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1. UVOD



1.1. Filogeografija

Fiogeografia je znanstvena discipinkoja uz pamo | filogenetskih me
rekonstruirati poviesee promjene rasprostranjenastvrsta na Zemlji Fiogeografija u sebi
povezuje rezultate molekularne genetike, populaciske dinamike, paleontologie, geologie i
evoluciske biologije. Premda su se tijgg9 pod pojmom biogeografjaradie s | i | ne st udi
termin flogeografija je prvi putu znanostuveo Avise (1987. Fiogeografia se kao
znanstvena disciplina pol el a nagl o razvijat.i
kada je srodstveno stablo d o b i v e nima ljudsket mitahgndnjsken DNA, podrietio
| ovj ek a s mj e YVteil li k a ulogeddfaiskindstudija bijaka povezaa je s
oledbtama u Pleistocenuprie 2,6 miljuna godina do 13000 godinap koji se smatrala su
presudno ytec al e n a danagnji Boduj riogechmfskéf stadijeu na  Ze
obzir uzimaju r el ati vno nedavne k aeov o Igugs 1j estidicel lgrh,0 guaslkaoj
genetil ki p osefkcla, spegiacii, mod@noa r e | | da filogeogre
svojevrsnu poveznial i zmelLu popul acmkroevwleip igiogenije ik e il
makroevolucp. Do prie nekolko de e t | fpsinil astaci bijakabii su jedini izvor za
rekonstrukcij njhove r as pr ost r anj eUrzo sp d nathih ogeea @ Islojesimai .
Zemline koreus pj egno S u detektirane mi gracije ra
tiekom glacijacija. Termofine drvenastbilke se vel i npma guj upa jejnatgymam
njegova velka produkcia. Pelud ses | o b al a o ljaka unpartoi d | tekeenorinmop
k ol idaidarias postojevelke naslage u slojevima Zeml&oje o mogui uj u kvaldi
rekonstrukcie pr o g | i h Zanimjivor endaasus t r a §riastagan peudeo mogul i | a
viflo sigunoodr elivanj e ipgiedinih nbdinih  wnstegna asjevier] rakonzadnjeg
ledenog dobaTakoj e o dr e Llzma mighcdao b el n e (Fdgus ksylvaticaMill)
bila 150-300 m/ go d iodn j| & ,0 g Frgxiaus excelsiorl( . ) 500 m/ godignj e
(Corylus avelland.) i vrstarodaPinusLido2 0 0 0 m/ (Taberletdi suj. £998)
Rekonstrukcija biljnih areala u proeglost:i
opraguj u ent o nonbfljal ppdrazumjéva maiue produkeia tpeludnih zrna  koja
ne stvaraju dovolne idgeografsk wrijedne tragove. Z a istragivanje f
entomofinhwsta( vel i na zeblijlaostijié p orekolikopdsoe t |dpkede f i
nisu razvie molekularnreb i ol o gk e met ode upot.r élimiepai v e z

molekularnih maida je dosegla tolke razmjere da danas fiogeografia § e dednirai



kao Zznanstvenu disciplinu koj a proul ava p o
pomoi DNA rodoslovlija recentnih populaciija.

Za rekonstrukag bi | j ni h a r eprhjenjuju e bmwjneo Molelallarre i metode
kao g tzaenzing, LAFLP (Amplified fragment length polymorphysms), RAPD (Random
amplfied polymorphic DNA), mikrosatelti (SSR, Simple sequence repeiats) zadnje
vrijeme sekvenceDNA jezgre, mitohondrija i kloropéa.

Bud u ida se rasprostraneb i | j ak a vr gi koje rse irazviajis pae me n Kk i
maj | i ns ki, moddeiidbj kearma pr o ul a vieDNAe(Bika k)| aokoje gel ast n
nas | jpeekougjne stanice koji u sebi nenfa g umo va ol iinpekdalmsobiioN A
su vriedni za flogeografjuPr oul avanj e kl oroplastnih DNA za
dodatne prednosti kao Qgto perdabikanjoad nedu
rezutata nuklearnh DNA nastalih zbog postojanja rekombinacia, keogd i velkih
r e a r aankgdchoaog tipa DNA molekula(Singh 2004).
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Slika 1. Raspored gena krugne kil oklomplastassONA&u mBINA raj | i ce
krugne dvolan] ane DNA, a u stanici ih jsau veli broj
obilno ujednal ene i imaju isti redos!| jd46® nukl eotic

kbp. Jedan dio kloroplastnih gena je tiegkomenddsi ot ske evolucije zavrgio u
dok su oni preostali uglavhom geni zibosomske proteine, rRNA odvijanje fotosinteze
(http://unmc.edu/bsbc/glabresearch ytm



http://unmc.edu/bsbc/glabresearch.htm

| maj ufl i u vidu sve prednosti kl oroplastne

najvel a prevelika e v 0 jb wnekada stdk@ velika odaotijeblemer a n o s t
Kloroplest n e DNA ne razvijaju polimorfizam niti
Danas -manjvea gepaleni nal i ni kako rij sgencitda ova,j

je sekvenciranje DNA, kao juetaljnja analiza molekula DNApostalo tolko jeftino da se

mo g e primijenitdi na velike populacijske uzor
kl oroplastnih regnpienmwowgoi vejregqénj b PER poc
nekodimgajel eeef e mTaberletii jus k991, Bumalkppegue i sur. 1997,

Demesure i sur. 1995, Shawsur. 2007) Osim gto su evolucijski m
kodiraj ul i hregie ®8A jmajy dodatmue prednost t o me sélkciski s u
neutalne, a upravo je to jedna quio g e | j n i dobrog BNA bijegaa

12Jugna Earapaj al no utoligte I 1 1 zvo

cjelokupne europske flore

Prije vige od t rajeMisleatn k®owd ipe kojajpsut pedojere e n
Zemiinoj orbiti jedan od glavnih razloga Klimatskih promjena na  Zemiji
(http7mwww.ncdc.noaa.gov/ipaleo/milankovitch.html P o | eperieda vartama (od prije
2,6 milijuna g o dse rfoanratdedeni gpakm\a s sjeverpop Eumpli) ovom
ge ol og k o mneppestand se dzmjerjuju glacijacisla i me L ugh aazdopla c i j s k
Osobite] est e promjene gl awui jzadiijlg efemat er gelaadenijjia
zadnja oledbas naksimalnim ledenim pokrovom prije 20000 do 18000 godna vr gi | a |
prije 13000godina (Slika 2).

Posliednjih 13000 godina smo u interglacijacijskom razdoblu. Po nekim autorima
(Dansgaard i sur. 1993) nagle promjene temperatura unutar glaciacishédrglatiaciskin
razdoblla sues dogalLale relativno | esto i naglo uz
14A C ®ODozmodHOna. Kad su jednom nastupila t a
5000 godina pa je stabilnost danagnjeg 1inte

omogulila brzi razvoj | judske civilizacij e,


http://www.ncdc.noaa.gov/paleo/milankovitch.html

Slika 2. Maksimalni doseg ledenog pokmw zadnjem ledenom dobu (prije 2000018000
godina). R1, R2 i R3 oznalavajuE=aredghiavpakrriefallg,i ]

TTTTjugna grani & -gaeasnjaagfanica&opre, granica kopna u vrijeme

maksimalnog ledenog pokroyaaberlet i sur. 1998)

Ova&ve nagle klimatske promjene imale su velke posledice par o g | u, ali i
brojnost i rasprostranjenost biljnihrsta u Europi. N a specifil nost europ
klimatskih promjena u Kvartsauu]| utg Enpacijed odat n
kontinent, negopoluotok Aziiskog kontinenta, da je cijeli jug Eur ope
morem tj. bilkama nepemostom barijelom, d a ] e na ovom kontinent
kretanje vegetacije u pravcu sjeyag zbogvi s o ki h laninskip imasaak kojn se p
pr ugagmieruzapadi st ok . Tijekom Kvartar a sve s u v
i zmj eni | nananganje areajaRopulacie na sjeveru su tiekom oledbe izumirale, a
jugnepregivljavale na ukrtazw.] el g aigjGladijand ma lua o
utol igekeiniea kao podrulje gdje zbagl msigul ge
ub | a g aelki rkjmatskh promjera tiekom Tercijara (prie 65 do 2,6 miijuna godina)

Vii Kvartara (prie 2,6 miijuna godina do danas)r B gi vwlu aglaamgi j aljei m ut o
krittrehumlnza pr e gi v Isyakev astejjee su areali smangni na minimum a

kompeticie me L wistamasu izuzetno velke Neprestano pomicanje areala u pravcu sjever

jug, ovisno 0 glacijaciskom odnosno interglacijacijskom perjodovod d o ponavljajt
genetil kih uskih grteaefkt@angosngemaé¢tai c( kdpept t If @oruen
ol it ujmanjoj ugenet | k oagnolikosti sjevernih populacia.Danagnj a raspo

unutarvrsne gemetBurkoepi r amongouliiek os€ i obj asniti



utoligta na | ugaciskih euevas kojimaeskuo | § R o b ml gk e giril e
pravilu je genetilka raznoslikebtmijbhgojlempopp
genotipova, dok je ona kod sjevernih populacijaanja te uvjetovana kolonizacijskim

putovima kojim su se te papl aci j e gir i |l ejeverra Eyropa jeiphmarnot ol i g
kolonizirana s Bal kanskog i |l berijskog poluc
dijelom prekinut zbog Alpa Usporedba kolonizacijskih pmtea s ugerira postoj al

njhova sidara Glika 3).

