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1. Uvod

1.1. IstraZivana vrsta

Castanea sativa Mill. jedina je europska vrsta roda Castanea Mill. (Mellano i sur.
2018). Unutar danasnjeg areala pitomog kestena, razlikuju se tri distinktna genska bazena: prvi
obuhvaca populacije isto¢ne i srediSnje Turske, drugi zapadnu Tursku i Gréku, dok tre¢i bazen
¢ine populacije Apeninskog i Iberijskog poluotoka (Mattioni i sur. 2013). Podjela populacija na
genske bazene slijedi prethodno utvrdene glacijalne refugije, u kojima je kesten opstao tijekom
zadnjeg ledenog doba, a koji su se nalazili na podruc¢ju Balkanskog, Apeninskog i Iberijskog
poluotoka. S druge strane, na podru¢ju Turske, ¢ije su populacije uklju¢ene u dva odvojena
genska bazena, prethodno su utvrdena dva zasebna refugija, na podru¢ju danasnje Gruzije te na
podrucju tjesnaca Dardanela (Krebs i sur. 2004). Kao rezultat divergencije izmedu zapadnih
(Italija, Spanjolska) i isto¢nih (Turska, Gréka) populacija, utvrdena je takoder i zona
introgresije u Turskoj, odnosno preklapanja, izmedu ovih dviju grupa populacija (Mattioni i
sur. 2013). Osim utjecaja geografske odvojenosti refugija, na rasirenost pitomog kestena
utjecao je i Covjek, posebice na sjevernim granicama areala (Conedera i sur. 2016). Areal ove
vrste rasprostire se od 28° sjeverne geografske Sirine na Kanarskom oto¢ju do 60° sjeverne
geografske Sirine u Svedskoj i Skotskoj; najzapadnije mu je staniste na Azorima (17° zapadne
geografske duzine), a najistoc¢nije Azerbajdzan te Iran (49° isto¢ne geografske duzine). Ipak,
paleobotani¢ki dokazi ukazuju na $iru prisutnost vrste tijekom Kvartara, na podrugju Cada u
srediSnjoj Africi, sjeveroisto¢nom Iranu te Norveskoj (Krebs i sur. 2019).

lako fragmentiranog areala (Krebs i sur. 2019), pitomi kesten raste na razli¢itim
nadmorskim visinama, od razine mora do 1800 m nadmorske visine na Kavkazu (do Santos
Rosa i sur. 2019). Kesten pripada u listaCe umjereno toplog pojasa, s prosjecnom godiSnjom
temperaturom izmedu 8 °C 1 15 °C, te prosje¢nom temperaturom viSom od 10 °C tijekom Sest
mjeseci u godini. Najmanja potrebna koli¢ina padina razlikuje se izmedu populacija, no krece
se u rasponu od 600 do 800 mm godisnje (Bounous 2014). Kao posljedica ovih potreba za
vodom, vrsta je veoma osjetljiva na ljetne suse, koje se o€ituju kao visoke temperature zraka i
tla te izostanak padalina (Conedera i sur. 2003). Kesten ne uspijeva dobro na vapnencima
(kalcifobna vrsta), preferirajuci dobro ocjedita tla, veoma kisele do neutralne pH-vrijednosti te
takoder dobro podnosi manjak hranjiva u tlu. Osjetljiv je na kasne mrazeve, ali odli¢no podnosi
oStecenja nastala vatrom, zahvaljujuéi velikoj snazi izboja iz Zilja (panja) (Pereira-Lorenzo i

sur. 2011).



Kesten raste kao stablo, visine do 40 m te promjera do 1,5 m. Iznimno stare jedinke te
one na osami mogu dosegnuti prsni promjer i od 3 m. Plantazno uzgajana stabla za pridobivanje
plodova rijetko prelaze visinu od 18 m (EUFORGEN 2014). Listopadna je vrsta, jednodomnih
i jednospolnih cvjetova. Cvjeta u lipnju, a oprasuje se pomoc¢u kukaca i vjetra (Idzojti¢ 2019).
Plodovi su veliki i naj¢es¢e jednosjemeni orasi, jestivih sjemenki. NajéeS¢e se do tri oraha
nalaze zajedno u bodljikavoj kupuli. Plod dozrijeva u listopadu te kupula puca na cCetiri dijela.
Plodovi su zoohorni i jestivi (Idzojti¢ 2013).

Pitomi kesten viSestruko je korisna vrsta, koja je od davnina koristena prvenstveno kao
izvor kvalitetne drvne grade te hranjivih sjemenki (Ani¢ 1941; Conedera i sur. 2019). Drvo
kestena posebice je prikladno za vanjsku uporabu, s obzirom na visok udio tanina, koji ga Stite
od trulezi i propadanja (Conedera i sur. 2016). Osim za izradu poplocenja i namjesStaja za
vanjsku i unutarnju uporabu, drvo se tradicionalno Koristi i za izradu ograda, vinogradarskih
kolaca i sl. (Medak i sur. 2009). Uzgoj kestena u niskom uzgojnom obliku, upravo za
proizvodnju vinogradarskih kolaca, poznat je jo§ od doba Rimskoga Carstva (Conedera i sur.
2004), a temelji se na visokoj sposobnosti tjeranja iz Zilja (Conedera i sur. 2019). Zbog visokog
udjela tanina u drvu, kesten je takoder koriSten u proizvodnji izolata tanina, za potrebe kozarske
industrije te kao lijek u veterinarskoj praksi (Krisper i sur. 1992).

Osim drva, pitomi kesten je izvor hranjivih namirnica, meda i plodova (Poljak i sur.
2016; Conedera i sur. 2019). Upravo zahvaljujuci hranjivoj vrijednosti sjemenki, kesten je od
davnina uzgajan te oplemenjivan, u cilju dobivanja jedinki krupnijeg, ukusnijeg ploda
(Conedera i sur. 2004). Za razliku od drugih oraSastih plodova, kesten se isti¢e iznimno niskim
udjelom masti (2-4 %), kao i proteina (4-7 %) (Torres i sur. 2014). Najveci postotak suhe mase
jestivog dijela ploda ¢ine ugljikohidrati, odnosno $krob (38-67 %) i saharoza (30 %) (de
Vaconcelos i sur. 2010).

Kesteni se koriste svjezi ili se preraduju u proizvode kao $to su brasno, marrons glacés
(kandirane cijele sjemenke), kesten-pire ili kesten-pasta, a izvrsna su zamjena za proizvode s
glutenom, odnosno predstavljaju bezglutensku alternativu (Torres i sur. 2014). Hranjivost
kestena poznata je od antike, pa tako Atenej iz Naukrata navodi kako kuhani kesteni najvise
hrane pojedinca, neSto manje peceni, dok su najmanje hranjivi sirovi (Conedera i sur. 2004).
Na primjer, kuhanje kestena dovodi do velikih promjena u makromolekularnoj strukturi skroba,
ujedno mijenjajuci 1 njezinu probavljivost nabolje (Cruz 1 sur. 2013). Osim visokog udjela
hranjivog Skroba, kesten je izvrstan izvor i prehrambenih vlakana, kao i velikog broja vitamina
te makro- i mikroelemenata, ¢ime ga se svrstava u namirnice ,,superhrane* (Sacchetti i sur.
2009; de Vasconcelos i sur. 2010; Moreira i sur. 2012).



1.2. Kultivacija pitomog kestena

Pitomi kesten od davnina je privla¢io pozornost ljudi, posebice u planinskim
podrucjima. Tijekom nekih razdoblja povijesti, posebice u Srednjemu vijeku, bio je
nezamjenjiva namirnica te je neke civilizacije moguce okarakterizirati kao ,.civilizacije
kestena“ (Gobbin i sur. 2007; Pereira-Lorenzo i sur. 2020). Podrijetlo znanstvenog imena roda,
Castanea, etimoloski je vezano uz armensku rije¢ kaskeni (,.kesten), odnosno uz perzijsku
rije¢ kashtash (,,tvoj plod*, ,,Bozji plod*). U samome podrijetlu imena indicirano je i podrijetlo
stabla, odnosno potencijalno orijentalno podrijetlo roda (Heiniger i Conedera 1992).

Na podrucju Europe, prvi spomen kestena nalazimo u grckoj literaturi, iako najcesce
posredno, iz prijevoda rimskih autora. Teofrastova (helenisti¢ko razdoblje, 371. do 287. godine
prije nove ere) Povijest biljaka predstavlja najpouzdaniji izvor podataka. lako autor nije
posvetio zasebno poglavlje kestenu, ¢esto ga spominje te navodi kako se uzgaja kao divlje
stablo, vjerojatno u Sumama panja¢ama, za proizvodnju drva i ugljena. Osim toga, navodi kako
su okus i slatkoca jestivog dijela ploda sli¢ni okusu bukvice. Ipak, Teofrast i drugi antic¢ki autori,
kao $to su Mnesitej, Difil te rimski kroni¢ar Vergilije, nemaju povoljno misljenje o okusu i
prehrambenoj vrijednosti kestena; u rimskoj aristokraciji kesten je ¢ak koristen kao alegorija
provincijalnosti. Izravni dokazi postojanja razli¢itih kultivara kestena ne postoje, no ne moze
se u potpunosti isklju¢iti moguénost da se brojni nazivi koriSteni za plod kestena (mota, lopima,
sardijski orah, orah iz Carystusa) zapravo odnose na nazive razli¢itih lokalnih kultivara.

Grckom kolonizacijom Apeninskog poluotoka najvjerojatnije zapocinje Sirenje kulture
pitomog kestena na podrucje danasnje Italije, usporedno sa Sirenjem kultivacije vinove loze,
masline i drugih vrsta. Djela Plinija Starijeg govore tome u prilog, navodeci kako su kesteni
doneseni iz Sardisa (u danasnjoj Turskoj), te ih Grci nazivaju ,,sardijskim orasima‘“. Plinije
takoder navodi kako su najpoZeljniji plodovi iz okolice Taranta i Napulja, te su iz prvog stoljeca
prije Krista poznata i tri geografska kultivara kestena: tarantina (okolica Taranta), corelliana i
tereiana (okolica Napulja). U prilog tvrdnji kako je rije¢ o kultivarima govori i naziv “Zeusov
zir” koji se, prema Pliniju, koristio za kestene oplemenjene uzgojem. Oplemenjivanje kestena
spominje i Vergilije, navodeci selekciju te postupak cijepljenja koji je, kao Sto je Cest slucaj u
klasi¢noj knjizevnosti, nerealistican (cijepljenje kestena na bukvu, orah, planiku).

lako se uzgoj pitomog kestena relativno sporo S$irio Rimskim Carstvom, upravo je
rimska civilizacija najviSe utjecala na kulturu kestena u Europi. Najkasnije do kraja
pretkr$¢anske ere, postojali su kultivari dobre kvalitete plodova, uzgajani na komercijalnoj

razini. Ovi su se kultivari odlikovali jednostavnos¢u cis¢enja (guljenja) te raznolikom



mogucnoscéu uporabe. Osim konzumacije svjezih plodova, u kuhanom ili pe€enom obliku,
kesten se koristio i u proizvodnji brasna. BraSno je bila temeljna namirnica rimskih legija, kao
i siromasnijeg dijela puCanstva. Dokaze o ukljucenosti kestena u prehranu starih Rimljana
nalazimo 1 u ruSevinama vile Torre Annunziata, uniStene u erupciji Vezuva 79. godine
(Conedera i sur. 2004).

Ozbiljnija kultivacija pitomog kestena zapocinje u ranome Srednjem vijeku u Toskani
(Quiros Castillo 1998) te se razvija u potpunosti u razdoblju od 11. do 16. stoljeca (Pitte 1987).
U Srednjem vijeku, kesten je uzgajan na zemljistu neprikladnome za druge kulture te je nazivan
,,planinskom zitaricom* (Martin i sur. 2009). Plodovi kestena postaju nezamjenjiva namirnica,
a stablo je kestena povremeno nazivano ,,stablom kruha“ (Bounous 1999). Na podrucju Alpa,
kesten je bio najznacajnija namirnica u ljudskoj prehrani do introdukcije krumpira sredinom
18. stoljeca, 0 emu svjedode zapisi o trgovanju plodovima u kantonu Ticino (Svicarska) iz 12.
stoljeca, kao 1 podatak da su plodove vazali i kmetovi predavali kao danak vlasteli (Heiniger 1
Conedera 1992). Osim hranjivih plodova, kesten je bio na cijeni kao izvor krmiva i stelje za
stoku, ¢esto vrijednije od samih plodova, kao i drva za ogrjev i izradu ugljena (Tanner 1928).
Kesten na podruéju Alpa dozZivljava postupan pad znacaja introdukcijom krumpira te
izgradnjom Zeljeznica krajem 19. stolje¢a, kojima je omogucéen uvoz jeftinijih izvora hrane
(riza, kukuruz). Kraca revitalizacija dogada se tijekom dvaju svjetskih ratova, zbog proizvodnje
tanina i lokalno uzgojene hrane, no proizvodnja ponovo zamire tijekom 1960-ih (Heiniger i
Conedera 1992). Od kraja 20. stoljeca te u suvremeno doba, uzgoj kestena ponovno je u porastu,
prvenstveno zahvaljuju¢i plodovima jestivih sjemenki, koje su povoljnih nutritivnih
karakteristika (de Vasconcelos i sur. 2010; Poljak 2014; Poljak i sur. 2016, 2021; Conedera i
sur. 2019). Osim obnavljanja postojecih nasada, diljem juzne Europe podignuti su
visokoproduktivni nasadi kultivara pitomog kestena, kao i hibridnih kultivara, u kojima se
stabla kultiviraju kao kultura visokih prinosa, ili u sklopu tradicionalnih oblika mjesovite
poljoprivrede (dehasas, montados), u kojima se nasadi kestena preklapaju s pasnjacima ili

poljima zitarica (Ferraz-de-Oliveira i sur. 2016; Conedera i sur. 2019).

1.3. Maruni

Iako je kesten visestruko koristan, najviSe se cijeni zbog izrazito kvalitetnih, ukusnih
plodova jestivih sjemenki (Conedera i sur. 2008). Zahvaljuju¢i velikoj varijabilnosti
(Abdelhamid i sur. 2014; Poljak 2014), od divljih je stabala kultivacijom te cijepljenjem stvoren

velik broj kultivara (Gobbin i sur. 2007; Conedera i sur. 2008), koje se naziva marunima (Poljak



i sur. 2016, 2021). Kultivari se razlikuju s obzirom na vrijeme sazrijevanja plodova, nacin
uporabe plodova (konzumacija svjezih plodova, mogucénost dugoro¢nog skladistenja,
proizvodnja brasna te krmiva) te s obzirom na rasprostranjenost (vise ili nize nadmorske visine)
(Gobbin i sur. 2007). Cest je i uzgoj dualnih kultivara, odnosno onih stabala koje se isti¢u
kvalitetom plodova, kao i drva (Conedera i sur. 2008).

Kultivacija maruna prisutna je na podruc¢ju prirodnog rasprostranjenja vrste, odnosno
na podru¢ju Spanjolske, Portugala, Francuske, Italije i juzne Svicarske (Gobbin i sur. 2007;
Abdelhamid 1 sur. 2014). Maruni se, prije svega, isti¢u krupno¢om ploda. Dok ¢e divlja stabla
u 1 kg dati 100-120 plodova, u maruna taj je broj svega 80-90 (Idzojti¢ 2013). Prema podacima
iz 2017. godine, svjetska proizvodnja kestenova ploda iznosila je 2.327.495 t, dok je pod
plantaznim uzgojem 603.076 ha zemljista. Najveci svjetski proizvodac je Kina, a slijede je
Juzna Koreja te Italija (dos Santos Rosa i sur. 2019). U danasnje je vrijeme poznato vise od 300
priznatih razli¢itih kultivara maruna u Italiji, 250 u Francuskoj, vise od 200 u Spanjolskoj te
100 u juznoj Svicarskoj (Gobbin i sur. 2007; Abdelhamid i sur. 2014). Conedera i sur. (2004)
navode kako dosadasnje inventarizacije europskih kultivara na nacionalnoj razini sugeriraju
postajanje tisuc¢a kultivara. Prema talijanskim standardima, osim krupnoce i dobroga okusa,
plodove maruna definiraju i lako ¢iS¢enje (guljenje) te najcesée prisutnost samo jedne sjemenke
po plodu. Plodovi su duguljasta oblika, svjetlije smede su boje s tamnijim, izdignutim prugama
te su sjajni. Sli¢an standard primjenjuje se i u francuskoj klasifikaciji, koja dodatno definira
kako udio plodova s dvije sjemenke ne smije prelaziti 12 % (Poljak i sur. 2016).

Maruni igraju vaznu kulturolosku ulogu u juznoeuropskim zemljama, kao Sto je vidljivo
na primjeru Korzike. Ovdje su maruni okosnica lokalne kulture, s autohtonim kultivarima
svojstvenim pojedinom selu ili obitelji. Plodovi kestena 1 njihove preradevine od davnina su
sluzile kao glavno sredstvo trampe u ruralnoj ekonomiji, a vlasti iz Genove, te kasnije
Francuske, neuspjesno su pokusale ukinuti uzgoj te time potaknule pokret za neovisnost, ¢iji je
simbol upravo bio plod maruna (Michon 2011). Osim na Korzici, kultivari kestena zastupljeni
su i u ranije spomenutim tradicionalnim agro§umarskim sustavima, dehesas u Spanjolskoj te
montados u Portugalu (Diaz i sur. 1997, Feraz-de-Oliveira i sur. 2016). Rije¢ je o povrSinama
pod ekstenzivhom poljoprivrednom proizvodnjom, kojom dominiraju veée povrsine,
mjestimi¢no zasjenjene skupinama stabala i soliternim stablima hrasta, jasena ili kestena
(Feraz-de-Oliveira i sur. 2016; Moreno i Caceres 2016). Dehesasi su uklju¢eni i u mrezu Natura
2000, a plodovi se prodaju pod ZaSti¢enom oznakom izvornosti Europske unije (POD) (Moreno
i Caceres 2016).



U zemljama izraZene kulture kestena, ukljucujuci i Hrvatsku, plodovi kestena i maruna
sredi$nji su element ,,kestenijada® i ,,marunada“. Najpoznatija takva nacionalna manifestacija
odrzava se od 1973. godine na podruc¢ju Lovrana i susjednih naselja pod nazivom ,,Lovranska

marunada‘.

1.4. UgroZenost pitomog kestena

Pitomi kesten pokriva vise od 2,5 milijuna ha u Europi te je jedna od najkultiviranijih
vrsta drveca (Silla i sur. 2018). Ipak, zbog djelovanja veceg broja ugrozavaju¢ih ¢imbenika,
prirodne populacije, kao i nasadi, pod ugrozom su smanjenja povrsina ili nestanka. Brojnost
nasada zapocela je opadati selidbom ruralnog stanovnistva u gradove, odnosno napustanjem
ruralnog podrucja kao posljedice industrijalizacije u 19. i 20. stolje¢u (Conedera i sur. 2004;
Michon 2011; Poljak i sur. 2016). S druge strane, povrSine pod prirodnim sastojinama kestena
u Europi pocinju opadati 1960-ih, kada dolazi do oStrog pada povrSina pod prirodnim Sumama
opcenito, kao posljedice brzog rasta poljoprivredne proizvodnje (Freitas i sur. 2021). Usto, u
napustene nasade i Sume zapocCinju pridolaziti konkurentnije autohtone Sumske vrste, ¢ime se
povrsina kestenovih Sumskih zajednica smanjuje (Zlatanov i sur. 2013; Conedera i sur. 2019).
Osim ovih c¢imbenika, pitomi kesten u Europi istovremeno je postao ugrozen dvama
patogenima, rakom kestenove kore (Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr.) i fitoftorom
(Phythophtora spp.) (Silla i sur. 2018; Freitas i sur. 2022). Krajem 19. stolje¢a u Sjevernoj
Americi te Europi po prvi je puta otkrivena zaraza fitoftorom (Andrivon 1996). Rije¢ je o
azijskom patogenu koji u obliku oomiceta obitava u tlu te kroz infekciju korijena dovodi do
znacajnog odumiranja korijena te nadzemnih dijelova biljke (Akili Simsek 1 sur. 2019).
Cryphonectria parasitica fitopatogena je gljiva takoder podrijetlom iz Azije, Cije rakaste
tvorevine na kori te mladim izbojcima i granama stabla ne uspijevaju kalusirati. Osim velikih
Steta na europskom pitomom kestenu, ovaj patogen doveo je do gotovo potpunog uniStenja
americkog pitomog kestena (C. dentata (Marshall) Borkh.) u 20. stolje¢u (Powell i sur. 2019).
U Europi je gljiva prvi puta zabiljeZzena 1938. godine u Italiji te se ubrzo prosirila kontinentom,
a u Hrvatskoj je prvi puta opazena na podrucju Lovrana 1955. godine (Poljak 2014). Ipak,
prirodnom pojavom hipovirulentnih sojeva, odumiranje je stabilizirano (Novak Agbaba i sur.
2011; Silla 1 sur. 2018). Takoder, aktivno se provode hibridizacije europskog i americkog
kestena s azijskim srodnicima, u cilju stvaranja jedinki otpornih na oba patogena (Pereira-
Lorenzo i sur. 2016; Silla i sur. 2018).



Posljednja ugroza pojavila se u obliku kestenove ose SiSkarice (Dryocosmus kuriphilus
Yasumatsu), koja unistava pupove te dovodi do abnormalnog rasta i pojave Siski na pupovima,
lis¢u i peteljkama. U Europi je prvi puta zabiljezena 2002. godine u Italiji, dok je u Hrvatskoj
prvi puta primije¢ena 2010. godine (Ara¢ 2013; Kos i sur. 2015).

1.5. Protok gena izmedu kultiviranih i divljih populacija pitomog kestena

Kultivirane biljke, uzgajane u blizini svojih divljih predaka ili srodnika, ¢esto stvaraju
spontane hibride, odnosno dolazi do protoka i razmjene gena izmedu divljih i1 kultiviranih
populacija (Iketani i sur. 2010; O'Connor i sur. 2015). Iako je ucestalost hibridizacije ovisna o
veéemu broju ¢imbenika, prije svega srodnosti dviju vrsta, introgresija ovoga tipa zabiljeZena
je u trecine pripitomljenih vrsta Ujedinjenog Kraljevstva i Cetvrtine vrsta u Nizozemskoj, kao 1
u 12 od 13 najznacajnijih poljoprivrednih kultura na svijetu (Ellstrand 1 sur. 1999). Osim toga,
ovako nastali hibridi naj¢esce su fertilni, sposobni oformiti novu populaciju te opstati u divljini
(Serensen i sur. 2007; Belaj i sur. 2010). Nazalost, ulazak kultiviranih gena u divlje populacije
moze biti negativan, kao u slucaju hibridizacije s korovnim vrstama, budu¢i da usmjerava
evoluciju korova u smjeru agresivnijih karakteristika rasta. Osim toga, introgresija omogucuje
i ulazak transgena iz genski modificiranih kultura u prirodni genofond (Ellstrand i sur. 1999),
¢ime potencijalno ugrozava opstanak populacije (Feurtey i sur. 2020). Ipak, introgresija moze
potaknuti i nastanak novih, potencijalno povoljnih svojstava, koja divljim vrstama
omogucavaju bolji rast i opstanak (Rieseberg i sur. 2003). Na primjeru divlje rize (Oryza
rufipogon Griff.), spontana hibridizacija i introgresija dogadale su se tijekom cijele tisu¢ljetne
povijesti kultivacije riZe te su danasnje "podivljala“ i divlja riZa obje najvjerojatnije kompleksni
hibridi divlje i1 pitome rize, kao i mnogo generacija njihovih hibrida (Wang i sur. 2017).

