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GENETSKA RAZNOLIKOST | GENOTIPIZACIJA
KLONOVA U KLONSKOJ SJEMENSKOJ PLANTAZI
CRNOG BORA (Pinus nigra J.F.Arnold)

GENETIC DIVERSITY AND GENOTYPING OF CLONES IN CLONAL SEED
ORCHARD OF BLACK PINE (Pinus nigra J.F.Arnold)
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SAZETAK

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi raznolikost klonova unutar klonske sjemenske plantaze crnog bora
(Pinus nigra ].E.Arnold, Pinaceae) na podru¢ju Sumarije Krk pomo¢u morfoloskih i molekularnih biljega
te provesti genetsku identifikaciju (genotipizaciju) rameta kako bi se provjerila to¢nost nacrta plantaze. U
istrazivanje su ukljuceni uzorci 136 rameta iz pet populacija. Molekularne analize provedene su primje-
nom mikrosatelitskih DNA-biljega, dok je morfometrijska analiza obuhvatila 10 svojstava iglica i ¢eSera.
Analiza je pokazala statisticki znacajne razlike medu klonovima i populacijama prema svim istrazivanim
morfoloskim svojstvima. Prosje¢na duzina iglica iznosila je 89,8 mm, dok su ¢eseri, prosjecne duzine 55,7
mm i $irine 26,8 mm, sadrzavali 106 sjemenih ljusaka. U klonskoj sjemenskoj plantazi utvrdeno je 27,2
% pogresno oznacenih jedinki (rameta), od kojih su tri pripadale drugim klonovima, dok su ostale imale
nepoznate genotipe. Glavni uzroci pogresaka uklju¢uju odumiranje plemki i rast stabalaca iz podloge, dok
su greske u oznacavanju takoder moguce. Nacrt plantaze potrebno je ispraviti kako bi se pogre$no oznace-
ne ramete pravilno oznacile, a jedinke nepoznatog porijekla i genotipa trebalo bi ukloniti. Buduce plemke
za nadopunjavanje plantaze, u slu¢aju njenog daljnjeg odrzavanja, trebaju se uzimati sa sada potvrdenih
rameta. Kod primjeraka s niskom rasljom koji su za dvije grane imali razli¢ite genotipove od kojih samo
jedan pripada klonu po nacrtu treba odstraniti granu s krivim genotipom jer je potjerala iz podloge. U
usporedbi s drugim istrazivanjima s mikrosatelitskim biljezima na crnom boru, genetska raznolikost u
plantazi (H, = 0,646) pokazala je vrijednosti slicne prirodnim populacijama. Klonovi u plantazi porijeklom
su iz malog broja populacija od kojih su neke vrlo slabo zastupljene pa se u sluc¢aju odrzanja plantaze pre-
poruca prosiriti genetsku bazu novoselekcioniranim klonovima. Multivarijatnim statistickim metodama
nije utvrdeno grupiranje klonova temeljem njihove pripadnosti izvornim populacijama. Dobiveni rezultati
ovog istrazivanja imaju znacajnu prakti¢nu vrijednost za $umarsku struku jer sjemenske plantaze ¢ine
prikladnu bazu za ex situ o¢uvanje genetske raznolikosti vrste te za proizvodnju genetski kvalitetnog sje-
mena za obnovu sastojina ili potpomaganje prirodne obnove. Ovo istrazivanje takoder ukazuje na vaznost
to¢nog oznacavanja klonova kako bi se izbjegle negativne posljedice u gospodarenju klonskim sjemenskim
plantazama.
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uvoD
INTRODUCTION

Nabava $umskog sjemena za potpomaganje prirodne
obnove moze se provoditi na nekoliko nadina, pri
¢emu Kkriteriji za odabir mjesta sakupljanja ili Sumskog
sjemenskog objekta (SSO-a) odreduju svrstavanje pri-
kupljenog sjemena u razlicite kategorije.

Sjeme za potrebe Sumarstva moze se proizvoditi na vise
nacina. Najjednostavniji je nacin sabiranje sjemena u
$umi ili izvan $ume s pojedinacnih stabala koja se slo-
bodno oprasuju, a da se pri tome ne obrati posebna
paznja na kvalitetu stabala, genetsku i tehnicku, s kojih
se sabire sjeme, niti se ne izdvajaju iz daljnje proizvod-
nje fenotipski losa stabla. Od tako sakupljenog sjemena
ne mozemo ocekivati dobro, a Cesto puta niti prosje¢no
potomstvo. Stoga se ovako proizvedeno i sakupljeno
sjeme ne koristi u $umarstvu za biolosku obnovu $uma.
Umjesto toga, biraju se dijelovi kvalitetnijih $uma koje
se svrstavaju u kategoriju ,poznato podrijetlo”. Drugi
nacin je sakupljanje sjemena u odabranim kvalitetnim
sastojinama — sjemenskim sastojinama. Dobiveno sjeme
ima u prosjeku bolju genetsku konstituciju jer se prikup-
lja iskljucivo s fenotipski kvalitetnih stabala. Potomstvo
proizvedeno od takvog sjemena, u genetskom smislu, tre-
balo bi biti barem na razini prosjeka sjemenske sastojine
iz koje je sjeme prikupljeno (kategorija ,,selekcioniran”).
Treéa metoda proizvodnje Sumskog sjemena odvija se u
tzv. sjemenskim plantazama (kategorija ,,kvalificiran”).
U programima oplemenjivanja odredenih svojti §um-
skog drveca koje se ne mogu rutinski razmnozavati
autovegetativno, klonske sjemenske plantaze imaju
klju¢nu ulogu. Klonske sjemenske plantaze predstavljaju
skupinu genetski superiornih stabala koja se intenzivno
odrzavaju kako bi se osigurala ucestala i obilna cvatnja te
redovita rodnost. Njihov je cilj zadovoljiti povecane pot-
rebe u proizvodnji Sumskog reprodukcijskog materijala.

Pod sjemenskom plantazom podrazumijeva se kultura
genetski superiornih stabala koja su izolirana ili posebno
uredena kako bi se izbjeglo ili znatno smanjilo oprasi-
vanje iz vanjskih izvora genetski inferiornih stabala.
Plantazom se intenzivno gospodari u vidu zastite od stet-
nika i vremenskih nepogoda, gnojidbe i navodnjavanja,
sa svrhom udestale i obilne cvatnje i sjemenono$enja.
Fenotipski najkvalitetnija stabla, tzv. plus stabla, u plan-
tazi se medusobno oprasuju i oploduju, ¢cime se ostvaruje
genetska dobit. Tako proizvedeni $umski reproduk-
cijski materijal pripada kategoriji ,,kvalificiran”. Daljnje
poboljsanje genetske kvalitete sjemena i biljaka ostva-
ruje se selekcijom po genotipu kroz testove potomstva.
Takav $umski reprodukcijski materijal svrstava se u
kategoriju ,testiran”. Na osnovi testiranja potomstva iz
plantaze uklanjaju se klonovi (majéinska plus stabla)
koja daju ispodprosje¢no potomstvo. Nakon selekcije

Sumarski list, 9-10, CXLIX (2025), 411-422

plus stabala provodi se njihovo heterovegetativno raz-
mnozavanje (cijepljenje), osnivanje i nadopunjavanje
sjemenskih plantaza cijepovima (rametama) te njega
biljaka i oblikovanje krosnji. Ujedno se provodi zastita
od bolesti i $tetnika, pracenje vremena listanja, fruk-
tifikacije 1 sjemenonoSenja klonova. Monitoring nam
daje klju¢ne informacije o zakonitostima i problemima
sjemenonosenja u plantazama. Genetska kvaliteta selek-
cioniranih stabala (plus stabala) ispituje se putem testova
potomstva, a klonske sjemenske plantaze sluze i kao
arhivi za o¢uvanje genetskih resursa vrste.