Slika 3. Glavni postglacijacijski kolonizacijski putovi i zone kokta a r azl i | i ti h
migracijskih put@a u srednjojisjevernoj Europi (Taberlet i sur. 1998).

Za glacijalna utoligta se ol ekuj e da u
boraznoli kost.i umj ereni h kI i mat sdnerasthpbijadar u| j a .
pokazuju da situacija nije tako jednostavna te da su hijkejeme glaciaciestvarnov e | i m
dijelom bile lokaliziistoatake iuwed ¢ mg rbirno j wt omail g thi m
ut ol igta na igsuhanipcoid r wd ¢hd geganiiundrg od kuda su mogle
brge osvajati sj ev egPett asur.2008)r ul j a nakon ol edbe

Jugna Europa, [ Megditerarp jedan e cotl mlavih | syjetskina n I zr

centara bioraznolkosti (Medail i Diadema 2009)sobitost mediteranske flore uvjetovana je
naj vige pglacgainio p 6 a | e gd lai [ | i nj eni dogrograttld | e
kK r i ¢Burgpe,eSahare i Irafbur ans k e regijeaefskSl,o0degnel ogekoe
priike tijekom miljuna godinat e r d e glak & ii gMemgskaskurza (prie 5,8 do 5,3
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milijuna godina) i Milankovil ev,edovetel sundot s k e
stvaranja r azna veiké& rapnolikastiyrse ts®drojrm temdenming Ba d u | i da
su u nepovolinim klimatskim uvjetimabrojne bijne wrstepr e gi vj ed @guy sigi mo
Mediteran predstavija mjesto sekundarnog kontakta i hibridizacie tj. speciieie bi se

razjasnila omvar apcriijlaama  bgll 3 @aikjaacu j pkioml as bl i g
danas posegu za istragivanjem recentnih p o
Tijekom zadnjih 26t a k godina vel.i br o] filogeografski

po o0 gaj rJeufguingpijj. BE Uw o fii pogregno razmigljati d ¢
utoligte na jugu Europe zahtijevaju s]ilne
nego predstavljavraeimeaimiklians upsriswatu mogedn® orstd. i | a n
Na galzositgur ni | @otreb@ je Imnwlgloe vi gei stnraam@itwaemjidah na
biljnim v r st a ma j er s demef airgd @ wjnio m z mjild jpnedadinha gi v a
drvenastih biljaka Slika 4).

Glavni prioritet s\un progr ama konzervaciije j e prep

(svojtu ili populaciju) kako bi se saluvala
vr st a u Mediteranu | e i mal a nekoliko ugr o Qe
Ovakve gendtik i jedinstvene p g aul tgvt hojspofs goer needt si t| akvel j
raznoli kosti dotil ne VI ste. Precizno l ocir

konzervaciju mediteranskin bijaka kao primarnog izvora cjelokupne bijne raznolikosti

Europe. Podean konzervacijski izazov u Mediteranu
tisulljetnim utjecajem | ovjekaamelsposel wjakili
kako | e I stol ni dio Mediterana do saddia mnoc
te da bi nNovi rezultatdi filogeografskih istr

mn o g 0 me promijenil: danas prihvalenu filogeo
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Slika4.Pol o gaj
(Medail i Diadema 2009).

1.3. Ljekovita kadulja ( Salvia officinalisL.)

1.3.1.Taksonomija, rasprostranjenost i ekologija

Salvia officinalisL. pripada porodiciLamiaceae( us nal e) ,
tribusu Menthag subtribus Salviinag rodu Salvia (Drew i Sytsma2012.

najbrojniji rod porodiceLamiace@ k o0 j i

sddr gAi00i zime 1000

@Sousslw. Anti Atlas

gl aci jeadlintiehr antuo |oidgrteaandizam¥8R bimegvesteg r a f s ki

Nepetaldeagr odi c i
Rod Salvia je

rada st a.

mogu bitij ednogodi gnj ebikd aldwajice (Bittgnnz0e&}). U svjetskim

razmjerima rod Salvia L. ima ti centra rasprostranjenjau centraloj i

pj UAIMBTKCI,

s r e dj iAgjini Mediteran,

t eoj Az t(Walker i sur.2004).

Lijekovita kadula, Salvia officinalisL., e vi gegodi gnj i,

wsipezdba z el en

60 cm (Slka 5) Donji, stariji dielos i

bilj ke

su odrvenjeli [ rje

dok

srebrnkasto sivu bojSlka 5c)

Ssu vrgni dijelovi
DI

mi

ake
ris.
8

speciifnitleanrzi van

S u

zeljasti

Listovi

guplje

S u

S gusto skur

i spunjene et

jednostavni



cjelovitog Pl bl ago pilastog ruba, naboran
imaju bijele -4madua eetelc atgopiram sunuapv i2d ne p10gl j ene
cvjetova, koj i(Sikd So)ne L@agikwi dind d&ihggast dbDkasto dl

Zzubaca. Vien|35 inm, viejlubiilnksatdoe pbaye, ilrij eleg
Cijev vjenlila je duaavnaonjgormnijia mnuesdmj as adhaead c
Gregurag KOi8jenov sustav je dobro razvijen,
Bilj ka prezimljuje S dij el om, obil no ml aLlih
sterilnih o994l njekkvia kddijacgvan et a i zmelu oguj ka i
klimat skim uvj ejetanmatrajes dka nmieget alana. da wvigeme cvjetanja

proizvodi vel i ku kolilinu nektar d&aagthodijwl jlui

Balkana biku opp guj u medonosne pil elLe, bdwmbk20L0)iBubal
Opr agi v avnrjgei speo mo | u A me h a nvelkem@ o spg leujgue fe, edf ti d
opr agi va n-Bakhoffl Q00&|Slisae 6) Razmnogavanje j e ugl a

plodil j e okabglast, mal o izdugen, girok 2
kestejastejed o t amnosmele b.oje (Gidovec 2004)

Vrstu Salvia officinalisj e pr vi opisao Carl Lbalvia® 1753
doslovnom prijevodu zn alepiet dfficinalispse isto odrodirmma v a o
njezina l jekovita Ssvoj stva. Hr vat sko struln
dal matinska kadulj a, a najlegla hrvatska na
krastatica, p i fijao prava kadckiljp (FCIN i § a&2D1MBY | a , gal

Prirodni areal |l jekovite kadulje prostire
bligeg kontinetalnog podrul ja, uk !l julujuli d
Crne gore i Albanig®9)(RiStahi gitasuarve vrste f
podrul jamaogeBalkana 1068)] gdeljé hiezina autbhitokosti upitna
zbog izoliranost.i stani gt a(Dweck 2000). ®retpostavka jeo v | e k
dasupopuacije | jekovite kadulje koje se mogu p

sjeveru Afrkenat ur al i zi r aunod bijakd &oje duaodbjegt tizj uegbjdebbab i
sur. 2009)Elika 7).



Slika 5. Ljekovita kadula (Salvia officinalis L) a)gore) pri rodnoizvoet ani gt e
http://mww.panoramio.con/photdd) (dolie ljevo) cvat s ast avl j en od vige proi
prgljlaomcalkt eristilnih zigomorfnih d)ydpletova s pr
desno)listovi gusto prekrivenim khleakamadaj wtlarn &kt enr ius
sivo zelenu bojgizvor: http://caliban.mpikoeln.mpg.de/mavicg/

Slika 6. Mehanizam poluge jesobitosto p r a g i v aliekodte kadulie(Piganhty, 2012).
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Slika 7. Rasprostranjenost liekovite kadul@alvia officinalisL.) napodrd j u Medi t er ana.

1.3.2.Svojstva, liekovitost i uzgoj

Aromat i | lekoviel kadup s ui tradicional ni zalin medi
| aj evi, pripravci [ ekstrakt:i su korigteni
protuupalnih,  fungicidnih, gasr opr ot ekt i vni h, baktericidnih,
antioksidativih i antiangiogenskih svojstav ( Gr e gur a gma 2ZrOolt3vyu.pal ni ul
zahvaljougmi udjvebu wursoli ko¢ aki ®e likaoparandtaroigsetnaay
kontrole kvd i t et e u biljnim pripravcima (Barilevil

(2003) j e pokazala wulinkovitost ekstrakta Kk
s blagom do umjerenom Alzheimerovom bolesti.

Stabljika i |l i gtolitislads gej eokao, 5alovim@al i na r
Naj zast up-lupnesai5p% u ptabljiciU30% u listovima i 18% wig et u. Me L U
esencijalna ulja -pkiandeupingne Kamere k auntf rodnjy any We ny b
kariofilen i viridiflorol (SantosGomes i FernandesFerreira 2001).

Me d od kadul j e se proizvodi u reletvng at s k o
ogranil enih kKl itmae & i lz a u\sjpeetcazibog Isvophastojsava,d | o go n

med od ove bilkepos aj e sve vi g,eaza negagraste interes znanstdemnkg t u

(Lugil i sur . 2007) . L j e k sastgjct kojis kadulja nmeadua proi
velikom udjelu, a I mBplLgla@dd8)ok sudati vni ul i n

Bilj ka i ma i ukrasnu vroivientahoslh o g i milre stao
istova i cvjetova, dobro ugpeva u uzgoj u i nije zahtjevna

11



S U g smatiamo jupionromveget acije u pogumljavanpwc kr ga
2004, Gr egur aad prfethilk8j9 bi maple dtjpecati na populacije kadule su
nekontrolirano sabiranje [ smanjivanje stani
zany enj uj u garig i prvi nkajik suj pamietii Rjdzire | nastajanje s tnekim
dijelovima Dalmacie (Greguag 2013) .