Susret kultiviranih i divljih populacija takoder je prisutan i u pitomog kestena,
zahvaljujuc¢i dugoj povijesti gospodarenja divljim populacijama, kao i kultivaciji odredenih
genotipova u nasadima (Bounous 2009). Polozaj nasada, koji je Cesto uz same prirodne
populacije (Bounous 2014; Poljak i sur. 2016), pogoduje protoku gena, ¢ime genska granica
izmedu kultivirane 1 divlje populacije postaje manje osStra, odnosno populacije nisu posve
geneticki odvojene (Mattioni i sur. 2008; Lusini i sur. 2014; Poljak i sur. 2017). Osim toga,
zapustanje nasada potaknulo je ulazak divljih stabala u nasade, ¢ime je dodatno potencirano
sirenje alohtonih (kultiviranih) gena u divlju populaciju (Mattioni i sur. 2008; Poljak i sur.
2017). Ova pojava zabiljeZena je za populacije triju znacajnih vrsta pitomih kestena, europskog

(C. sativa), japanskog (C. mollissima Blume) i americkog (C. dentata). Geneticka raznolikost



onih divljih populacija, koje se nalaze blizu nasada kultiviranih stabala, odstupa od geneticke
raznolikosti populacija koje su udaljenije od kultiviranih nasada, odnosno sugerira dugotrajni
utjecaj kultivacije (Mattioni i sur. 2008; Poljak i sur. 2017). Rezultat introgresije ocituje se u
nastanku hibridnih stabala, izraslih iz sjemena, koja se isticu intermedijarnim vrijednostima
morfoloskih obiljeZja, kao i kemijskog sastava plodova (Poljak i sur. 2016, 2021). lako
hibridnog podrijetla, pojedine jedinke odlikuju se plodovima koji, zahvaljujuéi svojoj veli¢ini i
kvalitativnim svojstvima (bojom, okusom), zadovoljavaju standard karakterizacije maruna, te
se nastavljaju vegetativno uzgajati kao novi kultivar, u procesu poznatom kao ,trenutna
domestikacija“ (Pereira -Lorenzo i sur. 2019; Bouffartigue i sur. 2020). Alternativno, ova stabla
izrasla iz sjemena pripisuju se majc¢inskome kultivaru, tvoreci poliklonalni kultivar (Pereira-

Lorenzo i sur. 2011).

1.6. Geneti¢ka raznolikost maruna

Prema Zakonu o zastiti prirode (NN 80/13-1658), geneticka raznolikost definira se kao
sveukupna raznolikost gena izmedu jedinki, populacija i razli¢itih taksonomskih skupina. Osim
znacaja za opstanak vrsta u divljini, geneticka raznolikost preduvjet je uspjesne poljoprivredne
proizvodnje. Jedan je od osnovnih izazova suvremene poljoprivrede povecanje proizvodnosti,
uz istovremeno ocuvanje bioraznolikosti. U tu je svrhu potrebno ocuvati lokalne ekotipove,
najbolje prilagodene mikrouvjetima. Osim toga, tradicionalni kultivari sve su cjenjeniji medu
potrosacima, zahvaljujuci percepciji kako su visokokvalitetni (Conedera i Krebs 2008).

Osim morfoloskim mjerenjima, prouCavanje ekotipova mogucée je 1 izravnim
genetickim istraZzivanjima, pomocu genetickih biljega (Martin 1 sur. 2009). Geneticki biljezi
predstavljaju razlicite oblike nasljednog polimorfizma, koje se moze jednostavno pratiti unutar
jedne ili viSe populacija ili jedinki (Poljak 2014). Osim toga, razvoj i primjena lan¢ane reakcije
polimerazom (PCR — Polymerase Chain Reaction) te sekvencioniranje DNA pojednostavile su
i stvaranje genetickih markera velike u¢inkovitosti (D'Surney i sur. 2001; Idzojti¢ i sur. 2012;
Torello Marinoni i sur. 2013; Poljak i sur. 2017). PCR metoda se, u najSiremu smislu, moze
koristiti u kvalitativne i kvantitativne svrhe, odnosno njezinom primjenom odreduju se svojstva
ciljane molekule ili njihov broj u uzorku (Morley 2014). Geneticki biljezi, kojima se istrazuje
raznolikost kultivara, kao i kojima je moguce utvrditi srodnost na meduvrsnoj te unutarvrsnoj
razini su: 1) mitohondrijska DNA (mtDNA); 2) polimorfizam duzine restrikcijskih ulomaka
(eng. Restriction Fragment Length Polymorphism; RFLP); 3) slucajno amplificirana

polimorfna DNA (eng. Random Amplified Polymorphic DNA; RAPD); 4) polimorfizam duZine



amplificiranih ulomaka (eng. Amplified Fragment Length Polymorphism; AFLP); 5)
jednonukleotidni polimorfizam (eng. Single Nucleotide Polymorphism; SNP) te 6) ponavljajuce
jednostavne sekvence (eng. Simple Sequence Repeats; SSR), kao $to su mikrosateliti (D' Surney
i sur. 2001; Poljak 2014).

U istrazivanjima geneticke raznolikosti maruna, prvi su koriSteni izoenzimi (Sawano i
sur. 1984; Miiller-Starck i sur. 1994; Pereira-Lorenzo i sur. 1996a), a primjenjivi su prvenstveno
zahvaljujuéi svojoj kodominantnoj ekspresiji te neovisnosti o okolisSnim ¢imbenicima. Prvo
opseznije istrazivanje provedeno je na klonovima pitomog kestena (Fineschi i sur. 1994), dok
su Pereira-Lorenzo i sur. (1996a) primijenili izoenzime da bi opisali raznolikost 42 razlicita
kultivara sjeverozapadne Spanjolske te ih usporedili s u¢inkovito§éu morfoloskih karakteristika
kao faktora determinacije kultivara. Kori$teno je sedam izoenzimati¢nih lokusa, uz analizu 15
alela. Takoder, opseznije je istraZivanje koriStenjem izoenzima provedeno na 66 kultivara
pokrajine Asturije (Spanjolska) (Pereira-Lorenzo i sur. 2005). Osim S$est morfologkih
karakteristika, analizirano je i Cetiri sustava izoenzima, na pet lokusa. Svi izoenzimi koriSteni u
ovome istrazivanju otprije su bili utvrdeni i u Galiciji, $to je ukazalo na zajednicko podrijetlo
Spanjolskih kultivara. Takoder, utvrdeno je smanjenje raznolikosti (brojnosti) kultivara prema
jugu Spanjolske, §to je posljedica manje uloge maruna u poljoprivredi i kulturi juzne
Spanjolske, uz moguée djelovanje geografskih barijera (Pereira-Lorenzo i sur. 2011). Do
slicnih rezultata dolaze i Ramos-Cabrer i Pereira-Lorenzo (2005), koji su analizom pet
izoenzima dokazali kako su kultivari iz sjeverne regije Galicije genetski raznolikiji od onih iz
juznih regija Andaluzije i Castilla-Leonea.

Osim izoenzima, u nekoliko istrazivanja su koristeni i RAPD biljezi. Ovi biljezi koriste
kratke PCR pocetnice koje su najceS¢e duljine osam do 15 nukleotida. Nedostatak RAPD
markera je u njihovoj slaboj ponovljivosti izmedu laboratorija, zbog iznimne osjetljivosti na
uvjete tijekom reakcija sinteze (Butler 2012). Osim toga gotovo svi RAPD biljezi su
dominantni, ¢ime nije moguce razlikovanje heterozigotnog od homozigotnog alela (Reshma
Raj 1 Das 2021). RAPD biljezi koriSteni su u istrazivanjima na divljim populacijama pitomog
kestena (Casasoli i sur. 2001; Solar i sur. 2001, 2005), dok su Fineschi i sur. (1994) RAPD
biljezima istrazili raznolikost Svicarskih kultivara.

Ipak, najcesce se koriste biljezi skupine SSR, odnosno CsCAT, QpZAG, QrZAG,
EMCs, OCI, OAL, RIC te CIO (Botta i sur. 1999, 2001; Buck i sur. 2003; Marinoni i sur. 2003;
Martin i sur. 2005; Gobbin i sur. 2007), koji se istiu ucestalos¢u i u kodiraju¢im i
nekodiraju¢im regijama DNA. Osim toga, visoka razina polimorfizma i jednostavnost detekcije

i ponavljanja ¢ine ih jednostavnijom i jeftinijom opcijom od starijih biljega, a ujedno je koli¢ina
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tkiva potrebna za njihovu primjenu mala, Cime su primjenjivi 1 u slucajevima degradiranih ili
cak arheoloskih uzoraka (Feng i sur. 2016). SSR biljezi veoma su cesto koriSteni u
istrazivanjima geneticke raznolikosti maruna u Europi.

U Spanjolskoj, Martin i sur. (2005, 2009, 2010, 2016, 2017) koriste SSR u ve¢emu broju
istrazivanja te opisuju raznolikost Spanjolskih kultivara, odnosno usporeduju ih s talijanskim.
U istrazivanju iz 2009. godine, analizirani su varijeteti iz Spanjolskih regija Huelva i Malaga.
Osim morfoloske analize, koristeno je i sedam polimorfnih mikrosatelita, ¢ime je otkriven 61
alel, po lokusu prosjecno 8,7. Najpolimorfniji lokus bio je EMCs38, s 25 genotipova i
zapazenom heterozigotnos¢u od 0,85. Uocena je razlika u genetickome uzorku izmedu stabala
iz Malage 1 Huelve; 23 alela pronadena su isklju¢ivo u uzorku iz Malage, dok je osam bilo
specificno uzorku iz Huelve. Kombiniranjem morfoloSkih karakteristika te SSR biljega,
utvrdeno je barem 36 kultivara klonalnog podrijetla, razvijenih in situ, jedan populacijski
kultivar te jedan poliklonalni kultivar. Istrazivanje iz 2016. godine (Martin i sur. 2016)
obuhvatilo je i usporedilo $panjolske kultivare iz ranijih istrazivanja (Martin i sur. 2008, 2010)
s tradicionalnim talijanskim. Sakupljeni plodovi razdijeljeni su u ,,tip maruna“ i ,,tip kestena®,
s obzirom na morfoloske karakteristike. KoriSteno je 10 EST-SSR parova pocetnica, razvijenih
na F1 unutarvrsnome hibridu (C. sativa x C. sativa) te meduvrsnome hibridu hrasta luznjaka te
kitnjaka (Q. robur x Q. petraea). Svih 10 EST-SSR lokusa bila su polimorfna. Sveukupno je
utvrden 51 alel, varirajuci od tri (PIE260) do osam (PIE227). Svi lokusi, osim PIE260, imali su
rijetke alele s frekvencijom <0,05, a pet je lokusa imalo privatne alele. Razlicit je bio i broj
genotipova koji su bili utvrdeni na pojedinome lokusu, od pet (PIE233) do 16 (PIE227). Svi su
lokusi testirani na postojanje nul-alela te je jedino lokus GOT014 imao znacajne vrijednosti.
Time su parametri geneti¢ke raznolikosti izracunati za devet lokusa koji nisu bili nepoznati.
Broj alela u obje skupine kultivara, $panjolskih 1 talijanskih, bio je sli¢an te je iznosio 38,
odnosno 46. Ocekivana heterozigotnost iznosila je 0,566 u Spanjolskih, odnosno 0,658 u
talijanskih kultivara. Ukupna ocekivana heterozigotnost iznosila je 0,612. Zapazene
heterozigotnosti iznosile su 0,459, odnosno 0,678, dok je sveukupna iznosila 0,569. EST-SSR
biljezi ukazali su na postojanje devet privatnih alela u Italiji, odnosno pet u Spanjolskoj. Lokusi
koji su nosili ekskluzivne alele diskriminirali su tri kultivara u Spanjolskoj, odnosno dva u
Italiji. Odabranih devet EST-SSR biljega bili su dovoljno polimorfni da jedinstveno odrede sve
genotipove. Pri tome je najuspjeSnija bila pocetnica PIE227, koja je sama omogucila
prepoznavanje 16 od 50 genotipova. Ovo je istrazivanje pokazalo da je, usprkos opce
prihvaéenoj teoriji o razmjeni germplazme izmedu Italije i Spanjolske u vrijeme Rimskoga

Carstva, lokalan uzgoj te utjecaj poljoprivrednika uzrokovao jasno odjeljivanje Spanjolskih od
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talijanskih varijeteta tijekom klasteriranja. Takoder je utvrdeno jasno razdvajanje varijeteta iz
Spanjolskih regija Huelva i Malaga, kao i onih s juga, odnosno sjevera Italije. Istrazivanja SSR
biljezima obuhvatila su takoder i regiju El Bierzo, u kojoj je koriStenjem devet biljega
analizirano 169 jedinki te je utvrdena velika raznolikost kultivara (Quintana i sur. 2015). U
Portugalu, Batista i sur. (2008) primijenili su SSR biljege u istrazivanju hibrida C. sativa
'Aveleira’ (majcinsko stablo) i C. mollissima, odnosno C. crenata Siebold et Zucc. (o¢inska
stabla). Uzorci oba roditeljska stabla, kao i hibridnog potomstva, amplificirani su nuklearnim
mikrosatelitni poCetnicama na osam lokusa. Utvrdeni su novi aleli u vrsta C. crenata i C.
mollissima, time potvrdujuci ve¢u geneti¢ku raznolikost azijskih vrsta pitomih kestena naspram
europskog pitomog kestena. Razdvajanje alela hibridnoga potomstva slijedilo je Mendelov
zakon segregacije, osim u lokusa EmCs15.

Sire istrazivanje Iberijskog poluotoka proveli su Pereira-Lorenzo i sur. (2011),
obuhvacajuéi kultivare i hibride iz Portugala, Spanjolske, Francuske, kao i Kanarskih otoka.
Primjenom 10 SSR biljega utvrdena je velika raznolikost, koja je bila usporediva s raznolikos¢u
prirodnih populacija pitomog kestena. Osim toga, uspjesno su determinirani svi hibridi,
ukljuéujuci i one prethodno morfoloski svrstane pod jednu vrstu. Nadalje, Pereira-Lorenzo i
sur. (2017) analizirali su daljnje kultivare s podru¢ja Spanjolske, Portugala, Francuske i Italije.
Koristenjem 24 SSR biljega istrazeno je 118 kultivara, a utvrdena su dva velika klastera maruna,
Spanjolski i talijanski. Kao rezultat istrazivanja, odabrana je temeljna grupa od najmanje 37
europskih kultivara, koji trebaju biti pod zastitom. Nadalje, Pereira-Lorenzo i sur. (2019),
proveli su analizu starih stabala Spanjolske, Portugala i Italije, koristeéi ista 24 biljega. Osim
ve¢ poznatih kultivara, utvrden je 91 novi genotip, od kojih su neki predstavljali dokaz o
»trenutnoj domestikaciji, odnosno predstavljaju jedinke izrasle iz sjemena maruna koji se,
zahvaljujué¢i dobrim karakteristikama ploda, nastavljaju cijepiti kao novi kultivar.

Na podruéju Svicarske, SSR biljezi koristeni su u nekoliko istrazivanja. Gobbin i sur.
(2007) analizirali su 164 stabla pomocu osam biljega te je utvrdeno 98 genotipova, a ujedno je
potvrdeno postojanje 12 homonima te Cetiri sinonima, ¢ime je dokazana velika etnogeografska
raznolikost nasada. U novijem istrazivanju iz 2020. godine (Pereira-Lorenzo i sur. 2020),
provedena je sveobuhvatna analiza geneti¢ke raznolikosti kestena i maruna u Svicarskoj.
Analizirana su 962 stabla te je utvrdeno 54 kultivara, s ukupno 341 rametom. Ovi su genotipovi
oznaceni kao prioritetni u zastiti, u cilju o¢uvanja lokalne germplazme.

Biljezi SSR skupine koriSteni su i u Italiji, u istrazivanju starih stabala pitomog kestena
(Beghé i sur. 2013). Istrazivanjem je bilo obuhvacéeno 37 stabala lokalnog kultivara u provinciji

Parmi (Italija). KoriSteno je 0sam parova SSR pocetnica: ¢etiri SSR dinukleotida te cetiri SSR
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trinukleotida. Odabir dinukleotida temeljen je na ¢injenici kako su dinukleotidi ¢es¢i u genomu
te su polimorfniji. Trinukleotidi su izabrani s obzirom na jednostavnije tumacenje rezultata i
vecu pouzdanost, kao i moguénost usporedbe s rezultatima drugih istrazivaca. Svi su biljezi
proizveli polimorfne i ponovljive amplifikacije, omogucuju¢i identifikaciju 38 alela. Broj alela
po svakome lokusu varirao je izmedu dva (lokus EMCs13) i 11 (lokus CsCAT2), s prosje¢nom
vrijednos¢éu od 3,02. Vrijednosti ocekivane i zapazene heterozigotnosti iznosile su 0,062,
odnosno 0,660. U kasnijem istrazivanju, analizirana je germplazma maruna u talijanskom
Pijemontu (Torello Marinoni u sur. 2013), koristenjem 10 SSR biljega. Utvrdena je velika
raznolikost, odnosno 36 genotipa, koji su se grupirali prema geografskom poloZaju, kao i
namjeni za koju se plodovi koriste (sirovi plodovi, brasno, kandiranje). Sli¢no je istraZivanje
provedeno na podrucju juzne Italije (Martin i sur. 2010). Analizirano je 26 tradicionalnih
kultivara te je koriSteno istih sedam biljega. Svi su parovi pocetnica bili polimorfni te su
omogucili zadovoljavaju¢u amplifikaciju. Sveukupno su utvrdena 52 alela, a njihov se broj
kretao od tri (EMCs25) do 11 (EMCs38), s prosjekom od 7,4. Svi lokusi, osim EMCs25, imali
su rijetke alele, a Cetiri lokusa (CsCAT2, CsCAT3, CsCAT16 i EMCs38) imala su svaki po dva
jedinstvena alela. Ocekivana heterozigotnost iznosila je 0,76, dok je zapaZena iznosila 1,0 za
CsCATI te 0,05 za EMCs25. Niska vrijednost zapaZzene heterozigotnosti na lokusu EMCs25
mogla bi upucivati na postojanje nul-alela, ¢ija je procijenjena frekvencija iznosila 0,353. Ovo
je istrazivanje pokazalo kako je primjena dviju pocetnica veoma ucinkovita u determinaciji
kultivara pitomog kestena; lokus EMCs38 omogucio je razlikovanje 16 od 20 genotipova, dok
je uz istovremenu primjenu CsCAT3 omoguceno razlikovanje svih kultivara. U novijem
istrazivanju iz 2020. godine (Alessandri i sur. 2020) analizirana su 134 cijepljena stabla iz regije
Emilia-Romagna, pomocu 16 biljega. Utvrdeno je postojanje 21 genotipa, s prevlaséu jednoga,
kao 1 ve¢i broj sinonima.

U Gr¢koj, raznolikost maruna istraZivana je na Kreti (El Chami i sur. 2021). Istrazivanje
je obuhvatilo ¢etiri najznacajnija kultivara, s ukupno 59 jedinki, a upotrjebljeno je sedam SSR
biljega. Istrazivanjem je utvrdeno kako su sva Cetiri kultivara poliklonalna, odnosno svaki je
kultivar predstavljen s viSe genotipova. Takoder je otkriven ve¢i broj homonima.

Osim primjene samo SSR biljega, neki ih autori kombiniraju s drugim biljezima. Goulao
1 sur. (2000) koristili su RAPD i ISSR biljege istrazuju¢i portugalske kultivare, usporedujuci
njihovu u¢inkovitost. 125 RAPD i 125 ISSR biljega umnozena su koriste¢i 28, odnosno sedam
pocetnica. ISSR biljezi pri tome su se pokazali boljima, zahvaljuju¢i visoko ucinkovitom
umnoZzavanju fragmenata te ponovljivosti testa. KoriStenjem obje vrste biljega, kultivari su se

grupirali u dva klastera. Takoder je utvrdeno postojanje dva homonima, odnosno za cetiri

12



imenom razli¢ita kultivara, utvrdeno je kako je geneticki rije¢ o samo dva. Abdelhamid 1 sur.
(2014a) proveli su istrazivanje o raznolikosti cijeloga roda Castanea, ukljucujuci kultivare C.
sativa. RAPD, AFLP, ISSR te SSR biljezi bili su koristeni te se svaka metoda pokazala
korisnom 1 informativhom. AFLP biljezi bili su najefikasniji, generiraju¢i najveci broj
polimorfnih lokusa (248). Ipak, ISSR 1 SSR biljezi generirali su znacajno manje polimorfnih
lokusa, samo 42 (ISSR), odnosno 36 (SSR). Ovakvi rezultati upuéuju na nisku geneticku
raznolikost unutar istrazivane populacije kestena, najvjerojatnije kao rezultat prirodne te
umjetne (Covjekom uvjetovane) selekcije. Druga mogucnost male raznolikosti lezi u
vjerojatnome zajednickome pretku curopskog, kineskog te japanskog kestena. Geneti¢ka
uniformnost unutar grupe varijeteta iz Svicarske, Francuske i Italije oslikava dugu povijest
njihove Kkultivacije, dok je smanjenje geneticke raznolikosti cijepljenjem potencijalno
kompenzirano koriStenjem klijanaca maruna. Pri tome su se Svicarski kultivari istaknuli
unutarkultivarnom homogeno$¢u najcjenjenijih kultivara. Ova homogenost potjeée od
prilagodbe lokalnoj mikroklimi te pedoloskim uvjetima, ili je pak posljedica dugotrajnog

selekcijskog pritiska uzgajivata na podrugju juzne Svicarske.

1.7. Morfoloska raznolikost maruna

Morfologija biljaka proucava te analizira biljni organizam kao cjelinu, koristeci biljne
organe kao najnizu jedinicu organizacije (Kaplan 2001). Pristup koji nazivamo tradicionalna
morfometrija primjenjuje razli¢ite multivarijatne statisticke metode prilikom izmjere skupova
varijabli (Poljak 2014). Rezultat ovih metoda najéesce se iskazuje numericki te graficki, kao
linearna kombinacija mjerenih varijabli (Rohlf 1 Marcus 1993). Drugim rije¢ima, izmjerom
razli¢itih biljnih organa (lista, ploda) te usporedbom podataka mozemo usporedivati te
kategorizirati uzorke (Chuanromanee i sur. 2019). Jedna od primjena morfometrije je i
razlikovanje te klasifikacija kultivara iste ili srodnih vrsta, a 0 njezinoj primjenjivosti najbolje
govori postojanje izdvojene znanstvene grane ampelografije, koja se bavi razlikovanjem
isklju¢ivo kultivara vinove loze (Vitis vinifera L.), na temelju morfoloskih karakteristika (Lo
Bianco i Mirabella 2018).