Ako se provode propisane mjere, proizvodnja sjemena
u plantazi je veca i ce$¢a nego u prirodnim sastojinama
i kulturama. Zahvaljuju¢i tome, planirane potrebe za
sjemenom mogu se lakse ostvariti. Sakupljanje sjemena
u plantazi jednostavnije je jer se radi o modificiranim
stablima uzgojenima za fruktifikaciju i sjemenonosenje,
smjeStenima na odgovarajucoj i prethodno pripremlje-
noj povrsini. Pravilnim odabirom lokaliteta za podizanje
sjemenske plantaze moze se dodatno povecati ucesta-
lost rodnosti i poboljsati kvaliteta sjemena. Druga vrlo
vazna uloga sjemenskih plantaza je veca genetska dobit
u potomstvu nego §to je to kod sjemenskih sastojina ili
$umskih sastojina. Naime, u sjemenskim plantazama
provodi se polukontrolirano oprasivanje, a sjeme potjece
od selekcioniranih i poznatih roditelja. S druge strane,
u sjemenskim sastojinama poznata je samo maj¢inska
jedinka s koje se sjeme prikuplja, dok su ocevi nepoz-
nati. Zahvaljuju¢i tome, sjeme proizvedeno u plantazi
ima garantirano visoku genetsku kvalitetu.

Iako je u gospodarenju hrvatskim $umama predvidena
prirodna obnova, ona se ne moze uvijek u potpunosti
provesti. Najce§¢i razlog tome je nedostatak uroda u
sastojinama koje se trebaju prirodno pomladiti. Godi-
$nje potrebe za sjemenom vaznijih svojti Sumskog drveca
pokazuju znatan godi$nji manjak. Kako bi se smanjila
ili potpuno uklonila ova negativha razlika izmedu
potrebnog i prikupljenog sjemena, nuzno je poboljsati
organizaciju proizvodnje sjemena. U tom kontekstu,
proizvodnja sjemena u sjemenskim plantazama trebala
bi nam pruziti bolja rjeSenja. Upravo s tom idejom, 2004.
godine osnovana je klonska sjemenska plantaza crnog
bora (Pinus nigra J.E.Arnold, Pinaceae) na otoku Krku.

Crni bor raste na suhim stani$tima, pretezito na vapne-
nackim tlima, dolomitima i terasastim povr$inama, na
juznim ekspozicijama brdskog i gorskog pojasa (Vidako-
vi¢ 1993, Enescu i dr. 2016). Ova vrsta uspijeva u Cistim
ili mjesovitim sastojinama, naj¢e$¢e na nadmorskoj visini
od 250 do 1500 (2200) metara. Crni bor ima izrazito dis-
kontinuiran areal i opcenito je rasprostranjen u juznoj
Europi, sjeverozapadnoj Africi, Maloj Aziji, Krimu i
Cipru. U Hrvatskoj se smatra reliktom tercijara (Bogu-
ni¢ i dr. 2007), koji je u pliocenu rastao na podrucjima
gdje raste i danas. Pretezno raste u ¢istim sastojinama
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na kamenitim i sunc¢anim padinama zapadnih obronaka
Dinarida, na nadmorskoj visini od 350 do 1400 (1600)
metara. U Hrvatskoj su prisutne dvije podvrste crnog
bora (Liber 2000, Liber i dr. 2003, Scotti-Saintagne i dr.
2019): tipska podvrsta (Pinus nigra subsp. nigra) te ende-
mi¢na podvrsta, dalmatinski crni bor (P. nigra subsp.
dalmatica (Vis.) Franco). Dalmatinski crni bor raste
na vrhovima srednjodalmatinskih i juznodalmatinskih
otoka Braca, Hvara i Korcule, kao i na poluotoku Peljescu.
Istrazivanja genetske raznolikosti crnog bora pomocu
jezgrenih mikrosatelita nisu brojna. Ocekivana heterozi-
gotnost (H,) za portugalske prirodne populacije (Dias i
dr. 2020), analizirane s 13 mikrosatelita, od kojih su neki
bili izrazito polimorfni, iznosila je 0,76. U istrazivanju
Giovanelli i dr. (2017) s koristenih 14 mikrosatelita H, se
kretao u rasponu od 0,576 do 0,717 u devet populacija, s
tim da je hrvatska populacija (dalmatinski crni bor) imala
H, od 0,660.

Crni bor je heliofilna i kserofitna vrsta koja u mladosti
raste relativno brzo (Herman 1971). Otporan je na vjet-
rove i susu, a dobro podnosi i gradske uvjete. Osim toga,
znacajan je i kao ukrasna vrsta koja se Siroko uzgaja te
Cesto koristi za sadnju u parkovima. Najvaznija je vrsta
bora za po$umljavanje submediteranskog krsa (Isajev i
dr. 2004) zbog ¢ega je klju¢no osigurati pouzdan i genet-
ski kvalitetan izvor reprodukcijskog materijala.

Za analizu genetske raznolikosti, kao i genetsku identi-
fikaciju jedinki u plantazama, Cesto se koriste jezgreni
mikrosateliti kao molekularni ili, preciznije receno, DNA
biljezi. Mikrosatelitski biljezi predstavljaju dijelove DNA
u kojima se neki nukleotidni slijed, obi¢no od 1-6 parova
baza, ponavlja odredeni broj puta. Njihova je znacajka
velika mutacijska stopa i s njom povezana velika poli-
morfnost DNA na tim dijelovima genoma kod razlic¢itih
jedinki u analizi. Uobi¢ajeno je raznolikost mikrosa-
telitskih lokusa kod razlicitih jedinki u analizi nazvati
razli¢itim alelima na tom mikrosatelitskom lokusu. Zbog
svoje polimorfnosti analiza ve¢eg broja mikrosatelitskih
lokusa (biljega) prikladna je za to¢nu genetsku identifi-
kaciju jedinki (genotipizaciju). Osim za genotipizaciju,
mikrosatelitski biljezi prikladni su za istrazivanje genet-
ske raznolikosti unutar i izmedu populacija, istrazivanje
migracije gena izmedu populacija, obrazaca razmnoza-
vanja unutar populacija te za utvrdivanje roditelja.

Cilj ovog rada bio je utvrditi raznolikost klonova unutar
klonske sjemenske plantaze crnog bora na podrudju
Sumarije Krk primjenom morfoloskih i DNA biljega. Ana-
lizom morfoloskih biljega utvrdena je raznolikost medu
pojedinim rametama klona, izmedu klonova, kao i medu
izvornim populacijama. Primjenom mikrosatelitskih
DNA biljega provedena je genetska identifikacija (genoti-
pizacija) klonova, a takoder je utvrdena pripadnost rameta
klonovima prema unaprijed utvrdenom planu i nacrtu
njihova polozaja unutar klonske sjemenske plantaze.

MATERIJALI | METODE
MATERIALS AND METHODS

Podrucje istraZivanja - Research area

Klonska sjemenska plantaza crnog bora nalazi se u sklopu
gospodarske jedinice Lug na otoku Krku i u nadleznosti je
Sumarije Krk. Sa svih strana okruzena je gospodarskom
jedinicom Kras-Gabonjin. Plantaza se nalazi na nadmor-
skoj visini od priblizno 10 metara i udaljena je oko 10
kilometara od prirodnih $uma crnog bora. Ukupna povr$ina
plantaze iznosi 2,0 hektara. Godine 2004. u rasadniku su
uzgajane podloge, na koje su zatim cijepljene ramete jednog
plus stabla s podru¢ja Sumarije Krk. Ostale ramete, njih 31,
heterovegetativno su razmnozene (precijepljene) iz klonske
sjemenske plantaZe crnog bora u Prkosu (USP Gospi¢). U
listopadu 2006. na prethodno obradenoj povrsini zasadene
su ramete 32 klona, ukupno njih 157. Do 2023. godine u
plantazi su ostale prisutne 132 ramete. Razmak izmedu
redova, kao i izmedu rameta unutar reda, iznosi 10 metara
(10 x 10 m). Podaci o plus stablima crnog bora u klonskoj
sjemenskoj plantazi prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Podaci o plus stablima crnog bora u klonskoj sjemenskoj plantazi.
Table 1 Data on plus trees included in the clonal seed orchard of black pine.

