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UVOD – Introduction
Smreka (Picea abies (L.) Karst.) predstavlja jednu

od najzna~ajnijih vrsta {umskog drve}a s gospodar-
skog i ekolo{kog stajali{ta u Bosni i Hercegovini, a i u
~itavom nizu europskih zemalja (S k r ø p p a , 2003).

Mnoga istra`ivanja obi~ne smreke na molekularnoj
razini, analizom polimorfizma odre|enih izoenzimskih
lokusa, ukazala su na veliku geneti~ku varijabilnost ove
vrste u Europi, kao i na pojavu velike diferencijacije iz-
me|u populacija (Müe l l e r - S t a r c k i sur., 1992). Ne-
ka od istra`ivanja potvrdila su (L a n g e r c r a n t z a i
Ryman a 1990) da je obi~na smreka u stalnom procesu
geneti~ke diferencijacije i adaptacije, u odre|enim eko-
lo{kim uvjetima. Drugi autori koji su se tako|er bavili
istra`ivanjem obi~ne smreke (Gon c h a r e n k o i sur.,
1990; Gon c h a r e n k o i P o t e n k o , 1992; Ku r t o v -
s k i i i B e rgmann , 1995) uporabom izoenzimskih
biljega analizirali su njenu geneti~ku strukturu i dife-
renciranost, na lokalnoj razini, a i {ire.

U planinskom podru~ju sredi{njih Dinarskih Alpa,
na vapnena~kim i dolomitnim planinama Bosne i Her-
cegovine, smreku nalazimo u specifi~nim geomorfo-

lo{kim i klimatskim uvjetima, kao {to su vrta~e, male
planinske doline i uop}e ve}e i manje depresije, od-
nosno mjesta s pojavom ekstremno niskih temperatu-
ra. U takvim uvjetima nalazimo {ume smreke mrazi{-
nog tipa, Piceetum montanum s.lat. (Fuk. i Stef. 1958.
emend. Horv. et al., 1974). Ovaj tip {ume svojstven je
za podru~ja s pojavom inverzije temperatura, kao i
intrazonalne specifi~ne vegetacije unutar pojasa zajed-
nice {uma obi~ne jele i bukve (Abieti-Fagetum). Tako
jednu od najljep{ih sastojina smreke, mrazi{nog tipa,
nalazimo na planini Igman u podru~ju Velikog i Malog
polja (Slika 1).

Prema S t e f a n o v i } u (1977) ovakva smrekova
stani{ta odlikuju se pli}im zemlji{tima tipa crnice ili
sme|ih tala, a na planini Igman razvila su se na moren-
skim nanosima. Uslijed ve}e sklopljenosti sastojina i
hladnog fitoklimata, imamo pojave usporene humifi-
kacije, {to dovodi do nastajanja sirovog humusa. To
pogoduje smreci kao i brojnim acidofilnim vrstama
koje ulaze u sastav ove {umske zajednice.

Kako se planina Igman nalazi oko 20 km ju`no od
Sarajeva, u njoj je prisutan stalni antropogeni utjecaj.
Tako suvremenim uvjetima razvoja, posebice u gospo-
darstvima zemalja u tranziciji kao {to je na{e, ovakve
{umske zajednice zbog stalnih negativnih utjecaja na
njih postaju vrlo labilne, te zahtijevaju poseban pristup
u za{titi i obnovi. Tako je na planini Igman, ova {umska
zajednica ve} punih 25 godina izlo`ena neprestanom
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Slika 1. Smrekova {uma mrazi{nog tipa Piceetum montanum
Figure 1 Norway spruce forest frosty type Piceetum montanum

Slika 2–4. Smreka mrazi{nog tipa u fitocenozi Piceetum montanum
Figure 2–4 Norway spruce of frosty type in fitocenosis Piceetum montanum

Slika 5–7. [uma obi~nog bora i smreke (jele) (Piceo-Pinetum Illyricum)
Figure 5–7 Norway spruce forest with randomly distributed white pine trees (silver fir) (Piceo-pinetum Illyricum)

negativnom utjecaju ~ovjeka. Negativni utjecaj ogleda
se kroz otvaranje putova, izgradnju {portskih terena za
olimpijske igre, ratnim razaranjima, a zadnje vrijeme
neplanskom sje~om i ure|enjem izleti{ta. Da bi se ova
vrlo interesantna sastojina spasila od daljnjeg propada-
nja, potrebno je obnoviti njenu strukturu, uz uva`ava-
nje svih relevantnih ~imbenika koji je izdvajaju od
okolnih sastojina smreke.

Prema dostupnoj literaturi, u svim dosada{njim is-
tra`ivanjima koja su provedena na smreci, postoje saz-

nanja koja nam govore da je to vrsta koja vrlo dobro
svojom geneti~kom strukturom populacije reagira na
promjene ekolo{kih ~imbenika, ponajprije u razlikama
izme|u tala (Bo ` i ~ 2002, B o ` i ~ i U r b a n ~ i ~ 2001 i
2003), kao i na brojna zaga|enja atmosfere i tla (B e rg -
mann i S c h o l z 1987, 1989; Ho s i u s i B e rgmann
1993; B e rgmann i Ho s i u s 1996; L o ng a u e r i
sur., 2001).