Tocna identifikacija i karakterizacija kultivara neki su od najvaznijih koraka u uzgoju i
proizvodnji kultiviranih biljaka. Na temelju to¢no definiranog kultivara, moguce je njegovo
oplemenjivanje, kao i transport i prodaja certificiranog biljnog materijala, te su u tu svrhu
razvijeni razli¢iti sustavi, odnosno smjernice za determinaciju (Korir i sur. 2013). Jedan od

sustava za karakterizaciju kultivara razvila je i Medunarodna unija za zastitu novih kultivara
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biljaka (eng. International Union for the Protection of New Varieties of Plants, UPOV), sa
sjedistem u Zenevi. Rije¢ je o medunarodnoj organizaciji nastaloj na temelju Konvencije o
zastiti novih kultivara biljaka, odrzanoj 1961. godine. Cilj Konvencije, kao i Medunarodne
unije, je pruziti i promovirati uc¢inkovit sustav determinacije postojec¢ih kultivara, na temelju
kojih je mogu¢ razvitak novih. Potpisnici Konvencije, odnosno ¢lanovi Unije, mogu temeljem
sluzbenog opisa svojih kultivara zatraziti njihovu zastitu te intelektualna prava, odnosno biti
zakonski vlasnici (UPOV 2004). Smjernice UPOV-a razvijene su i za potrebe determinacije i
opisivanja kultivara i hibrida pitomog kestena te obuhvacaju ¢ak 32 parametra izmjere i
procjene. Parametri obuhvacaju karakteristike rasta stabla, kao $to su promjer debla, oblik rasta
(uspravnost) te duzina internodija na jednogodi$njem prirastu, ali i parametre fenologije
listanja, cvjetanja i plodonoSenja. Ipak, za same su marune najznacajnije morfoloske
karakteristike lista i ploda, koje se ujedno i najéesce ukljucuju u istrazivanja (Ramos-Cabrer i
Pereira-Lorenzo 2005; Furones-Pérez i Fernandez Lopez 2009; Poljak i sur. 2016; Tumpa i sur.
2021). Ove smjernice ukljucuju parametre veliCine i oblika lista, veli¢ine i1 oblika ploda, boju
sjemene ljuske i ploda, kao i broj ureza endokarpa i sjemene ljuske u sjemenku, svojstva od
velikog znac¢aja u proizvodnji maruna za konzumaciju (Bounous 2009).

Osim UPQV smjernica, u uporabi su i smjernice Organizacije za hranu i poljoprivredu
Ujedinjenih naroda (eng. FAO; Food and Agriculture Organization of the United Nations) iz
1997. godine. Ove su smjernice znatno jednostavnije te obuhvacéaju samo devet parametara
(Bolvansky i Mendel 2001). Drzave u kojima postoji znacajnija proizvodnja kestenovih
plodova koriste neki od sustava determinacije, najces¢e UPOV ili FAO (Bolvansky i Mendel
2001), iako je moguce izbaciti ili ukljuciti zasebni parametar te tako stvoriti nacionalan sustav
klasifikacije. U slu¢aju maruna, posebne drzavne standarde imaju Francuska i Italija koje, uz
odredeni broj UPOV smjernica, dodatno uvjetuju i odredena svojstva maruna, kao §to je najvisi
dozvoljeni broj sjemenki po plodu (Bounous 2009; Poljak i sur. 2016, 2021).

Koje ¢e se svojstvo, odnosno koje smjernice, koristiti u istrazivanju, odlu¢uju sami
autori. Tako list kao parametar koriste Pinto i sur. (2011), Serdar i sur. (2011) te Serdar i Kurt
(2011). Plodove, odnosno plod i sjemenku analizirali su Pandit i sur. (2013), Torello Marinoni
i sur. (2013), Bolvansky i Uzik (2014), Benedetti i sur. (2018) te Poljak i sur. (2016, 2021).
Morfoloske analize ukljucuju izmjere plodova, sjemenki te cvjetnih resa, kao §to je slucaj s
istrazivanjima Pereira-Lorenzo i sur. (1996b), Pereira-Lorenzo i Fernandez-Lopez (1997), te
Ramos-Cabrer i Pereira-Lorenzo (2005). Serdar i sur. (2011) su, uz izmjeru cvjetnih resa,

plodova i sjemenki, u izmjere uklju¢ili i parametre lista, dok su Alvarez-Alvarez i sur. (2006),

.....
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Lopez (2009) su, uz parametre ploda i cvjetnih resa, ukljucili i fenoloske karakteristike
cvjetanja.

Morfoloska istrazivanja maruna provedena su ponajvise u zemljama juzne i jugoistocne
Europe, koje su i veliki proizvodaci plodova, te najvise obuhvacaju morfologiju ploda i/ili lista.
U Spanjolskoj su Pereira-Lorenzo i sur. (1996b) analizirali 82 tradicionalna galicijska kultivara,
koriste¢i 17 parametara. Kao rezultat istrazivanja, stvorena je klasifikacija temeljena na
jednostavnim, lako uocljivim karakteristikama, te su autori predlozili grupiranje ovih
parametara u Cetiri hijerarhijske razine: razinu 1 odreduje veli¢ina ploda; razinu 2 parametri
oblika ploda (omjer $irine i visine ploda); razinu 3 tip muskog cvjetanja; razinu 4 duzina bodlji
na jezici. Ova podjela stvara osam klasa, a na ovaj je nacin uspjes$no determinirano 53 od 82
kultivara. U preostalih je 29 kultivara znacajna unutarklonalna varijabilnost onemogucila
determinaciju. Podrijetlo ove varijabilnosti moze se pripisati pogreskama prilikom cijepljenja,
pogreSnome imenovanju kultivara ili pak povremenome spolnome razmnozavanju kultivara.
Sliéni rezultati ponovili su se i u slijedeCem $panjolskom istrazivanju (Pereira-Lorenzo i
Fernandez-Lopez 1997), kada je 11 od 80 istrazivanih kultivara ostalo nedeterminirano.
Istrazivanje Spanjolskih kultivara nastavili su Furones-Pérez i Fernandez Lopez (2009),
analiziraju¢i 38 tradicionalnih galicijskih kultivara, pomocu devet karakteristika. Sedam
karakteristika definirano je u smjernicama UPOV (vrijeme otvaranja lisnog pupa, duzina
prasnickih niti muskoga cvijeta, vrijeme pocetka cvjetanja muskoga cvijeta, vrijeme pocetka
cvjetanja zenskoga cvijeta, stupanj urezanosti sjemenke, oblik ploda te veli¢ina hiluma). Druge
dvije karakteristike predloZili su sami autori: omjer duZine i Sirine hiluma te postotak plodova
s raspucanim perikarpom. Svi parametri pokazali su se dobrima za determinaciju kultivara.
Fenoloski parametri (vrijeme otvaranja pupa te pocetak cvjetanja muskog i Zenskog cvijeta) te
veli¢ina hiluma bili su pod velikim utjecajem klimatskih prilika te su varirali kroz godine. Ovi
su rezultati potvrdili ranije istrazivanje (Alvarez-Alvarez i sur. 2006), u kojemu je takoder
utvrdeno kako se sposobnost determinacije ploda povecava ukljuCivanjem morfoloskih
karakteristika cijeloga ploda, uz parametre lista i sjemenke.

Morfoloska varijabilnost kultivara istrazivana je i na podrucju Turske, koriStenjem
parametara lista (Serdar i Demirsoy 2006). Mjereno je 18 kultivara i hibrida te su izmjerene
Sirina 1 duzina lista. Lis¢e je izmjereno PLACOM digitalnim planimetrom, a na temelju
dobivenih podataka, opisan je model koji se moze koristiti za buduce procjene lisne povrSine.
Nadalje, Serdar 1 Kurt (2011) istrazivali su morfoloSku varijabilnost osam genotipova. LiSc¢e je
sakupljano s dobro razvijenih bo¢nih izbojaka te su mjereni sljedeci parametri: duzina i §irina

plojke; ukupna duzina lista; duzina peteljke; visina i Sirina zubaca; razmak izmedu boc¢nih zila;
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indeks puci (Sirina/duzina) te omjer visine i Sirine zubaca. Mjerenja su ponavljana dvije godine,
da bi se utvrdilo utjecaj klimatskih prilika na parametre lista. Vecéinu je genotipova bilo
jednostavno determinirati s obzirom na morfometrijske karakteristike, osim genotipova SE-21-
2 te 556-8. Serdar i sur. (2011) proveli su takoder i1 usporedbu turskog kultivara 'Serdar' i
europsko-japanskog hibrida 'Marigoule' (C. sativa x C. crenata), s ciljem odabira kultivara
bolje prilagodenog uvjetima uzgoja na obalama Crnog mora. Oba su se kultivara iskazala
sli¢nim karakteristikama cvijeta, no 'Serdar' je cvjetao 11 dana kasnije te je stoga bio otporan
na proljetne mrazeve. Osim toga, ovaj se kultivar isti¢e cvjetanjem vise puta u godini, a istaknuo
se 1 lakSim ciS¢enjem plodova od plodova 'Marigoule'. Iako izvan podruc¢ja juzne Europe,
morfoloska istrazivanja provedena su i na podrucju Slovacke. Bolvansky i Uzik (2014) tijekom
pet godina prikupljali su plodove s osam stabala, od kojih je pet bilo hibrida C. sativa x C.
crenata, jedno stablo hibrid C. sativa te dva stabla C. crenata. Osim prikupljanja meteoroloskih
podataka, izmjerili su sljede¢e morfoloske parametre: masu ploda; Sirinu, visinu i debljinu
ploda; udaljenost od osnove ploda do najSireg dijela ploda; duzinu i Sirinu hiluma; duzinu
ostataka vrata i njuske tucka na vrhu ploda; broj ureza endokarpa i sjemene ljuske u sjemenku
te broj sjemenki u plodu. Statisticki znacajne razlike utvrdene su za gotovo sve parametre.
Najboljim plodovima odlikovalo se stablo L8 (C. crenata), s obzirom na veli¢inu ploda,
izostanak ureza endokarpa te razvoj samo jedne sjemenke po plodu. Veli¢ina plodova onih
jedinki koje su proizvele vec¢e plodove (>7 g) bila je utjecana ponajviSe temperaturom zraka,
odnosno pozitivno je korelirala s porastom temperature u razdoblju od lipnja do rujna. S druge
strane, stabla s manjim plodovima (<7 g) pod ve¢im su utjecajem koli¢ine padalina tijekom
istoga razdoblja.

Osim samih morfoloskih karakteristika, istraZivanja mogu obuhvacati 1 analize genskih
odnosa i srodnosti. U istrazivanju iz 2005. godine, Ramos-Cabrer i Pereira-Lorenzo utvrdili su
kako se masa plodova smanjivala prema jugu Spanjolske te kao glavni razlog navode smanjenu
dostupnost vode, odnosno ucestalost suSnih razdoblja. Porastom temperature, uz dostatne
koli¢ine vode, masa plodova raste. Takoder je utvrdeno da se jedino kultivar 'Rapada’ odlikuje
kratkim bodljama na jeZicama, poZeljnim svojstvom s obzirom na ru¢nu berbu plodova.
Istrazivanje koje objedinjuje morfolosku i gensku karakterizaciju Spanjolskih kultivara proveli
su takoder 1 Martin i sur. (2006), koriste¢i deset morfoloskih i fenoloskih obiljezja. Ovaj se
zdruzeno morfolosko geneticki pristup pokazao uspjeSnim, to¢no identificiraju¢i 36 od 38
kultivara. Osim u Spanjolskoj, istovremeni geneticki i morfoloski pristup determinaciji

kultivara proveden je i u Italiji (Torello Marinoni i sur. 2013), gdje se takoder pokazao
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uspjesnim. KoriSteno je 20 morfoloSkih deskriptora, uz mikrosatelitne biljege, te je uspjesno

determinirano 36 kultivara.

1.8. Multielementni sastav jestivog dijela ploda maruna

lIako je najve¢im dijelom sastavljen od ugljikohidrata i vode (de Vaconcelos i sur.
2010a; Poljak i sur. 2016), te se odlikuje i niskim udjelom pepela, manjim od 3,5 % (Pereira-
Lorenzo i sur. 2006; Borges i sur. 2008; Barreira i sur. 2012), jestivi dio kestenova ploda
izvrstan je izvor makro- i mikroelemenata (Borges i sur. 2008; de Vasconcelos i sur. 2010).
Pritom su najzastupljeniji elementi u sjemenkama maruna kalij, fosfor i magnezij (Ertiirk i sur.
2006; Borges i sur. 2008; Sachetti i sur. 2009; de Vasconselos i sur. 2010; Nazzaro i sur. 2011;
Moreira i sur. 2012). Osim ovih elemenata, jestivi dio ploda je karakteriziran i visokim udjelima
zeljeza, bakra, cinka i mangana (Pereira-Lorenzo i sur. 2005; Borges i sur. 2008), a 100 g sirove
sjemenke osigurat ¢e tre¢inu dnevnih potreba za zeljezom u muskaraca, odnosno Sestinu
potreba zena, te ¢e u potpunosti zadovoljiti potrebe za kalcijem. Takoder, 100 g sirove sjemenke
kestena pruza 10,9 %, odnosno 8,3 % dnevnih potreba za magnezijem, za muskarce i zene (de
Vasconcelos i sur. 2010).

Istrazivanja makro- i mikroelemenata u sjemenkama maruna provedena su u zemljama
juzne i jugoisto¢ne Europe, ukljucujuci Portugal (Borges i sur. 2008; de Vaconcelos i sur.
2010), Spanjolsku (Pefia-Méndez i sur. 2007), Italiju (Sacchetti i sur 2009; Neri i sur. 2010),
Bugarsku (Glushkova 1 sur. 2010) i Tursku (Ertiitk 1 sur. 2006). Pritom su najzastupljeniji
elementi bili kalij (471,5-1475 mg/100 g suhe tvari) i fosfor (68-238 mg/100g suhe tvari)
(Ertiirk i sur. 2006; Borges i sur. 2008; de Vasconcelos i sur. 2010b), a zajedno s magnezijem i
kalcijem, pokazali su 1 najvecu varijabilnost u vrijednostima (Pereira-Lorenzo i sur. 2006; Pefia-
Méndez. i sur. 2008).

Cetiri najznac¢ajnija mikroelementa u ovim su istraZivanjima imala sljedeée vrijednosti:
zeljezo (0,4-10,99 mg/100 g s.t.), cink (0,7-11,0 mg/100 g s.t.), bakar (0,39-2,91 mg/100 g s.t.)
i mangan (0,7-8,2 mg/100 g s.t.). Maseni udjel makro- i mikroelemenata u sjemenkama maruna
ovisi o ve¢em broju ¢imbenika, pri ¢emu se isti¢e utjecaj genotipa, odnosno primjetan je razlicit
elementni sastav pojedinih kultivara (Pefia-Méndez i sur. 2008; Borges i sur. 2008; Glushkova
1 sur. 2010), kao 1 utjecaj podrucja na kojemu kultivari rastu, posebice ¢imbenika tla i mati¢ne
podloge (Korel i Balaban 2006; Borges i sur. 2008; Sacchetti i sur. 2009). Na primjer, stabla
koja rastu na nekarbonatnim tlima imaju zamjetno nize koncentracije kalcija u sjemenkama

(Sacchetti i sur. 2009), dok ¢e jedinke kultivara 'Marsol' uzgajane na glinastim aluvijalnim tlima
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imati nize vrijednosti makroelemenata od onih uzgajanih na ilovastim tlima (Ciucure i sur.
2022). Takoder, primjetan je utjecaj i mati¢ne podloge koja moze utjecati na vise vrijednosti
makroelemenata u sjemenkama, kao Sto je slu¢aj s podlogom metamorfnih Skriljevaca (Borges
1 sur. 2008). Osim genotipa i karakteristika staniSta, na sastav kestena utjeCu i postupci njege u
nasadima, kao $to je navodnjavanje (Mota i sur. 2018), a zamjetan je i utjecaj klimatskih uvjeta
(Ciucure i sur. 2022) i nadmorske visine (Silvanini i sur. 2014).

Opcenito gledano, kemijski sastav maruna moze biti izmijenjen i tijekom prerade
jestivog dijela ploda u gotove proizvode, kao $to su kandirani maruni, kestenovo brasno ili
kesten-pire (Korel i Balaban 2006; de Vasconcelos i sur. 2010). Iako skladiStenje plodova u
trajanju do tri mjeseca nije pokazalo negativan utjecaj na koncentracije makro- i
mikroelemenata u sjemenkama maruna, ljustenje ploda na visokim temperaturama (de
Vasconcelos i sur. 2010a) te po¢etna termicka obrada parom, kao prvi korak kandiranja, dovode
do znacajnog pada udjela istih (Korel i Balaban 2006). Sljedeci korak u kandiranju, natapanje
u otopini saharoze, takoder dovodi do daljnjeg znacajnog pada udjela makro- i mikroelemenata,
ali i vitamina i polifenola, ¢ime je nutritivni sastav preradenih sjemenki znatno losiji od sastava

sirovih sjemenki (Korel i Balaban 2006; de Vasconcelos i sur. 2010, 2010a).
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1.9. Pitomi kesten i marun u Hrvatskoj

U Hrvatskoj su poznata tri tradicionalna kultivara pitomoga kestena, definirana
geografskim podru¢jem uzgoja: 'Lovranski Marun', 'Lovrinski Marun' te 'Creski Marun'. Dok
su 'Lovrinski Marun', koji raste u okolici Pazina, te 'Creski Marun', kao jedini otocki kultivar,
slabije poznati te do sada nisu bili niti istrazivani, 'Lovranski Marun' dobro je poznat na
nacionalnoj razini te se uzgaja na privatnim posjedima istocnih padina Ucke, kao i u okolici
Lovrana, na nadmorskoj visini od 400 do 700 m (Poljak i sur. 2016). Najstariji nasadi stari su
nekoliko stoljeca te su plodovi ovih stabala ve¢ u 17. stolje¢u bili zna¢ajan izvozni proizvod.
Uzgoj dostize vrhunac u 19. stolje¢u, nakon Cega slijedi stagnacija te postupno zapustanje
nasada, kao posljedica iseljavanja ruralnog stanovnistva. Osim zapustanja, velik udarac uzgoju
kestena u cijeloj Europi zadala je pojava raka kestenove kore, kao i1 ose SiSkarice (IdZojti¢ 1 sur.
2012; Jezi¢ i sur. 2014; Poljak i sur. 2016). U posljednjih se desetak godina interes za uzgojem
maruna polako vraca te se stari nasadi obnavljaju, uz uspje$no suzbijanje Stetnika i patogena
(Poljak i sur. 2016, 2021).

U Hrvatskoj, kesten raste u dvije klimatske zone. Ve¢i dio areala rasprostire se unutar
kontinentalne klimatske zone, na podru¢ju od granice sa Slovenijom do Bosne i Hercegovine.
U ovome podrudju najbolje uspijevaju sastojine na dubokim, kiselim, nekarbonatnim tlima,
silikatne mati¢ne podloge. Manji dio areala nalazi se u toplijoj 1 vlaznijoj submediteranskoj
zoni, na podrucju Istre te otoka Cresa i Krka (Poljak i sur. 2012, Poljak 2014). Kesten na ovome
podrudju raste na svjezim, dubokim te ispranim tlima, na vapnenastoj mati¢noj podlozi.
Zaklonjenost od vjetra takoder je znacajan faktor; u Lovranskoj dragi, na primjer, kesten raste
do granice zaklonjenosti od udara bure (Medak i sur. 2009).

Analizu geneticke raznolikosti maruna proveli su i IdZojti¢ i1 sur. (2012) na podrucju
submediteranske Hrvatske. U istrazivanju koje je obuhvatilo 72 stabla tadasnje operativne
taksonomske jedinice ,,lovranskoga maruna®, takoder su primijenjeni SSR biljezi, odnosno
koriSteno je pet mikrosatelitnih biljega iz skupine CsCAT. Utvrdena je prisutnost 11
multilokusnih genotipova te ukupno 24 alela. Uniformna genska struktura utvrdena je u 58
jedinki te su one oznacene kao kultivar MGO1. Kultivaru MGO02, koji se razlikovao u samo
jednome alelu, pripisano je pet jedinki. Ostale su jedinke oznacene kao devet pojedina¢nih
kultivara. Takoder je utvrdeno postojanje 1 osam jedinstvenih alela. Prosjecna vrijednost alela
po lokusu iznosila je 4,80, a kretala se u rasponu od tri (CsCAT17) do sedam (CsCAT3).
Zapazena heterozigotnost iznosila je 0,75, dok je ocekivana iznosila 0,61. S obzirom na

rezultate, operativna taksonomska jedinica ,,Jovranski marun* nije posve geneticki homogena,
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no znacajno prevladava genotip MGO1. Do sli¢nih rezultata dolaze 1 Jezi¢ 1 sur. (2014), koji su
genotipizacijom 57 cijepljenih jedinki kestena s podrucja Lovrana utvrdili postojanje samo
jednoga genotipa, odnosno postojanje klona. Ovim je istrazivanjima potvrdeno postojanje
kultivara pitomog kestena kojeg, s obzirom na lokaciju uzgoja, mozemo smatrati 'Lovranskim
Marunom'. Ovim je istrazivanjem utvrdeno postojanje klonalnih jedinki, odnosno postojanje
kultivara 'Lovranskog Maruna'. Poljak i sur. (2016) proveli su morfolosku karakterizaciju
plodova ovoga kultivara. Sa deset stabala genotipa MGO1 (IdZojti¢ i sur. 2012) sakupljeno je
po 30 plodova. Analizirane su: masa ploda te visina, Sirina i debljina ploda. Osim toga na
svakom plodu izmjerena je i duZzina i Sirina hiluma te duzina najduzeg ureza endokarpa i
sjemene ljuske u sjemenku. Osim ovih parametara, procijenjeni su i standardizirani deskriptori:
broj embrija, stupanj urastanja endokarpa u sjemenku, oblik ploda, sjajnost ploda, boja
sjemenke te boja ploda. Procijenjene su i dlakavost ploda na vrhu ploda te postojanje uzduznih
pruga na plodu. S obzirom na prosje¢nu masu ploda, 1 kg sadrzavao je 80 plodova te se time
plod lovranskih maruna mogao svrstati u kategoriju velikih, na granici s osrednje velikim.
Plodovi su jednosjemeni, s osrednje jakim urezima endokarpa i sjemene ljuske u sjemenku.
Osim toga, plodovi se lako diste, crvenkastosmede su boje s tamnijim uzduZznim prugama.
Sli¢no je istrazivanje provedeno i 2021. godine (Poljak i sur. 2021) te su plodovi 'Lovranskog
Maruna' u oba istrazivanja zadovoljila parametre talijanskog i francuskog standarda, kao i
UPQV smjernice za proglasenje valjanim kultivarom (marunom).