Do danas se prikuplianjeijnog materijalaljekovite kadulie u velkoj mjeri svodi na

divie skuplianje, pasu porast komer@ne pot ragnj e, slabo regulire
st ani glitdo velkayvpeitiska na populacie ove wrste u diyli ni . U svrhu 0
genet ski naj bogatij i hprapwementkomzenjacske mard o ¢ 5 a %
ukl juluje formiranje koncepta zagtite, pral

girenj e ekaitutin gitaz apgeit je, kvaltethihvzakorskin regulacija prodaje i

iskorigtavanyter,gokamj a m popjaaapaniapee i 9j9i8 . ) . Takol
vagnoprimite da dr gave jugoistolne Europe u veli
materijal, koji u usporedb sa preralenim materijalom i ma |
Poticanjem preralivanja takvog biljnog mat e
izvorigta, dr gave jugoistolne Europe mogl e

z atg tnieg biofonda.

| maj ufl i u vidu nabrojane nvjaegrneo Z aegta ¢ tev air
preduviete, a poznavanjge ne trialzkne | i Ko st i ] e dJkolko pgommajernod naj
genetil ku raznolikost, ser odeb st ada f modge@eno g rza

populacie jedinstvene na svietu, kojeusu najboljoj kondicii, a kojima prieti izumiranje
koli ko | e kvaliteta eterilnih ul j a uvj et oval

saznanja mogul e emeneprmjverse i z @jgdaje gemgtipove za br at i

uzgoj , predvidjetdi ut j ecaj budul ih klimatski
civizacje. | stragivanj e genetil ke raznoli kosti pr
posebno iiedo ako se zna da Jje ova biljka hrvat s

naj znal ajnije pbpal aiczioer ztbaudmbhggitwzgojnog |

razmjerima.

133. Pregl ed dosadagnjinh geneti| kih istragiyv
kadulje

Kor i RAP® ibijege (Random Amplfied Polymorphic DNAGI d o v e c je Ki2 0 0 4)
prva koja jenal i ni | a -goeonpeutlialckinp sphanran | poulaciana liekovite
12



kadulie Naj vel. udi o genetske r aznol puagiesdok zabi

j e puno manj i udi o raznoli kosti pripadao r
| straguj ul i genet gk desets st ntguwaniunt v prigapduth a g iej a
pet izvornih populacia Me L u i stragi valhe mo ppsmnje| prostorjea ma u

autokorelacije i prostorne izolacijgsolatiorrby-distance).
U svojoj doktorskoj disertacii Jupuj ak ovi | , upoebdnD AFLP | biiega
(Amplified Fragment Lenght Polymorphismsip 625 jedinki iz 25 prirodnih populagia o g | a
do i stih zak Igeunl eatkzdolkoste umdan izmel 2y p o o tim @dacje | a
ona utvrdila samo dvie izvorne populaciopulacie Istre i Kvarnera su pripadale genskom
skupu A, dok su populacie iz Dalmacie i Hercegovine pripadaleskom skupu B. Rubne
populacije (Vratnik i Karl obag) i popul acij e

genskog skupa.

Stojanovil i sur. (2013) su istragujuli
centralnog Balkana i crnogorske obaladranat e upotrebljavajuli sek
intergenskihregia pr ona gl i s e d(8lika 8)h &zptih @ tkiorpplasnia haplotipova
uspjeli Su jasno razlul iti dvije Ilinije: Kot

inju. Ove linje nsupokazivale znakove nedavnog demogr a
jadranskoj obali. Sve | et iri kontinentalne
haplotip, a i sti je bio rijedak u jadransko
srodnost tog kontinentalnog haplotipa s ancestralnim haplotipom, te su sve kontinentalne
populacie okarakterizirane kao reliktne i refugijalne.

Isti uzorak liekovite kadule kao kod Jmyuj ak ovi | j e upotrebl ]
disertaciij.i Griemgpudag s (2 0kla3o) kgsernidgbivcel nkevieni bi | j e
mikrosateltni bijezi (SSR, Simple Sequence Repeats), koje su u istom laboratoriju razvil
Radosavljevil i sur . (2011) . Ov a disertaci]j
genet i | kaoe priiredbir populagia liekovite kaduljeUt vr L ena ] e vel ik

populacijska raznolikost u svih -populacija.

13



haplotype A
haplotype B
|| haplotype C

= haplotype D

haplotype E
haplotype F

haplotype G

Serbia : MIL
3
S \

m A\

Slika8 Karta rasprostranjenja prirodnih populacija | je
kloroplastnih haplotipova u kontinentalnom dielu centrainog Balkana i na crnogorskojJaloiatina
(Stojanovil i sur. 2013

Weinber govoj ravnotegi. Signifikantno odst uyg

objagnjeno ulinkom @feat)i (papdlaaja Mratik),g geogrdfskamn d e r

izolacijom (populacija Ml j et) t e Wahlundovi
Peljegac . i DKbnaehie) rezultati ukazival.i SuU n.
cijelog istmpeygdave rde drakal lkkgmbi heooj aarijel ni

smjeru sjeveroistofugozapad (Zrmanja, Cetina) i planinskih masiva u smjeru sjeverczapad
jugoistok (Velebit, Bi okovo) predstavlj a na
Upotrebom Bayesovskeanalize populacijske strukture ut vr L e
(sjeverni Jadr an , (Slka 9).eOdap jezuttatijep j o gemmalJ ddaam)al| i n
(1) |l jekovita kadunl sita ng e nenkogglliak oprmejge svtj &t id i |
podjraul t e s e nakon posljednje glacijacije p
geografskim barijerama, dogl o do ponovnog
mogul nost da powt glamci javaoae e k s paancziijjee  Jwgsnl a
Jadraa, odnosno da su sjeverne populacie adstt ' poduzor kovanjem' iz
ovom istragivanju i zmelLu ostajubgkaall jfuilluojgee
ove wrste bio dobro kombinirati rezultate njezine mikrosateltne analize sltater

sekvenci jezgrene i kloroplastne DNA.

14
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Slika 9. Struktur a izvornih populacija na temel ju Ba
STRUCTURE pri K = 3 (maksimalna vrijednostK) . Svaka je populacija preds
postotkom genoma (Q) jedink k o j i potjele iz odrelene izvorne po
linijama su odvojene tri utvr Ll(eGre grueqigj e2(01S3)everni,

1.4. Statisti ke met 6deogeografskim istragiva

Osnovna f il oge o gvaakorstkukcijoma fiogehetdz stablazilamrr eggpa
Grane stabla se nakon toga povezuj uprser demogr
pojava filogenetskog ogranka kKoji s e mo g e n
podr,mojge se iknaergokaizr amtdivaj anja u proglosti
ostalih. | sto tako ukoli ko j edinke I z dva
monofietska ogranka s izuzetkom manjeg broja jedikkio | e zavr gavaju u
geografskom ogrankutakve jedinke se mogu interpretirati kao dokaz gr aci j e i zmel
podrul ja.

Unut ar filogeogr afske st afiopgesetskaki @opulmgsgau s e
genetl ddkaflogenetska struja u dobivenim srodstvenim stablima vidi evoluciske

15



odno®, populacisk-g e n e tsitlrkug a u njima vigldnegliulke] ngr op
Sukladno ovimgl edi gt i ma filogenet ska struja smatr a
direktno zakl juliti onaf i kbgedog( ANk k inmgartl @ g a L
flogeografska analiza)d o k s e populacijska struja iprotiyv
posege zZa analizom fil ogeneit edieh nekntdaugha | a u z
statistilkih pristupa.

1.4.1. Nested clade filogeografska analizgNCPA)

NCPA analiza je metoda kojao moguizawkd j ul i vanj e o] demogr
populacija na osnovi flogenetskih informacia. Wwnalzi je prvi upotriebio Templeton i
sur (1995) , a osniva se na r aestpdeclade k laadi $ z &l
NCA), Nasted clade analza @i zaj nirana s namjerom da prou
fenotipa u kl adistil WiNGPAaanaz gepgaiske lokacije se tretiraju kao
fenotipske osobine koje koevoluiraju s genomom. Prvi korak u NCPA analizi je kiuoga
haplotipske mrege. Ov a mrega se potom kor.i

flogenetske skupine(eng. nested clades)Dobiveru filogenetski struktua se na kraju

statistil ki o deogafski opida aaspored bilbgenesskh grupk or i st el i t
inference key (Templeton i sur. 1995)

Ulinkovitost NCPA analize j e i sprobana i
prirodnih populacia spoznatom povijegl u. Zakljul ak ] e b
mogul nosti d o kip zuaapried goznates i o psacternialrk e fr agment a
Vi soki stupanj | a dmoj n @ o piotzii v rbivimogl rpaveztzlstl & tad .e

mnogtvom st atmnsdgni swakizflagenetskiagranunMe Lut im za r azl |
od s i mul idijaa $tvarhei Btudjesst ypokaale rezutate konzistentne s drugim

pristupi ma. Postoje dva objagnjenja zagto | e
pogodnij i za NCPA anal i Z2ojedinh aupo smatrajmuaa ise aj ul
geografskapovi j est popul acij a dogalgda (eng. agenetics er i |
bottlieneck) koji daju jaki sigha upotrebom NCPA analize. Drugo
subjektivnogiu prilikom provolLenja o da anall
upoteblavaju upravo one opcie koje ih dovode do rezultata kaje sulidjeli primienom

drugih metoda.

