjesnija i izolat ¢i8¢i. Uzorkovani listovi su za
transport pohranjeni u zasticene posude sa Silika-gelom u granulama (amorfni silicijev
dioksid — SiO,)) kako bi se absorbirao visak vlage. Listovi su nakon toga suSeni u suSioniku,

te pohranjeni su na -20 °C do postupka izolacije DNK.

Slika 14. a,b - Prikupljanje biljnog materijala za izolaciju DNK u pokusnom nasadu hrasta luZnjaka,
Jastrebarsko.
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2.5.2. lIzolacija DNK (deoksiribonukleinske kiseline)

Izolacija sveukupne stanicne DNK provedena je pomo¢u DNeasy Plant Mini Kit
(QIAGEN®, VALENCIA, CALIFORNIA, USA) kompleta za izolaciju biljne DNK.

Priprema uzoraka:

Otprilike 20 mg suhog lisnog tkiva svakog uzorka stavljeno je u posebno oznacene 2.0
ml mikroepruvete (EPPENDORF®). U epruvete je dodana po jedna celi¢na kuglica za
usitnjavanje biljnog materijala. Uzorci su u zatvorenim mikroepruvetama uronjeni u tekuci

dusik i tako zamrznuti usitnjeni pomocu TissueLyser 11 uredaja (QIAGEN®).

Slika 15. Vaganje lisnog tkiva, stavljanje u mikroepruvetu sa Celiénom kuglicom, te stoj za usitnjavanje
materijala (TissueLyser).

Qiagen DNeasy Plant Mini Kit komplet sadrzi pisani protokol za postupak izolacije
biljne DNK.

Slika 16. Postupci izolacija DNK,
dodavanje kemikalija, vorteksiranje,
inkubiranje,  odvajanje  otopina,
centrifuiranje, te pohrana konacnog
izlota DNK.
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2.5.3. UmnaZanje jezgrinih mikrosatelitskih regija lanéanom reakcijom polimerazom
(PCR)

Jezgrini mikrosatelitni biljezi koriSteni u ovom istrazivanju izdvojeni su iz nekoliko
vrsta roda Quercus, i to sedam biljega iz vrste Quercus robur (KAMPFER i dr. 1998), Sest
biljega izdvojenih iz vrste Quercus petraea (STEINKELLNER i dr. 1997b), te jedan biljeg
izdvojen iz vrste Quercus macrocarpa (Dow i ASHLEY 1996). Tablica 6 sadrzi detaljan prikaz
biljega, njihovih pocetnica, ponavljajucih sljedova nukleotida, te o¢ekivanih duljina alela.

Radi vec¢e ekonomicnosti, spojeno je nekoliko mikrosatelitnih biljega u jednu PCR
reakciju. Takvo spajanje biljega naziva se multipleks ili viSestruki PCR. Koriste se dva ili vise
parova pocetnica s ciljem istovremenog umnozavanja dva ili viSe odsje¢aka DNK. Kod
kapilarne elektroforeze koriste se razlicito obojane pocetnice kako bi se razlikovali produkti.
Takoder, najceS¢e se koristi ve¢i broj ponavljaju¢ih ciklusa (35-40) zbog istovremenog
umnazanja nekoliko razli¢itih odsje¢aka DNK kada koristimo PCR multiplekse (AMBRIOVIC
RisTov i dr. 2007).

Tablica 6. Koristeni jezgrini biljezi i poCetnice, izdvojeni iz izvorne literature.

Pocetnice (slijed u smjeru 5° —3°) Ponavljajuci Procjena

Br. | Naziv biljega . .
F podetnice obiljezene (Stigma® Proligo) motiv duljine alela

1 SSrQrZAG96 F-ned | CCCAGTCACATCCACTACTGTCC (TC)20 135-194
R GGTTGGGAAAAGGAGATCAGA

2 | sSrQIZAG7 | F-vic | CAACTTGGTGTTCGGATCAA M) 115-153
R GTGCATTTCTTTTATAGCATTCAC

3 | sSTQrZAG87 | F-ned | TCCCACCACTTTGGTCTCTCA (TC) 110-131
R GTTGTCAGCAGTGGGATGGGTA

4 sSrQrZAG112 | F-ned | TTCTTGCTTTGGTGCGCG (GA)z2 85-96
R GTGGTCAGAGACTCGGTAAGTATTC

5 ssrQrZAG11 F-ned | CCTTGAACTCGAAGGTGTCCTT (TC)22 238-267
R GTAGGTCAAAACCATTGGTTGACT

6 ssrQrZAG101 | F-fam | CCTGCACAATCAAATCCTTCACTT (TC)20(AC)15 136-160
R GCCATGAACAACGGAGGTATCTAG

7 ssrQrZAG30 F - vic TGCTCCGTCATAATCTTGCTCTGA (GA)26 172-248
R GCAATCCTATCATGCACATGCACAT

8 SSrQpZAG9 F - vic GCAATTACAGGCTAGGCTGG (AG)12 182-210
R GTCTGGACCTAGCCCTCATG

9 sSrQpZAG110 | F-fam | GGAGGCTTCCTTCAACCTACT (AG)1s 206-262
R GATCTCTTGTGTGCTGTATTT
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10 | ssrQpZAGl/5 | F-fam | GCTTGAGAGTTGAGATTTGT (GA)s(GA)e 160-190
R GCAACACCCTTTAACTACCA

11 | ssrQpZAG15 F - vic CGATTTGATAATGACACTATGG (AG)2s 108-152
R CATCGACTCATTGTTAAGCAC

12 | ssrQpZAG16 F-fam | CTTCACTGGCTTTTCCTCCT (AG)21 164-199
R TGAAGCCCTTGTCAACATGC

13 | ssrQpZAG104 | F-ned | ATAGGGAGTGAGGACTGAATG (AG)16AT(GA)3 176-196
R GATGGTACAGTAGCAACATTC

14 | MSQ13 F-vic | TGGCTGCACCTATGGCTCTTAG (TO)12 222-246
R ACACTCAGACCCACCATTTTTCC

U izvornoj literaturi nalazi se nekoliko ve¢ optimiziranih PCR reakcija za multiplekse

jezgrinih mikrosatelitnih biljega koji se mogu koristiti, te su posluzili kao predlozak po

kojemu su se sastavili multipleksi biljega koriSteni u ovom istrazivanju. Provjera optimizacije

PCR reakcija radena je elektroforezom na agaroznom gelu. Svaki uzorak sadrzavao je 5 ul

uzorka PCR produkta s 1 pl boje. Elektroforeza se odvijala oko 45 minuta pri 55 V, u otopini
1X TBE pufera (Lonza AccuGENE®) s dodatnim bojilom (Lonza GelStar™ Nucletic Acid

Gel Stain). Nakon provjere PCR protokola za odredene biljege radi optimizacije napravljeni

su multipleksi, koji su uspjeSno umnoZeni i1 pripremljeni za denaturaciju kapilarnom

elektroforezom na automatskom sekvenceru, te poslani u MACROGEN EUROPE INC.,

Nizozemska.
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MULTIPLEKS 1 (biljezi ssrQpZAG9, ssrQrZAG11, ssrQrZAG101)

PCR reakcijska smjesa:

U PCR reakcijskoj smjesi volumena 20 pl po uzorku upotrijebljeno je 1 ul genomske DNA, u
10 mM PCR pufera, uz 0,025 U/ul Tag DNK Polimeraze, te 0,2 mM svakog dNTP-a i po 0,2
uM Forward i Reverse pocetnica biljega sstQpZAG9 1 ssrQrZAG101, te po 0,3 uM Forward i
Reverse pocetnica biljega ssrQrZAG11 (LIFE TECHNOLOGIES®). Do punog volumena koristila

se sterilizirana i deionizirana H-0.

PCR protokol:

Prvi stupanj PCR reakcije, denaturacije odvijala se pri 94 °C u vremenu trajanja od 3 minute.
Amplifikacija DNK se odvijala u 30 ciklusa s temperaturama denaturacije (engl.
denaturation) 94 °C u trajanju 40 sekundi i nalijeganja pocetnica (engl. annealing) na 50 °C u
trajanju od po 40 sekundi, i elongacijom, tj. produzivanjem DNK na temperaturi od 65 °C u
trajanju od 80 sekundi. Nakon $to su svi ciklusi zavrSeni, uslijedila je produzena elongacija u

trajanju od 5 minuta pri 65 °C.

MULTIPLEKS 2 (ssrQpZAG15, ssrQpZAG104, ssrQpZAG110)

PCR reakcijska smjesa:

U PCR reakcijskoj smjesi volumena 20 pl po uzorku upotrijebljeno je 1 pl genomske DNA, u
10 mM PCR pufera, uz 0,025 U/ul Taq DNK Polimeraze, te 0,2 mM svakog dNTP-a i po 0,3
uM Forward 1 Reverse pocetnica biljega sstQpZAGl15, po 0,22 uM Forward 1 Reverse
pocetnica biljega ssrQpZAG104, te po 0,4 puM Forward i Reverse pocetnica biljega
sSrQpZAG110 (LIFE TECHNOLOGIES®). Do punog volumena Kkoristila se sterilizirana i

deionizirana H,0.

PCR protokol:

Tri minute pocetne denaturacije pri 94 °C. Amplifikacija DNK se odvijala u 30 ciklusa s
temperaturama denaturacije 94 °C u trajanju 40 sekundi i nalijeganja pocetnica na 50 °C u
trajanju od po 40 sekundi, te elongacijom DNK na temperaturi od 65 °C u trajanju od 80
sekundi. Nakon $to su svi ciklusi zavrSeni, uslijedila je produzena elongacija u trajanju od 5

minuta pri 65 °C.
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MULTIPLEKS 3 (ssrQpZAG16, ssrQrZAG30, ssrQrZAG87)

PCR reakcijska smjesa:

U PCR reakcijskoj smjesi volumena 20 pl po uzorku upotrijebljeno je 1 ul genomske DNA, u
10 mM PCR pufera, uz 0,025 U/ul Taq DNK Polimeraze, te 0,2 mM svakog dNTP-a i po 0,4
uM Forward 1 Reverse pocetnica biljega sstQpZAG16, po 0,3 uM Forward i Reverse
pocetnica biljega ssrQrZAG30, te po 0,15 uM Forward i Reverse pocetnica biljega
ssrQrZAG87 (LIFE TECHNOLOGIES®). Do punog volumena Koristila se sterilizirana i

deionizirana H,0.

PCR protokol:

Tri minute pocetne denaturacije pri 94 °C. Amplifikacija DNK se odvijala u 30 ciklusa s
temperaturama denaturacije 94 °C u trajanju 40 sekundi i1 nalijeganja pocetnica na 50 °C u
trajanju od po 40 sekundi, te elongacijom DNK na temperaturi od 65 °C u trajanju od 80
sekundi. Nakon §to su svi ciklusi zavrSeni, uslijedila je produzena elongacija u trajanju od 5

minuta pri 65 °C.

MULTIPLEKS 4 (ssrQrZAG7, ssrQrZAG96, ssrQpZAG1/5, MSQ13)

PCR reakcijska smjesa:

U PCR reakcijskoj smjesi volumena 20 pl po uzorku upotrijebljeno je 1 pl genomske DNA, u
10 mM PCR pufera, uz 0,025 U/ul Taq DNK Polimeraze, te 0,2 mM svakog dNTP-a i po 0,22
uM Forward i1 Reverse pocetnica biljega sstQrZAG7, po 0,15 uM Forward i Reverse
pocetnica biljega ssrQrZAG96, te po 0,3 uM Forward i Reverse pocetnica biljega
SSrIQpZAG1/5 i po 0,22 puM Forward i Reverse pocetnica biljega MSQI3 (LIFE

TECHNOLOGIES®). Do punog volumena koristila se sterilizirana i deionizirana H>0.
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PCR protokol:

Tri minute pocetne denaturacije pri 94 °C. Amplifikacija DNK se odvijala u 30 ciklusa s
temperaturama denaturacije 94 °C u trajanju 40 sekundi i1 nalijeganja pocetnica na 50 °C u
trajanju od po 40 sekundi, te elongacijom DNK na temperaturi od 65 °C u trajanju od 80
sekundi. Nakon $to su svi ciklusi zavrSeni, uslijedila je produzena elongacija u trajanju od 5

minuta pri 65 °C.

BILJEG ssrQrZAG112
Zbog specificnog protokola za biljeg ssrQrZAG112, umnazanje tog biljega je radeno

zasebno prema GUICHOUX i dr. 2011, bez mogucnosti njegovog uklapanja u jedan od

multipleksa.

PCR reakcijska smjesa:

U PCR reakcijskoj smjesi volumena 10 pl po uzorku upotrijebljeno je 1 ul genomske DNA, u
10 mM PCR pufera, uz 0,025 U/ul Taq DNK Polimeraze, te 0,2 mM svakog dNTP-a i po 0,4
uM Forward i Reverse pocetnica biljega sstQrZAG112 (LIFE TECHNOLOGIES®). Do punog

volumena koristila se sterilizirana i deionizirana H,0.

PCR protokol:

Prvi stupanj PCR reakcije, denaturacije odvijala se pri 95 °C u vremenu trajanja od 15
minuta. Amplifikacija DNK se odvijala u 30 ciklusa s temperaturama denaturacije (engl.
denaturation) 94 °C u trajanju 30 sekundi i jednominutnom nalijeganju pocetnica (engl.
annealing) na 56 °C, te elongacijom, tj. produzivanjem DNK na temperaturi od 72 °C u
trajanju od 45 sekundi. Nakon $to su svi ciklusi zavrSeni, uslijedila je produZena elongacija u

trajanju od 10 minuta pri 60 °C.
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2.5.4. UmnaZanje kloroplastnih mikrosatelitnih regija lan¢anom reakcijom polimerazom

(PCR)

Kloroplastni mikrosatelitni biljezi koriSteni u ovom istrazivanju izdvojeni su iz vrsta

Quercus robur i Quercus petraea, sedam biljega (DEGuiLLOUX i dr. 2003) te tri biljega

karakteristi¢na za o¢uvane regije kod svih kritosjemenjac¢a dvosupnica (WEISING i GARDNER

1999). Tablica 7 sadrzi detaljan prikaz biljega, njihovih pocetnica, ponavljajuéih sljedova

nukleotida, te ocekivanih duljina alela.

Tablica 7. Koristeni kloroplastni biljezi i pocetnice, izdvojeni iz izvorne literature.

- l\_le_lziv Pocetnice (slijed u smjeru 5° — 37) Ponavlj_ajuc’i P(;SI(}Ji?]r;a
biljega F pocetnice obiljezene (Stigma® Proligo) motiv alela

1 udt3 F - ned TGTTAGTAATCCTTTCGTTT (A)u 126
R AGGTATAAAGTCTAAGGTAA

2 ccmpl0 | F —vic TTTTTTTTTAGTGAACGTGTCA (Ma 103
R TTCGTCGDCGTAGTAAATAG

3 ped5 F—fam | CCCCCGGATCTCTGTCAACTG (A)s 77
R TAATAAACGAGAATCACATAA

4 udtl F - fam ATCTTACACTAAGCTCGGAA (A)u 86
R TTCAATAACTTGTTGATCCC

5 ukk3 F - ned TTAGATCGGGTAATCGTTCAA (Mo 99
R AAGTGAATAAATGGATAGAGC

6 ccmp6 F - vic CGATGCATATGTAGAAAGCC (T)sC(M)17 103
R CATTACGTGCGACTATCTCC

7 ucd4 F - hex TTATTTGTTTTTGGTTTCACC (M2 97
R TTTCCCATAGAGAGTCTGTAT

8 udt4 F —vic GATAATATAAAGAGTCAAAT (A)s 147
R CCGAAAGGTCCTATACCTCG

9 ccmp?2 F - ned GATCCCGGACGTAATCCTG (A)11 189
R ATCGTACCGAGGGTTCGAAT

10 ukk4 F - fam TTGTTTACCTATAATTGGAGC (Ms 114
R TAGCGGATCGGTTCAAAACTT

Optimizacija i PCR reakcije kloroplastnih mikrosatelitnih biljega koriSteni su na isti

nacin 1 sa istim uredajima kao 1 jezgrini biljezi. Takoder, zbog ustede i moguénosti sparivanja

biljega na osnovu kompatibilnosti temperatura te razli¢ite duljine kako bi ih mogli jasno

razlikovati, formirano je tri multipleksa, dok je za jedan biljeg lanana reakcija polimerazom

provedena zasebno (cd4).
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MULTIPLEKS 1 (ucdS, pdt3, ccmp10)

PCR reakcijska smjesa:

U PCR reakcijskoj smjesi volumena 20 pl po uzorku upotrijebljeno je 1 ul genomske DNA, u
10 mM PCR pufera, uz 0,025 U/ul Taq DNK Polimeraze, te 0,2 mM svakog dNTP-a i po 0,2
uM svih Forward i Reverse pocetnica (LIFE TECHNOLOGIES®). Do punog volumena koristila

se sterilizirana i deionizirana H50.

PCR protokol:

Prvi stupanj PCR reakcije, denaturacije odvijala se pri 94 °C u vremenu trajanja od 3 minute.
Amplifikacija DNK se odvijala u 30 ciklusa s temperaturama denaturacije (engl.
denaturation) 94 °C u trajanju 40 sekundi i nalijeganja pocetnica (engl. annealing) na 50 °C u
trajanju od po 40 sekundi, i elongacijom, tj. produzivanjem DNK na temperaturi od 65 °C u
trajanju od 80 sekundi. Nakon $to su svi ciklusi zavrSeni, uslijedila je produzena elongacija u

trajanju od 5 minuta pri 65 °C.

MULTIPLEKS 2 (ukk3, pdtl, ccmp6)

PCR reakcijska smjesa:

U PCR reakcijskoj smjesi volumena 20 pl po uzorku upotrijebljeno je 1 ul genomske DNA, u
10 mM PCR pufera, uz 0,025 U/ul Taq DNK Polimeraze, te 0,2 mM svakog dNTP-a i po 0,2
uM Forward 1 Reverse pocetnica biljega pukk3, pdtl i po 0,6 uM Forward i Reverse pocetnica
biljega ccmp6 (LIFE TECHNOLOGIES®). Do punog volumena koristila se sterilizirana i

deionizirana H,0.

PCR protokol:

Tri minute denaturacije odvijala se pri temperaturi 94 °C. Amplifikacija DNK se odvijala u 30
ciklusa s temperaturama denaturacije 94 °C u trajanju 40 sekundi i nalijeganja pocetnica na 50
°C u trajanju od po 40 sekundi, i elongacijom, tj. produZivanjem DNK na temperaturi od 65
°C u trajanju od 80 sekundi. Nakon S§to su svi ciklusi zavrSeni, uslijedila je produzena

elongacija u trajanju od 5 minuta pri 65 °C.
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MULTIPLEKS 3 (udt4, pkk4, ccmp?2) i BILIEG ped4

PCR reakcijska smjesa:

U PCR reakcijskoj smjesi volumena 20 pl po uzorku upotrijebljeno je 1 ul genomske DNA, u
10 mM PCR pufera, , uz 0,025 U/ul Tag DNK Polimeraze, te 0,2 mM svakog dNTP-a i po 0,5
uM Forward i Reverse pocetnica biljega pcd4, po 0,5 uM Forward i Reverse pocetnica
biljega ndt4, 0,4 uM Forward i Reverse pocetnica biljega pukk4 i po 0,1 uM Forward i
Reverse pocetnica biljega ccmp2 (LIFE TECHNOLOGIES®). Do punog volumena koristila se

sterilizirana i deionizirana H-0.

PCR protokol:

Tri minute denaturacije odvijala se pri temperaturi 94 °C. Amplifikacija DNK se odvijala u 30
ciklusa s temperaturama denaturacije 94 °C u trajanju 40 sekundi i nalijeganja pocetnica na 50
°C u trajanju od po 40 sekundi, i elongacijom, tj. produzivanjem DNK na temperaturi od 65
°C u trajanju od 80 sekundi. Nakon §to su svi ciklusi zavrSeni, uslijedila je produZena

elongacija u trajanju od 5 minuta pri 65 °C.
Uspjesnost umnazanja svih biljega prvo je provjerena elektroforezom na agaroznom

gelu i vizualizirana uz pomo¢ uredaja Mini BIS Pro, DNr Bio-lmaging System sa UV

svjetlosti.
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2.5.5. Razdvajanje i vizualizacija produkata PCR-a

Svi PCR produkti poslani su na analizu kapilarnom elektroforezom u MACROGEN
EUROPE INC., Nizozemska.

Za razdvajanje 1 vizualizaciju PCR produkata koristi se najcesce kapilarni sekvencer
koji zahtijeva fluorescentno oznacene pocetnice. Opremljen je sa dugackim kapilarama (tanke
cjevéice) koje omogucuju istovremenu analizu nekoliko uzorka. Kapilare su napunjene
polimerom koji u polju istosmjerne struje omogucuje razdvajanje DNA fragmenata prema
njihovoj veli¢ini (broju parova baza, bp-a). Detekcija DNA fragmenata bazirana je na
principu fluorescencije, odnosno karakteristike da specijalne fluorescentne boje osvijetljene
laserom emitiraju svjetlost (fluorescenciju). Uzorci putuju kapilarom do mjesta gdje uredaj
detektira prolazak flourescentno oznacenog produkta i biljezi jacinu signala i duzinu
produkta. Potrebno je koristiti standardnu veli¢inu (engl. size standard) poznate veliine
fragmenta pomocu kojeg se softverski izraCunava veli¢ina ostalih fragmenata.

U trenutku prolaska uzorka uredaj biljezi prisustvo produkta u obliku vrha krivulje
(engl. peak). Visina vrha ovisi o jacini signala tj. koli¢ini produkta, a polozaj vrha u odnosu
na standard ovisi o duzini alela.

Nakon zavrSene elektroforeze i dobivenih podataka iz MACROGEN EUROPE INC.,
podaci su analizirani pomocu softverskog paketa GENEMAPPER 4.0 (APPLIED BIOSYSTEMS®).
Pravi vrhovi odabrani su ru¢no na temelju ofekivanog raspona duZine alela 1 karakteristicnog
izgleda mikrosatelita. Duzine alela i ostale znacajke odabranih vrhova iz programa su u obliku

tablice prebaceni u Excel.
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2.6. Statisticke analize DNK biljega

Uporabom genetickih biljega identificira se raznolikost na nivou pojedinacnih genskih
lokusa, Sto omogucuje precizniju informaciju o genetskoj raznolikosti. Medutim genetskim
biljezima utvrduje se tzv. neutralna genetska raznolikost, §to zna¢i da utvrdena genetska
raznolikost ne ukazuje na razlike izmedu populacija uvjetovane prilagodbenim procesima
nastalih uslijed razlika u okoliSnim uvjetima. Genetski biljezi koji se danas koriste ne
pripadaju lokusima koji su pod utjecajem selekcijskih procesa. Medutim, nezaobilazno su
sredstvo analize evolucijsko-adaptacijskih ¢imbenika, i to utjecaja genetskog drifta na

populacije i analize migracije alela izmedu populacija.

2.6.1. Jezgrini mikrosatelitni biljezi

Analiza jezgrinih mikrosatelitnih biljega provedena je na temelju 340 jedinki i 10
mikrosatelitnih biljega. Biljezi ssrQpZAG15, ssrQpZAG104, ssrQpZAG110 i ssrQpZAG1/5

nisu uvrsteni u analize zbog monomorfnosti i nedostatka podataka.

2.6.1.1. Deskriptivna statistika

Analize informativnosti mikrosatelitnih biljega kao i raznolikosti unutar populacija
provode se nizom jednostavnih statistickih parametara. Za odredivanje unutarpopulacijske
raznolikosti najceS¢e se koriste razli€iti parametri koji sluze za kvantifikaciju genetske
raznolikosti na temelju podataka dobivenih analizom DNK biljega.

Ukupan broj alela (Na) i genska raznolikost (Hg) svakog mikrosatelitnog biljega
izracunat je u programu POWERMARKER ver. 3.23 (Liu i Muskt 2005).

Prosjecan broj alela po lokusu za pojedinu populaciju (Nav), zapazena heterozigotnost
(engl. observed heterozigosity — Hp) koja predstavlja udio heterozigotnih jedinki u
analiziranim populacijama, te ocekivana heterozigotnost (engl. expected heterozygosity — Hg)
odnosno genska raznolikost (engl. gene diversity) definirana kao udio jedinki u skupini
analiziranih genotipova koje bi bile heterozigtne nakon jedne generacije slobodne oplodnje,
odnosno vjerojatnost da su dva nasumi¢no izabrana alela iz analizirane skupine medusobno

razli¢ita, izraCunati su pomocu programa GENEPOP 4.0 (RAYMOND | ROUSSET 1995).
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Jedinstveni aleli (engl. private alleles — Npa) definirani su kao aleli koji se pojavljuju

u jedinkama samo jedne od analiziranih populacija, a izracunati su u programu MICROSAT
ver. 1.5d (MINCH i dr. 1997).

Ujedno se ispitalo jesu li promatrane populacije u Hardy-Weinberg-ovoj ravnotezi ili
postoji odredeno odstupanje. Ukoliko odstupanje postoji, moze biti uzrokovano
samooplodnjom unutar populacija ili genetskom diferencijacijom izmedu njih.

Fiksacijski indeks — Fis (WHIGHT 1931) ozna¢ava manjak ili viSak heterozigotnosti, a
mjera je odstupanja stvarnih alelnih frekvancija od frekvencija kakve bi bile prisutne pri
panmiksiji. U stranoj literaturi se naj¢e$¢e naziva inbreeding coefficient koji predstavlja
indeks unutarpopulacijske endogamije odnosno koeficijentom samooplodnje, tj. moguénost
da su dva alela kod iste jedinke identi¢nog postanka ili podrijetla. Vrijednost se krece izmedu
-1 1. U usporedbi s populacijama u Hardy-Weinberg-ovoj ranotezi (Fs = 0) §to su vrijednosti
koeficijenta negativnije (Fis >0 do -1) to znaci kako u populaciji ima viska heterozigota

(outbreeding), dok pozitivne vrijednosti ukazuju na njihov manjak (inbreeding).

Fe=1 Hy
1S — HE

gdje je,
Ho — zapaZena heterozigotnost,

He — ocekivana heterozigotnost.

Izracun nepristranog procjenitelja fiksacijskog indeksa (f) provodi se po metodi WEIR i
COCKERHAM (1984). Za testiranje signifikantnosti odstupanja od Hardy-Weinberg-ove
ravnoteze koriSten je takoder GENEPOP, na temelju metode Markovljevih lanaca (Markov
chain method) (Guo i THOMPSON 1992). Odredivanje signifikantnosti (P(s)) provedeno je
pomocu postupnog Bonferroni-jevog testa (HoLm 1979; Rice 1989) u svrhu kontrole utjecaja
viSestrukog testiranja programskim paketom SAS ver. 9.2 (SAS INSTITUTE 2004).
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2.6.1.2. Nul aleli

Postojanje nul-alela testirano je pomoc¢u programa MICRO-CHECKER ver. 2.2.3 (VAN
OOSTERHOUT 1 dr. 2004). Ucestalost nul-alela (f,u) procijenjena je pomoéu algoritma
Ocekivanja i maksimizacije (engl. Expectation-Maximization algorithm — EM, DEMPSTERi dr.
1977) u programu FREENA (CHAPUIS i ESTOUP 2007). Prinaene novo izraCunate alelne
ucestalosti koristene su za odredivanje ocekivane heterozigotnosti populacija (Hgmuny) 1 indeks
geneticke diferencijacije izmedu populacija (Fstnaiy) uporabom metode ENA (engl. Excluding
Null Alleles) koja iz izra¢una iskljuCuje ucestalosti nul-alela. Odredivanje statisticke
znacajnosti izmedu Hg i Hgpuny testirano je pomocu Wilcoxon-ovog testa signifikantnosti u
SAS statistiCkom paketu (SAS INSTITUTE 2004).

2.6.1.3. Geneticka diferencijacija

Fsr ili indeks genetske diferencijacije (WRIGHT 1931), udio je ukupne genetske
varijabilnosti koja je uzrokovana diferencijacijom izmedu populacija u odnosu na ukupnu
genetsku varijabilnost, odnosno razlikama u alelnim ucestalostima pojedinih podpopulacija od
kojih se neka populacija sastoji. Kao mjera opisuje smanjenje heterozigotnosti u
metapopulaciji zbog utjecaja genetskog drifta. Koristi se i za izraCunavanje protoka gena
izmedu populacija, kao i genetske udaljenosti izmedu dvije populacije (NEI 1972). U literaturi
se navodi kao coancestry coefficient (q) ili fixation indeks, a ratuna se uz omjer prosjecne

heterozigotnosti podpopulacije i o¢ekivane heterozigotnosti metapopulacije.

For =1 Hs
ST — HT

gdje je:
Fst — indeks geneticke diferencijacije,
Hs — prosjecna ocekivana heterozigotnost podpopulacija,

Ht — o€ekivana heterozigotnost populacije.

Kada nema geneticke diferencijacije izmedu podpopulacija Fst = 0, a krece se od 1

odnosno potpune diferencijacije, ali ne moZe biti negativne vrijednosti jer je prosjecna
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ocekivana heterozigotnost podpopulacija (Hs) uvijek manja od ocekivane heterozigotnosti
populacije (Hr). Ukoliko ima negativnih vrijednosti one se tretiraju kao 0 (nula).

Takoder indeks geneticke diferencijacije (Fst) moZe se procijeniti na temelju
parametra 8 prema metodi WEIR i COCKERHAM (1984), a signifikantnost je utvrdena pomocu
permutacija u programu FSTAT ver. 2.9.3.2 (GOUDET 1995).

Indeks geneticke diferencijacije (Fst) temelji se na modelu beskona¢nog broja alela.
Kako bi odredili signifikantnost postupnih mutacija u genetickoj diferencijaciji izmedu
populacija koristimo model postupnih mutacija (Rst) (SLATKIN 1985; GOLDSTEIN i dr. 1995a,
1995b; SLATKIN 1995; ROUSSET 1996), te za utvrdivanje signifikantnosti modela
permutacijski test alelnih duljina na 10.000 permutacija u programu SPAGeDi 1.2g (HARDY i
VEKEMANS 2002, 2007). Odnosno, zeli se utvrditi jesu li postupne mutacije znacajno
pridonijele genetickoj diferencijaciji izmedu populacija.

Vrijednost Rsr trebala bi biti jednaka vrijednosti Fsr ukoliko postupne mutacije
nemaju znacajnu ulogu u diferencijaciji populacija kada se usporede s utjecajem genetickog
drifta (pomaka) i1 migracijama. Ukoliko pak postupne mutacije znatno pridonose
diferencijaciji vrijednost Rst trebala bi pak biti vec¢a od vrijednosti Fsr. Signifikantnost u
razlikama vrijednosti Rst i Fst utvrduje se neparametarski, pomocu permutacija alelnih

duljina.

2.6.1.4. Mjerila geneti¢ke udaljenosti i izrada stabla

Geneticka udaljenost odreduje se s obzirom na tip molekularnih biljega, evolucijski
model, te razinu analize. Podaci koji se koriste za analizu geneticke udaljenosti su
kodominantni i dominantni biljezi. Analiza geneticke udaljenosti svih molekularnih biljega
provodi se na temelju modela beskonacnog broja alela, dok je pretpostavljeni evolucijski
model u slucaju mikrosatelitnih biljega model postupnih mutacija. Na temelju alelnih
ucestalosti gena u populaciji, geneticku udaljenost mozemo analizirati na razini populacija ili
temeljem viSelokusnih genotipova na razini jedinki.

Mjerila geneticke udaljenosti dijele se na evolucijska 1 geometrijska mjerila
udaljenosti.

Genetska udaljenost po Nei-u (D) (NEI 1972) uobicajeno je i najceSce koristeno

evolucijsko mjerilo udaljenosti. Udaljenost izmedu populacija odreduje se na temelju alelnih
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ucestalosti analiziranih biljega izmedu parova populacija. Primjenjuju¢i Nei-evu standardnu
genetsku udaljenost, udaljenost izmedu populacija ovisi 0 broju genetskih supstitucija po
lokusu koje su se dogodile nakon odvajanja dvije populacije. Genetska udaljenost krece se od
0 do beskonac¢no (NEI 1972). Sto su vrijednosti D bliZe nuli to je genetska udaljenost izmedu
tog para populacija manja.

Genetska udaljenost izmedu populacija procjenjena je na temelju preinacene tetivne

udaljenosti (engl. chord distance, CAVALLI-SFORZA | EDWARDS 1967; FELSENSTEIN 2004):

4(2’1“:1 221:1 v pallpalz)

2 —
1=14%

gdje su:

Déyorp — preinacena standardna geneticka udaljenost po Nei-u izmedu populacije 1 i
2,

Pann — ucestalost alela a lokusa 1 u populaciji 1,

Pai2 — ucestalost alela a lokusa 2 u populaciji 2,

a—alel,

A — ukupni broj alela,

| — lokus,

L — ukupan broj lokusa.

Geneticki odnosi udaljenosti izmedu populacija ili jedinki prikazuju se na temelju
izraCunatih matrica razli¢itth multivarijatnih metoda u obliku grafickih prikaza. Populacije
(odnosno jedinke) mogu se prikazati u obliku stabala ili u koordinatnom sustavu.

Stablo koje se uzima kao najvjerodostojnije izradeno je prema metodi FITCH i
MARGOLIASH (1967), a temelji se na procjeni svih moguc¢ih stabala i izboru onoga s
najkracom ukupnom duljinom grana. Na temelju svake topologije moguce je izraCunati
udaljenosti izmedu svojti na stablu. Medutim, prilikom zbrajanja duljina grana koje povezuju
dvije svojte na stablu Cesto postoji odredena nepodudarnost izmedu udaljenosti na stablu
(engl. partistic distance — partisticka udaljenost) i udaljenosti u izvornoj matrici zbog
odstupanja od aditivnosti. Aditivno stablo izraduje se algoritmom Fitch-a i Margoliash-a na
temelju prilagodbe izvornih udaljenosti u matrici partistickim udaljenostima (engl. goodness-

of-fit). Koristi sa metoda najmanjih kvadrata (engl. least-square means) prema formuli:
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2

P Z (Dij — d;)
= Dizj

Lj

gdje je:

F — ocjena prilagodbe (engl. goodnes-of-fit),

P — ukupan broj parova svojti u analizi.

Neparametrijskom tehnikom tzv. metodom bootstrap utvrduje se pouzdanost pojedinih
grananja na stablu (FELSENSTEIN 1985). Postupak se temelji na poduzorkovanju u svrhu
utvrdivanja pogreske uzrokovanja prilikom izrade stabla, 1 to: (1) izradom niza poduzoraka
iste veliCine kao 1 izvorni set podataka na nacin da se neki podaci ispustaju, a neki pojavljuju
viSe puta, (2) izraCunom matrica udaljenosti i izradom stabala na temelju veéeg broja
pseudoponavljanja bootstrap (obi¢no vise od 1000), te (3) usporedbom stabala bootstrap s
izvornim stablom: broj bootstrap stabala koja sadrze pojedinu skupinu izvornog stabla. Udio
pseudoponavljanja koja su rezultirala stablima koja sadrze istovjetnu skupinu kao i izvorno
stablo, predstavlja vrijednost bootstrap odredene skupine (engl. bootstrap support value) i
mjera su njezine pouzdanosti. Ukoliko je vrijednosti bootstrap manja od 50 % skupina nije
pouzdana, te nije moguce sa sigurnoscu utvrditi odrzava li nastala skupina stvarnu geneticku
slicnost izmedu jedinki ili je rezultat slu¢ajnosti. Slabo pouzdanima smatraju se vrijednosti od
50 do 75 %, pouzdanima vrijednosti od 75 od 89 %, dok su vrijednosti vece od 90 % vrlo
pouzdane. Za izradu koristen je programski paket PHYLIP ver. 3.6b (FELSENSTEIN 2004).

2.6.1.5. Geneticko usko grlo

Populacije mogu imati mali broj razlicitih alela 1 nisku raznolikost, te tada mozemo
pretpostaviti kako je ta populacija prosla kroz tzv. efekt uskog grla (engl. genetic bottleneck).
Za analizu postojanja genetickog uskog grla koristen je program BOTTLENECK ver. 1.2.02
(CORNUET i LUIKART 1996; PIRY i dr. 1999). Ocekivana heterozigotnost (Hg) usporeduje se s
oc¢ekivanom heterozigotnos¢u populacije koja je u ravnotezi mutacija 1 pomaka (engl.
mutation-drift equilibrium) (Heg) na temelju zapazenog broja alela. Koriste se tri mutacijska

modela: 1) model beskonacnog broja alela (engl. Infinite Allele Model — IAM, KIMURA i
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Crow 1964) koji pretpostavlja kako svakom novom mutacijom nastaje jedan novi alel; 2)
model postupnih mutacija (engl. Stepwise Mutation Model, OHTA i KIMURA 1973) koji
pretpostavlja kako je varijabilnost mikrosatelitnih biljega najceS¢e uzrokovana greskom
prilikom replikacije DNK §to uglavnom ima za posljedicu povecenje ili smanjivanje broja
ponavljenja svojstvenog motiva za jedan (+1 ili -1); 3) dvofazni model mutacija (engl. Two-
phased model, DI RIENZO i dr. 1994) je sastavljeni evolucijski model koji uzima u obzir oba
prethodna modela, sa veéim postotnim udjelom SMM modela od TAM modela.
Signifikantnost suviSska odnosno nedostatka heterozigotnosti utvrdena je Wilcoxon-ovim

testom signifikantnosti.

2.6.1.6. Analiza molekularne varijance (AMOVA)

Analizom molekularne varijance (engl. Analysis of Molecular Variance — AMOVA,
EXCOFFIER i dr. 1992) moguce je varijancu udaljenosti izmedu jedinki ras¢laniti na njezine
sastavnice: dio varijance uzrokovan razlikama izmedu populacija i dio varijance uzrokovanu
razlikama izmedu jedinki unutar populacija.

Klasi¢na analiza varijance (ANOVA) izracunava sume kvadrata pojedinih izvora
varijabilnosti, kod analize molekularne varijance (AMOVA) koriste se sume kvadretnih
odstupanja (engl. sums of squared deviations — SSD). Kako se u analizi koriste udaljenosti
izmedu parova jedinki a ne vrijednosti samih jedinki, sume kvadratnih odstupanja definirane
su kao odstupanja od centroida u multidimenzionalnom prostoru. Na temelju suma kvadratnih
odstupanja svake razine strukture: A) izmedu i unutar populacija, B) raznolikost jezgrinih
mikrosatelitnih biljega unutar i izmedu rodoslovnih linija, tri rodoslovne linije dobivene na
temelju analize Kkloroplastnih haplotipova, moze se izraCunati prosjena suma kvadratnih
odstupanja, procijeniti sastavnice varijance, te utvrditi postotak ukupne varijance koji je
objaSnjen odredenom razinom strukture. Izracunom parametra ¢ utvrduje se signifikantnost

pretpostavljenih razina strukture:

0 — sastavnica varijance uzrokovana razlikama izmedu populacija,

a2 — ukupna varijanca.
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U klasi¢noj analizi varijance parametar F usporeduje se s teorijskom F-raspodjelom,
medutim nulta raspodjela parametra ¢ nije poznata, te se stoga raspodjela izraduje
neparametarski na temelju veceg broja permutacija originalne matrice udaljenosti. Vrijednost
¢st 1izmedu svakog pojedinog para populacija izraCunava se analizom molekularne varijance
zasebno za sve parove populacija, uz testiranje signifikantnosti. Analiza je provedena u
programu ALERQUIN ver. 3.5 (EXCOFFIER i dr. 2005), a signifikantnost ¢t vrijednosti

izraCunata je na 10.000 permutacija.

2.6.1.7. Prostorna genetika

Analiziranje povezanosti izmedu geneticke i geografske udaljenosti izmedu jedinki
odnosno populacija i opisivanje prostorne raspodjele geneticke raznolikosti obuhvaca grana
populacijske genetike — prostorna genetika (engl. spatial genetics) (HEywooD 1991,
ESCUDERO i dr. 2003; GUILLOT i dr. 2009). Biljke kao Ziva bi¢a imaju ograni¢enu mobilnost,
te se njihova geneticka struktura uglavnom podudara s prostornom strukturom. Takva fizicka
distribucija, odnosno prostorni i genetski obrasci rezultat su djelovanja okoliSnih ¢imbenika i
selekcijskih pritisaka (LOVELESS i HAMRICK 1984).

Zajednicka analiza genetske i geografske udaljenosti koristi neke statisticke metode:
(1) analiza izolacije uslijed udaljenosti (engl. isolation by distance — IBD) (ROUSSET 1997)
pomo¢u Mantel-ovog testa (MANTEL 1967), (2) prostorna autokorekcijska analiza (engl.
spatial autocorrelation analysis) (MORAN 1950; SOKAL i ODEN 1978; SMOUSE i PEAKALL
1999), i (3) Bayesovsko prostorno modeliranje geneticke strukture populacija (engl. Bayesian
spatial modeling of genetic population structure) (CORANDER i dr. 2003; FRANCOIS i dr. 2006;
CHEN i dr. 2007; CORANDER i dr. 2008).

Obzirom da su u disertaciji koristene metode izolacije uslijed udaljenosti i prostorna

autokorelacijska analiza, samo ¢e one biti opisane.

2.6.1.7.1. Analiza izolacije uslijed udaljenosti

Geneti¢ka diferencijacija izmedu populacija pod pretpostavkom izolacije uslijed
udaljenosti (IBD) (RousseT 1997) raste linearno s prirodnim logaritmom geografske

udaljenosti u dvodimenzionalnom prostoru. Analiza izolacije uslijed udaljenosti ukljucuje
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regresiju matrice Fst/(1-Fsr) vrijednosti i matrice vrijednosti prirodnih logaritama geografskih
udaljenosti (u km) izmedu analiziranih populacija, a u svrhu utvrdivanja signifikantnosti
korelacije provodi sa Mantel-ov test izmedu navedenih matrica na 10.000 permutacija. Udio
geneticke diferencijacije je koeficijent determinacije (Rz) objasnjen prostornom udaljenoscu.
Nedostatak ove metode je Sto iskljucivo utvrduje postojanje linearnog odnosa geneticke i
prostorne udaljenosti §to kod prirodnih populacija biljaka ne mora biti slu¢aj (HEYwOOD

1991). Metoda je izracunata pomocu programa NTSys-PC ver. 2.10s (ROHLF 2000).

2.6.1.7.2. Prostorna autokorelacijska analiza

Odnos izmedu odredenih mjerila autokorelacije u razliitim zemljopisnim razredima
(engl. distance class) predstavlja prostorna autokorelacijska analiza, a prikazuje se pomocéu
korelograma odnosno distograma. Signifikantnost mjerila autokorelacije moguce je testirati za
svaki pojedinacni zemljopisni razred. Razne koeficijente i mjerila genetske udaljenosti
moguce je koristiti kao mjerila autokorelacije, poput koeficijenta srodstva (engl. Kinship
coefficijent) ¢iji toCan izraun ovisi o vrsti i prirodi biljega koji se koriste (LOISELLE i dr.
1995; RITLAND 1996; HARDY i VEKEMANS 2002; HARDY 2003).

Geografske Sirine 1 duZine mati¢nih sastojina 1 njihove medusobne udaljenosti
koriStene su za izraCunavanje matrice zemljopisnih udaljenosti izmedu svih parova jedinki 1
svrstavanje parova u geografske razrede. Parovi jedinki su razvrstani u 11 geografskih razreda
na nacin da u svakom razredu postoji priblizno jednak broj parova jedinki. Nasumi¢nim
permutacijama matrice koeficijenta srodstva moZemo ustanoviti empirijsku raspodjelu
koeficijenta srodstva pojedinog razreda. Vjerojatnosti prosjecnih koeficijenata pojedinih
razreda odreduju pribliznu zamljopisnu udaljenost pri kojoj dolazi do izolacije zbog
udaljenosti (engl. isolation-by-distance) kod analiziranih jedinki.

Kako su u ovom istrazivanju koriSteni jezgrini mikrosatelitski biljezi, upotrebljen je
koeficijent srodnosti za kodominantne biljege (engl. kinship coefficient for co-dominant
markers, Fritand) (RITLAND 1996), uporabom programskog paketa SPAGEDI 1.2g (HARDY i
VEKEMANS 2002).
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2.6.1.8. Faktorijalna analiza korespodencije

Kada su podaci veceg obima postaje nemogucée jednostavno interpretirati njihov
sadrzaj, stoga je pozeljna njihova vizualizacija. U tu svrhu koriste se graficki prikazi koji
omogucuje smjeStanje visestrukih podataka unutar koordinatnog sustava koji predstavlja
razdvajanje ili grupiranje uzoraka. U ovom radu za vizualizaciju odnosa izmedu analiziranih
genotipova provedena je faktorijalna analiza korespodencije (engl. Factorial Correspondence
Analysis — FCA). To je multivarijatna metoda koja se koristi upravo u svrhu sazimanja
informacija 1 prikaza odnosa izmedu opazanja (jedinki 1 genotipova) na temelju simultane
analize viSe kvalitativnih svojstava (biljega). FCA ponderira utjecaj alela ovisno o tome Koji
aleli viSe utjeCu na razlike u populacijama, a temelji se na tablicama kontigencije nastalim
unakrsnim tabeliranjem (engl. cross-tabulation). Provedena je pomocu programa GENETIX

4.05 (BELKHIR i dr. 2004) uzimajuéi u obzir regionalnu pripadnost jedinki u analizi.
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2.6.2. Kloroplastni mikrosatelitni biljezi

Analizirano je 325 jedinki koje su imale potpune velicine alela za devet lokusa, dok

biljeg ccmp?2 nije ukljucen u analize zbog nedostatka velikog broja umnozenih isjecaka.

2.6.2.1. Deskriptivna statistika i genetska diferencijacija

Genetska raznolikost procjenjena je za svaku populaciju posebno, te na nivou
metapopulacije svih populacija zajedno kao broj haplotipova (ny), broj haplotipova po broju
jedinki (nn/n), broj privatnih haplotipova (npn), odnosno haplotipovi nadeni samo u jednoj
populaciji), efektivni broj haplotipova (ng), bogatstvo haplotipova (nn) i raznolikost

haplotipova (Hg).