Osim morfoloskih i kemijskih istrazivanja, te osnovne geneticke karakterizacije
'Lovranskog Maruna' (Idzojti¢ 1 sur. 2012), provedena su i istrazivanja cijelih nasada maruna
na podrucju Istre, kojima je detaljnije opisana geneticka raznolikost. Poljak i sur. (2017) tako
su utvrdili postojanje introgresije, odnosno ulaska kultiviranih gena u divlju populaciju u
okruzenju, koja je jasno vidljiva u postojanju marusnjaka, odnosno hibridnih jedinki izraslih iz

plodova maruna, a nastalih oprasivanjem divlje jedinke.
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2. Ciljevi i hipoteze istrazivanja

Duga povijest uzgoja kestena u Europi, kao i u Hrvatskoj, obiljezena je istovremenim
oplemenjivanjem i selekcijom najboljih jedinki. Kao rezultat, stvoreni su Kkultivari
visokovrijednih plodova, poznati pod nazivom maruni. Maruni se od stabala iz prirodnih
populacija razlikuju veli¢inom ploda, njegovim boljim okusom te lako¢om c¢is¢enja. Na
podrucju Hrvatske, odnosno Kvarnera i Istre, uzgoj maruna prisutan je stolje¢ima, s najstarijim
zapisima o izvozu plodova iz 17. stoljeca, kada su uz tresnje, maslinovo ulje te grozde, plodovi
maruna tvorili okosnicu poljoprivrednih dobara za razmjenu (Poljak i sur. 2016, 2017).
Gospodarski zna¢aj maruna prosao je kroz razdoblje pada, dok je u novije vrijeme ponovno u
porastu, zahvaljujué¢i obnovi nasada te popularizaciji plodova kao visokokvalitetne, hranjive i
zdrave namirnice. Osim gospodarskog, maruni imaju i veliku drustvenu te kulturolosku ulogu,
s obiteljskim nasadima Kkoji se generacijama njeguju i odrzavaju tradicionalnim metodama
razmnozavanja te predstavljaju turisticku atrakciju. Uz berbu plodova vezu se 1 lokalne
manifestacije, kao $to je Lovranska Marunada, ali su plodovi i na Sirem nacionalnom trzistu
prepoznati te postizu veéu cijenu od plodova sakupljanih u Sumama. S obzirom na ugroze s
kojima se svi europski maruni susre¢u u 21. stoljecu, ukljucujuéi patogene, Stetnike,
prenamjenu zemljiSta te klimatske promjene, potrebno je ocuvati i zastiti autohtone kultivare
maruna u Hrvatskoj. Prvi korak svake zasStite svakako je karakterizacija, odnosno stvaranje
sluZzbenih smjernica za determinaciju kultivara.

Cilj ovdje predstavljenog istraZivanja upravo je karakterizacija triju lokalno poznatih
kultivara maruna (lovranski, lovrinski i creski), koja ¢e se provesti geneti¢kim, morfoloskim i
kemijskim metodama, odnosno provest ¢e se genska karakterizacija nasada maruna te ¢e se
analizirati morfologija lista i ploda, kao i sastav elemenata u tragovima u jestivom dijelu ploda.
Takoder ¢e se ispitati potencijalan utjecaj okolisnih ¢imbenika na morfoloSku raznolikost lista
i ploda te na sastav elemenata u tragovima u jestivom dijelu ploda. Kao krajnji rezultat uspjesne
karakterizacije, za utvrdene kultivare istrazit ¢e se mogucnost zaStite na nacionalnoj razini,
odnosno kultivari ¢e potencijalno biti predlozeni za nacionalnu sortnu listu Hrvatske agencije
za poljoprivredu i hranu.

Hipoteze koje ¢e se ispitivati u ovome istrazivanju su sljedece: (A) u Hrvatskoj postoji
viSe kultivara pitomog kestena; (B) hrvatske kultivare moguce je opisati i razlikovati pomoc¢u
morfoloskih parametara listova i plodova; (C) hrvatski se kultivari razlikuju u genskoj strukturi
alela te ih je moguce razlikovati primjenom mikrosatelitnih biljega; i (D) morfologija plodova

te sastav elemenata u tragovima u sjemenkama posljedica su genetic¢ke i okoli$ne raznolikosti.

21



3. Materijali i metode

3.1. Podrudje istrazivanja

Biljni materijal analiziran u ovome radu sakupljen je na tri geografski odvojene, ali
klimatoloski bliske lokacije, tijekom 2019. godine. Na podrucju Istre, uzorci su sakupljani u
nasadima maruna na sjeveroisto¢nim padinama Ucke, u naseljima Lovran, Dobre¢ i Liganj,
odnosno na podruc¢ju Lovranske Drage. Takoder, uzorci su prikupljani i u okolici grada Pazina,
u naselju Lovrin. Na otoku Cresu, uzorci su sakupljeni u nasadima maruna na sjeveroistocnom
dijelu otoka, na predjelu Tramuntana. Sakupljanje uzoraka na ove tri lokacije definiralo je tri
populacije uzoraka, koje su koriStene tijekom cijelog istrazivanja: Populacija 1 (P1)
predstavljala je stabla s podru¢ja Lovrina, Populacija 2 (P2) stabla s podruc¢ja Lovrana, dok je
Populacija 3 (P3) obuhvatila sve uzorke s otoka Cresa (tablica 1, slika 1).

Na podrucju Lovrina, uzorkovana su 44 stabla, koja u velikome broju slu¢aja nisu imala
vidljivo mjesto cijepa. Na podrucju Lovrana, odnosno Cresa, uzorkovano je 83 te 92 stabla, ¢ija

su mjesta cijepa najcesce bila jasno vidljiva.

Tablica 1. Geografske koordinate analiziranih populacija maruna.

Oznaka L _
B Analizirani lokalitet | Zemljopisna Sirina (N) | Zemljopisna duzina (E)
populacije
P1 Lovrin 45,2356 13,9148
P2 Lovran 45,3059 14,2654
P3 Cres 45,1248 14,3449

Nasadi maruna ukljuceni u ovome istraZivanju u razli¢itim su stupnjevima kultivacije,
odnosno uredenosti. Lovranski nasadi u najboljem su stanju, odrzavaju se redovito, Ciste od
raslinja i kose, te se stara stabla orezuju, a nove jedinke cijepe i nanovo sade. Velik je broj
nasada zbog strmog terena u obliku terasa, odnosno redovi stabala sadeni su na terase formirane
suhozidovima. U manjemu broju nasada, primje¢uje se napustanje nasada, odnosno zarastanje
i uruSavanje suhozidova, ali generalni dojam koji nasadi ostavljaju je onaj urednih vo¢njaka.
Za razliku od nasada u Lovranskoj Dragi, stabla analizirana na podru¢ju Lovrina rastu u
uvjetima prirodne ili gotovo prirodne Sumske vegetacije, odnosno nasad je posve zarastao. Broj

cijepljenih stabala mali je, te je primjetan velik broj osusenih, potencijalno cijepljenih stabala.
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Lovrinski lokalitet, za razliku od urednih voénjaka Lovrana, u najve¢em dijelu predstavlja
klimazonalnu vegetaciju s pove¢im udjelom divljih stabala pitomog kestena te malim brojem
cijepljenih stabala, odnosno maruna. Treca skupina maruna, ona na otoku Cresu, raste u starim
1 relativno dobro odrzavanim nasadima. Creski se nasadi razlikuju od lovranskih prvenstveno
u topografiji, s obzirom na to da su creski nasadi na ravnim ili blago kosim povr§inama, manje
kamenitosti. Primjetan je velik broj veoma starih, tzv. veteranskih stabala, iznimnih dimenzija,
kao 1 osrednji broj osusenih stabala.

Sva tri istrazivana podrucja nalaze se unutar pojasa submediteranske klime. Prema

n

Koppenovoj klasifikaciji klime, rije¢ je o klimatskom tipu Cfs's"a. Najveci dio oborina je
ujesen, dok je glavni minimum oborina zimi, a jedno manje suho razdoblje ljeti. Osim suhode,
ljeta su i vruca, sa srednjom temperaturom najtoplijeg mjeseca u godini iznad 22 °C (Seletkovic¢
isur. 2011). Pedoloski uvjeti takoder su uniformni, usprkos velikoj pedoloskoj varijabilnosti na
podrugju cijele Istarske Zupanije (Milko i sur. 2013). Tla su razvijena na stijenama karbonatnog
kompleksa, ¢ije su vece povrSine isprekidane tankim pojasevima fliSa, te povremenim
naplavinama. Zastupljena su tri su osnovna litoloska tipa: vapnenci, dolomiti te dolomiti i
vapnenci u izmjeni, ukljuéujudi i kalcitiéne do dolomiti¢ne brece. Tekstura tla koja se razvijaju
su dominantno ilovace, s razli¢itim udjelima gline i praha, a dominantni tipovi tala su crnice,
rendzine te smeda tla na vapnencima i dolomitima razli¢ite dubine (UIH 2007).

Vegetacijski  pokrov  podru¢ja  obuhvacenog  istrazivanjem  karakterizira
submediteranska kestenova Suma s krSkim kukurijekom (Helleboro multifidi-castanetum
sativae Medak 2009). Razlikovna vrsta zajednice, osim pitomog kestena i krskog kukurijeka
(Helleborus multifidus subsp. istriacus (Schiffn.) Merxm. et Podlech), jest i jesenska Sasika
(Sesleria autumnalis (Scop.) F.W.Schultz). Uz pitomi kesten, u sloju drvec¢a pojavljuju se crni
jasen (Fraxinus ornus L.) i divlja tresnja (Prunus avium L.), te u manjoj mjeri hrast medunac
(Quercus pubescens Willd.) i cer (Quercus cerris L.), obi¢ni grab (Carpinus betulus L.), kao i
bijeli (C. orientalis Mill.) i crni grab (Ostrya carpinifolia Scop.) te klen (Acer campestre L.).
Sloj grmlja bujno je razvijen, Sto je uocljivo na lokaciji Pazin. Ovaj sloj karakteriziraju lijeska
(Corylus avellana L.), svib (Cornus sanguinea L.), javor gluha¢ (Acer opalus subsp. obtusatum
(Waldst. et Kit. ex Willd.) Gams) te oskorusa (Sorbus domestica L.). Zajednica raste na
zaravnjenim i blago nagnutim terenima, a na padinama Ucke javlja se samo na sjevernim
padinama, gdje su utjecaji ljetne vrucine i suSe manje izraZzeni. Na Sume ove zajednice, koje
okruzuju nasade maruna, znacajno je utjecano kroz povijest, ¢ime je povecana prisutnost
acidofilnih vrsta. Ipak, dana$nji negativan utjecaj znatno je manji te se ocituje u zbijanju tla

prilikom skupljanja kestenovih plodova te u pasarenju (na Cresu) (Vukeli¢ 2012).
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Slika 1. Podrugje istrazivanja — analizirane populacije: P1-Lovrin; P2-Lovran; P3-Cres.
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3.2. Materijal i metode za geneti¢ku analizu

3.2.1. Materijal

Biljni materijal za molekularnu analizu sakupljen je na podru¢ju Lovrina (P1), Lovrana

(P2) i Cresa (P3). Za molekularne analize, sa svakoga su stabla sakupljeni neotvoreni, posve

razvijeni lisni pupovi. Lisni su pupovi na terenu odmah stavljani u filter vreéice, te su filter

vreéice zatim uronjene u vece plasti¢ne ziplock vrecice sa silika-gelom.

3.2.2. lzolacija ukupne stani¢ne DNA

Ukupna stanicna DNA za sve jedinke izolirana je koriStenjem 50 mg pupova pomoc¢u

DNeasy® Plant Mini DNA izolacijskog kompleta (Qiagen®, Njemacka):

1.

izvagano tkivo stavljeno je u ,safe lock 2,0 mL epruvetu (Eppendorf®, Njemacka) te je u
nju stavljena Celi¢na kuglica za usitnjavanje tkiva

uzorci pripremljeni u prethodnome koraku smrznuti su teku¢im dusSikom te usitnjeni u
TissueLyser uredaju (Qiagen®, Njemacka), u trajanju od 1 min, frekvencije 30 Hz

kada je tkivo usitnjeno, u epruvetu je dodano 600 uL prethodno ugrijanog AP1 pufera
(otopina detergenta i proteinaze za razgradnju stanicnih membrana), 4 uL. RNaze, 6 mg PVP-
a i 6 uL 2-merkaptoetanola; ova je smjesa zatim homogenizirana koriStenjem «vorteks»
mijesalice (GVLab- Gilson®, SAD)

nakon homogenizacije, slijedila je inkubacija u trajanju od 10 min, na 65 °C, uz povremeno
mijesanje vorteks mijesalicom

inkubiranim uzorcima nadodano je 195 uL AP2 pufera, ruéno izmijeSano rucnim
protresanjem te ponovno inkubirano 5 min na -20 °C, u svrhu sedimentacije denaturiranih
proteina

sadrzaj epruvete je centrifugiran 7,5 min na 16100 g (centrifuga 5415 D Eppendorf®,
Njemacka)

. ovako nastali supernatant pipetom je prebacen na QIAshredder Mini Spin kolonu s filterom

te je centrifugiran 5 min na 16100 g
600 pL filtrata zatim je prebaceno u novu epruvetu od 1,5 mL te mu je nadodano 1,5 volumen
pufera AP3 (kako bi se isklju¢ivo DNA molekule vezale na membranu Dneasy Mini Spin

kolone)

25



9. 650 uLL homogenata prebaceno je na Dneasy Mini Spin kolonu te je centrifugirano 1 min na
5800 ¢

10. nakon centrifugiranja, filtrat je uklonjen, a Dneasy Mini Spin kolona je prenesena u novu
epruvetu od 2 mL, nadodano je 500 uL. AW pufera te je ponovo centrifugirano 1 min na
5800 g (ispiranje DNA molekula vezanih na filtar)

11. filtrat je ponovno uklonjen, te je nadodano novih 500 uL. AW pufera i centrifugirano 4 min
na 16100 g

12. nakon centrifuge, Dneasy Mini Spin kolona je pustena na sobnoj temperaturi oko 5 min,
kako bi etanol iz AW pufera ispario do kraja

13. Dneasy Mini Spin kolona je prebacena na novu epruvetu od 1,5 mL te je na membranu
kolone dodano 100 uLL AE otopine prethodno zagrijane na 65 °C (vodena otopina TRIS-a,
kojom se sprjecava degradacija DNA kroz dulje razdoblje stabilizacijom pH-vrijednosti
iznad 8)

14. nakon inkubacije od 5 min pri sobnoj temperaturi, Dneasy Mini Spin kolona zavrsno je
centrifugirana 1 min na 5800 g, ¢ime se DNA molekule odvajaju od kolone te tvore filtrat

15. filtrat dobiven na kraju ovog postupka pohranjen je u zamrzivacu, na temperaturi od -20 °C.

3.2.3. Mjerenje koncentracije i utvrdivanje Cistoée izoliranih DNA

Nakon izolacije DNA, provedena je izmjera (provjera) koncentracija ukupne stanicne
DNA u svakome uzorku. Izmjera je izvrSena na spektrofotometru NanoDrop 2000c (Thermo
Scientific, SAD). Potreban volumen izolata DNA za svaku izmjeru veoma je mali, samo 0,5-2
uL. DNA, a ujedno nisu potrebni dodatni reagensi ili kemikalije. Kalibracija je izvrSena
koriStenjem AE otopine, koja je koriStena 1 prilikom postupka izolacije DNA molekula.
Dodatna kalibracija vrsi se u obliku izmjere DNA A poznate koncentracije, od 100 ng/uL. Uz
koncentraciju, utvrduje se 1 omjer apsorbancije 260/280, koji se koristi kao mjera Cistoce

izoliranih otopina ukupne stanicne DNA.

3.2.4. UmnoZavanje mikrosatelitnih regija lanéanom reakcijom polimerazom (PCR)

Molekularno-bioloska analiza hrvatskih kultivara maruna u ovome istrazivanju
provedena je koriStenjem 15 mikrosatelitnih biljega iz skupina EST-SSR (Durand i sur. 2010)
i SSR (Buck i sur. 2003; Marinoni i sur. 2003; Gobbin i sur. 2007). Nazivi mikrosatelitnih
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lokusa, te o¢ekivane duljine umnozenih fragmenata i ponavljaju¢i motivi DNA navedeni su u
tablici 2.
PCR otopina za umnozavanje mikrosatelitnih motiva za jedan uzorak ukupnog

volumena od 20 pL imala je sljedeéi sastav:

- 4,06 pL H20 (sterilizirana deionizirana)

- 2,00 uL 10 x PCR pufer (TAKARA)

- 1,60 uL dNTP (TAKARA)

- 1,00 puL pocetnica F (Forward)

- 1,00 uL pocetnica R (Rewerse)

- 0,14 uL Taq Hs (TAKARA)

- 0,20 uL BSA (20 ng/uL)

- 10,0 pL otopine DNA (1 ng/uL)

Umnozavanje mikrosatelitnih regija lancanom reakcijom polimerazom provedeno je u
uredaju GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, SAD). Program umnozavanja DNA
molekula ukljucivao je pocetni korak denaturacije u trajanju od devet minuta, pri temperaturi
od 95 °C. Nastavno na denaturaciju, uslijedilo je 28 ciklusa prema slijedecem rasporedu:
denaturacija u trajanju od 50 sekunda na 94 °C, proces sparivanja u trajanju od 45 sekunda na
temperaturi specificnoj za svaku pocetnicu, produljivanje fragmenata u trajanju od 90 sekunda

na 72 °C, te konac¢ni korak elongacije od 7 minuta na 72 °C (Marinoni i sur. 2003).

3.2.5. Detekcija umnoZenih mikrosatelita

Produkti nastali lan¢anom reakcijom polimerazom provjereni su elektroforezom na
agaroznom gelu. Za provedbu elektroforeze, 5 uL svakog uzorka pomijesano je s 1 uL boje za
nanosenje na gel (30 % saharoze, 0,25 % brom fenolnog modrila i 0,25 % ksilen-cijanola) i
stavljeno u ureze u gelu. Elektroforeza je provedena u trajanju od 15 minuta te pri naponu od
100 V. Gel je zatim uronjen u otopinu etidij bromida na 20 minuta, ¢ime su DNA fragmenti
postali vidljivi pod UV svjetlom transiluminatora.

Nakon provjere, uspjeSno umnozeni uzorci su pripremljeni za posljednji korak,
kapilarnu elektroforezu. Za svaki uzorak, pomijesano je 1,5 pL. mikrosatelitnih PCR produkta
s 10 uL formaldehida i 0,5 uL. DNA standarda 500 LI1Z (Applied Biosystems®, SAD). Uzorci

su tri minute denaturirani na 95 °C te neposredno nakon toga smjesteni na led.
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Umnozeni mikrosateliti poslani su u laboratorij Macrogen (Amsterdam, Nizozemska),

gdje su zatim detektirani kapilarnom elektroforezom. Rezultati kapilarne elektroforeze

zaprimljeni su u obliku .fsa datoteka, te je daljnje ocitavanje mikrosatelitnih alela izvrSeno

koriStenjem racunalnog programa GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems, SAD).

Tablica 2. Nazivi i sekvence pocetnica, ponavljaju¢i motivi i ofekivane duljine umnozenih
mikrosatelitnih fragmenata.

Lokus Tip biljega Ponavljajuéi motiv Dﬁg;“;;;;og;‘h
WAG1L EST-SSR TC (cca 143 bp) 217-231
PIE233 EST-SSR (TG)5TA(TG)24 (cca 220 bp) 162-168
PIE228 EST-SSR TC (cca 143 bp) 175-193
PIE227 EST-SSR AG (cca 224 bp) 158-179
WAG004 EST-SSR CAC (cca 90 bp) 260-272
PORO009 EST-SSR (CT)16AGT(CT)2 (cca 300 bp) 120-128
FIR030 EST-SSR CT (235-252 bp) 168-172
PORO026 EST-SSR CCA (162-168 bp) 139-151
PIE260 EST-SSR AGA (177-196 bp) 153-165
CsCAT6 SSR TGG (154-179 bp) 158-194
CsCATL SSR TTC (260-271 bp) 194-228
CsCAT16 SSR AG (122-140 bp) 121217
CsCAT3 SSR AG (168-173 bp) 212-256
EMCs15 SSR TC (137-148 bp) 81-93
OAL SSR AG (154-168 bp) 299-331
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3.3. Materijal i metode za morfoloske analize listova i plodova

Listovi i plodovi koristeni za morfolosku analizu maruna u Hrvatskoj sakupljani su na
tri prethodno navedene lokacije, odnosno na podrucju Lovrana, Lovrina te otoka Cresa. Iako je
u izvornom sakupljanju uzoraka u svrhu utvrdivanja geneticke raznolikosti sakupljen biljni
materijal sa svih 219 jedinki, u morfoloskim analizama taj je uzorak bio smanjen. Naime, u
morfoloske su analize usle samo one jedinke U kojih je bilo moguce uzorkovati i list i plod,
odnosno ona stabla koja su u godinama sakupljanja plodonosila te imala zdrav list. Dakle,
morfoloske su analize izvrSene za 144 jedinke, na kojima je tijekom 2019. godine bilo moguce

pronaci odgovarajuci uzorak lis¢a i plodova.

3.3.1. Materijal i metode za morfolosku analizu listova

Sa svakog od 144 stabla sakupljeno je izmedu 10 1 20 listova, a sakupljanje je provedeno
u kasno ljeto, nakon potpunog razvoja lis¢a. Nadalje, odabrani su optimalno razvijeni listovi
kratkih izbojaka, dakle oni iz dobro osuncanih dijelova krosnje, bez osteCenja ili vidljivih
napada Stetnika i patogena. Listovi su odmah po sakupljanju smjesteni u zatvorene vrecice te
su transportirani u Herbarij Zavoda za Sumarsku genetiku, dendrologiju i botaniku, Fakulteta
Sumarstva i drvne tehnologije, gdje su herbarizirani izmedu listova novinskog papira. Listovi
Su na ovaj nacin posve osuseni U izvornom obliku, bez izmjena u dimenzijama ili obliku.

Nakon $to su listovi posve osuSeni, proveden je postupak skeniranja, u skeneru A3
formata (MICROTEK ScanMaker 9800XL), uz razlucivost od 600 dpi (TIF datoteka). Nastale
slikovne datoteke koristene su u softverskom paketu WinFolia PRO (Regent Instruments Inc.,
Kanada), koristenjem opcije Leaf Morphology. Na svakom listu izmjereno je 10 morfoloskih

znacajki (tablica 3, slika 2) pri ¢emu je to¢nost mjerenja iznosila 0,1 mm.
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Tablica 3. Mjerene znacajke lista.