Cilj ovog istra`ivanja je da uz primjenu suvremenih
molekularno geneti~kih metoda i njihove analize, po-
ka`emo da je {umska zajednica smreke mrazi{nog tipa
vrlo specifi~na geneti~ka tvorevina, i da se razlikuje od
{uma bukve i jele ilirskog podru~ja (Abieti-Fagetum
illryricum, Fuk. i Stef. 1958.) i {uma obi~nog bora i
smreke (jele) (Piceo-Pinetum Illyricum, Stef. 1960)
koje su raspore|ene neposredno oko ove {umske za-
jednice. Dobiveni rezultati trebaju pokazati da su bilo
kakve gospodarske intervencije ili aktivnosti na kon-
zervaciji u mrazi{nom tipu {ume u cilju njene obnove
ili o~uvanja in situ vrlo zahtjevne i slo`ene, zbog spe-
cifi~ne geneti~ke strukture tog tipa {ume, kao i uvjeta
sredine koji su izravno utjecali na njeno formiranje.
Stoga je prilikom obnova ovih tipova {uma (mrazi{ni
tip) potrebno uporabljivati lokalni, autohtoni repro-
dukcijski materijal, koji se geneti~ki ne}e razlikovati
od autohtone populacije, a mo`e pokazati zna~ajne
razlike spram susjednih populacija iste vrste.



Istra`ivane su dvije prirodne subpopulacije smreke
s planine Igman, s tim da je jedna od subpopulacija
smreke mrazi{noga tipa, a druga normalnog. Uzorci
mrazi{nog tipa smreke uzeti iz {umske zajednice (Pi-
ceetum montanum, s.lat. (Fuk. i Stef. 1958. emend.
Horv. et al., 1974) na 1198–1200 m nadmorske visine,
u radu su predstavljeni kao subpopulacija Igman – B.
Druga grupa uzoraka za analizu pripada smreci koja je
rasla u {umskoj zajednici smreke i obi~nog bora (Pi-
ceo-Pinetum Illyricum, Stef. 1960), s nadmorske visine
koja je vi{a za oko 150 m, te udaljena oko 2000 metara
sjeveroisto~no od prve, te je predstavljena kao subpo-
pulacija Igman – A.

Uzorci su sabrani tijekom sije~nja 2005 godine. Uzi-
mane su gran~ice s dormantnim pupovima. Prilikom sa-
biranja uzoraka za izoenzimska istra`ivanja vodilo se
ra~una da udaljenost izme|u stabala bude najmanje 50
do 100 m kako bi se isklju~ila mogu}nost srodstva, kao i
da stabla budu starija od 80 godina. Po populaciju za
ovaj na~in istra`ivanja selekcionirano je 50 stabala.

Za analizu geneti~ke strukture uporabljeni su izoen-
zimski geneti~ki biljezi Aco-A, F-Est-B, Gdh-A, Got-A,
Got-B, Got-C, Idh-A, Idh-B, Lap-B, Mdh-A, Mdh-B,
Mdh-C, Mnr-A, Mnr-C, Pgi-B, Pgm-A, Skdh-A, 
6-Pgdh-A, 6-Pgdh-B, 6-Pgdh-C, a interpretacija zimo-
grama je prema protokolu koji je dat od Konn e r t
(2004).

Rezultati izoenzimske analize vrednovani su preko
alelnih i genotipskih frekvencija koje su obra~unate iz
razlika izme|u gen lokusa. Geneti~ka struktura prika-
zana je za sve gen lokuse u istra`ivanim subpopulacija-
ma smreke koji su pokazali polimorfizam.

Geneti~ka varijabilnost odre|ena je preko parame-
tara koji se odnose za subpopulacije, kao i izme|u sub-
populacija. Tako smo rabili alelni diverzitet ili gene-
ti~ku vi{ezna~nost, preko prosje~nog broja alela u lo-
kusu (A/L). Za odre|enje geneti~ke varijabilnosti unu-
tar subpopulacija rabili smo mjere alelnog diverziteta
(Vk, Vm, prema G r e g o r i u s u 1978, 1987), geneti~-

kog diverziteta (Vgam), stvarne heterozigotnosti (Hst) io~ekivane heterozigotnosti (Hte), geneti~ke diferenci-ranosti izme|u individua unutar subpopulacija (δT).
Za ra~unanje tih parametara uporabili smo statisti~ki
program GSED (G i l l e t , 1998)

Provjera Hardy-Weinbergove ravnote`e (HWE)
ura|ena je za svaku subpopulaciju odvojeno. Provjera-
va se kako se u sastojini smreke pojavljuju frekvencije
genotipova kod pojedinih gen lokusa i kako se sla`u sa
frekvencijama genotipova, prema o~ekivanoj Hardy-
Weinbergovoj ravnote`i, a uporabili smo “precizni
Hardy-Weinbergov test vjerojatnosti”, prema statisti~-
kom programu POPGENE 3.2 (Yeh i sur. 1999). Nul-
ta hipoteza, koju smo testirali je da je veza izme|u ga-
meta slu~ajna, te da vrijedi na~elo panmiksije. Provjera
HWE ura|ena je za svaki gen lokus u svakoj subpopu-
laciji. U slu~aju nepotpunosti date nulte hipoteze, prih-
va}ali smo alternativnu hipotezu koja je definirana kao
manjak ili vi{ak broja heterozigota (F>0 ili F<0), za {to
smo rabili F-test za manjak i vi{ak heterozigota po sta-
tisti~kom programu F-STAT.

Koeficijent inbridinga (Fis) prema Wrightovoj stati-
sti~koj proceduri (Wr i g h t 1978) ukazuje u kojem se
odnosu razlikuju dobivena i o~ekivana heterozigotnost u
subpopulacijama, a koji nastaje kod panmiksi~nih oplod-
nji. Koeficijent inbridinga (fiksacijski indeks) procijenili
smo pomo}u statisti~kog programa POPGENE 3.2.