16



1.4.2.Metode temeljene na @alescent teorij

SuprotnoNCPA pri stupu populacijsko genetil ka te
mat emati| ki 0 je vraspodjele agenao p ipspulacih a nal povezjed a
demografskih model s dobivenim srodstvenim stabli@&a teorija smatra da ssrodstvena
stabla populacia s ul aj no uzor kovanih jedinki stohasti
stablo je jako ovisno kejsu jedinke sabrane za analizu. Isto tako dobiveno stablo ne uzima u
obzir da u stvarnoj populaciij.i neke geneti]
potomke, dok druge prenose svoje akele na vel i broj pot omaka. L
srodst e n a stabl a ut jecana lzborom jedinki unu
ol ekivat.i prilikom anal i ZTako @akeids tnkka guijze mo r pe d
dvie populacie koje su potekle @ncestralngpopulacie prije T generacia, srstsleno stablo

mo ¢ ali i ne mora pokazati monofietsko podrieti®lika 10). U s | u | fingenetska a

analiza nepotvrdi monofietsko podrietio . n@r onale =zajednil kavg pr et
zakl juliti da su j edi nke nstar.oAka isg edirekinagizme L u [
flogenetskog stablaz a k 1 j u| i da g e ne @lr ogipgpaadjageaaaovajr e f | e |
fenomen poznat kao Alineage sortingh mo g e
smjerul.

U7 T

Slika 10. Pri kaz sl ul aj n oradstienog stabla deo fdrimjerua dvije ypopwlacie

monofiletskog podrijetla. T = vrijeme u proglost
u dviije recentne populaciije. Ako su za analizu
stablom medkuli eatdie zajednil kog preftrkeagtomeo k i zbor o

mo g u(Niedsen i Beaumont 2009)

17



Vel i ki j e broj metoda u populacijskoj gen

ove metode temeliene na vjerodostojnosti (eng. likelihoad), takve metode se ubrajaju i one

temeljene na Bayesovskoj statistici|]i) MatPegmat
| e mu X predstavlja podat ke, a i j e vektor
parametri mogu biti stupanj migracie, left i vna velilina populacije,

itd. Za razliku od flogenetskih metoda koje su razvie metode za povezivanje geografskih
podat aka s a stabl om, coalescent teorija L
demografske modele(npr. model var aj ul e veliline populiacij e,
migracjom, model s vikarizmom, migraciom i populaciskim rasjosa stablom. Funkcia
vierodostojnost.i mo g e biti i zr M) udeandgrafskeu z i ma |
modele prema Felsenstem (1988):

p(x|©)= J p(x | T)p(T | ©)dT

Q

gdeqpredstavlija set svih mogulih stabla
Problem s odje prkazanimi nt egralom je u tome da ne mc
jednom poznatom metodom a s e upotr emmdmervialjkue riazbki mut aci
metode k a o g hpy. mede temeljenena potpunoj vjerodostojnostigproksimativne
metode bez mutaaj ABC metode PAC metode itd(Nielsen i Beaumont 2009).

1.43.0drelivanje srodstvenih odnosa na popul a

Bez obzira na koji [ e s e (N@RPAIiipopulatiski 0 g e 0 g
temeljeno na model u) prvi kor ak svih fil
filogenetskih stabalailiolgienii laogemnsjtedkujhe mr 2z

za odrelivanje srodst ve swjhi neznin dieosa (Nprggenag ol o g i

na razini populacija tradicionan flogenetske metode (maximum parsimony, maximum

likelhood, neighboujoining) nailaze na problemeNaime, tradicionalne flogenetske metode

prepostaviaju da ancestralni haplotip p e Vi ge prisutan u istragi

upravo suprotno populaciskoj teoriji (coalescent teorija) po kojoj ancestralni haplotip

predstavlja najlegli haplotip u populaciiji.
18



broj varijabinh k ar akt er a za tol nu rekonstrukciju fil
populacija najlegle nema. l sto tako rekombi
tradicionalne flogenetske metode ne uzimaju u obzr. 1z svega nabrgmswmy je dasu za
odrelivanje geneologija na populacijsko]j r e
Jedno od riegenj a j e primjena haplotipskilt
stabala. TCS metoda (Templeton i sur. 199Rjutar istoimenogr a | nogn prbgrana
(Clement i sur. 2000) je dosadgiea j | e g | e a etotazaekbnbtiukeiu populaciskih

geneologija bijaka k a d a j e varijabilnost genetil kih [
DNA). TCS ralunalni program s mjuegegt ai sreaklvuennac eu ||
pojedinih haplotipova u wuzorKku. Ove ul estal
haplotip outgroup vijerojatnosk o j a korelira sa starogliu hapl ot

19
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Jugna Eur opa, Pl | e sram jedam je tod eglavhi jgeskia n izr
centar a bioraznolikosti, refugijalno sredigt
ovog pod rrezbrgbdine razonakostiza cijelu Europ, od izuzetne | e V.
od prvih k or a k atite svakep wste g r peepoznananje Zentgra raznolikosti,
jedinstvenostkioz iist ruggygioyemjoest geneti | ke raznol i
istragivanja su pokazala da swgnopy. EAhoti s p
ut o| dugpske fore tijekomposlednje glacijacie. Prema tom@ r onal agenj e gl
uto| igtato se u danagnjpamenom mplekummih flogegrafjsikih s v e g ¢
metoda na recentnim populacigmaaj br ¢ i j € nadin mkojpamay priviited e nj a
u zagtiti.

Do sada | e zapadni dio Mediterana puno Vi
informacija o genetskoj raznolikosti i demografskoj poviesti (flogeografii) bijnih wvrsta
istolnog Mediterana mo g a ce 0 bdemografskinl pokijesnmp r o mi
promjenama flore u Europj distribuciiji biologke raznol ik
europskom pa i svjetskom kontekstu. Upravo zbog navedenih rgadgenuto je u okviru
pr o] eFlogenja iAgenetska raznolikost enani | ni h biljjaadkraandknoagr skkre
istragivanje geneti| ke. Droaszandoa g rkjoas t ii s tlrj adiovvair
RAPD, AFLP biljega i mi krosatelita kao i I s
mnoge popul acifensnieme, aljie nae tpotielu e dodatnih flogeografskh

istraguidemj apotpuno shvalanje p oopeuel mdcel mis|knoe g

ekonomski vriednebiine vr st e i stol ne Kabalpeo| @gadrama o mno

flogeografske studijejle k ovi t e kadulje nalinjena sama istra

sudefinirara postavianjems | j k dijevé: i

l.provest.i sekvenciranj éne DNAirggie nangs Kedirkiiizr2a j ul e
prirodne populacije wpzdug istolne jadrans
2. primenom od govarsajauliisht i | ki h met oda [ ral unal

kloroplagnih  DNA utwrditi broj, populaciski sastav i distribuciu kloroplastnin
haplotipova,

3. dobivene sekvence kloroplasnih DNA wupotri]
se pratila distribucija olapilohagpioygrme ip ompu

proglosti do danas,

21



4. procijeniti lokacij e glacijacijskih ut ol i

zadnjeoledbe,
5, utvrditi centre bi elhogk e oapma ttiok bveatginiai z e
uzgop ove vrste
6. procijenit. ' judski utjecaj .na girenje oV
Smat r amo alzacia Ipastavienie cijevap o mo | i u pravilnoj
prirodnih  populacija liekovite kadule te rp doni j et i razvoju kval

iskorigtavanja 4dopda.zinog vrijednog bio
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3.1. Biljni materijal

Bijni materijal je sakuplen iz 21 prirodne populacie lekovite kadulglka 11,

Tablca 1 str. 26. Uzorkovane populacie van o mj er n o

S u

gotovo cijeli prirodni areal ljekovite kadulie.Svaka populacija je predstaviena s jednom do

rasporelene

pet jedinki od kojih su prikupljeni ml adi I
ukupno 86 jedinki.
P01 ..P03
\ ..‘ po4 !
h ".,.POZ .' .POG j\
o pos, ‘07 :
P08 :
P09 P10 |
. ",
Py
,( & S v
e oY, \:*" "VHV"\
P14 O
8 P16 ﬁ
e .1&
felg @rs f“~§
<~ @pog P21
N o
km e
0 25 50 100 A '
Slikall. Podrul je istragivanja i uzoSalkiaofieimaljsia). PopulacielP@lc i j a | j
Gugnjevica; PO2. Kamenj ak; PO3. Krk; P04. Pagak0d Bagka;
Otigina,; P10. Zr manj a; P11. Gparadil i,; P12. Vinigle;
Mostar (BiH); P17. Hvar; P18. Vi s ; P19. Peljegac,; P20.
32.1 zol acija ukupne stanil|l ne DNA
Ukupna stanilnage zDN@L 20 zonigiravj egeg l' i snog

kadul j e

po Friiaint UMini IDN 4 imlacyskog kompleta (Qiag‘i:a)n

l.izvagano |isno tkivo smj eIo@ktZerriwbe,que)peml&)‘epruvet

koju je dodana st ezausinavarjer ana | elil na kuglic
2. epruvet e S u | vrsto zatvorene | uronj ene u
biljnog tkiva kako bi se lakge wusitnilo,
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3.smrznuto tkivo je wusitn]j E)nbminunaftekvmﬁjjia)g'jﬁo Ti s s
Hz/s,