. Geografsko porijeklo klona
(Sumarija, G.J., SP odjel/odsjek; lokalitet)

Geographical origin of the clone
(Forest administration data)

Broj klona

Clone number

1 Vrhovine, Samar, 8

2 Vrhovine, Samar, 8

3 Vrhovine, Samar, 8

4 Vrhovine, Samar, 8

5 Vrhovine, Samar, 8

9 Vrhovine, Samar

6 Vrhovine, Samar, 8

1 Vrhovine, Samar, 8

8 Sipovo, Doniji Janj, Sastavci Pale? 61
10 Krk, Obzova, 121a

1 Vrhovine, Samar, 8

12 Vrhovine, Samar, 8

13 Vrrhovine, Samar, 8

14 Vrhovine, Samar, 8

15 Vrhovine, Samar, 8

16 Vrhovine, Samar, 8

17 Vrrhovine, Samar, 8

18 Vrhovine, Samar, 8

19 Vrhovine, Samar, 8

20 Vrhovine, Samar, 8

21 Labin, Smoli¢i, Ripenda

22 Delnice, Klana, Skalnica 18

23 Delnice, Klana, Brdo

24 Vrhovine, Samar, 8

25 Vrhovine, Samar, 8

26 Vrhovine, Samar, 8

21 Vrhovine, Samar, 8

28 Sipovo, Donji Jan;, Sastavci Palez 61
29 Sipovo, Donji Janj, Jasev Begova kosa
30 Sipovo, Donji Janj, Jadev Begova kosa
31 Sipovo, Donji Jan;, Sastavci Palez 61
32 Sipovo, Doniji Janj, Jasev Begova kosa



Biljni materijal - Plant material

Materijal za morfometrijsku i molekularnu analizu
sakupljen je u proljece 2023. godine sa svih rameta koje
se nalaze na plantazi. U slu¢aju rameta koje su imale dvije
glavne grane (raslja) koje su se granale nisko iz debla,
posebno su uzorkovane obje grane kao zasebni uzorci,
kako bi se provjerilo jesu li istog genotipa. Za potrebe
molekularne analize uzorkovane iglice su pohranjene u
silika gelu do izolacije DNA. Za morfometrijsku analizu
sa svake ramete sakupljeno je po 20 zdravih i neo$te¢enih
iglica iz vanjskog osuncanog dijela kro$nje. Na biljkama
koje su imale cesere sakupljeno je po 10 ¢esera. Uzorci
za morfometrijsku analizu na terenu su pohranjeni u
plasti¢ne vrecice. Po povratku s terena iglice su herbarizi-
rane, a Ceseri su pohranjeni u hladnjak do daljnje analize.
Za morfometrijsku analizu iglica i molekularnu analizu
sakupljeni su uzorci sa 136 biljaka, a za morfometrijsku
analizu ¢esera s 87 biljaka.

Morfoloska analiza - Morphological analysis
Morfoloska analiza iglica i ¢eSera - Morphological
analysis of needles and cones

Iglice su skenirane A3 skenerom (MICROTEK ScanMa-
ker 9800XL) pri ¢emu je koristena razlucivost od 600 dpi
(TIF datoteka). Nakon skeniranja, izmjerene su softvers-
kim paketom WINFOLIA PRO (2005) koriStenjem opcije
Leaf Morphology. To¢nost mjerenja iznosila je 0,1 mm, a
za svaku iglicu odredena je duzina (NL) i njezina najveca
$irina (NW). Osim toga, koriStenjem opcije Interactive
Measurements odredena je i duzina rukavca (NSL).

Digitalnim pomicnim mjerilom odredena su sljedeca
morfoloska svojstva CeSera: duzina ceSera (CL), naj-
veca Sirina ¢eSera (CW), visina stiti¢a (AL), $irina $titica
(AW), debljina stitica (AT) i duzina mjerena od sredine
grbice do vrha §titica (DAU). Osim toga, za svaki ¢eSer
odreden je i ukupni broj sjemenih ljusaka (CSN).

Statisticka analiza morfoloskih podataka - Statistical
analysis of morphological data

Za potrebe statisticke obrade podataka upotrijebljene
su standardne deskriptivne i multivarijatne statisticke
metode (Sokal i Rohlf 1989, McGarigal i dr. 2000) unutar
programskog paketa Statistica for Windows (StatSoft,
Inc. 2001). Za svaku istrazivanu znacajku odredeni su
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sljededi deskriptivni statisticki pokazatelji: aritmeticka
sredina (M) i standardna devijacija (SD). Odnos izmedu
vim koeficijentom korelacije. Kako bi se utvrdile razlike
izmedu klonova i izvornih populacija koristena je Krus-
kal-Wallis ANOVA.

Kako bi se dodatno pojasnio trend variranja morfoloskih
svojstava i izvornih populacija primijenjena je analiza
glavnih sastavnica. Ulazni podaci prethodno su standar-
dizirani z-score metodom, a sve analize provedene su
pomocu racunalnog programa R v.3.2.2 (R Core Team
2016) i funkcija unutar MorphoTools R scripts (Koute-
cky 2015).

Analiza pomoc¢u molekularnih biljega - Analysis with
molecular markers

Izolacija DNA - DNA extraction

Ukupna stani¢cna DNA svakog pojedinog uzorka izoli-
ranaje iz 50 mg osusenog lisnog tkiva. Prije izolacije DNA
tkivo je smrznuto u teku¢em dusiku i usitnjeno pomocu
uredaja Tissuelyser (Qiagen). Za izolaciju ukupne sta-
ni¢ne DNA upotrjebljen je DNeasy” Plant Pro Kit (250)
(Qiagen) komplet. Ovaj izolacijski komplet namijenjen
je za izolaciju DNA iz problemati¢nih uzoraka koji zbog
sadrzaja inhibiraju¢ih spojeva poput polifenola obi¢no
daju slabiji prinos DNA pri standardnim izolacijama.
Molekularni biljezi - Molecular markers
Mikrosatelitski lokusi umnozeni su lan¢anom reakcijom
polimerazom (PCR) upotrebom pet pari pocetnica opi-
sanih u Ganea 1idr. (2015). Ovi mikrosatelitski biljezi su
razvijeni za primjenu kod obi¢nog bora (Pinus sylvestris
L.), ali autori navode da su testirani i na crnom boru te
da su primjenjivi i za genotipizaciju ove vrste. Znacajke
upotrjebljenih mikrosatelitskih biljega prikazane su u
Tablici 2.

Lancana reakcija polimerazom (PCR) - Polymerase
chain reaction (PCR)

Zaumnozavanje mikrosatelitskih lokusa lan¢anom reak-
cijom polimerazom upotrjebljen je komercijalni komplet
za PCR (Type-it Microsatellite PCR kit, Qiagen) po upu-
tama proizvodaca. Forward pocetnice oznacene su na 5’
kraju fluorescentnim oznakama za detekciju kapilarnom
elektroforezom (Tablica 2). Ukupni volumen reakcije po

Tablica 2. Mikrosatelitni biljezi koriteni u analizi, florescencijska oznaka, ponavljajuci motivi i ocekivani raspon alela.
Table 2 Molecular markers used in the analysis, fluorescent label, repeat motifs and expected allele ranges.