Geneti~ku varijabilnost izme|u subpopulacija smre-
ke procijenili smo uporabom statisti~ke homogenosti
alelnih i genotipskih frekvencija u polimorfnim lokusi-
ma i mjerama geneti~ke diferenciranosti. Homogenost
alelnih i genotipskih distribucija po lokusu izme|u sub-
populacija testirali smo Fischerovim preciznim testom
(Raymond i R ou s s e t 1995) uporabom statisti~kog
programa GENEPOP 3.2 (Yeh i sur. 1999). Stupanj ge-
neti~ke diferenciranosti izme|u subpopulacija prikazali
smo s mjerom alelnog geneti~kog odstojanja (d0) premaG r e g o r i u s u (1974) uz pomo} statisti~kog programa
GSED (G i l l e t 1998).

D. Ballian, F. Boguni}, M. Konnert, H. Kraigher, M. Pu~ko, G. Bo`i~: GENETI^KA DIFERENCIRANOST ... [umarski list br. 1–2, CXXXI (2007), 13-24

15

MATERIJAL I METODE – Materials and methods

REZULTATI ISTRA@IVANJA – Results
Alelnu raznolikost predstavljaju frekvencije alela ko-

je su date u tablici 1a. Analizirano je 20 genskih lokusa,
od kojih su 3 (Gdh-A, Idh-B, Mdh-A,) pokazala mono-
morfizam u obje subpopulacije, gdje su dobivene kon-
stantne veli~ine za od 100 % za alele Gdh-A2, Idh-B3,Mdh-A2. Kod drugih 17 polimorfnih lokusa imamo u~es-talost alela od 1 % do 99 %. Minimalni polimorfizam u
obje subpopulacije uo~en je kod lokusa Got-A, Got-B,
Idh-A, Mdh-B, Mdh-C, Pgm-A, gdje su frekvencije naj-
frekventnih alela uvijek jednake ili ve}e od 93 %. Kod
subpopulacije “Igman – A” imamo pojavu minimalnog

polimorfizma i kod lokusa Fest-B, Mnr-C, 6-Pgdh-A,
dok u subpopulaciji “Igman – B” nemamo taj slu~aj. Za
drugih 9 lokusa karakteristi~an je jak polimorfizam, s
uvijek istim prevladavaju}im alelom u obje subpopulaci-
je. Ina~e ove dvije subpopulacije karakterizira i pojava
rijetkih alela u svakoj od njih, {to daje posebnu zna~aj-
nost svakoj od njih i to u lokusima Fest-B, Got-C,Idh-A,
Lap-B, Mdh-C, Mnr-A, Mnr-C, 6-Pgdh-A, 6-Pgdh-B.

Frekvencije alela i frekvencije genotipa koje su pri-
kazane u tablici 1a i tablici 1b, ukazuju na postojanje
alelne i genotipske raznolikosti izme|u subpopulacija.



Alelna diferencijacija bila je najo~itija na lokusih
Aco-A, Lap-B, Got-C, Mnr-C, 6-Pgdh-A. Genotipski se
subpopulacije najja~e diferenciraju na lokusima Fest-B,
Got-C, Lap-B, Mdh-C, Mnr-A, Mnr-C, Pgi-B, 6-Pgdh-A,
6-Pgdh-B, 6-Pgdh-C. Kad se uzorci subpopulacije
Igman – A usporede s uzorcima iz subpopulacije Igman
– B, dobije se od 8–14 % ve}a u~estalost homozigotno-
sti za: Got-C44, Fest-B22, Mnr-A22, Mnr-C22, 6-Pgdh-A22,6-Pgdh-C22, i od 10–14 % vi{u u~estalost heterozigotaza: Lap-B46, Pgi-B23, 6-Pgdh-B25. Kod uspore|enja sub-populacije Igman – B s subpopulacijom Igman – A
imamo 10 % ve}u u~estalost homozigota: Pgi-B33, 6-Pgdh-B22 i od 8–14 % ve}u u~estalost heterozigota:Fest12, Mnr-A24, Mnr-C23, 6-Pgdh-A23, 6-Pgdh-C25.

U subpopulaciji Igman – B primije}en je ve}i broj
heterozigota kod svih lokusa, i za 7 % je ve}i nego kod
subpopulaciji Igman – A.

Najve}a mogu}a stopa hetrozigotnosti (Hte) je usubpopulaciji Igman – A sa 84,1 %, dok je kod subpo-
pulacije Igman – B 81,9 %. Kao {to je vidljivo razlike
su male i prakti~no bezna~ajne. Izra~unata veli~ina
(Hte) za supopulacije ukazuje na pomanjkanje stvarnehetrozigotnosti, {to je vidljivo iz tablice 2b, jer je kod
mnogih lokusa ta veli~ina od 100 %. Zbog nedostatka
podataka o prethodnim razvojnim stadijima ovih sub-
populacija ne mo`emo sa sigurno{}u tvrditi da je ovaj
fenomen pod utjecajem reprodukcijskog sustava ili
raznih utjecaja selekcije.
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Tablica 1a: Relativne alelne frekvencije za 20 gen lokusa smreke iz subpopulacije “Igman – A” i “Igman – B”Table 1a: Relative allele frequencies for 20 gene loci in sampled Norway spruce subpopulations “Igman – A” and “Igman – B”
Gen lokus Aleli “Igman – A” “Igman – B” Gen lokus Aleli “Igman – A” “Igman – B”
Aco-A 1 0,300 0,270 Mdh-B 1 - 0,010