Znacajka Oznaka
Povrsina lisne plojke LO1
Koeficijent oblika L02
Duzina plojke L03
Maksimalna Sirina plojke LO4
Duzina plojke, mjerena od osnove plojke do mjesta najvece Sirine plojke LO05
Sirina plojke mjerena na 50 % duzine plojke L06
Sirina plojke mjerena na 90 % duzine plojke LO7
Kut koji zatvaraju glavna lisna Zila i pravac koji prolazi kroz osnovu plojke Lo8
i tocku na rubu lista, koja se nalazi na 10 % duzine plojke
Kut koji zatvaraju glavna lisna zila i pravac koji prolazi kroz osnovu plojke L09
i tocku na rubu lista, koja se nalazi na 25 % duzine plojke
Duzina peteljke L10
; L04 .
e j ,
! je 107
‘{ <—> L_
L03 ! ! {'{
| \  Los & Lol
/ (YT o 102
L0S <—> 109 ‘e f
L08 ‘f
| I L10 ‘ | T

Slika 2. Slikovni prikaz mjerenih znacajki lista (Poljak 2014).
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3.3.2. Materijal i metode za morfolosku analizu plodova

Uzorci plodova za morfolosku analizu sakupljeni su sa 144 stabla na podrucju Lovrana,
Lovrina i Cresa. Plodovi su sakupljani ujesen, uz dopustenje i pomo¢ lokalnih uzgajivaca i
vlasnika nasada na podrucju Lovrana i otoka Cresa, dok su plodovi na podru¢ju Lovrina
sakupljani bez posebnih uvjeta, s obzirom na zarasli karakter nasada. Sa svakog je stabla
sakupljen ve¢i broj plodova, izmedu 10 i 50. Posebna je paznja pridodana sakupljanju plodova
koji su postranog polozaja u jezicama, buduci da su iskljucivo ti plodovi ulazili u morfoloske
analize, dok su sredi$nji plodovi bili kori$teni samo u analizama elementnog sastava jestivog
dijela ploda.

Plodovi su sakupljani u platnene vreéice, te im je odmah nakon sakupljanja odredena
masa. Plodovi su zatim ¢uvani u hladnjaku, te je u sljede¢ih nekoliko dana obavljena izmjera
pomi¢nom mjerkom, s precizno$¢u od 0,1 mm. Na plodovima je izvana izmjereno Sest, a na

popre¢nom presjeku tri znacajke (tablica 4, slika 3).

Tablica 4. Mjerene znacajke ploda.

Znacajka Oznaka
Masa ploda F1
Visina ploda F2
Sirina ploda F3
Debljina ploda F4
Duzina hiluma F5
Sirina hiluma F6
Broj sjemenki u plodu F7
Broj ureza endokarpa i sjemene ljuske u sjemenku F8
Duzina najduzeg ureza endokarpa i sjemene ljuske u sjemenku F9
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Slika 3. Slikovni prikaz mjerenih znacajki ploda (Poljak 2014).

U

3.3.3. UPOQV parametri procjene

Osim izmjere klasi¢nih morfoloskih karakteristika, na plodovima maruna radena je i
procjena UPOV parametara. Rije¢ je o parametrima Medunarodne unije za zaStitu novih
kultivara biljaka (eng. Union for the Protection of New Varieties of Plants), sa sjedistem u
Zenevi (Svicarska). Misija Unije je dati jasne i opSirne smjernice za opisivanje postojecih i
novih kultivara poznatih kultiviranih biljaka. Odnosno, UPOV smjernicama moguce je istraziti
uniformnost, jedinstvenost i stabilnost svojstva od interesa uzgajane biljke i njezinih kultivara.
U ovu se svrhu za svaku biljnu vrstu izdaje priru¢nik s detaljnim smjernicama o pravilnom
sakupljanju 1 izmjeri biljnog materijala, kao i svojstvima od interesa, te razliitim ocjenama za
izrazenost (ili 1izostanak) pojedinog svojstva. U slucaju kultivara kestena, priru¢nik obuhvaca
kultivare europskog pitomog kestena, kao i njegove medu- i unutarvrsne hibride. Smjernice
obuhvacaju ¢ak 39 svojstava, no u ovome je istrazivanju odabrano devet znacajki, kao 1 dvije

dodatne znacajke, prema odluci istrazivaca (tablica 5).
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Tablica 5. Procijenjene UPOV znacajke.

Znacajka Oznaka
Lakoc¢a ljustenja ploda uo1
Boja ploda uo02
Istaknute (izdignute) pruge na plodu uo3
Prisutnost tamnih pruga uo4
Dlakavost uo5
Boja sjemenke u06
Sjaj ploda uo7
Oblik ploda uo0s8
Oblik hiluma uo9
Veli¢ina hiluma u10
Veli¢ina ploda U1l

3.4. Materijal i metode za multielementnu analizu jestivog dijela ploda kestena

Plodovi sakupljeni s ranije navedene 144 jedinke koriSteni su za utvrdivanje sastava
elemenata u tragovima jestivog dijela ploda. Za navedene analize, plodovi su oljusteni i o¢is¢eni
od sjemene ljuske i vanjskog dijela ploda te su sjemenke odmah po ljustenju samljevene u
kuhinjskom procesoru (Gorenje, Velenje, Slovenija). Zatim je 2 g samljevenog, jestivog dijela
ploda stavljeno u plasti¢ne Petrijeve zdjelice te su zdjelice oznacene. Uzorci su ostavljeni na
sobnoj temperaturi tri tjedna, tijekom kojih su se osusili. Ovom je metodom susSenja konacna
veli¢ina Cestica bila od 0,5 do 1,5 mm. Nakon suSenja, uzorci su poklopljeni do daljnjih analiza.

Analiza multielementnog sastava jestivog dijela ploda provedena je u Ekolosko-
pedoloskom laboratoriju Zavoda za ekologiju i uzgajanje Suma, na Fakultetu Sumarstva i drvne
tehnologije Sveucilista u Zagrebu. Kao prvi korak pripreme osuSenog uzorka, izvrSeno je
raS¢injavanje kiselinskim reagensima u mikrovalnom sustavu za digestiju. Svaki uzorak
odvagan je na 0,5 g (= 0,0100) izravno u teflonskoj Kiveti, preliven s 5 mL koncentrirane
dusicne kiseline (HNOg, p.a., 65 %) te 2 mL koncentriranog vodikovog peroksida (H202, p.a.,
36 %) nakon ¢ega je mikrovalno potpomognuta mokra digestija u sustavu za digestiju Anton
Paar Multiwave 3000 (Anton Paar, Austrija). Paralelno s uzorcima, tretirana je i slijepa proba
procedure (5 mL HNO3z + 2 mL H20.). Kontrola kvalitete mjerenja provedena je paralelnom
analizom certificiranog referentnog materijala za durum psenicu CRM DUWF-1 (NRC-CNRC
National Research Council, Kanada). Instrumentni parametri bili su sljede¢i: tmax =200 °C; Pmax

= 1200 W; pmax = 60 bar; T(porast temperature) = 20 MIN, T(trajanje ciklusa na maksimalnoj temperaturi) = 20 Min,
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T(hladenje) = 20 min. Nakon razaranja, svaka je priredena otopina kvantitativno prebacena u
odmjerne tikvice volumena 100 mL (Nalgene, SAD), te je razrijedena ultra¢istom vodom na
tocan volumen od 100 mL. Ovako priredene otopine prebacene su u scintilacijske posudice (20
mL) te su pohranjene u hladnjak, do odredivanja odabranih kemijskih elemenata atomskom
emisijskom spektroskopijom (eng. Inductively Coupled Plasma — Atomic Emission
Spectroscopy, ICP-AES), na uredaju Thermo Fischer iCAP6300 Duo (Thermo Scientific, SAD)
(EPA 2014; Popovi¢-Djordjevic i sur. 2021).

3.5. Materijali i metode za fizikalna i kemijska istraZivanja tla

Uzorci tla koristeni za fizikalne 1 kemijske analize sakupljani su u 2019. godini. Kod
svakog od 144 stabla izraden je kompozitni uzorak tla: na sve Cetiri strane svijeta, u neposrednoj
blizini debla, uklonjen je organski povrsinski sloj te je uzet uzorak tla do dubine od 10 cm i
stavljen u istu plasticnu vre¢icu. Ovako nastali kompozitni uzorci pri povratku u Ekolosko-
pedoloski laboratorij stavljeni su na plasti¢ne podloske, rasireni u tankom sloju te ostavljeni da
se suse na zraku tri tjedna. Nakon §to su se osusili, uzorci su usitnjeni ru¢no u tarioniku te
prosijani u dvije frakcije, 0,2 mm te 2 mm, prema normi ISO 11464 (ISO 2009) nakon ¢ega su

spremljeni za sve daljnje analize u plasti¢ne laboratorijske posudice.

3.5.1. Fizikalne analize tla

3.5.1.1. Gravimetrijski udio vode u tlu (gswc)

Gravimetrijski udio vode u tlu (eng. gravimetric soil water content, gswc) izracunat je
prema normi ISO 11461 (ISO 2001). Izmedu 10 i 15 g suhog tla frakcije od 2 mm odvagnuto
je u staklene posudice. Uzorci su suseni u laboratorijskom susSioniku (Instrumentaria, Zagreb),
u trajanju od 24 sata pri temperaturi od 105 °C. Uzorci su zatim stavljeni u eksikatore te pusteni
da se posve ohlade, nakon ¢ega su ponovo izvagani. Razlika u masi nakon drugog vaganja
predstavlja gubitak vlage, odnosno postotni gravimetrijski udio vode, nakon dijeljenja inicijalne

mase s masom osuSenog tla i mnozenja sa 100.
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3.5.1.2. Granulometrijski sastav uzoraka tla

Granulometrijski sastav tla opisuje postotni sastav svake od osnovnih frakcija tla, koje
saCinjavaju svaki tip tla: krupni 1 sitni pijesak, krupni i sitni prah te glina. Granulometrijska
analiza tla provedena je sukladno metodi opisanoj u normi 1ISO 11277 (ISO 1998). Petnaest
grama tla odvagnuto je u staklene laboratorijske ¢ase od 600 mL te je u ¢ase dodano 30 mL
ultraciste vode te 30 mL 30 %-tne otopine vodikovog peroksida. Uzorci su zatim zagrijavani
na laboratorijskom kuhalu, sve dok se sva organska tvar u uzorcima nije razorila. Uzroci su
pusteni preko no¢i kako bi se sedimentirali, nakon cega je bistri supernatant uklonjen iz ¢ase, a
preostali mineralni dio uzorka tla kvantitativno je prebacen u plasti¢ne boce. Nadalje, u boce je
nadodano 25 mL otopine disperznog sredstva (otopina se priprema otapaju¢i 33 g natrijeva
heksametafosfata i 7 g natrijeva karbonata u odmjernoj tikvici volumena 1000 mL), te je
sveukupni volumen u boci nadopunjen do volumena od 250 mL ultrad¢istom vodom. Uzorci su
zatim smjeSteni u metalne okvire 1 stavljeni na laboratorijsku mijeSalicu 24 sata. Najkrupnije
frakcije, krupni (2,00-0,20 mm) te sitni (0,20-0,063 mm) pijesak, odvojeni su koristenjem
laboratorijskih sita, dok je ostatak uzorka prebacen u staklene cilindre od 500 mL, koji su
dopunjeni do 500 mL ultra¢istom vodom. Cilindri su stavljeni u stakleni spremnik s vodom na
temperaturu 30 °C te su ru¢no mijesani dvije minute, nakon ¢ega su preostale frakcije pipetirane
(Eijkelkamp, Nizozemska) u keramicke lonéice, u to¢no odredenim vremenskim razmacima,
prema sluzbenim smjernicama ISO norme. Na ovaj su nacin pipetirane frakcije krupnog (0,063-
0,020 mm) i sitnog (0,020-0,002 mm) praha, kao i gline (<0,002 mm). Svi uzorci u kerami¢kim
lonc¢i¢ima stavljeni su na susenje u susionik na 105 °C, tijekom 24 sata, ohladeni te izvagani.

Udio svake individualne frakcije izra¢unat je prema formulama ISO norme 11277 (ISO 1998).

3.5.2. Kemijske analize tla
3.5.2.1. pH-vrijednost tla

pH-vrijednost tla utvrdena je prema normi ISO 10390 (ISO 2005). Pet grama uzorka
frakcije 2 mm odvagnuto je u plasti¢ne kivete u dva ponavljanja, tvore¢i dvije identi¢ne serije
uzoraka. Prvoj je seriji nadodano 25 mL ultraciste vode, dok je drugoj nadodano 25 mL otopine
kalcijeva klorida (CaClz) (¢ = 0,01 mol dm=). Kivete su zatim stavljene na laboratorijsku
treskalicu na pet minuta te zatim ostavljene da se otopina stabilizira dva sata. pH-metar (Mettler

Toledo, Svicarska) kalibriran je koristenjem puferskih otopina samoga proizvodaca, s poznatim
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pH-vrijednostima, pH = 4,00 i pH = 7,00. Neposredno prije mjerenja, svaka je Kiveta protresena
rukom, zatim je uzorku ostavljeno krace vrijeme da se stalozi, te je u otopinu stavljena

pH-elektroda, nakon Cega je bila ocitana pH-vrijednost.

3.5.2.2. Udio karbonata u tlu

Analiza udjela karbonata u tlu izvrSena je volumetrijski, prema normi ISO 10693 (ISO
1995) na uzorcima tla ¢ija je pH-vrijednost u otopini kalcijevog klorida bila ve¢a od 5,5. Birete
na Scheiblerovom kalcimetru (Eijkelkamp, Nizozemska) napunjene su ultracistom vodom te su
uklonjeni svi zaostali mjehuriéi zraka. Preliminarno kvalitativno ispitivanje svakog uzorka tla
provedeno je koristenjem male koli¢ine uzorka granulacije 2 mm. Uzorci su stavljeni na satno
stakalce te je na njih nakapano par kapi HCI. Ovisno o reakciji na sathom stakalcu odredila se
masa uzorka za kvantitativno odredivanje udjela karbonata u tlu. Opcéenito, izmedu jednog i pet
grama uzoraka izvagano je u Erlenmeyerove tikvice, u njih je nadodano 20 mL ultradiste vode
te je umetnuta kiveta sa 7 mL HCI (c = 4 mol dm). Na isti su nacin, ali bez uzoraka, napravljene
i slijepe probe. Takoder, na isti su nacin napravljena i dva standarda, koristenjem 0,2 gi 0,4 g
¢istog CaCOs. Tikvice su zatim postavljene na kalcimetar te zacepljene silikonski cepovima.
Svaka je tikvica pazljivo izmijeSana, ¢ime je HCI iz kivete doSao u dodir s tlom te je, u slucaju
prisutnosti karbonata u uzroku, osloboden CO2, ¢ime je razina vode u biretama padala
(usporedno s tim padom, potrebno je spustati 1 kompenzacijsku posudu). Nakon stabilizacije
nivoa vode u bireti (muckati ne duze od jednog sata), volumen otpustenog CO2 (mL) je o€itan.

Udio karbonata izracunat je prema formuli definiranoj ISO normom 10693 (ISO 1995).

3.5.2.3. Ukupni organski ugljik (TOC) i ukupni dusik (TN)

Analiza ukupnog organskog ugljika (eng. total organic carbon, TOC) i dusika (eng.
total nitrogen, TN) provedena je prema normama ISO 10694 (ISO 1995) i ISO 13878 (ISO
1998), koristenjem metode suhog spaljivanja. 10 — 50 mg uzorka tla frakcije 0,2 mm odvagnuto
je u kositrene kapsule. Uzorci su zatim spaljeni na 900 °C u CN elementnom analizatoru
(Thermo Scientific, SAD), u helijem zasi¢enoj inertnoj atmosferi, s dotokom kisika. Ovim je
nacinom sav prisutan ugljik oksidirao u COz2, dok su se dusi¢ne forme reducirale u elementarni
dusik. Otpusteni plinovi razdvojeni su u frakcijskim kolonama i detektirani detektorom

termalnog konduktiviteta. Na ovaj je na¢in odmah poznata vrijednost ukupnog dusika, dok su
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vrijednosti ukupnog organskog ugljika izracunate iz razlike u razini detektirane detektorom te

razine prethodno utvrdene analizom udjela karbonata.

3.5.3. Multielementna analiza tla

Za multielementnu analizu tla koristeni su uzorci frakcije 0,2 mm, a sama je metoda
izvrSena prema metodi US EPA 3051A (EPA 2007). Kao prvi korak analize, izvrseno je
raS¢injavanje kiselinskim reagensima u mikrovalnom sustavu za digestiju. Svaki uzorak je, u
teflonskoj kiveti, odvagan na masu od 0,1000 g. Nadalje, uzorci su preliveni sa 7,5 mL
koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (HCI, p.a., 36,5 %) te 2,5 mL koncentrirane dusi¢ne
kiseline (HNOs3, p.a., 65 %) ¢ime je zlatotopka priredena in situ. Kao slijepa proba procedure,
koristena je takoder zlatotopka, dok je za kontrolu kvalitete mjerenja bio koristen certificirani
referentni materijal za tla NCS D87104 (NCS Testing Technology Co., Kina). Razaranje
uzoraka tla, potom, provedeno je u mikrovalnom sustavu Anton Paar Multiwave 3000 (Anton
Paar, Austria). Parametri ciklusa razaranja bili su: tmax =200 °C; Pmax = 1200 W; pmax = 60 bar;
T(porast temperature) = 20 MIN, T(trajanje ciklusa na maksimalnoj temperaturi)y = 20 MIN, Z(hladenje) = 20 Min. Nakon
razaranja, svaka je otopina kvantitativno prebacena u polipropilenske odmjerne tikvice
volumena 100 mL (Nalgene, SAD), te je razrijedena ultracistom vodom na to¢an volumen od
100 mL. Alikvotni dijelovi (10 mL) tako priredenih otopina zatim su prebaceni u kivete,
centrifugirani na 3000 o/s, na uredaju Tehtnica centric 322A (Tehtnica, Slovenija), u trajanju
od 20 minuta, te zavr$no razrijedene 10x ultracistom vodom. Otopine su u scintilacijskim
posudama bile pohranjene u hladnjaku do provedbe odredivanja elemenata u tragovima
atomskom emisijskom spektrometrijom, na uredaju Thermo Fischer iCAP6300 Duo (Thermo
Scientific, SAD) (EPA 2014; Roje i sur. 2018).
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3.6. Statisticka obrada podataka

3.6.1. Geneti¢ka raznolikost

Nakon provedenih analiza molekularne raznolikosti i klonalnosti nasada, te analizirane
srodnosti izmedu genotipiziranih stabala pitomoga kestena, utvrdene su tri geneticki odijeljene
grupe unutar cjelokupnog uzorka. Grupa 1 (G1) predstavljala je jedinke klonalnog podrijetla
(marune), grupa 2 (G2) hibridne jedinke (krizance maruna i divljih stabala), dok je grupa 3 (G3)
obuhvacala divlja stabla (vidi Rezultate).

Broj jedinstvenih genotipova u tri analizirane grupe maruna identificiran je koriStenjem
softvera GenClone 2.089. Za svaki mikrosatelitni lokus, broj alela po lokusu (Na), informativni
sadrzaj polimorfizma (PIC) te vjerojatnost identiteta (PI) bili su izracunati koriStenjem softvera
Cervus v3.090. Efektivni broj alela (Ne) izluCen je iz ocekivane heterozigotnosti (He),
koriStenjem slijedece formule: Ne = 1/(1 — Hg). Aleli, ¢ija je frekvencija bila ispod 0,05 (5 %),
smatrani su manjinskim (minornim) alelima. Svi istrazivani geneti¢ki parametri izraunati su
na dvije razine: za sva stabla (219 jedinki), kao i za neponavljajuée genotipove, odnosno
jedinstvene genotipove (141 jedinka). Kako bi bila provjerena znacajnost razlika u
vrijednostima Na, Nma (broj manjinskih alela), Ne i PIC izmedu EST-SSR i SSR biljega,
neparametrijski Wilcoxon test je proveden koristenjem softvera SAS v9.391.

Raznolikost alela u svakoj grupi ispitana je izraCunavanjem prosjecnog broja alela po
lokusu (Nav), bogatstvu alela (Nar), kao i brojem privatnih alela (Npra). KoriSten je softver
FSTAT v2.9.3.2 u izraCunavanju bogatstva alela (Nar; broj alela po lokusu, bez obzira na
veli¢inu uzorka). Klonalna raznolikost grupe procijenjena je izraCunavanjem broja
multilokusnih genotipova (Nc), genotipskog bogatstva (R) te Simpsonovog komplementarnog
indeksa (D*) Kkoristenjem softvera GenClone v2.089. Geneti¢ka raznolikost grupa ispitana je
procjenom zapazene (Ho) te ocekivane (Hg) heterozigotnosti, koristenjem softvera GENEPOP
v4.096, iskljucujuci pritom redundantne genotipove iz svake od tri grupe. Geneti¢ke udaljenosti
izmedu multilokusnih genotipova izracunate su u softveru MICROSAT97, koriStenjem
udaljenosti izmedu proporcija zajednickih alela (Dpsa). Stablo nastalo metodom udruzivanja
susjeda (eng. neighbour-joining tree) izradeno je u softveru PHYLIP v3.69899. Za izradu stabla
koriStena je vrijednost 1000 bootstrap replikacija stvorenih u softveru te zatim koristenih u
programima NEIGHBOR i CONSENSE, unutar softvera PHYLIP. Diferencijacija grupa
procijenjena je izraCunavanjem uparenih Fst procjena u programu FSTAT. P-vrijednosti
izraCunate su nakon 10.000 slucajnih permutacija. Softver ARLEQUIN v3.5.2.2101 bio je
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koriSten u analizi molekularne varijance (AMOVA), razdjeljivanjem sveukupne mikrosatelitne
raznolikosti izmedu i unutar grupa maruna. Razina znacajnosti ¢@st bila je utvrdena
neparametrijskim testom randomizacije s 10.000 permutacija.

Geneticka struktura marunskih grupa u istrazivanju ispitana je koriStenjem programa
STRUCTURE v2.3.4103. Izvedeno je 30 ponavljanja analize, s brojem klastera u rasponu od
jedan do 11, na racunalnom klasteru Isabella, u SveuciliSnom ra¢unalnom centru (SRCE)
Sveucilista u Zagrebu. Svako ponavljanje sastojalo se od burn-in razdoblja od 200.000 koraka,
nakon kojeg su slijedila 10° ponavljanja algoritma MCMC (Markov Chain Monte Carlo),
koriStenjem modela primjese (eng. admixture), s koreliranim frekvencijama alela. Optimalan
broj klastera utvrden je izraCunavanjem AK49, MedMeaK, MaxMeaK, MedMedK i
MaxMedK50 vrijednosti, kako je primijenjeno u programu StructureSelector, koji integrira
program CLUMPAK, koji se koristi za klasteriranje i zdruzivanje podataka iz neovisnih
ponavljanja.

Metoda najveée vjerojatnosti primijenjena u programu ML-Relate koriStena je u
izraCunu sparene procjene srodnosti (r) genotipa MO0O01 i svih ostalih stabala, u sve tri grupe,
kao i za razdjeljivanje svih stabala u ¢etiri moguce skupine rodbinskih odnosa: nesrodni (U,
eng. unrelated), polusrodnici (HS, eng. half-siblings), puni srodnici (FS, eng. full-siblings) te

roditelj-potomak (PO, eng. parent-offspring).