Ponavljajuéi motiv

Ocekivani raspon alela (Pinus sylvestris L.)

Biljeg Oznaka na F pocetnici
Marker F primer dye
PtTx3013 6-FAM
PtTx3020 VIiC
PtTx3049 VIC
SPAC12.5 6-FAM
PtTx3107 NED

Repeat motif Allele range (Pinus sylvestris L.)
GTT 90-120
A(CAA) 150-170
TG 280-320
(GT)(GA) 130-210
CAT 140-160
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pojedinom uzorku bio je 10 pl. Za umnozavanje mikro-
satelitskih lokusa upotrjebljen je Touchdown protokol
naveden u Ganea i dr. (2015), na uredaju MasterCycler
gradient (Eppendorf). Analiza fragmenata kapilarnom
elektroforezom provedena je pomo¢u Macrogen Europe.
Duljine alela od¢itane su u programu GeneMapper™
Software 5 (Thermo Fisher Scientific).

Statisticka analiza molekularnih podataka - Statisti-
cal analysis of molecular data

Genetska identifikacija (genotipizacija) klonova u
plantazi - Genetic identification of clones in the clonal
seed orchard

Ramete istog klona trebale bi dijeliti isti genotip. Uko-
liko se primijeti da neka rameta ne pripada klonu kojem
bi trebala pripadati, izdvojena je iz rameta tog klona i
naznacena kao greska u nacrtu. Ukoliko se ustanovi da
krivo dodijeljena jedinka po genotipu pripada drugom
klonu, pridruzena je tom klonu. Ukoliko genotip takve
jedinke nije pripao ni jednom klonu, izdvojen je iz dalj-
njih analiza.

Raznolikost mikrosatelitskih biljega - Microsatellite
markers diversity

Za svaki mikrosatelitski lokus odredeni su broj alela po
lokusu (N,), informacijski sadrzaj polimorfizma (PIC)
i vjerojatnost identiteta (probability of identity) (PI)
koriste¢i racunalni program Cervus v3.0 (Kalinowski i
dr. 2007).

Raznolikost genotipova klonova u klonskoj sjemenskoj
plantazi - Genetic diversity of clones in the clonal seed orchard

Unutarpopulacijska raznolikost klonova procijenjena je
pomocu racunalnog programa GenAlEx 6.5. (Peakall i
Smouse 2012). Izra¢unati su prosjecni broj alela (N,,),
primije¢ena (Hp) i ocekivana (Hg) heterozigotnost te
koeficijent inbridinga (Frs) za sve klonove iz plantaze.
Klasterska analiza matrice geneticke udaljenosti dobi-
vene izracunom udjela zajednickih alela (proportion
of shared alleles, PSA) provedena je metodom Neigh-
bor-joining u rac¢unalnom potprogramu NEIGHBOR
paketa PHYLIP v3.698 (Felsenstein 2004).

REZULTATI
RESULTS

Morfoloska analiza - Morphological analysis
Deskriptivna statistika - Descriptive statistics
Rezultati deskriptivne statisticke analize za pojedine
klonove prikazani su u Tablici 3, dok su za izvorne popu-
lacije prikazani u Tablici 4. Prosje¢na duzina ceSera svih
stabala na klonskoj sjemenskoj plantazi iznosila je 55,7
mm, dok je njihova $irina bila 26,8 mm. Ceseri su u
prosjeku imali 106 sjemenih ljusaka. DuZina iglica svih
istrazivanih stabala iznosila je 89,8 mm, njihova $irina

bila je 1,09 mm, dok je duzina rukavca bila 6,66 mm.
Provedenom Kruskal-Wallis analizom varijance utvr-
deno je da se klonovi i izvorne populacije statisticki
znacajno razlikuju prema morfoloskim svojstvima iglica
i CeSera.

Promatraju¢i morfoloska svojstva ¢eSera na razini
izvornih populacija, uocava se da su ¢eSeri klonova pod-
rijetlom s Krka najduzi (62,7 mm) i najsiri (29,7 mm),
dok su najkra¢i (51,4 mm) i najuzi (26,2 mm) kod klo-
nova podrijetlom iz Labina. Sjemene ljuske bile su najsire
(11,0 mm) kod klonova podrijetlom iz Delnica, a najuze
(9,46 mm) kod onih podrijetlom s Krka, koji su istovre-
meno imali i najkrace sjemene ljuske (6,56 mm). S druge
strane, najduze sjemene ljuske (7,70 mm) bile su karakte-
risti¢ne za klonove podrijetlom iz Vrhovina. Udaljenost
od sredine grbice do vrha §titi¢a bila je najveca kod klo-
nova iz Delnica i Vrhovina (3,51 mm), a najkraca kod
klonova iz Labina (3,16 mm). Klonovi podrijetlom s
Krka imali su i najveci broj sjemenih ljusaka (141), dok
su klonovi iz Delnica imali najmanji broj (102). Iglice
su bile najduze (97,6 mm) i najsire (1,14 mm) kod klo-
nova podrijetlom iz Delnica, dok je najduzi rukavac bio
zabiljezen kod klonova s Krka (7,50 mm). S druge strane,
najkrace iglice (78,6 mm) i najkra¢i rukavac (6,08 mm)
zabiljezeni su kod klonova iz Sipova, dok su najuze iglice
(0,99 mm) zabiljezene kod klonova iz Labina.

Korelacijska analiza - Correlation analysis

Rezultati korelacijske analize prikazani su u Tablici 5.
Od ukupno 45 parova, statisticki znacajne korelacije
utvrdene su za 33 para, od kojih su samo dva para bila
u znacajnoj negativnoj korelaciji: broj sjemenih ljuski
(NYS) i visina §titica (AH) te broj sjemenih ljuski (NS) i
udaljenost od sredine grbice do vrha stiti¢a (DAU). Naj-
vi$e znacajnih korelacija bilo je zabiljezeno za svojstvo
udaljenost od sredine grbice do vrha stitica (DAU), koje
je bilo znacajno korelirano sa svim ostalim mjerenim
morfoloskim svojstvima. Slijedile su $irina ¢eSera (CW),
visina §titica (AH) i duzina iglice (NL), s osam znacaj-
nih korelacija. Najmanje znacajnih korelacija, njih cetiri,
bilo je zabiljezeno za broj sjemenih ljuski (NS) i debljinu
stitica (AT).

Analiza glavnih sastavnica - Principal component
analysis

Analizom glavnih sastavnica utvrdeno je da prve Cetiri
glavne sastavnice objasnjavaju 88,5 % ukupne varijabil-
nosti. Svojstvene vrijednosti za prve tri glavne sastavnice
bile su vec¢e od 1. U Tablici 6 prikazane su korelacije
izmedu prve Cetiri glavne sastavnice i svih istrazivanih
svojstava CeSera i iglica. Slika 1 prikazuje dijagram u
kojem su u koordinatnom sustavu tockama prikazani
polozaji analiziranih klonova temeljem njihove pri-
padnosti izvornim populacijama, dok su istrazivana
morfoloska svojstva prikazana vektorima. Iz prilozene
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Tablica 3. Rezultati deskriptivne statistike za mjerena morfoloSka svojstva ¢eSera i iglica, prikazani po klonovima. Morfolo$ka svojstva: CL—duZina ¢eSera
(mm); CW-Sirina ¢eSera (mm); AW-Sirina $titica (mm); AH-visina $titica (mm); DAU-udaljenost od sredine grbice do vrha stitica (mm); NS—broj sjemenih
ljusaka; AT-debljina §titica (mm); NL—duZina iglice (mm); NSL—duZina rukavca (mm); NW-sirina iglice (mm). Deskriptivni pokazatelji: M—aritmeticka
sredina; SD—standardna devijacija. Crvenom bojom oznagene su najvece prosjecne vrijednosti, a zelenom najmanje.