2 0,670 0,730 2 0,980 0,970
3 0,030 - 3 0,020 0,020

F-Est-B 1 0,020 0,070 Mdh-C 2 0,070 0,040
2 0,940 0,900 4 0,930 0,960
3 0,010 -
4 0,030 0,030 Mnr-A 2 0,400 0,400

3 0,600 0,570
Gdh-A 2 1,000 1,000 5 - 0,030
Got-A 1 0,020 0,010 Mnr-C 2 0,960 0,900

2 0,980 0,990 3 0,040 0,100
Got-B 1 - 0,010 Pgi-B 2 0,380 0,330

2 0,990 0,990 3 0,620 0,670
3 0,010 -

Pgm-A 2 0,970 0,970
Got-C 2 0,290 0,340 3 0,030 0,030

4 0,690 0,620
5 0,010 0,040 Skdh-A 1 0,030 -
6 0,010 - 2 0,070 0,100

3 0,880 0,880
Idh-A 2 0,030 0,060 7 0,020 0,020

3 0,950 0,940
4 0,010 - 6-Pgdh-A 1 - 0,040
5 0,010 - 2 0,970 0,900

3 0,020 0,060
Idh-B 3 1,000 1,000 4 0,010 -
Lap-B 1 - 0,010 6-Pgdh-B 1 0,010 -

2 - 0,010 2 0,670 0,710
3 0,180 0,210 3 - -
4 0,760 0,760 5 0,320 0,280
5 - 0,010 6 - 0,010
6 0,060 -

6-Pgdh-C 2 0,650 0,600
Mdh-A 2 1,000 1,000 5 0,350 0,400



Unutarpopulacijsku varijabilnost predstavljaju ve-
li~ine geneti~kih parametara koje predstavljaju subpo-
pulacije i njihove vrijednosti su prikazane u tablici 2.
Prosje~an broj alela po lokusu, za 17 polimorfnih loku-
sa pokazao je da postoje minimalne razlike izme|u
subpopulacija. 

Tako smo dobili ve}u veli~inu kod subpopulacije Ig-
man – A, a koja iznosi 2,71, dok kod subpopulacije
Igman – B imamo 2,59. Obrnut slu~aj imamo kad je u pi-
tanju u~inkovit broj alela subpopulacijama, jer ve}u ve-
li~inu imamo kod subpopulacije Igman – B (Tablica 2).
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Tablica 1b: Relativne genotipske frekvencije za 20 gen lokusa smreke iz subpopulacija “Igman – A” i “Igman – B”Table 1b: Relative genotype frequencies for 20 gene loci in sampled Norway spruce subpopulations on the “Igman – A” and “Igman – B”
Locus Genotype “Igman-A “Igman-B” Locus Genotype “Igman – A” “Igman – B”
Aco-A 11 0,080 0,060 Mdh-A 22 1,000 1,000

12 0,420 0,420
13 0,020 - Mdh-B 12 - 0,020
22 0,460 0,520 22 0,960 0,940
33 0,020 - 23 0,040 0,040

F-Est-B 12 0,020 0,140 Mdh-C 24 0,140 0,080
14 0,020 - 44 0,860 0,920
22 0,900 0,800
23 0,020 - Mnr–A 22 0,120 0,040
24 0,040 0,060 24 0,560 0,700

25 - 0,020
Gdh-A 22 1,000 1,000 44 0,320 0,200

45 - 0,040
Got-A 12 0,040 0,020

22 0,960 0,980 Mnr-C 22 0,940 0,820
23 0,040 0,160

Got-B 12 - 0,020 33 0,020 0,020
22 0,980 0,980
23 0,020 - Pgi-B 22 0,120 0,120

23 0,520 0,420
Got-C 22 0,120 0,160 33 0,360 0,460

24 0,320 0,320
25 - 0,040 Pgm-A 22 0,940 0,940
26 0,020 - 23 0,060 0,060
44 0,520 0,440
45 0,020 0,040 Skdh-A 13 0,060 -

23 0,140 0,200
Idh-A 22 - 0,060 33 0,760 0,760

23 0,060 - 37 0,040 0,040
33 0,900 0,940
34 0,020 - 6-Pgdh-A 12 - 0,080
35 0,020 - 22 0,940 0,800

23 0,040 0,120
Idh-B 33 1,000 1,000 24 0,020 -
Lap-B 14 - 0,020 6-Pgdh-B 15 0,020 -

24 - 0,020 22 0,400 0,500
33 0,040 0,040 25 0,540 0,400
34 0,280 0,340 26 - 0,020
44 0,560 0,560 55 0,040 0,080
45 - 0,020
46 0,120 - 6-Pgdh-C 22 0,420 0,300

25 0,460 0,600
55 0,120 0,100
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Razlike izme|u subpopulacija ja~e se izra`avaju s
parametrom Vgam, odnosno hipotetskom gametskomveli~inom lokusne raznolikosti, koja je rezultat pojedi-
nih u~inkovitih alelnih raznolikosti. Ovaj parametar
ina~e se jako podudara s diferenciranjem izme|u uzora-
ka glede gensko (alelne) raznolikosti i s time pokazuje

na potencijalnu sposobnost za proizvodnju geneti~ki
razli~nih gameta. To bi zna~ilo da smreka sa mrazi{ta
ima ve}u potencijalnu sposobnost proizvodnje geneti-
~ki razli~nih gameta, za razliku od smreke koja potje~e
iz normalnog tipa {ume.