Efektivni broj haplotipova (ng) procjenjen je na temelju:
1

TlE - =
i 2
i=1Di

gdje je: p;— frekvencija i-tog haplotipa u populaciji.

Bogatstvo haplotipova (nny) izraunat je metodom rarefakcije (PETIT i dr. 1998) u

sklopu programa CoNTRIB (http://www.pierroton.inra.fr/genetics/labo/Software/Contrib/).

Ova mjera predstavlja broj haplotipova po populaciji neovisno o veli€ini uzorka.

Nepristrana procjena raznolikosti haplotipova (Hg, NEI 1987) izracunata je na temelju:

I
n
HE:(n—1)<1_zpi2>

i=1

gdje je: p; — frekvencija i-tog haplotipa u populaciji,

n — broj populacija.

Genetska diferencijacija analizirana je s tri razli¢ite metode, detaljno opisane u PONS i
PETIT (1995, 1996), koristeci program PERMUTCPSSR ver. 2.0
(http://www.pierroton.inra.fr/genetics/labo/Software/PermutCpSSRY/):

80


http://www.pierroton.inra.fr/genetics/labo/Software/Contrib/
http://www.pierroton.inra.fr/genetics/labo/Software/PermutCpSSR/

a) nepristrana procjena Gsr vrijednosti (NEI 1987) po PONS i PETIT (1995), uzimajuéi samo
frekvencije haplotipova (neuredenih haplotipova),

b) procjena Nsr vrijednosti (PONS i PETIT 1996) uzimajuéi u obzir genetske sli¢nosti izmedu
haplotipova na temelju udjela zajednickih fragmeneta (alela) (uredeni haplotipovi),

c) procjena Rsr vrijednosti (SLATKIN 1995), na temelju genetske udaljenosti za pojedine
mikrosatelitne lokuse uzimajuéi u obzir Model postupnih mutacija (engl. Stepwise Mutation
Model — SMM).

a) Nepristrana procjena Gsr vrijednosti ukljucivala je izracun raznolikosti za svaku
populaciju (hy), prosje¢nu unutarpopulacijsku raznolikost (hg) i ukupnu raznolikost (h;)) na

temelju formula:

Raznolikost k-te populacije (nepristrana raznolikost haplotipova, NEI 1987):
I

— Ng
h, = 1-— E 2.
T — 1( x’“)

i

gdje su:
ny — broj jedinki uzorkovan u k-toj populaciji,

X; — uCestalost alela i u populaciji k.

Prosje¢na unutarpopulacijska raznolikost:

K~

— h

hs Zk k
K

gdje je: K — broj populacija.

Ukupna raznolikost:
I

Z X+ (K—1)Zz(x’“
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Nastavno proizlazi genetska diferencijacija Gsr:

—

h
Gor=1-=

t

b) Procjena Nsr vrijednosti ukljucuje izracun raznolikosti za svaku populaciju (V)

uzimajuéi u obzir sli¢nosti izmedu haplotipova, prosjecnu unutarpopulacijsku raznolikost (vs)
i ukupnu raznolikost (v;) koriste¢i formule:

Raznolikost k-te populacije na temelju uredenih haplotipova:

— N 2:
Vi = T iXkiXKi
k Ny — 1 ijrkitkj

gdje su:
n, — broj jedinki uzorkovan iz k-te populacije,

my; — tezine definirane kao udaljenosti izmedu haplotipova i I j, izraCunate kao udio
razli¢itih ulomaka (alela) izmedu haplotipova, pri ¢emu je m;; = 0, mjj = 7,

X; — ucCestalost alela i u populaciji k.

Prosjecna unutarpopulacijska raznolikost:

XKk

Vg K

gdje je K — broj populacija.

Ukupna raznolikost:

1
= =T 2 2

k=l i)

Iz ¢ega proizlazi genetska diferencijacija (Nsr):
Us

Ngg =1——

ST %
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¢) Procjena Rsr vrijednosti ukljucuje izracun sli¢an onome za procjenu Ngst vrijednosti,
ali je udaljenost izmedu haplotipova izracunata kao zbroj kvadrata razlike u broju ponavljanja
kroz sve lokuse prema SLATKIN (1995). Ova metoda je specifiéno dizajnirana za
mikrosatelitne biljege uzimaju¢i u obzir model postupnih mutacija (SMM). Metoda za
procjenu Nsr vrijednosti uzima u obzir manje pretpostavki o prirodi i sloZzenosti uzoraka

mutacija otkrivenih analizama duljina ulomaka (alela) (PONs i PETIT 1996).

d) Provedena je usporedba mjera genetske diferencijacije i raznolikosti izmedu
uredenih (Nst i Rst) i1 neuredenih haplotipova (Gsr) prema PONs i PETIT (1996).
Signifikantnost razlika testirana je na osnovu 1.000 nasumi¢nih permutacija programom
PERMUTCPSSR.

2.6.2.2. Analiza molekularne varijance (AMOVA)

Raspodjela raznolikosti kloroplastnih mikrosatelita unutar i izmedu populacija
utvrdena je pomoc¢u Analize molekularne varijance (engl. Analysis of Molekular Vriance —
AMOVA, EXCOFFIER i dr. 1992) u sklopu programa ALERQUIN (SCHNEIDER i dr. 2000).
Znacajnost analize testirana je pomocu 10.000 permutacija haplotipova izmedu populacija.
KoriStene su dvije mjere genetske udaljenosti izmedu parova haplotipova: (1) na osnovu broja

razli¢itih alela (Fst) i (2) na osnovu zbroja kvadrata razlika u duljini alela (Rsr).

2.6.2.3. Median-Joining (MJ) mreZa haplotipova

Median-Joining (MJ) mreza (BANDELT i dr. 1999) je metoda otkrivanja ¢ak i vrlo
komplaksnih uzoraka haplotipova. Koristi kriterij 'oCuvanosti' (engl. parimony) za
pronalazenje medijanskih vektora (engl. median vectors), tj. konsenzusnih vektora ili
medusobno bliskih sekvenci biljega, koje su bioloski ekvivalent mogucih neuzorkovanih ili
izumrlih predackih haplotipova. Mreza haplotipova konstruirana je na temelju 9 najces¢ih
haplotipova koji su bilo prisutni u najmanje 10 jedinki, koriste¢i program NETWORK 4.5.1.6.

(http://www.fluxus-engineering.com/sharenet.htm).
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2.6.2.4. Genetska udaljenost haplotipova i izrada stabla

Genetska udaljnost izmedu parova haplotipova izraunata je pomoc¢u udaljenosti na
temelju udjela zajednickih alela (engl. proportion-of-shared-alleles distance — Dpsa,
Bowcock i dr. 1994) u programu MICROSAT (MINCH i dr. 1997). Udio zajedni¢kih alela
kao mjera genetske slicnosti izracunata je pomocu formule:

[=1S
2L

Psq =
Gdje je:
S — broj zajednickih alela,

L — ukupan broj lokusa.

Udaljenost na temelju udjela zajednickih alela izracunata je kao:

Dpsam =1 — Psy

Analiza skupina na temelju matrice udaljenosti provedena je metodom po FITCH-U i

MARGOLIASH-U (1967) u programskom paketu PHYLIP ver. 3.6b (FELSENSTEIN 2004).
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3. REZULTATI
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3.1. Deskriptivna statistika za kvantitativna fenotipska svojstva

3.1.1. Visinski rast

U tablicama 8, 9 i 10 su prikazani deskriptivni statisticki parametri za visine
populacija u dobi od 4 do 6 godina u pokusnom nasadu Jastrebarsko (izmjere 2010., 2011. i
2012. godine).

Vrijednosti visina prve izmjere 2010. godine kretale su se od pojedinacne minimalne
visine od 18 cm (populacija HR 203 USP Bjelovar, Sumarija Vrbovec), do maksimalne visine
od 303 cm (populacija HR 627 USP Koprivnica, Sumarija Repas). Prosjeéne visine populacija
kretale su se od 154,80 cm (HR 12 USP Vinkovci, Sumarija Gunja) do 179,30 cm (HR 88
USP Nasice, Sumarija Koska) (tablica 8).

Tablica 8. Deskriptivni statisticki parametri za visine populacija hrasta luznjaka u pokusnom nasadu
Jastrebarsko u dobi od 4 godine.

N Aritmeticka St.greSka  Koeficijent
Populacija N opaZanja Minimum Maksimum sredina  Std. Dev. aritm. sredine varijacije
HR 12 300 292 50 225 154,80 28,50 1,67 18,408
HR 16 300 298 30 268 161,06 34,22 1,98 21,247
HR 160 300 299 42 269 168,04 33,80 1,96 20,114
HR 163 300 293 21 263 157,33 31,81 1,86 20,221
HR 203 300 294 18 250 155,81 29,93 1,75 19,209
HR 317 300 298 28 265 166,61 32,38 1,88 19,436
HR 318 300 299 22 249 166,19 30,62 1,77 18,423
HR 330 300 297 25 241 158,73 30,31 1,76 19,095
HR 368 300 296 20 259 157,91 33,92 1,97 21,483
HR 387 300 296 29 270 163,11 32,81 1,91 20,116
HR 389 300 296 50 249 163,82 30,18 1,75 18,423
HR 577 300 299 20 225 155,34 34,76 2,01 22,379
HR 58 300 299 24 265 159,82 30,67 1,77 19,187
HR 609 300 295 23 261 161,41 38,92 2,27 24,113
HR 627 300 296 33 303 164,19 33,68 1,96 20,511
HR 88 300 295 24 280 179,30 34,90 2,03 19,462
HR AM 300 300 30 256 164,97 29,93 1,73 18,145

U dobi od 5 godina prosjecne vrijednosti visina populacija kretale su se od 168,11 (HR
330 USP Zagreb, Sumarija Velika Gorica) do 205,40 cm (HR 88 USP Nasice, Sumarija
Koska) (tablica 9).
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Tablica 9. Deskriptivni statisticki parametri za visine populacija hrasta luznjaka u pokusnom nasadu
Jastrebarsko u dobi od 5 godina.

N Aritmeticka St.greska  Koeficijent
Populacija N opaZanja Minimum Maksimum sredina Std. Dev. aritm. sredine varijacije
HR 12 300 288 61 274 176,73 31,12 1,83 17,610
HR 16 300 250 38 353 185,26 42,94 2,72 23,176
HR 160 300 281 26 322 188,28 43,30 2,58 22,997
HR 163 300 274 46 310 175,60 38,48 2,33 21,915
HR 203 300 245 45 272 171,31 33,47 2,14 19,538
HR 317 300 272 25 297 189,94 36,82 2,23 19,387
HR 318 300 267 41 275 184,06 34,07 2,09 18,511
HR 330 300 206 37 265 168,11 41,02 2,86 24,400
HR 368 300 277 30 292 175,91 37,96 2,28 21,580
HR 387 300 286 105 380 190,83 36,74 2,17 19,250
HR 389 300 262 35 301 184,56 35,98 2,22 19,496
HR 577 300 279 86 290 177,62 32,46 1,94 18,272
HR 58 300 289 60 308 179,66 32,07 1,89 17,851
HR 609 300 230 30 318 171,96 43,71 2,88 25,416
HR 627 300 280 65 325 188,90 39,37 2,35 20,844
HR 88 300 265 63 320 205,40 44,67 2,74 21,749
HR AM 300 281 65 302 185,70 35,43 2,11 19,081

U dobi od 6 godina prosjecne visine populacija kretale su se od 186, 62 cm (HR 609
USP Buzet, Sumarija Buzet) do 240,94 cm (HR 88 USP Nasice, Sumarija Kogka) (tablica 10).

Tablica 10. Deskriptivni statisticki parametri za visine populacija hrasta luznjaka u pokusnom nasadu
Jastrebarsko u dobi od 6 godina.

N Aritmeticka St.greska  Koeficijent
Populacija N opaZanja Minimum Maksimum sredina Std. Dev. aritm. sredine varijacije
HR 12 300 286 20 315 204,62 44,33 2,62 21,667
HR 16 300 229 50 405 212,82 59,16 3,91 27,800
HR 160 300 267 68 410 226,08 52,34 3,20 23,151
HR 163 300 263 29 356 199,46 51,50 3,18 25,820
HR 203 300 238 27 302 188,47 47,22 3,06 25,053
HR 317 300 264 33 392 224,94 54,53 3,36 24,242
HR 318 300 254 35 374 206,06 46,03 2,89 22,338
HR 330 300 197 32 348 188,22 57,01 4,06 30,290
HR 368 300 272 23 342 204,31 51,50 3,12 25,205
HR 387 300 275 34 407 227,64 55,35 3,34 24,316
HR 389 300 263 14 387 208,74 55,48 3,42 26,577
HR 577 300 272 13 340 198,21 47,96 2,91 24,195
HR 58 300 278 20 347 207,83 43,00 2,58 20,691
HR 609 300 216 35 360 186,62 54,72 3,72 29,323
HR 627 300 276 42 407 220,12 56,31 3,39 25,582
HR 88 300 257 22 405 240,94 62,08 3,87 25,767
HR AM 300 271 40 405 218,70 49,52 3,01 22,644
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visine (cm)

Slika 17 prikazuje prosjecne visine populacija kroz tri uzastopne godine, sa
pripadajué¢im standardnim devijacijama za interval pouzdanosti 95 %. Moze se uociti kroz sve
tri istrazivane godine relativno jednako rangiranje populacija. To se posebno odnosi na
posljednje dvije godine.

Prosjecne visine populacija hrasta luznjaka

Aritmetic¢ka sredina s intervalom pouzdanosti 0,95
260

240

220

200

180

160

140

HR 12 HR 160 HR 203 HR 318 HR 368 HR 389 HR 58 HR 627 HR AM
HR 16 HR 163 HR 317 HR 330 HR 387 HR 577 HR 609 HR 88

Populacija
—§— 2010 -¢- 2011 =4 2012

Slika 17. Prosjeéne visine u pokusnom nasadu Jastrebarsko od 2010. do 2012. godine.

Izmjere visinskog rasta u pokusnom nasadu Koska provedene su 2012. godine u dobi
biljaka od 6 godina (od ¢ega su tri godine rasle u nasadu). Deskriptivni statisticki parametri
prikazani su u tablici 11. Kao prosje¢no najniza pokazala se populacija HR 627 (USP
Koprivnica, Sumarija Repa$) sa prosje¢nom visinom biljaka 129,02 c¢cm, dok je prosje¢no

najvisa bila populacija HR 12 USP Vinkovci, Sumarija Gunja (151,78 cm).
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Tablica 11. Deskriptivni statisticki parametri za visine populacija hrasta luznjaka u pokusnom nasadu Ko$ka u

dobi od 6 godina.

N Aritmeticka St.greska  Koeficijent
Populacija N opaZanja Minimum Maksimum sredina Std. Dev. aritm. sredine varijacije
HR 12 300 271 18 220 151,78 31,49 1,91 20,744
HR 16 300 269 24 197 134,90 31,54 1,92 23,378
HR 160 300 268 32 252 140,94 35,12 2,15 24,922
HR 163 300 261 19 217 147,37 29,83 1,85 20,242
HR 203 300 244 45 226 134,89 32,38 2,07 24,007
HR 317 300 283 38 202 138,69 26,43 1,57 19,055
HR 318 300 260 33 201 136,82 28,64 1,78 20,934
HR 330 300 252 31 203 130,13 31,86 2,01 24,484
HR 368 300 272 55 200 138,38 29,41 1,78 21,256
HR 387 300 233 38 200 132,74 31,19 2,04 23,500
HR 389 300 258 27 214 142,15 30,56 1,90 21,501
HR 577 300 268 13 200 138,82 32,46 1,98 23,381
HR 58 300 278 45 225 139,28 30,72 1,84 22,054
HR 609 300 238 19 207 129,61 34,17 2,22 26,364
HR 627 300 242 32 198 129,02 33,79 2,17 26,186
HR 88 300 244 37 212 135,93 30,69 1,97 22,575
HR AM 300 256 32 203 146,33 28,89 1,81 19,743

U tablici 12 su prikazani deskriptivni statisticki parametri za visine populacija u

pokusnom nasadu Vrbanja u dobi od 6 godina. Visine biljaka u tom pokusnom nasadu

izmjerene su potkraj 2012. godine. Prosjeéno najnizom se pokazala populacija HR AM USP

Vinkovci, Sumarija Otok (92,55 cm), dok je najvisa bila populacija HR 12 USP Vinkovci,

Sumarija Gunja (114,61 cm).

Tablica 12. Deskriptivni statisti¢ki parametri za visine populacija hrasta luznjaka u pokusnom nasadu Vrbanja u

dobi od 6 godina.

Populacija

N opaZzanja Minimum Maksimum

N

Aritmeticka
sredina

Std. Dev. aritm. sredine varijacije

HR 12
HR 16
HR 160
HR 163
HR 203
HR 317
HR 318
HR 330
HR 368
HR 387
HR 389
HR 577
HR 58
HR 609
HR 627
HR 88
HR AM

300
292

240
223
240
198
217
233
234
271
257
204
220
230
236
238
213
242
220

14
24
22
20
27
34
15
30
14
22
12
31
24
24
25
30
25

175
152
167
153
170
165
159
185
158
153
160
193
154
177
153
158
190

114,61
97,19

102,93
103,37
109,23
101,68
103,39
109,70
106,30
95,29

100,89
106,00
97,49

106,42
94,86

102,19
92,55

33,52
31,04
31,03
29,04
35,88
29,18
29,54
31,57
28,31
34,68
31,48
28,86
31,33
32,63
32,25
30,18
28,18

St.greska  Koeficijent
2,16 29,246
2,08 31,941
2,00 30,145
2,06 28,096
2,44 32,851
1,91 28,700
1,93 28,571
1,92 28,774
1,77 26,627
2,43 36,387
2,12 31,205
1,90 27,229
2,04 32,137
2,12 30,664
2,21 33,992
1,94 29,535
1,90 30,450
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Slika 18 prikazuje prosje¢ne visine populacija u sva tri pokusna nasada (u dobi od 6
godina), sa pripadaju¢im standardnim devijacijama. Uocava se kako je pokusni nasad Vrbanja
imao najnize prosjecne visine populacija, nasad Koska nesto vise, dok su najveci visinski rast
imale populacije na lokaciji nasada Jastrebarsko. Prosje¢no najvisa populacija u pokusnom
nasadu Vrbanja imala je 114,61 cm, dok je prosje¢no najvisa populacija u pokusnom nasadu

Jastrebarsko imala 240,94 cm.

Prosie€ne visine hrasta luznjak u tri pokusna testa 2012. godine

Aritmeticka sredina sintervalom pouzdanosti 0,95
320

300
280
260
240
220
200
180
160
140
120
100

80

60

40

20

visina (cm)

HR 12 HR 160 HR 203 HR 318 HR 368 HR 389 HR 58 HR 627 HR AM
HR 16 HR 163 HR 317 HR 330 HR 387 HR 577 HR 609 HR 88
Populacija

# Jastrebarsko @1 Koska 1 Vrbanja
Slika 18. Prosjec¢ne visine populacija hrasta luznjaka u sva tri pokusna nasada za 2012. godinu (dob 6 godina).
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3.1.2. Visinski prirast

Godisnji visinski prirasti biljaka izracunati su na temelju vrijednosti visina tokom tri
uzastopne godine. U tablicama 13 i 14 prikazani su deskriptivni statisticki parametri za prirast
populacija u pokusnom nasadu Jastrebarsko izmedu 4. i 5. godine, te 5. i 6. godine rasta.

Najnizi prosjeéni prirast izmedu 4. i 5. godine imala je populacija HR 609 USP Buzet,
Sumarija Buzet (10,243 cm), dok je najveéi prirast izra¢unat kod populacije HR 88 USP
Nasice, Sumarija Koska (27,115 cm) (tablica 13).

Tablica 13. Deskriptivni statisti¢ki parametri za visinske priraste izmedu 4. i 5. godine populacija hrasta
luznjaka u pokusnom nasadu Jastrebarsko.

N Aritmeticka St.greska  Koeficijent
Populacija N opaZanja Minimum Maksimum sredina Std. Dev. aritm.sredine varijacije
HR 12 300 280 -116 97 21,632 24,35 1,46 112,550
HR 16 300 248 -84 125 24,750 28,80 1,83 116,370
HR 160 300 281 -145 124 19,573 33,56 2,00 171,450
HR 163 300 270 -130 90 17,759 27,30 1,66 153,740
HR 203 300 241 -92 150 17,855 25,46 1,64 142,570
HR 317 300 270 -138 138 23,119 26,65 1,62 115,260
HR 318 300 266 -136 88 17,222 22,18 1,36 128,810
HR 330 300 203 -120 92 13,739 29,87 2,10 217,430
HR 368 300 274 -76 119 18,255 24,14 1,46 132,250
HR 387 300 286 -64 246 26,787 26,33 1,56 98,295
HR 389 300 262 -174 141 20,172 32,45 2,01 160,870
HR 577 300 279 -84 190 21,695 27,64 1,65 127,380
HR 58 300 288 -94 188 19,573 26,04 1,53 133,030
HR 609 300 226 -145 178 10,243 37,25 2,48 363,660
HR 627 300 277 -102 139 23,838 28,65 1,72 120,170
HR 88 300 261 -137 132 27,115 34,57 2,14 127,480
HR AM 300 281 -81 119 20,060 23,57 1,41 117,500

U visinskom prirastu izmedu 5. i 6. godine ponovno su se istaknule populacije HR 609
USP Buzet, Sumarija Buzet sa najnizim prosje¢nim prirastom (16,723 cm) i populacija HR 88
USP Nasice, Sumarija Koska sa najvidim prosje¢nim prirastom (36,044 cm) (tablica 14).
Pojava negativnih vrijednosti za minimalne visinske priraste uzrokovana je susenjem dijela
stabljike kod odredenog broja biljaka i ponovnog rasta terminalnog izbojka ispod mjesta

susenja.
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Tablica 14. Deskriptivni statisticki parametri za visinske priraste izmedu 5. i 6. godine populacija hrasta
luznjaka u pokusnom nasadu Jastrebarsko.

N Aritmeticka St.greSska  Koeficijent

Populacija N opaZanja Minimum Maksimum sredina Std. Dev. aritm.sredine varijacije
HR 12 300 283 -144 193 29,230 31,23 1,86 106,850
HR 16 300 224 -88 114 28,710 28,68 1,92 99,883
HR 160 300 264 -116 177 36,405 34,57 2,13 94,944
HR 163 300 257 -92 117 25,957 27,61 1,72 106,370
HR 203 300 231 -144 127 19,333 32,57 2,14 168,460
HR 317 300 261 -214 227 35,667 36,77 2,28 103,100
HR 318 300 249 -87 133 22,112 28,37 1,80 128,280
HR 330 300 186 -130 129 22,344 31,71 2,33 141,890
HR 368 300 270 -177 125 27,700 31,21 1,90 112,690
HR 387 300 270 -67 163 38,652 28,69 1,75 74,234
HR 389 300 256 -165 171 28,066 32,46 2,03 115,660
HR 577 300 265 -145 139 22,864 30,62 1,88 133,910
HR 58 300 277 -214 138 27,332 30,93 1,86 113,160
HR 609 300 206 -121 135 16,723 36,52 2,54 218,350
HR 627 300 270 -63 193 32,648 31,70 1,93 97,097
HR 88 300 251 -98 174 36,044 36,00 2,27 99,874
HR AM 300 268 -113 128 33,951 27,64 1,69 81,394

3.1.3. Prezivljenje

Rezultati deskriptivne statisticke analize preZivljenja populacija u pokusnom nasadu
Jastrebarsko prikazana su tablicama 15, 16 i 17.

U dobi od 4 godine, nakon dvije godine rasta biljaka u pokusnom nasadu (2+2),
populacije HR 160, HR 318, HR 577, HR 58 i HR AM imale su 100 %-tno prezivljenje, dok
je najslabije preZivljenje, ali ipak visoko, imala populacija HR 12 (USP Vinkovci, Sumarija

Gunja) (tablica 15).
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Tablica 15. Deskriptivni statisti¢ki parametri za preZivljenje populacija hrasta luznjaka u dobi od 4 godine u
pokusnom nasadu Jastrebarsko.

N Aritmeticka St.greSska  Koeficijent

Populacija N opaZanja Minimum Maksimum sredina Std. Dev. aritm. sredine varijacije
HR 12 300 300 0 1 0,97 0,161 0,009 16,580
HR 16 300 300 0 1 0,99 0,082 0,005 8,206
HR 160 300 300 0 1 1,00 0,058 0,003 5,793
HR 163 300 300 0 1 0,98 0,151 0,009 15,482
HR 203 300 300 0 1 0,98 0,140 0,008 14,310
HR 317 300 300 0 1 0,99 0,082 0,005 8,206
HR 318 300 300 0 1 1,00 0,058 0,003 5,793
HR 330 300 300 0 1 0,99 0,100 0,006 10,067
HR 368 300 300 0 1 0,99 0,115 0,007 11,644
HR 387 300 300 0 1 0,99 0,115 0,007 11,644
HR 389 300 300 0 1 0,99 0,115 0,007 11,644
HR 577 300 300 0 1 1,00 0,058 0,003 5,793
HR 58 300 300 0 1 1,00 0,058 0,003 5,793
HR 609 300 300 0 1 0,98 0,128 0,007 13,041
HR 627 300 300 0 1 0,99 0,115 0,007 11,644
HR 88 300 300 0 1 0,98 0,128 0,007 13,041
HR AM 300 300 1 1 1,00 0,000 0,000 0,000

Druge godine izmjera (2011.) u dobi biljaka od 5 godina, dogodio se znacajniji pad
prezivljenja kod nekih populacija. U tome se istakla populacija HR 330 (USP Zagreb,
Sumarija Velika Gorica) s najslabijim preZivljenjem, dok su najbolje prezivljenje imale

populacije HR 12 i HR 58 (tablica 16).

Tablica 16. Deskriptivni statistiC¢ki parametri za preZivljenje populacija hrasta luznjaka u dobi od 5 godina u
pokusnom nasadu Jastrebarsko.

N Aritmeticka St.greska aritm. Koeficijent
Populacija N opaZanja Minimum Maksimum sredina  Std. Dev. sredine varijacije
HR 12 300 300 0 1 0,96 0,196 0,011 20,447
HR 16 300 300 0 1 0,83 0,373 0,022 44,796
HR 160 300 300 0 1 0,94 0,244 0,014 26,046
HR 163 300 300 0 1 0,91 0,282 0,016 30,856
HR 203 300 300 0 1 0,82 0,388 0,022 47,460
HR 317 300 300 0 1 0,91 0,291 0,017 32,138
HR 318 300 300 0 1 0,89 0,313 0,018 35,215
HR 330 300 300 0 1 0,69 0,465 0,027 67,664
HR 368 300 300 0 1 0,92 0,267 0,015 28,864
HR 387 300 300 0 1 0,95 0,211 0,012 22,162
HR 389 300 300 0 1 0,87 0,333 0,019 38,148
HR 577 300 300 0 1 0,93 0,256 0,015 27,481
HR 58 300 300 0 1 0,96 0,188 0,011 19,542
HR 609 300 300 0 1 0,77 0,424 0,024 55,260
HR 627 300 300 0 1 0,93 0,250 0,014 26,771
HR 88 300 300 0 1 0,88 0,322 0,019 36,403
HR AM 300 300 0 1 0,94 0,244 0,014 26,046
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Tablica 17 prikazuje prezivljenje populacija u pokusnom nasadu Jastrebarsko u dobi

od 6 godina. Najnize prosjeéno prezivljenje imala je populacija HR 330 (USP Zagreb,

Sumarija Velika Gorica), dok je najbolje prezivljenje 2012. godine imala populacija HR 12

(USP Vinkovci, Sumarija Gunja).

Tablica 17. Deskriptivni statisticki parametri za preZivljenje populacija hrasta luznjaka u dobi od 6 godina u
pokusnom nasadu Jastrebarsko.

Aritmeticka St.greSska  Koeficijent
Populacija N N opaZanja Minimum Maksimum sredina Std. Dev. aritm. sredine varijacije
HR 12 300 300 0 1 0,95 0,211 0,012 22,162
HR 16 300 300 0 1 0,76 0,426 0,025 55,775
HR 160 300 300 0 1 0,89 0,313 0,018 35,215
HR 163 300 300 0 1 0,88 0,329 0,019 37,571
HR 203 300 300 0 1 0,79 0,406 0,023 51,125
HR 317 300 300 0 1 0,88 0,326 0,019 36,989
HR 318 300 300 0 1 0,85 0,361 0,021 42,627
HR 330 300 300 0 1 0,66 0,476 0,027 72,429
HR 368 300 300 0 1 0,91 0,291 0,017 32,138
HR 387 300 300 0 1 0,92 0,277 0,016 30,202
HR 389 300 300 0 1 0,88 0,329 0,019 37,571
HR 577 300 300 0 1 0,91 0,291 0,017 32,138
HR 58 300 300 0 1 0,93 0,261 0,015 28,178
HR 609 300 300 0 1 0,72 0,450 0,026 62,465
HR 627 300 300 0 1 0,92 0,272 0,016 29,538
HR 88 300 300 0 1 0,86 0,351 0,020 40,973
HR AM 300 300 0 1 0,90 0,296 0,017 32,767

Slika 19 prikazuje prosjecno prezivljenje populacija hrasta luZznjaka u pokusnom

nasadu Jastrebarsko kroz tri uzastopne godine (2010-2012). Moze se uociti kako populacije
HR 330 (USP Zagreb, Sumarija Velika Gorica) i HR 609 (USP Buzet, Sumarija Buzet) imaju

najveci pad prezivljenja izmedu 4. i 5. godine.
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Prosje€no prezivljenje populacija u pokusnom nasadu Jastrebarsko
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Slika 19. Prosje¢no prezivljenje u pokusnom nasadu Jastrebarsko za tri uzastopne godine (2010.-2012.).

Rezultati deskriptivne statistiCke analize prezivljenja populacija hrasta luznjaka u

pokusnom nasadu Koska prikazani su u tablici 18.

U dobi od 6 godina, nakon tri godine rasta biljaka u pokusnom nasadu (3+3),

populacija HR 317 (USP Zagreb, Sumarija Kutina) imala je prosje¢no najvie, dok je

populacija HR 387 (USP Karlovac, Sumarija Karlovac) imala najniZe preZivljenje.
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Tablica 18. Deskriptivni statisti¢ki parametri za preZivljenje populacija hrasta luznjaka u dobi od 6 godina u
pokusnom nasadu Koska.

N Aritmeticka St.greska  Koeficijent
Populacija N opaZanja Minimum Maksimum sredina Std. Dev. aritm. sredine varijacije
HR 12 300 300 0 1 0,90 0,296 0,017 32,767
HR 16 300 300 0 1 0,90 0,305 0,018 34,004
HR 160 300 300 0 1 0,89 0,309 0,018 34,612
HR 163 300 300 0 1 0,87 0,337 0,019 38,720
HR 203 300 300 0 1 0,81 0,390 0,023 47,987
HR 317 300 300 0 1 0,94 0,232 0,013 24,550
HR 318 300 300 0 1 0,87 0,341 0,020 39,289
HR 330 300 300 0 1 0,84 0,367 0,021 43,716
HR 368 300 300 0 1 0,91 0,291 0,017 32,138
HR 387 300 300 0 1 0,78 0,417 0,024 53,714
HR 389 300 300 0 1 0,86 0,348 0,020 40,415
HR 577 300 300 0 1 0,89 0,309 0,018 34,612
HR 58 300 300 0 1 0,93 0,261 0,015 28,178
HR 609 300 300 0 1 0,79 0,406 0,023 51,125
HR 627 300 300 0 1 0,81 0,396 0,023 49,038
HR 88 300 300 0 1 0,81 0,390 0,023 47,987
HR AM 300 300 0 1 0,85 0,354 0,020 41,527

Tablica 19 prikazuje rezultate deskriptivne statisticke analize preZivljenja populacija

hrasta luznjaka u pokusnom nasadu Vrbanja u dobi od 6 godina. Najbolje prezivljenje imala je

populacija HR 330 (USP Zagreb, Sumarija Velika Gorica), dok su najnize preZivljenje
pokazale populacije HR 387 (USP Karlovac, Sumarija Karlovac) i HR 627 (USP Koprivnica,

Sumarija Repas).

Tablica 19. Deskriptivni statisticki parametri za prezivljenje populacija hrasta luznjaka u dobi od 6 godina u
pokusnom nasadu Vrbanja.

N Aritmeticka St.greska aritm. Koeficijent
Populacija N opaZanja Minimum Maksimum sredina Std. Dev. sredine varijacije
HR 12 300 300 0 1 0,80 0,401 0,023 50,084
HR 16 292 292 0 1 0,76 0,426 0,025 55,721
HR 160 300 300 0 1 0,80 0,401 0,023 50,084
HR 163 262 262 0 1 0,76 0,430 0,027 56,962
HR 203 300 300 0 1 0,72 0,448 0,026 61,949
HR 317 299 299 0 1 0,78 0,415 0,024 53,312
HR 318 299 299 0 1 0,78 0,413 0,024 52,793
HR 330 300 300 0 1 0,90 0,296 0,017 32,767
HR 368 300 300 0 1 0,86 0,351 0,020 40,973
HR 387 288 288 0 1 0,71 0,455 0,027 64,281
HR 389 297 297 0 1 0,74 0,439 0,025 59,261
HR 577 300 300 0 1 0,77 0,424 0,024 55,260
HR 58 300 300 0 1 0,79 0,410 0,024 52,163
HR 609 300 300 0 1 0,79 0,406 0,023 51,125
HR 627 300 300 0 1 0,71 0,455 0,026 64,017
HR 88 293 293 0 1 0,83 0,380 0,022 45,985
HR AM 287 287 0 1 0,77 0,424 0,025 55,282
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Usporedujuci prosjecne vrijednosti U sva tri popusna nasada 2012. godine (slika 20)
moze se uociti kako prezivljenje populacija varira ovisno o nasadu, npr. prosjecno najnize
prezivljenje u pokusnom nasadu Jastrebarsko imale su populacije HR 330 i HR 609, u
pokusnom nasadu Koska HR 387 i HR 609, dok su se u pokusnom nasadu Vrbanja populacije
HR 387 1 HR 627 pokazale kao najlosije.

Opéenito, prosjecno najmanje prezivljenje zabiljeZeno je u pokusnom nasadu Vrbanja
(od 71 % do 91 %), dok su populacije najvece razlike u uspjehu prezivljenja pokazale u
pokusnom nasadu Jastrebarsko (od 66 % HR 330 do 95 % HR 12).

Prosje¢no prezivljenje populacija u dobi od 6 godina u sva tri pokusna nasada
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Slika 20. Prosje¢no prezivljenje u sva tri pokusna nasada za 2012. godinu.
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3.1.4. Zimska retencija lis¢a

Rezultati deskriptivne statisticke analize za Svojstvo zimska retencija lis¢a na razini
populacija u pokusnom nasadu Jastrebarsko prikazana je u tablicama 20, 21 i 22. Ocjenjivanje
ovog svojstva je provedeno u dobi od 4. do 6. godine, ocjenama od 0 do 3.

Prosjecna ocjena za zimsku retenciju lis¢a 2010. godine kretala se od 0,17 (HR 163
USP Nova Gradiska, Sumarija Stara Gradiska) do 1,19 (HR 627 USP Koprivnica, Sumarija
Repas) (tablica 20).

Tablica 20. Deskriptivni statisti¢ki parametri za svojstvo zimske retencije lis¢a na razini populacija u pokusnom
nasadu Jastrebarsko u dobi od 4 godine.

N Aritmeticka St.greSka  Koeficijent
Populacija N opaZanja Minimum Maksimum sredina Std. Dev. aritm. sredine varijacije
HR 12 300 285 0 3 0,50 0,812 0,048 161,830
HR 16 300 292 0 3 0,24 0,543 0,032 223,230
HR 160 300 292 0 3 0,49 0,839 0,049 171,370
HR 163 300 287 0 3 0,17 0,513 0,030 294,510
HR 203 300 293 0 3 0,21 0,513 0,030 242,490
HR 317 300 294 0 3 0,24 0,570 0,033 239,570
HR 318 300 298 0 3 0,25 0,537 0,031 216,220
HR 330 300 295 0 3 0,31 0,667 0,039 216,330
HR 368 300 296 0 3 0,20 0,489 0,028 249,730
HR 387 300 297 0 3 0,97 1,145 0,066 117,630
HR 389 300 292 0 3 1,09 1,182 0,069 108,920
HR 577 300 297 0 3 0,57 0,935 0,054 165,360
HR 58 300 293 0 3 0,39 0,771 0,045 199,820
HR 609 300 289 0 3 0,32 0,695 0,041 215,940
HR 627 300 297 0 3 1,19 1,188 0,069 99,707
HR 88 300 288 0 3 0,41 0,732 0,043 178,580
HR AM 300 298 0 3 0,25 0,566 0,033 231,020

Druge godine izmjera (2011.) u dobi od 5 godina prosjecne ocjene zimske retencije
liséa populacija hrasta luznjaka kretale su se od 0,19 (HR 203 USP Bjelovar, Sumarija
Vrbovec) do 1,18 (HR 627 USP Koprivnica, Sumarija Repa3) (tablica 21).

98



Tablica 21. Deskriptivni statisti¢ki parametri za svojstvo zimske retencije lis¢a na razini populacija u pokusnom

nasadu Jastrebarsko u dobi od 5 godina.

Populacija N opaZanja Minimum Maksimum

N

Aritmeticka
sredina

Std. Dev. aritm. sredine t varijacije

HR 12

HR 16

HR 160
HR 163
HR 203
HR 317
HR 318
HR 330
HR 368
HR 387
HR 389
HR 577
HR 58

HR 609
HR 627
HR 88

HR AM

300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300

288
250
281
274
245
272
267
205
277
286
262
279
289
230
280
265
281
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0,68
0,44
0,57
0,20
0,19
0,25
0,32
0,31
0,23
1,11
1,18
0,56
0,47
0,28
1,18
0,42
0,31

0,975
0,821
0,924
0,530
0,512
0,624
0,599
0,707
0,527
1,166
1,196
0,891
0,862
0,569
1,213
0,719
0,634

St.greSka  Koeficijen
0,057 143,210
0,052 184,840
0,055 163,290
0,032 259,100
0,033 266,940
0,038 245,950
0,037 190,530
0,049 226,520
0,032 231,740
0,069 105,220
0,074 101,060
0,053 160,450
0,051 181,860
0,038 204,550
0,072 103,220
0,044 173,130
0,038 202,350

U dobi od 6 godina najnizu prosje¢nu ocjenu zimske retencije lis¢a (0,37) imala je

populacija HR 609 (USP Buzet, Sumarija Buzet) dok je najvisu vrijednost 1,92 imala

populacija HR 627 (USP Koprivnica, Sumarija Repa3) (tablica 22).

Tablica 22. Deskriptivni statisticki parametri za svojstvo zimske retencije li¢a na razini populacija u pokusnom

nasadu Jastrebarsko u dobi od 6 godina.

N Aritmeticka St.greSska  Koeficijent

Populacija N opaZanja Minimum Maksimum sredina Std. Dev. aritm.sredine varijacije
HR 12 300 282 0 3 1,36 1,247 0,074 91,802
HR 16 300 239 0 3 0,81 0,696 0,045 86,135
HR 160 300 269 0 3 1,15 1,171 0,071 102,250
HR 163 300 258 0 3 0,40 0,732 0,046 183,470
HR 203 300 235 0 3 0,40 0,735 0,048 183,740
HR 317 300 272 0 3 0,48 0,888 0,054 184,470
HR 318 300 260 0 3 0,46 0,767 0,048 167,670
HR 330 300 216 0 3 0,46 0,770 0,052 168,100
HR 368 300 271 0 3 0,43 0,673 0,041 157,260
HR 387 300 273 0 3 1,70 1,221 0,074 71,827
HR 389 300 256 0 3 1,83 1,215 0,076 66,462
HR 577 300 268 0 3 1,12 1,156 0,071 102,950
HR 58 300 276 0 3 1,00 1,102 0,066 110,210
HR 609 300 221 0 3 0,37 0,785 0,053 211,570
HR 627 300 276 0 3 1,92 1,239 0,075 64,528
HR 88 300 256 0 3 0,70 0,953 0,060 135,490
HR AM 300 270 0 3 0,65 0,975 0,059 150,390

Slika 21 prikazuje prosjene ocjene zimske retencije liS¢a za populacije u pokusnom

nasadu Jastrebarsko za 2010., 2011. i 2012. godinu. Isticu se tri populacije koje su uzastopno

imale prosjecno najvisi stupanj zadrzavanja proslogodisnjeg odumrlog lis¢a, a to su

populacije: HR 627 (USP Koprivnica, Sumarija Repas), HR 389 (USP Karlovac, Sumarija
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Karlovac g.j. Domadaj-Kovac¢evacki lug) i HR 387 (USP Karlovac, Sumarija Karlovac g.j.
Reci¢ki lugovi). Vrlo niska prosjecna ocjena zimske retencije liS¢a zabiljezena je kod
populacija HR 163 (USP Nova Gradiska, Sumarija Stara Gradiska), HR 203 (USP Bjelovar,
Sumarija Vrbovec) i HR 368 (USP Sisak, Sumarija Sunja). Populacija HR 609 (USP Buzet,
Sumarija Buzet) imala je najmanje variranje prosje¢ne ocjene zimske retencije lis¢a kroz sve
istrazivane godine. Sa slike se takoder moze uociti kako je kod svih populacija prosjecna
ocjena zimske retencije liS¢a rasla tijekom tri promatrane godine, $to znaci kako su biljke iz
godine u godinu zadrzavale sve viSe odumrlog liS¢a na granama, a narocito je taj porast
vidljiv izmedu 2011. 1 2012. godine. Nadalje, moze se 1 uociti kako je rangiranje populacija

bilo identi¢no kroz sve tri analizirane godine.

Prosje€na ocjena zimske retencije li§¢a po populacijama
Aritmeti¢ka sredina s intervalom pouzdanosti 0,95

2,2

1,6
1,4
1,2
1,0
0,8

0,6

ocjena zimske retencije lis¢a

0,4

0,2

0,0 -
HR12 HR160 HR203 HR318 HR368 HR389 HR58 HR627 HRAM
HR16 HR163 HR317 HR330 HR387 HR577 HR609 HRS88
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Slika 21. Prosje¢na ocjena zimske retencije liS¢a populacija hrasta luznjaka u pokusnom nasadu Jastrebarsko, u dobi od
4 do 6 godina.
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3.1.5. Intenzitet zaraze hrastovom pepelnicom

Prosje¢na ocjena intenziteta zaraze hrastovom pepelnicom na razini populacija u
pokusnom nasadu Jastrebarsko u prolje¢e 2011. godine kretala se u rasponu od 0,99 (HR 609)
do 1,97 (HR 12) (tablica 23). Moze se uociti se kako je 2011. godine intenzitet zaraze bio

relativno slab kod svih populacija u pokusnom nasadu.

Tablica 23. Deskriptivni statisticki parametri intenziteta zaraze hrastovom pepelnicom populacija hrasta
luZnjaka u pokusnom nasadu Jastrebarsko u dobi od 5 godina.

N Aritmeticka St.greska aritm. Koeficijent

Populacija N opazanja Minimum Maksimum sredina Std. Dev. sredine varijacije
HR 12 300 284 0 4 1,97 1,481 0,088 75,242
HR 16 300 276 0 4 1,33 1,078 0,065 80,820
HR 160 300 283 0 4 1,36 1,054 0,063 77,471
HR 163 300 279 0 4 1,18 1,190 0,071 100,610
HR 203 300 261 0 4 1,10 1,054 0,065 96,148
HR 317 300 279 0 4 1,27 1,046 0,063 82,701
HR 318 300 287 0 4 1,48 1,017 0,060 68,501
HR 330 300 244 0 4 1,30 0,989 0,063 75,865
HR 368 300 286 0 4 1,52 1,160 0,069 76,434
HR 387 300 284 0 4 1,55 1,070 0,064 68,928
HR 389 300 279 0 4 1,42 1,014 0,061 71,453
HR 577 300 279 0 4 1,36 1,167 0,070 85,663
HR 58 300 284 0 4 1,42 1,279 0,076 89,944
HR 609 300 248 0 4 0,99 0,827 0,053 83,721
HR 627 300 289 0 4 1,48 1,080 0,064 72,783
HR 88 300 277 0 4 1,22 0,881 0,053 71,971
HR AM 300 289 0 4 1,89 1,352 0,080 71,563

U proljece sljedece godine intenzitet zaraze bio je prilino izrazeniji, a kretao se u
rasponu od 2,71 (HR 609 USP Buzet, Sumarija Buzet) do 3,61 (HR 12 USP Vinkoveci,
Sumarija Gunja). Unutar svih populacija zabiljezen je i maksimalni intenzitet zaraze kada

micelij gljive prekriva vise od 45% povrsine lista odredeno ocjenom 4 (tablica 24).

101



Tablica 24. Deskriptivni statisticki parametri intenziteta zaraze hrastovom pepelnicom populacija hrasta
luZnjaka u pokusnom nasadu Jastrebarsko u dobi od 6 godina.

N Aritmeticka St.greska aritm. Koeficijent
Populacija N opaZanja Minimum Maksimum sredina  Std. Dev. sredine varijacije
HR 12 300 280 0 4 3,61 0,695 0,042 19,269
HR 16 300 222 0 4 2,98 1,051 0,071 35,275
HR 160 300 264 0 4 3,22 0,961 0,059 29,871
HR 163 300 262 0 4 3,33 0,939 0,058 28,180
HR 203 300 230 0 4 2,89 1,102 0,073 38,127
HR 317 300 263 0 4 3,32 0,837 0,052 25,185
HR 318 300 255 0 4 3,11 1,027 0,064 32,971
HR 330 300 190 0 4 2,87 1,274 0,092 44,348
HR 368 300 273 0 4 3,16 0,986 0,060 31,215
HR 387 300 274 0 4 3,20 0,932 0,056 29,165
HR 389 300 258 0 4 3,40 0,945 0,059 27,842
HR 577 300 270 0 4 3,28 1,050 0,064 32,000
HR 58 300 282 0 4 3,28 1,001 0,060 30,470
HR 609 300 206 0 4 2,71 1,322 0,092 48,706
HR 627 300 271 0 4 3,26 0,830 0,050 25,468
HR 88 300 249 0 4 3,15 1,040 0,066 32,986
HR AM 300 272 0 4 3,43 0,843 0,051 24,564

Iz slike 22 vidljiva je razlika u prosje¢nom intenzitetu zaraze populacija izmedu dvije
uzastopne godine. Vazno je istaknuti kako je rangiranje populacija s obzirom na prosjecnu

ocjenu bilo sli¢no u obje godine, ali ne potpuno isto.