Table 3 The results of descriptive statistics for measured cone and needle morphological traits, showed per clones. Morphological traits: CL—cone length (mm);
CW-~-cone width (mm); AW-width of cone scale apophysis (mm); AH-height of cone scale apophysis (mm); DAU-distance between umbo and scale top (mm);
NS—number of cone scales; AT-thickness of cone scale apophysis (mm); NL-needle length (mm); NSL-basal sheath length (mm); NW-needle width (mm).
Descriptive parameters: M—arithmetic mean; SD—standard deviation. The highest average values are marked in red, while the lowest are marked in green.

Kion  Porijeklo  Deskriptivni pokazatelj Svojstvo / Trait
Clone Origin Descriptive parameter CcL DAU NS
: S M 52,2 29,2 10,3 6,81 3,19 122 3,58 103 7,63 1,16
SD 3,61 1,75 0,88 0,83 0,40 12 0,31 13,6 0,73 0,12
. i M 53,1 29,7 11,1 8,47 4,06 91 3,90 124 7,86 1,28
SD 5,61 2,51 1,32 0,82 0,59 6 0,43 10,0 0,70 0,19
. Vihoving M 61,3 27,6 9,43 6,09 3,15 143 2,97 80,2 7,40 113
SD 5,29 0,73 1,41 0,94 0,51 14 0,21 8,40 0,83 0,09
4 Vihoving M 62,6 26,2 11,0 9,02 3,80 102 3,92 88,9 6,78 1,08
SD 7,62 2,51 1,58 1,02 0,39 7 0,48 15,3 0,89 0,17
" SRR M 63,5 26,9 10,7 7,69 3,44 97 3,12 104 7,48 1,10
SD 9,21 3,01 1,69 1,17 0,45 10 0,36 25,1 1,33 0,12
g i M 54,8 27,8 10,3 8,46 3,64 104 3,58 95,4 7,48 1,02
SD 6,3 2,61 1,01 0,34 0,42 9 0,37 9,70 0,91 0,12
. Vihoving M 49,8 25,9 10,2 8,92 4,11 84 3,82 89,5 6,28 1,21
SD 3,94 1,5 0,61 0,82 0,38 9 0,48 8,80 0,77 0,14
: R M 50,9 25,4 10,3 6,31 2,92 99 2,83 60,9 5,31 0,36
SD 3,91 1,35 09 0,75 0,28 7 0,17 7,90 0,60 0,08
. SRR, M 58,5 24,4 10,2 7,67 3,47 108 3,04 93,5 5,81 1,09
SD 5,64 1,89 0,86 0,69 0,47 10 0,28 10,70 0,71 0,12
" o M 62,7 29,7 9,46 6,56 3,25 141 3,20 95,0 7,50 1,05
SD 3,72 1,83 1,1 0,41 0,35 18 0,28 9,90 1,30 0,10
" Vihoving M 50,2 25,9 10,2 7,22 3,30 93 3,24 91,2 6,47 1,14
SD 4,08 1,95 0,78 0,65 0,32 6 0,27 9,30 1,08 0,07
- NP M 51,1 28,8 9,98 6,76 3,10 102 3,07 80,6 5,71 1,00
SD 7,75 1,92 1,4 1,18 0,63 5 0,42 12,8 0,84 0,10
. i M 63,3 29,2 11,7 8,81 4,05 104 3,64 96,0 7,15 1,19
SD 8,01 3,58 1,44 1,12 0,55 10 0,36 14,6 0,82 0,12
" T M 58,5 28,5 11,5 7,65 3,67 98 3,51 102 7,28 1,20
SD 6,13 1,96 1,13 0,73 0,31 8 0,34 8,30 0,83 0,11
= T M 67,5 28,4 11,3 8,85 4,07 102 3,40 89,2 6,39 1,06
SD 6,51 1,99 0,76 0,77 0,44 10 0,22 14,2 0,74 0,09
” SRR M 59,2 29,0 11,7 7,28 3,48 122 3,60 93,0 6,61 1,05
SD 7,74 2,46 1,42 0,84 0,51 12 0,34 20,2 0,76 0,08
- T M 53,2 22,0 10,5 8,27 3,59 83 3,03 98,7 6,68 1,11
SD 9,92 3,23 1,42 1,00 0,40 10 0,38 14,9 0,85 0,09
0 T M 45,1 22,5 8,97 6,66 3,09 78 3,07 108 6,25 1,07
SD 4.4 1,67 0,85 0,74 0,52 7 0,24 8,90 0,91 0,04
0 Vihoving M 53,0 26,8 10,0 6,90 3,15 111 3,56 71,0 6,39 1,06
) 5,98 2,34 0,87 0,79 0,35 9 0,28 11,6 0,66 0,09
21 Labin M 51,4 26,2 10,4 6,64 3,16 m 3,27 86,2 6,34 0,99
SD 4,57 2,6 1,16 0,86 0,33 15 0,25 22,1 0,92 0,12
- Delnice M 56,5 28,8 11,0 7,72 3,40 97 3,21 97,2 7,12 1,16
SD 7,54 3,43 1,58 1,02 0,35 5 0,39 8,70 0,91 0,07
- T M 62,8 28,3 11,0 7,55 3,57 104 3,26 98,0 7,07 1,13
SD 5,73 1,84 0,94 0,81 0,44 8 0,27 17,2 1,00 0,16
- AU M 49,7 24,2 9,28 7,89 3,43 94 3,11 84,3 6,17 1,04
SD 3,46 0,98 0,48 0,57 0,44 7 0,28 9.7 0,99 0,09
. Vihoving M 52,0 25,8 9,02 6,15 2,87 126 3,08 18,1 6,20 1,10
SD 5,96 2,06 0,83 0,79 0,45 13 0,30 16,5 0,96 0,12
o R M 54,4 21,5 8,91 8,05 3,98 115 3,35 89,5 7,23 1,10
SD 6,45 2,55 0,97 0,58 0,44 8 0,28 12,1 0,91 0,10
. Sipovo M 54,0 26,1 9,22 6,46 3,09 129 3,04 85,6 6,64 1,14
SD 4,78 1,90 0,87 0,60 0,35 12 0,29 16,1 0,84 0,12
- Sipovo M 52,4 29,3 9,57 6,81 3,13 101 3,35 95,3 6,45 1,10
SD 6,29 2,32 1,18 0,65 0,37 7 0,42 16,2 1,11 0,08
- Sipovo M 50,9 25,8 11,0 9,32 4,25 80 3,68 102 6,66 1,25
SD 6,37 2,47 1,4 1,27 0,55 8 0,31 8.9 0,62 0,08
. & M 49,8 23,9 8,98 7,08 3,33 116 3,59 58,2 5,53 0,99
P SD 4,51 1,67 1,09 0,66 0,29 5 0,36 1.8 0,78 0,14
Ukupno M 55,8 26,8 10,3 7,51 3,45 106 3,36 89,8 6,66 1,09

Total SD 8,15 2,97 1,42 1,27 0,56 17 0,44 19,4 1,09 0,14



KATICIC BOGDAN i dr.: Genetska raznolikost i genotipizacija klonova u klonskoj sjemenskoj plantazi crnog bora (Pinus nigra J.F.Arnold)

Tablica 4. Rezultati deskriptivne statistike za mjerena morfoloska svojstva ¢eSera i iglica, prikazani po lokalitetima. Morfoloska svojstva: CL-duZina ¢esera
(mm); CW-Sirina ¢eSera (mm); AW-Sirina $titica (mm); AH-visina $titica (mm); DAU-udaljenost od sredine grbice do vrha $titica (mm); NS—broj sjemenih
ljusaka; AT-debljina §titica (mm); NL—duZina iglice (mm); NSL—duZina rukavca (mm); NW-sirina iglice (mm). Deskriptivni pokazatelji: M—aritmeticka
sredina; SD—standardna devijacija. Crvenom bojom oznacene su najvece prosjecne vrijednosti, a zelenom najmanije.