4. na usitnjeno bijnot ki v o ] e dodano 600 Ol prethodno
deterdgenat a [ proteinaze), 4 Ol RNaze,
mer kaptoetanola (sprjelavanje oksiidagaje¢i
GVLab (Gisor),

5. dobiven i homogenat inkubiran | e 10 mn na 652
mijegalici,

6. dodano je 195 Ol AP2 pufera, -20ACmi (eg@lamde
denaturiranih proteina), a onda centrifugirano 7.5 min na 16100 g (centrifuga 5415D
Eppendorff),

7.650 Ol vodenog sloja (sadrgi DNA mol ekul e)
kolonu, te je centrifugirano 5 min. na 16100,

8 u novu epruvetu od 1.5 ml preneseno je 60
(omogul uje s el e kA mulekda nas emembraaun PNeasy DMini Spin
kolone),

9.650 Ol promijeganog sadrgaja naneseno je n
1 min na 9758 g (vezanje DNA molekula na membranu). Fitrat je odlven, a proces je
ponovljen jog wWkdonuput a, koristeldi IS

10k ol ona s DNA je prebalena u novu epruvetu ¢
puferske otopine, te centrifugrano 1 min na 9758 g (ispiranje DNA molekula vezanih na
koloni). Postupak se ponovi o jmmgna jl@&@lmgo m, al

11.DNeasy Mi ni Spin kol ona prebal ena j e u n
ostaviena otvorena tijekom 5 min. na sobnoj temperaturi kako bi ishlapio etanol. Zatim je
dodano 100 Ol AE pufera zagriajkamogodma)a6aAcg
iznad 8, gto e bitno za sprjelavanje deg
ponovno inkubirano tijekom 5 min. u zatvorenoj epruveti pri sobnoj temperaturi (kako bi
se membrana kolone dobro natopila), te centrifugirano 1 min nad758

12.dobiveni fitrat je otopina DNA, koja je zatim pohranjena-8a0 A C .
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Tablica 1. Os novni brojl ani [ geogr af ski p o Bavia i istr
officinalis L.)

Nadmorske
Br. Populacia n Ge(.)g.rafslfa Geogra‘fs.ka visina
girin duglne(m/nm)

POl Gugnjevica 2 451508N 0140944E 174
P02 Kamenjak 5 444618N 0135444E 18

P03 Krk 4 451336N 0143421E 135
P04 Stara Bagka 5 445832N 0143946E 166
P05 Cres 4 450331N 0142209E 412
P06 Vratnik 5 445900N 0145846E 613
P07 Karlobag 1 443109N 01505%E 9

P08 Pag 5 442538N 0150241E 109
P09 Otigina 5 441210N 0153709E 145
P10 Zrmanja 5 441229N 0160319E 489
P11 Gparadil.i 2 433749N 0155731E 40

P12 Vinigie 3 433020N 0160655E 182
P13 Unegi i 5 434345N 0160935E 375
P14 Runovil.i 4 432135N 0171629E 425
P15 Mostar (BiH) 5 431959N 0174503E 403
P16 MelLugorje (B 3 431030N 0174120E 199
P17 Hvar 5 430756N 0165706E 345
P18 Vis 3 430206N 0160811E 280
P19 Peljegac 5 425831N 0171625E 387
P20 Miet 5 424450N 0173043E 245
P21 Konavle 5 423548N 0181456E 509

Ukupno 86
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3.3. Elektroforeza na agaroznom gelu

Uspjegnost izolacije DNA | e elupagamoxej Lle.5exna e |
TBE puferu (45 mM tridborata i 1 mMEDTA, pH 8), kroz jedan sat na 100 Bambrook i
sur. 1989 . Uzorci za elektroforezu su pripremljei
Ol sterilizirane destil iene (3@ sahardze, 0.25% roml. Ol

fenolnog modria i 0.25% ksieqdjanola; Sambrook i sur. 1989). Dobivena otopina je
nanegena u jagice agaroznog gel a. Kao standa
Manhei m) u koncentracij je bromfenol Snidrion ig /uzOrka Na k
putovalo oko 3 cm elektroforeza je prekinuta, a gel je uronjen u otopindbetidiida u 0.5 x

TBE puferu (c = 5Cgronm)d nae 2Spentiinf.i | Boi dvigge
interkaliranj e ma a maekileuDNA pogtajd vdiive katlaase gel osvietl

UV svjetlom transiuminatora -R202 (Sigma). Usporedbom debljine i sjaja trake izolrane

DNA s trakom DNA bakteriofaga @& bilo je mo

njezinu degradiranost akvirnu koncentraciju DNA.

34Fl uorimetrijsko odrelivanje koncent
Tol na koncentracija izoliranih wukupnih ste

QubitE (%) rivQuantioTdends DNA BR kompleta za flu

koncentacie DNA (Invitrogeﬁ):

1. reagensi Quanl dsDNA BR kompleta su zagrijani do sobne temperature,

2.pripremjena je radna otopihh boje u- DM e
i TE pufera),

.pripremljeni su Standar d ndepruvettad &.6 dlaleodd 102 n a
e | standarda 1lstandardau@u *T® al svaku od
pripreml jene otopine boje (ukupni vol umen 2

4. u epruvete od 0.5 ml stavljeno je po 5 Ol

otopneboj e (ukupni volumen 200 Ol)

o

sadr gaj sSvih epruvet a j e kratko izmi j egan
inkubirane 23 min na sobnoj temperaturi
6. fluorimetar | e po-tieNQ &SR, tenekalipriraro sfandardimaQu 3, rat

nakontogas ol itavala koncentracija wuzoraka izol
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7. stvarna koncentracija DNA (ng/ gl) s e dol

fluorimetru s brojem 40.

35, Umnogavanije kl oroplastnih DNA re

l{®)

polimerazom

U Jgelaj ipronal ageieg (eavarijabiajgg pkiorgptastnog DNA bijega6
kl oroplastnih DNA |l okus a j e testirano na [
populacija (Tablica2). Od6i stragenih | okusa dva su izabra
tome najpogodnija za nalizu cjelokupnog uzorkarps16x2F2trnKYYY i rpl32F-trnLYAC
(Slka 12).

Za PCR umnpsipa2Farmk’® i rpl32F-tmLY¢ kloroplasnih lokusa
upotrebljene su odgofariajsiegepoiletotopi (dalkbl
od 25 ¢l:

1 8 . 3lSterizirane deionizirane vode (Qia(jen

12.50 el 10xPCR BEHCE 508 mM KC1 T50nM MGl TaKaRek)

12.00 el dNTP (dATP, dCTP, dB®TP, dTTP ) mi

1T1.00 ¢l PCR pol e tpelex2B2,PGRPOOpa &fl3@R) i na 1 :

T1.00 el PCR pol etmkl¥;#CRoRm&2rolS)pi na 1 :

1T70.15 ¢l Tagq HS DNA polymerase (5 U/ ¢l; )

f10. 00 el DNA (c=0.5 ngl/¢el)
PCR umnogavanje dvije horopIastﬁP(DRStysmlgnije p

9700 (Applied Bi(systemE), uz korigtenje (Shhyisw.20Bg PCR pr
80 AC 5 min,
130 ciklusa:
-95 AC 1 min (DNA denaturacija),
-50 AC 1 min (vezanje poletnica),
-Aramp timeiA 0.3 AC/s to 65 AC,
-65 AC 4 min, (unogavanje |lanca),
16 5C Smin,
Velil ina i kvaliteta PCR produkt a su provj e
nalin opisan prilikom izolacije DNA.
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aplica Z. straglvanl cp (0} us I , I me na po,etnlca, *t@iav e n c e po,etnlca
Tablica 2. | ol i DNA | k i i PCR | i ika PCR | i
Chloroplast DNA region Primer name Primer se3ppyence (56 Reference
trnQ-5'rps16 trnQ(UUG) GCGTGGCCAAGYGGTAAGGC Shaw et al. (2007)
rpS16xi GTTGCTTTYTACCACATCGTTT Shaw et al. (2007)
3'rps165tmK rpS16x2F2 AAAGTGGGTTTTTATGATCC Shaw et al. (2007)
trnK(UUU) TTAAAAGCCGAGTACTCTACC Shaw et al. (2007)
rpS16intron rpS16F AAACGATGTGGTARAAAGCAAC Shaw et al. (2005)
rpS16R AACATCWATTGCAASGATTCGATA Shaw et al. (2005)
ndhFrpl32 rpL32R CCAATATCCCTTYYTTTTCCAA Shawet al. (2007)
ndhF GAAAGGTATKATCCAYGMATATT Shaw et al. (2007)
pI32-trL trnL(UAG) CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT Shaw et al. (2007)
rpL32-F CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC Shaw et al. (2007)
ycf6psbM ycfeF ATGGATATAGTAAGTCTYGCTTGGGC Shaw et al. (2005)
psbMR ATGGAAGTAAATATTCTYGCATTTATTGCT Shaw et al. (2005)
rnCH ULIG) rps ol s 1ox2F2 bk UL i
— — — - —
120 l Rl (4101
[t PV 5'rpsl6 Frpsit Strn KUY
7487 4371
|EI‘R
timL{UAG) rpl32-F ndhF
™ — -
v 649 63 768 -.-

rnLvA®
116240

Slikal2 Rap or ed

ndh F

112070

i orjentaci| apsiBerRtmgK®YimiB2rirclYC kompldstnia lokiismShaw et al. 2007)
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36Sekvenciranje PCR umnogenih kloropl

Neposredno prijesekvenciranja DNA, a kako bi se iz sekvencijske otopine uklonie
nevezane pol etnice i degradiraldi nevezani
otopine upotrebom egzonukleaze | (Thermo Scié::ntiﬁéEl\I0581) i FastAPM termosietiive
alkalnefosfatai(ThermoScientifE, #EF0651) na sljedeli nal in:

T priprem jena je sljedeia reakcijska otopi

-5.0 €I PCR produkt a

-0.5 ¢l (10 U) egzonukleaze |

1.0 el ( ™Mtewnpsjethive salkalheP fosfataze

T otopina | e promijeganta(Gilsoé) "ivorhlkisi r amae gr

15 min

f reakcija je zaustavljena zagrijavanjem ot

Bez daljnje obrade 5 ¢l ovako proligienih P
pol etnice (c=5 ¢gM) i poslano ,u NMachreodeamdSgr
EZseq uslugu DNA sekvenciranja. Tzv. Sangerovo dideoksi sekvenciranje je provedeno

koristeli BigDyeTM Ter minator C)F)cpboeuputSnmquenci
proizvolal a. Kapilarna el ekt r3@30x DAz Analyzerr ovede
(AppliedBiosysten%). Zbog tolnosti olitanja DNA sekve

je iz oba smjera.