Procjena zarazenosti populacija hrasta luznjaka pepelnicom
Aritmeticka sredina s intervalom pouzdanosti 0,95

4,0
as| 1
| }} - P i %\\

25}
20+
15¢
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procjena intenziteta zaraze hrastovom pepelnicom

0,5
HR 12 HR 160 HR 203 HR 318 HR 368 HR 389 HR 58 HR 627 HR AM
HR 16 HR 163 HR 317 HR 330 HR 387 HR 577 HR 609 HR 88

Populacija
= 2011 -¢- 2012

Slika 22. Prosjecan intenzitet zaraze hrastovom pepelnicom populacija hrasta luznjaka u pokusnom nasadu
Jastrebarsko u dobi od 5 i 6 godina.
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3.1.6. Fenologija listanja

Deskriptivna statistiCka analiza pocetka listanja u pokusnom nasadu Jastrebarsko

provedena je za razdoblje od 2011. do 2013. godine, odnosno za dob biljaka od 5 do 7 godine.

Pocetak listanja odreden je kao broj dana od 1.1. teku¢e godine do dana kada je zabiljezeno da

se nalaze u fenofazi 3 — otvaranje pupova (v. poglavlje 2.3.4.).

Prosje¢no najranije listanje u proljeée 2011. godine imala je populacija HR 88 (USP

Nasice, Sumarija Koska) koja je zapo¢ela listati od 90. do 123. dana tekuée godine (prosje¢no

101,66). Populacija HR 12 (USP Vinkovci, Sumarija Gunja) imala je prosje¢no najkasniji

pocetak listanja 114. dan (tablica 25).

Tablica 25. Deskriptivni statistiki parametri poéetka listanja populacija hrasta luznjaka u pokusnom nasadu

Jastrebarsko u dobi od 5 godina.

N Aritmeticka St.greSka aritm.  Koeficijent
Populacija N opaZanja Minimum Maksimum sredina Std. Dev. sredine varijacije
HR 12 300 289 104 123 114,14 2,812 0,165 2,463
HR 16 298 294 97 123 105,29 5,744 0,335 5,456
HR 58 299 289 100,5 123 112,93 3,652 0,215 3,234
HR 88 297 293 90 123 101,66 3,073 0,18 3,023
HR 160 299 290 97 123 106,45 5,606 0,329 5,266
HR 163 300 291 99,333 123 111,35 4,163 0,244 3,739
HR 203 300 291 97 117 104,57 4,86 0,285 4,648
HR 317 299 286 98,75 123 107,04 4,704 0,278 4,394
HR 318 297 292 97 123 106,21 4,905 0,287 4,618
HR 330 297 291 97 123 102,71 4,707 0,276 4,583
HR 368 299 291 97 123 108,4 4,744 0,278 4,376
HR 387 299 289 97 114 103,79 4,008 0,236 3,862
HR 389 299 290 97 123 104,33 3,984 0,234 3,819
HR 577 299 293 98,75 123 108,17 4,765 0,278 4,405
HR 609 296 287 97 117 102,17 3,784 0,223 3,703
HR 627 300 293 97 117 107,64 4,753 0,278 4,416
HR AM 300 292 97 123 111,86 4,32 0,253 3,862

U dobi od 6 godina prosje¢no najranije listanje imale su populacije HR 330 (USP
Zagreb, Sumarija Velika Gorica) i HR 88 (USP Nasice, Sumarija Kogka) (prosje¢no 110.

dan), a prosje¢no najkasnije listanje populacije HR 12 (USP Vinkovci, Sumarija Gunja) (118.
dan) i HR 58 (USP Osijek, Sumarija Darda) (117. dan) (tablica 26).
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Tablica 26. Deskriptivni statistiCki parametri pocéetka listanja populacija hrasta luznjaka u pokusnom nasadu

Jastrebarsko u dobi od 6 godina.

N Aritmeticka St.greska aritm.  Koeficijent

Populacija N opaZanja Minimum Maksimum sredina Std. Dev. sredine varijacije
HR 12 294 275 108 124 117,97 2,03 0,122 1,721
HR 16 233 163 104,5 123,25 113,35 4,864 0,381 4,291
HR 58 289 264 108 130 117,46 2,335 0,144 1,987
HR 88 225 178 104,5 121 110,02 3,145 0,236 2,858
HR 160 286 250 104,5 124 114,74 2,932 0,185 2,555
HR 163 293 252 108 125,5 117,04 1,939 0,122 1,656
HR 203 273 204 103,33 124 112,05 4,478 0,314 3,997
HR 317 281 249 108 122,8 114,51 3,013 0,191 2,632
HR 318 279 231 104,5 122,8 114,6 2,832 0,186 2,471
HR 330 252 151 103,33 123,25 110,24 4,355 0,354 3,951
HR 368 294 260 104,5 122,8 114,67 3,008 0,187 2,624
HR 387 268 249 104,5 122,8 112,44 3,483 0,221 3,097
HR 389 289 241 108 124 113,53 3,171 0,204 2,793
HR 577 283 251 103,33 125,5 115,65 2,664 0,168 2,303
HR 609 253 158 103,33 124 110,66 3,696 0,294 3,34
HR 627 286 261 108 130 114,99 3,035 0,188 2,64
HR AM 298 266 108 124 116,9 2,678 0,164 2,291

Tre¢e uzastopne godine ocjenjivanja fenologije, najranije listanje zapocelo je 102.

dana, a najkasnije 122. dana od pocetka tekuce godine (tablica 27). Najranije prosjecno
listanje imale su populacije HR 330 (USP Zagreb, Sumarija Velika Gorica), HR 609 (USP
Buzet, Sumarija Buzet) i HR 88 (USP Nasice, Sumarija Koska) (prosjeno 106. dan), a
najkasnije populacija HR 12 (USP Vinkovci, Sumarija Gunja) (118. dan) i HR 58 (USP

Osijek, Sumarija Darda) (116. dan).

Tablica 27. Deskriptivni statisticki parametri pocetka listanja populacija hrasta luznjaka u pokusnom nasadu

Jastrebarsko u dobi od 7 godina.

N Aritmeticka Std. St.greSkaaritm. Koeficijent

Populacija N opaZanja Minimum Maksimum sredina Dev. sredine varijacije
HR 12 287 275 108 129 117,75 3,097 0,187 2,631
HR 16 286 219 102,75 122 109,07 5,303 0,358 4,862
HR 58 276 258 108 122 116,41 2,628 0,164 2,257
HR 88 264 237 102,4 115 106,88 2,88 0,187 2,695
HR 160 283 255 102,75 122 111,45 3,766 0,236 3,379
HR 163 277 241 103,33 122 114,64 2,76 0,178 2,407
HR 203 255 204 102,75 122 108,87 4,563 0,32 4,192
HR 317 296 257 108 122 111,39 2,511 0,157 2,254
HR 318 283 241 108 118,5 111,43 2,727 0,176 2,447
HR 330 274 178 102,4 122 106,95 4,415 0,331 4,128
HR 368 289 263 103,33 118,5 112,37 2,701 0,167 2,404
HR 387 292 270 102,75 118,5 109,53 3,296 0,201 3,01
HR 389 255 228 103,33 116,75 109,96 2,255 0,149 2,051
HR 577 280 249 108 122 112,31 2,822 0,179 2,513
HR 609 277 192 102,75 115 106,47 2,665 0,192 2,503
HR 627 277 256 103,33 118,5 113,04 3,062 0,191 2,709
HR AM 288 263 103,33 129 115,81 3,457 0,213 2,985
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Broj dana od 1.1. tekuée godine

Slika 23 prikazuje prosjecan pocetak otvaranja pupova tri uzastopne godine. Tijekom
perioda pracenja fenologije iste populacije su pokazale isti trend ranijeg odnosno kasnijeg

prolistavanja.

Prosje€an pocetak listanja populacija u pokusnom nasadu Jastrebarsko

AritmetiCka stredina s intervalom pouzdanosti 0,95
120
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HR 12 HR 160 HR 203 HR 318 HR 368 HR 389 HR 58 HR 627 HRAM
HR 16 HR 163 HR 317 HR 330 HR 387 HR 577 HR 609 HR 88

Populacija
Bf 2011 Hf2012 Hf 2013

Slika 23. Prosje¢an pocetak prolistavanja u dobi od 5 do 7 godina u pokusnom nasadu Jastrebarsko.

3.1.7. Osteéenost biljaka kasnim proljetnim mrazem

Ostec¢enost mrazem ocjenjivala se u pokusnom nasadu Jastrebarsko u svibnju 2011.
Godine, kada je mraz pogodio Sire podru¢je kontinentalne Hrvatske. Rezultati deskriptivne
statisticke analize prikazani su u tablici 28 i slici 24. Najnizu prosje¢nu oStecenost biljaka
imala je populacija HR 160 (USP Nova Gradiska, Sumarija Trnjani) — 2,03, a populacija HR
12 (USP Vinkovci, Sumarija Gunja) najvisu — 2,30.
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Tablica 28. Deskriptivni statisticki parametri o$te¢enosti populacija hrasta luznjaka kasnim proljetnim mrazem u

dobi od 5 godina u pokusnom nasadu Jastrebarsko.

N Aritmeticka St.greska Koeficijent
Populacija N opaZanja Minimum Maksimum sredina  Std. Dev. aritm. sredine varijacije
HR 12 300 287 1 3 2,30 0,567 0,033 24,677
HR 16 300 296 1 3 2,15 0,544 0,032 25,341
HR 160 300 292 1 3 2,03 0,314 0,018 15,470
HR 163 300 288 1 3 2,28 0,471 0,028 20,696
HR 203 300 291 0 3 2,24 0,500 0,029 22,372
HR 317 300 282 1 3 2,19 0,403 0,024 18,394
HR 318 300 292 1 3 2,08 0,277 0,016 13,351
HR 330 300 294 1 3 2,14 0,410 0,024 19,169
HR 368 300 291 1 3 2,18 0,404 0,024 18,517
HR 387 300 287 1 3 2,04 0,316 0,019 15,508
HR 389 300 288 1 3 2,10 0,338 0,020 16,085
HR 577 300 289 1 3 2,17 0,403 0,024 18,559
HR 58 300 292 1 3 2,18 0,538 0,031 24,720
HR 609 300 286 1 3 2,16 0,407 0,024 18,818
HR 627 300 291 1 3 2,11 0,335 0,020 15,861
HR 88 300 288 1 3 2,05 0,253 0,015 12,385
HR AM 300 295 1 3 2,19 0,500 0,029 22,813

Prosjecna oSte¢enost biljaka kasnim proljetnim mrazem u pokusnom nasadu Jastrebarsko
Aritmeti¢ka sredina i interval pouzdanosti 0,95
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Slika 24. Prosje¢na ocjena ostecenosti biljaka kasnim proljetnim mrazem u dobi od 6 godina u pokusnom nasadu

Jastrebarsko.
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3.2. Unutarpopulacijska kvantitativna genetska varijabilnost

3.2.1. Visinski rast

Kvantitativni geneticki parametri koji determiniraju razinu unutarpopulacijske
genetske varijabilnosti za svojstvo visine u pokusnom nasadu Jastrebarsko tijekom tri
uzastopne godine prikazani su u tablicama 29, 30 i 31.

Statisticka znaCajnost za visinu 2010. godine uocena je uglavnhom kod efekta
interakcije blok x familija za populacije HR 318 (USP Zagreb, Sumarija Lipovljani) i HR 330
(USP Zagreb, Sumarija Velika Gorica). Manja znadajnost istog efekta pojavila se i kod
populacija HR 368 i HR 627. Samo je populacija HR 577 (USP PoZega, Sumarija PoZega)
imala statisticku znacajnost za efekt familija. Individualna nasljednost bila je vrlo je niska kod
svih populacija i kretala se u rangu od 0,00 do 0,24. lako je familijska nasljednost bila nesto
visa od individualne — (0,00-0,57), gotovo sve populacije su imale nisku nasljednost, osim
populacija HR 577 (USP PoZega, Sumarija PoZega) i HR 88 (USP Nasice, Sumarija Koska),
sa umjereno visokom familijskom nasljednosti. Koeficijent aditivne genetske varijacije (CVa),
kao i nasljednost, je parametar za odredivanje razine unutarpopulacijske genetske
raznolikosti. Za ovo svojstvo u dobi od 4 godine populacije nisu pokazale znacajnu
unutarpopulacijsku diferencijaciju. Parametar CV4 bio je nesto istaknutiji kod populacija HR
88 i1 HR 577 (tablica 29).
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Tablica 29. Postoci komponenata varijance, individualna (h%) i familijska (h{®) nasljednost, koeficijent aditivne
genetske varijacije (CV,) za svojstvo visine u dobi od 4 godine u pokusnom nasadu Jastrebarsko.
Komponente varijance (%) h2 2010 p 2(010 CV, (%)
Populacije o’ o’ Ot ' 2010

HR12 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00

HR16 4,15+5,44 0,00+0,00 8,02+5,09 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00

HR58 4,31+557 0,00+0,00 7,36+4,96 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00

HR88 0,47+1,42 6,35+4,15 0,00+0,00 0,19+0,02 0,51+0,08 8,51

HR160 6,88+8,14 0,51+3,46 8,20+599 0,02+0,01 0,07+0,19 2,53

HR163 6,40+7,40 3,19+3,52 1,88+4,81 0,10+0,01 0,34+0,11 6,33

HR203 0,00+0,00 2,54+3,57 2,80+520 0,08+0,01 0,27+0,12 5,30

HR317 4,20+5,20 2,54+3,32 1,30+4,84 0,08+0,01 0,28+0,12 5,41

HR318 4,45+6,07 0,00+0,00 16,49+6,42** 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00

HR330 0,13+1,81 1,07+4,61 16,02+7,66%* 0,03+0,02 0,11+0,20 3,42

HR368 0,84+2,34 0,53+4,06 12,14+6,97* 0,02+0,02 0,06+0,21 2,72

HR387 7,61+8,54 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00

HR389 0,87+2,35 0,00£0,00 11,37+5,67 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00

HR577 0,00+0,00 8,06 +4,84* 0,34+4,52 0,24+0,02 0,57+0,09 11,02

HR609 5,41+6,61 090+3,15 3,56+532 0,03+0,01 0,12+0,16 4,00

HR627 8,25+9,63 0,00£0,00 10,95+5,40* 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00

HRAM 2,50+3,47 0,55+2,34 0,00+0,00 0,02+0,01 0,08+0,10 2,34
6’, — komponenta varijance efekta bloka; 6% — komponenta varijance efekta familija; 6%, — komponenta
varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

Efekt interakcije blok x familija i u dobi od 5 godina (izmjere 2011.) pokazao je
ponovno visu statisticku znalajnost kod populacije HR 318 (USP Zagreb, Sumarija
Lipovljani), dok su populacije HR 16, HR 160, HR 368 i HR 389 takoder pokazale statisticku
znacajnost ovog efekta, ali na nizoj razini. Niti jedan drugi izvor varijabilnosti nije bio
statistiCki znacajan. Individualne nasljednosti, kao i familijske bile su izrazito niske (<0,5),
niZze nego godinu ranije. Populacija HR 88 kao 1 prethodne godine imala je visi koeficijent

aditivne genetske varijacije, isto kao i populacija HR 330 (tablica 30).
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Tablica 30. Postoci komponenata varijance, individualna (h%) i familijska (h{®) nasljednost, koeficijent aditivne
genetske varijacije (CV,) za svojstvo visine u dobi od 5 godina u pokusnom nasadu Jastrebarsko.
Komponente varijance (%) b2 (201) 2ot CVa (%)
Populacije o’ o’ Ot ' 2011
HR 12 0,45+1,49 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00
HR16 19,88+21,13 0,00+0,00 7,97+4,83* 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00

HR58 15,64+16,65 0,00£0,00 3,26+4,09 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00

HR 88 4,78+6,00 552+461 2,74+556 0,17+0,02 0,43+0,11 8,94

HR 160 2,16+3,73 0,00+0,00 13,19+6,15* 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00

HR163 9,65+10,89 1,31+3,70 6,68+6,10 0,04+0,02 0,15+0,17 4,42

HR203 8,82+10,11 5,14+494 6,88+6,60 0,17+0,03 0,38+0,11 7,80

HR 317 8,29+9,29 0,64+2,82 0,23+5,03 0,02+0,01 0,09+0,14 2,71

HR 318 7,11+890 0,00+0,00 17,41+7,01** 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00

HR 330 0,00£0,00 5,86+6,76 8,75+803 0,18+0,04 0,34+0,13 10,29

HR 368 3,94+544 1,54+4,51 12,16+6,93* 0,05+0,02 0,15+0,18 4,67

HR387 16,91+17,94 0,00+0,00 3,89+4,05 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00

HR 389 0,00+0,00 0,00+0,00 12,33+6,14* 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00

HR 577 2,67+3,65 3,60+3,36 0,00+0,00 0,11+0,01 0,35+0,08 6,03

HR 609 2,80+4,01 1,30+3,30 0,00+0,00 0,04+0,01 0,14+0,11 5,05

HR627 7,01+833 0,00+0,00 873+533 0,00£0,00 0,00£0,02 0,00

HRAM 17,09+17,94 2,82+2,78 0,00+£0,00 0,10+0,01 0,33+0,08 5,72
6’, — komponenta varijance efekta bloka; 6% — komponenta varijance efekta familija; 6%, — komponenta
varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

U dobi od 6 godina jedino je statisticku znacajnost pokazao efekt interakcije blok x
familija i to kod populacija HR 16 (USP Vinkovci, Sumarija Otok), HR 160 (USP Nova
Gradiska, Sumarija Trnjani) i HR 330 (USP Zagreb, Sumarija Velika Gorica), dok su njihove
nasljednosti bile izrazito niske. Familijske nasljednosti populacija HR 577 (USP Pozega,
Sumarija Pozega) i HR 163 (USP Nova Gradiska, Sumarija Stara Gradiska) bile su nesto vise,
dok su ostale populacije imale vrlo niske nasljednosti, kako familijske tako i individualne.
CVa je kod populacija HR 577, HR 163, HR 609 i HR 203 bio visi (tablica 31).
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Tablica 31. Postoci komponenata varijance, individualna (h%) i familijska (h{®) nasljednost, koeficijent aditivne
genetske varijacije (CV,) za svojstvo visine u dobi od 6 godina u pokusnom nasadu Jastrebarsko.

Komponente varijance (%) 2 (2012) 2 @012) CV, (%)
Populacije o’ o’ Ot ' 2012
HR 12 3,27+4,26 095+2,53 0,00+0,00 0,03+0,01 0,12+0,10 3,68
HR16 20,01+21,45 2,61+4,72 10,74+6,53* 0,10£0,03 0,23+0,15 8,01
HR58 10,92+12,19 0,00+0,00 7,49+4,94 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR88 12,83+14,23 1,35+3,83 878+6,61 0,05+0,02 0,14+0,15 5,30
HR160 2,93+4,44 0,00+0,00 10,75+5,97* 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR163 11,66+12,72 7,71+532 2,98+4,97 0,26+0,03 0,54+0,11 12,76
HR203  2,33+3,68 5,84+529 571+6,35 0,18+0,03 0,40+0,11 10,54
HR317 15,73+16,71 5,12+4,03 1,13+4,77 0,18+0,02 0,45+0,10 9,78
HR318 3,95+545 0,00£0,00 7,54+582 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR330 0,00£0,00 1,72+7,22 19,95+10,89* 0,05+0,05 0,11+0,20 6,88
HR368  7,22+8,56 3,06+4,39 830+6,15 0,10+0,02 0,29+0,14 7,74
HR387 14,52+15,64 0,00+£0,00 4,76+4,54 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR389  3,72+5,17 0,00+£0,00 8,06+538 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR577  3,03+4,01 10,22+5,41 0,00+0,00 0,32+0,03 0,62+0,08 13,50
HR609 0,00+0,00 4,72+4,29 0,00£0,00 0,14+0,02 0,35+0,08 11,04
HR627 17,54+1871 0,00£0,00 7,43+4,79 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HRAM 17,82+18,77 4,99+3,92 2,32+4,56 0,18+0,02 0,46+0,11 9,05

6’, — komponenta varijance efekta bloka; 6% — komponenta varijance efekta familija; 6%, — komponenta
varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

Vrijednosti nasljednosti kao i koeficijenata aditivne genetske varijacije za svojstvo
visinskog rasta iz godine u godinu (2010.—2012.) su opcenito rasle, medutim ne pravilno kod
istih populacija (tablice 29, 30 i 31).

U pokusnom nasadu Koska (tablica 32) individualne nasljednosti populacija bila su
niske (0,00-0,30), dok je raspon familijske nasljednosti bio nesto veci (0,00-0,58). lako su
gotovo sve populacije imale uglavnom niske nasljednosti (<0,5), populacija HR 387 (USP
Karlovac, Sumarija Karlovac) se istakla s relativno najvisom nasljednosti kao i koeficijentom
aditivne genetske varijacije. Srednje visoke nasljednosti, kao i vise CVa parametre imale su
populacije HR 203 i HR 318.

110



Tablica 32. Postoci komponenata varijance, individualna (h%) i familijska (h{%) nasljednost, koeficijent aditivne
genetske varijacije (CV,) za svojstvo visine u dobi od 6 godina u pokusnom nasadu Koska.
Komponente varijance (%)
Populacije b o’ Ot
HR12 0,7+1,8 21%+3,4 06+52 0,06+0,01 0,22+0,11 5,20
HR 16 1,8+3,6 19+50 16,1+81 0,06+0,02 0,16+0,16 5,70
HR58 0,0t0,0 0,3+4,7 169+8,1 0,01+0,02 0,03+0,19 2,10
HR 88 0,8+25 0,0+0,0 8,7+59 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR160 50+6,2 51+44 4,1+58 0,16+0,02 0,40£0,10 9,80
HR163 2,1+39 5358 14,8+7,6 0,16+0,03 0,36+0,13 8,10
HR 203 55+6,8 83+57 54+6,1 0,26+0,03 0,53+0,10 12,10
HR317 1,0+20 0,0:0,0 0,0%0,0 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00
HR 318 0,0x0,0 79+50 00+0,0 0,24+0,02 0,53+0,09 10,20
HR330 80+9,1 56+48 3,0%63 0,18+0,02 0,44+0,12 10,50
HR368 15,5+16,6 0,0+0,0 58+*4,6 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR 387 0,4+1,7 10,0t6,4 1,8%+6,0 0,30+0,04 0,58+0,11 12,90
HR389 2,0+34 24+44 7,1%+6,9 0,07+0,02 0,22+0,14 5,90
HR 577 0,0x0,0 0,0+00 75%56 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR609 1,2+28 38t54 7,4%80 0,12+0,03 0,31+0,16 8,90
HR 627 0,7+2,5 2,0+5,3 14,6+79 0,06+0,03 0,17+0,18 6,50
HR AM 32+48 0,0+0,0 11,8+6,3 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00
¢’y — komponenta varijance efekta bloka; ¢’ — komponenta varijance efekta familija; 6. — komponenta
varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

h? he? CV, (%)

Visa statisticka zna¢ajnost uo¢ena je kod populacije HR 203 (USP Bjelovar, Sumarija
Vrbovec) za efekt interakcije blok x familija u pokusnom nasadu Vrbanja (tablica 33).
Individualne nasljednosti kretale su se u rasponu od 0,00 do 0,66. Umjerene familijske
nasljednosti imale su populacije HR 12, HR 160, HR 163, HR 368, HR 389, HR 577 i HR
AM (tablica 33), dok su ostale populacije imale relativno nize nasljednosti. Navedene

populacije imale su i vi$i koeficijent aditivne genetske varijacije.
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Tablica 33. Postoci komponente varijance, individualna (h?) i familijska (h{) nasljednost, koeficijent aditivne
genetske varijacije (CV,) za svojstvo visina u dobi od 6 godina u pokusnom nasadu Vrbanja.
Komponente varijance (%)
Populacije o o’ Ot
HR12 46,83+47,47 7,37+3,74 1,10+3,06 0,42+0,04 0,65+0,09 15,32
HR 16 3,98+5,62 451+581 12,05+8,18 0,14+0,03 0,30+0,13 11,82
HR58 12,09+13,81 0,44+4,68 14,85+8,05* 0,02+0,03 0,04+0,20 3,78
HR 88 3,94+5,09 1,53+3,33 0,00£0,00 0,05+0,01 0,16+0,11 6,37
HR160 10,09+11,19 11,54+6,20* 1,68+4,95 0,38+0,04 0,63+0,09 18,06
HR163 13,30+14,86 10,84+6,03* 0,00+0,00 0,38+0,04 0,59+0,08 16,53
HR203 50,41+51,77 0,00+£0,00 10,53+4,13** 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR317 20,45+21,73 0,00+0,00 7,24+5,25 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00
HR318 14,19+15,36 1,34+3,43 0,50+5,39 0,05+0,01 0,16+0,15 5,89
HR330 15,36+16,57 0,00+0,00 6,32+4,97 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00
HR 368 597+7,15 8,84+5,73 4,21+555 0,28+0,03 0,55+0,10 13,90
HR 387 5,10+6,36 20,84+9,38* 0,00+0,00 0,66+0,08 0,74+0,09 29,29
HR 389 6,13+7,46 6,63+4,80 0,00£0,00 0,21+0,02 0,46+0,08 14,11
HR577 10,40+11,81 6,48+5,17 3,13+5,80 0,22+0,03 0,47+0,11 12,32
HR609 24,95+26,07 0,00+0,00 3,52+4,15 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR627 4,49+6,10 0,88+3,93 0,05+6,27 0,03+0,02 0,09+0,16 5,59
HRAM 21,80+22,82 6,81+4,66 0,31+5,15 0,26+0,03 0,51+0,10 14,33
6’, — komponenta varijance efekta bloka; 6% — komponenta varijance efekta familija; 6%, — komponenta
varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

hi2(2012) hfZ (2012) CVA (%)

Kada CVj usporedujemo po populacijama izmedu pokusnih nasada jasno je vidljivo
kako je taj koeficijent vrlo intenzivno varirao ovisno o nasadu. Znatno visi koeficijenti
aditivne genetske varijacije uo¢ljivi su u pokusnom nasadu Vrbanja u usporedbi s

vrijednostima tog parametra u ostalim nasadima (tablice 31, 32 i 33).

3.2.2. Visinski prirast

Za visinski prirast izmedu 4. i 5. godine u pokusnom nasadu Jastrebarsko ve¢inom nije
dobivena statisticka znaCajnost niti za jedan analizirani efekt, izuzev znacajnosti efekta
interakcije blok x familija za populaciju HR 577 (USP PoZega, Sumarija PoZega).
Individualne i familijske nasljednosti su bile niske (<0,5), osim za populaciju HR 387 (USP
Karlovac, Sumarija Karlovac) kod koje je familijska nasljednost bila umjerena (0,51).
Koeficijent aditivne genetske varijacije za ovo svojstvo kod veéine populacija bio je prilicno
visok, narocito kod populacija HR 609, HR 163, HR 387, HR 389 i HR 330 (tablica 34).
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Tablica 34. Postoci komponenata varijance, individualna (h%) i familijska (h{%) nasljednost, koeficijent aditivne
genetske varijacije (CV,) za svojstvo visinskog prirasta u dobi izmedu 4. i 5. godine u pokusnom nasadu
Jastrebarsko.

Komponente varijance (%) h 2 (2010-2011) . 2(2010-2011) CVa (%)
Populacije % o% 0ot ' 2010-2011
HR 12 0,39+1,51 0,00+0,00 0,61+4,55 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR 16 9,59+10,79 0,56+3,54 3,20+5,76 0,02+0,01 0,07+0,16 15,38
HR58  4,80+579 1,28+2,54 0,00+0,00 0,04+0,01 0,16+0,09 26,34
HR 88 3,01+4,27 0,28+3,31 1,45+598 0,01+0,01 0,03+0,17 11,66
HR 160 0,71+2,06 0,00+0,00 6,94+5,27 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR163  4,52+566 3,81+4,06 3,28+542 0,12+0,02 0,35+0,12 52,39
HR 203 7,58+8,65 0,00+0,00 0,22+4,88 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR 317 1,79+2,89 0,00+0,00 1,15+4,59 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR318 0,45+1,86 0,00+0,00 5,21+6,17 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR 330 0,00£0,00 0,95+4,92 381+735 0,03+0,02 0,08+0,17 36,78
HR 368 1,13+2,41 2,13+4,06 5,20%+6,14 0,06+0,02 0,22+0,15 33,51
HR 387 582+6,80 6,49+4,35 0,62+4,60 0,21+0,02 0,51+0,09 43,87
HR 389 0,00£0,00 1,88+3,77 2,37+5,87 0,06+0,01 0,19+-0,02 38,20
HR 577 2,82+4,41 0,62+4,33 13,79+7,54* 0,02+0,02 0,07+0,20 17,50
HR 609 0,73+2,18 2,19+4,32 1,73+6,62 0,07+0,02 0,19+0,13 93,30
HR 627 1,34+2,46 0,00£0,00 1,12+4,54 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HRAM 17,15+18,00 2,54+2,73 0,00+£0,00 0,09+0,01 0,31+0,09 33,40
o’, — komponenta varijance efekta bloka; 6% — komponenta varijance efekta familija; 6% — komponenta
varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

Tablica 35 prikazuje postotke komponenti varijance, individualne i familijske
nasljednosti, te koeficijente aditivne genetske varijacije za visinske priraste u dobi izmedu 5. i
6. godine. Statisticku znacajnost pokazao je efekt interakcije blok x familija za populacije HR
163, HR 317, HR 330 i HR 389. Nasljednost svih populacija je bila niska, izuzev populacije
HR 16 (USP Vinkovci, Sumarija Otok) koja je imala umjerenu vrijednost nasljednosti (0,57).
Iako je nasljednost kod vecine populacija bila niska, koeficijent aditivne genetske varijacije
bio je relativno visi kod populacija: HR 16, HR 203, HR 577 i HR 609. CV, za visinski
prirast izmedu 5. i 6. godine bio je nizi nego za prirast izmedu 4. i 5. godine (usp. tablice 34 i
35).
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Tablica 35. Postoci komponenata varijance, individualna (h%) i familijska (h{®) nasljednost, koeficijent aditivne
genetske varijacije (CV,) za svojstvo visinskog prirasta u dobi izmedu 5. i 6. godine u pokusnom nasadu
Jastrebarsko.
Komponente varijance (%) h2 (2011-2012) | 2(2011-2012) CVa (%)
Populacije % o% 0ot ' 2011-2012
HR 12 0,58+1,63 0,12+2,36 0,00+£0,00 0,00+0,01 0,02+0,11 6,42
HR16  4,28+548 10,15+6,13 0,09+571 0,32+0,04 0,57+0,10 55,74

HR58  3,43+4,63 0,00+0,00 4,08+4,93 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00

HR88 10,23+11,67 0,00+0,00 9,49+5,46 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00

HR 160 0,00+0,00 0,05+3,38 3,30+6,17 0,00+0,01 0,01+0,17 3,50

HR163 0,00+0,00 3,11+557 14,63+7,92** 0,09+0,03 0,24+0,16 32,49

HR 203 1,53+2,84 3,24+3,76 0,00+0,00 0,10+0,01 0,29+0,09 52,71

HR 317 7,53+9,19 0,00+0,00 13,81+5,93** 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00

HR318 4,32+542 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+£0,00 0,00

HR 330 0,13+2,60 0,00£0,00 17,01+7,99* 0,00+0,00 0,00 0,00 0,00

HR 368 8,32+9,37 0,00+x0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00

HR 387 2,72+3,84 0,00+£0,00 2,10+4,88 0,00+0,00 0,00+ 0,00 0,00

HR 389 1,16+2,72 0,00+0,00 9,66+5,80* 0,00+0,00 0,00+ 0,00 0,00

HR 577 8,87+9,87 556+4,01 0,00+£0,00 0,18+0,02 0,46+0,08 55,65

HR 609 2,68+4,11 1,41+3,30 0,00+0,00 0,04+0,01 0,13+0,08 45,20

HR627 11,50+12,47 0,19+2,62 0,14+4,91 0,01+0,01 0,03+0,16 7,43

HR AM 6,54+7,74 0,00£0,00 3,71+4,67 0,00+0,00 0,00+ 0,00 0,00
o’y — komponenta varijance efekta bloka; 6% — komponenta varijance efekta familija; 6% — komponenta
varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

Koeficijenti aditivne genetske varijacije za ovo svojstvo bili su visi u usporedbi sa

svojstvom visinskog rasta, dok familijske nasljednosti nisu bile bitno drugacije.

3.2.3. Prezivljenje

Za svojstvo prezivljenja u dobi od 4 godine u pokusnom nasadu Jastrebarsko niti jedna
populacija hrasta luZnjaka nije imala statisticku znacajnost niti za jedan istrazivani izvor
varijabilnosti (efekt). Kao §to je veé ranije napomenuto, prilikom analiziranja ordinalnih
varijabli i prezivljenja koristila se metoda analize na temelju odredivanja sredina plohica.
Zbog toga je odredivana samo familijska nasljednost koja je kod vecine populacija iznosila
nula (0,00). Samo su tri populacije imale nisku nasljednost, a raspon se kretao od 0,00 do
0,44. Koeficijent aditivne genetske varijacije kod veéine populacija bio je 0,00, te su takoder
samo tri populacije imale vrlo nizak CVa. Populacija HR AM (USP Vinkovci, Sumarija Otok)
nije imala mortaliteta, zbog ¢ega uslijed nepostojanja varijabilnosti niti jedan parametar nije

mogao biti izracunat (tablica 36).
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Tablica 36. Postoci komponenata varijance, familijska (hi’) nasljednost, koeficijent aditivne genetske varijacije
(CV,) za svojstvo prezivljenja u dobi od 4 godine u pokusnom nasadu Jastrebarsko.
Komponente varijance (%) 2 2010) CV, (%)
o2 o’ b ! (2010)
HR 12 2,76+7,20 9,88+14,31 0,00+£0,00 0,25+0,12 5,29
HR16 5,25+10,05 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR58 0,00+510 0,00+13,20 0,07+22,96 0,00+0,00 0,00
HR88 9,79+13,44 17,38+14,62 0,00+0,00 0,42+0,10 4,19
HR160 0,00+5,10 0,00+13,20 0,07+22,96 0,00£0,00 0,00
HR163 0,00£0,00 0,00+0,00 1,00+1841 0,00+0,00 0,00
HR203 3,44+7,92 828+13,98 0,00+£0,00 0,22+0,12 3,63
HR317 0,00+0,00 0,00+0,00 0,14+18,39 0,00£0,00 0,00
HR318 0,00+5,10 0,00+13,20 0,07+22,96 0,00£0,00 0,00
HR330 0,18+5,28 0,00+0,00 0,20+18,67 0,00£0,00 0,00
HR368 0,00+0,00 0,00+0,00 0,28+18,41 0,00£0,00 0,00
HR387 0,00+0,00 0,00+0,00 0,28+18,41 0,00£0,00 0,00
HR389 8,78+13,35 0,00+0,00 0,00+£0,00 0,00£0,00 0,00
HR577 0,00+5,10 0,00+13,20 0,07+22,96 0,00£0,00 0,00
HR609 2,57+7,50 0,00+0,00 5,33+18,26 0,00£0,00 0,00
HR627 0,00£0,00 0,00+0,00 0,28+18,41 0,00+0,00 0,00
HR AM N/A N/A N/A N/A N/A
6’, — komponenta varijance efekta bloka; 6% — komponenta varijance efekta familija; 6%, — komponenta
varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

Populacije

Statisticke znacajnosti istrazivanih izvora varijabilnosti za 2011. godinu nije bilo.
Izracunate familijske nasljednosti kretale su se u rasponu 0,00-0,45. CV,4 su bili nesto visi kod
populacija HR 16 i HR 330 (tablica 37).

Tablica 37. Postoci komponenata varijance, familijska (hi®) nasljednost, koeficijent aditivne genetske varijacije
(CV,) za svojstvo prezivljenja u dobi od 5 godina u pokusnom nasadu Jastrebarsko.
Komponente varijance (%) b2 2011) CV, (%)
o’ o* 0Ppt ' (2011)
HR 12 0,00+0,00 0,00+0,00 0,88+18,41 0,00£0,00 0,00
HR16 30,25+33,01 14,85+11,54 0,00+0,00 0,45+0,10 18,00
HR 58 0,00+0,00 12,82+15,06 0,00+0,00 0,31+0,11 5,05
HR88 31,19+34,64 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00
HR 160 0,00+£0,00 0,00+0,00 1,23+18,42 0,00£0,00 0,00
HR 163 2,11+6,83 5,18+13,69 0,00+0,00 0,14+0,13 5,86
HR203 13,01+17,36 0,49+11,59 0,00+0,00 0,02+0,15 3,07
HR317 25,21+28,82 2,82+10,29 0,00+0,00 0,11+0,14 4,51
HR318 8,72+13,31 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR330 8,66+13,13 254+12,44 0,00+0,00 0,08+0,14 11,12
HR368 12,43+16,83 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00
HR387 7,05+11,73 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00
HR389 10,50+14,75 5,00+12,55 0,00+0,00 0,15+0,13 7,46
HR 577 3,25+8,13 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00
HR609 4,45+9,11 369+13,16 0,00+0,00 0,11+0,14 9,23
HR627 11,78+16,21 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00
HR AM 0,00+0,00 0,00+0,00 1,26+18,41 0,00£0,00 0,00
6’, — komponenta varijance efekta bloka; ¢’ — komponenta varijance efekta familija; ¢, — komponenta
varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

Populacije
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Familijske nasljednosti bile su niske (<0,5), no koeficijenti aditivne genetske varijacije
su bili nesto visi, naro€ito kod populacija HR 16 i HR 203 (tablica 38).

Tablica 38. Postoci komponente varijance, familijska (h?) nasljednost, koeficijent aditivne genetske varijacije
(CV,) za svojstvo prezivljenja u dobi od 6 godina u pokusnom nasadu Jastrebarsko.
Komponente varijance (%) 2 @012) CV, (%)
o’ o’ Pox (2012)
HR12  0,02+511 0,00+0,00 1,07+18,73 0,00+£0,00 0,00
HR16 12,38+15,89 17,73+14,34 0,00£0,00 0,43+0,10 21,85
HR58 0,00+0,00 6,04+14,00 0,00£0,00 0,16+0,13 5,59
HR88  6,13+9,96 17,91+1518 0,00£0,00 0,41+0,10 18,01
HR160 0,00£0,00 21,44+16,53 0,00+0,00 0,45+0,10 11,74
HR163 0,00£0,00 0,00£0,00 3,02+18,41 0,00+0,00 0,00
HR203 589+10,21 855+13,69 0,00+0,00 0,23+0,12 15,09
HR317 9,87+13,72 13,63+13,98 0,00+0,00 0,35+0,11 11,95
HR318 10,98+15,46 0,12+11,81 0,00+20,40 0,00+0,16 1,21
HR330 6,03+10,76 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR368 17,37+21,50 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00
HR387 17,46+20,99 12,09+12,74 0,00£0,00 0,34+0,11 10,04
HR389 3,67+824 6,21+13,63 0,00£0,00 0,17+0,13 7,73
HR577 9,43+13,98 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR609 0,06+507 2,25+13,54 4,73+22,41 0,06+0,13 843
HR627  2,28+7,22 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00
HRAM  4,44%9,12 3,10+13,08 0,00+0,00 0,09+0,14 4,26
o’, — komponenta varijance efekta bloka; 6% — komponenta varijance efekta familija; 6% — komponenta
varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

Populacije

U pokusnom nasadu Jastrebarsko vidljiv je porast nasljednosti i koeficijenata aditivne
genetske varijacije s porastom dobi, medutim ne kod istih populacija. U dobi od 4 godine vise
vrijednosti navedenih parametara imale su populacije HR 12, HR 88 i HR 203, sljedece
godine populacije HR 16, HR 330, HR 609 i HR 389, te zadnje istrazivane godine HR 16, HR
88, HR 203, HR 160 i HR 317 (usp. tablice 36, 37 i 38).

116



Kvantitativni geneticki parametri koji opisuju razinu unutarpopulacijske genetske

varijabilnosti za svojstvo prezivljenja u dobi od 6 godina u pokusnom nasadu Koska prikazani

su u tablici 39. Familijske nasljednosti bile su kod svih populacija manje od 0,5, osim kod

populacije HR 368 (USP Sisak, Sumarija Sunja) ¢ija je familijska nasljednost iznosila 0,50, te

populacije HR 627 (USP Koprivnica, Sumarija Repa$) sa vrijednosti 0,55. Populacije HR 627

1 HR 387 imale su visi CV, parametar.

Tablica 39. Postoci komponenata varijance, familijska (hi’) nasljednost, koeficijent aditivne genetske varijacije
(CV,) za svojstvo prezivljenja u dobi od 6 godina u pokusnom nasadu Koska.
Komponente varijance (%)

2 )
Populacije R o’ 6ot h CVa (%)

HR 12 55+9,8 10,1+14,0 0,0+0,0 0,15+0,13 10,80
HR 16 0,0+£0,0 54+139 0,0+00 0,26+0,12 6,10
HR 58 0,0+0,0 00+£0,0 1,7+184 0,00£0,00 0,00
HR88 16,5+20,7 0,0+0,0 0,0+0,0 0,00+0,00 0,00
HR160 0,0+0,0 0000 24+184 0,00+0,00 0,00
HR163 41,5+44,3 2,1+80 0,0+0,0 0,10+0,14 6,00
HR 203 0,000 00+£00 3,4+184 0,00£0,00 0,00
HR 317 0,0+0,0 29%+13,5 0,0+£0,0 0,080,214 3,30
HR 318 0,0+0,0 00+0,0 3,5+184 0,00+£0,00 0,00
HR 330 6,1+10,8 0,0£00 0,0£0,0 0,00£0,00 0,00
HR 368 59+9,4 23,2+16,1 0,0+0,0 0,50+0,10 12,10
HR387 35+7,3 19,7+158 0,0+0,0 0,43+0,10 22,10
HR389 12,1+16,5 0,0+x0,0 0,0+x0,0 0,00+0,00 0,00
HR577 15,3+19,6 0,0+0,0 0,000 0,00£0,00 0,00
HR609 18,9+229 22+11,0 0,0+x0,0 0,08+0,14 7,20
HR627 11,2+14,3 26,0+16,0 0,0+0,0 0,55+0,10 25,10
HRAM 17,2+21,4 0,0£0,0 0,0£0,0 0,00+0,00 0,00

6’, — komponenta varijance efekta bloka; 6% — komponenta varijance efekta familija; 6%, — komponenta
varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacéajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.
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Statisticka znacajnost nije uoCena niti za jedan ispitivani efekt u pokusnom nasadu
Vrbanja. Familijske nasljednosti svih populacija bile su vrlo niske u rasponu od 0,00 do 0,36.
Koeficijenti aditivne genetske varijacije bili su visi kod populacija HR 627, HR 160 i HR 16
(tablica 40).

Tablica 40. Postoci komponenata varijance, familijska (hi’) nasljednost, koeficijent aditivne genetske varijacije
(CV,) za svojstvo prezivljenja u dobi od 6 godina u pokusnom nasadu Vrbanja.
Komponente varijance (%)
Populacije o o’ 0%t
HR12 53,24+55,49 1,83+6,44 0,00+£0,00 0,11+0,14 6,91
HR16 29,12+32,41 5,05+10,10 0,00+0,00 0,19+0,13 13,02
HRS58 12,92+17,30 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00
HR88  0,32+539 0,00£0,00 4,42+18,83 0,00+0,00 0,00
HR160 26,86+29,94 11,65+11,44 0,00+0,00 0,36+0,11 18,27
HR163 57,98+60,05 0,17+5,59 0,00+0,00 0,01+0,16 3,30
HR203 54,98+57,16 0,99+6,10 0,00+0,00 0,06+0,15 7,67
HR 317 0,00£0,00 1,99+13,41 4,04+21,91 0,05+0,13 6,83
HR318 11,13+15,60 0,00+0,00 0,04+*16,64 0,00£0,00 0,00
HR330 10,50+14,75 5,12+12,57 0,00+0,00 0,15+0,13 7,21
HR 368 0,00£0,00 0,00+0,00 3,83+18,41 0,00+0,00 0,00
HR387 21,92+25,83 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR389 24,74+2850 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR577 41,66+44,32 5,05+845 0,00+0,00 0,22+0,12 12,85
HR609 7,74+12,38 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00
HR627 41,60+44,04 9,71+9,20 0,00+0,00 0,37+0,11 24,01
HR AM 502+9,80 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00
6’, — komponenta varijance efekta bloka; 6% — komponenta varijance efekta familija; 6%, — komponenta
varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacéajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

h  CVa(%)

lako su nasljednosti za analizirane populacije hrasta luznjaka u sva tri pokusna nasada
bile opcenito niske, izra¢unati CV parametri kod odredenih populacija bili su relativno visi.
Prilikom usporedbe vrijednosti parametara za iste populacije populacija ovisno o pokusnom
nasadu, vidljivo je njihovo intenzivno variranje. Najve¢i CVa u pokusnom nasadu
Jastrebarsko imala je populacija HR 16 (USP Vinkovci, Sumarija Otok) — 21,85, u nasadu
Koska populacija HR 627 (USP Koprivnica, Sumarija Repas) — 25,10, dok se u pokusnom
nasadu Vrbanja takoder istakla populacija HR 627 (24,01). Zanimljivo je istaknuti kako je
CVa u pokusnom nasadu Koska i Vrbanja bio relativno visi kod istih populacija (npr. HR 627
i HR 387) (usp. tablice 39 i 40).
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3.2.4. Zimska retencija lis¢a

Tablice 41, 42 i 43 prikazuju komponente varijance i kvantitativne geneticke
parametre za svojstvo zimske retencije liS¢a u pokusnom nasadu Jastrebarsko.