Table 4 The results of descriptive statistics for measured cone and needle morphological traits, showed per locality. Morphological traits: CL—cone length (mm);
CW-~-cone width (mm); AW-width of cone scale apophysis (mm); AH-height of cone scale apophysis (mm); DAU-distance between umbo and scale top (mm);
NS—number of cone scales; AT-thickness of cone scale apophysis (mm); NL-needle length (mm); NSL-basal sheath length (mm); NW-needle width (mm).
Descriptive parameters: M—arithmetic mean; SD—standard deviation. The highest average values are marked in red, while the lowest are marked in green.

Porijeklo Deskriptivni pokazatelj
Origin Descriptive parameter cL
Delnice M 60,8 28,5 11,0
SD 6,96 2,44 1,17
Krk M 62,7 29,7 9,46
SD 3,72 1,83 1,1
Labin M 51,4 26,2 10,4
SD 4,57 2,6 1,16
§ipovo M 51,9 26,3 9,68
SD 5,42 2,68 1,27
Vrhovine M 56,5 26,8 10,4
SD 8,56 3,05 1,44

Tablice 6 i Slike 1 vidljivo je da prva glavna sastavnica
objasnjava 43,2 % ukupne varijabilnosti, dok druga
glavna sastavnica objasnjava 21,0 % ukupne varijabil-
nosti. Prva glavna sastavnica u visoko je negativnoj
korelaciji s pet morfoloskih svojstava, a to su: udaljenost

Svojstvo / Trait

DAU NS
7,61 3,51 102 3,24 97,6 7,09 1,14
0,88 0,42 8 0,31 13,6 0,95 0,12
6,56 3,25 141 3,20 95,0 7,50 1,05
0,41 0,35 18 0,28 9,90 1,30 0,1
6,64 3,16 m 3,27 86,2 6,34 0,99
0,86 0,33 15 0,25 22,1 0,92 0,12
7,05 3,29 109 3,28 78,6 6,08 1,04
1,24 0,56 19 0,44 22,1 1,02 0,17
7,70 3,51 105 34 92,1 6,77 1,11
1,28 0,57 17 0,46 17,9 1,07 0,13

od sredine grbice do vrha §titica (DAU), visina §titi¢a
(AH), $irina stitica (AW), debljina §titica (AT) i duzina
iglice (NL). Druga glavna sastavnica je u negativnoj
korelaciji s dva svojstva, a to su: broj sjemenskih ljusaka
(NS) i 8irina ceSera (CW).

Tablica 5. Rezultati korelacijske analize izmedu mjerenih morfolo$kih svojstava ¢eSera i iglica crnog bora. Morfolo$ka svojstva: CL—duZina ceSera; CW—
Sirina CeSera; AW-Sirina $titica; AH-visina $titica; DAU-udaljenost od sredine grbice do vrha stitica; NS—broj sjemenih ljusaka; AT-debljina Stitica; NL—
duzina iglice; NSL-duZina rukavca; NW-Sirina iglice. n.s. — nije statisticki znacajno; * - 0,01 < p < 0,05; ** - 0,001 < p < 0,01; *** - p < 0,001.

Table 5 The results of correlation analysis between measured cone and needle morphological characters. Morphological traits: CL—cone length; CW-cone width; AW-
width of cone scale apophysis; AH-height of cone scale apophysis; DAU—distance between umbo and scale top; NS—number of cone scales; AT-thickness of cone
scale apophysis; NL-needle length; NSL-basal sheath length; NW-needle width. n.s. — not significant; * — 0.01 < p < 0.05; **-0.001 < p < 0.01; *** - p < 0.001.

CL *xk *xx *xx P
CwW 0,502 e n.s. *
AW 0,680 0,542 o o
AH 0,456 0,164 0,624 Hxx
DAU 0,436 0,231 0,591 0,921

NS 0,183 0,229 -0,182 -0,509 -0,441
AT 0,150 0,373 0,395 0,507 0,503
NL 0,449 0,431 0,491 0,432 0,433
NSL 0,447 0,497 0,330 0,263 0,299
NW 0,212 0,240 0,210 0,243 0,306

Analiza pomoc¢u molekularnih biljega - Analysis with
molecular markers

Genetska identifikacija (genotipizacija) klonova u
plantazi - Genetic identification of clones in the clonal
seed orchard

Genotipizacijom svih rameta ustanovljeno je da 37 od
ukupno 136 uzoraka ne odgovara navedenom klonu u
nacrtu plantaze, tj. da je u plantazi pogresno oznaceno
27,2 % rameta. Tri pogre$no oznacene ramete su po
svom genotipu pridruzene drugim klonovima, a pre-
ostala 34 pogresno oznacena uzorka nisu pripala niti
jednom klonu i imali su medusobno razlicite genotipove.
Od deset jedinki u kojih su uzorkovane dvije grane zbog
niske raglje sedam je na obje grane imalo isti genotip koji

XX

n.s. n.s. n.s.
* Xk Xk *xx *
& Xk Xk *x e
*xk Xk Xk * *
*xk Xk Xk *x *x
n.s. * n.s. n.s.
-0,101 n.s. n.s. n.s.
-0,230 0,123 Hxx *xx
0,049 0,185 0,577 *xx
-0,179 0,115 0,615 0,417

je pripadao odgovaraju¢em klonu. Jedna jedinka imala
je na obje grane isti genotip, ali nije pripadala klonu
po nacrtu, a dvije su imale razli¢ite genotipove na dvije
grane, od kojih je jedan pripadao odgovaraju¢em klonu.
Nacrt plantaze s unesenim promjenama prikazan je na
Slici 2.

Raznolikost mikrosatelitskih biljega - Microsatellite
markers diversity

U Tablici 7 prikazani su parametri mikrosatelitskih
biljega. Najveci broj alela i informacijski sadrzaj poli-
morfizma imali su biljezi PtTx3020 i PtTx3013. Od
polimorfnih alela najmanji broj imao je biljeg SPAC12.5.
Sve skupa za svih pet biljega nadeno je 39 alela.
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Tablica 6. Pearsonovi korelacijski koeficijenti izmedu 10 morfoloskih svojstava CeSera i iglica i prve Cetiri glavne sastavnice. Morfoloska svojstva: CL—
duzina ¢eSera; CW-Sirina CeSera; AW-Sirina §titica; AH—visina Stitica; DAU—udaljenost od sredine grbice do vrha $titica; NS—broj sjemenih ljusaka; AT—
debljina $titica; NL—duzina iglice; NSL—duzina rukavca; NW-Sirina iglice.

Table 6 Pearson’s correlation coefficients between 10 morphological traits of cones and needles and the first four principal components. Morphological traits: CL—-cone
length; CW-cone width; AW-width of cone scale apophysis; AH-height of cone scale apophysis; DAU—distance between umbo and scale top; NS—number of cone
scales; AT-thickness of cone scale apophysis; NL-needle length; NSL-basal sheath length; NW-needle width.