3.6.2. Morfoloska raznolikost i pedoloske znacajke

Pearsonov koeficijent korelacije bio je izraunat za sve parove kvantitativnih znacajki
morfologije lista 1 ploda, te karakteristika tla, ukljuujuci sva stabla zajedno, te razdvojeno po
grupama, koristenjem procedure CORR, u softveru SAS v9.3 (SAS Institute 2011).

Razlike u Kkvantitativnim karakteristikama lista i ploda izmedu grupa istrazene su
analizom varijance (ANOVA), kao i Tukeyevim HSD testom. Takoder, provedena je linearna
regresijska analiza izmedu znacajki lista 1 ploda te karakteristika ploda za cijeli skup podataka,
kao 1 unutar svake grupe zasebno, ¢ime je ispitana homogenost regresijskih nagiba izmedu
grupa. Naposlijetku, analiza kovarijance (ANCOVA) provedena je koristenjem svake znacajke
tla zasebno kao kovarijance u modelu. Svi testovi provedeni su GLM procedurom u softveru
SAS.

Shannonov informacijski indeks je koriSten kao mjera fenotipske raznolikosti 11
kvalitativnih UPOV Kkarakteristika ploda. Indeks je koristen i kao mjera sveukupne raznolikosti

(HT) svake od karakteristika, kao i raznolikost unutar svake grupe (Hg) te prosje¢ne raznolikosti
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izmedu pojedinih stabala unutar grupa (Hga). Na temelju ovih podataka, utvrdene su proporcije
raznolikosti izmedu grupa (1 - Hea/Hr) kao i unutar svake pojedine grupe (Hea/HT). Kako bi se
ispitale znacajnosti razlika u He izmedu grupa, provedeni su neparametrijski testovi (Kruskal-
Wallis i Wilcoxon test) koristenjem softvera SAS. Kruskal-Wallis test koriSten je kako bi se
usporedili medijani sve tri grupe (G1, G2, G3), dok je Wilcoxon test koristen kako bi se testirao
svaki par skupina (G1 vs. G2, G1 vs. G2, G2 vs. G3).

Hi-kvadrat test omjera vjerojatnosti upotrijebljen je kako bi se ispitale razlike u broju
jedinki koje posjeduju odredeno svojstvo unutar grupe. Znacajnost asocijacije istrazena je
izraCcunom Cramerovog V (Cramér 1946), mjere ¢ija je maksimalna vrijednost 1, kada su dvije
varijable identi¢ne.

Analiza glavnih sastavnica provedena je odvojeno za tlo, list i plod, koristenjem
PRINCOMP procedure u softveru SAS (SAS Institute 2011). Euklidske udaljenosti izmedu
svih parova, izraGunate na temelju prve dvije vrijednosti glavnih sastavnica za karakteristike i
znacajke tla, ploda i lista, koriStene su za izradu matrice pedoloskih i morfoloskih (za list i za
plod) razliitosti izmedu individualnih stabala. Geneticke udaljenosti izmedu individualnih
stabla izracunate su na temelju 15 mikrosatelitnih biljega, koriStenjem proporcije zajednickih
alela (DPSA) u softveru MICROSAT. Korelacije izmedu matrica genetickih udaljenosti te
pedoloskih i morfoloskih (za list i za plod) razli¢itosti su analizirane Mantel testom. Razina
znacajnosti izraCunata je nakon 10.000 permutacija u softveru NTSYS-pc v. 2.21L.

Diskriminantna analiza je provedena kako bi se utvrdilo koja je od 19 znacajki lista i
ploda najkorisnija u maksimalnoj diskriminaciji izmedu istraZivanih grupa: maruna,
maru$njaka i divljih stabala. Procedure STEPDISC, DISCRIM i CANDISC softvera SAS

upotrijebljene su u ovu svrhu.

3.6.3. Multielementni sastav jestivog dijela ploda kestena i tla

Procedura CORR u programu SAS v9.3 (SAS Institute 2011) koriStena je u izracunu
Pearsonovog koeficijenta korelacije izmedu udjela elemenata (Al, Ca, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Ni, P, Sr, Ti, V, Zn) utvrdenih u uzorcima tla te u sjemenkama pitomog kestena i maruna.
Nadalje, Pearsonov koeficijent korelacije izracunat je izmedu svih izmjerenih elemenata u
sjemenkama te svih izmjerenih elementima u uzorcima tla, i to na razini sveukupnog uzorka
(sva stabla), te na razini pojedine grupe uzoraka (G1, G2, G3).

Razlike u udjelu elemenata (Al, Ca, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Ni, P, Sr, Ti, V, Zn) u

sjemenkama izmedu grupa (G1, G2, G3) bile su utvrdene analizom varijance (ANOVA), kao i
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Tukeyevim HSD testom. Linearne regresijske analize provedene su na cijelom skupu podataka,
kao i unutar svake od tri grupe odvojeno. Provjerena je takoder i homogenost regresijskog
nagiba izmedu grupa. Analiza kovarijance (ANCOVA) provedena je izmedu grupa za svaki
element, koriStenjem vrijednosti njegovog udjela u tlu kao kovarijable u modelu. Osim toga,
analiza varijance (ANOVA) provedena je i za one elemente koji su utvrdeni u sjemenkama, ali
ne i u uzorcima tla (Cd, Mo, Na, Tl). Sve analize provedene su koristenje procedure GLM u
programu SAS.

Podaci o kemijskom sastavu sjemenki podvrgnuti su diskriminantnoj analizi (DA), u
cilju odabira elemenata s najboljom diskriminiraju¢om sposobnos$¢u izmedu grupa (G1, G2,
G3). Koristene su procedure STEPDISC, DISCRIM te CANDISC programa SAS.
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4. Rezultati
4.1. Rezultati istraZivanja geneti¢ke raznolikosti

4.1.1. Geneti¢ka raznolikost

Svih 15 koriStenih mikrosatelitnih biljega pokazalo se polimorfnima, s ukupno
umnozenih 86 alela, odnosno 52 alela utvrdena su koriStenjem SSR pocetnica te 34 alela
pomoc¢u EST-SSR pocetnica. Mikrosatelitna raznolikost analizirana je na dvije razine, za 219
genotipiziranih jedinki (ALL), kao i za 141 neredundantna (multilokusna) (MLG) genotipa.

Broj alela po lokusu (Na) varirao je izmedu biljega, te se kretao u rasponu od 12
(CsCAT6) do dva (FIRO30). SSR pocetnice pokazale su se znacajno varijabilnijim, s
prosje¢nim brojem alela od 8,667, za razliku od prosje¢nog broja od 3,778, zabiljezenog u EST-
SSR pocetnica (tablica 6). Efektivni broj alela (Ne) takoder je bio visi u SSR skupine, i to na
obje razine, odnosno za grupu uzoraka ALL, kao i MLG, s pripadaju¢im prosje¢nim
vrijednostima od 2,444, odnosno 2,695. Ipak, efektivni broj alela nije se pokazao znacajno
razli¢itim kada se usporeduju dvije grupe biljega, SSR i EST-SSR. Broj minornih alela (Nma),
odnosno alela s ucestaloS¢u nizom od 5 %, bio je znacajno visi u SSR grupi, s prosje€nim
vrijednostima od 5,500 u grupi uzoraka ALL, te 5,167 za grupu MLG, u usporedbi s
vrijednostima za EST-SSR, koje su iznosile 0,778, odnosno 0,667.

PIC (informacijski sadrZaj polimorfizma) izracunat je za obje grupe uzoraka te se za
ALL grupu kretao u rasponu od 0,052 (FIR030) do 0,708 (CsCAT3), dok je za MLG grupu bio
prevladavajuce visih vrijednosti, unutar raspona od 0,013 (EMCsl15) do 0,785 (CsCAT3).
Nadalje, u MLG grupi tri su pocetnice demonstrirale nize PIC vrijednosti od onih u grupi ALL
(WAGO004, POR026, EMCs15), dok je pocetnica FIR030 imala identi¢nu PIC vrijednost u obje
skupine uzoraka (0,052). Najinformativniji lokusi u grupi uzoraka MLG bili su PIE228 i
CsCAT3, s PIC vrijednostima iznad 0,7, dok je osam lokusa (OAL NED, PIE260, PIE233,
CsCATG6, PIE227, POR009, CsCAT1 i CsCAT16) bilo umjereno informativno, s rasponom
PIC vrijednosti od 0,412 do 0,691. U ALL grupi uzoraka, samo je lokus CsCAT3 bio visoko
informativan (0,708), dok je istih osam lokusa pokazalo umjerenu razinu informativnosti.
Usporedujuci PIC vrijednosti izmedu dviju skupina biljega, nije utvrdena statisti¢ki znacajna

razlika u vrijednostima.
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Tablica 6. Deskriptivna svojstva 15 analiziranih lokusa za sveukupni uzorak od 219 jedinki (ALL) te skupinu neredundantnih jedinki (MLG).

Lokus Skupina pocetnica | Raspon duljina umnozenih ulomaka N, Nmf“ N PI| C N M L(IS\IE BIC
CsCATb6 SSR 158-194 12 9 2,963 0,602 9 3,392 0,639
CsCAT1 SSR 194-228 9 5 3,662 0,678 5 4,073 0,682

CsCAT16 SSR 121-217 10 6 3,564 0,668 5 4,167 0,691
CsCAT3 SSR 212-256 11 7 3,934 0,708 6 5,373 0,785
EMCs15 SSR 81-93 5 3 1,242 0,187 3 1,396 0,013

OAL SSR 299-331 5 3 1,984 0,406 3 1,840 0,412

WAGI11 EST-SSR 217-231 3 1 1,361 0,233 1 1,593 0,326
PIE233 EST-SSR 162-168 3 0 2,322 0,488 0 2,352 0,504
PIE228 EST-SSR 175-193 6 1 3,720 0,684 1 4515 0,718
PIE227 EST-SSR 158-179 5 0 2,979 0,603 0 3,671 0,664

WAGO004 EST-SSR 260-272 4 2 1,874 0,392 1 1,610 0,368

PORO009 EST-SSR 120-128 4 0 3,251 0,634 0 3,679 0,671
FIR030 EST-SSR 168-172 2 1 1,056 0,052 1 1,089 0,052

PORO026 EST-SSR 139-151 4 2 1,902 0,376 2 1,736 0,337
PIE260 EST-SSR 153-165 3 0 2,088 0,435 0 1,990 0,439

PROSJEK SSR 8,667 5,500 2,444 0,542 5,167 2,695 0,537
EST-SSR 3,778 0,778 1,972 0,433 0,667 2,029 0,453

Na — broj alela po lokusu
Nma — broj minornih alela
Ne — efektivan broj alela

PIC — informacijski sadrzaj polimorfizma




4.1.2. Raznolikost nasada i klonalnost

Raznolikost nasada analizirana je u tri uzorkovane populacije: P1 (Lovrin), P2 (Lovran)
te P3 (Cres), s pripadaju¢im brojem analiziranih stabala od 44, 83 te 92 (tablica 7). Unutar
nasada, vizualno je bilo moguce utvrditi stabla klonalnog podrijetla, s obzirom da su te jedinke
cijepljene te su mjesta cijepa vidljiva, a Cesto i1 zadebljana. Osim cijepljenih stabala, na sve su
tri lokacije nadene i jedinke bez vidljivih mjesta cijepljenja. Buduéi da je mogucée da se mjesto
cijepa vizualno ne moze utvrditi, sva su stabla podvrgnuta analizi mikrosatelita 1 klonalnosti,
kako bi se utvrdile razine klonalnosti unutar svake analizirane lokacije. Najvisi broj alela po
lokusu (Nav) utvrden je u P1 (5,267), a ovaj se nasad istaknuo i najviSom razinom bogatstva
alela (Nar) (5,267). Osim toga, u P1 pronaden je i najveci broj privatnih alela (Npra), ¢ak 15, dok
jeu P21 P3 taj broj bio znacajno manji, samo tri, odnosno samo cetiri alela.

Sveukupno je utvrden 141 multilokusni genotip (Ng), s najvecom brojnoscu u P3 (84),
osrednjom u P1 (44) te najnizom u P2 (17). Najbrojniji genotipovi, Cije su sve ramete imale
vidljiva mjesta cijepa, bili su genotipovi iz grupe M001-MO005, s uocljivom prevlaséu genotipa
MOO1. Ovaj je genotip pronaden u nasadima grupa P2 i P3, gdje je predstavljao 78,31 %,
odnosno 3,26 %, ukupnog uzorka nasada. S druge strane, klonovi grupe MO002-MO005
predstavljali su 2,27 %, 6,02 % i 9,78 % pripadajué¢eg ukupnog uzorka u P1, P2, i P3. Zbog
izrazite prevlasti u ukupnome uzorku, genotipska grupa M001-M005 nazvana je “marunskom
grupom” te je kori$tena u daljnjim, detaljnijim analizama. Broj jedinstvenih genotipova (Nug)
iznosio je 136, a vecina je utvrdena u P3 (80), gdje su ovi genotipovi predstavljali 86,96 %
ukupnog uzorka. Nadalje, 43 jedinstvena genotipa predstavljala su 97,73 % ukupnog uzorka u
P1, ukazujuci na visoku raznolikost u ove dvije lokacije istrazivanja. S druge strane, P2 je bila
okarakterizirana malim brojem jedinstvenih genotipova (13), te su ovi genotipovi u ukupnom
uzorku sacinjavali samo 15,66 %. Osim toga, u P2 pronaden je i najveci broj cijepljenih stabala,
¢ime je nizak broj jedinstvenih genotipova dodatno objasnjen, budu¢i da je rije¢ prvenstveno o
MOO01 klonovima. Takoder, ova je Cinjenica dodatno podrzana vrijednostima genotipskog
bogatstva (R) te Simpsonovog komplementarnog indeksa (D*), mjera koje se Koriste za
iskazivanje raznolikosti te se kre¢u u rasponu od nule (najmanja raznolikost) do jedan (najveca
raznolikost). U P2, vrijednosti ovih mjera bile su niske, 0,195 i 0,388. Za razliku od P2,
najraznolikija grupa P1 imala je vrijednost od 1,000 za obje mjere raznolikosti. U sve je tri
skupine ocekivana heterozigotnost (Hg) bila niza od zapazene (Ho), ukazujuci na visoke razine

geneticke varijabilnosti, kao $to je potvrdeno i prethodno navedenim rezultatima.
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Tablica 7. Mikrosatelitna raznolikost i klonalnost analiziranih populacija: P1 — Lovrin; P2 — Lovran; P3 — Cres.

Populacija Lokacija n Nav Nar Npra Ng Ncvioo) | Nc(vioo) (%) N¢(M002-M005) Nc(v002-Mo05) (%) Nug Ne(ug) (%) R D* Ho He
P1 Lovrin 44 | 5267 | 5267 | 15 | 44 0 0,00 1 2,27 43 97,73 1,000 | 1,000 | 0,609 | 0,571
P2 Lovran 83 | 3,467 | 2,942 17 65 78,31 5 6,02 13 15,66 0,195 | 0,388 | 0,737 | 0,490
P3 Cres 92 | 3,933 | 3,665 84 3 3,26 9 9,78 80 86,96 0,912 | 0,996 | 0,580 | 0,516
Ukupno 219 22 | 145 68 15 136

n — veli¢ina uzorka

Nav — prosjecan broj alela po lokusu

Nar — bogatstvo alela

Npra — broj privatnih alela

Ng — broj multilokusnih genotipova

Ne(voo1) — broj rameta M001

Nevoo1) (%) — % uzorka koji predstavljaju ramete M001
NeMoo2-moos) — broj rameta klonalne grupe M002-M005
Nemoo2-moos) (%0) — % uzorka koji predstavljaju ramete M002-MO005
Nyg— broj jedinstvenih genotipova

Ne(g) (%) — % uzorka koji predstavljaju jedinstveni genotipovi
R — genotipsko bogatstvo

D* — Simpsonov komplementarni indeks

Ho — zapaZena heterozigotnost

He — o¢ekivana heterozigotnost
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4.1.3. Geneti¢ka udaljenost, razdvajanje i struktura populacija

Vrijednosti geneticke diferencijacije populacija, Fsr, bile su statisti¢ki znac¢ajne izmedu
svih parova populacija. Najvisa Fst vrijednost zabiljezena je izmedu P1 i P2 (Fst = 0,151;
P <0,001), dok je sli¢na Fst vrijednost zabiljezena i izmedu P2 i P3 (Fst = 0,111; P < 0,001).
S druge strane, najniza Fst vrijednost bila je ona za populacijski par P1 i P3 (Fst = 0,066;
P <0,001). Nadalje, analiza molekularne varijance (AMOVA) pokazala je statisticki znacajne
razlike izmedu populacija, s 10,83 % ukupne varijabilnosti pripisane medupopulacijskoj, te

89,17 % unutarpopulacijskoj varijabilnosti (tablica 8).

Tablica 8. Analiza molekularne varijance (AMOVA).

Izvor df Sastavnica Ukupna ¢ P
varijabilnosti varijance varijabilnost % T
izmedu 2 0,450 10,83 0,108 <0,0001
populacija
unutar. 435 3,705 89,17
populacija

Kako bi se utvrdila distribucija genotipova unutar tri populacije, kao i geneticka
srodnost izmedu 141 multilokusna genotipa, provedena je STRUCTURE analiza. Kao
optimalan broj klastera (K), odabran je K = 3, koji je utvrden izraCunom 4K (slika 4), kao i
pomoc¢u MedMeaK, MaxMeaK, MedMedK i MaxMedK funkcija programa StructureSelector
(slika 5). Genotipovi M001-M005 grupirali su se zajedno s ve¢inom genotipova iz P2, unutar
klastera A (slika 6), tvoreci time klaster od 14 genotipova. S druge strane, klaster B obuhvatio
je 15 jedinki 1 prvenstveno su ga sainjavale jedinke iz populacije P1, dok je vecina jedinki iz
P3 tvorila klaster C, s ukupno 46 jedinki. Populacija P1 bila je ponajvise mjeSovitog podrijetla,
s 29 jedinki (67,44 %) ¢ija je vjerojatnost pripadanja bila manja od 75 % (Q < 75 %) za svaki
od tri klastera, dok je populacija P2 bila najhomogenija, sa samo Cetiri jedinke (30,77 %)
mjesSovitog podrijetla. Sveukupno gledano, najvisi broj jedinki mijeSanog podrijetla, njih ¢ak
28, imalo je vjerojatnost pripadanja manju od 75 % (Q < 75 %) za klaster C, te su pripadale

populaciji P3.
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Slika 4. Utvrdivanje vrijednosti K, najvjerojatnijeg broja klastera, koriStenjem softvera
STRUCTURE, na temelju analize mikrosatelitnih biljega svih 219 jedinki.

No. of clusters
N
1

—e—MedMedK, MedMeak, MaxMedK, MaxMeak

10

1

12

Slika 5. Optimalan broj klastera izracunat pomo¢u MedMeaK, MaxMeaK, MedMedK i

MaxMedK, dobiven kroz program StructureSelector.
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MO001-M005 P1 P2 P3

Slika 6. Geneticka struktura 141 multilokusnog genotipa (MLG), utvrdenih analizom 219
jedinki, prema procjeni analize STRUCTURE, za broj klastera K = 3. Svaki je MLG
predstavljen stupcem, dok su klasteri definirani bojama: klaster A crvenom bojom, klaster B
zelenom te klaster C plavom bojom.

U svrhu dodatne analize strukture populacija istrazivanih genotipova, izradeno je
neukorijenjeno stablo nastalo zdruZivanjem susjeda (eng. Unrooted neighbour-joining tree)
(slika 7). Rezultati ove analize potvrduju rezultate prethodno opisane STRUCTURE analize.
Genotipovi M001-M005 takoder su se grupirali s jedinkama iz populacije P2, dok su se P1 i P3

izdvojile u zasebne klastere, sa samo manjim podruc¢jem preklapanja.
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Slika 7. Nezakorijenjeno stablo nastalo na temelju podataka o raznolikosti mikrosatelitnih biljega 141 jedinke multilokusnih genotipova kestena
analiziranih u ovome istrazivanju. Marunska (klonalna) grupa M001-MO0O5, kao i populacija kojoj pojedina jedinka pripada (P1, P2, P3) naznacene
su na svakoj grani stabla. Brojevi iznad grana predstavljaju pripadajuce bootstrap vrijednosti iznad 50 %, u 1000 pseudoreplikacija.
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4.1.4. Srodnost

Srodnost izmedu najcesceg genotipa, M001, te preostalih 140 multilokusnih genotipova,
analizirana je te je utvrden broj razlikovnih alela (slika 8). Najmanji broj razlikovnih alela imala
je populacija P2, koja se istaknula i najmanjim brojem jedinstvenih genotipova. U ovoj je
populaciji Sest MLG jedinki bilo razlikovano samo jednim alelom, dok su sljedeéa cetiri
genotipa razlikovana pomocu cetiri, pet i 11, odnosno 15 alela. Nadalje, dva su MLG
diferencirana putem deset alela. S druge strane, u populaciji P3 utvrdena je najveca raznolikost,
sa 60 od 80 jedinstvenih genotipova razlikovanih s viSe od deset alela. Osim toga, samo su dvije
MLG jedinke imale manje od pet razlikovnih alela. Nadalje, u populaciji P1 sve su jedinke
imale izmedu osam i 21 razlikovnih alela. Naposlijetku, marunska grupa M002-M005, s ukupno
Cetiri analizirana genotipa, razlikovala se u samo jednome alelu, potvrdujuci time iznimnu

srodnost s prevladavaju¢im genotipom M0O1.

14 -
12 -

10 -

Number of genotypes

Ao LADGINERG L T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Number of differing alleles

= M002-M005 mP1 oP2 mP3

Slika 8. Histogram sparenih udaljenosti (broja razlikovnih alela), temeljen na 15 polimorfnih
mikrosatelita, te izraden za parove M001 genotipa i svih ostalih genotipova.

50



Koeficijent srodnosti (r) izracunat je za sve genotipove, u odnosu na genotip M001
(slika 9), te se kretao u rasponu od 0,00 do 0,95. Kao S$to je bilo i za ocekivati, najvise r
vrijednosti, 0,95, utvrdene su za klonalnu grupu M002-M005. Osim toga, ista je r vrijednost
utvrdena i za Sest jedinki u P2 te jednu u P3. Svih 43 jedinke u P1 imale su r vrijednost u
rasponu od 0,00 do 0,55, ukazujuéi na niski stupanj srodnosti s M0O1. S druge strane devet
genotipova iz P2 imalo je r vrijednost vecu ili jednaku vrijednosti 0,70, time ukazuju¢i na
visoku srodnost s M0O1. Niski stupanj srodnosti takoder je utvrden i u P3, gdje su samo dvije
jedinke imale r vrijednost vecu ili jednaku 0,70. Sveukupno, 66 jedinki bilo je geneti¢ki
nesrodno genotipu M001 (r = 0.00), s 25 (58,14 %) jedinki u P1, jednom (7,69 %) u P2, te 40
u P3 (50,00 %).
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Slika 9. Histogram koeficijenata srodnosti (r), temeljen na 15 polimorfnih mikrosatelita,
utvrden izmedu genotipa MO0O1 1 svih ostalih analiziranih genotipova.