Tablica 2a: Prosje~an broj alela u lokusu, postotak polimorfnih lokusa, stvarna heterozigotnost (Hst) i teoretska heterozigotnost (Hte), raznolikost (Vgam)Table 2a: An average number of allele in the locus, the percentage of polymorphous loci, observing heterozygosis (Ho) and theoretic heterozygosis (He), diversity (Vgam)
Prosje~an broj Efektivni broj Difrencijacija
alela u lokusu alela u unutar Stvarna Teoretska Geneti~kaSubpopulacija Average number subpopulaciji subpopulacija heterozigotnost* heterozigotnost* raznolikostSubpopulation of allele The percentage Differentiation Observing Theoretic Diversity
in the locus of polymorphous in heterozygosis* heterozygosis*

loci subpopulation
A/L v δT Hst% Hte% Vgam

Igman – A 2,71 1,307 0,237 24,4 84,1 162,125
Igman – B 2,59 1,332 0,252 26,2 81,9 215,830

* heterozigotnosti su izra~unate samo za polimorfne lokuse – heterozygosis only for the polymorfic loci

Tablica 2b: Stvarna heterozigotnost (Hst) i o~ekivana heterozigotnost (Hte) promatrana prema gen lokusima u subpopulacijamaTable 2b: Observing heterozygosity (Ho) and theoretic heterozygosity (He) at the loci in subpopulations
Stvarna heterozigotnost O~ekivana heterozigotnost

Gen lokus Observing heterozygosity Theoretic heterozygosity
Hst (u %) Hte (u %)

Igman – A Igman – B Igman – A Igman – B
Idh-A 10,0 0,0 100 0,0
Mdh-B 4,0 6,0 100 100
Mdh-C 14,0 8,0 100 100
Lap-B 40,0 40,0 83,3 83,3
Got-A 4,0 2,0 100 100
Got-B 2,0 2,0 100 100
Got-C 36,0 40,0 58,1 52,6
Pgm-A 6,0 6,0 100 100
Pgi-B 52,0 42,0 68,4 63,6
Skdh-A 24,0 24,0 100 100
6-Pgdh-B 56,0 42,0 84,8 72,4
6-Pgdh-C 46,0 60,0 65,7 75,0
Fest-B 10,0 20,0 83,3 100
Mnr-A 56,0 76,0 70,0 88,4
Mnr-C 4,0 16,0 50,0 80,0
Aco-A 44,0 42,0 66,7 77,8

6-Pgdh-A 6,0 20,0 100 100
Ukupno – Total 24,4 26,2 84,1 81,9

Prosje~na heterozigotnost za subpopulaciju Igman –
A iznosila je 24,4 %, a najve}i doprinos toj veli~ini daje
visoka heterozigotnost lokusa 6Pgdh-C i Mnr-A s ve-
li~inom od 56 %, dok lokus Got-B ima najmanji udio sa
2 % (Tablica 2b). Prosje~na heterozigotnost kod subpo-
pulacije Igman – B je 26,2 s najve}im udjelom u njoj

lokusa Mnr-A sa 76 %, dok je kod lokusa Got-A i Got-B
najmanja veli~ina i iznosi 2 % (Tablica 2b). 

Unutarnja alelna raznolikost pokazuje visok stupanj
sli~nosti s veli~inom od 0,237 kod Igman – A i 0,252
kod Igman – B subpopulacije. 
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Tablica 3. Precizni Hardy-Weinbergov test vjerojatnostiTable 3 Likelihood ratio exact test for HWE
Gen lokusi Igman – A Igman – B
Idh-A ns ***
Idh-B - -
Mdh-A - -
Gdh-A - -
Mdh-B ns ns
Mdh-C ns ns
Lap-B ns ns
Got-A ns ns
Got-B ns ns
Got-C ns ns
Pgm-A ns ns
Pgi-B ns ns
Skdh-A ns ns
6Pgdh-B ns ns
6Pgdh-C ns ns
Fest-B ns ns
Mnr-A ns **
Mnr-C * ns
Aco-A * ns
6Pgdh-A ns ns

Subpop. Analizirane subpopulacije smreke * p < 0,05** p < 0,01*** p < 0,001ns. p ³ 0,05 (niska razina razlika)- Nije provedeno testiranje (jedan od genskih lokusa
je monomorfan te testiranje nije mogu}e)

Najve}i udio u raznolikosti kod subpopulacije Ig-
man – A daje lokus Got-C sa 70,71 %, dok kod Igman
– B subpopulacije gen lokus Mnr-A sa veli~inom od
79,21 % i Got-C sa 79,19 %.
Koeficijent inbreedinga (Fis): 
Za provjeru kako se u subpopulacijama pona{aju

frekvencije genotipova kod promatranih lokusa i frek-
vencije alela, prikazali smo prema HWE, te uporabili
Likelihood ratio test za HWE u programu POPGENE
32. Nulta hipoteza koju testiramo je da je veza izme|u
gameta slu~ajna. Provjerom HWS-a izdvajamo lokuse
prema zna~ajnosti u svakoj od subpopulacija upora-
bom simbola. 

Na temelju dobivenih rezultata, primjetno je zna-
~ajno odstupanje frekvencija genotipova prema HWE
kod lokusa: Mnr-C i Aco-A (za Igman – A), te Idh-A i
Mnr-A (za Igman – B) (Tablica 3).