Statisticku znacajnost efekata familija za ovo svojstvo u dobi od 4 godine, pokazale su
populacije HR: 88, 160, 317 i 577. Ostali istrazivani izvori varijabilnosti nisu bili statisticki
znacajni. Navedene populacije imale su i relativno visu razinu familijske nasljednosti (>0,5).
Familijska nasljednost svih populacija kretala se u rasponu 0,00-0,72. Koeficijent aditivne
genetske varijacije takoder je bio vrlo visok (HR: 160, 317, 16, 88 i 577 — tablica 41).

Tablica 41. Postoci komponenata varijance, familijska (hi’) nasljednost, koeficijent aditivne genetske varijacije
(CV,) za svojstvo zimske retencije li¢a u dobi od 4 godine u pokusnom nasadu Jastrebarsko.

Komponente varijance (%) 2 20101 CV, (%)
Populacije o’ o’ Ot (2010)
HR 12 0,00+0,00 13,26+15,13 0,00+0,00 0,31+0,11 61,05
HR16  0,00+0,00 20,52+16,37 0,00+0,00 0,44+0,10 90,52
HR 58 2,29+7,12 2,74+13,31 7,06£21,78 0,07+0,12 25,08
HR 88 2,09+5,15 37,59+19,28* 0,00+0,00 0,65+0,09 86,81
HR 160 0,00+0,00 46,09+21,16* 0,00£0,00 0,72+0,09 130,11
HR 163 0,00£0,00 2,44+13,47 5,25+21,81 0,06+0,12 41,02
HR203 12,44+16,44 8,14+12,77 0,00£0,00 0,24+0,12 70,17
HR 317 0,00+0,00 39,67+19,91* 0,00£0,00 0,66+0,09 132,00
HR318 0,00£0,00 13,20+1512 0,00+0,00 0,31+0,11 64,23
HR 330 0,00+0,00 13,18+15,12 0,00+0,00 0,31+0,11 60,89
HR368 10,24+14,56 4,00+12,44 0,00+0,00 0,12+0,14 45,21
HR387 1,86+567 23,31+16,67 0,00+0,00 0,48+0,10 56,54
HR389 15,30+19,55 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00
HR 577 0,00+0,00 33,97+1881* 0,00+£0,00 0,61+0,09 85,17
HR 609 0,00+0,00 0,00+0,00 9,63+18,41 0,00+0,00 0,00
HR 627 0,84 15,88 0,00+0,00 26,42+18,57 0,00£0,00 0,00
HR AM 0,00+0,00 0,00+0,00 8,13+1841 0,00+0,00 0,00

2

o’, — komponenta varijance efekta bloka; 6% — komponenta varijance efekta familija; 6% — komponenta
varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

U dobi od 5 godina populacije HR 12, HR 160 i HR 317 pokazale su statisticku
znacajnost samo za efekt familija, a njihova familijska nasljednost bila je umjerena za razliku
od ostalih populacija koje su pokazale nisku ili vrlo nisku nasljednost. Izrazito visok CVa
parametar imale su populacije HR 317, HR 203, HR 609, HR 12 i HR 160 (tablica 42).
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Tablica 42. Postoci komponenata varijance, familijska (hi®) nasljednost, koeficijent aditivne genetske varijacije
(CV,) za svojstvo zimske retencije lis¢a u dobi od 5 godina u pokusnom nasadu Jastrebarsko.
Komponente varijance (%) .2 2011) CV, (%)
Populacije o’ o’ Ot ' (2011)
HR 12 1,10+£3,99 42,10+20,27* 0,00+0,00 0,69+0,09 96,47
HR 16 2,22+7,17 0,00+0,00 16,32+18,32 0,00+0,00 0,00
HR58 0,00+0,00 9,57+14,55 0,00+20,22 0,24+0,15 41,98
HR88 17,58+21,13 11,66+12,65 0,00+0,00 0,33+0,11 55,53
HR 160 0,00+0,00 29,92+1806* 0,00£0,00 0,56+0,10 94,92
HR163 0,00£0,00 0,00£0,00 837+1841 0,00+0,00 0,00
HR203 17,96+21,07 19,96+14,02 0,00+0,00 0,49+0,10 106,70
HR 317 1,41+4,09 45,90+20,97* 0,00+0,00 0,72+0,09 146,19
HR 318 0,00£0,00 7,15+14,17 0,00+0,00 0,19+0,12 46,16
HR 330 542+9,73 12,30+14,37 0,00+£0,00 0,31+0,11 93,31
HR 368 0,00+0,00 7,36+14,20 0,00+0,00 0,19+0,12 60,35
HR 387 0,00£0,00 2591+17,33 0,00+0,00 0,51+0,10 52,15
HR 389 0,00+0,00 0,00£0,00 26,49+18,41 0,00£0,00 0,00
HR 577 0,00£0,00 5,19+13,87 12,71+21,20 0,11+0,10 31,07
HR 609 0,00+0,00 23,05+16,80 0,00+0,00 0,47+0,10 100,86
HR627 1,67+6,65 0,00£0,00 27,92+18,42 0,00+0,00 0,00
HRAM 14,68 +18,96 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
6’, — komponenta varijance efekta bloka; 6% — komponenta varijance efekta familija; 6%, — komponenta
varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

U 2012. godini statisticku znacajnost efekta familija za svojstvo zimske retencije lis¢a
imale su populacije HR: 12, 163, 317, 368 i 387. Istovremeno su njihove familijske
nasljednosti bile umjereno visoke. Ostale populacije imale su nisku nasljednost. Koeficijent
aditivne genetske varijacije (CV,) za ovo svojstvo bio je visok kod populacija HR 317, HR
163, HR 368 i HR 203 (tablica 43).
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Tablica 43. Postoci komponenata varijance, familijska (hi®) nasljednost, koeficijent aditivne genetske varijacije
(CV,) za svojstvo zimske retencije lis¢a u pokusnom nasadu Jastrebarsko u dobi od 6 godina.
Komponente varijance (%) 2 (2012 CV, (%)
Populacije o’ o’ O bt ' (2012)
HR 12 5,11+7,62  45,26+20,42* (0,00£0,00 0,73+0,09 62,69
HR16  28,57+31,96 3,82+10,00 00,00+0,00 0,14+0,13 16,10
HR58  0,00:0,00 14,57+1535 0,00£0,00 0,34+0,11 36,67
HR88 15,22+1894 10,80+12,82 0,00+0,00 0,30+0,11 45,91
HR 160 0,00+0,00 12,76+15,05 10,82+19,51 0,26+0,10 33,99
HR163  3,84+7,13 31,26+17,86* 0,00t0,00 0,59+0,09 96,41
HR203 14,79+18,27 15,90+13,72 0,00+0,00 0,41+0,10 90,20
HR 317 3,8815,71 59,71+23,48** (,00+0,00 0,83+0,09 157,45
HR318 17,84+21,70 5,37+11,64 0,00£0,00 0,17+0,13 34,46
HR330 10,85t14,93 8,23+12,99 0,00+0,00 0,23#0,12 54,50
HR 368 0,25+3,40 38,36+19,66* 0,00+0,00 0,65+0,09 90,26
HR 387 0,45+3,47 40,38+20,02* 0,00+0,00 0,67+0,09 45,13
HR 389 2,27+6,90 6,69+13,89 13,82+20,89 0,14+0,09 12,17
HR 577 1,89+6,39 9,68+14,39 16,98+20,28 0,19+0,08 28,40
HR 609 0,00+0,00 9,30+14,50 6,74+20,42 0,21+0,11 65,00
HR627  0,00+0,00  0,00£0,00 26,86+18,41 0,00+0,00 0,00
HR AM 0,8015,84 0,00+0,00 23,44+18,58 0,00+0,00 0,00
6’, — komponenta varijance efekta bloka; 6% — komponenta varijance efekta familija; 6%, — komponenta
varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

Moze se uociti kako se s povecanjem starosti biljaka povecao i broj populacija s
statistickom znacajnosti efekta familija kao i razina njegove znacajnosti. Nasljednosti i
koeficijenti aditivne genetske varijacije su iz godine u godinu rasli, medutim ne pravilno kod
istih populacija. Takoder, CVa parametar je za ovo svojstvo bio izrazito visi nego kod ostalih

analiziranih svojstava.

3.2.5. Intenzitet zaraze hrastovom pepelnicom

Rezultati analiza varijance, izracunate nasljednosti i koeficijenti aditivne varijacije za
svojstvo intenziteta zaraze hrastovom pepelnicom u pokusnom nasadu Jastrebarsko prikazani
su tablicama 44 i 45.

Populacija HR 203 (USP Bjelovar, Sumarija Vrbovec) jedina je pokazala statisticku
znaajnost efekta familija za ovo svojstvo, te je jedino za ovu populaciju familijska
nasljednost bila umjereno visoka (0,63). CVa parametri bili su relativno visi kod populacija
HR 203, HR 160 i HR 577 (tablica 44).
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Tablica 44. Postoci komponenata varijance, familijska (hi’) nasljednost, koeficijent aditivne genetske varijacije
(CV,) za svojstvo intenziteta zaraze hrastovom pepelnicom u dobi od 5 godina u pokusnom nasadu Jastrebarsko.

Komponente varijance (%) .2 2011) CV, (%)
Populacije o’ o’ Ot (2011)
HR12 49,04+51,59 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR16 11,01+15,48 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR58 23,97+27,49 593+10,91 0,00£0,00 0,02+0,12 24,89
HR88 45,71+48,38 0,94+7,32 0,00£0,00 0,05+0,15 10,70
HR160 41,19+43,39 14,73+10,12 0,00+0,00 0,50+0,10 40,30
HR163 521+9,99 0,00+0,00 2577+17,76 0,00£0,00 0,00
HR203 10,41+13,28 32,44+17,27* 0,00£0,00 0,63+0,09 58,88
HR317 31,68+34,67 8,67+10,30 0,00+0,00 0,30+0,11 27,15
HR318 35,17+3841 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR330 8,24+12,8 0,00£0,00 19,37+17,19 0,00£0,01 0,00
HR368 24,78+28,14 8,08+11,14 0,00+0,00 0,27+0,12 26,94
HR387 58,00£59,94 3,18+6,01 0,00+0,00 0,20+0,13 18,19
HR389 26,19+29,69 4,35+10,39 0,00£0,00 0,16+0,13 17,94
HR577 17,38+20,84 13,72+13,02 0,00+0,00 0,37+0,11 36,82
HR609 10,56+15,06 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR627 33,20+36,37 3,12+9,28 0,00+0,00 0,13+0,13 16,33
HRAM 4554+47,86 8,04+842 0,00£0,00 0,34+0,11 27,70

6’, — komponenta varijance efekta bloka; 6% — komponenta varijance efekta familija; 6%, — komponenta
varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

Statisticku znacajnost ispitivanih izvora varijabilnosti u dobi od 6 godina pokazale su
dvije populacije, i to HR 609 (USP Buzet, Sumarija Buzet) za efekt familija, te HR 577 (USP
Pozega, Sumarija PoZega) za efekt interakcije blok x familija. Nasljednost familija kod
populacija HR 609 i HR AM bila je osrednja (0,58, odnosno 0,54). Koeficijent aditivne
genetske varijacije bio je relativno nizak kod svih populacija, nesto visi kod HR 609 i HR 330
(tablica 45).
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Tablica 45. Postoci komponenata varijance, familijska (hi®) nasljednost, koeficijent aditivne genetske varijacije
(CV,) za svojstvo intenziteta zaraze hrastovom pepelnicom u dobi od 6 godina u pokusnom nasadu Jastrebarsko.

Komponente varijance (%) b2 (2012) CV, (%)
Populacije o’ o’ 0t (2012)
HR 12 2,53+7,46 0,00+0,00 8,64+18,25 0,00+0,00 0,00
HR16 14,04+18,15 4,16+11,96 0,00+0,00 0,13+0,13 9,22
HR58 20,29+23,78 10,24+12,07 0,00+0,00 0,31+0,11 10,22
HR88 16,42+20,33 5,87+11,90 0,00£0,00 0,18+0,13 9,37
HR160 12,20+16,61 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR163  3,58+8,18 583+13,59 15,37+20,78 0,13+0,09 7,06
HR203 19,83+23,09 15,28+12,96 0,00+£0,00 0,41+0,10 15,84
HR317 8,58+13,17 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00
HR 318 0,00+0,00 0,02+13,14 23,62+22,36 0,00+0,07 0,47
HR 330 506+9,10 17,65+15,39 20,95+17,88 0,31+0,08 24,28
HR368 10,24+14,56 4,00+12,44 0,00+0,00 0,12+0,14 2,81
HR387 7,23+11,90 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR 389 0,72+5,76 0,00£0,00 23,97+18,60 0,00+0,00 0,00
HR 577 0,00+ 0,00 0,00+0,00 32,87+18,41* 0,00£0,00 0,00
HR 609 575+9,01 29,59+17,31* 0,00+0,00 0,58+0,10 27,14
HR627 0,00£0,00 0,00+0,00 21,99+1841 0,00+0,00 0,00
HR AM 0,00+0,00 28,11+17,72 0,00+0,00 0,54+0,10 11,48

6’, — komponenta varijance efekta bloka; 6% — komponenta varijance efekta familija; 6%, — komponenta
varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

Ne moze se uociti povecanje nasljednosti kao niti CV, parametara za svojstvo
intenziteta zaraze hrastovom pepelnicom. Koeficijenti aditivne genetske varijacije bili su

op¢enito nizi 2012. nego 2011. godine.

3.2.6. Fenologija listanja

Vecina populacija hrasta luznjaka u pokusnom nasadu Jastrebarsko imala je statisticki
znacajan efekt familija, a gotovo sve populacije imale su statisticki znacajan efekt interakcije
blok x familija u dobi od 5 godina. Umjereno visoku razinu familijske nasljednosti pokazale
su populacije HR: 160, 163, 318, 330, 368 i 577, a visoku populacije HR: 12, 16, 203 i AM.
Raspon familijske nasljednosti kretao se od 0,00 (HR 389 i HR 609) do 0,90 (HR 203). CVa

parametri bili su vrlo niski kod svih populacija (tablica 46).

123



Tablica 46. Postoci komponenata varijance, familijska (hi®) nasljednost, koeficijent aditivne genetske varijacije

(CV,) za svojstvo pocetka listanja u dobi od 5 godina u pokusnom nasadu Jastrebarsko.

Komponente varijance (%) b2 2011) CV, (%)

Populacije o’ o’ 02t ' (2011)
HR 12 5,65+7,51 57,49 +22,81** 2,65+8,76 0,80+0,10 1,96
HR 16 8,70+9,62 72,92+25,68** 14,21+4,22 0,82+0,07 7,14
HR58 8,00+11,09 30,51+17,21 41,66+14,11** 0,39+0,05 1,74
HR 88 9,26+12,48 26,73+16,34 23,93+14,69 0,42+0,07 1,32
HR160 9,76+11,35 58,51 +22,55** 26,18 +7,28*** 0,68+ 0,06 5,35
HR163  0,00+0,00 49,02+21,75* 37,65+11,40*** 0,54+0,05 3,13
HR 203 554+6,19 81,48+27,86** 6,85+2,98* 0,90+0,09 6,16
HR317 45,03+47,35 8,73+8,59 37,67+10,61*** 0,18+0,03 1,58
HR318 4,87+7,31 46,84+20,75* 39,44+11,08*** 0,52+0,05 3,62
HR330 811+10,18 50,60+21,12** 32,55+9,47*** 0,59+ 0,05 3,98
HR 368 4,68+6,70 55,34 +22,49*%* 32,55+9,47*** (0,61+0,05 4,36
HR387 18,90+22,73 4,78+11,41 58,19+17,51%** 0,07+0,03 0,77
HR389 3582+39,03 0,00£0,00 47,71+12,02*** 0,00+ 0,00 0,00
HR577 31,59+33,08 38,51+15,89** 16,46+6,86** 0,65+0,06 3,09
HR609 40,67+43,64 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR627 29,17+31,87 17,07+12,07 41,82+12,33*** 0,27+0,04 1,83
HR AM 0,99+1,90 81,09+28,28 10,34+4,11** (0,86+0,08 5,06

¢’, — komponenta varijance efekta bloka; o

2

varijance efekta interakcije familija unutar blokova.

*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

¢ — komponenta varijance efekta familija; 6. — komponenta

Efekti familija i interakcije blok x familija za veéinu istrazivanih populacija u dobi od

6 godina pokazali su statisticku znacajnost. Familijska nasljednost je kod veéine populacija
bila umjereno visoka (HR: 16, 58, 163, 203, 318, 330 i AM) odnosno visoka (HR: 160, 12 i

368). Koeficijenti aditivne genetske varijacije i za ovu analiziranu godinu bili su niski (tablica

47).
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Tablica 47. Postoci komponenata varijance, familijska (hi®) nasljednost, koeficijent aditivne genetske varijacije

(CV,) za svojstvo pocetka listanja u dobi od 6 godina u pokusnom nasadu Jastrebarsko.

Komponente varijance (%) b2 2012 CV, (%)
Populacije a% o’ 02t (2012)

HR12 12,83+14,99 44,08 +19,25* 0,00+ 0,00 0,75+0,09 1,23

HR 16 0,22+2,24 61,47 +24,29** 32,37+9,10*** 0,64+0,06 4,73

HR58  1,82+4,83 37,97+19,38* 0,19+13,82 0,65+0,12 1,02

HR88 23,51+27,59 0,69+10,41 60,50+10,41*** 0,01+0,02 0,31
HR 160 3,63+5,35 62,32+24,04** 14,94+7,81* 0,75+0,07 2,68
HR163 2,31+534 38,03+19,34* 0,00:t0,00 0,66+0,09 1,13
HR 203 3,93+545 65,84 +24,74**% 23,48 +6,94*** 0,72+0,06 4,78
HR317 20,97+24,96 1,47+11,09 56,33+18,10*** 0,02+0,03 0,36
HR318 0,00£0,00 46,45+21,24* 2522+11,97* 0,57+0,06 1,96
HR 330 0,00+£0,00 52,09+22,39% 40,75+10,94*** 0,55+0,05 4,08
HR 368 0,00+0,00 54,47 +22,85** 0,00 + 0,00 0,78+0,09 2,21
HR 387 500+8,87 18,48+15,42 59,13+17,55*** 0,22+0,03 1,42
HR389 13,66+17,97 0,72+11,53 66,18+19,64*** 0,01+0,02 0,26
HR 577 517+8,95 19,89+15,65 47,11+17,19** 0,26+0,04 1,07
HR609 8,34+12,39 12,57+14,16 67,32+18,38*** 0,15+0,03 1,50
HR627 12,37+16,77 0,00x0,00 64,50+ 16,42*** 0,00+0,00 0,00
HR AM 2,97+4,87 59,38+23,51** 13,59+864 0,73+0,08 2,49

2

o’, — komponenta varijance efekta bloka; 6% — komponenta varijance efekta familija; 6% — komponenta
varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

U dobi od sedam godina utvrdena je statistiCka znacajnost efekta familija 1 efekta

interakcije blok x familija kod gotovo svih populacija. Familijske nasljednosti bile su

relativno visoke. Umjereno visoku razinu nasljednosti pokazale su populacije HR: 58, 163,
203, 317, 318, 368 i 577, dok je visoka nasljednost uo¢ena kod populacija HR: 12, 16, 160,
330 i AM. CV4 vrijednosti su i kod ove dobi bili niski (tablica 48).
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Tablica 48. Postoci komponenata varijance, familijska (hi®) nasljednost, koeficijent aditivne genetske varijacije
(CV,) za svojstvo pocetka listanja u dobi od 7 godina u pokusnom nasadu Jastrebarsko.
Komponente varijance (%) .2 (2013) CV, (%)
Populacije o’ o’ 0t (2013)
HR12 22,26+23,98 43,30+17,97 0,00+ 0,00 0,79+0,09 2,25
HR 16 1,49+1,96 89,00+29,91** 522+218** 0,93+0,09 7,25
HR58  0,00£0,00 46,36+21,22*  0,00£0,00 0,72+0,09 1,61
HR88 28,39+32,09 0,00+£0,00 48,78+13,53*** 0,00+0,00 0,00
HR 160 1,95+2,99 77,34+27,38** 9,55+4,75* 0,85+0,08 4,06
HR163  599+8,53 43,54+19,96* 27,38+11,58** 0,55+0,06 1,97
HR 203 0,82+2,49 68,51+2590** 24,69+7,27*** (0,72+0,06 5,41
HR317 10,13+12,67 39,40+18,64* 20,92+11,58* 0,56+0,07 1,63
HR318  1,74+3,84 56,77+23,12** 14,30+9,52 0,71+0,08 2,34
HR 330 0,00+0,00 73,48+26,88** 19,07+6,15** 0,77+0,07 5,03
HR 368 2,98+5,02 56,78+22,98** 13,58+9,23 0,72+0,08 2,23
HR387  1,34+4,83 30,16+17,97* 47,64+1571** 0,36+0,04 1,68
HR 389 0,35+5,07 7,46 +14,26  53,85+21,15** (0,10£0,04 0,53
HR 577 0,00+0,00 39,63+19,90* 26,35+13,50* 0,51+0,06 1,62
HR 609 0,00+0,00 17,42+16,01 62,73+18,68*** 0,20+0,03 1,34
HR627 7,06+11,74 0,24+12,34 6569+21,27** 0,00£0,03 0,12
HR AM 0,00+0,00 83,37+28,87** 0,95+3,72 0,93+0,10 4,08
o’, — komponenta varijance efekta bloka; 6% — komponenta varijance efekta familija; 6% — komponenta
varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

Iz dobivenih rezultata kroz tri analizirane godine moZe se uociti kako je svojstvo
pocetka listanja pokazalo visoku razinu unutarpopulacijske genetske varijabilnosti kod
istrazivanih populacija. Nasljednost se pokazala visoka i umjerena kod istih populacija tokom
cijelog analiziranog perioda (usp. tablice 46, 47 i 48). Medutim, koeficijenti aditivne genetske
varijacije (CVa) kroz sve tri godine bili su izrazito niski, i to najnizi od svih ostalih
analiziranih svojstava. Statisticka znacajnost efekta interakcije blok x familija ukazuje na

odredeni nivo plasti¢nosti veceg broja istrazivanih populacija.
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3.2.7. Ostecenost biljaka kasnim proljetnim mrazem

Za svojstvo osteCenosti biljaka kasnim proljetnim mrazem nije utvrdena statisticka
znadajnost niti jednog efekta kod veéine populacija, osim kod populacije HR 16 (USP
Vinkovci, Sumarija Otok) za efekt familija. Jedino je kod ove populacije dobivena umjerena
razina nasljednosti (0,66), dok su sve ostale populacije imale nisku ili vrlo nisku familijsku
nasljednost (0,00-0,35). CV parametar bio je vrlo nizak kod svih populacija osim kod HR 16
(tablica 49).

Tablica 49. Postoci komponenata varijance, familijska (hi®) nasljednost, koeficijent aditivne genetske varijacije
(CV,) stupnja ostecenosti kasnim proljetnim mrazem u pokusnom nasadu Jastrebarsko u dobi od 5 godina.

Komponente varijance (%) .2 2011) CV, (%)

Populacije o’ o’ Ot (2011)
HR12 47,28+49,90 0,27+7,02 0,00+0,00 0,02+0,15 1,53
HR16 49,25+50,79 19,87 +10,07* 0,00+0,00 0,66+0,09 14,43
HR58 34,31+37,59 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00
HR88 11,90+16,33 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00
HR 160 0,00+0,00 0,00+0,00 2,62+18,41 0,00+0,00 0,00
HR163 43,24+4584 4,69+819 0,00+0,00 0,21+0,12 5,49
HR203 39,43+42,39 1,41+821 0,00+000 0,07+0,15 3,10
HR317 38,58+41,17 9,47+9,56 0,00+0,00 0,35+0,11 6,89
HR318 141+640 0,00+0,00 1,64+1847 0,00+0,00 0,00
HR330 29,23+32,78 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR368 27,73+31,34 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00
HR387 21,94+2585 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00+0,01 0,00
HR389 8,44+1283 4,46+12,74 0,00+0,00 0,13+0,14 3,23
HR577 39,51+42,35 3,89+856 0,00+0,00 0,17+0,13 3,97
HR609 9,62+1349 13,57+14,00 0,00+0,00 0,35+0,11 6,07
HR627 35,34+38,08 9,78+10,03 0,00+0,00 0,35+0,11 4,59
HRAM 46,13+48,78 1,04+7,27 0,00+0,00 0,06+0,15 3,02

¢’, — komponenta varijance efekta bloka; o

2

varijance efekta interakcije familija unutar blokova.

*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

¢ — komponenta varijance efekta familija; 6. — komponenta
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3.3. Razina kvantitativne genetske diferencijacije populacija

3.3.1. Visinski rast

U tablici 50 su prikazani rezultati analize varijance provedene zbirno za sve populacije
prema ANOVA modelu 1 (v. poglavlje 2.4.2.) kao i parametri kvantitativne genetske

diferencijacije za svojstvo visine u pokusnom nasadu Jastrebarsko u dobi od 4 do 6 godina.

Tablica 50. Ukupna srednja vrijednost svojstva, postoci komponenata varijance i parametar kvantitativne
genetske diferencijacije (Qsr) za svojstvo visine u pokusnom nasadu Jastrebarsko u dobi od 4 do 6 godina.

Komponente varijance (%)

QST

Svojstvo Sredina o’ o’ 1) ’bp st
visine 2010 162,3+1,5 1,618 2,3+1,2% 0,7+0,8 1,7 £0,7** 6,1 £ 1,4%** 0,354
visine 2011 1823+22 33+£3,6 3,8+2,0% 0,1+0,8 3,9+ 1,3** 7,0 £1,5%** 0,865
visine 2012 | 209,6+3,7 3,0+34  52+28%  21+1,0% 58+17%F* 63+14%*% 0204

¢, — komponenta varijance efekta bloka; ¢°» — komponenta varijance efekta populacija; czf(p) — komponenta

efekta familija unutar populacija; 6,xp — komponenta varijance efekta interakcije populacija unutar blokova; 6%

— komponenta varijance efekta familija; 6%,.— komponenta varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05;**znacajnost na nivou 0,0001-0,01,***znacajnost na nivou <0,0001.

U prve dvije godine (2010. i 2011.) utvrdene su statisticki znacajne razlike uzrokovane
ispitivanim izvorima varijabilnosti, izuzev efekata blokova i familija unutar populacija, dok u
2012. godini samo efekt blokova nije bio statisticki znacajan. Vidljivo je kako je efekt
populacija bio statisti¢ki znacajan u sve tri analizirane godine, dok efekt familija (ugnijezden
unutar populacija) nije bio statisticki znac¢ajan. To znaci da je utvrdena visa razina genetske
varijabilnosti izmedu populacija nego izmedu familija unutar populacija. Statisticka
znacajnost efekta populacija ukazuje na genetsku diferenciranost populacija. Efekti interakcije
(interakcija blok X% populacije, blok x familije unutar populacija) bili su statisticki visoko
znacajni. StatistiCka znacajnost efekta interakcije blok x populacija ukazuje na odredeni nivo
fenotipske plasti¢nosti analiziranih populacija. Izraunati koeficijenti kvantitativne genetske
diferencijacije (Qsr) takoder ukazuju na medupopulacijsku genetsku diferencijaciju, narocito
kad se uzme u obzir da su znacajno visi u usporedbi Nei-evim genetickim udaljenostima
izraCunatim na temelju analiza neutralnih jezgrinih mikrosatelitnin biljega za hrvatske
populacije hrasta luznjaka koje daje KATICIC BOGDAN (2012).

U tablici 51 prikazane su komponente varijance za analizirane izvore varijabilnosti, te
kvantitativni geneticki parametar koji opisuje razinu medupopulacijske diferencijacije

istrazivanih populacija u pokusnom nasadu Koska za svojstvo visine u dobi od 6 godina.
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Efekt blokova nije bio statisticki znacajan, medutim efekt populacije jest. To, kao i
dosta visok koeficijent genetske diferencijacije  (Qsrt), upucuje na znaCajnu genetsku
diferencijaciju populacija za ovo svojstvo i u tom pokusnom nasadu. Utvrdena statisticka
znacajnost efekata interakcije blok x populacija i blok % familija ukazuje na odredeni nivo

fenotipske plasti¢nosti analiziranih populacija.

Tablica 51. Ukupna srednja vrijednost svojstva, postoci komponenata varijance i parametar kvantitativne
genetske diferencijacije (Qst) za svojstvo visine u dobi od 6 godina u pokusnom nasadu Koska.

Komponente varijance (%)

QST

2 2 2 2 2
Svojstvo Sredina ) Cp O (P G bxp O bxf
visine 2012  1378+04 14+15 4,1+1,6** 2,1 £0,9* 1,1 +0,6* 7,4 £ 1,4%%* 0,247

¢, — komponenta varijance efekta bloka; ¢°» — komponenta varijance efekta populacija; czf(p) — komponenta

efekta familija unutar populacija; 6?,p — komponenta varijance efekta interakcije populacija unutar blokova; 6%

— komponenta varijance efekta familija; 6%,.— komponenta varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

Parametar medupopulacijske genetske diferencijacije analiziranih populacija hrasta
luznjaka u pokusnom nasadu Vrbanja za svojstvo visine u dobi od 6 godina, kao i pripadajuce
komponente varijance prikazani su u tablici 52.

Vrlo visoku statisticku znacajnost pokazao je efekt familija unutar populacija, a visoku
znacajnost pokazali su i efekti interakcije blok x populacija i blok x familija. Efekti blokova i
populacija nisu bili statisticki zna¢ajni, a i parametar genetske diferencijacije bio je znatno
niZzi nego u ostala dva pokusna nasada. Dakle, u ovom pokusnom nasadu nije utvrdena

medupopulacijska diferencijacija za svojstvo visine.
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Tablica 52. Ukupna srednja vrijednost svojstva, postotci komponente varijance i parametar kvantitativne
genetske diferencijacije (Qst) za svojstvo visine u dobi od 6 godina u pokusnom nasadu Vrbanja.

Komponente varijance (%)

QST

Svojstvo Sredina o’ o’ sz(P) ’bp L
visine 2012 1026+ 1,4 122+125 05+12 48+11*** 56+17** 3,44+1,3** 0,018

%, — komponenta varijance efekta bloka; 6% — komponenta varijance efekta populacija; 6%, — komponenta

efekta familija unutar populacija; 6%,.p — komponenta varijance efekta interakcije populacija unutar blokova; ¢

— komponenta varijance efekta familija; 6%,— komponenta varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

3.3.2. Visinski prirast

Parametri kvantitativne genetske diferencijacije i rezultati analize varijance za svojstvo
visinskog prirasta u pokusnom nasadu Jastrebarsko, u dobi od 4 do 6 godina prikazani su u
tablici 53.

Analizom varijance za prirast izmedu sukcesivnih godina (2010-2011, 2011-2012)
utvrdene su statisticki znacajne razlike samo za efekte blok x populacije i blok x familije
unutar populacija, $to ukazuje na fenotipsku plasti¢nost populacija odnosno familija.
Parametar kvantitativne genetske diferencijacije bio je vrlo visok, pogotovo za prirast 2010-
2011 godine (0,977) (tablica 53). To jasno ukazuje na visoku razinu medupopulacijske

diferencijacije za ovo svojstvo.

Tablica 53. Ukupna srednja vrijednost svojstva, postoci komponente varijance i parametar kvantitativhe
genetske diferencijacije (Qst) za svojstvo prirasta u dobi od 4 do 6 godina u pokusnom nasadu Jastrebarsko.

Komponente varijance (%)

Qst

2 2 2 2 2
Svojstvo Sredina Cb Sp G i(p) G pxp O bt
prirast 2010-2011 202+11 06+08 09+£09 00+£08 26+1,0** 43+15** 0,977
prirast 2011-2012 285+1,6 13+£15 22+14 0,6+0,9 32+11** 4,1+15* 0,397

¢, — komponenta varijance efekta bloka; ¢°» — komponenta varijance efekta populacija; czf(p) — komponenta

efekta familija unutar populacija; 6?,p — komponenta varijance efekta interakcije populacija unutar blokova; 6%

— komponenta varijance efekta familija; 62— komponenta varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacéajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.
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3.3.3. Prezivljenje

U tablici 54 su prikazane vrijednosti komponenata varijance i parametara kvantitativne
genetske diferencijacije za svojstvo prezivljenja u pokusnom nasadu Jastrebarsko kroz tri
uzastopne godine. U dobi od 4 godine, nakon 2 sezone rasta biljaka u terenskim uvjetima niti
jedan analizirani efekt nije bio statisti¢ki zna¢ajan. U sljede¢im analiziranim godinama efekt
populacija bio je statisticki znacajan, Sto uz visoke koeficijente genetske diferencijacije
ukazuje na medupopulacijsku genetsku diferencijaciju. Takoder se i interakcija blok x

populacija pokazala kao statisticki znacajna.

Tablica 54. Ukupna srednja vrijednost svojstva, postoci komponente varijance i parametar kvantitativne
genetske diferencijacije (Qst) za svojstvo preZivljenja u dobi od 4 do 6 godina u pokusnom nasadu Jastrebarsko.

Komponente varijance (%6)

R . 2 2 2 2 2
Svojstvo Sredina Ob op G 1(P) G pxp G pxf

prezivljenje 2010 0,99 + 0,00 0,0+0,0 0,0+0,0 1,2+£3,2 1,5+13 0,0+0,0 0,000
prezivljenje 2011 0,89 £ 0,02 1,3£2,0 144+6,7%* 0,724 94+33* 0,0+0,0 0,779
prezivljenje 2012 0,86 = 0,02 0,0£0,0 151 £6,5%* 44+£27*% 51+£22* 0,0+£0,0 0,366

QST

¢’, — komponenta varijance efekta bloka; ¢’ — komponenta varijance efekta populacija; ozf(p) — komponenta

efekta familija unutar populacija; 6,xp — komponenta varijance efekta interakcije populacija unutar blokova; 6%

— komponenta varijance efekta familija; 6%,.— komponenta varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacéajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

Tablica 55 prikazuje vrijednosti komponenata varijance i parametre kvantitativne
genetske diferencijacije istrazivanih populacija u pokusnom nasadu Koska za svojstvo
preZivljenja u dobi od 6 godina.

Statisti¢ka znacajnost utvrdena je za efekte populacija, familija unutar populacija, te
izrazito visoka znacajnost efekata interakcije blok x populacija. Ovi rezultati ukazuju na

znacajnu razinu medupopulacijske genetske diferencijacije istrazivanih populacija.
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Tablica 55. Ukupna srednja vrijednost svojstva, postoci komponente varijance i parametar kvantitativne
genetske diferencijacije (Qst) za svojstvo preZivljenja u dobi od 6 godina u pokusnom nasadu Koska.

Komponente varijance (%0)

QST

R . 2 2 2 2 2
Svojstvo Sredina Cb G p G 1(P) G bxp G bxf

prezivljenje 2012 0,86+0,01  0,0+0,0 7,4+3,8% 73+2,6%* §5£2,6%** 0,0£0,0 0,145

¢’, — komponenta varijance efekta bloka; ¢°» — komponenta varijance efekta populacija; ozf(p) — komponenta

efekta familija unutar populacija; 6?,.p — komponenta varijance efekta interakcije populacija unutar blokova; 6%

— komponenta varijance efekta familija; 6%,— komponenta varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacéajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

Populacije hrasta luznjaka u pokusnom nasadu Vrbanja u dobi od 6 godina pokazale
su statisticku znacajnost jedino za efekte interakcija blok x populacija i blok % familija, $to
ukazuje na njihovu plastiCnost za ovo svojstvo. Parametar kvantitativne genetske
diferencijacije iznosio je 0,000, sto ukazuje kako u ovom testu nije utvrdena diferencijacija

populacija (tablica 56).

Tablica 56. Ukupna srednja vrijednost svojstva, postoci komponente varijance i parametar kvantitativne
genetske diferencijacije (Qst) za svojstvo prezivljenja u dobi od 6 godina u pokusnom nasadu Vrbanja.

Komponente varijance (%0)

QST

R . 2 2 2 2 2
Svojstvo Sredina ) op O 1(P) G bxp O hxf

prezivljenje 2012 0,78+0,01 50+52 0,0+0,0 0,0+0,7 35+1,0** 58+13** 0,000

¢’, — komponenta varijance efekta bloka; ¢°» — komponenta varijance efekta populacija; ozf(p) — komponenta

efekta familija unutar populacija; 6?,«p — komponenta varijance efekta interakcije populacija unutar blokova; 6%

— komponenta varijance efekta familija; 6%,.— komponenta varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znac¢ajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

3.3.4. Zimska retencija li§¢a

Za svojstvo zimske retencije lis¢a u dobi od 4 do 6 godina u pokusnom nasadu
Jastrebarsko u tablici 57 prikazani su rezultati analize varijance i parametri razine
kvantitativne genetske diferencijacije.

Efekt populacija pokazao se kao statisticki znacajan, uz visoko statisti¢ki znacajan
efekt familija za sve tri analizirane godine. Rezultati jasno ukazuju na medupopulacijsku

diferencijaciju, uz ujednacene Qsr Vrijednosti tijekom tri uzastopne godine.
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Tablica 57. Ukupna srednja vrijednost svojstva, postoci komponente varijance i parametar kvantitativne
genetske diferencijacije (Qst) za svojstvo zimske retencije lis¢a u pokusnom nasadu Jastrebarsko tijekom tri
uzastopne godine.

Komponente varijance (%)

QST

R . 2 2 2 2 2
Svojstvo Sredina Cb op ) G bxp G bxt

zimska retencija lis¢a 2010 | 0,46+0,08 0,0+0,0 37,3+13,8** 84+23** 12409 0,0+£00 0,425
zimska retencija liS¢a 2011 0,51+0,08 0,5+0,7 36,0+132** 8,6+£23*** 0,2+08 00+00 0,411
zimska retencija lis¢a 2012 | 0,90+0,13 0,1+04 488+179** 99+19*** 23+11* 0,0+00 0,450

¢’y — komponenta varijance efekta bloka; ¢°» — komponenta varijance efekta populacija; ozf(p) — komponenta

efekta familija unutar populacija; 6?,.p — komponenta varijance efekta interakcije populacija unutar blokova; 6%

— komponenta varijance efekta familija; 6%,.— komponenta varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacéajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

3.3.5. Intenzitet zaraze hrastovom pepelnicom

Intenzitet zaraze hrastovom pepelnicom svojstvo je koje je istrazivano tijekom 2011. i
2012. godine.

Statisticka znacajnost u obje godine utvrdena je za efekt interakcije blok x populacija
(tablica 58). U dobi od 6 godina (2012.) utvrdena je i statisticka znacajnost efekata populacija
i familija, $to pokazuje kako su populacije genetski diferencirane za ovo svojstvo, kao i da je

unutarpopulacijska raznolikost znacajna.

Tablica 58. Ukupna srednja vrijednost svojstva, postoci komponente varijance i parametar kvantitativne
genetske diferencijacije (Qst) za svojstvo intenziteta zaraze hrastovom pepelnicom u dobi od 5 i 6 godina u
pokusnom nasadu Jastrebarsko.

Komponente varijance (%)
2 2 2 2 2 Qst
Svojstvo Sredina Shb or ) G bxp G bxt
pepelnica 2011 1,40 + 0,06 129+141 24+39 2,6+2,2 18,2 + 5,4*** 0,0+00 0,134
pepelnica2012 | 3,19 +0,05 2,8+3,3 8,8+42* 75+£30%* 41+20* 00+01 0,165

¢’, — komponenta varijance efekta bloka; ¢°» — komponenta varijance efekta populacija; czf(p) — komponenta

efekta familija unutar populacija; 6?,xp — komponenta varijance efekta interakcije populacija unutar blokova; 6%

— komponenta varijance efekta familija; 6,— komponenta varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacéajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.
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3.3.6. Fenologija listanja

Tablica 59 prikazuje postotke komponenata varijance za svojstvo pocetka listanja,
njihovu statistiCku znacajnost, te parametre koji opisuju razinu genetske diferencijacije. Svi
istrazivani izvori varijabilnosti bili su statisticki znacajni kroz cijelo analizirano razdoblje
izuzev efekta blokova. Visoka statisticka znacajnost efekta populacija jasno ukazuje na
genetsku diferencijaciju populacija. lzracunati parametri kvantitativne genetske diferencijacije
takoder ukazuju na medupopulacijsku diferencijaciju, a moze se primijetiti njihova

ujednacenost tijekom tri analizirane godine.

Tablica 59. Ukupna srednja vrijednost svojstva, postoci komponente varijance i parametar kvantitativne
genetske diferencijacije (Qst) za svojstvo pocetka listanja u dobi od 5 do 7 godina u pokusnom nasadu
Jastrebarsko.

Komponente varijance (%6)

QST

2 2 2 2 2
Svojstvo Sredina Ob op G i(p) G pxp O bt

fenologija 2011 107,0+0,9 3,6+3,8 584+214* 20,7+2,1*%* 19+0,7** 11,1 £0,9*** 0,320
fenologija 2012 1142+0,6 0,6+0,8 57,7+193*% 19,6 +23*** 18+08** 16,4+14*** 0,309
fenologija 2013 111,4+0,8 0,1£02  63,0£22,9% 231+£22%* 11+£04** 69+0,7%* 0,312

¢’, — komponenta varijance efekta bloka; ¢’ — komponenta varijance efekta populacija; ozf(p) — komponenta

efekta familija unutar populacija; 6?,xp — komponenta varijance efekta interakcije populacija unutar blokova; 6%

— komponenta varijance efekta familija; 6%,.— komponenta varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001

3.3.7. Ostecenost biljaka kasnim proljetnim mrazem

Za svojstvo stupnja oStecenosti biljaka kasnim proljetnim mrazem u pokusnom nasadu
Jastrebarsko, statisticka znacajnost utvrdena je za efekt familija unutar populacija, a visoka
statisticka znacajnost za efekt interakcije blok x populacija. Parametar kvantitativne genetske

diferencijacije bio je nizak, a efekt populacije nije bio statisti¢ki znacajan (tablica 60).
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Tablica 60. Ukupna srednja vrijednost svojstva, postoci komponente varijance i parametar kvantitativne
genetske diferencijacije (Qst) za svojstvo stupnja ostecenosti kasnim proljetnim mrazem u dobi od 5 godina u
pokusnom nasadu Jastrebarsko.

Komponente varijance (%0)

QST

R A 2 2 2 2 2
Svojstvo Sredina Cb Sp (D) G pxp G bxf

mraz 2011 | 2,15+0,02 19,9+211 13+32 36+21* 16,5 + 4,9*** 0,0£0,0 0,055

¢’, — komponenta varijance efekta bloka; ¢°» — komponenta varijance efekta populacija; ozf(p) — komponenta

efekta familija unutar populacija; 6?,xp — komponenta varijance efekta interakcije populacija unutar blokova; 6%

— komponenta varijance efekta familija; 6%,.,— komponenta varijance efekta interakcije familija unutar blokova.
*znacéajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

Vrijednosti parametara kvantitativne genetske diferencijacije (Qsr) gotovo svih
istrazivanih svojstava bili su relativno visoki, i to znacajno visi u usporedbi s Nei-vim
genetickim udaljenostima izracunatim na temelju neutralnih jezgrinih mikrosatelitnih biljega
za hrvatske populacije hrasta luznjaka koje je izvijestila KATICIC BOGDAN (2012). To ukazuje
na znacajnu razinu genetskih razlika izmedu istrazivanih populacija za ve¢inu analiziranih
fenotipskih svojstava. Relativno niska vrijednost Qsr-a utvrdena je samo za svojstvo stupnja
osteCenosti biljaka kasnim proljetnim mrazem. Zimska retencija liS¢a, intenzitet zaraze
hrastovom pepelnicom i fenologija proljetnog listanja su svojstva koja su imala ujednacen Qst
kroz cijelo analizirano razdoblje, dok je kod ostalih svojstava ovaj parametar znatno varirao

od godine do godine.
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3.4. Obrazac medupopulacijske kvantitativne genetske diferencijacije

S obzirom da je za vecinu analiziranih fenotipskih svojstava utvrdena relativno visoka
razina medupopulacijskih genetskih razlika, pristupilo se daljnjim analizama s ciljem

determinacije obrasca genetske diferencijacije.

3.4.1. Visinski rast

Slika 25 prikazuje razdvajanje populacija u tri klastera za svojstvo visine tokom tri
uzastopne godine s obzirom na godiSnje klimatske varijable mati¢nih sastojina iz kojih
potjece potomstvo u genetickim testovima. Prva razina razdiobe temelji se na razlikama u
pocetku perioda bez mraza (varijabla bFFP), gdje su u prvi Klaster izdvojene populacije HR
577 (USP Pozega), HR 203 (USP Bijelovar) i HR 330 (USP Zagreb) kojima period bez mraza
pocinje u prosjeku kasnije nego ostalima, tj. na lokalitetima njihovih mati¢nih sastojina
razdoblje bez proljetnih mrazeva nastupa prosjecno kasnije. Ove populacije imale su nizu
prosjeénu visinu kroz sve tri godine u pokusnom nasadu Jastrebarsko (visine 2010 = 156,6 +
1,1 cm; visine 2011 = 172,3 + 2,8 cm; visine 2012 = 191,6 + 3,3 cm). Ostale populacije su u
sljedecoj razdiobi podijeljene na dva klastera (klaster 2 i 3), s obzirom na prosjecan broj dana
u godini bez mraza (varijabla NFFD). Stanista koja imaju prosje¢no manje od 283 dana u
godini bez mraza, a istovremeno gdje kasni proljetni mrazevi nastupaju ranije su podrucja
gdje i rani jesenski mrazevi nastupaju u prosjeku ranije. Populacije koje potjecu iz takvih
klimatskih prilika (klaster3) imale su vise prosje¢ne vrijednosti visina od ostalih grupa (visina
2010 =171,3 + 4,0 cm; visina 2011 = 194,5 + 5,5 cm; visina 2012 = 230,7 £ 5,2 cm).
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visina 2010
" visina 2011
=
wsina 2012 ppEp>=925 | bFFP<925

Klaster 1

HR 577
HR 203

HR 330 NFFD>=2835 | NFFD< 283.5
|:- Klaster 2
102:n=3 HR 609
HR 389
HR 387
HR 12
HR 16
HR 163
HR 627 Klaster 3
HR 318 HR 160
HR 368 HR 88
HR AM HR 317
HR 58
131: =11 546:n=3
% OV =59,2

Slika 25. Razdvajanje analiziranih populacija multivarijatnom regresijskom stabalnom analizom za svojstvo
visine u dobi od 4 do 6 godina u pokusnom nasadu Jastrebarsko; bFFP — dan u godini kada pocinje period bez
mraza; NFFD — prosjecan broj dana u jednoj godini bez mraza. % OV — postotak (%) ukupno objaSnjene
varijabilnosti.