Osim koeficijenta srodnosti, analizirani su mogu¢i stupnjevi rodbinskih odnosa izmedu
genotipa MO0O1 1 ostalih genotipova, temeljenih na najvi$oj vjerojatnosti pripadanja jednom od
Cetiri moguca odnosa: nesrodni (eng. unrelated) (U), polusrodnici (eng. half-siblings) (HS),
puni srodnici (eng. full-siblings) (FS), te roditelj-potomak (eng. parent-offspring) (PO),
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koriStenjem ML-Relate (slika 10). Sva Cetiri genotipa grupe M002-MO0O05 Klasificirala su se kao
puni srodnici (FS). Jedinke u populaciji P2 demonstrirale su sli¢ne rezultate, sa 69,00 %
genotipova klasificiranih kao puni srodnici (FS), dva kao polusrodnici (HS) te samo jednim
genotipom Koji je pokazao roditelj-potomak (PO) stupanj srodnosti. S druge strane, populacije
P1 i P3 bile su znatno manje srodne genotipu M001, s 28 (65,12 %), odnosnho 56 (70,00 %)
genotipova klasificiranih u kategoriju nesrodnih (U). Po jedna je jedinka (18,6 %) iz P1, te po
pet jedinki (13,75 %) iz P3 Klasificiralo se kao FS, odnosno kao PO, dok je Sest jedinki iz P1
(13,95 %) i osam jedinki (10 %) iz P3 uslo u kategoriju HS.
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Slika 10. Histogram srodstvenih kategorija izmedu analiziranih genotipova te najée$ceg
genotipa maruna, M001. Cetiri srodstvena odnosa predstavljena su razli¢itim bojama unutar
stupaca: nesrodni (unrelated) (U) bijelom bojom, polusrodnici (half-siblings) (HS) zutom
bojom, puni srodnici (full-siblings) (FS) narancastom te roditelj-potomak (parent-offspring)
(PO) crvenom bojom.
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4.2. Rezultati istrazivanja morfolo$ke raznolikosti i pedoloskih znacajki

4.2.1. Morfoloske znacajke plodova

Prosjecna masa plodova (F1) svih 144 stabala bila je 12,18 g. Prosjec¢na visina ploda
(F2) bila je 29,22 mm, dok je prosjecna Sirina (F3) bila 35,52 mm (tablica 9). Prosjecna debljina
plodova (F4) bila je 20,72 mm, dok je duzina hiluma (F5) iznosila 22,86 mm, $to je gotovo
dvostruka vrijednost $irine hiluma (11,12 mm) (F6). Time je oblik hiluma definiran kao gotovo
pravokutan. U prosjeku, uzorkovani plodovi imali su 1,96 ureza sjemene ljuske i endokarpa u
sjemenku (F8), koje su imale prosje¢nu duzinu od 4,26 mm (F9).

Promatraju li se rezultati analize varijance (ANOVA), istrazivane skupine stabala
statisti¢ki znac¢ajno razlikovale su se po svim znacajkama plodova (tablica 9).

Pearsonovim koeficijentom korelacije je utvrdeno da sve znacajke vezane uz veli¢inu
plodova (F1, F2, F3, F3, F4, F5, F6) medusobno znacajno koreliraju, s najjacom korelacijom
izmedu znacajki F1 1 F3 (0,922, P <0,0001). Druga najznacajnija korelacija bila je ona izmedu
F1iF4 (0,913, P <0,0001), dok je najniZa znacajna korelacija bila izmedu F2 i F5 (0,480, P <
0,0001). S druge strane, nije utvrdena niti jedna znacajna korelacija izmedu znacajki veli¢ine
ploda i znacajki F7, F8 1 F9. Broj sjemenki (F7) nije znacajno korelirao niti s jednom drugom
znaCajkom, dok su znacajke F8 i F9 medusobno znac¢ajno korelirale (0,764, P < 0,0001).

U usporedbi, grupa G1 (maruni) iskazala se najvisom vrijednosti znacajke FI1, s
vrijednoséu od 14,32 g, dok je grupa G3 (divlja stabla) bila obiljezena najnizom vrijednoscu,
od 9,96 g (tablica 9). Grupa G2 bila je intermedijarnih vrijednosti, s prosjeénom masom ploda
od 11,89 g. Isti trend distribucije podataka izmedu ovih tri grupa zamijecen je i za znacajke F2,
F3,F41F5. S druge strane, znac¢ajka F6 demonstrirala je najvise vrijednosti u G1, ali najniZe u
G2. Znacajka F7 imala je najvise vrijednosti u G2 te intermedijarne u G3, dok su znacajke F8 i
F9 pokazale suprotno, odnosno najvise vrijednosti zabiljeZene su im u G3, a najnize u G1.

Korelacije izmedu znacajki koje opisuju veli¢inu ploda u svakoj individualnoj grupi
slijedile su isti trend podataka kao i sveukupne korelacije, s najja¢im korelacijama izmedu F1 i
F3, te F1 i F4. Takoder, znacajke F8 i F9 znacajno su pozitivno korelirale medu sobom u sve
tri grupe uzoraka. Znacajka F7 statisti¢ki znacajno je negativno korelirala s F2 i F9, dok je F9
statisticki znacajno korelirala sa svim znacajkama u G1l. U G2, znaCajka F7 znacajno je
koreliralas F2, F8 i F9, te F9 s F2. U G3, situacija je bila drugacija, budu¢i da F7 nije znacajno
korelirala niti s jednom od znacajki, dok je F8 korelirala s F5, znacajka F6 sa svim znac¢ajkama

osims F7,aF9 je korelirala s F5, F6 i F8.
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Tablica 9. Aritmeticka sredina (M), standardna devijacija (SD), minimalne (Min) i maksimalne (Max) vrijednosti, F-vrijednosti te P-vrijednosti ANOVA testa, na temelju
morfoloskih znacajki ploda i lista. Rezultati su izra¢unati na razini grupe te sumarno (G1l-maruni; G2-hibridna stabla; G3—divlja stabla). Znacajke plodova: F1-masa ploda;
F2-visina ploda; F3-sirina ploda; F4—debljina ploda; F5—duzina hiluma; F6-sirina hiluma; F7—-broj sjemenki; F8—broj ureza endokarpa i sjemene ljuske u sjemenku; F9—duzina
najduzeg ureza endokarpa i sjemene ljuske u sjemenku. Znadajke lista: LO1—-povrsina lista; L02—koeficijent oblika; L03—duzina lisne plojke; LO4—maksimalna §irina plojke;
L05—duzina lisne plojke mjerena od osnove plojke do tocke najvece $irine plojke; L06—Sirina lisne plojke na 50 % duzine; LO7—Sirina lisne plojke na 90 % duzine; LO8—kut koji
zatvaraju glavna zila te linija koja spaja osnovu plojke s tockom na rubu plojke, na 10% duzine; L0O9—kut koji zatvaraju glavna Zila te linija koja spaja osnovu plojke s tockom
na rubu plojke, na 25 % duzine; L10—duzina peteljke.

Znacajka Gl G2 G3 Ukupno ANOVA
M SD M SD M SD M SD Min Max F P

F1 14,324 2,42 11,898 2,59 9,96¢ 2,25 12,18 3,08 5,77 19,16 281,39 < 0,0001
F2 30,614 1,36 28,628 1,96 27,99¢ 2,25 29,22 2,21 23,50 33,98 178,68 < 0,0001
F3 36,134 2,25 33,488 3,04 30,66¢ 3,13 33,52 3,69 24,88 40,95 335,97 < 0,0001
F4 22,96 2,00 20,198 2,90 18,51°¢ 1,64 20,72 2,89 12,43 27,58 295,14 < 0,0001
F5 23,674 1,84 22,538 2,53 22,148 3,03 22,86 2,57 16,43 31,92 33,17 < 0,0001
F6 11,874 1,12 10,508 1,72 10,608 1,50 11,12 1,53 5,32 15,57 77,75 < 0,0001
F7 1,038 0,07 1,084 0,23 1,028 0,05 1,03 0,11 0,90 2,00 11,71 < 0,0001
F8 1,51¢ 0,70 1,944 0,89 2,468 0,95 1,96 0,94 0,20 4,60 54,93 < 0,0001
F9 3,368 1,60 3,918 1,89 5,454 2,03 4,26 2,05 0,30 9,33 55,37 < 0,0001
LO1 56,04 12,66 73,204 12,65 59,998 15,22 60,88 15,00 32,31 104,05 99,34 < 0,0001
L02 0,18¢ 0,02 0,25 0,04 0,238 0,05 0,21 0,05 0,14 0,37 266,49 < 0,0001
LO3 16,778 1,83 18,38* 1,62 17,038 1,96 17,18 1,93 12,69 22,24 42,68 < 0,0001
L04 5,128 0,67 6,014 0,73 5,248 0,82 5,34 0,81 3,66 8,02 101,77 < 0,0001
LO5 8,198 1,43 9,544 1,23 8,318 1,68 8,50 1,57 4,74 13,09 42,29 < 0,0001
LO6 4,70°¢ 0,66 5,614 0,66 4,828 0,80 4,92 0,79 3,22 7,42 110,12 < 0,0001
LO7 1,36¢ 0,24 1,804 0,36 1,528 0,42 1,50 0,38 0,76 2,83 92,3 < 0,0001
LO8 39,394 3,82 39,26" 3,46 40,087 4,13 39,63 3,87 29,11 46,51 2,15 0,1172

L09 24,928 2,00 25,854 2,16 25,707 2,48 25,40 2,25 19,79 31,24 10,43 < 0,0001
L10 2,054 0,29 1,818 0,41 2,06* 0,55 2,01 0,44 0,92 3,72 23,77 < 0,0001

Srednje su vrijednosti oznacene razlicitim slovima, s obzirom na stupanj znacajnosti u ANOVA analizi, pri P < 0,05.
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4.2.2. Morfoloske znacajke listova

Prosje¢na povrsina lisne plojke (LO1) na sveukupnome uzorku iznosila je 60,88 cm?, s
prosje¢nom duzinom plojke (L03) od 17,18 cm te prosjecnom maksimalnom Sirinom plojke
(LO4) od 5,34 cm (tablica 9). Prosje¢na duzina peteljke (L10) iznosila je 2,01 cm, dok su kutovi
koji opisuju osnovu plojke, znacajke L0O8 i L09, imale prosje¢ne vrijednosti od 39,63° i 25,40°.

ANOVA analiza pokazala je statisti¢ki znacajne razlike izmedu triju grupa uzoraka za
devet od deset znacajki lista (tablica 9). Znacajka LOS8 bila je jedina koja nije razlikovala
istraZivane grupe stabala. Znacajke LO1, L02, L06 i LO7 razdijelile su istraZzivana stabla u tri
grupe, dok su znacajke L03, L04, L05 i L10 grupirale marune i divlja stabla (G1 i G3) zajedno.
S druge strane, znacajka L09 grupirala je hibridna i divlja stabla zajedno (G2 i G3).

Korelacijskom analizom, za znacajke L04, L06 i LO7 utvrdeno je osam znacajnih
korelacija s drugim morfometrijskim karakteristikama lista, dok su druge po broju znaéajnih
korelacija, sa sedam korelacija, bile znacajke LO3 i L09. Najjaca pozitivna korelacija
sveukupno utvrdena je izmedu L04 i L06 (0,992, P < 0,0001), dok je najslabija pozitivna
statisticki znacajna korelacija bila izmedu L03 i L10 (0,024, P < 0,0001). Najjaca negativna
korelacija zabiljezena je izmedu L7 1 L10 (—0,497, P <0,0001).

Za razliku od znacajki plodova, morfometrijske znacajke liS¢a u grupama G1, G2 1 G3
pokazale su razli¢ite distribucije vrijednosti (tablica 9). Osam izmjerenih znacajki (L01, L02,
LO3, LO4, LO5, L06, LO7, L09) imale su najvise vrijednosti u G2 (hibridna stabla), s najnizim
vrijednostima utvrdenim u G1, a intermedijarnim vrijednostima u G3. Znacajke LO8 i L10, s
druge strane, imale su najviSe vrijednosti u G3, s najnizim vrijednostima u G2, a
intermedijarnim u G1.

Gledaju li se korelacije izmedu znacajki unutar grupe G1, manji je broj znacajnih
korelacija primjetan, u usporedbi s brojem korelacija na sveukupnom uzorku od 144 stabla.
Najveci broj pozitivnih korelacija utvrden je za LO1, L03, L04, LO5, L06 1 LO7. Najjaca
pozitivna korelacija utvrdena je izmedu L04 1 L06 (0,993, P <0,0001), dok je najniza statisticki
znacajna korelacija bila izmedu LO1 i L02 (0,300, P < 0,019). U grupi G2, broj znacajnih
korelacija bio je jo$ nizi, sa sveukupno Sest staticki znacajnih pozitivnih korelacija za L06 te
Sest negativnih za L10. Najjaca pozitivna korelacija ponovno je bila izmedu L04 1 L06 (0,986,
P < 0,0001), dok je najjaca negativna korelacija utvrdena izmedu L09 i L10 (0,602, P <
0,001). Nadalje, znacajka L02 korelirala je samo s L10. Grupu G3 obiljezio je znatno manji
broj znacajnih korelacija od broja u G1 1 G2. Najveci broj pozitivnih korelacija utvrden je za

FO4, FO6 i FO7 (sedam pozitivnih korelacija), dok je najveci broj negativnih korelacija utvrden
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za L10, sveukupno osam korelacija. Nadalje, najjaca korelacija bila je ona izmedu L04 i L06
(0,991, P <0,0001).

4.2.3. Kvalitativne znacajke plodova (UPOV)

Promatra li se distribucija kvalitativnih znacajki (UPOV) u sve tri grupe, mogu se
zamijetiti razlike u morfologiji plodova. Grupa G1, koju predstavlja kultivar ‘Lovranski
Marun’, karakterizirana je velikim plodovima, sa 60 % uzoraka svrstanih u kategoriju “velikih”
plodova. Svi uzorkovani plodovi iz G1 svrstani su u kategorije “veoma laki” i “laki” za ¢iS¢enje
(ljustenje). Nadalje, 92 % plodova bilo je crvenkasto-smede boje te je visSe od 97 % plodova
imalo izdignute, tamne pruge, a plodovi su bili elipticnog oblika, s malim do srednje velikim
hilumom, te bijelim sjemenkama. Grupa G2 iskazala se slicnim rezultatima kao i G1, iako su
rezultati bili heterogeniji, sa zabiljeZenim neSto raznolikijim stupnjevima unutar svakog
svojstva. Grupa G3 pokazala je sli¢ne vrijednosti u mnogo svojstava, iako je raspon podataka
unutar svakog pojedinog svojstva bio jos veci od onih u G1 i G2. Plodovi u G3 bili su smedi i
tamnosmedi, sa samo 14,5 % uzoraka crveno-smede boje, koja je bila dominantna u G1 i1 G3.
Osim toga, viSe od 50 % uzoraka pripadalo je “slabo dlakavoj” kategoriji, te je ve¢ina uzoraka
bila Siroko jajolikog oblika, za razliku od elipsoidnog oblika dominantnog u G1 1 G2. Zamjetne
razlike izmedu sve tri grupe zabiljeZene su u obliku hiluma (U09), s 40 % uzoraka u G3
okarakterizirano s “izduljeno eliptiénim” oblikom hiluma, nasuprot samo 1,63 % plodova u G1
te 42,86 % plodova u G2 s time oblikom hiluma.

Fenotipska raznolikost plodova istrazena je Shannonovim informacijskim indeksom
(H), koji je izracunat za 11 UPOV znacajki (tablica 10): lakoca ljustenja (UO1), boja ploda
(U02), istaknute linije (U03), prisutnost pruga (U04), dlakavost (U05), boja sjemenki (U06),
sjaj ploda (U07), oblik ploda (U0S8), oblik hiluma (U09), veli¢ina hiluma (U10) te veli¢ina
ploda (U11). Izracuni su provedeni za svaku grupu pojedinacno, kao i za cijeli uzorak sumarno.
Najvisu vrijednost Shannonovog indeksa (H) unutar svake grupe zasebno pokazale su znacajke
U08 i U11l, s vrijednostima u rasponu od 1,102 i 1,953 za U08, te od 1,342 do 2,121 za U11l.
Najnize vrijednosti zabiljeZzene su za U07 u G1 1 G2, dok je G3 pokazao najnize vrijednosti za
znacajku U06. Sve znacajke, osim U10, imale su najnizu H vrijednost u G1, dok je vecina
maksimalnih vrijednosti zabiljezena u G3. Sli¢na distribucija vrijednosti zabiljezena je na
sveukupnom uzorku od 144 stabla, sa najviSim vrijednostima zabiljezenim za znacajke UOS 1
Ul11, anajniza vrijednost za U07. Vrijednosti raznolikosti bile su znacajno razlicite izmedu G1

(0,053) i druge dvije grupe (G2 i G3), koje su medusobno imale sli¢ne vrijednosti, 1,082 i
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1,285. Najve¢i dio raznolikosti, 0,862, pripisan je razlikama unutar svake od grupa, dok je samo
0,138 pripisano razlikama izmedu grupa. NajviSa proporcija raznolikosti unutar grupa
zabiljezena je za znacajku UO1 (0,957) 1 boju sjemenke (1,036), dok je na razini izmedu grupa,
najvisu vrijednost imala znac¢ajka U07 (0,293).

Analiza Cramerovog V koeficijenta otkrila je znacajnu povezanost izmedu sveukupnog
uzorka (144 jedinke) i 11 UPOV znacajki (tablica 11). Jaka razina povezanosti takoder je
zabiljezena i za znacajke U02, U03, UOS, U07, U08, U09 i Ull, s najviSom vrijednoséu za
U02 (0,529) i UOS (0,479). Znacajke UO1, U04 i U10 pokazale su osrednje jaku povezanost,
dok je znacajka U06 pokazala slabu povezanost (0,199).

Tablica 10. Shannonov informacijski indeks vrijednosti za kvalitativne znacajke ploda
(UPQV). Vrijednosti su iskazane na razini grupa te sumarno: G1-maruni; G2-hibridna stabla;
G3-divlja stabla; T-sumarno. Udjeli raznolikosti izraZeni su na dvije razine, unutar te izmedu
triju grupa. Srednje vrijednosti oznacene su razli¢itim slovima znacajnosti, te su znacajno
razli¢ite u Wilcoxon testu, pri P < 0,05. k—Dbroj stupnjeva slobode.

Shannon informacijski indeks (H) Udio raznolikosti
Oznake Znadajka k
He1 Heo Hcs Hr | izmedu grupa | unutar grupa
U0l | Lakoéa ljustenja | 3 0,956 1,516 | 1,524 | 1,391 0,043 0,957
uo2 Boja ploda 4 0,489 1,648 | 1,890 | 1,712 0,216 0,784
uo3 Istaknute linije 3 0,208 0,946 | 1,521 | 1,105 0,193 0,807
uo4 Prisutnost pruga 2 0,121 0,371 | 0,818 | 0,524 0,166 0,834
uo5 Dlakavost 2 0,283 0,967 | 0,998 | 0,880 0,148 0,852
uo6 Boja sjemenke 2 0,121 0,592 | 0,497 | 0,389 -0,036* 1,036
uo7 Sjaj 2 0,000 0,222 | 0,845 | 0,503 0,293 0,707
uos Oblik ploda 4 1,102 1,675 | 1,953 | 1,766 0,107 0,893
uo9 Oblik hiluma 3 0,241 0,985 | 1,291 | 1,003 0,164 0,836
u10 Veli¢ina hiluma 2 1,000 0,863 | 0,892 | 0,964 0,047 0,953
U1l Velicina ploda 5 1,342 2,121 | 1,902 | 2,095 0,146 0,854
Prosjek 0,533% | 1,082” | 1,285* | 1,121 0,138 0,862

*negativna vrijednost sastavnica udjela raznolikosti izmedu grupa ukazuje na to da je prosjecna raznolikost unutar
grupe zapravo visa od raznolikosti udruzenog uzorka, te je ta znacajka iskljucena iz diskriminacije grupa
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Tablica 11. Hi-kvadrat test omjera vjerojatnosti za svaku od kvalitativnih (UPOV) znacajki
unutar tri grupe uzoraka kestena (G1l-maruni; G2-hibridna stabla; G3-divlja stabla). k-broj
stupnjeva slobode; P-statisticka zna¢ajnost.

Znacajka Opis k Hi-kvadrat test omjera vjerojatnosti P Cramerov V
uo1 Lakoca ljustenja 3 21,906 FxE 0,231
uo2 Boja ploda 4 92,369 FxE 0,529
uo3 Istaknute linije 3 50,320 FxE 0,393
uo4 Prisutnost tamnih pruga | 2 17,538 Fxx 0,338
uo5 Dlakavost 2 38,062 FxE 0,479
uo6 Boja sjemenke 2 6,641 * 0,199
uo7 Sjaj ploda 2 27,381 el 0,406
uos Oblik ploda 4 45,457 falaie 0,376
u09 Oblik hiluma 3 35,128 fala 0,349
u10 Veli¢ina hiluma 2 6,384 * 0,211
U1l Veli¢ina ploda 5 77,336 Fkk 0,467

*** znacajno pri P < 0,001, ** znacajno pri 0,001 < P < 0,01, * znaéajno pri 0,01 < P < 0,05, ns oznacava
neznacajne vrijednosti (P > 0,05)

4.2.4. Pedoloski parametri

Narazini 144 kompozitna uzorka tla, prosje¢na pH-vrijednosti u vodi (S01) bila je 5,95,
dok je pH-vrijednost u otopini CaCl, (S02) iznosila 5,07 (tablica 12). Ukupan sadrzaj dusika
(S03) iznosio je 0,31 %, dok je udio organskog ugljika (S04) iznosio 4,80 %. Prosjecni
granulometrijski sastav za sve uzorke razotkrio je prevlast dviju najmanjih frakcija tla, s
37,27 % sitnog praha (S09) te 34,33 % (S10) Cestica gline.

Pearsonov koeficijent korelacije otkrio je relativno mali broj znacajnih korelacija
izmedu deset parametara tla. Najve¢i broj znacajnih korelacija zabiljezen je za S06, s pet
pozitivnih 1 tri negativne znacajne korelacije. Najjaca korelacija utvrdena je izmedu SO1 1 S02
(0,987, P < 0,0001). Parametri vezani za najsitnije frakcije (sitni prah i glina) pokazale su
najmanji broj korelacija, po Cetiri negativne korelacije za obje frakcije (S09 1 S10). Promatra li
se distribucija srednjih vrijednosti za sve tri grupe zajedno, jasan trend distribucije minimalnih
i maksimalnih vrijednosti nije uoc¢en, odnosno niti jedna od tri grupe nije se istaknula po broju

maksimalnih, intermedijarnih ili minimalnih vrijednosti parametara.
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Tablica 12. Deskriptivna analiza svih deset pedoloSkih parametara tla. M—srednja vrijednost;
SD-srednja vrijednost; Min—minimalna vrijednost; Max—maksimalna vrijednost. Parametri:
S01-pH-vrijednost u H20; S02—pH-vrijednost u otopini CaCl,; S03—postotni udio ukupnog
dusika; SO4—postotni udio organskog ugljika; SO5—postotni udio ukupnog dusika/postotni udio
organskog ugljika; S06—krupni pijesak; SO7-sitni pijesak; S08—krupni prah; S09-sitni prah;
S10-glina.