Na temelju dobivenih rezultata do{li smo i do ocje-
ne koeficijenta inbridinga prema Wrightu, te se subpo-
pulacije razlikuju prema u~estalosti pojavljivanja hete-
rozigotnosti u njima, a {to je izravna posljedica pan-
miksije (HWE) (Tablica 4).

Tablica 4. Fiksacijski indeks (Fis)Table 4 Fixation indeks (Fis)
Gen lokusi Igman – A Igman – B
Idh-A -0,0373 1,0000
Idh-B - -
Mdh-A - -
Gdh-A - -
Mdh-B -0,0204 -0,0239
Mdh-C -0,0753 -0,0417
Lap-B -0,0352 -0,0582
Got-A -0,0204 -0,0101
Got-B -0,0101 -0,0101
Got-C 0,1811 0,1974
Pgm-A -0,0309 -0,0309
Pgi-B -0,1036 0,0502
Skdh-A -0,0939 -0,1152
6pgdh-B -0,2483 -0,0062
6pgdh-C -0,0110 -0,2500
Fest-B 0,1304 -0,0858
Mnr-A -0,1667 -0,4780
Mnr-C 0,4792 0,1111
Aco-A 0,0439 -0,0654
6Pgdh-A -0,0239 -0,0823

Srednja veli~ina -0,0025 0,0059

Tablica 5. Test za manjak heterozigotaTable 5 F-Stat – Test for heterozygote insufficiency
Gen lokusi Igman – A Igman – B
Idh-A ns ***
Idh-B - -
Mdh-A - -
Gdh-A - -
Mdh-B ns ns
Mdh-C ns ns
Lap-B ns ns
Got-A ns ns
Got-B ns ns
Got-C ns ns
Pgm-A ns ns
Pgi-B ns ns
Skdh-A ns ns
6Pgdh-B ns ns
6Pgdh-C ns ns
Fest-B ns ns
Mnr-A ns ns
Mnr-C ns ns
Aco-A ns ns
6Pgdh-A ns ns

Ukupno – Total ns ns

Fiksacijski indeks u subpopulaciji Igman – A za 17
polimorfnih lokusa ukupno je -0,0025 te pokazuje da
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je populacija stabilna, dok je kod subpopulacije Igman
– B pozitivna veli~ina 0,0059 i ukazuje na mogu}u ma-
nju nestabilnost (Tablica 4). Unato~ dobivenim razli-
kama izme|u subpopulacija, a s obzirom da su obje ve-
li~ine bliske nuli, to nam mo`e ukazivati da su obje vr-
lo bliske uravnote`enom stanju prema Hardy-Wein-
bergovom zakonu ravnote`e.
Tablica 6. Test za vi{ak heterozigotaTable 6 F-Stat – Test for heterozygote surplus

Gen lokusi Igman – A Igman – B
Idh-A ns ns
Idh-B - -
Mdh-A - -
Gdh-A - -
Mdh-B ns ns
Mdh-C ns ns
Lap-B ns ns
Got-A ns ns
Got-B ns ns
Got-C ns ns
Pgm-A ns ns
Pgi-B ns ns
Skdh-A ns ns
6Pgdh-B ns ns
6Pgdh-C ns ns
Fest-B ns ns
Mnr-A ns ***
Mnr-C ns ns
Aco-A ns ns
6Pgdh-A ns ns

Ukupno – Total ns ns

Na temelju testiranja kod subpopulacije Igman – B,
za gen lokus Mnr-A dobili smo zna~ajna odstupanja,
odnosno do pojave vi{ka heterozigota (***) (Tablica
6). Obja{njenje za takvo pove}anje heterozigotnosti
gen lokusa Mnr-A mogli bismo potra`iti u specifi~nim
selekcijskim pritiscima koji vladaju na mrazi{tu, a koji
favoriziraju heterozigote za ovaj gen lokus. Ostali gen
lokusi ne pokazuju signifikantne razlike. Tako|er do-
lazi do pojave zna~ajnog nedostatka heterozigota kod
gen lokusa Idh –A (***) (Tablica 5), {to bi se moglo
povezati sa selekcijskim pritiscima ili pak s jako bli-
skom srodni~kom vezom.
Geneti~ka varijabilnost izme|u subpopulacija
Zna~ajnost razlika izme|u alelnih i genotipskih

frekvencija testirana je Fischerovim testom homoge-
nosti u statisti~kom programu GENEPOP (Version 3.4).
Rezultati su prikazani u tablici 7.

Rezultati Fisherovog testa pokazali su zna~ajne
razlike u alelnim i genotipskim frekvencijama izme|u
istra`ivanih subpopulacija Igman – A i Igman – B, i to
od 17 polimorfnih lokusa samo na dva lokusa (Lap-B i
6Pgdh-A, s razinom od 5 %), {to upu}uje na lokalno
zna~ajnu diferencijaciju tih dvaju subpopulacija. Kod
te dvije subpopulacije zna~ajne razlike bile su is-
klju~no na lokusu Lap-B i 6-Pgdh-A, i to u pojavi
odre|enih alela koji su svojstveni za jednu ili drugu
subpopulaciju, kao i u frekvencijama genotipova. Tako
kod subpopulacije Igman – A imamo pojavu alela A4, akod subpopulacije Igman – B alela A1, za gen lokus 6-Pgdh-A (Tablica 1b). Isto se pona{aju i genotipovi
(Tablica 1b). 