37.S1 aganje sekvenci Iz dva smjera i

Dobivene rps16x2F2trnK %Y i rpl32F-trLYA¢ kloroplastne sekvence DN/ oba

smjera vizualzrane su (.abl format), spojene u jedinstven iedosl | melusobno ¢
uz pomol ralunalnog pr ogr ahtpad/www.Geeicus.coju s Vel
Predpostavljajuli ldakusa abhkodkilroajowpilaast nala i

tempo sekvence oba lokusa su spojene u jedinstveni niz za svaku jétikyretpostavkom
da je svaka insercijaldelecija duga od jedng
takvo mjesto u sekveama svedeno na jednu baznu promjeldravnjene sekvence

spremliene su za dgin flogenetsku analizu u FASTA formatu
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3.8. Filogeografska analiza

Filogeografskaanal i za kloroplastnih sekvenci DNA o

te izradu flogegraske mr e g e .

Deskriptivna statistika se odnosila na izr
haplotipska raznoli kost i nukl eotidna raznol
k ao [ za <cjelokupni set p o 8 ¢&Excaffera surp2®0Bp | u  pr

Nepristrana haplotipska raznolkostHy( unbiased haplotype diversjtyNei, 1987) je

izralunata prema for muli

d_n%

n- 1(; i=1

-I OOz

gdje je,

Hq - nepristrana haplotipska raznolikost,
n-velilina wuzorka,
p-ul est alimsg,t hapl ot

| - ukupan broj haplotipova.

Nukleotidna raznolikost pf, nucleotide diversity,; Nei anc

prosjelan broj nukl eotidnih razlika 1izmelLu

p:

gdje je,

p-prosjedazl ibkraoji zmelu svih parova hapl
n-velil|lina wuzorka,

p-ul est al ogt haplotipa

K- ukupan broj haplotipova,

di - broj mutacija u koje su se dogodie od odvajanja haplatipa
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Fiogeografska mr e ¢ a I zme Lu haplotipova stjaet i Ktoinlsk
gt ed | ptatsticas pdrsimgny Templetoni sur. 1 99 2 ) . Metodom statist
tvori se naj kr amiaimum spaainy inetywakiU grvomrse kpeaku ¢rhovi
grafa koji predstavijaju haplotipove povezuju bridovima ukolise haplotipovi razlkuju u

samo jednom nukleotidu, a zatim se povezuju svi oni haplotipovi koji se razlkuju u dva, te

zatim i Vi ge nukl eotida sve dok svi vri hovi
povezivanja ¢onnection limif Templetoni sur. 1 99 2 ) . Kritilna vrijedn
vierojatnost nepostojanj a nezapagenih supst
procijeniti n a temel ju broja razlilitih nu
sekvence. Filogeneitrs&ma jpgo morieujap rkoaymr 00 TCS
uz Kkritilnu vrijednost pozivanja od P > 0.95
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4. REZULTATI



Ukupne stanil| ne DNA su uspjegno izolirane
agarozne gel elektroforeze (SlkeB)1l Trake DNA na gelu, bez vekih repova jasno su
ukazivale na Vvisokopolimerne DNA (preko 20
biljnih spojeva. Nakon florimetrijskog mjere

izoliranih DNA iznosila |je 43.2 ngl¢el.

S SG8 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 S

— — e G e W — - o= - . 23130bp
-~

2027bp

Slika 13. El ekt roforeza uk
st

ih stanilnih- DNA 18 jedin
18). S=vel il inski DNA r

d Il (RocheE).

Duijjina obje (ps16trnK i trnL-rpL32) regije nakon PCR umnoga\
sekvenciranja i Vi ge s t1559 bp (Priogl)r Brivtonjejevdalingg a i z n
samo regierps16trnK bila 717 bp, arnL-rpL32842 bp (Slka 4, Priog 1).

rps16-trmK

wma L ¥ sa2b
71700 [ L L L TRy ] - en P

Slikal4.Agarozna gel elektroforeza PCR umnogenih i Za
rpsl6trnK i trnL-rpL32regija kloroplastne DNA aam jedinki liekovite kadulie.

Zapageno | kloroplaktnihgapotipovd koji su se razlkovali u ukupno 52
polimorfna mjesta od kojih su 22 predstaviali nukleotidne supstitucije, a 30 insercie/delecie
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(Priog 1).Ukupno je zapag@enccogamdiumgeénei joad/ jedne

Pod pretpostavkom da j e svaka insercijalde
evolucijski dogalaj, svako je takvo mjesto
(Tablica 3; insér ibj esuwed zradlj @ened ugleo voidna) t ak
analizu iznosil a 1537 par ova baza ukl jul uju

insercija/delecija).

Na sjevernom dijeluJ adr ana nije edami |§ggeinf nasmatni hap
zabijf e gdmp |l ot i pove 1, 2, 3, &m dielu Jadrama@lrdbica 4)mdari | u
haplotipa (haplotipovi 6,8 i 9nal ensamosW ugnom dkHdj alnjedanu b i i
populacii Mostar (haplotip 7). Prema tomepd ukupno devet haplotipova njii e tsu bila
jedinstvena zg u g n.i di o

Analizom 86 jedinki ¢ eld eisttea | katd.3 Mjagp | at v
(Hap_ 6) do 3% % ( Hap _1) . Naj |l egli hapldtipk( H8p pbpub

(Tablica 5). Njegova zastuplienost je mnogo manja koj ugni h populacija g

samo kod populacije Runovili i Mostar.

Br oj razlilitih haplotipova zapagenih wunut
populacija zapagen je samo jedan hapalkod i p, d
tri popul acij e Ukupna nepaistrdna |hapbtipska hraznolkastt iznpsia . je
0.789N0.032, a nukleotidna raznolikost 0.00

populacia se kretala od 0.000 do 0.800 (P19 Mostar), a nuklzotianolikost od 0.0000 do
0.0018 (P19 Mostar(Tablica 6)

Nakon analizest at i st i | hea @te&hbkjzuv oksltoir opl astne h a
sevidettk ol i ko su haplotipovi udal | pretkate koge susr edi g
se mutaciedgodile tijekom demografske po\VSlikaest: i I
15). Brojevi na linjama koje povezuju haplotipovprikazuju mjesto mutacieu sekvenci
(mutacijsk korak) Hipotetski haplotip pretka ni | e p 1u ourogkdivanim jedinkama.

Haplotip 1, 2, 3, 5 i 6 su udalieni za jeddi dva mutacijska koraka otlaplotipa pretka
haplotipovi 7 i 8 su udalieni triaplotip 4 udalerosam a haplotip 91 a tkinaestmutaciskih

koraka
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Tablica 3. Polimorfna mjed2laopdeaeie iekovitd lagulieana terpelu \sekvencakjpraplpstmin régijakimK6i rpl32-trnL.

Haplotip 172 335 347 521 547 551 568 701 793 931 979 985 986 998 1002 1006 1007 1008 1009 1037 1068 1145 1161 1168 1264 1344 1370 1380 1459 1464

Hap_1 C - c T T - c T ¢ 1T C T - T T C A A A C C A - d A T A - f G
Hap_ 2 C - T T 7T - c T Cc T C T - T T C A A A C G G - d A T A - f C
Hap_3 C - T T T - c T Cc T C T - T T C A A A T G G - d A T A - f G
Hap_ 4 T - c T T - T T A T T T - T T C A A A C G G - - - cC T - f G
Hap5 C a* C T T - c T € T C T - T T C A A A C G G - d A T A - f G
Hap_6 C - cC T C - c T ¢ 1T C T - T T C A A A C G G - d A T A - f G
Hap_7 C - T T 7T - c 6 ¢ 1T C T - T T C A A A T G G - d A T A - f G
Hap_8 C - cC T T - c T € G C T - T T C A A A C C A - d A T A - f G
Hap_9 C - c ¢c T T C T C T C G bb A C T T G G C G G c d A T A e - G
*I nsercije/delecije duge od 1 p amativ Bra&Taa b-onmotiv&GEEAANCe mosivuATAs d -anotiv AETAX a-knotiv BTGAAT & d |

motiv TTGT
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Tablica 4. Raspodijela broja jedinki unutar populacija po haplotipovima