3.4.2. Prezivljenje

Za svojstvo prezivljenja populacije su razdvojene u tri klastera. Populacije su se prvo
razdijeljene s obzirom na klimatsku varijablu nazvanu Hargreaves-ova referentna evaporacija
(Eref), (slika 27). U prvi Klaster izdvojene su dvije populacije koje potjecu iz relativno
najhumidnijih stanista (HR 609 USP Buzet i HR 330 USP Zagreb), a imale su niZe prosje&no
prezivljenje od ostalih populacija, posebice u 2011. i 2012. godini. U drugom koraku
razdvajanja, populacije su razdijeljene s obzirom na prosjeénu temperaturu u zimskom
periodu i to na populacije (klaster2) c¢ije mati¢ne sastojine imaju prosjecnu zimsku
temperaturu iznad 1,85 °C (relativno toplija stanista zimi), odnosno na populacije koje potjecu
iz relativno hladnijih staniSta u zimi s prosje¢nim temperaturama ispod 1,85 °C (klaster 3).
Obje grupe su imale iznad prosjecno prezivljenje, osim klastera 2 za 2010. godinu (0,98 +
0,00). Prezivljenje u 2010. godini bilo je izuzetno visoko kod svih populacija, stoga je
zanimljivije obratiti pozornost na prezivljenje u 2011. i 2012. godini, kada su se populacije

pocele izrazenije razlikovati. S tim u svezi, moZe se uociti (slika 26) da su prosjecno najbolje
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prezivljenje ostvarile populacije koje potjecu iz relativno susih, ali zimi relativno toplijih
staniSta (klaster 2), dok su najslabije prezivljenje pokazale populacije koje potjecu iz relativno

vlaznijih stanista (klaster 1).

prezivljenje 2010
B prezivljenje 2011
B prezivljenje 2012

Eref<833.5 | Eref>=833.5

Klaster 3

Klaster 1 HR577
HR203
HR 609 HR58
HR 330 HR88
Klaster 2 Tave wt>=185 | Tave wi<185 | pcry
‘=- HR 368 HR160
HR 12 HR317
112:n=2 HR 163 HRAM
HR 387 HR318
HR 389 HR16
I:F_ e —
43505 144:n=10
% OV =58,5

Slika 26. Razdvajanje analiziranih populacija multivarijatnom regresijskom stabalnom analizom za svojstvo
prezivljenja u pokusnom nasadu Jastrebarsko u dobi od 4 do 6 godina; Eref — Hargreaves-ova referentna
evaporacija; Tave_wt — prosje¢na temperatura u zimi. % OV — postotak (%) ukupno objasnjene varijabilnosti.
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3.4.3. Zimska retencija liS¢a

Nadmorska visina bila je prva varijabla razdiobe populacija za svojstvo zimske

retencije liS¢a. Populacije koje potjecu s visih nadmorskih visina (iznad 106,5 m — klaster 1)

prosjec¢no su zadrzale viSe odumrlog lis¢a. S druge strane, populacije ¢ije se mati¢ne sastojine

nalaze na nizim n.v. grupirane su prema prosjecnoj koli¢ini oborina tijekom ljetnog perioda

(varijabla MSP). Populacije koje potjeCu sa staniSta nizih nadmorskih visina i s ve¢om

koli¢inom oborina u ljetnom razdoblju (klaster 2) u prosjeku su zadrzale najmanje odumrlog

li¢a na granama (slika 27).

zimska retencije liséa 2010
mzimska retencija liséa 2011
mzimska retencija liséa 2012

Klaster 2

HR 203
HR 609

HR 317
HR 163 MSP>=3685

Elevation< 106.5 | Elevation>=106.5

Klaster 3
HR 58
HRAM
MSP< 368.5 HR 88

HR 318
HR 368
HR 330

[— ]
0351:n=7

HR 16
HR12
HR 160

2866

% 0OV =81

Klaster 1

HR 387
HR 389
HR 627
HR 577

O

589:r—4

Slika 27. Razdvajanje analiziranih populacija multivarijatnom regresijskom stabalnom analizom za svojstvo
zimske retencije liS¢a u dobi od 4 do 6 godina u pokusnom nasadu Jastrebarsko; Elevation — nadmorska visina
(m); MSP — prosjecna koli¢ina oborina tijekom ljetnog perioda (svibanj — rujan). % OV — postotak (%) ukupno

objasnjene varijabilnosti.
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3.4.4. Intenzitet zaraze hrastovom pepelnicom

Prva razdioba za svojstvo intenziteta zaraze hrastovom pepelnicom izdvojila je Cetiri
populacije (Klaster 1) s ispodprosje¢nim intenzitetom zaraze, a razdioba se temeljila na
klimatskoj varijabli nazvanoj Hargreaves-ova referentna evaporacija (Eref). Ova varijabla
ukazuje koliko je visoka potencijalna evaporacija nekog podruéja, a ovisi o intenzitetu solarne
radijacije i temperature. To znaci kako nize Eref vrijednosti upucéuju na vlaznija stanista iz
kojih potjecu populacije (HR: 609, 330, 627 i1 203) grupirane u klaster 1.

Populacije koje potje€u iz relativno susih staniSta (vise vrijednosti Eref) su se nadalje
razdvojile s obzirom na prosje¢nu temperaturu najtoplijeg mjeseca (varijabla MWMT, engl.
mean warmest month temperature). Populacije HR 12, HR 16 i HR AM (USP Vinkovci)
potjeCu sa staniSta gdje je prosjeCna temperatura najtoplijeg mjeseca iznad 22,2 °C, §to
upucuje na relativno toplija stani$ta, potencijalno susa gdje se hrastova pepelnica vjerojatno
ne razvija u znacajnom intenzitetu. Ove su populacije (klaster 3) u pokusnom nasadu

Jastrebarsko bile najintenzivnije zarazene pepelnicom (slika 28).

pepelnica 2011
m pepelnica 2012

Eref<841 | Eref-=841

Klaster 1
HR 609 Klaster 2
HR 330
HR 203 HR 160
HR 627 HR 163 MWMT=<22.2 | MWMT==222
HR 368
HR 577
:_- HR 317 Klaster 3
55214 HR 318
HR 389 HR 12
HR 387 HR 16
HR 88 HR AM
HR 58
—_—
376:n—10 805:n—3
% OV = 45,8

Slika 28. Razdvajanje analiziranih populacija multivarijatnom regresijskom stabalnom analizom za svojstvo
intenziteta zaraze hrastovom pepelnicom u dobi od 4 do 6 godina u pokusnom nasadu Jastrebarsko; Eref —
Hargreaves-ova referentna evaporacija; MWMT — prosje¢na temperatura najtoplijeg mjeseca. % OV — postotak
(%) ukupno objasnjene varijabilnosti.
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3.4.5. Odnos intenziteta zaraze hrastovom pepelnicom i prirasta

Promatraju¢i odnos svojstava intenziteta zaraze hrastovom pepelnicom i prirasta za
obje istrazivane godine uocava su kako su populacije (HR 609 i HR 330) iz relativno
humidnijih stanisSta (nizi Eref) imale nizi intenzitet zaraze pepelnicom ali istovremeno i
najmanji visinski prirast (slika 29). Iz poglavlja 3.1.6. uocava se kako te populacije i ranije
listaju. To upuéuje na vjerojatnost objasnjenja kako su populacije koje ranije zavrSavaju
proces listanja i stvaraju zrele listove, otpornije na zarazu pepelnicom, jer gljiva zarazu
provodi najlakSe na mladim jo$ potpuno nerazvijenim listovima. GLAVAS (1999) pise kako
pepelnica na povrsini lista razvije svoje vegetativno tijelo, a u stanice lista prodiru jedino
sisaljke (haustoriji) kojima gljiva uzima potrebna hraniva iz lista. Infektivne hife ulaze u tkivo
lista izravno probijajuci kutikulu. Njihova je snaga takva da mogu probiti samo tanku kutikulu
na mladom liS¢u, te zato one inficiraju list dok je jo§ mlad. Uz to, moguce je i da u relativno
vlaznijim staniStima ova gljiva ima bolje okoli$ne uvjete za razvoj, a zbog toga i ¢eS¢e moze
,hapadati“ populacije hrasta luznjaka koje rastu na takvim stanistima. Zbog toga je prirodna
selekcija mogla oblikovati genetsku kompoziciju na nacin da su populacije koje potjecu s
relativno vlaZnijih stani$ta otpornije na infekciju pepelnicom.

Nizi visinski prirast populacija koje potjecu iz humidnijih podrucja (i time vjerojatno
prilagodenijih na visu dostupnost vlage) vjerojatno je uzrokovan smanjenom vlazno$éu na
lokaciji pokusnog nasada u istraZzivanom razdoblju.

Iznadprosjecan visinski prirast imale su populacije koje dolaze sa staniSta koja su
relativno susa i toplija odnosno gdje je period bez mraza duzi (klaster 3). Istovremeno, iste su
populacije imale i ve¢i intenzitet zaraze pepelnicom. Iz ovoga se moze zakljuciti kako u
analiziranom razdoblju intenzitet zaraze pepelnicom nije imao znacajno negativan utjecaj na
visinski prirast navedenih populacija.

Potrebno je naglasiti kako su nasadi bili tretirani fungicidom radi sprje¢avanja zaraze
pepelnicom, dva puta tijekom 2010. godine, te u svibnju 2011. i lipnju 2012. godine, §to je

najvjerojatnije razlog zasto pelenica nije zna¢ajno utjecala na visinski prirast populacija.
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prirast 2010-2011
® prirast 2011-2012
= pepelnica 2011

pepelica 2012 Frefc 8335 | Fref>=8335

Klaster 1 Klaster 3
HR 609 Klaster 2 HR627
A0 uRs77  FFP<2145 | FFP>=2145  HRAM

HR 203 HR38

! HR 160 :ﬁii

. HR 317

16:1—2 HiR3i8 HR12
HR 368 HR387
HR 163 HR389

mi———— C——
13.7:n=7 192:n-8
% OV =46,2

Slika 29. Razdvajanje analiziranih populacija multivarijatnom regresijskom stabalnom analizom odnosa za
svojstava intenziteta zaraze hrastovom pepelnicom i visinskog prirasta u dobi od 5 godina u pokusnom nasadu
Jastrebarsko; Eref — Hargreaves-ova referentna evaporacija; FFP — period bez mraza. % OV — postotak (%)
ukupno objasnjene varijabilnosti.

3.4.6. Fenologija listanja

Zapadnije populacije (klaster 1 — HR 609 (USP Buzet), HR 389 i HR 387 (USP
Karlovac), HR 330 (USP Zagreb) i HR 203 (USP Bijelovar)) pokazale su se kao ranije
listaju¢e u odnosu na prosijek svih populacija u pokusnom nasadu. Najistocnije populacije HR
12, HR 16 i HR AM (USP Vinkovci), HR 58 (USP Osijek) i HR 163 (USP Nova Gradigka)
imale su najkasniji pocetak listanja (klaster 3). Mati¢na stanista potonjih populacija ujedno
imaju prosjeéne godis$nje temperature vise od 11,75 °C, §to upucuje na relativno toplija
staniSta njihovih mati¢nih sastojina. MoZe se pretpostaviti da im je zbog toga na hladnijem
staniStu nasada Jastrebarsko bio potreban duzi period kako bi akumulirale dovoljno topline za

pocetak listanja (slika 30).
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fenologija 2011
m fenologija 2012
u fenologija 2013

Longitude< 16.67 | Longitude>=16.67

Klaster 1
HR 609
HR 330
HR 389
HR 387 Klaster2 MAT<11.75 | MAT>=11.75
HR 203 Klaster 3
.| HR 368
, HR 318 HR 12
23315 HR 88 HR 16
HR 317 HR AM
HR 627 HR 58
HR 160 HR 163
Sl .
779:n=7 944 :n=5
% OV =59,3

Slika 30. Klasteri analiziranih populacija dobiveni multivarijatnom regresijskom analizom za svojstvo listanja
populacija hrasta luznjaka u dobi od 5 do 7 godina u pokusnom nasadu Jastrebarsko; Longitude — geografska
duzina; MAT — prosje¢na godiSnja temperatura. % OV — postotak (%) ukupno objasnjene varijabilnosti.

3.4.7. Odnos fenologije listanja i intenziteta zaraze hrastovom pepelnicom

Populacije su se razdvojile s obzirom na geografsku duZinu i prosje¢nu godisnju
temperaturu (slika 31). Klaster 3 ¢ine populacije koje dolaze sa relativno toplijih stanista
isto¢nijeg geografskog polozaja. Ove su populacije imale iznadprosjeCan intenzitet zaraze
pepelnicom, a ujedno su i kasnolistajuce. Populacije intermedijarnog listanja (kaster 2) imale
su prosjecan intenzitet zaraze pepelnicom, dok su ranolistajuc¢e populacije (kaster 1) imale
ispodprosjecan intenzitet zaraze.

Iz ovoga se mozZe zakljuciti kako intenzitet zaraze pepelnicom ovisi o fenologiji
listanja, odnosno o razvojnom stadiju lista u vrijeme kada su najpovoljniji uvjeti za razvoj
pepelnice. Kako pepelnica preferira vlazno i toplo vrijeme, zaraza je najintezivnija u vrijeme
kada razvoj lis¢a kasnolistaju¢ih formi tek zapocinje, a prema GLAVASU (1999), pepelnica
moze izvrsiti zarazu samo kroz tanku kutikulu mladog lista. Iako intenzitet zaraze ovisi o
fenologiji listanja, iz poglavlja 3.4.5. mozemo vidjeti kako pepelnica nije utjecala na razvoj i

prirast biljaka u pokusnom nasadu Jastrebarsko.
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fenologija 2011
m fenologija 2012
m fenologija 2013

pepelnica 2011 Longitude< 16.67 | Longiude>=16.67
m pepelnica 2012

Klaster 1
HR 330
HR 609
HR 203 Klaster 2
HR 387
HR389 HR 88 MAT< 11.75 | MAT>=11.75 Klaster3
HR 160
. HR 317 HR 12
118:n=5 HR31B HR 16
HR 368 HR AM
HR 577 HRES
ALz HR 163
976:n=7 215:n=5
% OV =46,1

Slika 31. Klasteri analiziranih populacija dobiveni multivarijatnom regresijskom analizom za svojstvo listanja i
intenziteta zaraze hrastovom pepelnicom populacija hrasta luznjaka u dobi od 5 do 7 godina u pokusnom nasadu
Jastrebarsko; Longitude — geografska duzina; MAT — prosje¢na godiS$nja temperatura. % OV — postotak (%)
ukupno objasnjene varijabilnosti.

3.4.8. Osteéenost biljaka kasnim proljetnim mrazem

Glavna podjela populacija s obzirom na oStecenost biljaka kasnim proljetnim mrazem
temeljila se na Hargreaves-ovoj referentnoj evaporaciji (Eref). Populacije HR 12, HR 16 i HR
AM (USP Vinkovci) i HR 163 (USP Nova Gradiska) potjecu sa stanista koje imaju vise Eref
vrijednosti, odnosno sa susih i toplijih stanista, te su ujedno imale vecu oStecenost biljaka

kasnim proljetnim mrazem (slika 32).
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mraz 2011

Eref<885.5 | Eref>=8855

Klaster 1

HR 160
HR 368
HR 318
HR 88

HR 577
HR 58

HR 317

HR 389 Klaster 2
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HR 203 HR 12

HR 627 HR16

HR 330 HEAM

(k600 HR 163

~— i B
=13 4
% OV =30,6

Slika 32. Razdvajanje analiziranih populacija multivarijatnom regresijskom stabalnom analizom za svojstvo
intenziteta oStecenosti biljaka kasnim proljetnim mrazem u dobi od 5 godina u pokusnom nasadu Jastrebarsko;
Eref — Hargreaves-ova referentna evaporacija. % OV — postotak (%) ukupno objasnjene varijabilnosti.

3.4.9. Odnos ostecenosti biljaka kasnim proljetnim mrazem i fenologije listanja

Analiziraju¢i odnos fenologije i oSteCenosti populacija kasnim proljetnim mrazem
uocava se kako podjela populacija s obzirom na fenologiju listanja korespondira s ostecenjem
od mraza (slika 33). To znaci kako su ranije listaju¢e populacije (klaster 3) imale najnizu
oSte¢enost mrazem, dok su kasno listajuce populacije (klaster 1) imale nadprosje¢nu
oStecenost lisne mase. Potrebno je napomenuti kako je mraz pogodio podruéje pokusnog
nasada u drugoj polovini svibnja 2011. godine tj. u vrijeme kada su upravo kasnije listajuce
tada ve¢ formirale potpuno razvijenu lisnu masu. Vidljivo je kako su populacije koje su
kasnije zapocele sa listanjem 1 imale iznadprosje¢no oStecenje listova kasnim proljetnim

mrazem, upravo one populacije koje potjecu iz toplijih stanista u proljetnom razdoblju.
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fenologija 2011
B fenologija 2012
u fenologija 2013

mraz 2011 Tmax_sp<17.55  Tmax sp>=17.55
Klaster 1
HR12
HR 16
HRAM
HR 58
HR 160
Tmin_sm>=14.75 | Tmin_sm< 14.75 HEIE
Klaster 3 [C-—
Klaster 2 B
HR 88 195:n6
HR 330 HR 317
HR 609 HR 318
HR 203 —mm—_ HR368
HR 387 (- HR 577
HR 389 125:n=7 1854
HR 627
% 0V =47,2

Slika 33. Razdvajanje analiziranih populacija multivarijathom regresijskom stabalnom analizom za svojstva
intenziteta oSteCenosti biljaka kasnim proljetnim mrazem u dobi od 5 godina i pocetka listanja (dob 5 — 7 godina)
u pokusnom nasadu Jastrebarsko; Tmax_sp — prosjecna maksimalna temperatura u prolje¢e, Tmin_sm —
prosje¢na minimalna temperatura ljeti. % OV — postotak (%) ukupno objasnjene varijabilnosti.

Uocava se kao su glavni okolisni razlikovni ¢imbenici za velinu istrazivanih
kvantitativnih fenotipskih svojstava humidnost, te temperatura, odnosno relativha toplina

staniSta iz kojih potjeCu populacije.
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3.5. Interakcija genotip x okolis§

3.5.1. Visinski rast

Tablice 61 i 62 prikazuju rezultate analize varijance za svojstvo visine zbirno za sve
pokusne nasade (Jastrebarsko, Koska, Vrbanja) u dobi od 6 godina.

Fiksni efekt nasada bio je statisticki visoko znacCajan, kao i efekt blokova unutar
nasada, Sto upucuje na vrlo veliki utjecaj raznolikih okolisnih uvjeta u kojima su rasle
populacije (tablica 62). Od slucajnih izvora varijabilnosti efekt populacija nije bio statisticki
znaCajan. Statisti¢ki znacajni su bili efekti familija te interakcije nasad x populacija i nasad x
familija (tablica 61). Statisticka znacajnost efekata interakcije nasada s populacijama jasno
ukazuje na znaCajnost interakcije genotip % okoli§ tj. razli€ito rangiranje istrazivanih

populacija s obzirom na svojstvo visinskog rasta u analiziranim pokusnim nasadima.

Tablica 61. Ukupna srednja vrijednost i postoci komponenta varijance za svojstvo visine u dobi od 6 godina na
razini sva tri pokusna nasada.

Komponente varijance (%)

2 2 2 2
Svojstvo Sredina Nl O i(p) G nxp O nxf
visine 2012  152,0+1,6 0,0+00 21+05*** 6,0+£13*** 2,3 +0,5%**

¢’» — komponenta varijance efekta populacija; ozf(p) — komponenta varijance efekta familija unutar populacija;
o’wp — komponenta varijance efekta interakcije populacija unutar nasada; 6%,.;— komponenta varijance efekta
interakcije familija unutar nasada.

*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacéajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001.

Tablica 62. Test 3 za fiksne izvore varijabilnosti.

Test tipa 3 za fiksne efekte
Br.stupnjeva  Den  Vrijednost

Efekt slobode DF F Pr>F
nasad 2 46,9 485,18 <,0001
blok(nasad) 6 12000 74,89 <,0001

Slika 34 prikazuje razdvajanje populacija za svojstvo visine 2012. godine u sva tri
pokusna nasada, dobiveno multivarijatnom stabalnom analizom. Kako je ve¢ objasnjeno
razdvajanje se temelji na standardiziranim aritmetickim sredinama populacija za izmjerene
visine u 2012. godini. Populacije su najprije razdvojene s obzirom na klimatsku varijablu
Hargreaves-ove referentne evaporacije — Eref. Populacije koje potjecu iz relativno humidnijih
stani$ta imale niZe prosje¢ne visine u nasadima Jastrebarsko i Koska, dok su istovremeno u

nasadu Vrbanja bile iznadprosjecnih visina. To se moZe objasniti razlikama u okoliSnim
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uvjetima pokusnih nasada u istrazivanom razdoblju, ponajprije u nasadu Vrbanja gdje
zaostaje poplavna voda, §to je stvorilo humidnije i time povoljnije uvjete za rast populacija iz
klastera 1 (HR: 609, 330, 627 i 203).

Populacije iz sjevernijih podruc¢ja (HR: 58, 88 1 387) imale su nadprosjec¢ne vrijednosti
za visinski rast u pokusnom nasadu Jastrebarsko, dok su u nasadima Koska i Vrbanja bile
ispodprosje¢ne. Zanimljivo je za istaknuti kako je lokalna populacija HR 88 u pokusnom
nasadu Koska bila ispodprosjecna za svojstvo visina i prosjecna za svojstvo prezivljenja.

U zadnjem koraku populacije su se razdvojile s obzirom na temperaturne razlike
izmedu najhladnijeg i najtoplijeg mjeseca. One populacije u ¢ijim su mati¢nim sastojinama
razlike izmedu najtoplijeg i najhladnijeg mjeseca viSe, imale su nadprosjecne visine u
pokusnom nasadu Jastrebarsko. Populacije koje potjecu iz staniSta s manjim temperaturnim

razlikama imale su nadprosjec¢ne visine u nasadima Koska i Vrbanja (HR: 12, 318, 368, 160,

577,163 i 389).

visine Jastrebarsko
m visine Kogka
m visine Vrbanja
Eref<841 | Eref>=841
Klaster 1
HR 609
HR 320
HR 627 i .
HR 203 Latitude>—4552 | Latinde< 4552
r Klaster 2
808 m4 HR58 Klaster 4
o HR 88 HR 12
HR 387 TD==2115 | TD<21.15 HR 318
Klaster 3 HR 368
HR 160
348 . n=3 HR AM HR 577
HR 16 HR 163
HR 317 HR 3890
I:I—- e
3213 10:n=7
% OV = 48,3

Slika 34. Razdvajanje analiziranih populacija multivarijatnom regresijskom stabalnom analizom za svojstvo
visine u tri pokusna testa u dobi od 6 godina; Eref — Hargreaves-ova referentna evaporacija, Latitude —
geografska §irina, TD — razlika u temperaturama izmedu najhladnijeg i najtoplijeg mjeseca. % OV — postotak
ukupno objasnjene varijabilnosti.
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3.5.2. Prezivljenje

Rezultati zbirne analize varijance za sve pokusne nasade (Jastrebarsko, Koska,
Vrbanja), za svojstvo prezivljenja u dobi od 6 godina prikazani su u tablicama 63 i 64.

Fiksni efekti (nasad i blok unutar nasada) bili su statisticki visoko znacajni, $to
upucuje na veliki utjecaj razliCitih okoliSnih uvjeta nasada na prezivljenje istrazivanih
populacija (tablica 64). Statisticki znacajan bio je slucajni efekt interakcije nasad x
populacija, $to jasno upucuje na znacajnost interakcije genotip X okoli§ i za svojstvo

prezivljenja.

Tablica 63. Ukupna srednja vrijednost i postotak komponenata varijance za svojstvo prezivljenja u dobi od 6
godina, zbirno za sva tri pokusha nasada.

Komponente varijance (%)

Svojstvo Sredina o’p sz(P) 6 ep O st
prezZivljenje 2012 08+00 01+15 09+09 88+26** 0,0=+0,0

¢’» — komponenta varijance efekta populacija; ozf(p) — komponenta varijance efekta familija unutar populacija;
o’up — komponenta varijance efekta interakcije populacija unutar nasada; 6,.¢— komponenta varijance efekta
interakcije familija unutar nasada.

*znacajnost na nivou 0,01-0,05; **znacéajnost na nivou 0,0001-0,01; ***znacajnost na nivou <0,0001

Tablica 64. Test 3 za fiksne izvore varijabilnosti.

Test tipa 3 za fiksne efekte
Br.stupnjeva Vrijednost
Efekt slobode Den DF F Pr>F
nasad 2 32 10,99 0,0002
blok(nasad) 6 2679 35,8 <,0001

Na temelju statisticke znacajnosti fiksnih izvora varijabilnosti (efekti nasada i
blokova) za analizirana svojstva visine i preZivljenja Koji znatno variraju izmedu nasada,
moze se pretpostaviti kako su na istrazivane populacije veliki utjecaj imali raznovrsni okolisni
¢imbenici, odnosno razli¢itost klimatskih uvjeta u analiziranom razdoblju u pokusnim

nasadima.

Hargreaves-ova referentna evaporacija za svojstvo prezivljenja razdvojila je populacije
za tri razine (slika 35). Najprije su se razdvojile populacije koje potjecu iz najhumidnijeg
podruc¢ja HR 609 i HR 330. U nasadima Jastrebarsko i Koska imale su ispodprosjecno, dok su
u nasadu Vrbanja imale nadprosje¢no prezivljenje. Drugi klaster ¢inile su populacije takoder
iz relativno humidnih podrucja (HR: 203, 627 i 387), ali su u testovima Koska i Vrbanja
pokazale ispodprosjecne vrijednosti za svojstvo prezivljenja, dok su u testu Jastrebarsko bile

prosjecne. Zadnje razdvajanje temelji se na prosje¢noj minimalnoj temperaturi u veljaci
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(varijabla Tmin02). Populacije ¢ije mati¢ne sastojine imaju prosjeéne temperature tijekom

veljace ispod -1,75 °C potencijalno su hladnija stanista, i imale su nadprosje¢no prezivljenje u

sva tri nasada. Dok su populacije koje dolaze iz podru¢ja gdje su prosjeéne minimalne

temperature tokom veljace iznad -1,75 °C, relativno toplija stanista, te je njihovo prezivljenje

bilo relativno prosje¢no (slika 35). Iz ovoga se moze zakljuciti kako su na prezivljenje

populacija utjecali humidnost nasada, odnosno odstupna koli¢ina vode (i koli¢ina padalina), te

temperature nasada tokom zime (veljace).

prezivljenje Jastrebarsko
m preZivljenje Koska
m prezZivljenje Vrbanja
Eref < 833,5 | Eref >=833,5
Klaster 1
HR 609
HR 330
Eref <8425 | Eref >= 8425
3.16:n=2 Klaster 2
HR 203
HR 627
HR 387 Tmin02 >= -1,75|Tmin02 < -1,75
)] Klaster 3
2:n=3 HR 88 e
HR 163
HR318 277 :n—4 812:n-8
HR 389
% OV = 66,6

Klaster 4

HR 12
HR 16
HR AM
HR 58
HR 160
HR 317
HR 368
HR 577

Slika 35. Razdvajanje analiziranih populacija multivarijatnom regresijskom stabalnom analizom za svojstvo
prezivljenja u tri pokusna nasada u dobi od 6 godina; Eref — Hargreaves-ova referentna evaporacija, Tmin02 —

minimalna prosje¢na temperatura u veljaci. % OV — postotak ukupno objas$njene varijabilnosti.
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3.6. Statisticke analize DNK biljega
3.6.1. Jezgrini mikrosatelitni biljezi

3.6.1.1. Deskriptivna statistika i nul-aleli

Tablica 65 prikazuje parametre genetske raznolikosti po analiziranim jezgrinim
mikrosatelitnim lokusima. Analizom deset mikrosatelitnin lokusa ukupno je detektiran 251
alel. Najvec¢i broj alela imao je biljeg sstQrZAG30 (42), dok je najnizi broj alela zabiljezen
kod ssrQpZAG9 (13). Prosjecan broj alela iznosio je 25,10. Genetska ranolikost kretala se od
0,422 kod biljega ssrQrZAG96 do 0,946 kod biljega ssrQrZAG30, a prosjecno je iznosila
0,826.

Tablica 65. Genetska raznolikost mikrosatelitnih lokusa zabiljezena na uzorku 17 populacija hrasta luZnjaka
(Quercus robur L.).

Biljeg Ponavljajuéi motiv RaSpo‘Llj I‘é‘;ﬁ;‘g ‘E‘;g;ozemh Na He
ssrQrZAG7 (TO)1r 101-169 25 0,894
ssrQpZAG9 (AG)12 181-205 13 0,872
ssrQrZAG11 (TC), 247-295 25 0,910

ssrQpZAG16 (AG)y 143-181 20 0,880

ssrQrzZAG30 (GA) 174-264 42 0,946

SSrQrZAG87 (TC)20 104-154 24 0,882

ssrQrZAG96 (TC)2o 126-190 24 0,422

ssrQrZAG101 (TC)20(AC)15 121-165 20 0,873

ssrQrzAG112 (GA)3, 76-148 34 0,879
MSQ13 (TC) 200-278 24 0,706
Prosjek 25,10 0,826
Ukupno 251

Na — ukupan broj alela, He — genska raznolikost (o¢ekivana heterozigotnost).

Osnovni populacijski parametri koji opisuju unutarpopulacijsku raznolikost svih 17
populacija hrasta luznjaka prikazani su u tablici 66.

Prosjecan broj alela po lukusu u populacijama kretao se od 10,30 (HR 389) do 13,70
(HR AM). Ukupno je utvrdeno 44 jedinstvenih alela, a najveci broj imala je populacija HR
609 (10), dok populacije HR 330, HR 368 i HR 58 nisu imale jedinstvenih alela.

Zapazena heterozigotnost (Hp) kretala se 0,760 (HR 12) do 0,814 (HR 160), s
prosje¢nom vrijednosti 0,782. Kod svih populacija vrijednosti ofekivane heterozigotnosti
(He) bile su vise i kretale su se od 0,797 (HR 16) do 0,846 (HR 163) s prosjecnom vrijednosti

0,828. Razlike izmedu ocekivane heterozigotnosti (Hg) 1 ofekivane heterozigotnosti nakon
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procjene nul-alela (Hequny) testirane su Wilcoxon-ovim testom i nisu bile signifikantne, te se
moze zakljuciti kako nul-aleli nisu imali znatnog utjecaja na vrijednosti ocekivane
heterozigotnosti.

Multilokusnim testom utvrdeno je signifikantno odstupanje od Hardy-Weinberg-ove
ravnoteze kod sedam populacija (Fis, Pris)): HR 609, HR 387, HR 318, HR 163, HR 577, HR
881 HR 12.

Tablica 66. Genetska raznolikost 17 istrazivanih populacija hrasta luznjaka (Quercus robur L.) na osnovu 10
jezgrinih mikrosatelitnih lokusa.

Populacija n Nav Npa Ho He Henuin Fis Ps)
HR 609 20 11,90 10 0,782 0,839 0,840 0,067 falake
HR 389 20 10,30 2 0,790 0,825 0,831 0,042 ns
HR 387 20 12,10 6 0,768 0,846 0,854 0,092 falake
HR 330 20 10,70 0 0,785 0,809 0,817 0,029 ns
HR 203 20 11,50 3 0,785 0,812 0,816 0,033 ns
HR 317 20 12,20 1 0,785 0,817 0,822 0,040 ns
HR 368 20 11,80 0 0,790 0,827 0,833 0,045 ns
HR 318 20 11,80 1 0,770 0,840 0,847 0,084 w*
HR 627 20 11,60 3 0,794 0,816 0,819 0,027 ns
HR 163 20 13,00 2 0,765 0,846 0,849 0,096 ol
HR 577 20 13,00 2 0,760 0,831 0,840 0,086 ol
HR 160 20 11,80 4 0,814 0,844 0,826 0,036 ns
HR 88 20 10,80 3 0,770 0,820 0,830 0,061 w*
HR 58 20 11,90 0 0,785 0,839 0,855 0,064 ns
HR AM 20 13,70 4 0,807 0,836 0,846 0,035 ns
HR 12 20 13,10 2 0,760 0,838 0,849 0,093 Fhx
HR 16 20 12,10 1 0,785 0,797 0,801 0,015 ns
Prosjek 1196 259 0,782 0,828 0,834 0,056

Nav — prosjeCan broj alela po lokusu za pojedinu populaciju, Npa — jedinstveni aleli, Ho — zapaZena
heterozigotnost, Hg — ocekivana heterozigotnost, Hguiy — o€ekivana heterozigotnost nakon procjene ucestalosti
nul-alela, Fs — fiksacijski indeks.

Pris) —signifikantnosti (Bonferroni): ns > 0,05; * znacajnost na nivou 0,01-0,05; ** znacajnost na nivou 0,01-
0,001; *** znacajnost na nivou < 0,001.

U ukupnom broju analiza (170) utvrdena je prisutnost nul-alela u 18 slucajeva (10,59
%) (tablica 67). Najvise nul-alela pronadeno je u populaciji HR 163 (3), dok u populacijama
HR 330, HR 203, HR 627, HR AM i HR 16 nisu pronadeni. Ostale populacije posjeduju jedan
ili dva nul-alela. Lokusi ssrQrZAG87, ssrQrZAG96 i MSQ13 imaju najveci broj nul-alela,
Cetiri (4). Ostali lokusi imaju po jedan nul-alel, a ssSrQrZAG7 i ssrQpZAG9 ne posjeduju nul-

alele.
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Tablica 67. Procjena ucestalosti nul-alela (f,,;) po lokusu i populaciji.

Biljeg
Populacija  ssrQr  ssrQp  ssrQr ssrQp  ssrQr ssrQr ssrQr ssrQr ssrQr
ZAG7 ZAGY9 ZAGll ZAGl6 ZAG30 ZAG87 ZAGY9% ZAGl01 ZAG1l12

MSQ13

Ukupno
nul-alela

HR 609
HR 389
HR 387
HR 330
HR 203
HR 317
HR 368
HR 318
HR 627
HR 163
HR 577
HR 160
HR 88

HR 58

HR AM
HR 12

HR 16

0.085

0.107

0.187

O P ONPF PFPDNWOMNPRPFPPFPLOONIEPRELEPR

Ukupno
nul-alela 0 0 2 1 1 4 4 1 1 4

[EY
o

Lokusi kod kojih je utvrdeno postojanje nul-alela pomo¢u programa MICRO-CHECKER (VAN OOSTERHOUT i dfr.
2004).

3.6.1.2. Geneticka diferencijacija

Matrica vrijednosti indeksa geneticke diferencijacije (Fst) i preinacenih vrijednosti
indeksa geneti¢ke diferencijacije izmedu parova populacija s obzirom na prisutnost nul-alela
(Fstnuiny) prikazani su u tablici 68.

Populacija HR 609 statisticki se znacajno razlikuje od svih populacija osim HR 163.
Statisticki se jo§ od veceg broja populacija razlikuju i1 populacija HR 389 (od 12 populacija),
HR 330 (od 11 populacija) i HR 387 (od 10 populacija). Ove populacije nalaze se na
zapadnom dijelu rasprostranjenja hrasta luznjaka u Hrvatskoj. Populacija HR 163 statisticki se
znacajno razlikuje se jedino od populacije HR 627.

NajviSa Fst vrijednost zabiljeZena je izmedu para populacija HR 609 1 HR 16 (0,050)
koja je ujedno bila i visoko statisticki znacajna na nivou >0,001. Kod nekih parova populacija
Fsr vrijednost bila je jednaka nuli (tablica 68).

Prinacene vrijednosti indeksa geneticke diferencijacije izmedu parova populacija koje
iskljuCuju ucestalost nul-alela (Fstuny) kretale su se od 0,000 do 0,052. Razlike izmedu

vrijednosti Fst i Fsrnuny nisu bile znacajne (Pwiicoxon = 0,214), te iz toga se moze zakljuciti
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kako nul-aleli nisu imali znatnog utjecaja na vrijednsoti indeksa geneticke diferencijacije

izmedu populacija.

Tablica 68. Matrica vrijednosti indeksa geneti¢ke diferencijacije Fsr i Fsrnun koji iskljuuju ucestalost nul-

alela.

Populacija HR609 HR389 HR387 HR330 HR203 HR317 HR368 HR318 HR627 HR 163 HR577 HR160 HR88 HR58 HRAM HR12 HR 16
HR 609 0044 0026 0032 0030 0037 003 0035 0041 0025 0030 0026 0048 0024 0043 0049 0.052
HR389  |0.046%** 0018 0029 0018 0028 0021 0017 0024 0016 0015 0023 0012 0016 0012 0019 0023
HR387 |0.026%* 0.018** 0023 002 0030 0020 0019 0020 0011 0017 0011 0031 0015 0015 0026 0036
HR330 |0.031** 0.030%** 0.021* 0018 0025 0018 0017 0025 0005 0016 002 0037 0012 0021 0022 0.029
HR203 |0.029%* 0018* 0018  0.018** 0007 0005 0005 0002 0006 0003 0014 0018 0010 0012 0014 0012
HR317  |0.034%** 0.029%** 0.027** 0.024** 0.007 0001 0007 0000 0000 0008 0014 0013 0008 0009 0006 0012
HR368 |0.036*** 0.021** 0017 0018% 0005  0.000 0002 0000 0000 0005 0007 0018 0000 0003 0.008 0.015
HR318 |0.034*** 0016** 0015 0016 0005  0.007 0.002 0000 0000 0007 0007 0003 0005 0.002 0.008 0.004
HR627  |0.040%** 0.025%** 0017  0.025%** 0003 0000 0.000 0.000 0000 0005 0006 0014 0008 0.008 0015 0.010
HR163 [0024 0016 0009 0005 0006 0000 0000 0000 0.000 0000 0005 0008 0000 0002 0003 0011
HR577 |0.020%** 0014 0016  0015%* 0003 0007 0005 0007 0004 0.000 0011 0014 0005 0.008 0005 0.010
HR160 |0.026** 0024* 0009 0018 0012 0013 0007 0006 0004 0003 0011 0022 0008 0006 0013 0019
HR88  |0.048*** 0012  0.028*** 0.037*** 0018*** 0.012* 0016 0001 0.013* 0007 0012 0.018 0013 0015 0016 0.011
HR58  |0.024** 0016** 0015 0011 0008 0005 0000 0003 0005 0000 0004 0005 0.011* 0003 0012 0014
HRAM [0.043*** 0013 0014  0022** 0012 0009 0002 0001 0008 0002 0008 0005 0014 0002 0.004 0.006
HR 12 0.049%** 0020 0.025%* 0022** 0013 0005 0008 0008 0014 0003 0005 0012 0015 0010 0.003 0.013
HR16  |0.050%** 0.023*** 0031* 0.029*** 0012* 0011 0014 0003 0010 0011 0008 0016 0009 0011 0006 0.012

Ispod dijagonale matrica vrijednosti Fsr izmedu populacija, iznad dijegonale matrica vrijednosti Fsrguy izmedu
populacija na temelju preinacenih alelnih ucestalosti.
* znaCajnost na nivou 0,05-0,01; ** znacajnost na nivou 0,01-0,001, *** znacajnost na nivou >0,001.

Prosjecna vrijednost Fst na razini svih populacija iznosi 0,014, a prosjecni indeks
geneticke diferencijacije pretpostavljaju¢i model postupnih mutacija (Rst) iznosi 0,015
(tablica 69). Vrijednost Rsy trebala bi biti jednaka vrijednosti Fsr ukoliko postupne mutacije
nemaju znacajnu ulogu u diferencijaciji populacija kada se usporede s utjecajem genetickog
drifta (pomaka) i migracijama. Ovdje vrijednost Rst nije znacajno visa od vrijednosti Fsr, §to
znaci kako postupne mutacije nemaju znacajnu ulogu u diferencijaciji populacija kada se
usporede s utjecajem genetickog drifta (pomaka) 1 migracijama.

Signifikantnost u razlikama vrijednosti Rst i Fst utvrduje se neparametarski, pomocu
permutacija alelnih duljina. Utvrdena P vrijednost je ve¢a od 0,05 Sto znaci kako prihvac¢amo
Ho hipotezu, odnosno analizirani mikrosateliti ne slijede u potpunosti model postupnih

mutacija.
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Tablica 69. Prosje¢na vrijednost Fsy i Rgr.

Parametar Vrijednost
Fst 0,014
zapazeni Rsr 0,015
odekivani Rsy (= prosjeéni pRsy) 0,014
standardna devijacija pRst 0,006
95%-tni interval pouzdanosti pRst 0,003-0,028
P 0,412

Esr— indeks genetske diferencijacije pretpostavljejuc¢i model beskonacnog broja alela (engl. Infinite Allele Model
— 1AM) (WEIR | COCKERHAM 1984).

zapazeni Rsr — indeks genetske diferencijacije pretpostavljeju¢i model postupnih mutacija (engl. Stepwise
Mutation Model — SMM) (SLATKIN 1995).

ocekivani Rgr — prosjecni pRsr (prosje¢na vrijednsot Rsr na temelju 10,000 slucajnih permutacija alelnih duljina).
standardna devijacija pRsy — standardna devijacija Rsr na temelju 10,000 slu¢ajnih permutacija alelnih duljina.

P — signifikantnost testa alelnih permutacija; pri ¢emu je Hq: zapazeni Rgt = ocekivani Rgr, @ Hy: zapaZeni Rgr >
ocekivani Rgr.

3.6.1.4. Mjerila geneti¢ke udaljenosti i izrada stabla

Genetska udaljenost izmedu populacija (Dcrorp) procjenjena je na temelju preinacene
tetivne udaljenosti (engl. chord distance, CAVALLI-SFORZA | EDWARDS 1967, FELSENSTEIN
2004) (tablica 70). Prosje¢na vrijednost za sve parove populacija iznosila je 0,035, a kretala se
od 0,023 izmedu populacija HR 368 i HR 58, do 0,049 izmedu populacija HR 609 i HR 16.

Tablica 70. Matrica genetske udaljenosti izmedu populacija na temelju tetivne udaljenosti.
HR 609 HR 389 HR 387 HR 330 HR 203 HR 317 HR 368 HR 318 HR 627 HR 163 HR 577 HR 160 HR 88 HR 58 HR AM HR 12 HR 16

HR
HR
HR
HR
HR
HR
HR
HR
HR
HR
HR
HR
HR
HR
HR
HR
HR

609
389 0.047
387 0.045 0.040
330 0.043 0.038 0.041
203] 0.039 0.031 0.036 0.036
317] 0.043 0.039 0.045 0.039 0.033
368 0.042 0.034 0.040 0.033 0.029 0.028
318 0.042 0.034 0.039 0.033 0.032 0.033 0.026
627 0.046 0.037 0.039 0.040 0.029 0.031 0.027 0.028
163 0.037 0.032 0.036 0.028 0.031 0.028 0.026 0.027 0.032
577] 0.043 0.032 0.041 0.039 0.029 0.034 0.029 0.033 0.031 0.029
160 0.038 0.037 0.035 0.036 0.035 0.038 0.030 0.035 0.032 0.030 0.032
88 | 0.046 0.031 0.044 0.045 0.036 0.038 0.031 0.028 0.036 0.033 0.033 0.037
58 | 0.036 0.035 0.038 0.031 0.031 0.035 0.023 0.029 0.034 0.024 0.031 0.030  0.034
AM | 0.049 0.036 0.038 0.041 0.033 0.034 0.028 0.030 0.033 0.030 0.033 0033 0035 0.029
12 0.048 0.035 0.042 0.041 0.035 0.032 0.031 0.031 0.035 0.029 0.029 0034 0034 0033 0.031
16 | 0.049 0.039 0.042 0.043 0.036 0.033 0.029 0.026 0.029 0.031 0.029 0034 0035 0033 0028 0.029

koriste¢i geneticku udaljenost na temelju matrice tetivne udaljenosti, Dcrorp Vrijednosti.

Nezakorijenjeno stablo (slika 36) izradeno je metodom po FITCH-U i MARGOLIASH-U
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HR609 PO1 P03 HR 387
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HR 368 P07 P05 HR 203
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HR16 P17
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| , P02 HR 389
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Slika 36. Nezakorijenjeno stablo izradeno metodom FITCH i MARGOLIASH na temelju matrice tetivne vrijednosti
izmedu populacija. Vrijednosti bootstrap vec¢e od 50 % dobivene na temelju 1.000 pseudoponavljanja ozna¢ene
su na pojedinim granama.

3.6.1.5. Geneticko usko grlo

Pretpostavka kako je populacija u nedavnoj proslosti prosla kroz geneticki usko grlo
(engl. genetic bottleneck) temelji se na pojavi suviska ocekivana heterozigotnost (Hg) u
odnosu na ocekivanu heterozigotnost populacije koja je u ravnoteZi mutacija i potomaka
(engl. mutation-drift equilibrium) (Heg). Ukoliko se pak dokaze nedostatak ocekivane
heterozigotnosti (Hg) u odnosu na ocekivanu heterozigotnost populacije koja je u ravnotezi
mutacija i pomaka (Heg), to upucuje kako se populacija nalazi u ekspanziji. Rezultati

postojanja genetickog uskog grla prikazani su u tablici 71.