PC—glavna sastavnica

Svojstvo PC—Principal Component
Trait
& PC2 PC3
CL -0,462 -0,534 -0,557 0,279
cw -0,472 -0,711 -0,063 0,142
AW -0,724 0,000 -0,417 0,316
AH -0,797 0,456 -0,273 -0,061
DAU -0,847 0,317 -0,205 -0,158
NS 0,329 -0,842 -0,118 -0,274
AT -0,716 0,087 -0,061 -0,598
NL -0,716 -0,060 0,522 0,363
NSL -0,627 -0,533 0,389 0,059
NW -0,692 -0,015 0,531 -0,097
Svojstvena vrijednost
Figenvalue 4,32 2,10 1,33 0,80
Varijanca (%)
Variance (%) 43,2 21,0 13,3 8,0
Kumulativna varijanca (%)
Cumulative Variance (%) 432 64,2 73 85,5
5
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Slika 1. Dijaﬁram analize glavnih sastavnica na temelju 10 morfoloSkih svojstava CeSera i iglica, Morfoloska svojstva: CL-duZina CeSera; CW-Sirina CeSera; AW-Siri-

&av&tigi.é_a; A I.—visina stitica; DAU-udaljenost od sredine grbice do vrha stitica; NS—broj sjemenih ljusaka; AT-debljina stitica; NL-duZina iglice; NSL-duZina rukavca;
—Sirina iglice.

Figure 1 Diagram of PCA analysis based on 10 morphological traits of cones and needles. Morphological traits: CL—cone length; C\W—cone width; AW-width of cone scale

apophysis; AH-height of cone scale apophysis; DAU—distance between umbo and scale top; NS—number of cone scales; AT-thickness of cone scale apophysis; NL-needle

length; NSL-basal sheath length; NW-needle width.

Kombinirani PI (probability of identity) za svih pet heterozigotnost (Hg) 0,646. Koeficijent inbreedinga (Fis)

biljega bio je 0,00005339. bio je 0,064. Na Slici 3 prikazano je nezakorijenjeno
Raznolikost genotipova klonova u klonskoj sjemens- ~ Neighbor-joining stablo izradeno na temelju udjela
koj plantazi - Genetic diversity of clones in the clonal zajednickih alela (proportion of shared alleles, PSA).
seed orchard

Prosje¢ni broj alela (N,;) u plantazi bio je 7,6, primijecena
heterozigotnost (Hop) iznosila je 0,613, a ocekivana
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RASPRAVA
DISCUSSION

Provedenim istrazivanjem utvrdena je velika morfoloska
varijabilnost iglica i ¢eSera crnog bora u klonskoj sje-
menskoj plantazi na otoku Krku. Rezultati su pokazali
da se klonovi i izvorne populacije mogu razlikovati za
sva istrazivana morfoloska svojstva. Pet podvrsta crnog
bora tradicionalno je prepoznato na temelju morfolos-
kih i molekularnih razlika (Vidakovi¢ 1957, Liber 2000,
Idzojti¢ 2001, Liber i dr. 2003, Boguni¢ i dr. 2007, Scot-
ti-Saintagne i dr. 2019) koje su geografski odvojene i
prilagodene razlic¢itim klimatskim uvjetima. Od ukup-
nog broja podvrsta, u Hrvatskoj prirodno rastu dvije,
subsp. nigra i subsp. dalmatica, a vrijednosti za dimenzije

Tablica 7. Raspon alela, broj alela (\V,), informacijski sadrzaj polimorfizma (PIC),

genotipova u analiziranoj populaciji (probability of identity; PI).
Table 7 Allele range, number of Alleles (N/,), polymorphism information content (PIC),
the analysed population.

Biljeg Raspon alela

iglica i ¢eSera dobivene u ovom istrazivanju odgovaraju
vrijednostima koje se navode u dendroloskoj litera-
turi za tipsku podvrstu (Vidakovi¢ 1993, Liber 2000).
Navedena podvrsta prilagodena je stani$nim uvjetima
submediteranskog podrudja, pa je koristenje genetski
oplemenjenog materijala iz klonske sjemenske plantaze
Krk za proizvodnju sjemenskog materijala i sadnica za
posumljavanje tih podrucja opravdano i optimalno.

Klonske sjemenske plantaze objedinjuju dva klju¢na cilja:
proizvodnju genetski oplemenjenog materijala i ex-situ
ocuvanje genetske raznolikosti ciljne vrste. Ciljevi ople-
menjivanja postizu se odabirom fenotipski superiornih
jedinki za svojstva od interesa, njihovim vegetativnim
umnozavanjem (najé¢e$¢e cijeplijenjem kod $umskog

vjerojatnost jednakosti — ocekivanje uCestalosti jednakih parova

probability of identity; PI - expectation of frequency of equal pairs of genotypes in

Marker Allele range N, PIC Pl
PtTx3107 259-283 6 0,404 0,349
PtTx3013 114-158 1 0,700 0,099
PtTx3020 84-109 13 0,851 0,030
PtTx3049 203-213 5 0,588 0,185
SPAC12,5 252-260 4 0,477 0,274
0,00005339*
podebljano — PIC > 0,7, visoko informativni biljeg / bold PIC > 0.7, highly informative marker
*kombinirano za svih pet biljega / *all five markers combine
RED LINE 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
v s e 17 18 ][ s |
2 [o [ DN [ > | [ o | - | D - ][ = [ |
s [ 12 ][] o D DO D e [ - | N [ o [ [ ] [ ][]
o DN [ o | OSSN [ - | (SR [ o | [ o | (DO DS [ | [ ] [os | (OEEENN [ = |
s BN [0 | [ | [C= | [ | s [ ][5 ] (e [ | N SN [ o]
c D I (= 1 D N D [ ] [ ] 2o ] [ 1 [ [ =
7o [ | (SN [ - | OSSR [ 22 [ [0 | DO NSO [ - | OGO DNERN [ - | [ - | e
s [ 7 ] (SN [ ] [0 | (WOGE (OGN DN [ e [ [ ] [ ][ ][] [ ][ 2]
o DEEN N [ 2 | [ 2 | [2 [[2 | [z ] [ | SN [20 | [ | (OGN [ | ERNN
o SN [« | (DS [ - | [ e BN N [ o | [ [ ) [ s [ [ ]
u [ 1 | (S SN ST N e [ - | [ S [ s | [ [ [ s | S [ o |
» S [ ] [ ] [ ] . e N ]
s [ ]
Legenda
I ivigenotip, nepoznati - podioga wrong genotype, unknown - rootstock
X krivi genotip, pripada drugom klonu, upisan novi toéan broj klona kojem pripada wrong genotype, belonging to another clone, the correct clone number is written
- nedostaje bilika missing plant
- raéljavo stablo kod kojeg je samo jedna glavna grana pravi genotip, a drugu treba ukloniti Fork tree, just one branch belonging to the correct genotype, other needs to be removed

Slika 2. Nacrt plantaze nakon provedenih DNA analiza.
Figure 2 Orchard plan after DNA analysis.
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drveca) te njihovim medusobnim razmnozavanjem
radi proizvodnje potomstva s ocekivanom genetskom
dobiti za ciljana svojstva. Ukoliko se u plantazama pro-
izvodi reprodukcijski materijal za unosenje u prirodne
sastojine, a ne samo za brzu plantaznu proizvodnju
drvne mase, od velike vaznosti je genetska raznolikost
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pocetnog materijala unesenog u plantazu. Plantaza kao
reprodukcijska populacija mora imati dovoljnu genet-
sku raznolikost kako bi genetska baza za proizvodnju
potomstva omogucila prilagodljivost potomstva prom-

jenjivim uvjetima okoli$a i otpornost na $tetnike.
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Slika 3. Nezakorijenjeno Neighbor—Joining stablo izradeno na temelju udjela zajednickih alela (proportion of shared alleles, PSA).
Figure 3 Unrooted Neighbour-Joining tree based on the proportion of shared alleles (proportion of shared alleles, PSA).