Tablica 7. Fisherov precizni test homogenosti alelnih i genotipskih (GT) frekvencija izme|u subpopulacija Igman – A (A) i Igman – B (B)Table 7 Fisher’s exact test of the homogeneousness of allele and genotype (GT) frequency between subpopulations Igman – A (A) and Igman – B (B)

Subpopulacije
Subpopulation
A-B (aleli) ns ns ns ns ns ns * ns ns ns ns ns ns ns * ns ns
A-B (GT) ns ns ns ns ns ns * ns ns ns ns ns ns ns * ns ns

Subpop. Analizirane subpopulacije smreke 
* p < 0,05
** p < 0,01
*** p < 0,001
ns. p ³ 0,05 (niska razina razlika)
- Nije provedeno testiranje (jedan od genskih lokusa je monomorfan te testiranje nije mogu}e)
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Diferencijaciju izme|u subpopulacija na svakom
pojedina~nom gen lokusu odre|ujemo preko alelnih
geneti~kih odstojanja, koje se u subpopulaciji me|u-

sobno ne dijele i koje prezentiramo s popre~nim gene-
ti~kim odstojanjima za gen pool 17 polimorfnih gen
lokusa. Srednje alelno geneti~ko odstojanje d0 (%)
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izme|u subpopulacija Igman – A i Igman – B za gene
pool 17 polimorfnih lokusa iznosi 4,1 %.

Ako analiziramo alelnu geneti~ku bliskost i gene-
ti~ko odstojanje (d0), mo`emo primijetiti da je bliskostvrlo visoka te da su razlike relativno male. Tako smo
dobili da je alelna bliskost s veli~inom od 0,959, a uda-

ljenost 0,041 prema G r e g o r i u s u (1974), {to je u
na{em slu~aju jako velika veli~ina s obzirom na to da
su subpopulacije udaljene oko 2 km. Obi~no su neke
normalne udaljenosti, gdje se dobije takvo odstojanje
za autohtone populacije smreke oko 100 km, ali samo
u njenom prirodnom prostiranju.

RASPRAVA I ZAKLJU^CI – Discussion and conclusions
Uspore|ivali smo geneti~ku strukturu dvije subpo-

pulacije s jedne, u ekolo{kom pogledu interesantne pla-
nine, za koju je svojstvena pojava mrazi{ta. To ovom
istra`ivanju daje posebnu specifi~nost, jer ukazuje na
mogu}nost da se izvr{i razdioba jedne ve}e populacija
na manje subpopulacije, prema lokalnim klimatskim
uvjetima koji vladaju na jednom u`em podru~ju, kao i
da se uka`e na mogu}u primjenu tih rezultata u praksi.

Subpopulacije s Igmana pokazale su nisku razinu va-
rijabilnosti, odnosno alelnog diverziteta, dok su prisutne
zna~ajne razlike u frekvencijama alela. Neki od na|enih
alela su rijetki i pokazuju svojstvenost samo za odgova-
raju}u subpopulaciju, kao i heterozigotnost pojedinih
alela. Geneti~ka varijabilnost unutar subpopulacija po-
na{a se sli~no heterozigonosti, gdje pojedini gen lokusi
pridonose znatno vi{e varijabilnosti od drugih, kao i iz-
me|u subpopulacija. Kod subpopulaciju Igman – A vi-
soka heterozigotnost lokusa 6Pgdh-C i Mnr-A upu}uje
na to da selekcijski procesi djeluju pozitivno na te loku-
se, dok je kod Got-B suprotan u~inak, {to je vidljivo iz
male heterozigotnosti ovog lokusa. Za subpopulaciju
Igman – B mo`e se potvrditi da imamo mogu}e selekcij-
ske pritiske koji favoriziraju visoku heterozigotnost
lokusa Mnr-A, dok je kod lokusa Got-A i Got-B taj tip
selekcije izostao. Tako dobivene heterozigotnosti upu-
}uju nas na razli~ite selekcijske pritiske koji djeluju u te
dvije subpopulacije te na njihove razlike.

Analizom geneti~kih odstojanja (d0) mo`emo pri-mijetiti da su jako mala, ~ak znatno manja nego {to je
dobio Bo ` i ~ (2002) za razlike izme|u smreke sa tre-
seti{ta i tipi~nog stani{ta na Pokljuki u Sloveniji. Raz-
log za manje razlike mo`e biti u slabijem selekcijskom
pritisku koji nastaje klimatskim djelovanjem od onoga
koji nastaje djelovanjem razli~itih tipova tala. Ina~e u

mnogim radovima potvr|uje se vertikalna izdiferenci-
ranost smreke (Mü l l e r - S t a r c k 1989; K r a jme r o -
v á i L o ng a u e r 2000; P a c a l a j i sur. 2002).

U Norve{koj su provedena istra`ivanja sa smrekom
prema njenom vertikalnom (visinskom) rasprostiranju
(B a r n e r i Wi l l a n , 1995), te je na temelju rezultata
iz tih pokusa izdijeljena na visinske oblasti, odnosno
napravljena je vertikalna rajonizacija. Ova razdioba te-
melji se u biti na zemljopisno klimatskim ~imbenici-
ma, a oni pak grade elemente koji ograni~avaju distri-
buciju {umskih zajednica. Stoga oni tu razdiobu rabe
kod distribucije reprodukcijskog materijala, sjemena i
sadnica, te koriste materijal samo unutar regije u ko-
jemu su sakupljeni. Ina~e, za obi~nu smreku odre|ene
su i visinske regije, uz one u horizontalnom smislu,
unutar kojih se mo`e prenositi reprodukcijski materi-
jal, a da ne do|e do ve}ih problema koji nastaju tije-
kom procesa prilagodbe. Tako se u visinskom pogledu
materijal mo`e prenositi do nekoliko stotina metara
prema gore ili dole (250 m) od mjesta sabiranja.