156



Suvisak ocekivane heterozigotnosti utvrden je kod pet populacija (HR: 389, 203, 627,
163 i 160), ali pod pretpostavkom modela beskonac¢nog broja alela (IAM). Nedostatak
heterozigotnosti statisticki je signifikantan kod 10 populacija uzimaju¢i u obzir model
postupnih mutacija (SMM). Za neke populacije (HR: 389, 163, 160) dobiveni su suprotni
rezultati ovisno o mutacijskom modelu (geneti¢ki usko grlo kod IAM i ekspanzija populacija
kod SMM). Medutim, kako je ranije ustanovljeno kod analize Rst kako model postupnih
mutacija (SMM) nije dobar za opisivanje evolucije analiziranih biljega, na temelju ovih
rezultata ne mozemo tvrditi kako su populacije u ekspanziji.

Pretpostavka je kako je dvofazni model mutacija (TPM) najvjerojatniji model po
kojem se odvija evolucija istrazivanih populacija. Ovim modelom utvrdeno je kako se tri
populacije nalaze u ekspanziji (HR: 609, 387 i 577), odnosno uocen je nedostatak o¢ekivane
heterozigotnosti u odnosu na heterozigotnost populacije koja je u ravnotezi mutacija i

pomaka, no kod vecine populacija nije utvrdena signifikantnost izmedu He i Heo.

Tablica 71. Signifikntnost Wilcoxon-ovog testa za suvi$ak [P(E)] i nedostatak [P(D)] heterozigotnosti u odnosu
na heterozigotnost populacija koja se nalazi u ravnotezi mutacija i pomaka na temelju tri mutacijska modela za
populacije hrasta luznjaka (Quercus robur L.).

Mutacijski model

IAM IAM TPM TPM SMM SMM

Populacija P(D) P(E) P(D) PE) PMD) P(E)
HR 609 | 0,348 0,688 0,012 0,991 0,005 0,997
HR389 | 0,998 0,003 0,246 0,784 0,012 0,991
HR 387 | 0,652 0,385 0,002 0,999 0,000 1,000
HR330 | 0,862 0,161 0,246 0,784 0,053 0,958
HR 203 | 0,984 0,042 0,313 0,722 0,053 0,958
HR 317 | 0,958 0,053 0,722 0,313 0,005 0,997
HR368 | 0,958 0,053 0,461 0,577 0,065 0,947
HR318 | 0,958 0,053 0,754 0,278 0,500 0,539
HR 627 | 0,984 0,042 0,500 0,539 0,097 0,920
HR 163 | 0,984 0,042 0,116 0,903 0,007 0,995
HR 577 | 0,615 0,423 0,009 0,993 0,001 1,000
HR 160 | 0,984 0,042 0,423 0,615 0,012 0,991
HR 88 0,903 0,116 0,423 0,615 0,161 0,862
HR 58 0,958 0,053 0,138 0,884 0,016 0,988
HRAM | 0,813 0,216 0,385 0,652 0,138 0,884
HR 12 0,784 0,246 0,097 0,920 0,002 0,999

HR 16 0,652 0,385 0,138 0,884 0,009 0,993
IAM — model beskona¢nog broja alela (engl. Infinite Allele Model); TPM — dvofazni model mutacija (engl. Two-
phased model); SMM — model postupnih mutacija (engl. Stepwise Mutation Model).

P(E) — signifikantnost Wilcoxonovog testa za suviSak heterozigotnosti u odnosu na heterozigotnost populacije
koja je u ravnotezi mutacija i pomaka (He > Hgo): genetsko usko grlo.

P(D) — signifikantnost Wilcoxonovog testa za nedostatak heterozigotnosti u odnosu na heterozigotnost
populacije koja je u ravnotezi mutacija i pomaka (He < Hego): populacija u ekspanziji.

Vrijednosti signifikantnog suviska i nedostatka heterozigotnosti (P < 0,01) oznacene su podebljanim slovima.
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3.6.1.6. Analiza molekularne varijance (AMOVA)

Rezultati analize molekularne varijance (AMOVA, tablica 72) izracunati su za dvije
pretpostavljene razine strukture: A) izmedu i unutar populacija, B) raznolikost jezgrinih
mikrosatelitnih biljega unutar i izmedu rodoslovnih linija, tri rodoslovne linije dobivene na
temelju analize kloroplastnih haplotipova.

Vec¢ina ukupne geneticke raznolikosti uzrokovana je unutarpopulacijskom
raznoliko$¢u (98,53 %), analiza A. Iako je postotak varijance uzrokovan razlikama izmedu
populacija mali, visoko je signifikantan (P < 0,0001), ukazuju¢i na postojanje genotipske
diferencijacije. Takoder, je raznolikost jezgrinih biljega vi$a unutar rodoslovnih linija (99,62
%). Postotak varijance uzrokovan razlikama izmedu rodoslovnih linija visoko je signifikantan
(P < 0,0001), ukazuju¢i kako gotovo nema nikakve povezanosti izmedu raznolikosti

haplotipova i raznolikosti jezgrinih biljega.

Tablica 72. Raspodjela raznolikosti na temelju analize molekularne varijance: A) izmedu i unutar populacija; B)
izmedu i unutar rodoslovnih linija.

Sastavnice % ukupne #-
Izvor varijabilnosti df varijance varijance statistika P(9)
A Izmedu populacija 16 0,060 1,47 0,015 < 0,0001
Unutar populacija 663 4,057 98,53
B Izmedu rodoslovnih linija 2 0,016 0,38 0,0038 < 0,0001
Unutar rodoslovnih linija 647 4,101 99,62

P(¢) — signifikantnost ¢-statistike nakon 10,000 slu¢ajnih permutacija.

3.6.1.7. Prostorna genetika
3.6.1.7.1. Analiza izolacije uslijed udaljenosti

Analizom izolacije uslijed udaljenosti (IBD) utvrdena korelacija izmedu matrice
[Fst/(1-Fst)] vrijednosti i matrice prirodnih logaritama zemljopisnih udaljenosti izmedu
analiziranih populacija (r = 0,443) bila je visoko signifikantna (Ppanter < 0,0001) nakon 10.000
permutacija Mantel-ovim testom. Koeficijent determinacije iznosio je R? = 0,196, odnosno
19,6 % genetske diferencijacije izmedu analiziranih populacija mozZe se objasniti njihovom

prostornom udaljeno$éu (slika 37).
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Slika 37. Regresija genetske diferencijacije [Fst/(1-Fsr)] na zemljopisnu udaljenost [In(km)] za sve parove
populacija.

r — korelacija izmedu matrice [Fsr/(1-Fs7)] vrijednosti i matrice prirodnih logaritama zemljopisnih udaljenosti
izmedu analiziranih populacija.

Pumante — Signifikantnost nakon 10.000 permutacija Mantel-ovim testom.

R? — koeficijent determinacije.

3.6.1.7.2. Prostorna autokorelacijska analiza

Prostornom autokorelacijskom analizom parovi jedinki svrstani su u 11 zemljopisnih
razreda (tablica 73). Prikazane su donje i gornje granice udaljenosti razreda u kilometrima i
njihov prosjek, prosjeCan koeficijent srodstva po RITLAND-U (Fritang), te njihova
signifikantnost (p). Navedeni parametri i odnosi prikazani su i slikom 38.

Na slici su takoder navedene donje i gornje granice 95 % — nih intervala pouzdanosti
za koeficijente srodstva. Predstavljaju granicu iznad koje odnosno ispod za odredenu
zemljopisnu udaljenost su parovi jedinki viSe odnosno manje medusobno srodni od parova
slu¢ajno odabranih jedinki.

Iz tablice i slike moze se uociti kako su za prva dva razreda parovi jedinki medusobo
srodniji od slu¢ajno odabranih jedinki, odnosno parovi jedinki su srodniji do udaljenosti od 40
km. Parovi jedinki potpuno su s 95 % — nom sigurno$¢u nesrodni u zadnjem zemljopisnom

razredu (10), odnosno srodnost izmedu jedinki se gubi nakon 245 km medusobne udaljenosti.
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Tablica 73. Prostorna analiza genetske udaljenosti izmedu 11 zemljopisnih razreda udaljenosti i prosje¢nog
koeficijenta srodstva Frigang (RITLAND 1996) izmedu parova jedinki.

Udaljenost (km) Prosjecni koeficijent
srodstva
Donja Gornja
Razred granica granica Prosjek Fritiand p-vrijednost
0 0,00 0,00 0,00 0,006 0,000
1 0,00 41,72 26,12 -0,001 0,017
2 41,72 63,09 53,38 -0,002 0,779
3 63,09 83,15 77,13 -0,003 0,074
4 83,15 94,52 87,99 -0,001 0,922
5 94,52 120,65 107,62 -0,002 0,661
6 120,65 141,87 130,72 -0,002 0,561
7 141,87 171,14 160,50 -0,002 0,724
8 171,14 195,18 183,87 -0,001 0,923
9 195,18 247,98 222,99 -0,003 0,055
10 247,98 400,88 317,10 -0,005 0,000

Signifikantnost na temelju 1.000 permutacija.

0.006
Razina signifikantnosti:
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Slika 38. Korelogram 11 zemljopisnih razreda udaljenosti i prosje¢nog koeficijenta srodstva.
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3.6.1.8. Faktorijalna analiza korespodencije

Graficki prikaz odnosa izmedu analiziranih populacija dan je u slici 39. Faktorijalna
analiza korespondencije napravljena je pomocu programa GENETIX 4.05 (BELKHIR i dr. 2004),
a provedena uzimajuci u obzir regionalnu pripadnost jedinki unutar populacija u analizi. Slika
prikazuje projekciju baricentara svake populacije u koordinatnome sustavu, odnosno sredisnju
tocku genotipova svake populacije, odredenom prvim dvjema osima. Prva os objasnjava
13,56 % ukupne inercije, a druga 10,15 %, Sto predstavlja ukupnu objasnjenost grafickim
prikazom od 23,71 %. Prva os izdvaja jedinke populacije HR 609 od ostalih populacija u
analizi, dok je populacija HR 387 izvojena po obje osi. Populacije HR 330 i HR 160
razdvojene su takoder po prvoj OSi.

Moze se uociti kako su genotipovi jedinki populacija HR 609 i HR 387 najudaljeniji
od ostalih populacija. Iste populacije posjeduju najveci broj privatnih alela i visok stupanj
krizanja u srodstvu (tablica 66). Statisticki se znacajno razlikuju od gotovo svih ostalih
populacija prema vrijednostima geneti¢ke diferencijacije (tablica 68), a izradom stabla
takoder je vidljivo njihovo izdvajanje od ostalih populacija (slika 36). Zemljopisno bliske
populacije HR AM, HR 12 i HR 16 u koordinatnome su se sustavu grupirale zajedno,

upucujuéi na genetsku slicnost. Ipak, ne postoji prava zemljopisna razdvojenost populacija.
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Slika 39. Prikaz odnosa analiziranih baricentara (sredina) populacija u koordinatnom sustavu odredenom prvim
dvjema osima faktorijalne analize korespondencije (FCA).
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3.6.2. Kloroplastni mikrosatelitni biljezi

Analizom svih 325 jedinki dobiveno je 66 razlicitih haplotipova. Od toga 9
haplotipova je najucestalije i nalaze se u 196 jedinki, §to ¢ini vise od 60 % ukupnog

analiziranog uzorka. 34 haplotipa nadeno je samo u po jednoj jedinci.

3.6.2.1. Deskriptivna statistika i genetska diferencijacija

Parametri genetske raznolikosti za istrazivane populacije na temelju kloroplastnih
mikrosatelitnih biljega dani su u tablici 74. Najve¢i broj haplotipova (12) naden je u
populaciji HR 368 (USP Sisak), dok je najveca raznolikost haplotipova (nn/n) zabiljeZzena u
populaciji HR 318 (USP Zagreb, g.j. Josip Kozarac) (0,733 haplotipa po jedinki).
Najuniformnija populacija sa samo 0,150 haplotipa po jedinki je HR 330 (USP Zagreb, g.].
Turopoljski lug). Populacija HR 160 (USP Nova Gradiska, g.j. Ilijanska-Jelas) isti¢e se sa
nave¢im brojem privatnih haplotipova (npn), dok za ostale parametre raznolikosti najvise

vrijednosti ima populacija HR 318, a HR 330 najnize.

Tablica 74. Genetska raznolikost na temelju kloroplastnih mikrosatelitnih biljaga.

Populacija n Ny np/n Ngh N Npr He

HR 609 18 7 0,389 2 2,894 5,294 0,693
HR 389 19 4 0,211 2 2,559 2,754 0,643
HR 387 20 9 0,450 5 6,678 6,921 0,895
HR 330 20 3 0,150 0 1,227 1,500 0,195
HR 203 19 5 0,263 1 2,841 3,575 0,684
HR 317 20 11 0,550 2 5,701 7,939 0,868
HR 368 18 12 0,667 4 8,987 9,496 0,941
HR 318 15 11 0,733 2 9,791 10,000 0,962
HR 627 19 9 0,474 1 5,086 6,873 0,848
HR 163 20 5 0,250 1 2,467 3,636 0,626
HR 577 20 9 0,450 2 6,062 6,877 0,879
HR 160 18 11 0,611 7 6,235 8,627 0,889
HR 88 20 7 0,350 3 3,778 4,947 0,774
HR 58 20 9 0,450 3 4,645 6,636 0,826
HR AM 19 11 0,579 8 5,539 8,246 0,865
HR 12 20 4 0,200 2 2,467 2,697 0,626
HR 16 20 8 0,400 1 2,985 5,645 0,700
Metapopulacija 325 66 0,203 - 19,947 - 0,953
UK. prosjek 19,118 7,941 0,422 2,412 4,702 5,980 0,760

n — broj jedinki, ny - broj haplotipova, ny/n - broj haplotipova po broju jedinki, ny, - broj privatnih haplotipova, ne
- efektivni broj haplotipova, ny, - bogatstvo haplotipova, Hg - raznolikost haplotipova.
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Na razini metapopulacije raznolikost haplotipova (ny/n) iznosila je 0,203, efektivni
broj haplotipova (ng) 19,947, a nepristrana raznolikost haplotipova (Hg) na razini

metapopulacije bio je 0,953, $to je vise od istog parametra izratunatog kod vecine populacija.

U tablici 75 prikazani su parametri prosje¢ne unutarpopulacijske raznolikosti, ukupne
raznolikosti i genetske diferencijacije:
e a) neuredeni alel, na temelju samo frekvencije haplotipova (NEI 1987, PONS i PETIT
1995) — Ggr
e D) uredeni aleli, uzimajuéi u obzir genetske slicnosti izmedu haplotipova, odnosno
udio zajednickih alela (PONS i PETIT 1996) — Nst
e () na temelju genetske udaljenosti za pojedine mikrosatelitne lokuse uzimajuéi u obzir

model postupnih mutacija (SMM) (SLATKIN 1995) — Rt

IzraCunata je statisticka znacajnost odnosno testiranje hipoteza razlika izmedu ove tri
razli¢ite metode izraCuna genetske diferencijacije. U oba sluc¢aja nije bilo statistiCke
znacajnosti izmedu koriStenih metoda za izraCun parametara raznolikosti. To upuéuje na
zakljucak da ne postoji filogeografska struktura populacija. Kako se kloroplasti i njihovi
biljezi nasljeduju majc¢inskom linijjom, odnosno sjemenom, mozemo pretpostaviti kako ovi
rezultati upucuju na znacajan antropogeni utjecaj prijenosom genetskog materijala unutar
areala hrasta luznjaka u Hrvatskoj, odnosno kako analizirane sjemenske sastojine nisu u

pravom smislu prirodne populacije.
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Tablica 75. Razine raznolikosti i diferencijacije na temelju @) neuredenih alela, b) uredenih alela i ¢) razlika po
Modelu postupnih mutacija (SMM).

Parametar (a) neuredeni aleli (b) uredeni aleli ! (c) SMM ?
Prosje¢na unutarpopulacijska _ _ ns _ ns
raznolikost hs = 0,760 vs =0,768 vs= 0,877
Ukupna raznolikost hr=0,953 vr=0,952 "™ vr=0,946 "
Genetska diferencijacija Gsr= 0,203 Ns7=0,193 ™ Rgr=0,073™

! testiranje hipoteze da se Vs, vt i Nst znacajno razlikuju od hs, ht i Gsr.

2 testiranje hipoteze da se vs, V1 i Rst znacajno razlikuju od hg, hy i Ggr.

™ nije znadajno > 0,05; *znadajnost na nivou 0,01-0,05; **znadajnost na nivou 0,001-0,01; ***znacajnost na
nivou <0,001.

3.6.2.2. Analiza molekularne varijance (AMOVA)

Analiza molekularne varijance (tablica 76) provedena je koriStenjem dvije mjere
genetske udaljenosti izmedu parova haplotipova:
(1) na osnovu broja razli¢itih alela (Fsr),

(2) na osnovu zbroja kvadrata razlika u duljini alela (Rsr).

Raznolikost izmedu populacija pokazala se visoko statisticki zna¢ajnom, Sto upucuje
na genetsku diferencijaciju izmedu populacija. Parametar Rst nije znacajno ve¢i od vrijednosti
parametra Fgsr Sto takoder upucuje na antropogeni utjecaj na populacije hrasta luznjaka u

Hrvatskoj.

Tablica 76. Podjela raznolikosti kloroplastnih mikrosatelitnih biljega za sastavnice varijance izmedu i unutra
populacija koristenjem dvije mjere genetske udaljenosti.

iz ioronsn SO Komonnte | seune g,
(1) na temelju broja Izmedu populacija 16 1,053 51,65 0,517***
razli¢itih alela (Fsr) Unutar populacija 308 0,985 48,35
(2) na teme|ju kvadrata Izmedu pOpulaCija 16 27,774 56,48 0,565***
razlika u duljini alela (Rst)  Unutar populacija 308 21,401 43,52

™ nije znacajno > 0,05; *znadajnost na nivou 0,01-0,05; **znacajnost na nivou 0,001-0,01; ***znacajnost na
nivou <0,0001
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3.6.2.3. Median-Joining (MJ) mreZa haplotipova

Slika 40 prikazuje mrezu haplotipova HO1-H32, odnosno one haplotipove koji su
nadeni u vise od jedne jedinke (n > 1). Moze se primijetiti kako su se haplotipovi grupirali u 3
linjje. Veli¢ina krugova koji oznacavanju haplotipove razmjerna je broju jedinki koje
predstavljaju taj haplotip. Vidljivo je kako prva cCetiri haplotipa zapravo radi glavnu os mreze.
Haplotipovi koji su pronadeni u samo jednoj individui nisu prikazani na slici, zbog
nepotrebnog 'Suma' koji stvaraju prilikom vizualizacije.

Na slici su prikazani i medijanski vektori (mv 1-8), koji predstavljaju bioloske
ekvivalente mogucih neuzorkovanih ili izumrlih predackih haplotipova najcesce na prijelazu

izmedu skupina uzorkovanih haplotipova.

Slika 40. Median-Jojning mreza haplotipova. Haplotipovi: HO1-H32, medijanski vektori: mv 1,2,4,7 i 8.
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3.6.2.4. Genetska udaljenost haplotipova i izrada stabla

Pomocu udaljenosti na temelju udjela zajednickih alela (Dpsa, BOwCOCK i dr. 1994)
izraCunata je genetska udaljnost izmedu parova haplotipova. Na temelju matrice udaljenosti
provedena je analiza skupina haplotipova metodom po FITCH-u i MARGOLIASH-U (1967) i
izradeno stablo (slika 41). Haplotipovi su svrstani u tri rodoslovne linije (L1, L2 i L3) $to je
vidljivo i kod Median-Joining mreze (3.6.2.3.).

Distribucija rodoslovnih linija po populacijama prikazana je slikom 42. Populacije HR
389, HR 330 i HR 203 pripadaju samo liniji L1, a populacije HR: 16, 12, AM, 163, 160 i 627
samo liniji L2. Linija L3 se u populacijama pojavljuje iskljuc¢ivo u udjelu sa ostale dvije linije,
a najvedi udio ima u populaciji HR 88.

Popis svih utvrdenih haplotipova u populacijama i rodoslovnim linijama dan je u

prilogu I., a distribucija devet najfrekventnijih haplotipova u prilogu I1.
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Slika 41. Aditivno stablo kloroplastnih haplotipova na temelju udjela zajednickih alela (Dpsa). Pripadnost
haplotipova razli¢itim linijjama oznacene su bojama i uokvirene isprekidanim linijama. Vrijednosti bootstrap
podrske vise od 50% na temelju 1.000 pseudoponavljanja naznacene su iznad grana.
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4.1. Analiza kvantitativnih fenotipskih svojstava istrazivanih populacija hrasta luznjaka

U pokusnom nasadu Jastrebarsko najboljima su se pokazale populacije HR 88 (USP
Nasice), HR 160 (USP Nova Gradiska), HR 317 (USP Zagreb) i HR 387 (USP Karlovac).
Ove su populacije uz prosje¢no najvece visine i visinske priraste imale i dobro preZivljenje.
Uz to, ove su populacije imale niski do umjeren intenzitet zaraze pepelnicom, te niski
intenzitet oSte¢enosti biljaka kasnim proljetnim mrazom. Intenzitet zaraze pepelnicom bio je
nizak najvjerojatnije zbog ranog pocetka listanja ovih populacija u pokusnom nasadu
Jastrebarsko, te je list bio gotovo u potpunosti razvijen u vrijeme kada su u pokusnom nasadu
vladali najpovoljniji uvjeti za zarazu pepelnicom. Jer kako pisSe GLAVAS (1999) pepelnica
najlakse provodi zarazu na mladim jo$ potpuno nerazvijenim listovima, stoga su populacije
koje su kasnije listale (HR 12, AM, 16, 163, 58 imale i ve¢i intenzitet zarazom (slika 22).

Najlosijima su se pokazale populacije HR 330 (USP Zagreb) i HR 609 (USP Buzet) s
najnizim prosjeénim visinama i prezivljenjem. Najveéi pad prezivljenja ovih ali i vecine
ostalih populacija dogodio se 2011. i 2012. godine (slika 19). Prema podacima DHMZ-a
(http://Klima.hr/ocjene_arhiva.php) u tom razdoblju vladali su nepovoljni klimatski uvjeti,
dugotrajnih susa i visokih temperatura koji su najvjerojatnije uzrokovali tako nagli pad
prezivljenja.

Populacije HR 330 i HR 609 potjecu iz relativno humidnijih stani$ta, dok npr.
populacije HR 12, HR 16 i HR AM potjecu sa relativno aridnijeg podruéja, a npr. populacija
HR 88 koja je imale najviSe prosjecne vrijednosti za visinski rast potje¢e iz podrucja s
najnizom prosje¢nom koli¢inom godi$njih oborina (tablica 3). Kako su na podrucju nasada
Jastrebarsko u analiziranom razdoblju vladali nepovoljni uvjeti suSe i visokih temperatura,
vjerojatno je kako ti uvjeti nisu bili povoljni za populacije koje dolaze iz relativho humidnijih
uvjeta (HR: 330 i 609), dok su populacije koje dolaze iz aridnijih podruéja i podrucja gdje je
prosje¢na godiSnja koli¢ina oborina niza, bolje prilagodene uvjetima koji su vladali u
pokusnom nasadu.

U pokusnom nasadu Koska najboljima su se pokazale populacije HR 12 i HR AM, te
HR 163 sa najve¢im prosjecnim Visinama i prosje¢nim prezivljenjem, dok su se najlosijima
pokazale populacije HR 203, HR 387 i HR 609 zbog prosje¢no nizih visina i najnizeg
prezivljenja. Moze se uociti kako populacije koje su imale prosje¢no najvece visine i
prezivljenje potjecu iz relativno aridnijih stanista, dok su populacije koje potjecu iz relativno
humidnijih stanista imale slabiji uspjeh u visinskom rastu i prezivljenju (tablice 10, 17 i 3).

Podaci DHMZ-a za 2011. i 2012. godinu (http://klima.hr/ocjene_arhiva.php) pokazuju kako
170



Su u podrucju gdje se nalazi pokusni nasad obje godine bile izrazito susne i vruc¢e. MozZe se
pretpostaviti kako su dugotrajni su$ni uvjeti uzrokovali da su populacije koje potjecu s
humidnijih staniSta imale nize prosjecne visine i prezivljenje. Dakle, ovakvi rezultati ukazuju
na mogucénost kako je prirodna selekcija oblikovala genetsku kompoziciju u smjeru bolje
prilagodenosti na su$ne uvjete onih populacija koje potjeCu iz prosjecno aridnijih lokaliteta,
isto mozemo zakljuciti iz gore navedenih rezultata sa pokusnog nasada Jastrebarsko.

U pokusnom nasadu Vrbanja populacije HR 12, HR 330 i HR 609 imale su prosje¢no
najviSe prezivljenje, dok su populacije HR AM, HR 387 i HR 627 imale prosje¢no najnize
prezivljenje (tablica 18). Visinski rast populacija u ovom testu bio je ujednacen, tj. niti jedna
se populacija nije istakla izrazito visim 0dnosno nizim rastom. Kod prezivljenja se dogodilo
veée variranje, te se populacija HR 330 istaknula kao najbolja. Ova populacija potjece iz
relativno humidnijeg staniSta (tablica 3), te je zaostajanje poplavne vode na podrucju
pokusnog nasada Vrbanja najvjerojatnije povoljno utjecalo na rast i razvoj ove populacije.
Takoder u prilog tome idu i podaci o rastu i razvoju populacija HR 609 i HR 203 koje su se
pokazale prosje¢no vise prezivljenje (tablice 11 i 18), a isto potjecu iz humidnjijih stanista
(tablica 3).

Moze se uociti kako neke populacije u jednim uvjetima pokazuju viSe prosjecne
vrijednosti za odredeno svojstvo, a U drugim ispodprosje¢no i obrnuto. Tako npr. populacija
HR 609 na dvije lokacije ispodprosjetna za svojstva visinskog rasta i prezivljenja
(Jastrebarsko i Koska) dok je na tre¢oj bila nadprosjecna (Vrbanja). Isto tako populacija HR
387 koja se u nasadu Jastrebarsko pokazala nadprosje¢nom, u ostala dva testa je
ispodprosjecna za svojstva visinskog rasta 1 prezivljenja.

Na temelju nadprosje¢nog visinskog rasta i prezivljenja, te ispodprosjecnog intenziteta
zaraze pepelnicom i oStec¢enosti lisne mase kasnim proljetnim mrazem za prakti¢nu primjenu
na lokalitetima slicnih klimatskih prilika kao nasad Jastrebarsko mogu se preporuciti
populacije koje potjecu iz relativno aridnijih stanista kao npr.. HR 88, HR 160. Ali i
populacija HR 387 koja iako potjece iz prosjecno humidnijeg podrucja sa relativno vecom
koli¢inom oborina (tablica 3), pokazala je nadprosjeCne vrijednosti za visinski rast i
prezivljenje. Klimatske prilike mati¢nog stanista (tablica 3) ove lokalne populacije sli¢ne su
klimatskim prilikama pokusnog nasada Jastrebarsko (tablica 5) sto je najvjerojatnije povoljno

utjecalo na razvoj ove populacije u nasadu Jastrebarsko.
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4.2. Razina unutarpopulacijske kvantitativne genetske varijabilnosti

Genetska raznolikost (genetska varijabilnost), kao bogatstvo razli¢itih alela na
razinama jedinki, populacija i vrsta, omogucuje veéi kapacitet prilagodavanja na svim
spomenutim razinama. Visa razina genetske varijabilnosti zna¢i sigurniji opstanak populacija
i vrsta, jer sa viSom genetskom raznolikosti populacije imaju mogucénost oblikovanja genetske
strukture u smjeru prilagodavanja ekstremnim klimatskim uvjetima. Gubitak genetske
raznolikosti znacio bi smanjenje dugoro¢ne prilagodljivosti populacija i vrsta, te u konacnici i
njihovo vjerojatnije izumiranje. Stoga je poznavanje razine genetske varijabilnosti populacija
neizostavan preduvjet za procjenu njihove sposobnosti prilagodavanja tj. prilagodljivosti.

Razlike u vrijednostima unutarpopulacijske genetske varijabilnosti uocene su za sva
istrazivana svojstva. Opcenito, razina unutarpopulacijske genetske varijabilnosti izrazava se
pomocu genetskih parametara: nasljednosti (h?) i koeficijenta aditivne genetske varijabilnosti
(CV,). Populacije se mogu kategorizirati prema izradunatim vrijednostima nasljednosti (h?%)
na: visoke razine genetske varijabilnosti (h* > 0,75), umjerene varijabilnosti (h?* od 0,50 do
0,75), niske (h? od 0,25 do 0,50) i vrlo niske genetske varijabilnosti (h* < 0,25). Neki autori
smatraju kako je CVx bolji parametar za procjenu razine genetske raznolikosti populacija, jer
je ta mjera varijabilnosti standardizirana aritmeti¢kom sredinom fenotipskog svojstva (HOULE
1992).

4.2.1. Visinski rast

Uocene su razlike u razini unutarpopulacijske varijabilnosti za svojstvo visinskog rasta
u pokusnom nasadu Jastrebarsko za sve tri istrazivane godine — (tablice 29, 30 i 31), kao i za
visine 2012. godine u ostala dva nasada (tablice 32 i 33). Premda je vecina populacija imala
nisku ili vrlo nisku razinu genetske varijabilnosti u pokusnom nasadu Jastrebarsko, nekoliko
je populacija pokazalo umjerenu varijabilnost kroz istrazivacko razdoblje. Npr. takva je
populacija HR 88 ¢ija se razina varijabilnosti ipak smanjivala iz godine u godinu, dok je
istovremeno imala najvece prosjecne visine tijekom cijelog istrazivanog perioda. Populacija
HR 577 istakla se s umjerenom razinom varijabilnosti u dobi od 4 i 6 godina, dok je
populacija HR 163 imala umjerenu varijabilnost samo u dobi od 6 godina. Populacije HR 203,
HR 330, HR 317 i HR 609 imale su relativno visok koeficijent aditivne genetske varijabilnosti

(tablice 30 i 31). Navedene populacije su, unato¢ relativno vecoj razini varijabilnosti, imale
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vrlo male prosjecne visine, Sto ukazuje kako te populacije nisu dobro prilagodene uvjetima
koji su vladali u pokusnim nasadima tijekom analiziranog perioda, ali posjeduju relativno veci
potencijal prilagodavanja.

U pokusnom nasadu Koska populacije HR 203, HR 318, HR 387 imale su umjerenu,
dok su ostale populacije imale nisku i vrlo nisku razinu genetske varijabilnosti.

Populacije s umjerenom razinom varijabilnosti u pokusnom nasadu Vrbanja bile su:
HR 12, HR 160, HR 163, HR 368, HR AM, HR 389 i HR 577, a samo je populacija HR 387
pokazala visoku razinu genetske varijabilnosti.

Parametri nasljednosti i CVa bili su kod vecine populacija pozitivno korelirani,
odnosno sa poveéanjem razine nasljednosti poveéavao se i parametar aditivne genetske
varijabilnosti. No vecina populacija imala je nisku ili vrlo nisku genetsku varijabilnost, $to
upucuje na nisku razinu prilagodljivosti prirodnom selekcijom (HouLE 1992). Smatra se kako
su populacije koje se odlikuju viSom razinom genetske varijabilnosti prilagodljivije
promjenama okoliSnih uvjeta nego populacije s nizom razinom genetske varijabilnosti
(BOGDAN 1 DR. 2016, U TISKU). Treba naglasiti kako to ne znaci da su takve populacije bolje
prilagodene specifiénim uvjetima pokusnih stanista tijekom promatranog razdoblja, ve¢ samo
da posjeduju veci potencijal za prilagodbu, tj. vecu prilagodljivost. Tako je na primjer HR 387
u nasadu Vrbanja imala ispodprosje¢nu visinu, ali se jedina odlikovala visokom razinom
genetske varijabilnosti. Iz toga se moze zakljuciti kako u prosjeku ta populacija nije dobro
prilagodena prevladavajuéim okolisnim uvjetima konkretnog staniSta u promatranom
razdoblju, ali posjeduje visok potencijal za prilagodbu. To znaéi kako bi se identificiranjem
familija koje iskazuju veée prosjecne visine mogla ,,proizvesti znatno bolje prilagodena
subpopulacija. Isto tako populacije HR 577, HR 163, HR 203, te HR 330 imale su
ispodprosjecne visine u pokusnom nasadu Jastrebarsko, ali vise vrijednosti koeficijenata CVa.
To znaci kako te populacije posjeduju relativno veéu prilagodljivost za prevladavajuée uvjete
tog staniSta u promatranom razdoblju, ali se ne mogu smatrati trenutno dobro prilagodenim
populacijama. Ovo je vrlo vazno za prakti¢ne preporuke koje populacije koristiti za obnovu u
staniSnim uvjetima koji su sliéni uvjetima u pokusnim nasadima tijekom istrazivanog
razdoblja. Naime, one populacije koje su se odlikovale nadprosjecno pozitivnim
vrijednostima fenotipskih svojstava (npr. visina ili prezivljenje) u specificnom pokusnom
nasadu, mogu se smatrati i dobro prilagodenima 1 preporuciti za obnovu sli¢nih stanista.
Medutim, mogle bi se preporuciti 1 one populacije koje nisu pokazale dobru prilagodenost
(npr. ispodprosjecnih visina), ali su istovremeno posjedovale relativno visoku razinu genetske

raznolikosti jer posjeduju kapacitet prilagodavanja na specifi¢ne staniSne uvjete.
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Kod sjevernocuropskih populacija hrasta luznjaka su na fenotipsku varijabilnost za
Svojstvo visine znacajan utjecaj imale genetski uvjetovane razlike (JENSEN 2000), §to je
potvrdeno njihovom visokom nasljednoséu (h? = 0,87). Nasljednosti za svojstvo visinskog
rasta u ovom istrazivanju nisu bili toliko visoki, StoviSe vecina je istrazivanih populacija imala
nisku do umjerenu nasljednost. Medutim, potrebno je istaknuti kako je izraCunavanje
parametara nasljednosti znacajno uvjetovano preciznoscu procjene pripadajuc¢ih komponenata
varijance odnosno snagom kontrole okolisnih ¢imbenika u pokusnom nasadu. Fenotipska
varijabilnost, naroCito kvantitativnih morfoloskih svojstava kakva je i visina biljaka, pod
velikim je utjecajem kompleksnih interakcija raznovrsnih okoliSnih ¢imbenika (svjetlost,
toplina, vlaga, Stetnici, kompeticija i brojni drugi) koji djeluju na biljke tijekom rasta.
Djelovanja okolisnih ¢imbenika mogu uzrokovati visoku razinu fenotipske varijabilnosti i
time ,,zamaskirati“ genetski uvjetovane razlike. Ova je pojava relativno ucestala kod
prostorno velikih pokusnih nasada s vrstama Sumskog drveca osnovanim na heterogenom
staniStu 1 to posebice s obzirom na fenotipska svojstva koja su i inace pod velikim utjecajem
okolisa. Konkretni simptomi takvog maskiranja genetski uvjetovanih razlika odnosno inflacije
utjecaja okoliSa na fenotipsku varijabilnost, su izrazito visoke vrijednosti komponenata
varijance za efekte interakcija blok x familija kao i varijance ostatka (varijance uzrokovane
razlikama biljaka unutar blokova i familija). U skladu s navedenim, opravdano je pretpostaviti
da su neocekivano niske nasljednosti procijenjene za veéinu istrazivanih populacija bile
uzrokovane velikom raznovrsno$¢u okolisnih utjecaja na biljke u velikim pokusnim nasadima
osnovanim na heterogenom Sumskom stani$tu. Ova se pretpostavka mozZe potkrijepiti 1
tablicama (29. do 33.) u kojima je vidljivo kako je za sve populacije, u sva tri pokusna nasada
1 tijekom cijelog istraZivanog razdoblja, najveéi dio fenotipske varijabilnosti zauzimala
upravo komponenta varijance ostatka, dok su i varijance uzrokovane efektom interakcije blok
x familije takoder zauzimale relativno ve¢i udio fenotipske varijabilnosti kod velike vecine
populacija. S tim u svezi, HOULE (1992) iznosi kako odredena svojstva imaju visok
koeficijent aditivne varijabilnosti unato¢ niskoj nasljednosti zbog visoke varijance ostatka (t;j.
neaditivne genetske i okoliSne varijance ukljucujuéi i varijancu greske), a ne osiromasenu
aditivnu genetsku varijancu uslijed jake usmjerene selekcije.

Koeficijenti aditivne varijabilnosti (CVa) za svojstvo visine u sva tri pokusna nasada
bili su nizi od koeficijenata litvanskih populacija u istrazivanjima BALIUCKAS (2000),
BALIUCAKS i PLIURA (2003, 2008). Moguce je kako hrvatske populacije hrasta luznjaka
posjeduju nizi stupanj unutarpopulacijske varijabilnosti od litvanskih. Koeficijent CVa

izrazeno ovisi o okoliSnim uvjetima jer je standardiziran aritmetickom sredinom odredenog
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fenotipskog svojstva, te moze znacajno varirati kod istih populacija ako se nalaze u razli¢itim
uvjetima. Ovakva zavisnost i promjena vrijednosti koeficijenta CVa uocena je i kod Sest
litvanskih populacija na tri razliita staniSta u istrazivanjima BALIUCKAS i PLIURA (2003,
2008). Isto tako promjena vrijednosti koeficijenta CVa uocena je za svojstvo visinskog rasta
kada ih usporedujemo izmedu tri pokusna nasada (tablice od 31 do 33).

U ovoj studiji vrijednosti nasljednosti i koeficijenta CVa su uglavnom bile pozitivno
korelirane, odnosno populacije s viSom nasljednosti imale su i viSe vrijednosti CVa. Veli€ina
aditivne genetske varijance prikazuje odgovor populacija na usmjerenu selekciju, a u ovom
istrazivanju je za veéinu populacija i svojstava bila niska. Dakle, moze se pretpostaviti kako
su za vecinu istrazivanih populacija niske aditivne genetske varijance u kombinaciji s
visokom varijancom ostatka bile uzrok niske nasljednosti. To naravno ne znaci da je utvrdeno

kako te populacije ne posjeduju dovoljnu razinu varijabilnosti potrebnu za prilagodavanje.

4.2.2. Prezivljenje

Nakon prve godine rasta u pokusnom nasadu prezivljenje populacija bilo je izvrsno
(od 97 do 100 %), ali se ve¢ slijedece godine dogodio znacajni pad. U tom razdoblju najbolje
prezivljenje imala je populacija HR 12, dok je veliki pad prezivljenja zabiljezen kod
populacija HR 609 i HR 330 (tablice 15, 16 i 17). Sve populacije imale su nisku i vrlo nisku
genetsku varijabilnost i niti jedna populacija u pokusnom nasadu Jastrebarsko nije pokazala
visoku razinu genetske varijabilnosti za ovo svojstvo (tablice 36-38).

U pokusnom nasadu Koska jedino su populacije HR 368 i HR 627 imale umjerenu
genetsku varijabilnost (tablica 39), dok su u nasadu Vrbanja relativno vise koeficijente
aditivne genetske varijacije imale populacije HR 627, HR 160 i HR 16 (tablica 40).

Unato¢ vrlo niskoj procijenjenoj razini genetske varijabilnosti za svojstvo preZivljenja,
vecina populacija (izuzev HR 609 i HR 330) u pokusnom nasadu Jastrebarsko imala je visoko
prosjeéno prezivljenje. Nizak nivo varijabilnosti ukazuje kako populacije imaju manju
sposobnost prilagodavanja. Medutim, prezivljenje je specifino svojstvo jer se ocjenjuje
binarnom skalom (0 — nije ziva; 1 — ziva biljka), stoga je pozeljno imati populacije koje se
odlikuju relativno visokim prezivljenjem i male varijabilnosti (tj. vecina familija dobro
prezivljava). Relativno visa razina genetske varijabilnosti je pozeljna pak kod populacija koje
se odlikuju ispodprosjecnim prezivljenjem jer im to pruza sposobnost prilagodavanja putem

prirodne ili umjetne selekcije. Relativno visoko prosjecno prezivljenje veéine populacija
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govori kako su relativno dobro prilagodene uvjetima pokusnog nasada Jastrebarsko u
promatranom razdoblju. Naravno, za preporuciti pri obnovi su one populacije koje su
pokazale najvise prosjecne vrijednosti i najmanju varijabilnost (HR: 12, 58 i 627).

Za preporuku pri obnovi staniSta slicnih uvjeta kao nasad Koska istakle su se
populacije HR 12, HR 58 i HR 317 (tablice 18 i 39). Za pokusni nasad Vrbanja takve
karakteristike imale su populacije HR 330, HR 368 i HR 88 (tablice 19 i 40).

Medutim, prilikom preporuke za obnovu odredenog podrucja potrebno je izabrati
populacije koje su dobro prilagodene odredenim uvjetima stanista na temelju nekoliko
svojstava (npr. visine i prezivljenja). Populacije HR 12, HR 58 su unato¢ nadprosje¢nom
prezivljenju imale ispodprosjecne visine, a populacije HR 88 i HR 317 su imale nadprosjecne
visine i srednje prezivljenje. HR 627 je populacija sa prosje¢nim visinama i nadprosjecnim
prezivljenjem, dok je za oba svojstva nadprosjec¢ne vrijednosti imale populacije HR 387 i HR
160. Sve navedene populacije imale su nizu razinu varijabilnosti ukazujuci na to kako je
veéina familija zapravo dobro prilagodena uvjetima u pokusnom nasadu. Usporedujuci tako
razinu genetske varijabilnosti i prosje¢ne vrijednosti za svojstva visinskog rasta i prezivljenja
dobro prilagodenim populacijama za obnovu sastojina sli¢nih ekoloskih uvjeta kao pokusni
nasad Jastrebarsko modu se smatrati populacije HR 387, HR 160, HR 627, HR 317 i HR 88.

Za pokusni nasad Koska preporuka mogu biti populacije HR 12, HR 58, HR 368 i HR
317, a za podrucja sli¢nih ekoloskih karakteristika kao nasad Vrbanja populacije HR 368 i HR
330.

4.2.3. Zimska retencija li§¢a

Zadrzavanje proslogodisnjeg odumrlog lis¢a do novog listanja, odnosno zimska
retencija liS¢a fenomen je rodova Quercus, Fagus, Carpinus i dr. Razni autori razloge pojave
ovog svojstva tumace na razne na¢ine, no ADDICOTT (1982) iz HERzOG i KRABEL (1996)
naznacuje kako ovaj fenomen ne ovisi o starosti sastojina niti o klimatskim prilikama. Nakon
provedene studije HERZOG i KRABEL (1996) navode kako je zimska retencija lis¢a genetski
uvjetovan fenomen, proucavajuci dvije sastojine hrasta luznjaka. Istrazivane sastojine su se
genetski razlikovale na temelju izoenzimskih genetskih biljega, takoder sastojina s jedinkama
koje su pokazale fenomen zimske retencije lis¢a imale su vise rijetkih alela. Kako navode

autori mozda je genetski drift uvjetovao izmijenjenu genetsku strukturu ili je selekcija imala
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takav utjecaj na istrazivane sastojine. No da li je to svojstvo prilagodbeno vrijedno i §to je
rezultat pojave tog svojstva tek treba ustanoviti.

Za svojstvo zimske retencije lis¢a, kroz istrazivano razdoblje, veci je broj populacija
imao visu razinu nasljednosti nego za ostala istrazivana fenotipska svojstva (tablice 41 — 43).
Kako je nasljednost kvantitativni geneticki parametar koji ukazuje na relativni utjecaj
genetske kontrole na neko poligeno svojstvo (BOGDAN 2009), moze se zakljuéiti kako je

svojstvo zimske retencije liS¢a pod ve¢om genetskom kontrolom.

4.2.4. Intenzitet zaraze pepelnicom

Za svojstvo intenziteta zaraze pepelnicom utvrdene su razlike u razinama genetske
varijabilnosti istrazivanih populacija. Veéina je populacija unutar dvije analizirane godine
imala nisku i vrlo nisku genetsku varijabilnost (tablice 44 i 45). Umjerenu unutarpopulacijsku
genetsku varijabilnost pokazale su populacije HR 160 i HR 203 u 2011., te populacije HR 609
i HR AM u 2012. godini. Populacija HR 609 imala je ujedno i najnizu prosje¢nu zarazu u obje
godine. Razlika u intenzitetu zaraze razlikovala se izmedu dvije godine, tj. 2012. godine je
intenzitet bio znatno visi. Medutim, rangiranje populacija od najnizeg do najviseg intenziteta
zaraze bilo je vrlo slicno u obje godine (slika 22). Populacije koje su uz prosje¢no nizi
intenzitet zaraze imale i visu razinu genetske varijabilnosti su dobro prilagodene na iskusane
uvjete, ali posjeduju i vecu prilagodljivost na okolisne promjene (HR: 16, 203, 330 i 609 —
slika 22 i tablica 45). Populacija HR AM je uz visok intenzitet zaraze imala i visu razinu
varijabilnosti $to znaci kako posjeduje relativno visu prilagodljivost uvjetima doti¢nog
staniSta, ali se ne moze smatrati dobro prilagodenom populacijom. Populacija HR 12 imala je
u obje istrazivane godine najvisi intenzitet zaraze, i nije pokazala nikakvu genetsku
varijabilnost §to ukazuje kako ova populacija za ovo Svojstvo nema moguénost
prilagodavanja.

Populacije koje su imale niZu razinu zaraze (slika 22), ranije su zapocinjale listanje
(slika 23), a kako pepelnica najlakSe provodi zarazu na mladim jo§ potpuno nerazvijenim
listovima (GLAVAS 1999), to je najvjerojatnije rani pocetak listanja uzrok niskog intenziteta
zaraze takvih populacija. Takoder, populacije HR 203, HR 330 i HR 609 potjecu iz
humidnijih staniSta (tablica 3), dok populacija HR 16 potjece iz relativno aridnijeg stanista ali

je takoder ranije zapocinjala listanje te imala niZi intenzitet zaraze. To ukazuje kako je
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fenologija listanja najvaznija za relativnu otpornost odnosno osjetljivost populacija na zarazu

hrastovom pepelnicom.