Populacija Haplotip Broj jedinki quj
Hap 1 Hap 2 Hap 3 Hap 4 Hap 5 Hap 6 Hap 7 Hap 8 Hap 9 haplotipova

PO1 Gugnijev 2 2 1
P02 Kamenjak 1 3 1 5 3
P03 Krk 4 4 1
PO4 Stara B 5 5 1
PO5 Cres 4 4 1
P06 Vratnik 3 2 5 2
PO7 Karlobag 1 1 1
P08 Pag 5 1
P09 Otigin 5 1
P10 Zrmanja 5 1
P11 Gparadi 2 2 1
P12 Vinigld 3 3 1
P13 Unesil 5 5 1
P14 Runovil 2 4 2
P15 Mostar (BiH) 2 1 5 3
P16 MelLugorj 1 3 2
P17 Hvar 5 1
P18 Vis 3 3 1
P19 Pel jegd 3 1 5 3
P20 Mijet 4 1 5 2
P21 Konavle 5 5 1
UKUPNO 34 12 6 8 13 2 1 3 7 86 9
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popul aciije

Tablica 5. Ul estalost devet haplotipova zapagenih kod 21
Haplotip Bro] Ul esta Populacije u kojima je pojedini haplotip
jedinki
Hap_1 34 0.395 PO1 P02 P03 P04 P06 P08 P09 P10 P14 P15
Hap_2 12 0.140 P02 P14 P16 P17
Hap_3 6 0.070 P02 P15 P18
Hap_4 0.093 P05 P07 P12
Hap_5 13 0.151 P06 P13 P16 P19 P20
Hap_6 2 0.023 P11
Hap_7 0.012 P15
Hap_8 3 0.035 P19
Hap_9 0.081 P19 P20 P21
Ukupno 86 1.000
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Tablica 6. Raznolikost haplotipova kloroplastne DNA kod 21 populacije liekovite kadulje

Broj Broj
Br. Populacija edink haplotipova Hqg SE O SE
POl Gugnjevica 2 1 0.000 0.000 0.0000 0.0
P02 Kamenjak 5 3 0.700 0.218 0.0014 0.001
P03  Krk 4 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
P04 St ara Bagk 5 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
P05 Cres 4 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
P06  Vratnik 5 2 0.533 0.172 0.0010 0.001
PO7  Karlobag 1 1 - - - -
P08 Pag 5 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
P09 Otigina 5 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
P10 Zrmanja 5 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
P11 Gparadici 2 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
P12 Vinigle 3 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
P13 Unegil 5 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
Pl4 Runovili 4 2 0.667 0.204 0.0017 0.001
P15 Mostar (BiH) 5 3 0.800 0.164 0.0018 0.001
P16 MelLugorje 3 2 0.667 0.314 0.0013 0.001
P17  Hvar 5 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
P18 \Vis 3 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
P19 Peljegac 5 3 0.700 0.218 0.0048 0.003
P20 Mlet 5 2 0.400 0.237 0.0036 0.002
P21 Konavle 5 1 0.000 0.000 0.0000 0.000
UKUPNO 86 9 0.789 0.032 0.0036 0.002
Hiy-nepristrana haplotipska raznolikost i standardna
-nukleotidna raznolikost i standardna pogregka (SE)
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Slka 15. Prikaz haplotipova ddbveni h analizom statistilke gtedljivost |
krugova odgovara broju jedinki kojima pripada pojedin
uzorkovana jedinka. Brojevi p r iadijskizkoraqku o dgovarajul e mje

Cjelokupna rasprostranjenost kadulie je prikazana geagrafskoj karti a lokacie

sakupljanja jedinki predstavl!| | eastav kisropldab t at i st
haplotipowa (Slka 16) . Ar e al kadulje ske pbatege duwnqut d
hapl ot povi se t a k o L esjever. nidnimke nsu apppwlacijes Mpateke am | u
Kamenj aka koj e i maj u neol|l ekivane haplotipov

uzorkovanih jedinki po populacii se razikovao odiedan do pet, pa su prema tome

oblikovane veliline prikaza statistil kih kruc

stvarnoj pouzdanosti rezultata
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Slika 16. Raspodjela devekloroplastnihh apl ot i pova u 21 istrage.RPahogaijpokpruulgaocvig iodgekawat bokaldiutlgt i ma
slici 11. Vel i | ina Kkrugova o0dgjednik pa pojedng jpapuladiizimski lbrojevia(in li, hl, VIIl, Xll) oznal avaju broj mut acij sk
hipotetslog hapotipapretka
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5. RASPRAVA



Aromatil ne i a gfnaer nilaecssiut msaknis t ve no proul avane
et er i | injekbvith kkénjjs&ih spojeva(npr. Ramawat i Merilon 2008, Arora 2011). S
druge stranegeneti | ke [ f i priodnie pogulacpf osikk leljakas su vjetke,j e
(npr. Volz i Renner 2009; Yuan i sur. 201l@®ko ® dobro zna da sanenu gna® zagt i tu
budui e oplemenjivalke programe.

Naggeneti|l ka studija |je -geenckria | bdh rsi{ edikji da

kadul ji ( Gi dbounjeack 020D 4 2030¢g Gregurag 2013),
filogeografske studije onda |je jedna od uku
2013) . Pr ema ia (2004 garcy koje jsmo imAliaul aaadizir gotav u cielosti

pokrivaju prirodnu rasprostranjenost liekovite kadulie. Pretodivenim rezultatima mg u | e
ezakljuliti da | e povijeosstdjekdovite ploadolgj
populacijskim promjenama [ f.end mamgimaant kaioj ag
genetil ki pomak (eng. genetic drift), efekt
(eng. genetic bottleneck). O vbadkstruktue zvijekde | ul a k

kodhap!l ot i p Skael5).mNaime én a(mi | k e -demografgkee gramene dovele

su do nestankdni pot et skog haplotipskog pretka, koj i
populacijama, ali su prisutni usko srodni haplotipovi nastdiinjega uz samo jed ili dvie

mutaciske promjeneDin a mi | k e -deroografgkee grangene e o | it uj palet i u ¢
mutacijskih promjena kejs @i fj ado broja 13Slka 15 i16).

Iz dobivenih haplotipova i tjov 0 g geografskog smjegtaja mo
ciela jadranska obala i uski kontmealni rub podgelien na dva dielap r i | @granica s e
moge povul i negdj e k@Gltal®i bkwmghke poopruiljaeckig eKrl
posjeduju svih devet naleni hdedetsjeverra popuagja ni h h
zabil pveggpetn o

Kada bise iz sjevernih populacia izdvagil populacie Kamenjak i Vratnik, koje jako
odudaraju svojim haplotipskim profina, u preostalh osam sjevernihpopulacija ostala bi
samo dva haplotipa i to nikad zajedno u istoj populadid tako preostalh osam sjevernih
populacia dvie sadr ge S a Moa gheagpdl samanpa | u ji daplotip U iovom
i st r agaplotpaom br, 1 Uh sjevernim populaciama populacigamenjak i Vratnik
odudarajukako sastavom haplotipoyatako i po velikoj haplotipskoj raznolkosti Tegko | e
ovaj rezultat objasniti nekakvim prirodnim fenomenom osim da je na njihov haplotipsk
profl utecao| ovj e k. Nai me, haplotip br . 6 u popu

geografski naj bl i ge zabiljegeunmpagpul ak v.pZanimikba ¢ d |
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primijetiti da je taj haplotip br. 6 samo jedan korak udaljen od hipotetskog tiamig pretka
i da je prililno | %dnige srangopulagija Kamemjakpkad draga j a ma
neobil na p opulemimi populaciame,lpesjedue ] wwap | est al i i h a
haplotip br. 1,j odya haplotpa osobtzz a | a k pet populacija sre
Peljegac, Runovil iPriMdsktoar pio k Wdptiveri orenjitzgp)a.g nj e
za populaciuVratnk bitho je znati da se ova populacija nalazima& t i pi | nom st an
jekovitu kadulju i da se po tome razlkue od vi h ostalih istragivani
2013) . Nai me, ova | e populacija smjegtena
kimom za liekovitu kadulju Podrietio ove populacije bi se moglo povezati s nedavno
i zgr alkesomozna je ikpnsirukciud ovo gena pe e mbjad j a. Mogul e
zemlja sadr g dekonik &adulpepodrik A ome i z jugnilko spopul a:
ove pretpomtjaovdipe tdhpdva ogtrija zima unigt.i
tiheobilnih haplotipovamenyakwel epnoisht o07a mopgloac
nego da su rezultat migracije uzgojenih jedinki podrietons z e di gnj e Dal maci | e
Jugne popul acije SuUu nevjeroj at monutabisiegat e r

populacie (Slka 16). Ovakva raznolkost bi se mogla povezati s centrom raznolikosti ove

wstek a o i S poznatim centrtiomasuwiBil olgkeo,r ajzngn
Crna goraaiipostojanjem poznatih genetil kih bari|j
Neretve i Krke Podnar i sur . 2004, Krystufalkigsiur .