Dobiveni rezultati iz ovog istra`ivanja tako|er uka-
zuju na to da se vertikalnoj rajonizaciji sjemenskih
objekata treba posvetiti du`na pozornost i kod nas. Pre-
no{enje materijala treba biti suptilnije nego je to slu~aj
kod Norve{ke, jer su granice izme|u diferenciranih po-
pulacija jako uske, a u ovom istra`ivanju su ve} na oko
100 m visinske razlike. Ukoliko `elimo napraviti inter-
venciju na mrazi{tu, potrebno je koristiti samo autohto-
ni materijal mrazi{ne smreke, koji je sakupljan na tom
stani{tu i koji }e biti uporabljen samo na mrazi{tima.
Stoga reprodukcijski materijal smreke koja raste izvan
mrazi{ta, treba uporabiti samo na stani{tima izvan mra-
zi{ta koja su propisana prema molekularno geneti~koj
rajonizaciji.
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SUMMARY: In this study we analyzed the genetic structure of two autochthonous sub-
populations of Norway spruce in the Mountain of Igman by usage of isoenzyme markers.
We collected the material for the analysis in two separate plant communities. The subpo-
pulation Igman – A is represented by fir-tree and spruce forest with randomly distributed
white pine trees (Abieti-Piceetum illyricum Stef. 1960) while the Igman – B subpopula-
tion is represented through the spruce tree of frosty type in the mountain area (Piceetum
montanum s.lat. (Fuk. et Stef., 1958, emend. Horv. et al., 1974)). Between the subpopula-
tions there is a 150 m difference in altitude. We analyzed the following systems of Acotina-
se (Aco-A), Glutamate dehydrogenase (Gdh-A), Glutamate oxaloacetate transaminase
(Got-A, Got-B, Got-C), Izocitrate dehidrogenase (Idh-A, Idh-B), Leucine aminopeptidase
(Lap-B), Malate dehydrogenase (Mdh-A, Mdh-B, Mdh-C), Menadione reductase (Mnr-A,
Mnr-C), Phosphoglucose isomerase (Pgi-B), Phosphoglucomutase (Pgm-A), Shikimate
dehydrogenase (Skdh-A), 6-Phosphogluconate dehydrogenase (6-Pgdh-A, 6-Pgdh-B, 
6-Pgdh-C) and Fluorescentesterase (Fest-B). 

The frequency of the allele and the frequency of genotypes show diversity between sub-
populations. The Allele differentiation was most evident at loci Got-C, 6-Pgdh-A. In the
sample of the Igman – A subpopulation the frequency of the allele Aco-A2 was 7 % lower,and the frequency of 6-Pgdh-A2 7 % higher than in the sample from Igman – B subpopula-tion. The genotype subpopulations are most explicitly differentiated at loci Fest-B, Got-C,
Lap-B, Mdh-C, Mnr-A, Mnr-C, Pgi-B, 6-Pgdh-A, 6-Pgdh-B, 6-Pgdh-C. If the Igman – A
subpopulation is compared with Igman – B subpopulation, we have 8–14% higher fre-
quency of homozygote: Got-C44 (52 % vs. 44 %), Fest22 (90 % vs. 80 %), Mnr-A22 (12 % vs.4 %), Mnr-C22 (94 % vs. 82 %), 6-Pgdh-A22 (94 % vs. 80 %), 6-Pgdh-C22 (42 % vs. 30 %)and from 10–14 % higher heterozygote frequency for gene loci: Lap-B46 (12 % vs. 0 %),Pgi-B23 (52 % vs. 42 %), 6-Pgdh-B25 (54 % vs. 40 %). In Igman – B subpopulation versusIgman – A subpopulation has 10 % higher homozygote frequency, as follows: Pgi-B33(46 % vs. 36 %), 6-Pgdh-B22 (50 % vs. 40 %) and between 8–14 % heterozygote fre-quency Fest-B12 (14 % vs. 2 %), Mnr-A24 (70 % vs. 56 %), Mnr-C23 (16 % vs. 4 %), 6-Pgdh-A23 (12 % vs. 4 %), 6-Pgdh-C25 (60 % vs. 46 %).

By statistical calculation we obtained an average number of allele per locus, thus in the
subpopulation A the number of allele per locus was 2,71, and the effective was 1,307, and
in the subpopulation B it was 2,59, while the effective number was 1,332. The actual hete-
rozygosis in subpopulation A was 24,4 %, and expected was 84,1 %, and in the subpopula-
tion B the actual was 26,2 %, and expected 81,9 %. The number of polymorphous loci in
both populations was 17, and the percentage of polymorphous loci was 85,00%. 

Through the analysis of the allele genetic closeness and genetic distance (d0), we canconclude that the closeness is very high, and differences are relatively small. Thus we de-
termined that the allele closeness has the value of 0,959, and the distance is 0,041 accor-
ding to Gregorius (1974), which in our case is an extremely high value taking into account
the distance between subpopulations of approximately 2 km.

Applied statistical parameters for comparison of populations did not show major diffe-
rences, but the analysis of the direct comparison of the allele presence and their frequency
points at the existence of differences, that is, the influence of diverse selection pressures at
populations.