4.2.5. Fenologija listanja

Populacije HR 609, HR 330 i HR 88 su tijekom citavog analiziranog razdoblja u
nasadu Jastrebarsko najranije listale, dok su populacije HR 12, HR AM i HR 58 najkasnije
zapocinjale listanje (slika 23). Stabilnost ekspresije fenologije listanja tokom vremena
potvrduju i istrazivanja BALIUCKAS (2000) i BALIUCKAS I DR. (2001). Relativno najviSe
vrijednosti nasljednosti ukazuju na visoku unutarpopulacijsku genetsku varijabilnost te
potvrduje fenologiju listanja kao visoko nasljedno svojstvo (tablice 46-48). Visok udio
komponenti varijance efekta familija i njihova statisticka znacajnost kod vecine populacija
upucuje kako postoji znacajna unutarpopulacijska varijabilnost za svojstvo fenologije.
Takoder, visoke vrijednosti komponenata varijance za efekte interakcije blok X familije
najvjerojatnije su uzrok djelovanja heterogenih okolisnih ¢imbenika unutar pokusnog nasada.
Kod prostorno velikih pokusnih nasada s vrstama Sumskog drveéa osnovanim na heterogenom
staniStu nije neocekivano za pretpostaviti kako ¢e velik udio fenotipske varijabilnosti otpadati
na varijancu uzrokovanu efektom interakcije blok x familije.

Razina nasljednosti za svojstvo fenologije listanja kod vecine je populacija bila
umjerena do visoka, $to upucuje na genetski nasljedno svojstvo. STOJKOVIC (1991) u svom
istrazivanju navodi kako je nasljednost fenologije odredena s 3 para gena, te kako je
potomstvo za svojstvo fenologije dobiva vecu vrijednost kriZzanja po majcinskoj liniji.
Odnosno, utvrdivanjem pocetka listanja potomstva u pokusnom nasadu, mozemo zakljuciti i
kojoj formi pripadaju populacije iz kojih potje¢u. Takoder kako navodi SToJKOVIC (1991)
statisticki znacajna korelacija izmedu majki i potomstva upucuje i na selektivnu oplodnju
unutar odredenog tipa ranije odnosno kasnije listaju¢ih populacija.

Visoka nasljednost pocetka listanja uoena je i u istraZivanju JENSEN (2000) (h? =
0,87). Kod BALIUCKAS i PLIURA (2003) efekti familija bili su znacajni u gotovo svim
populacijama, iako je niza razina znacajnosti u ovom istrazivanju (nivo od 0,01 do 0,0001).
Takoder, u navedenom istrazivanju CVp za svojstvo listanja bio je visok (11,3-75,4) (kao i u
istrazivanjima BALIUCKAS 2000; BALIUCKAS i dr. 2001), dok je u ovom istrazivanju CVa bio
izrazito nizi (0,00-7,25). Koeficijent CVa znacajno ovisi o okolisnim uvjetima jer je

standardiziran aritmetickom sredinom fenotipskog svojstva ispoljenog u odredenim uvjetima
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pokusnog nasada, te je vjerojatno to utjecalo na tako nizak CVa. No visok koeficijent aditivne
varijacije upucuje i na moguénost adaptacije populacija u novim uvjetima (BALIUCKAS i dr.
2001; JENSEN i HANSEN 2008).

Populacije koje su ranije listale (HR: 16, 203, 330 i 609 — slika 23) imale su i nizi
intenzitet zaraze pepelnicom (slika 22), ali su imale niske vrijednosti za visinski rast (slika
17), te se ne mogu preporuciti za obnovu povrsina kao §to je pokusni nasad Jastrebarsko.
Populacije HR 88 i HR 387 su ranije listale, imale su prosjecan intenzitet zaraze pepelnicom i
nadprosjecne visine, te se mogu preporuciti prilikom obnove povrSina ekoloskih prilika
slicnih pokusu Jastrebarsko. Dakako, tretiranja fungicidima protiv hrastove pepelnice vrlo
vjerojatno su imali znacajan utjecaj na konacni visinski rast populacija, te ostaje pitanje kako
bi populacije reagirale bez visekratnog tretiranja fungicidima. Kasnije listaju¢e populacije
(HR: 12, AM, 58, 163) ne mogu se preporuciti za koriStenje prilikom obnove zbog viseg

intenziteta zaraze, te ispodprosjecnog visinskog rasta.

4.2.6. Ostecenost biljaka kasnim proljetnim mrazem

Umjerenu razinu genetske varijabilnosti za otpornost biljaka na kasni proljetni mraz
imala je jedino populacija HR 16 (tablica 49). Ostale su populacije imale nisku i vrlo nisku
genetsku varijabilnost. Populacija HR 16 imala je prosjecnu oStec¢enost biljaka, ali umjerena
varijabilnost izdvaja ovu populaciju kao onu koja posjeduje relativno veéu prilagodljivost na
promjene okoli$nih uvjeta.

Prosjecno i kasnije listaju¢e populacije imale su veéi intenzitet oStecenosti lisne mase
od ranije listaju¢ih (slike 23 i 24), sli¢no kao §to je i intenzitet zaraze pepelnicom pratio
ovakav trend (slike 22, 231 24).

Kasni proljetni mraz proucavao se i na litvanskim populacijama hrasta luznjaka
(BALIUCKAS 2000; BALIUCKAS i PLIURA 2003, 2008), gdje je takoder utvrdena znacajna
korelacija izmedu listanja i oStecenosti biljaka kasnim proljetnim mrazem. Mraz je kod
litvanskih populacija najvise utjecao na one koje su bile intermedijarne, §to po njihovim
zakljuécima upucuje na selekcijski proces povecanja udjela ekstremnih fenoloSkih formi
(kasno i rano listaju¢ih populacija). Proljetni mraz je pogodio podru¢je pokusnog nasada
Jastrebarsko u svibnju, dakle vrlo kasno, $to je uvjetovalo da su u ovom istrazivanju najvise
stradale bas kasnije listaju¢e populacije koje su tada prolistavale ili netom prolistale. Nakon

djelomic¢nog ili potpunog stradavanja lisne mase od strane mraza, nastupilo je toplo vrijeme
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povoljno za razvoj pepelnice. To je najvjerojatniji razlog Sto su onda iste te populacije
(kasnije listaju¢e) imale najvecu zarazu pepelnicom, jer su obnovile lisnu masu u
najpovoljnijim uvjetima za zarazu.

Litvanske populacije imale su i znac¢ajnu unutarpopulacijsku genetsku varijabilnost, te
potencijal populacija za adaptaciju i reagiranje na klimatske promjene. Nasljednosti i
koeficijenti CVa kod hrvatskih istrazivanih populacija su bili niski (tablica 49). Niska razina
nasljednosti najvjerojatnije je posljedica visoke varijance ostatka tj. neaditivne genetske i
okolisne varijance ukljuuju¢i 1 varijancu greSke, a ne osiromasena aditivnha genetska

varijanca uslijed jake usmjerene selekcije (HoULE 1992).
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4.3. Razina kvantitativne genetske diferencijacije populacija

Kako je u prethodnom poglavlju napomenuto, genetska raznolikost osnovni je
mehanizam prilagodbe populacija i vrsta promjenama koje se zbivaju u okoliSu. Genetska
diferencijacija populacija, odnosno medupopulacijske razlike takoder su vrlo vazna

komponenta genetskog bogatstva neke vrste.

4.3.1. Visinski rast i prirast

Za svojstvo visinskog rasta utvrden je statisticki znacajan efekt populacija i visok
parametar Kkvantitativne genetske diferencijacije (Qsr), S$to upuduje na genetsku
izdiferenciranost populacija. Efekt familija unutar populacija nije bio statisticki znacajan, $to
znaCi kako je utvrdena viSa razina genetske varijabilnosti izmedu nego unutar populacija
(tablica 50). PoroviC i dr. (2014) su za svojstvo visina jednogodi$njih sadnica istih populacija
takoder utvrdili statisticku znacajnost efekata populacija.

I u pokusnom nasadu Koska utvrdena je genetska izdiferenciranost populacija za
svojstvo visina (tablica 51). Medutim, u pokusnom testu Vrbanja nije utvrdena
medupopulacijska genetska raznolikost ve¢ izrazita unutarpopulacijska varijabilnost, te
fenotipska plasti¢nost istrazivanih populacija (tablica 52). Takoder utvrdena je statisticka
znalajnost efekta interakcije blok x familija, Sto upucuje kako se genetske razlike izmedu
populacija za ovo svojstvo vjerojatno umanjene zbog velikog utjecaja okoliSnih uvjeta.

BALIUCKAS i PLIURA (2003) utvrdili su statisticku znacajnost slu¢ajnog efekta familija
istrazivajuéi svojstvo visinskog rasta kod litvanskih populacija hrasta luznjaka. Fiksni efekt
populacija nije bio statisticki znacajan, dok je efekt blokova u vecini slucajeva bio statisticki
znacajan. Odnosno utvrdili su unutarpopulacijsku raznolikost, dok medupopulacijske
diferencijacije za ovo svojstvo nije bilo. Ali takoder je utvrdena statisticka znacajnost efekta
interakcije blok x familija. Ova znacajnost najvjerojatnije ukazuje kako su genetske razlike
izmedu populacija potisnute, odnosno nisu mogle do¢i od izrazaja zbog vrlo jakog utjecaja
okoliSa na svojstvo visinskog rasta. Sli¢ne rezultate dobili su BALIUCKAS i PLIURA (2008) i u

istrazivanju istih populacija u starijoj dobi.
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Za svojstvo visinskog prirasta u testu Jastrebarsko nije utvrdena statisti¢ki znacajna
medupopulacijska varijabilnost, ve¢ se statisticki znac¢ajnim pokazao efekt interakcije blok X
populacija ukazujuéi na fenotipsku plasti¢nost populacija. Parametar Qgst bio je priliéno visok
Sto ipak ukazuje na postojanje medupopulacijske diferencijacije (tablica 53). Procijenjena
komponenta varijance efekta populacija za prirast 2010.—2011. godine bila je relativno velika
(7,5253), dok je komponenta varijance familija bila izrazito mala (0,02919). To je uzrokovalo
visoku vrijednost parametra Qst, iako komponenta varijance efekta populacija nije bila
statistiCki znacajna. Iz deskriptivne statistike ipak Se moze uociti kako se populacije
poprili¢no razlikuju s obzirom na visinski prirast (tablice 13 i 14).

Izrazito visoke vrijednosti varijance ostatka (varijanca uzrokovana razlikama izmedu
biljaka unutar blokova i familija) najvjerojatnije su nastale zbog djelovanja heterogenih
okoli$nih ¢imbenika na visinski prirast populacija. Svojstvo visinskog prirasta kao i ostala
kvantitativna morfolo§ka svojstva poput visine, pod velikim su utjecajem kompleksnih
interakcija raznovrsnih okoli$nih ¢imbenika (svjetlost, toplina, vlaga, Stetnici, kompeticija i
brojni drugi) koji djeluju na biljke tijekom rasta. Procjene pripadaju¢ih komponenata
varijance znacajno SuU uvjetovane snagom kontrole okoli$nih ¢imbenika u pokusnom nasadu.
Kada su nasadi osnovani na velikoj povrsini dolazi do heterogenosti stanisnih uvjeta, te
djelovanje okoli$nih ¢imbenika moze uzrokovati visoku razinu fenotipske varijabilnosti i time
potisnuti genetski uvjetovane razlike. Opravdano je za pretpostaviti kako je izostanak
statisticke znacajnosti za efekte populacija i familija unutar populacija bio uzrokovan velikom

raznovrsno§cu okoli$nih utjecaja na biljke.

4.3.2. Prezivljenje

Kako je prezivljenje prve istraZivane godine u testu Jastrebarsko kod svih populacija
bilo iznimno visoko, nije se mogla ispoljiti njihova genetska diferenciranost. Medutim,
kasnije se ispoljila njihova medupopulacijska diferencijacija. Utvrden je i odredeni nivo
fenotipske plasti¢nosti populacija, $to je vidljivo iz statisticke znacajnosti efekata interakcije
blokova s populacijama (tablica 54).

U pokusnom nasadu Koska takoder su uocene statisticki znacajne razlike izmedu
populacija, kao i znacajna fenotipska plasticnost populacija (tablica 55). Dok su u pokusnom
nasadu Vrbanja statisticki znacajne bile samo efekti interakcije blok x populacija i blok x

familija (tablica 56). Utvrdena statisti¢ka znacajnost efekta interakcije blok x familija upucuje
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kako su genetske razlike izmedu populacija najvjerojatnije potisnute zbog velike

heterogenosti okolisnih uvjeta u nasadu Vrbanja.

4.3.3. Zimska retencija li§¢a

Ovim su istrazivanjem potvrdene medupopulacijske genetske razlike, te znacajna
unutarpopulacijska genetska varijabilnost za ovo svojstvo kod hrasta luznjaka (tablica 57).
Medutim, interakcije bloka s familijama i populacijama nisu bile statisticki znacajne, Sto
upucuje kako je ovo svojstvo pod velikom genetskom kontrolom, Sto potvrduje i visok

koeficijent CVx (tablice 41-43), kao i istrazivanje HERZOG i KRABEL (1996).

4.3.4. Intenzitet zaraze hrastovom pepelnicom

Kako bi se donekle suzbio negativan utjecaj pepelnice, moguce je identificirati
populacije i/ili familije koje posjeduju veéu razinu otpornosti, te njihov genetski materijal
prosiriti u sastojine koje su pod utjecajem opetovanih jakih zaraza, ako ekoloski uvjeti to
dozvoljavaju.

Genetska raznolikost unutar i izmedu populacija za svojstvo intenziteta zaraze
hrastovom pepelnicom utvrdena je 2012. godine (tablica 58), kada je i intenzitet zaraze bio
znatno visi (slika 22). 2011. godine statisticki visoko znacajna bila je interakcija blok x
populacija ukazuju¢i na ovisnost poloZzaja populacija unutar nasada o intenzitetu zaraze
(tablica 58). Kada se populacije promatraju zasebno (tablice 44 i 45) moze se uociti variranje
nasljednosti i koeficijenta CVa po populacijama i izmedu analiziranih godina. Populacije su
najvjerojatnije zbog razlika u po¢ecima listanja imale razliite intenzitete zaraze (slike 22 i
23), odnosno veci intenzitet zaraze imale su kasnhije listajuée populacije. Takoder su
vjerojatno i mikroklimatske prilike unutar blokova uzrokovale statisticku znacajnost
interakcije. Detaljne analize tih mikrostani$nih razlika nisu provedene i moZe Se samo
pretpostaviti da su se staniSni uvjeti blokova mogli razlikovati zbog razliitog polozaja
populacija u blokovima i utjecaja starije sastojine hrasta luznjaka koja se nalazi uz pokusni

nasad.
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4.3.5. Fenologija listanja

Statisticki znacajan efekt populacija ukazuje na genetski uvjetovane razlike u pocetku
listanja izmedu populacija. Visok parametar kvantitativne genetske diferencijacije takoder
jasno ukazuje na postojanje medupopulacijske genetske diferencijacije. Ovdje su opet efekti
interakcija familija i populacija s blokovima bili statisticki znacajni $to ukazuje na fenotipsku
plasti¢nost populacija, odnosno na moguénost njihove prilagodbe na mikro razlike koje se
pojavljuju u nasadu Jastrebarsko (tablica 59).

BALIUCKAS 1 PLIURA (2003, 2008) za svojstvo fenologije listanja analizirajui
litvanske populacije hrasta luznjaka u tri pokusna nasada utvrdili su statisticku znacajnost
efekata familija i populacija, odnosno i unutar populacijsku varijabilnost i medupopulacijsku
diferencijaciju. Kako navode BALIUCKAS i PLIURA (2003), medupopulacijsku diferencijaciju
najvjerojatnije je uzrokovalo pristrano opraSivanje rano listaju¢ih populacija sa ranolistaju¢im
i obrnuto, kasnolistaju¢ih sa kasnije listaju¢im populacijama. Takoder, tim je istrazivanjem
utvrdena i visoka korelacija izmedu pocetka listanja 1 osteéenosti kasnim proljetnim mrazem.

U istrazivanju JENSEN (2000) utvrdena je visoka unutarpopulacijska varijabilnost
fenologije listanja, kao i u ovom istrazivanju gdje je nivo statisticke znacajnosti efekta
familija unutar populacija bio visi od efekta populacija, ukazujuéi na visoku razinu
unutarpopulacijske genetske varijabilnosti za ovo svojstvo (tablica 59). JENSEN (2000) je
utvrdio i stabilnost pocetka listanja populacija izmedu godina, kao $to je slucaj i u ovom
istrazivanju (slika 23).

JENSEN i HANSEN (2008) izvjesc¢uju kako su populacijske razlike za svojstvo fenologije
listanja bile statisticki znafajne za populacije hrasta luznjaka sa Sireg podrucja
rasprostranjenosti (sjeverne, srednje i zapadne Europe). Visok parametar kvantitativne
genetske diferencijacije (Qst) za svojstvo fenologije, kako navode autori oznacava kako je
prirodna selekcija bila glavni ¢imbenik oblikovanja strukture populacija za ovo svojstvo, te
isto tako upuc¢uje na jaku adaptaciju populacija njihovim lokalnim uvjetima. lako ovo
istrazivanje obuhvaca znac¢ajno manje podrucje rasprostranjenosti nego kod JANSEN i HANSEN
(2008), takoder je uocen visok Qsr (tablica 59). To upucuje na utjecaj prirodne selekcije na

0VO svojstvo, ¢ak 1 na geografski manjem podrucju kao $to je Hrvatska.
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4.3.6. Ostecenost biljaka kasnim proljetnim mrazem

Populacije su za svojstvo oStecenosti kasnim proljetnim mrazem pokazale znatnu
ovisnost polozaja populacija unutar pokusnog nasada, Sto pokazuje kako su zapravo
mikookoli$ni uvjeti, poput prostornog polozaja i utjecaja okolne starije sastojine hrasta
luznjaka uzrokovali razlike u svjetlosno—toplinskim uvjetima i time u intenzitetu oSteéenja.
Medupopulacijska genetska diferencijacija nije utvrdena (tablica 60), iako se iz slika 23 i 24
moze naslutiti kako su kasnije listajuce i1 intermedijarne populacije bile vise oStecene kasnim
proljetnim mrazem od ranolistaju¢ih. Medutim, razlike nisu bile dovoljne za utvrdivanje
statistiCke znacajnosti genetskih razlika izmedu populacija.

BALIUCKAS i PLIURA (2003) utvrdili su statisticki znacajan efekt populacija za svojstvo
ostecenosti biljaka kasnim proljetnim mrazem. Medupopulacijske razlike objasSnjene su
pocetkom listanja, no kod litvanskih populacija najoSteCenije su bile intermedijarne
populacije, $to autore navodi na konstataciju kako ¢e selekcija i¢i u smjeru favoriziranja rano i
kasno listajucih populacija.

Na sjeveru Europe kasni proljetni mraz nema veliki utjecaj na hrast luznjak, ve¢ rani
jesenski mraz, stoga kao svojstvo nije zna¢ajnije analizirano. No istraZivanje JENSEN (2000)
ukljucilo je evidenciju oStecenosti biljaka kasnim proljetnim mrazem, gdje su ranije listajuce

nordijske populacije bile viSe oSte¢ene mrazem.
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4.4. Obrazac medupopulacijske kvantitativne genetske diferencijacije

Sva dosadasnja istrazivanja provedena na hrastu luznjaku u Hrvatskoj slazu se s
postojanjem genetske diferencijacije populacija, medutim rezultati o obrascu genetske
diferencijacije nisu ujednaceni. S jedne strane, veéi dio autora zakljucio je da
medupopulacijska diferencijacija nije odgovarala geografskom obrascu, ve¢ da utvrdeni
karakter diferencijacije ukazuje na ekotipski obrazac genetskih razlika izmedu provenijencija,
koji podrazumijeva diferencijaciju s obzirom na slicne okoliSne uvjete koji vladaju u
pojedinim sastojinama (FRANJIC 1994, 1996, 1996A; FRANJIC i SKVORC 2001; BOGDAN i dr.
2009; IVANKOVIC i dr. 2011; PorPovIC i dr. 2014). S druge strane, neka istrazivanja ukazala su
na geografsku diferencijaciju odnosno razlike izmedu sjemenskih zona (ROTH 2003; KRSTINIC
i dr. 1996).

Analizirane populacije u ovom istrazivanju predstavljaju zapravo podrucje
rasprostranjenosti hrasta luznjaka u Hrvatskoj, a postojanje medupopulacijskih genetskih
razlika nameée pitanje na koji se nain te populacije medusobno razlikuju. Sa ciljem
determinacije obrasca genetske diferencijacije, pristupilo se daljnjim analizama
multivarijatnom regresijskom stabalnom analizom (MRT). Prilikom analize geneticki
¢imbenici, odnosno populacije svrstavaju se u klastere s obzirom na klimatske parametre
mati¢nih sastojina iz kojih potjecu i na temelju vrijednosti standardizirane aritmeticke sredine

kvantitativnih svojstava.

4.4.1. Visinski rast

Utvrdena genetska diferencijacija izmedu populacija sa svojstvo visinskog rasta barem
se djelomi¢no moze objasniti klimatskim uvjetima koji su prosje¢no vladali u njihovim
mati¢nim sastojinama, u referentnom razdoblju od 1981. do 2009. godine. Naime, populacije
koje potjecu s podrucja gdje period bez mraza zapocinje kasnije (tj. kasni proljetni mrazevi se
u prosjeku pojavljuju do kasnijeg datuma tekuce godine) imale su prosje¢no najslabiji rast
(slika 25). S druge strane, populacije koje potjecu s lokacija gdje period zavrSetka proljetnih
mrazeva zapocinje prosjecno ranije, a istovremeno 1 rani jesenski mrazevi nastupaju ranije
imale su najvece prosjeéne Vvisine (slika 25). Zbog toga se opravdano moze pretpostaviti kako
je genetska kompozicija istrazivanih populacija oblikovana prirodnom selekcijom za vecu

otpornost prema kasnim proljetnim odnosno ranim jesenskim mrazevima. Vjerojatno je da su
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populacije otpornije na kasne proljetne mrazeve genetski oblikovane za kasniji pocetak rasta
(radi izbjegavanja kasnih mrazova), dok su populacije otpornije na rane jesenske mrazeve
genetski oblikovale na raniji zavrSetak rasta. Isto tako, opravdano je za pretpostaviti kako je u
istrazivanom razdoblju na lokaciji pokusnog nasada Jastrebarsko dominantan selekcijski
pritisak na visinski rast bio upravo utjecaj ranih jesenskih mrazeva. Stoga su i bolje
prilagodene populacije na takav selekcijski pritisak (HR: 88, 160 i 317 — slika 25) imale
najveci visinski rast u nasadu Jastrebarsko jer su ranije zapocinjale s rastom ali i zavrSavale
ranije, te zbog toga bolje iskoristile trajanje vegetacijskog perioda, pritom izbjegavajuci
negativne posljedice jesenskog mraza.

Analize visinskog rasta populacija u pokusnom nasadu Koska (BOGDAN i dr. 2016, u
tisku) takoder ukazuju na znacaj klimatskih uvjeta podrucja s kojeg potje¢u. S obzirom kako
je taj pokusni nasad bio izlozen dugotrajnom susnom razdoblju, tada se moze opravdano
pretpostaviti kako je tamo susni stres dio dominantan selekcijski pritisak. Zbog toga su
prosjecno nizi visinski rast imale populacije koje potjecu iz relativno humidnijih stanista. One
populacije koje su bolje prilagodene aridnijim uvjetima imale su prosje¢no veci visinski rast.
Na sli¢ne zakljucke ukazuju i dobiveni rezultati ovog istrazivanja (slika 34).

Klinalni obrazac razdvajanja za svojstvo rasta utvrden je kod populacija koje su
potjecale iz Sireg podrucje Europe (JENSEN 2000). Medutim kod usporedbe populacija s
manjeg geografskog podruc¢ja najcesc¢e se ne uocava klinalni, ve¢ ekotipski obrazac
razdvajanja (BALIUCKAS i dr. 2001; JENSEN i HANSEN 2008; BALIUCKAS i PLIURA 2003), §to je
i ovdje potvrdeno. JENSEN i HANSEN (2008) navode kako se inferioran rast populacija hrasta
luZnjaka iz centralnog 1 zapadnog dijela Europe moZe pojasniti njithovim kasnijim zavrSetkom
rasta (engl. budset), jer na njih znacajno utjece rani jesenski mraz koji se na sjeveru Europe

pokazao kao limitiraju¢i faktor za visinski rast.

4.4.2. Prezivljenje

Genetska diferencijacija utvrdena je i za svojstvo prezivljenja (tablica 53 i slika 26).
Prvi klaster Cine populacije HR 609 i HR 330 koje prema Hargreaves-ovoj referentnoj
evaporaciji dolaze iz relativno humidnijeg stanista. Usporedbom slika 25 i 26 moze se
zaklju¢iti kako su populacije (HR 609 — USP Buzet i HR 330 — USP Zagreb) imale
ispodprosjecno prezivljenje i visinski rast u odnosu na prosjek svih populacija u pokusnom

nasadu Jastrebarsko.
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Kako su sve populacije imale izrazito visoko prezivljenje u 2010. godini, za
utvrdivanje obrasca razdvajanja zanimljivije je obratiti pozornost na 2011. i 2012. godinu. U
te dvije godine dolazi do znacajnijeg pada prezivljenja populacija koje potjec¢u iz humidnijih
podrucja, dok su prosjecno najbolje prezivljenje ostvarile su populacije koje potjeCu iz
relativno suSih, ali zimi relativno toplijih staniSta. Te su populacije vrlo vjerojatno bolje
prilagodene uvjetima koji vladaju na pokusnom nasadu Jastrebarsko. Kako je vec
napomenuto, prema izvjestaju DHMZ-a (http://klima.hr/ocjene_arhiva.php), 2011. godina bila
je vrlo susna i vruca $to je znacajno utjecalo na loSije prezivljenje populacija iz relativno
humidnijih staniSta, dok istovremeno takvi vremenski uvjeti nisu negativno utjecali na
populacije prilagodene toplijim i su$nim staniStima.

BOGDAN i dr. (2016, u tisku) takoder su utvrdili ovisnost prezivljenja o humidnosti
staniSta iz kojih potjecu analizirane populacije. U tom Su istrazivanju niZe preZivljenje takoder
imale populacije HR 330 i HR 609, §to samo potvrduje znacajnost klimatskih uvjeta stanista s
kojih potjecu populacije. JENSEN i HANSEN (2008) navode kako je loSije prezivljenje
uzrokovano kasnijim zavrSetkom rasta, ta kako na te populacije negativan utjecaj ima rani
jesenski mraz. No, oni su istrazivali populacije hrasta luznjaka sa Sireg Europskog podrugja.
Iz svega navedenog mozemo zakljuciti kako su osnovni selekcijski pritisci oblikovanju

genetske strukture sastojina bili ekoloski uvijeti stanista iz kojih potjecu.

4.4.3. Zimska retencija li§¢a

Iako je zimska retencija li¢a ponajprije genetski uvjetovano svojstvo namjera je bila
utvrditi obrazac genetskog razdvajanja populacija s obzirom na klimatske parametre mati¢nih
sastojina iz kojih potjeCu istrazivane populacije. Utvrdeni obrazac medupopulacijske
diferencijacije (slika 27) prvo ukazuje na razlike uvjetovane nadmorskom visinom, dok je
sljede¢i nivo razdvajanja uzrokovan prosje¢nom koli¢inom oborina tijekom ljetnog perioda.
Tako su populacije iznad 107 m n.v. imale viSe ocjene retencije, dok su sastojine iz podrucja
sa ve¢om koli¢inom oborina od svibnja do rujna imale manje odumrlog lis¢a na granama.
HERZzOG i KRABEL (1996) u svom istrazivanju navode kako je na medupopulacijske razlike
najvjerojatnije utjecala selekcija i sustav oplodnje.

Kada promatramo populacije iz klastera 2 (HR: 163, 368, 318, 317, 203, 330 i 609 —
tablica 2 i slika 27) mozemo uoditi kako one pripadaju zapadnom dijelu rasprostranjenosti

hrasta luznjaka u Hrvatskoj. Dakle, osim $to je U mati¢nim stani$tima tih populacija vise
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oborina tijekom ljetnog perioda, najvjerojatnije je na ovakav obrazac razdvajanja utjecao i
pristrani sustav oplodnje. Osim toga, ovo svojstvo tijekom cijelog istrazivanog perioda ima
visok i ujednacen parametar kvantitativne genetske diferencijacije (tablica 57), Sto takoder

potvrduje visoku genetsku uvjetovanost ovog svojstva.

4.4.4. Intenzitet zaraze pepelnicom

Prva razdioba za svojstvo intenziteta zaraze hrastovom pepelnicom izdvojila je Cetiri
populacije (slika 28) ¢iji je intenzitet zaraze bio ispodprosjecan, a koje potjeu sa humidnijih
staniSta (HR: 609, 330, 627 i 203). Nize vrijednosti Eref varijable ukazuju na potencijalno
humidnija stanis$ta, odnosno obrnuto viSe vrijednosti evaporacije stanista (Eref) ukazuju na
viSe temperature, veci raspon ekstremnih mjese¢nih temperatura i na potencijalno suse
staniSte, osobito ako gubitak vode transpiracijom biljke ne mogu nadoknaditi oborinama ili
podzemnom vodom.

Sa takvih staniSta populacije su se nadalje grupirale s obzirom na prosjecnu
temperaturu najtoplijeg mjeseca. Populacije HR 12, HR 16 i HR AM (USP Vinkovci) potjetu
sa staniSta gdje je prosjeCna temperatura najtoplijeg mjeseca iznad 22,2 °C, $to upucuje na
relativno toplija stanista, potencijalno susa gdje se hrastova pepelnica vjerojatno ne razvija u
znaCajnom intenzitetu, te su one bile i najintenzivnije zarazene pepelnicom (slika 28).

Populacije HR 12 i HR AM su Kkasnije listajuce, dok je populacija HR 16
intermedijarna, a GLAVAS (1999) iznosi kako pepelnica inficira list dok je jo§ mlad jer hifama
prodire u tkivo lista izravno probijajuci kutikulu, samo dok je ona tanka na mladom lis¢u.
Stoga populacije koje su imale najveéi intenzitet zaraze, nisu imale isti razvojni stadij lis¢a
kada se dogodila zaraza. Stanista sa kojih potjeCu navedene populacije su aridnija i time
relativno nepovoljna za masovni razvoj pepelnice. Kako navodi GLAVAS (1999) za razvoj
pepelnice potrebna je visoka zra¢na vlaga, te izmjena toplog i vlaznog vremena za masovnu
zarazu lis¢a hrasta pepelnicom. StaniSta populacija HR 12, HR 16 i HR AM imaju
karakteristike relativno aridnijih uvjeta, odnosno prosje¢no u tim staniStima ne vladaju
optimalni vremenski uvjeti za razvoj zaraze. S druge strane, populacije iz relativno humidnijih
podrucja, gdje pepelnica ima optimalne uvjete za razvoj imale su nizi intenzitet zaraze. 1z toga
se moze naslutiti kako je najvjerojatnije selekcija oblikovala genetsku strukturu populacija s

obzirom na intenzitet zaraze hrastovom pepelnicom.
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Iznadprosjecan visinski prirast, ali 1 ve¢i intenzitet zaraze pepelnicom imale su
populacije koje dolaze sa podrucja gdje je period bez mraza duzi, odnosno ima manje mraza
(slika 29). Potrebno je naglasiti kako je nasad bio tretiran fungicidom radi sprje¢avanja zaraze
pepelnicom, dva puta tijekom 2010. godine, te u svibnju 2011. i lipnju 2012. godine, Sto je
najvjerojatnije razlog zasto pepelnica nije znacajno utjecala na visinski prirast populacija.

Nizi visinski prirast populacija koje potjecu iz humidnijih podru¢ja najvjerojatnije je
uzrokovan nedostatkom koli¢ine oborina u pokusnom nasadu, zbog susnog perioda 2011. i
2012. godine (DHMZ, http://klima.hr/ocjene_arhiva.php), $to je uvjetovalo 1o8iji prirast ali i

nizak visinski rast tih populacija.

4.4.5. Fenologija listanja

Utvrdeni obrazac genetske diferencijacije populacija za svojstvo pocetka listanja (slika
30) ukazuje na obrazac razdvajanja geografskom duzinom, tj. zapadne populacije su
prosjecno ranije listale od isto¢nih. Istoéne populacije (HR: 12, AM, 58 i 163) koje su u
prosjeku najkasnije listale dolaze sa relativno toplijih stanista (tablica 3), te im je vjerojatno
trebao duzi period akumulacije dovoljne koli¢ine topline za prolistavanje, uz iznimku HR 16
koja je zapocela listati u prosjecno vrijeme s obzirom na sve istrazivane populacije.

U istrazivanjima BALIUCKAS i dr. (2004), nije uocen klinalni obrazac genetskog
razdvajanja Svedskih populacija, medutim prilikom istrazivanja danskih populacija
varijabilnost je objasnjena s obzirom na udaljenost mati¢nih sastojina od Sjevernog mora,
odnosno utjecajem maritimne klime na svojstvo prolistavanja populacija (JENSEN 2000). Kada
se promatraju populacije sa Sireg Europskog podru¢ja uocen je klinalni obrazac genetske
diferencijacije uzrokovan geografskom Sirinom (JENSEN 2000; JENSEN i HANSEN 2008).
Prilikom istrazivanja fenologije litvanskih populacija (BALIUCKAS 2000; BALIUCKAS i PLIURA
2003) uocena je znacajna medupopulacijska diferencijacija, ali bez uocenog klinalnog
obrasca. U ovom je istrazivanju potvrden ekotipski obrazac genetskih razlika izmedu
populacija hrasta luznjaka za svojstvo pocetka listanja na manjem geografskom podrucju,
kojeg su uglavnom utvrdili i ostali autori. Kod hrvatskih populacija, vjerojatni uzrok genetske
diferencijacije je prirodna selekcija uslijed razlika u toplini staniSta. Naime, rezultati ukazuju
da je populacijama koje potjecu s relativno toplijih staniSta isto¢ne Hrvatske u prosjeku
potrebno viSe topline za pocetak listanja. Stoga u relativno hladnijim staniStima zapadne

Hrvatske ove populacije prosjecno kasnije listaju.
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Rezultati su pokazali kako intenzitet zaraze pepelnicom ovisi o fenologiji listanja
(slika 31). Kasnije listaju¢e populacije imale su i veci intenzitet zaraze dok su ranije listajuce
populacije imale nizi intenzitet zaraze hrastovom pepelnicom. Iz toga se moze zakljuciti kako
intenzitet zaraze pepelnicom ovisi 0 razvojnom stadiju lista u vrijeme kada su najpovoljniji
uvjeti za razvoj pepelnice. Kako pepelnica preferira vlazno i1 toplo vrijeme, evidentno su
uvjeti za infekciju tijekom 2011. 1 2012. godine u nasadu Jastrebarsko bili najpovoljniji bas u
vrijeme kada je razvitak liS¢a kasnije listaju¢ih populacija tek zapocinjao. lako intenzitet
zaraze ovisi o fenologiji listanja, iz poglavlja 3.4.4. i slike 28 uocava se kako intenzitet zaraze
ovisi o toplini stani$ta. Odnosno populacije najintenzivnije zarazene pepelnicom (HR 12, HR
16 i HR AM) potjecu sa relativno toplijih stanista, potencijalno susih (slika 28), ali u razlicito
vrijeme zapocinju sa listanjem (slika 30). Stoga ove populacije nisu imale isti razvojni stadij

lis¢a kada se dogodila zaraza.

4.4.6. Ostecenost biljaka kasnim proljetnim mrazem

Medupopulacijska genetska diferencijacija populacija za ovo svojstvo nije bila
statisti¢ki znacajna (tablica 60). Medutim MRT analizom su populacije grupirane u klastere s
obzirom na humidnost i toplinu stanista (Eref varijabla — slika 32). Isto¢nije populacije HR
12, HR 16, HR AM i HR 163 potjecu sa suseg odnosno toplijeg staniSta, jer su Eref
vrijednosti njihovih mati¢nih sastojina prosje¢no vise. Ujedno, iste su populacije kasnijeg
listanja (slika 30) i imale relativno vecu os$teCenost kasnim proljetnim mrazem (slika 32).
Treba napomenuti kako je 2011. godine proljetni mraz u nasadu Jastrebarsko nastupio u
fazama listanja i vjerojatno im je zbog toga lisna masa relativno vise ostecena.

KLEINSCHMIT (1993) navodi kako populacije koje ranije listaju su 1 najceSce
podvrgnute Stetnom utjecaju kasnog proljetnog mraza, S$to rezultira oSteCenjima i
deformacijom oblika debla. U istrazivanjima litvanskih populacija hrasta luznjaka utvrdena je
vrlo visoka korelacija izmedu pocetka listanja i1 njihove oStecenosti kasnim proljetnim
mrazem (R? = 0,95) (BALIUCKAS 2000). U tom se istraZivanju pokazalo kako kasni mraz
najvise utjece na ranije listajue familije.

Opravdano je za pretpostaviti, kako bi eventualnom pojavom kasnog proljetnog mraza
u nesto ranijem periodu (npr. od sredine do kraja travnja) viSe bile oSteCene populacije koje

listaju ranije, dok bi kasnije listajuce izbjegle znacCajna oStecenja. To treba imati na umu
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prilikom davanja preporuka za koristenje Sumskog reprodukcijskog materijala iz istrazivanih
sjemenskih sastojina u obnovi Sumskih stanista, gdje proljetni mrazevi predstavljaju ucestali

selekcijski pritisak.
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4.5. Interakcija genotip x okolis§

Kada genotip (populacija/familija/klon) iskazuje razlicite fenotipske vrijednosti ovisno
o razli¢itim okoliSnim uvjetima, to se naziva interakcija genotip x okoli§ (engl. Genotipe by
Environment Interaction). Sposobnost biljaka da fenotipski reagiraju na razli¢ite okoliSne
uvjete naziva se fenotipska plastinost (engl. phenotypic plasticity). Genotipovi
(populacije/familije) posjeduju razli¢iti nivo plasti¢nosti, a kada mijenjaju rang s obzirom na
vrijednosti fenotipskog svojstva u razli¢itim okoliSnim uvjetima, tada postoji interakcija
genotip x okoliS. Utvrdivanje te interakcije vazno je za KoriStenje istrazivanih genotipova
(populacija/familija), davanje preporuka prilikom odredivanja sjemenskih zona, ocuvanja
genetske raznolikosti, te prometovanja Sumskim reprodukcijskim materijalom (BOGDAN 2009;
ERIKSSON i dr. 2006; WHITE i dr. 2007).

4.5.1. Visinski rast i prezivljenje

Analiza varijance provedena zbirno za sva tri pokusna nasada za svojstvo visinskog
rasta (tablica 61) pokazala je kako je efekt nasada bio visoko statisticki znacajan, $to ukazuje
na izrazite razlike u visinskom rastu istrazivanih populacija na razli¢itim staniStima pokusnih
nasada. Usporedujuci klimatske parametre pokusnih nasada iz tablica 4 i 5 (CLIMATEEU)
pokusni nasad Jastrebarsko ima najvecu koli¢inu oborina tijekom vegetacijskog perioda, a i
prema Hargreaves-ovoj referentnoj evaporaciji spada u podrucje sa najhumidnijim uvjetima.
Takoder se nalazi na najviSoj nadmorskoj visini gdje najveci utjecaj na razvoj biljaka ima
podzemna voda. Pokusni nasad KoSka ima najnizu godiSnju koli¢inu oborina, najniZu
prosje¢nu godiSnju temperaturu zraka, te najniZe prosjecne temperature najtoplijeg 1
najhladnijeg mjeseca. Takoder ima i najmanji broj dana bez mraza. NajviSa prosjecna
godiSnja temperatura zraka je izraCunata za nasad Vrbanja, koji se prema Hargreaves-ovoj
referentnoj evaporaciji nalazi u aridnijem podrucju do ostala dva testa, medutim ovdje veliki
utjecaj na rast i razvoj biljaka ima poplavna voda.

Analizom varijance utvrdena je i visoka statisticka znacajnost efekta interakcije nasada
s populacijama, sto ukazuje na fenotipsku plasticnost populacija i postojanje interakcije
populacije % okolis.

Iz rezultata multivarijatne regresijske analize (slika 34) moze se vidjeti kako su

populacije koje dolaze iz relativno najhumidnijih stani$ta imale prosje¢no manje Visine u
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nasadima Jastrebarsko i Koska, dok su u nasadu Vrbanja bile iznadprosje¢ne (klaster 1 — slika
34). To je najvjerojatnije uzrokovano okolisnim uvjetima koji su tada vladali u nasadima.
Mikrookolisni uvjeti koji su vladali u nasadu Vrbanja, gdje zaostaje poplavna voda, stvorili su
humidnije uvjete i time bolje uvjete za rast populacija HR 609, HR 330, HR 627 i HR 203.
Populacije iz kontinentalnijeg podrué¢ja (HR: 58, 88 i 387) imale su nadprosje¢ne vrijednosti
za visinski rast u pokusnom nasadu Jastrebarsko, dok su u nasadima Koska i Vrbanja bile
ispodprosjecne. Kontinentalnije populacije u mati¢nim sastojinama imaju vise razlike izmedu
najtoplijeg i najhladnijeg mjeseca. Populacije koje potjecu iz staniSta s manjim temperaturnim
razlikama imale su nadprosjecne visine u nasadima Koska i Vrbanja (HR: 12, 318, 368, 160,
577, 163 1 389). Razlike u prosjecnim temperaturama izmedu najtoplijeg i najhladnijeg
mjeseca u pokusnom nasadu Jastrebarsko su najnize (tablica 5), §to vjerojatno povoljno
djeluje na rast populacija koje potjecu iz podruéja gdje su te razlike vise. Takoder, populacije
koje dolaze iz relativno najtoplijih podruéja, su imale prosje¢no vise visine u nasadima Koska
i Vrbanja gdje su klimatske prilike u analiziranom razdoblju bile sli¢nije prilikama njihovih
maticnih sastojina. Tijekom 2011. i 2012. godine na podrucju Hrvatske zabiljeZzene su

ekstremne temperature i suSe (DHMZ http://klima.hr/ocjene_arhiva.php), te su zbog takvih

klimatskih prilika prosjecno viSe visine u nasadima KoSka i Vrbanja imale populacije koje
dolaze iz relativno najtoplijih podrugdja.

Za ovo svojstvo utvrdena je niska nasljednost populacija hrasta luznjaka (tablice 29—
33), no kako je ve¢ ranije napomenuto visinski rast biljaka je pod velikim utjecajem
kompleksnih interakcija raznovrsnih okoliSnih ¢imbenika, te njihovo djelovanje moze
uzrokovati visoku razinu fenotipke varijabilnosi 1 ,,zamaskirati* genetski uvjetovane razlike.
To je vjerojatno uzrok izostanka statisticke znacajnosti za efekt populacija, dok je

istovremeno efekt nasad x populacija bio statisticki visoko znacajan (tablica 61).

U istrazivanju BALIUCKAS i PLIURA (2003) utvrdena je statisticka znacajnost efekata
nasada 1 blokova za litvanske populacije hrasta luznjaka ukazuju¢i na moguénost populacija
da se prilagode razli¢itim okoliSnim uvjetima. Utvrdena statisticka znacajnost efekta nasad x
populacije za svojstvo visinskog rasta u ovom istrazivanju, ukazuje na postojanje specificne
adaptacije hrvatskih populacija hrasta luznjaka na razli¢ite staniSne uvjete. Ovim
istrazivanjem nije utvrdena statisticka znacajnost efekta populacija kada se usporeduju sva tri
pokusna nasada (tablica 61), dok su fiksni efekti nasada i blokova (tablica 62) kao i kod

litvanskih populacija bili statisticki znacajni.
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U istrazivanju odgovora danskih populacija na razli¢itu dostupnost vlage u tlu (visoku
i umjerenu) uoceno je kako su populacije pokazale isto rangiranje za svojstvo visinskog rasta
(JENSEN 1 HANSEN 2010). No, u ovom istrazivanju odredene populacije (npr. HR 330 i HR
609) pokazuju iznimno razliito rangiranje ovisno o nasadima, S$to upucuje na njihovu
prilagodenost specifiénim uvjetima mati¢nih stanista.

KLEINSCHMIT i SvOLBA (1982) iz BALIUCKAS i PLIURA (2008) za populacije breze
utvrdili su kako se interakcija izmedu genotipa i okoliSa poveéava sa smanjenjem genetske
varijabilnosti. Odnosno prilagodbom na specificne uvjete okoliSa smanjuje se genetska
raznolikost populacije, te se pod utjecajem okolisa odredeni aleli fiksiraju u populacijama, a

ostali se gube. Dolazi do povecanje frekvencije odredenog alela i smanjenja raznolikosti.

Za svojstvo prezivljenja statisticki visoko znacajni bili su: efekt nasada (tablica 64),
kao i interakcije nasada s populacijama (tablica 63) ukazujuéi na velike razlike u prezivljenju
populacija ovisno o specifiénim stani$nim uvjetima koji su u analiziranom razdoblju vladali u
pokusnim nasadima.

Populacije podrijetlom iz relativno najhumidnijih lokaliteta imale su prosje¢no
najlosije prezivljenje u nasadima Jastrebarsko i Koska (klaster 1 — slika 35). Populacije koje
potjecu sa lokaliteta prosjecne humidnosti (klaster 2 — slika 35) su u nasadima Koska i
Vrbanja imale nize prezivljenje (HR: 203, 627 i 387). Populacije iz relativno najaridnijih, a
istovremeno u zimskom razdoblju relativno hladnijih lokaliteta (tj. sa staniSta vece tzv.
kontinentalnosti) imale su relativno najbolje prezivljenje u nasadu Koska (klaste 4 — slika 35).