U tom je procesu klju¢no osigurati da vegetativne kopije
odabranih jedinki budu pouzdano uklju¢ene u plantazu
kako bi se moglo garantirati porijeklo reprodukcijskog
materijala, bilo za primjenu u operativnom Sumarstvu
ili za daljnje cikluse oplemenjivanja, poput postavljanja
klonskih testova. U postupku osnivanja i popunjavanja
plantaza postoji mnogo koraka u kojima moze do¢i do
gresaka. Prilikom sabiranja plemki s plus stabala (orteta)
moze se dogoditi pogres$no oznacavanje. U rasadnicima,
tijekom cijepljenja, mogu nastati pogreske u oznaca-
vanju, a moguce su i situacije poput odumiranja plemke,
nakon ¢ega podloga nastavlja rasti, $to se moze pogresno
interpretirati kao razvoj cijepa. Pogreske se mogu pojaviti
i tijekom transporta i sadnje biljaka u plantazu. Nadalje,
moze se dogoditi nezapazeno preuzimanje podloge te
odumiranje plemke nakon $to su biljke ve¢ posadene na
terenu, $to dodatno komplicira situaciju.

Ako je moguce, u slucaju kada plantaze nisu prevelike,
pozeljno je genotipizirati biljke kako bi se ustanovilo jesu

li neke od tih gresaka rezultirale pogresno oznacenim
rasporedom na nacrtu, koji dovodi do daljnjih gresaka, s
obzirom na to da se plemke za nadopunu plantaze skup-
ljaju u samoj plantazi, a ne viSe na izvornom plus stablu.
Ako se plemke skupljaju s pogresne ramete, to dovodi do
daljnjeg Sirenja gresaka, a u slucaju postavljanja genetickog
testa do potpuno nepouzdanih rezultata izmjera u testu.

U ovom istrazivanju genotipizirane su sve jedinke
(ramete) u plantazi crnog bora i ustanovljeno je da je ¢ak
27,2 % rameta krivo oznaceno, tj. da ne pripadaju klonu
s nacrta. Samo su tri krivo svrstane jedinke zapravo bile
pripadnice drugog klona, $to moZemo pripisati greski
oznacavanja u nekoj od faza od uzimanja plemke do
sadnje. Ostale 34 jedinke imale su razlic¢ite genotipove
koji ne pripadaju ni jednom klonu. Razlog za to moze
biti greska oznacavanja u rasadniku, ali vjerojatnije je
da je na tim jedinkama doslo do odumiranja plemke i
da su te jedinke zapravo stabalca izrasla iz podloge. U
slu¢aju nekih nisko rasljavih stabala doslo je do situacije
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da je jedna glavna grana porijeklom iz podloge, dok je
druga izrasla iz plemke. U takvim slucajevima potrebno
je odstraniti granu iz podloge kako bi preostali genotip
zaista predstavljao selekcionirani klon.

Nacrt plantaze potrebno je ispraviti tako da se ramete
pripisane pogresnom klonu oznace kao klon kojem zaista
pripadaju. Sve jedinke nepoznatog porijekla i genotipa
potrebno je ukloniti iz plantaze, a buduce plemke za
nadopunjavanje plantaze trebaju se uzimati iskljucivo sa
sada potvrdenih rameta. Genetska raznolikost klonova
u plantazi, izrazena kao ocekivana heterozigotnost (Hg),
iznosila je 0,646, sto je priblizno vrijednostima koje su u
prirodnim populacijama utvrdili Giovannelli i dr. (2017)
i Dias i dr. (2020). Neighbor-joining stablo nije poka-
zalo jasno grupiranje prema izvornim populacijama,
osim §to su se na jednu granu (lijevu) uglavnom grupi-
rali klonovi iz gospodarske jedinice (GJ) Vrhovine, koji
znacajno prevladavaju u plantazi. Na istu granu svrstao
se 1 jedini klon s Krka. Klonovi iz ostalih podrucja bili
su rasporedeni po drugim granama, zajedno s ostalim
klonovima iz GJ Vrhovine. Provedenom morfometrij-
skom analizom takoder nije utvrdeno grupiranje stabala
prema pripadnosti izvornim populacijama. Bez obzira
na zabiljezenu veliku morfolosku i genetsku varijabil-
nost unutar klonske sjemenske plantaze, preporucuje
se povecanje genetske baze selekcijom dodatnih plus
stabala i uklju¢ivanjem klonova iz novih populacija,
posebno iz podrudja u kojem se plantaza nalazi. Naime,
vecina klonova u plantazi potjece iz jedne populacije, uz
male primjese drugih, $to naglasava potrebu za daljnjim
prosirenjem genetske raznolikosti.

ZAKLJUCCI
CONCLUSIONS

o Provedenim istrazivanjem utvrdeno je da se klonovi
i izvorne populacije na osnovi morfologije iglica i
CeSera statisticki znacajno razlikuju.

o Dimenzije iglica i ¢esera ukazuju na to da klonovi
u istrazivanoj sjemenskoj plantazi pripadaju tipskoj
podvrsti crnog bora.

o« U Kklonskoj sjemenskoj
oznaceno 27,2 % jedinki (rameta). Tri su svrstane
pod druge klonove kojima zaista pripadaju, dok su
ostale imale nepoznate genotipe, vjerojatno potekle
iz podloge. Sve takve jedinke potrebno je odstra-
niti iz plantaze i zamijeniti pravim rametama klona
prema nacrtu.

plantazi pogresno je

o Kod primjeraka s niskom rasljom, gdje su dvije grane
imale razli¢ite genotipove, od kojih samo jedan pri-
pada klonu po nacrtu, potrebno je odstraniti granu s
nepripadaju¢im genotipom jer je potekla iz podloge.

«  Klonovi u plantazi potjecu iz vrlo ograni¢enog broja
populacija, od kojih su neke slabo zastupljene.

o Preporucuje se prosirenje genetske baze novoselek-
cioniranim klonovima.

o  Multivarijatnim  statistickim metodama nije
utvrdeno grupiranje klonova na temelju njihove pri-
padnosti izvornim populacijama.
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SUMMARY

The aim of this study was to assess the genetic diversity of clones within the clonal seed orchard of
black pine (Pinus nigra J.F.Arnold, Pinaceae) located in the area of the Krk Forest Office, using mor-
phological and molecular markers, and to conduct genetic identification (genotyping) of ramets to
verify the accuracy of the orchard layout. The study included samples from 136 ramets across five
populations. Microsatellite markers were used for the genotyping of clones, and morphometric
analysis was carried out based on ten morphological traits of needles and cones. Significant dif-
ferences were observed among clones and populations for all morphological traits examined. The
average needle length was 89.8 mm, and the cones, averaging 55.7 mm in length and 26.8 mm in
width, contained 106 seed scales. The orchard layout revealed 27.2% of mislabeled ramets, of which
three belonged to different clones, while others had unknown genotypes. Main sources of error
included scion die-off and growth of rootstock shoots, with labeling errors also being a possibility.
Corrective actions should include proper labeling of misidentified ramets and the removal of indi-
viduals with unknown origins or genotypes. Future scions for orchard supplementation should be
sourced exclusively from confirmed ramets. For specimens with branching discrepancies (where
different genotypes were identified on two branches, one matching the designated clone), the incor-
rect branch must be removed as it originates from the rootstock. Comparisons with other studies
on black pine using microsatellite markers indicate that the genetic diversity in the orchard (Hg =
0.646) aligns with values found in natural populations. Since most clones originate from a limited
number of populations, with some poorly represented, expanding the genetic base with newly se-
lected clones is recommended if the orchard is to be maintained. Multivariate statistical methods
did not reveal grouping of clones based on their original population affiliations. The results of this
study hold practical value for forestry as seed orchards serve as a suitable base for ex situ conser-
vation of genetic diversity and the production of genetically superior seeds for stand restoration or
natural regeneration support. The findings also highlight the importance of accurate clone labeling
to avoid negative consequences in managing clonal seed orchards.

KEY WORDS: black pine, morphometric analysis, genetic analysis, microsatellites, clonal seed orchard,
gene conservation
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