sur. 2013. Naj j ugni j i dalenjighapiotptbs 10, zbogwjjh brojnih mutaciskih

promjena od hipotetskog haplotipnog pretka p u | na jp@vezanost ovih populaciarekim

sasvim drugim genetskim skupome post oj el i m u, adejiobmse imegaa a §i v a

pronal i melau ipzo pQr me i § @mdet oij ajnwgwnid Sr bsigre. 201
U svom dokt or at u tiekomeaagppraveeegitab(nkrosat8ite analize

gotovo istg uzorku populacijakao u ovom radudvoumi jesu |i tiekom glacijaciie populacie

ekovite kadulie pe gi vj el e u vel emjadranskej abaldir sei fkaogirver a di | |

postglacijacijskog girenja poslugile samo L

istragivanja podrgavaju hipotezu postailacija

filogenet ski zakljul ak sebinogmo owsviamj¢tuigmneuags |

populacie predstavijaju refugijanu t oel iz lpjh su senakon oledbe uz ef ekt osn

brojna ponavijp u ig @ n extuskd gka (eng. genetic bottleneckpopuaciie iekovite kadulie

girile jadranskom GbaVoim a&mgusijeaiéd pomagnydckzak |

genetil ka raznovr sno st hapltpqgveekoji dei dadkous tt samo zas't

44



jednoj mutacijskoj promjeniod hipotetskog haploidnogp r et k a u jugnim pop
vidno hapl ot iipusifdemnije sjeverne npapylacielUe svim ovim zakl
treba biti oprezan iuzeti u obzirt i sul | j et nu plroivsjuetkvamsphoad ir u lujt §i e c
Naime, snatra se da je jadranska obalgpo®edno nakon razdoblja posliednje glaciacie bila
prekrivena gumskom vegetacijom, p a su stani
danas. Vjerojatno | e | ovj ek t aj koj i j e pr
rasprostranjieaéastda Lsieni prsie t ome kadulja gir.i
p r enargalne bi bia prisutna ovaka pr avilna geografska distri
(Gregur afpto t24k0 @3 )i zvolLenj e sigurnijih zakl jul alk
lekovi t e kadul j e nugno j e progirit:.i oV o i st
Balkanskom poluotoku te podrietlom nejasne populacije s juga Francuske, Iberijskog
poluotoka i Sjeverne Afrike.

Ovom studijom utvrlLeno | e adule popaduuwelkune po
geretsku raznolkost pa su zbog toga izuzetno zanimlive u programima oplemenjivanja i
uzgoja.L i ni se da danas populacije |jekovite kat
uni gtavanjem stani gt aovaisika pnoglaabrza promijenttitargore up | j an
Uzgojem!| j ekovit e kadul j e za potr ebemaripabi smceut s
potreba za prikupllanjem u prirodi, a tmé$be ekol ogKki i zeak@dokiaguns K i g

svjetskim razmjerima vrijedagenofond.
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6.ZAKL JAKL



Na temelu flogeografske analize sekvenci DNA dvie kloroplastne regierp616x2F2
trnK %Y i rpI32F-trnLY"A®) 86 jedinki liekovite kadulie podrietiom iz21 prirodre populaci,

mogule je zakljuliti sljedele:

1. Ut vr Lje nukupno 9 kloroplastnih haplotipova koji su se razlkovali u ukupno 52

polimorfna mjesta od kojih su 22 predstavijali nukleotidne supstitucije, a 30 insercie/delecije

2.1z dobivenih haplotipova I njihovog geogr af s
jadranska obala i uski kontinentalni rub pelgen na dva dielasj ever niGranca j ugni

izmelu ova mbwysep pwuiriul hbagdje kod Gibenika i r

3. Jedanaest ujghn populacip liekoviie kadule posjeduju svih devet kloroplastnih
hapbt i pov a, dok ih je u desetpesjevernih popul:

4. Populacie Kamenjak i Vratnk odudaraju kako sastavom haplotipova, tako i po velkoj
haplotipsko]j raznoli kosti od ostalih sjever.

jed no aktivnim nagjeeajemolievjivebkaece.

5. Jugne populacije su izrazito bogate razlil:

Ovakva raznolkost bi se mogla povezati s centrom raznolkosti ove vrste kao i s poznatim

centrinkae briaozlmoogl i kosti k ao gt o S u Biokovo,
postojanjemranije prepoznatngenet i | ki h barijera kao gto su
Krke.

6. Naj jugniij.i [ genet ski najudal j enihjpiomehaapl ot i
od hi potetskog haplotipnog pretka, upul uje
drugim genetskim skupom nepostojelim u ovom
melu populacijama iz Crne gore i jugne Srbij
7.Za izvolLengaklkjomladkna ho podrijetlu i nal i nu
progiriti oVvo i stragivawmj an unaBakdnsliggbpsiuoola nui r an

te podrietlom nejasne populacie s juga Francuske, Iberijskog poluotoka i Sjeverne Afrike.
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8. Gl avni filogenet ski zakljul ak dobiven oVi
predstavljaju refugijmdkon udloddlje e Uz &&fogkth
ponavljajula genetil ka uska grl a, obgompnal aci j

sjeverozapad.
9.0vomi str agipany anpripdae populacie ljekovite kadylja osobito one iz
j uog rdiela posjeduju veliku gestsku raznolkostpa su zbog toga izuzetno zanimiive u

programima oplemenjivanja i uzgoja.

10. Danas populacije |jekovite kadulje nisu dire

stanigta i pojalanim prikupljanjem ova slika
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7. ZAHVALA



Ssrdal no se zahvalj uj e mo doktoruazpanosti Ziakunlibenukaji, prof

nas je svojom neizmjernom podr gkom, pagnj om
ovog Znanstvenog rada. Za nas ] e na naj bo
flogeografije, asvojm osinehom i pristupnogi u oaddimni o ovo |
Zahvaljuemo sei profesoru doktoru Zlatku ®saimviliu

zaposlenici ma Bot ani | k eag kojz su\swjenasavjetidaa gpmagibua | k o g

izradi ovog rada.
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8.SAGETAK



Nela Jantol i Tadija Kekil

Analiza raznolikosti kloroplastne DNA i filogeografija liekovite

kadulie (Salvia officinalisL.)

Salvia officinalisL. e vi gegodi gnj i, v a kaine@aceael ek ar ak tme rpiosrtoi
mirisavim eterilnim wuljid#gubisliavotzie enamodgne tl o ¢ it
je ova autohtona vrsta istolne jadranske o0b
slavul j a. Zbog svoj e | jekovitost. cijenjena
ekonomskiPozmalvajnj e genet i | leagrafier ekovie |kadkie s t [

preduvj et Ssu pouzdanog utvrLlLivanje podrijet]l

proglost, uvolLenj a efikasnih mj er a zagtite,
vrijednim osobinama te zgoja najvrjedniih gestipova. | maj ul i u vidu naved
poznavanj a genetil ke raznoli kosti I snfoi |l ogeo

analizimli raznolkost sekvenci dvie kloropk® DNA regie (ps16x2F2trnKYYY i rpl32F-
trnL"A®) 86 jedinki iz ukupno 21 papl aci je wuzdug jadranske obal
sekvence sravnjene, upotrebom TCS ralunaln

haplotipska gsmoahgddi 9k Ukuppbastnih haplotipova.

pokazala speciafij mgnei sixkdpul aopbj e. | maj ufl i u
specifilnosti imaj u i sve haplotipove zastup
predstavljaju genetil ki izvor girenju ove vr

oledbe (pje oko 12 000 godina) postepeno girila pre]
osnivala (eng. founder effect) sjeverne pop
sastav nekolcine populacia (npr. Kamenjak i Vratnk)rdilvsmo g i r e nj e cajgmo d ut j
| ovj eka. Populacije Iz Jugnog Jadrana, zbo

predstavljaju osobito vrijedan materij al Za

K1 j ul n elekoviajkadula, flogeografija, kloroplastha DNA
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9. SUMMARY



Nela Jantol i Tadija Kekil

Analysis of dhloroplast DNA diversity and phylogeography of

common sage $alvia officinalisL.)

Salvia officinalisL. is a perennial, evergreen shrub from the fablyniaceaeremarkable for

its fragrant essential oils, greyigleen leaves and bluigiurple flowers. This indigenous east
Adriatic coast species is also known by its traditional names sudfirisgva kadula gal fi j a.
kug or slavulja. Because of its therapeutic
even today has a great econonmoportance. Understandinthe genetic diversity and the
phylogeography of common sage is the prerequisite for reliable identification of the origin of
this species, as well as for reconstructing its areal through the pastaléo important for
introduction of efficient protection measures, relatng the genetic component with the
economically valuable traits and for culivation of the most valuable genotypes. Because of
the mentioned advantages of knowing the genetic dywemed phylogeography of common
sage, in this work we analysed the sequence diversity of two chloroplast DNA regions
(rpsl16x2F2trnKUUU and rpl32FtrnLUAG) of 86 individuals from 21 populations along the
Adriatic coast and islands. After aligning the smmpes, a parsimony haplotype network was
made using the TCS computer program. Overal we found 9 chloroplast haplotypes. Four
haplotypes were identified as specific exclusively for southern populations. Since the southern
populations in addition to specifialso have all the other haplotypes present in North Adriatic,
we concluded that they represent the genetic source for the propagation of this species.
Namely, common sage has probably spread gradually after the deglaciation (12 000 years
ago) in the nohwesterndirection, which left the north populations today genetically poorer
because of the founder effect. For the genetic structure of a few populations (e.g. Kamenjak
and Vratnk) we concluded that the expansion was caused by humans. Populatiori®e from t
South Adriatic, because of their genetic richness and uniqueness, represent particularly

valuable material for future breeding programs and cultivation.

Key words: common sagephylogeography, chloroplast DNA
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11. PRILOG



PRILOG 1.Prikaz sravnijetih kloroplastnihDNA sekvene(rps16x2R-trnKVYY irpl32F-trnL"A%) 86 jedinki liekovite kadulie
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