Najvjerojatnije su susne godine (2011. 1 2012.) u nasadima Jastrebarsko 1 Koska,
uzrokovale smanjeno prezivljenje onih populacija koje su prilagodenije relativno
najhumidnijim staniStima. Medutim, u ova dva nasada sus$ne godine nisu imale podjednak
intenzitet stresa. Naime, u Koski je, osim manje koli¢ine padalina, razina podzemnih voda
bila ispod mjerljivih dva metra, pa se moze zakljuciti da su najvecu relativnu suSu istraZivane
populacije iskusile upravo u nasadu Koska. Zbog toga su u tom nasadu najbolje prezivljenje
pokazale populacije koje potjeu iz relativno najaridnijih lokacija (najisto¢niji dijelovi
Hrvatske — HR: 12, 16, 58 i AM), dok su u Jastrebarskom u kategoriju populacija s
nadprosje¢nim prezivljenjem usle i one koje potjecu s relativno blaze aridnih lokacija (npr.
HR: 163, 368, 387, 389). U nasadu Vrbanja je zbog zaostajanja poplavnih voda (u kra¢em
razdoblju na cijeloj povrSini nasada, a u najnizim dijelovima nasada i u duljem razdoblju)

nastala specifi¢na situacija, gdje su se istovremeno najboljima pokazale i populacije iz
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relativno najhumidnijih kao 1 one iz relativno suhih staniSta, vjerojatno uslijed polozaja koje

su imale u nasadu.

Za humidna podrucja gdje znacajan utjecaj na uspjeh hrasta luznjaka ima podzemna
voda, kao u pokusnom nasadu Jastrebarsko materijal koji se preporucuje koristiti jer pokazuje
nadprosjecne vrijednosti za svojstva prezivljenja i visnskog rasta sa populacije HR 88, HR 58,
HR AM, HR 16 i HR 317. Takoder iz analiza (slika 25) moze se zakljuéiti kako je broj dana
bez mraza takoder vrlo vazan faktor prilikom uspjeha populacija na ovakvom podrucju. 1z
tablice 3, navedene populacije potjecu iz podrucja gdje je duzina perioda mraza bila sli¢na
onome na podruc¢ju pokusnog nasada Jastrebarsko (tablica 5).

Relativno aridnija podru¢ja, poput pokusnog nasada KosSka trebala bi koristiti
populacije iz podru¢ja s visSim Eref vrijednostima (tablica 3), jer osim koli¢ine oborina na
ovakvom podruc¢ju na uspjeh utjeCe i temperatura tijekom zime (neprikazani rezultati). Iz
tablice 5 mozemo vidjeti kako se pokusni nasad nalazi u podrucju s relativno niskom
prosjecnom temperaturom najhladnijeg mjeseca. Za koriStenje Sumskog reprodukcijskog
materijala prilikom obnove sastojina mogu se preporuciti populacije HR: 12, AM, 16, 160,
5771 317.

Za podrucja gdje jak utjecaj ima poplavna voda, glavni ograni¢avajuéi faktor uspjeha
populacija je zapravo koli¢ina oborina u njihovim mati¢nim sastojinama (neprikazani
rezultati). Stoga za podrucja poput pokusnog nasada Vrbanja trebalo bi koristiti populacije
koje imaju vecéu koli¢inu oborina U mati¢nim stanistima poput HR 609, HR 330, HR 368, HR
577, te lokalnu HR 12.
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4.6. Analize DNK biljega

4.6.1. Jezgrini mikrosatelitni biljezi

Velika raznolikost alela i1 velika ukupna geneticka raznolikost utvrdena je analizom
deset mikrosatelitnih jezgrinih biljega prirodnih populacija hrasta luznjaka. Raspon duzina
umnozenih ulomaka za mikrosatelitne biljege (tablica 65) u skladu je sa navodima u literaturi
iz koje su preuzeti (KAMPFER i dr. 1998; STEINKELLNER i dr. 1997b; Dow i ASHLEY 1996).
Genetska raznolikost (ocekivana heterozigotnost) za biljeg sstQrZAG7 u ovom istrazivanju
(He = 0,849) je u sredini o¢ekivane heterozigotnosti za taj biljeg koji navode NEOPHYTOU i dfr.
(2010), dok je vrlo visok u usporedbi s STEINKELLNER i dr. (1997b), (He = 0,65). Biljeg
sstQpZAG9 ima vise vrijednosti Hg nego u istrazivanju NEOPHYTOU I DR. 2010, a manje nego
U STEINKELLNER i dr. (1997b). Vrijednosti o¢ekivane heterozigotnosti u ovom istrazivanju za
biljege ssrQrZAG11, ssrQpZAG16 i ssrQrZAG101 su u sredini navedenih vrijednosti za te
biljege u NEOPHYTOU i dr. (2010), dok su za biljege ssrQrZAG30, ssrQrZAG87, ssrQrZAG96
I sSrQrZAG112 vrijednosti Hg su u ovom istrazivanju vise od navoda u NEOPHYTOU i dr.
(2010).

Razlike izmedu ocekivane heterozigotnosti (Hg) 1 ocekivane heterozigotnosti nakon
procjene nul-alela (Heguy) testirane Wilcoxon-ovim testom nisu bile signifikantne, $to dovodi
do zakljucka kako nul-aleli nisu imali znatnog utjecaja na vrijednosti ocekivane
heterozigotnosti (tablica 66). Odstupanje od Hardy-Weinberg-ove ravnoteze Multilokusnim
testom utvrdeno je kod sedam populacija (tablica 66). Populacije HR 609, HR 387 i HR 12
imale su najviSu statisticku znacCajnost (Prisy < 0,001) za vrijednosti koeficijenta
samooplodnje (tablica 66) sto ukazuje na povecano krizanje u srodstvu. Populacija HR 609
nalazi se na lokaciji Sumarija Buzet, gj. Mirna (tzv. Motovunska $uma) i geografski je
izolirana od ostalih populacija hrasta luznjaka u Hrvatskoj, §to je najvjerojatnije uzrok manjka
heterozigota i krizanja u srodstvu. Populacije HR 387, HR 318, HR 163 i HR 577 posjeduju
od dva od tri nul-alela za pojedine biljege (tablica 67) sto bi mogao biti razlog odstupanja od
Hardy-Weinberg-ove ravnoteze. Populacija HR 12 je kasnije listajuc¢a populacija i kasnije
cvate, Sto uzrokuje favoriziranu oplodnju s kasnije listajuéim i cvjetaju¢im jedinkama,
odnosno krizanje samo unutar populacije, budu¢i da su okolne populacije ranije listajuce.
Kako navodi SAFAR (1966) izmedu kasnije i ranije listaju¢ih jedinki nema medusobnog
krizanja. Visoke koeficijente samooplodnje kod hrasta luznjaka navode BALLIAN i dr. (2010),
Sto tumace velikim antropogenim utjecajem i fragmentacijom sastojina kroz povijest. U svojoj
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disertaciji KATICIC BOGDAN (2012) navodi kako su nul-aleli znacajno utjecali na visoke

vrijednosti Fs za mikrosatelitne biljege, §to u ovom istrazivanju nije slu¢aj (tablice 67 i 68).

Populacije koje su se znacajno statisticki razlikovale od veéine ostalih populacija za
dobivene vrijednosti geneti¢ke diferencijacije Fst nalaze se zapadnije (HR: 609, 389, 387 i
330 — tablica 68). Najvisa vrijednost zabiljezena je izmedu para najudaljenijih populacija HR
609 1 HR 16 (0,050) koja je bila i visoko statisticki znacajna. Niske vrijednosti geneticke
diferencijacije utvrdene su izmedu parova populacija koje se nalaze u nizinskom
kontinentalnom dijelu rasprostranjenja u Hrvatskoj.

Vrijednost Rst pokazao je kako veli¢ine alela nisu imale bitnu ulogu pri evoluciji
mikrosatelitnin biljega, odnosno sugerira kako indeks Fst bolje opisuje genetiCku
diferencijaciju (tablica 69). Ovakvi rezultati u skladu su s teoretskim ocekivanjima, gdje se
kod geografski i geneticki blizih populacija preferira Fst, a Rst kod visokodivergentnih i
izoliranih populacija (NYBoM 2004). Takoder, kod malih uzoraka i malog broja lokusa Fsr
bolje procjenjuje geneticku diferencijaciju (GAGGIOTTI i dr. 1999). Ovi rezultati ukazuju na
znacajan protok gena duz cijelog areala hrasta luznjaka u Hrvatskoj. Analiza molekularne
varijance (3.6.1.6.) potvrduje ovakve rezultate buduci kako je vecina genetske raznolikosti

uzrokovana unutarpopulacijskom raznoliko$¢u (tablica 72).

Genetska udaljenost izmedu populacija (Dcporp) (tablica 70) i nezakorijenjeno stablo
(slika 36) ukazuju kako je vec¢ina populacija nije genetski vrlo udaljena, te kako su populacije
HR 609 i HR 387 vise udaljene od ostalih. Ove dvije populacije takoder imaju najvisi broj
privatnih alela i visok udio homozigota (tablica 66), te se statisti¢ki znacano razlikuju od

vecine ostalih populacija na temelju vrijednosti geneti¢ke diferencijacije (tablica 68).

Prilikom testiranja genetickog uskog grla kao najvjerojatniji model po kojem se
odvijala evolucija istrazivanih populacija odabran je dvofazni model mutacija mikrosatelitnih
biljega (TPM) (tablica 71). Takoder, ranije je ustanovljeno kod analize Rst kako model
postupnih mutacija (SMM) nije dobar za opisivanje evolucije analiziranih biljega (tablica 69),
a za neke populacije (HR: 389, 163, 160) su dobiveni suprotni rezultati ovisno o mutacijskom
modelu (geneti¢ki usko grlo kod IAM i ekspanzija populacija kod SMM). Iz navedenog
mozemo zakljuciti kako je TPM najvjerojatniji model po kojem su se odvijale mutacije
odabranih mikrosatelitnih biljega. Dosada$nji empirijski podaci potvrduju kako vecéina

mikrosatelita mutira u skladu s dvofaznim modelom (D1 RIENZO i dr. 1994). Tim modelom

198



utvrdeno je kako se tri populacije nalaze u ekspanziji (HR: 609, 387 1 577), odnosno uocen je
nedostatak ocekivane heterozigotnosti u odnosu na heterozigotnost populacije koja je u
ravnotezi mutacija i pomaka. Iste populacije imaju vrlo visok Fis, odnosno suvisak
homozigota (tablica 66), $to ukazuje na krizanje u srodstvu, te se preporucuje daljnje pracenje
kretanja geneticke raznolikosti zbog prisutnosti ¢imbenika koji negativno utjeCe na

bioraznolikost populacija.

Analizom molekularne varijance utvrdena je visoka unutarpopulacijska raznolikost
(98,53 %), te mali postotak varijance uzrokovan razlikama izmedu populacija, ali statisticki
znacajan (tablica 72), ukazujuci na postojanje genetske diferencijacije. KATICIC BOGDAN
(2012) navodi kako AMOVA izmedu istrazivanih regija nije znacajna, te kako opcenito
izmedu regija nema diferencijacije. Takvi rezultati su ocekivajuc¢i buduéi kako uzorkovanje za
to istrazivanje nije bio nepristrano jer su istrazivani klonovi u klonskim sjemenskim
plantazama iz tri susjedne regije, a selekcionirani su na nizu zajednickih kriterija
superiornosti. Budué¢i kako u ovom radu istrazivane populacije predstavljaju cijelokupno
podrudje rasprostranjenosti hrasta luznjaka u Hrvatskoj (od Istre do krajnjeg istoka), vrlo je
vjerojatno za ocekivati kako ¢e postojati genetska diferencijacija izmedu populacija.

Raznolikost jezgrinih mikrosatelitnih biljega izmedu rodoslovnih linija, na temelju tri
rodoslovne linije dobivene analizom kloroplastnih haplotipova (slika 41), je visoko statisti¢ki
znacajna (tablica 72), no iznosi samo 0,38 %. Takvi rezultati ukazuju kako gotovo nema
nikakve povezanosti izmedu raznolikosti haplotipova i raznolikosti jezgrinih biljega. To je za
ocekivati budu¢i da PETIT i dr. (2005) navode kako je diferencijacija majéinski nasljedenih
biljega uglavnom neovisna o diferencijaciji utemeljenoj na jezgrinim biljezima. Isto navodi i
KATICIC BOGDAN (2012) kako je zapravo jak protok gena peludom izbrisao nekada$nje

obrasce jezgrine genetske raznolikosti uvjetovane rekolonizacijskim putevima.

Prostorna struktura genetske raznolikosti kod biljaka uvelike ovisi o sustavu oplodnje i
zivotnom vijeku. Hrastovi spadaju u skupinu Sumskog drveca koje su preteZito stranooplodne
i dugog Zivotnog vijeka, te kao takve pokazuju slabu prostornu strukturu procijenjenu
biparentalno nasljedenim biljezima (STREIFF i dr. 1998). Na takve rezultate vjerojatno djeluju
dvije suprotstavljene sile (ograni¢eno rasprostranjenje teSkim sjemenom Kkoje uzrokuje
krizanje u srodstvu i1 dovodi od genetske diferencijacije, te jak protok gena peludom koji

umanjuje genetsku diferencijaciju).
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Korelacijom izmedu matrica [Fst/(1-Fst)] vrijednosti i prirodnih logaritama
zemljopisnih udaljenosti [In(km)] izmedu svih parova analiziranih populacija utvrdeno je
kako prostorna udaljenost ima signifikantan udio u raspodjeli geneticke raznolikosti
istrazivanih populacija (slika 37). Detektirano je kako se ukupno 19,6 % genetske
diferencijacije izmedu analiziranih populacija moze objasniti njithovom prostornom
udaljenoséu (IBD). Prostornom autokorelacijskom analizom parovi jedinki svrstani su u 11
zemljopisnih razreda (tablica 73 i slika 38). Za prva dva razreda parovi jedinki su medusobno
srodniji od slu¢ajno odabranih jedinki. Parovi jedinki su srodniji do udaljenosti od 40 km, dok
se srodnost izmedu jedinki gubi nakon 245 km medusobne udaljenosti. U istrazivanju
KATICIC BOGDAN (2012) prostornom autokorelacijskom analizom istrazivani parovi jedinki
nisu bili vise medusobno srodni odnosno nesrodni od slucajno odabranih jedinki. Sve
analizirane jedinke u tom istrazivanju medusobno su udaljene do 43 km. Srodnost se
utvrdivala na temelju klonova odabranih plus stabala u sjemenskim sastojinama, te je njihov
polozaj u prirodnim sastojinama na terenu gdje se nastojala izbjeci srodstvena povezanost,
najvjerojatnije bila uzrok $to parovi jedinki nisu bili vise medusobno srodni odnosno nesrodni
od slu¢ajno odabranih jedinki.

Iz ovog istrazivanja mozemo uociti kako su jedinke srodne upravo do granice oko 40
km medusobne udaljenosti, odnosno srodnije su jedinke unutar istrazivanih sastojina, a
srodnost prestaje nakon oko 240 km medusobne udaljenosti. Ovakvi rezultati su za ocekivati
budu¢i da je podrucje istraZivanja bilo Siroko, odnosno analizom je obuhvaceno cijelokupno
podru¢je rasprostranjenosti hrasta luznjaka u Hrvatskoj. Takoder, radi se o vrsti koja se
sjemenom rasprostire na male udaljenosti, dok opraSivanje vjetrom uvjetuje jak 1 dalji protok

gena.

Faktorijalna analiza korespondencije (slika 39) prikazuje projekciju jedinki u
koordinatnome sustavu, a ukupna objasnjenost grafickim prikazom je 23,71 %. Genotipovi
jedinki populacija HR 609, HR 387, HR 330 i HR 160 vidljivo se izdvajaju u koordinathome
sustavu. Zemljopisno bliske populacije HR AM, HR 12 i HR 16 u koordinatnome su se
sustavu grupirale zajedno, upucujuéi na genetsku sli¢nost, §to je za ocekivati bududi je
prostornom autokorelacijskom analizom utvrdeno kako su jedinke srodnije do 40 km
medusobne udaljenosti (tablica 73 i slika 38). Ipak, ne postoji prava zemljopisna razdvojenost

populacija.
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4.6.2. Kloroplastni mikrosatelitni biljezi

Vecina raznolikosti kod kloroplastnih mikrosatelitnih biljega zbog majcinskog
nasljedivanja rasprostranjena je izmedu populacija, stoga su korisni prilikom analiza

geografske strukture i diferencijacije populacija.

Ukupna genetska raznolikost (ht) procijenjena na temelju devet kloroplastnih biljega i
325 jedinki za sve populacije dosta je visoka (hy = 0,953, tablica 75). Ovaj rezultat u skladu
je s rezultatima istrazivanja KATICIC BOGDAN (2012), koja navodi ukupnu raznolikost
klonskih sjemenskih plantaza hy = 0,945. 1 ostali parametri prosjeéne unutarpopulacijske
raznolikosti, ukupne raznolikosti i genetske diferencijacije za sve tri metode usporedivi su
izmedu ova dva istrazivanja. Manje odstupanje vrijednosti vidljivo je prilikom koriStenja
metode uredenih alela, uzimajuci u obzir genetske sli¢nosti izmedu haplotipova, odnosno udio
zajednickih alela (PONS i PETIT 1996) za vrijednost Nst koji je u istrazivanju KATICIC BOGDAN
(2012) statisticki znacajan na nivou od 0,05 do 0,01, upuéuju¢i tako na genetsku
diferencijaciju izmedu plantaza. Oba istrazivanja imaju viSe vrijednosti raznolikosti u odnosu
na genetsku diferencijaciju.

SLADE i dr. (2007) u svome istrazivanju koristili su metodu polimorfizma duljine
restrikcijskih fragmenata za analize Cetiri odsjecka kloroplastne DNK (cpRFLP). Zbog
koriStene metode podaci nisu kompatibilni za usporedbu, no prosje¢na unutarpopulacijska
raznolikost za hrast luznjak u tom istrazivanju iznosila je 0,200, dok je u ovom istrazivanju hg
= 0,760. Takoder se 1 genetska diferencijacije razlikovala i bila dosta viSa u istrazivanju
SLADE i dr. (2007) Gst = 0,717, a ovdje Gst = 0,203.

Istrazivanje hrasta luznjaka u Poljskoj (CHMIELEWSKI i dr. 2015), na 3938 jedinki i s
14 kloroplastnih mikrosatelitnih biljega izdvojilo je 67 haplotipova. Efektivni broj
haplotipova iznosio je ng = 5,543, a raznolikost haplotipova (Heg = 0,820). Rezultati se mogu
usporediti sa rezultatima dobivenim u ovome istraZivanju za ukupni prosjek svih jedinki za
sve lokuse (ng = 4,702; He = 0,760 — tablica 74). Oc¢ekivano su vrijednosti nesto nize zbog
manjeg uzorka nego u istrazivanju CHMIELEWSKI | DR. (2015).

DEGUILLOUX i dr. (2004) pokazali su kako je moguéa usporedba razli¢itih
kloroplastnih markera (cpRFLP i cpSSR). Isto tako u novijem istrazivanju CHMIELEWSKI | DR.
(2015) navode kako unato¢ vecem broju haplotipova 1 vecoj polimorfnosti kloroplastnih
mikrosatelitnih  biljega (u daljnjem tekstu cpSSR), naspram polimorfizma duljine

restrikcijskih fragmenata (u daljnjem tekstu cpRFLP) jasno se mogu usporediti, te cpSSR

201



svrstati u tri glavne linije koje su potekle iz glacijalnih pribjezista (DUMOLIN-LAPEGUE i dr.
1997; BORDACS i dr. 2002; PETIT i dr. 2002a).

U istrazivanju SLADE i dr. (2007) nadeno je sedam halotipova i pet podtipova za
cpRFLP za podrué¢je srediSnjeg Balkana. Kako su cpRFLP manje polimorfni od cpSSR
ocekivano je broj haplotipova bio znacajno manji, no podrijetlo je isto (tri glavna glacijalna
pribjezista). Kako autori navode, na podrucju Hrvatske susre¢u se razliCite rekolonizacijske
linije (balkanski i apeninski), te je za ocekivati veliki broj haplotipova (n, = 66, tablica 74), a
takoder kako filogeografska struktura populacija nije utvrdena mozemo pretpostaviti jak

antropogeni utjecaj na sastojine hrasta luznjaka.

Analiza molekularne varijance pokazala je visoko statisticki znacajnu raznolikost
izmedu populacija, Sto upucuje na genetsku diferencijaciju izmedu populacija. Raznolikost
izmedu populacija za oba parametra (Fst i Rsr) bila je veéa od unutarpopulacijske
raznolikosti. U istrazivanju KATICIC BOGDAN (2012) bio je obrnuto, odnosno raznolikost
unutar klonskih sjemenskih plantaza bila je ve¢a nego izmedu njih. Takvi rezultati su zapravo
za ocekivati upravo zato Sto se radilo o potpuno drugacijem nacinu i metodi uzorkovanja
jedinki. Naime, radilo se o uzorkovanju selekcioniranih plus stabala u klonskim sjemenskim
plantazama, od kojih se svaka sastoji od viSe populacija u uZzem smislu, s ve¢im brojem
jedinki, te je za ocekivati vecu unutarpopulacijsku raznolikost. Analogno tome u ovom
istrazivanju parametar Rst nije znacajno veci od vrijednosti parametra Fst Sto upucuje na

vjerojatni antropogeni utjecaj na hrast luznjak u Hrvatskoj (SATOVIC osobno priopéenje).

Median-Joining mreza haplotipova (slika 40), te njihova genetska udaljenost i
izradeno stablo (slika 41), razdvojili su 66 detektiranih haplotipova u tri rodoslovne linije.
Distribucija rodoslovnih linija po istrazivanim populacijama prikazana na slici 42, isti¢e kako
se linijja L2, koja ujedno sadrzava 1 najvec¢i broj haplotipova (slika 41), prostire od istoka
prema zapadu, linija L1 najviSe je zastupljena u zapadnom dijelu rasprostranjenja hrasta

luznjaka u Hrvatskoj, dok L3 zauzima samo sredisnji dio areala.
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4.7. Usporedba kvantitativnih fenotipskih svojstava i molekularnih analiza

Populacije hrasta luznjaka obuhvaéene ovim istrazivanjem na temelju fenotipskih
svojstava analizom varijance (ANOVA) pokazale su nisku do umjerenu nasljednost i genetsku
varijaciju unutar populacija, ali statisticki znac¢ajnu. Medupopulacijska raznolikost je takoder
bila statisticki zna¢ajna. Strana istrazivanja (JENSEN 2000; BALIUCKAS i dr. 2001; BALIUCKAS i
PLIURA 2003) potvrduju znac¢ajnu unutarpopulacijsku raznolikost i medupopulacijske razlike
za hrast luznjak.

Analizom molekularne varijance (AMOVA) jezgrinih mikrosatelitnih biljega utvrdeno
je kako je vecina genetske raznolikosti uzrokovana unutarpopulacijskom raznoliko$¢u (tablica
72). Medutim, utvrdene su i statisti¢ki znacajne razlike izmedu populacija koje ukazuju na
postojanje genotipske diferencijacije. To nije neobi¢no buduéi kako u ovom radu istrazivane
populacije predstavljaju cjelokupno podrucje rasprostranjenosti hrasta luznjaka u Hrvatskoj,
odnosno Sire geografsko podrucje. Genetska udaljenost izmedu populacija ukazuje kako je
vecéina populacija nije genetski vrlo udaljena, no prostorna udaljenost ima signifikantan udio u
raspodjeli geneticke raznolikosti istrazivanih populacija. Ipak faktorijalnom analizom
korespondencije nije utvrdena prava zemljopisna razdvojenost populacija. Sve to ukazuje na
snazan protok gena duZz cijelog areala hrasta luznjaka, te  na antropogeni utjecaj.
KLEINSCHMIT (1993) navodi kako se obrasci prirodne varijabilnosti uvelike preklapaju s
antropogenim utjecajem prilikom transfera reprodukcijskog materijala tako gospodarski vazne
vrste u Europi, §to uvelike komplicira odredivanje prirodne varijabilnosti hrasta luznjaka.

Obrazac genetske diferencijacije na temelju kvantitativnih fenotipskih svojstava
ukazuje kako je na populacije djelovala prirodna selekcija s obzirom na razli¢ite klimatske
uvjete njihovih maticnih stanista. Isto tako, utvrdeno je da izmedu istraZivanih populacija
postoji i snazna izmjena gena (analizama DNK biljega). Istrazivanje JENSEN i DEANS (2004)
utvrdilo je postojanje ekotipova adaptiranih na klimatske uvjete unato¢ snaznoj migraciji
gena, Sto je takoder vidljivo 1 u ovom istrazivanju usporeduju¢i dvije metode istrazivanja
genetske raznolikosti i diferencijacije (putem fenotipskih svojstava i DNK biljezima).

Istrazujuéi postojanje interakcije genotipa s okoliSem pristupilo se analizi varijance
fenotipskih svojstava iz sva tri pokusna nasada. Utvrdena je ovisnost ispoljavanja fenotipskih
svojstava o okolisnim parametrima potvrduju¢i postojanje interakcije genotipa s okoliSem, i
hrasta luznjaka. KLEINSCHMIT (1993) navodi kako je kod hrasta luznjaka ucestala ekotipska

varijacija uzrokovana prilagodbom populacija na specifi¢ne okolisne uvjete. Navodi jos i
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kako neke provenijencije imaju sposobnost prilagodbe vrlo razli¢itim klimatskim uvjetima, te
isti¢e kako se na podruc¢ju nase Slavonije nalaze upravo takve populacije. To saznanje ide u
prilog i tvrdnjama HAMPE i PETIT (2005) kako populacije koje se nalaze na rubu distribucije
areala vrste 1 obitavanju na nizim geografskim Sirinama (i blize su glacijalnim pribjezistima)
posjeduju veliku genetsku raznolikost, a time 1 veu moguénost prilagodbe razli¢itim
ekoloskim uvjetima.

Vec¢ina raznolikosti kod kloroplastnih mikrosatelitnih biljega zbog majcinskog
nasljedivanja rasprostranjena je izmedu populacija, stoga su korisni prilikom analiza
geografske strukture i diferencijacije populacija. Raznolikost izmedu populacija na temelju
analize molekularne varijance Kkloroplastnih biljega u ovom istrazivanju bila je veca od
unutarpopulacijske raznolikosti. No, prosjecna unutarpopulacijska raznolikost i genetska
diferencijacija nisu bili statisticki znacajni Sto ukazuje kako izmedu populacija nema genetske
diferencijacije za ovaj tip biljega. Velik antropogeni utjecaj putem gospodarenja hrastom
luznjakom (MATIC 1990), najvjerojatniji je uzrok zaSto istrazivane sastojine nemaju u
potpunosti prirodnu strukturu. Takoder, Rst parametar nije bio znacajno veéi od vrijednosti
parametra Fsr (tablica 76), Sto isto upucuje na jak antropogeni utjecaj na populacije hrasta
luznjaka u Hrvatskoj. Takoder, iako u ovom istrazivanju nije utvrdena znacajna diferencijacija
izmedu populacija, utvrdeno je 66 haplotipova. Mnostvo cpSSR haplotipova nisu od velikog
znacaja prilikom istrazivanja filogenetskog podrijetla vrsta i mogu predstavljati problem
prilikom prikaza i interpretacije rezultata, no identifikacija specificnih cpSSR haplotipova
moze nac¢i svoju primjenu prilikom identifikacije Sumskog reprodukcijskog materijala ili
trgovine drvnom sirovinom (CHMIELEWSKI i dr. 2015), te ovi detektirani haplotipovi u
buduénosti mogu posluziti uprvo za navedenu svrhu.

PETIT i dr. (2002a) navode kako se podru¢ju Hrvatske najvjerojatnije nalazilo
sekundarno glacijalno pribjeziste, a SLADE i dr. (2007) kako se na podru¢ju Hrvatske takoder
susrecu razlicite rekolonizacijske linije, jer su dva glavna pribjezista (Apeninsko i Blakansko)
vrlo blizu, te je za ocekivati bogatstvo genetske raznolikosti i mnos$tvo haplotipova.
Populacije koje danas obitavaju na rubovima arela iz kojih je krenula rekolonizacija imale su
kljuénu ulogu u oCuvanju genetske raznolikosti 1 opstanka vrsta tijekom Kvartara (SVENNING
2003 iz HAMPE i PETIT 2005), stoga autori zakljucuju kako su takve populacije od presudnog
znaCaja za uspjeSno oCuvanje unutar i medupopulacijske raznolikosti pod utjecajima
oc¢ekivanih klimatskih promjena.

Neutralnim molekularnim biljezima u ovom istrazivanju utvrdena je znacajna

unutarpopulacijska raznolikost, a izmedu populacija postoji razlika, ali ona nije vrlo visoka.
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Medutim, mikrosatelitni biljezi predstavljaju neutralne biljege neovisne o selekcijskim
pritiscima, stoga ne mogu otkriti adaptaciju populacija na specificne ekoloske uvjete. Buduci
da rezultati molekularnim biljezima ukazuju kao istrazivane populacije nisu u potpunosti
prirodne, mozemo samo pretpostaviti kako se u doba kada jo$ nije bilo organiziranog
Sumarstva u Hrvatskoj reprodukcijski materijal prenosio i na vece udaljenosti, a ne samo
iskljuc¢ivo lokalno. To najvjerojatnije objasnjava rezultate dobivene molekularnim analizama
DNK biljega koje upuéuju na antropogeni utjecaj za istrazivane populacije. Nasuprot tome,
istrazivanje provedeno na kvantitativnim fenotipskim svojstvima pokazuje kako su populacije
postigle prilagodbu na specifi¢ne okoli$ne prilike uvjetovane humidnosc¢u i toplinom stanisnih

uvjeta, unatoc¢ jakoj migraciji gena i antropogenom utjecaju.
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5. ZAKLJUCCI
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Provedenim istrazivanjem genetske raznolikosti ha potomstvu hrasta luznjaka, koje potjece iz
sedamnaest odabranih sastojina koje dobro reprezentiraju cjelokupan areal ove vrste u
Hrvatskoj, i to putem analize kvantitativnih fenotipskih svojstava u pokusnim nasadima kao i

putem analize DNK biljega, moguce je zakljuditi slijedece:

1. Kod istrazivanih populacija hrasta luznjaka utvrdena je statisticki znacajna, ali
niska do umjerena razina unutarpopulacijske adaptivne genetske varijabilnosti.
Uzroci tome mogu biti: 1) smanjena razina aditivne genetske varijance zbog
djelovanja prirodne selekcije u odabranim sastojinama; 2) visoka razina neaditivne
genetske varijance za istrazivana fenotipska svojstva; 3) visoka okoliSna varijanca
zbog heterogenih uvjeta u pokusnim nasadima. Na prvi i tre¢i uzrok ukazuju
rezultati ovog rada, ali potvrda drugog uzroka zahtijeva dodatna istrazivanja. Stoga
se ne moze donijeti konacan i nedvosmislen zakljucak o razini adaptivne genetske
varijabilnosti u populacijama hrasta luznjaka u Hrvatskoj.

2. Utvrdene su statisticki visoko znacajne razlike izmedu populacija za istrazivana
kvantitativna fenotipska svojstva kao i relativno visoka razina adaptivne genetske
diferencijacije izmedu populacija.

3. U pokusnim nasadima Jastrebarsko i Koska pozitivno su se istaknule populacije
koje potjecu iz relativno susih i toplijih stani$ta jer su uz prosje¢no najvecée visine i
visinske priraste imale i nadprosjecno prezivljenje. Uz to, te su populacije imale
niski do umjeren intenzitet zaraze pepelnicom, te nizi intenzitet oStecenosti biljaka
kasnim proljetnim mrazem. Potrebno je naglasiti da su u spomenuta dva pokusna
nasada u istrazivanom vremenskom razdoblju vladali znacajno susi 1 topliji uvjeti
od uobicajenih prosjeka za te lokalitete.

4. U pokusnom nasadu Vrbanja pozitivne osobine ispoljile su populacije koje potjecu
iz relativno humidnijih, ali i iz relativno aridnijih staniSta, usprkos tomu $to
referentni parametri za lokaciju tog pokusnog nasada ukazuju na relativno suse i
toplije staniSte. Vjerojatan razlog tomu je zaostajanje poplavne vode i polozaj koje
su populacije zauzimale u tom pokusnom nasadu.

5. Utvrdeni obrazac adaptivne genetske diferencijacije ukazuje na zakljucak da se
radi o ekotipskom obrascu tj. da se populacije genetski razlikuju uslijed razli¢itog
djelovanja prirodne selekcije u njithovim mati¢nim sastojinama, ponajvise s

obzirom na razlike u vlaznosti i toplini stanista.
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10.

Utvrdena je statisticki znacajna i vrlo visoka razina unutarpopulacijske neutralne
genetske raznolikosti svih istrazivanih populacija. S druge strane, utvrdena je i
statisti¢ki znacajna neutralna genetska diferencijacija populacija, iako niske razine.
Utvrden je znacajan utjecaj migracija gena izmedu istrazivanih populacija. Taj
utjecaj bio je visoko statisti¢ki znaCajan do udaljenosti od priblizno 40 km, a
prisutan do udaljenosti od priblizno 245 km.

Utvrden je nedostatak ocekivane heterozigotnosti odnosno suvisak homozigota
kod nekih istrazivanih populacija. Povecan udio homozigota predstavlja
potencijalnu opasnost zbog depresije uslijed krizanja u srodstvu (tzv. inbreeding
depresije). Stoga se preporucuje pracenje i razmatranje strategije ocuvanja
genetske raznolikosti takvih populacija.

Utvrdena je statisticki znacajna diferencijacija s obzirom na kloroplastne
mikrosatelitne (cpDNK) biljege analizom molekularne varijance, ali ne i
filogeografska strukura populacija. Stoga se moze zakljuciti kako je time potvrden
znaCajan antropogeni utjecaj na populacije hrasta luznjaka putem prijenosa
Sumskog reprodukcijskog materijala.

Analizom cpDNK biljega ustanovljeno je postojanje 66 haplotipova koji su
svrstani u tri rodoslovne linije (L1, L2 i L3). Navedene rodoslovne linije su
karakteristi¢ne za razli¢ita geografska podrucja u Hrvatskoj. Rodoslovna linija L1
je zastupljenija u zapadnom dijelu Hrvatske, L2 u isto¢noj Hrvatskoj, dok je linija
L3 isklju¢ivo zastupljena u sredi$njem dijelu kontinentalne Hrvatske. Karakter
zastupljenosti utvrdenih rodoslovnih linija, kao 1 postojanje njihovih tipinih
haplotipova omogucuju prakticnu primjenu koriStenth cpDNK biljega za pracenje

podrijetla reprodukcijskog materijala hrasta luznjaka.
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7. SUMMARY

Genetic diversity (i.e. variability) is the basic part of the biological diversity and
represents reaches of the alleles and genes of individuals, populations and species. Higher
level of genetic diversity in populations able them higher capacity for adjustment through
natural selection, and therefore it is an important part for their survival in a changing
environment. Therefore, learn and preserve genetic diversity is extremely important for long-
term survival of forest tree species, especially those which are the carriers of ecosystem.
Genetic differentiation on the other hand is integrated in genetic diversity and allows us to
determinate the populations’ genetic reaches.

Previous studies of morphological and physiological traits of pedunculate oak in
Croatia have indicated genetic differentiation of populations as well as high level of
intrapopulation genetic diversity. Different authors reported different patterns of pedunculated
oak genetic differentiation. Some of them determined the ecotypic pattern of variation based
on environmental conditions prevailing in the stands, but others reported geographic
differentiation.

Determination of level, pattern and causes of genetic diversity in forest trees species
is possible by two methods: 1. the analysis of quantitative phenotypic traits in genetic field
trials, and 2. by analysis of DNA markers. The main objective of this study was to determine
the level and pattern of genetic diversity of pedunculate oak populations in Croatia using both
available methods.

Three genetic field trials (Jastrebarsko, KoSka and Vrbanja) were established on
different locations with progeny from 16 seed stands and one normal managed stand,
representing the distribution range of pedunculated oak in Croatia. Field trials are established
according to randomized complete block design with three replications (blocks). In each block
are 17 populations’ with 20 families per population and 5 individuals per family.
Measurements of quantitative phenotypic traits such as height, survival, winter leaf retention,
intensity of infection with powdery mildew, intensity of late spring frost damages and
phenology were conducted to determinate genetic diversity and differentiation.

Descriptive statistical analysis was conducted whit MEANS procedure in SAS
statistical package SAS 9.3. Analyses of variance were conducted with PROC MIXED
procedure in SAS based on three different linear models (ANOVA). Linear models included
all population at ones, separately for each population and for all three field trials. Statistical
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significance was calculated for sources of variability: blocks, populations, family within
populations, interaction of blocks with populations and families.

Based on percentage of variance components from ANOVA, heritability (individual
(h%) and family (h%)) coefficient of additive genetic variation (CVa) and parameter of
quantitative genetic differentiation (Qsr) were calculated.

Multivariate regression tree analysis (MRT) was used to determine the pattern of
genetic differentiation using R statistical software ver. 3.0.3. with MVPART procedure. As
predictor variables climatic variables were used of selected seed stands. These predictor
variables were calculated based on the climatic data for the reference period from 1981 to
2009 using CLIMATEEU software package ver. 4.63. According to climate variables of seed
stand and standardized values of phenotypic traits analyzed populations were grouped into
clusters determining pattern of genetic differentiation.

Heritability (individual (h%) and family (h%)) and coefficient of additive genetic
variation (CVa) were low for almost all quantitative traits indicating a low level of
intrapopulation genetic variability. However, low additive genetic variation was probably
caused by high variance residual in ANOVA. Considering that calculated genetic parameters
are not reliable enough for final conclusion about level of intrapopulation genetic variability
in populations of pedunculated oak in Croatia.

Component of variance for all traits show high level of statistical significance for
effect of population. High Qst parameter reveals significant differences between populations,
which confirm their genetic differentiation probably caused by natural selection. Statistical
significance level for interaction effect of populations within blocks indicates a certain level
of phenotypic plasticity for analyzed populations. Multivariate regression tree analysis (MRT)
was used to determine the pattern of genetic differentiation. The populations were grouped in
clusters based on climate variables of their habitats of origin and standardized arithmetic
means of the studied quantitative traits in field trial Jastrebarsko. Populations were clustered
according to relative humidity and temperature of habitat of origin.

Also an interaction of genotypes with environment was established. Height growth of
plants in field trial Jastrebarsko was higher than in other two trials. Survival of populations
varied more and most probably depends on climatic conditions in each field trial during the
analyzed period. Populations originating from more arid habitat showed higher phenotypic
characteristics for survival and height in trials Jastrebarsko and Koska. Populations
originating from more humid habitats and also from relatively arid habitats had the higher

survival and height in field trial VVrbanja.
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Analysis with nuclear microsatellite markers showed a low level of genetic diversity
between populations. Populations HR 609 and HR 387 are more diverse form other
populations. Three populations (HR: 609, 387 and 577) have high F;s parameter indicating
inbreeding.

Analysis of molecular variance (AMOVA) determine high level of intrapopulation
diversity, also a statistically significance percentage of variance between populations indicate
a neutral genetic differentiation. However, established interpopulation differences were only
1.47 % of overall differences, referring to high migration of genes between populations.
Beside the natural gene flow (especially by pollen), the highly plausible is anthropogenic
influence by moving of forest reproductive material. Total of 19.6 % of genetic differentiation
among populations can be explained with isolation by distance (IBD). Relatedness of
individuals is lost after 240 km mutual distance.

Analysis with chloroplast microsatellite markers gave high overall diversity of
populations. Diversity between populations in AMOVA was statistically highly significant,
higher than intrapopulation diversity. Also, 66 haplotypes was determined, origination in
three lines: line L2, with highest number of haplotypes extends from east to west, line L1
prevails in western part of distribution range, while line L3 is concentrated in central part of

Croatia.
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AKCIJE FP 0905 “Biosafety of forest transgenic trees”, te 2013. godine u Njemacku u
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sudjeluje na domac¢im i medunarodnim znanstvenim skupovima. U svojstvu autora/koautora

objavljuje nekoliko znanstvenih radova.

Clanica je Hrvatskog $umarskog drustva i Hrvatskog geneti¢kog drustva.
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PRILOG I.

Popis i distribucija haplotipova po populacijama, te pripadnost rodoslovnim linijama.

Kloroplastni mikrosatelitni biljezi

Populacije (HR)

Haplotip ccmp06  ccmpl0 cd4  cd5  dtl  dt3  dt4  kk3  kk4 609 389 387 330 203 317 368 318 627 163 577 160 83 58 AM 12 16 Uk Haplo Linije
HO1 103 112 94 75 81 123 146 98 111 2 6 18 10 3 3 2 44 HO1 L1
H02 103 113 95 75 81 123 145 98 110 1 2 1 2 6 1 8 7 2 1 41 HO02 L2
HO3 103 113 95 75 81 124 145 98 110 1 5 7 7 12 2 1 3 1 39 HO3 L2
HO4 103 112 97 76 81 123 164 98 110 1 3 2 3 7 16 HO4 L3
HO5 103 112 94 75 81 122 146 98 111 10 4 1 15 HO5 L1
H06 103 113 95 75 81 122 145 98 110 11 11 HO6 L2
HO7 103 112 94 75 80 123 146 97 111 10 10 HO7 L1
HO08 103 112 97 76 81 122 164 98 110 1 2 7 10 HO8 L3
H09 103 113 95 75 80 123 145 98 110 1 2 1 2 2 2 10 HO9 L2
H10 103 113 95 75 80 124 145 98 110 3 1 1 3 8 H10 L2
H11 103 113 95 75 80 122 145 98 110 1 6 7 H11 L2
H12 104 113 95 75 81 124 145 98 110 1 1 2 2 1 7 H12 L2
H13 103 112 94 75 80 123 146 98 111 1 1 1 3 6 H13 L1
H14 103 113 95 75 80 123 145 97 110 1 3 2 6 H14 L2
H15 103 113 96 75 80 124 145 97 110 6 6 H15 L2
H16 104 112 94 75 81 123 146 98 111 1 3 1 1 6 H16 L1
H17 103 112 94 75 81 123 146 97 111 2 3 5 H17 L1
H18 103 112 97 76 82 123 164 98 110 1 1 3 5 H18 L3
H19 104 113 95 75 81 123 145 98 110 1 1 2 1 5 H19 L2
H20 103 113 95 75 80 124 145 97 110 3 1 4 H20 L2
H21 103 113 95 75 81 123 145 97 110 2 1 1 4 H21 L2
H22 103 113 95 75 80 122 145 97 110 1 2 3 H22 L2
H23 103 113 96 75 80 124 145 98 110 1 2 3 H23 L2
H24 103 113 97 75 80 122 145 97 110 2 1 3 H24 L2
H25 104 112 97 76 81 123 164 98 110 1 1 1 3 H25 L3
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Kloroplastni mikrosatelitni biljezi

Populacije (HR)

Haplotip ccmp06  ccmpl0 cd4  cd5  dtl  dt3  dt4  kk3  kk4 609 389 387 330 203 317 368 318 627 163 577 160 83 58 AM 12 16 Uk. Haplo Linije
H26 103 112 94 75 80 122 146 98 111 2 2 H26 L1
H27 103 112 97 76 82 122 164 98 110 1 1 2 H27 L3
H28 103 113 95 75 81 122 145 97 110 1 1 2 H28 L2
H29 103 113 95 75 81 124 145 97 110 2 2 H29 L2
H30 103 113 97 75 80 123 145 97 110 2 2 H30 L2
H31 104 112 97 76 82 122 164 98 110 2 2 H31 L3
H32 104 112 97 76 82 123 164 98 110 1 1 2 H32 L3
H33 102 113 95 75 79 123 145 96 110 1 1 H33 L2
H34 103 105 95 77 81 124 144 97 110 1 1 H34 L2
H35 103 106 95 78 80 125 145 98 110 1 1 H35 L2
H36 103 112 94 75 81 122 146 98 110 1 1 H36 L1
H37 103 112 94 76 81 122 164 98 110 1 1 H37 L3
H38 103 112 94 76 81 123 164 98 110 1 1 H38 L3
H39 103 112 94 76 82 122 164 98 110 1 1 H39 L3
H40 103 112 95 75 81 123 146 98 111 1 1 H40 L1
H41 103 112 97 76 81 122 164 97 110 1 1 H41 L3
H42 103 113 92 75 81 122 145 98 110 1 1 H42 L2
H43 103 113 94 75 80 124 145 98 110 1 1 H43 L2
H44 103 113 94 75 81 124 145 98 110 1 1 H44 L2
HA45 103 113 95 75 80 125 145 97 110 1 1 H45 L2
H46 103 113 95 75 81 123 149 98 109 1 1 H46 L2
H47 103 113 95 75 81 125 145 98 110 1 1 H47 L2
H48 103 113 96 75 79 124 145 98 110 1 1 H48 L2
H49 103 113 96 75 81 123 145 98 110 1 1 H49 L2
H50 103 113 96 75 81 124 145 98 110 1 1 H50 L2
H51 103 113 97 75 80 122 145 98 110 1 1 H51 L2
H52 103 114 95 75 81 124 145 97 110 1 1 H52 L2
H53 104 112 94 75 81 122 146 98 111 1 1 H53 L1
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Kloroplastni mikrosatelitni biljezi

Populacije (HR)

Haplotip ccmp06  ccmpl0 cd4  cd5  dtl  dt3  dt4  kk3  kk4 609 389 387 330 203 317 368 318 627 163 577 160 83 58 AM 12 16 Uk. Haplo Linije
H54 104 112 97 76 81 122 164 98 110 1 1 H54 L3
H55 104 112 97 76 81 123 164 98 112 1 1 H55 L3
H56 104 112 97 76 81 123 165 98 110 1 1 H56 L3
H57 104 113 95 75 80 124 145 98 110 1 1 H57 L2
H58 104 113 95 75 81 124 145 98 111 1 1 H58 L2
H59 105 113 96 75 80 124 145 98 110 1 1 H59 L2
H60 106 112 94 75 82 123 146 103 111 1 1 H60 L1
H61 106 113 95 75 81 123 145 97 110 1 1 H61 L2
H62 106 113 95 75 81 123 145 98 110 1 1 H62 L2
H63 106 113 96 75 82 124 145 98 110 1 1 H63 L2
H64 107 112 94 75 81 123 146 101 111 1 1 H64 L1
H65 107 112 97 76 81 123 164 98 110 1 1 H65 L3
H66 109 113 96 75 81 122 145 97 110 1 1 H66 L2

Ukupno Ind 18 19 20 20 19 20 18 15 19 20 20 18 20 20 19 20 20 325

Hap 7 4 9 3 5 11 12 11 9 5 9 11 7 9 11 4 8
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PRILOG II.
Distribucija devet najfrekventnijih haplotipova (HO1 — H09) po populacijama.
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