Parametar Opis M SD Min Max
S01 pH (H:20) 5,95 0,80 4,51 8,11
S02 pH (CaCly) 5,07 0,93 3,50 7,29
S03 Niot. 0,31 0,12 0,05 0,78
S04 Corg 4,80 1,85 1,22 14,19
S05 Corg/Niot 15,90 2,44 6,52 25,91
S06 krupni pijesak 7,16 6,64 0,16 37,32
S07 sitni pijesak 4,26 1,77 0,80 9,15
S08 krupni prah 17,12 4,68 0,74 27,49
S09 sitni prah 37,27 9,22 16,41 83,91
S10 glina 34,33 9,53 4,29 66,75

4.2.5. Korelacije izmedu morfoloskih znacajki plodova i listova

Na sveukupnom uzorku od 144 jedinke, znacajne korelacije izmedu znacajki listova i
plodova pokazale su niske razine znacajnosti. Znacajka L02 imala je znacajne korelacije sa
svim znacajkama, osim F7, s rasponom podataka od —0,422 do 0,312. Druga najznacajnija
znacajka bila je L07, s pet negativnih znacajnih korelacija. Kada se promatraju individualne

grupe, nije uocen jasan trend podataka, s najve¢im brojem korelacija zabiljezenih u G3.

4.2.6. Korelacije izmedu morfoloskih znacajki plodova i parametara tla

Na sveukupnom uzorku od 144 jedinke, znaCajne su korelacije zabiljezene samo
izmedu pH-vrijednost tla (SO1 i S02) te znacajki koje opisuju veli¢inu plodova (FO1-F06), ali
vrijednosti koeficijenata navedenih korelacija bile su veoma niske. Granulometrijski parametri
pokazali su istovremeno znacajne i neznacajne Korelacije, s parametrom S08 obiljezenim s
najvecim brojem znacajnih korelacija sa znacajkama F4, F5 i F6. Na razini pojedine grupe,

nisu zabiljezene znacajne korelacije.
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4.2.7. Korelacije izmedu morfoloskih znacajki listova i parametara tla

Znacajne korelacije izmedu znacajki lista i parametara tla utvrdene su izmedu S01 i S02
te svih znacajki vezanih za veli¢inu lista. Nadalje, parametar S05 pokazao je velik broj
znacCajnih korelacija. Na razini pojedine grupe, utvrden je manji broj korelacija, bez jasno

uocljivog trenda distribucije.

4.2.8. Analiza kovarijance (ANCOVA)

Interakcije izmedu znacCajki plodova i parametara tla, kao i izmedu znacajki lista i
parametara tla bile su analizirane pomo¢u ANCOVA analize. Sveukupni rezultati ukazali su
na nisku razinu interakcije.

Promatramo li znacajke plodova i parametre tla (tablice 13-32), parametar S04
demonstrirao je znac¢ajnu homogenost regresijskog nagiba, sa svih devet znacajki ploda, dok je
najnizi broj znacajnih homogenih regresijskih nagiba utvrden za S01, S02, S07 i S10. Znacajka
F3 imala je najveéi broj znacajnih homogenih regresijskih nagiba, dok je devet od 10
parametara tla imalo znacajne vrijednosti. Promatraju li se razlike izmedu tri grupe, 60 parova
demonstriralo je razlike, odnosno zabiljezeno je 60 interakcija izmedu znacajki plodova i
parametara tla, s najve¢im brojem primije¢enim za S04 (devet interakcija), a najniZim za
znacajke SO1, S02, S07 i S09 (Cetiri interakcije). Opcenito govoreci, parametri koji su opisivali
granulometrijski sastav bili su neznacajni, sa samo nekoliko interakcija, dok su pH-vrijednost
tla, kao 1 ukupni udjel dusika i organskog ugljika, utjecali na velik broj parova znacajki.

Tukeyevim HSD testom je utvrdeno da grupiranje uzoraka ovisi o devet znacajki
plodova. Znacajke F1, F2, F3, F4 i F8 poduprle su grupiranje uzoraka u tri grupe, dok su F5 i
F6 razlikovale samo dvije grupe, udruzuju¢i marune i divlja stabla (G1 i1 G3). Najraznolikije
grupiranje bilo je ono pomoc¢u F9, prema kojoj je znacajki razlikovano tri grupe u interakciji
sa SO1 i S02, ali samo dvije grupe za ostalih osam parametara, prema kojima su se maruni i

hibridna stabla grupirali zajedno (G1 1 G2), izdvajajuci divlja stabla (G3).

60



Tablica 13. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki ploda (F1-F5) i SO1 (pH-vrijednost u H,O). Grupe uzoraka: G1-maruni; G2-hibridna
stabla; G3—divlja stabla.

Fl-masa ploda F2—visina ploda F3-Sirina ploda F4—debljina ploda F5—duzina hiluma
Regresija | lzvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 9052 | <0,0001 | yypno | <0,0001 | <0,0001 | Ukupno | 0,042335 | <0,0001 | Ukupno | 0,055047 | <0,0001 | Ukupno | 0,029722 | <0,0001
Gl 0032 | <00001 | g 0,053389 | <0,0001 | 61 0,014193 | 0,0032 Gl 0,027561 | <0,0001 | Gl 0,018877 | 0,0007
G2 0,042 0,001 G2 0,000012 | 0,9534 G2 0,050102 | 0,0002 G2 0,046391 | 0,0003 G2 0,020452 | 0,0166
G3 0030 | <00001| &3 0,001414 | 0,3788 G3 0,045472 | <0,0001 | G3 0,052647 | <0,0001 | 3 0,048419 | <0,0001
Homogen. | lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P lzvor var. P
s*Grupa | 9110 S*Grupa | 0,1508 S*Grupa | <0,0001 S*Grupa | 0,0123 S*Grupa | <0,0001
ANCOVA | lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P
Grupa | <0.0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001
Tlo(s) | <0.0001 Tlo(S) | <0,0001 Tlo(S) | <0,0001 Tlo(s) | <0,0001 Tlo(S) | <0,0001

Tablica 14. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu Cetiri istrazivane znacajke (F6-F9) ploda i SO1 (pH-vrijednost u H>O). Grupe uzoraka: Gl—-maruni; G2-hibridna
stabla; G3—divlja stabla.

F6-§irina hiluma F7-broj sjemenki F8-broj ureza sjemene ljuske u sjemenku F9-duzina najdﬁ?ﬁ#gﬁﬁ sjemene ljuske
Regresija Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P
Ukupno 0,02011 <0,0001 Ukupno 0,000322 0,4963 Ukupno 0,001085 0,2117 Ukupno 0,000325 0,4944
Gl 0,010655 0,0107 Gl 0,000173 0,7455 Gl 0,017921 0,0009 Gl 0,016244 0,0016
G2 0,017905 0,0251 G2 0,000858 0,6255 G2 0,001772 0,483 G2 0,013782 0,0497
G3 0,008382 0,0318 G3 0,016655 0,0024 G3 0,003195 0,1856 G3 0,000033 0,8932
Homogenost lzvor var. P lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa 0,229 S*Grupa 0,0676 S*Grupa 0,1675 S*Grupa 0,0084
ANCOVA lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa <0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) 0,0002 Tlo (S) 0,373 Tlo (S) 0,0041 Tlo (S) 0,033
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Tablica 15. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacéajki ploda (F1-F5) i S02 (pH-vrijednost u vodenoj otopini CaCl,). Grupe uzoraka: G1—
maruni; G2-hibridna stabla; G3—divlja stabla.

Fl-masa ploda F2—visina ploda F3-S$irina ploda F4—debljina ploda F5—duzina hiluma
Regresija | lzvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0051196 | <0,0001 | yuyhno | 0,027518 | <0,0001 | Ukupno | 0,041519 | <0,0001 | Ukupno | 0,052565 | <0,0001 | Ukupno | 0,032928 | <0,0001
Gl 0037076 | <0,0001 | 0,049018 | <0,0001 | 61 0,015518 | 0,0021 Gl 0,029125 | <0,0001 | Gl 0,021909 | 0,0002
G2 0038449 | 0,001 G2 0,000015 | 0,948 G2 0,054251 | <0,0001 | G2 0,044478 | 0,0004 G2 0,028754 | 0,0044
G3 0034406 | <0,0001 | 3 0,002566 | 0,2356 G3 0,049548 | <0,0001 |  G3 0,057884 | <0,0001 | G3 0,051015 | <0,0001
Homogen. | lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
s*Grupa | 0166 S*Grupa | 0,2067 S*Grupa | < 0,0001 S*Grupa | 0,0161 S*Grupa | < 0,0001
ANCOVA | lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P
Grupa | <0.0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001
Tlo(s) | <0.0001 Tlo(S) | <0,0001 Tlo(S) | <0,0001 Tlo(S) | <0,0001 Tlo(S) | <0,0001

Tablica 16. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu Cetiri istrazivane znacajke ploda (F6-F9) i S02 (pH-vrijednost u vodenoj otopini CaCl,). Grupe uzoraka: G1—
maruni; G2-hibridna stabla; G3—divlja stabla.

F6—sirina hiluma F7-broj sjemenki F8-broj ureza sjemene ljuske u sjemenku F9-duzina najdalis?egr#gﬁii sjemene ljuske
Regresija Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P
Ukupno 0,020809 < 0,0001 Ukupno 0,000625 0,3433 Ukupno 0,001458 0,1475 Ukupno 0,000072 0,747
G1 0,012058 0,0066 Gl 0,000013 0,9294 Gl 0,017607 0,001 Gl 0,013868 0,0036
G2 0,028269 0,0048 G2 0,000259 0,7885 G2 0,002848 0,3737 G2 0,027871 0,0051
G3 0,008538 0,0303 G3 0,015017 0,004 G3 0,004565 0,1135 G3 0,000016 0,9245
Homogenost lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa 0,1118 S*Grupa 0,1356 S*Grupa 0,108 S*Grupa 0,0011
ANCOVA lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) < 0,0001 Tlo (S) 0,276 Tlo (S) 0,0038 Tlo (S) 0,1085
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Tablica 17. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki ploda (F1-F5) i SO3 (ukupni N). Grupe uzoraka: G1-maruni; G2-hibridna stabla; G3—

divlja stabla.
Fl-masa ploda F2—visina ploda F3-S$irina ploda F4—debljina ploda F5—duzina hiluma
Regresija | lzvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0000003 | 09444 | ;hno | 0,003106 | 0,0345 | Ukupno | 0,000377 | 04615 | Ukupno | 0,000194 | 0597 | Ukupno | 0,000066 | 0,7581
Gl 0017293 | 0,001 Gl 0,001876 | 0,2855 Gl 0,007755 | 0,0297 Gl 0,00346 | 0,1468 Gl 0,02034 | 0,0004
G2 0094111 | <0,0001 | 0,065576 | <0,0001 | G2 0,106947 | <0,0001 | G2 0,065384 | <0,0001 | G2 0,089473 | <0,0001
G3 0,000002 | 09733 G3 0,00591 | 0,0716 G3 0,001589 | 0,3508 G3 0,005797 | 0,0744 G3 0,000002 | 0,9742
Homogen. | lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
s*Grupa | <0.0001 S*Grupa | < 0,0001 S*Grupa | < 0,0001 S*Grupa | <0,0001 S*Grupa | < 0,0001
ANCOVA | lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P
Grupa | <0.0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001
Tlos) | 93272 Tlo(s) | 0,007 Tlo(S) | 09173 Tlo(s) | 07833 Tlo(S) | 05448

Tablica 18. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu Cetiri istrazivane znacajke ploda (F6—F9) i S03 (ukupni N). Grupe uzoraka: G1-maruni; G2-hibridna stabla; G3—

divlja stabla.
F6—sirina hiluma F7-broj sjemenki F8-broj ureza sjemene ljuske u sjemenku F9-duzina najduis}:egnggzii sjemene ljuske u
Regresija Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P
Ukupno 0,002161 0,0778 Ukupno 0,000136 0,6582 Ukupno 0,00539 0,0053 Ukupno 0,003973 0,0168
G1 0,000983 0,4395 G1 0,000223 0,713 G1 0,015763 0,0019 Gl 0,011566 0,0079
G2 0,077423 <0,0001 G2 0,00012 0,855 G2 0,000555 0,6948 G2 0,009205 0,1092
G3 0,000831 0,5 G3 0,006957 0,0506 G3 0,000546 0,5844 G3 0,00103 0,4527
Homogen. lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa <0,0001 S*Grupa 0,3273 S*Grupa 0,2885 S*Grupa 0,0465
ANCOVA lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) 0,1392 Tlo (S) 0,6044 Tlo (S) 0,0129 Tlo (S) 0,0385
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Tablica 19. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki ploda (F1-F5) i S04 (organski C). Grupe uzoraka: Gl—-maruni; G2-hibridna stabla; G3—

divlja stabla.
Fl-masa ploda F2—visina ploda F3-S$irina ploda F4—debljina ploda F5—duzina hiluma
Regresija | lzvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0000913 | 02519 | yyyhno | 0,005595 | 0,0045 | Ukupno | 0,00155 | 0,1353 | Ukupno | 0,003447 | 0,0259 | Ukupno | 0,001559 | 0,1342
Gl 0,006549 | 0,0457 Gl 0,001379 | 0,3599 Gl 0,002866 | 0,1867 Gl 0,000112 | 0,7939 Gl 0,008291 | 0,0245
G2 019122 | <0,0001 | &) 0,080694 | <0,0001 | G2 0,164693 | <0,0001 | G2 0,138509 | <0,0001 | G2 0,081346 | <0,0001
G3 0,001403 | 0.3807 G3 0,004285 | 0,1252 G3 0,000773 | 0,5152 G3 0,000423 | 0,6305 G3 0,011595 | 0,0115
Homogen. | lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
s*Grupa | <0.0001 S*Grupa | 0,0001 S*Grupa | < 0,0001 S*Grupa | <0,0001 S*Grupa | < 0,0001
ANCOVA | lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P
Grupa | <0.0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001
Tlos) | 91298 Tlo(s) | 0,0013 Tlo(S) | 00426 Tlo(S) | 0,0054 Tlo(s) | 0,198

Tablica 20. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu Cetiri istrazivane znacajke ploda (F6—F9) i S04 (organski C). Grupe uzoraka: Gl1—maruni; G2-hibridna stabla;
G3—divlja stabla.

F6—sirina hiluma F7-broj sjemenki F8-broj ureza sjemene ljuske u sjemenku F9-duzina najduis}:egnggzii sjemene ljuske u
Regresija Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P
Ukupno 0,007774 0,0008 Ukupno 0,001652 0,1231 Ukupno 0,001875 0,1005 Ukupno 0,000657 0,3312
G1 0,000217 0,7162 G1 0,000492 0,5845 G1 0,017421 0,0011 Gl 0,008102 0,0262
G2 0,07589 <0,0001 G2 0,018502 0,0228 G2 0,000541 0,6984 G2 0,007222 0,1561
G3 0,015968 0,003 G3 0,005623 0,0789 G3 0,002671 0,2263 G3 0,0006 0,5665
Homogen. lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa <0,0001 S*Grupa 0,003 S*Grupa 0,0222 S*Grupa 0,0468
ANCOVA lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) 0,0005 Tlo (S) 0,1509 Tlo (S) 0,0721 Tlo (S) 0,2536
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Tablica 21. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki ploda (F1-F5) i SO5 (ukupni N/organski C). Grupe uzoraka: G1-maruni; G2-hibridna
stabla; G3—divlja stabla.

Fl-masa ploda F2—visina ploda F3-$irina ploda F4—debljina ploda F5—duzina hiluma
Regresija | lzvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno 0,001135 0,2013 Ukupno 0,000021 0,8636 Ukupno 0 0,9958 Ukupno 0,002676 0,0497 Ukupno 0,00892 0,0003
Gl 0,0018 0,0018 Gl 0,02964 | <0,0001 G1 0,00802 0,027 Gl 0,02313 0,0002 Gl 0,018349 | 0,0008
G2 0,073282 | <0,0001 G2 0,006774 | 0,1696 G2 0,025902 0,007 G2 0,052242 | 0,0001 G2 0,000132 | 0,8483
G3 0,008415 | 0,0315 G3 0,003241 | 0,1825 G3 0,031837 | <0,0001 G3 0,027626 | <0,0001 G3 0,093907 | <0,0001
Homogen. | lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P lzvor var. P Izvor var. P
S*Grupa 0,0988 S*Grupa 0,0136 S*Grupa 0,0061 S*Grupa 0,2825 S*Grupa | <0,0001
ANCOVA | lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P lzvor var. P Izvor var. P
Grupa <0,0001 Grupa <0,0001 Grupa <0,0001 Grupa <0,0001 Grupa < 0,0001
Tlo (S) < 0,0001 Tlo (S) 0,0035 Tlo (S) < 0,0001 Tlo (S) < 0,0001 Tlo (S) < 0,0001

Tablica 22. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu Cetiri istraZivane znacajke ploda (F6—F9) i SO5 (ukupni N/organski C). Grupe uzoraka: Gl1-maruni; G2-hibridna
stabla; G3—divlja stabla.

F6—sirina hiluma F7-broj sjemenki F8-broj ureza sjemene ljuske u sjemenku F9-duzina najduis}:egnggzii sjemene ljuske u
Regresija Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P
Ukupno 0,003117 0,0341 Ukupno 0,00531 0,0057 Ukupno 0,013387 <0,0001 Ukupno 0,011214 < 0,0001
G1 0,008559 0,0223 G1 0,001316 0,3711 G1 0,00082 0,4802 Gl 0,001554 0,331
G2 0,000001 0,9843 G2 0,063204 < 0,0001 G2 0,000003 0,9762 G2 0,000031 0,9265
G3 0,069848 <0,0001 G3 0,001609 0,3477 G3 0,055805 < 0,0001 G3 0,032398 < 0,0001
Homogen. lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa <0,0001 S*Grupa <0,0001 S*Grupa <0,0001 S*Grupa 0,0014
ANCOVA lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) < 0,0001 Tlo (S) 0,0148 Tlo (S) 0,0066 Tlo (S) 0,0233
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Tablica 23. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki ploda (F1-F5) i S06 (krupni pijesak). Grupe uzoraka: G1—-maruni; G2-hibridna stabla;
G3—divlja stabla.

Fl-masa ploda F2—visina ploda F3-S$irina ploda F4—debljina ploda F5—duzina hiluma
Regresija | |7yor var, | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 90179 | <00001 | oo | 0,0000 | 0,7618 | Ukupno | 0,0193 | <0,0001 | Ukupno | 0,0144 | <0,0001 | Ukupno | 0,0068 | 0,0018
Gl 0,008 | 04745 Gl 0,0007 | 05078 Gl 0,0002 | 07277 Gl 0,0000 | 0,9287 Gl 0,0010 | 04472
G2 00238 | 0,0097 G2 0,0069 | 0,1659 G2 00130 | 0,572 G2 0,227 | 00116 G2 0,0007 | 0,6564
G3 00362 | <0,0001 | 3 0,0123 | 0,0091 G3 00524 | <00001 | G3 0,039 | <00001 | G3 0,0310 | <0,0001
Homogen. | |,yor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
s*Grupa | 00125 S*Grupa | 0,0104 S*Grupa | < 0,0001 S*Grupa | 0,0028 S*Grupa | < 0,0001
ANCOVA lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P
Grupa | <0.0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001
Tlo(s) | <00001 Tlo(s) | 01595 Tlo(S) | <0,0001 Tlo(S) | 0,0009 Tlo(s) | 0,0138

Tablica 24. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu Cetiri istrazivane znacajke ploda (F6—F9) i S06 (krupni pijesak). Grupe uzoraka: Gl—maruni; G2-hibridna stabla;
G3—divlja stabla.

F6—sirina hiluma F7-broj sjemenki F8-broj ureza sjemene ljuske u sjemenku F9-duzina najduis}:egnggzii sjemene ljuske u
Regresija Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P
Ukupno 0,0082 0,0006 Ukupno 0,001839 0,1038 Ukupno 0,001027 0,2243 Ukupno 0,000068 0,7542
Gl 0,0002 0,7025 Gl 0,003558 0,1412 Gl 0,003107 0,1692 Gl 0,000655 0,5281
G2 0,0038 0,3041 G2 0,005091 0,234 G2 0,005869 0,2012 G2 0,008631 0,1209
G3 0,0143 0,005 G3 0,000621 0,5598 G3 0,029612 <0,0001 G3 0,004245 0,127
Homogen. Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa 0,11 S*Grupa 0,221 S*Grupa 0,0002 S*Grupa 0,1455
ANCOVA lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) 0,0165 Tlo (S) 0,1502 Tlo (S) 0,0361 Tlo (S) 0,2972
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Tablica 25. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki ploda (F1-F5) i S07 (sitni pijesak). Grupe uzoraka: Gl-maruni; G2-hibridna stabla; G3—

divlja stabla.
Fl-masa ploda F2—visina ploda F3-Sirina ploda F4—debljina ploda F5—duzina hiluma
Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0022044 | <0,0001 | uyhno | 0,001974 | 0,0919 | Ukupno | 0,016217 | <0,0001 | Ukupno | 0,016101 | <0,0001 | Ukupno | 0,009233 | 0,0003
Gl 0040403 | <0,0001 | 4 0,014604 | 0,0028 Gl 0,018572 | 0,0007 Gl 0,019703 | 0,0005 Gl 0,020321 | 0,0004
G2 0069332 | <0,0001 | @, 0,007555 | 0,1469 G2 0,018857 | 0,0215 G2 0,036598 | 0,0013 G2 0,021565 | 0,0139
G3 0017216 | 0,002 G3 0,046206 | <0,0001 |  G3 0,038766 | <0,0001 |  G3 0,031529 | <0,0001 |  G3 0,003448 | 0,1691
Homogen. Izvor var. P lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
s*Grupa | 0:0108 S*Grupa | < 0,0001 S*Grupa | 0,4309 S*Grupa | 0,2135 S*Grupa | 0,2926
ANCOVA lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P
Grupa | <0.0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001
Tlo(s) | <0.0001 Tlo(s) | 00975 Tlo(S) | <0,0001 Tlo(S) | <0,0001 Tlo(S) | 0,0001

Tablica 26. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu Cetiri istrazivane znacajke ploda (F6—F9) i SO7 (sitni pijesak). Grupe uzoraka: Gl—-maruni; G2-hibridna stabla;
G3—divlja stabla.

F6—sirina hiluma F7-broj sjemenki F8-broj ureza sjemene ljuske u sjemenku F9-duzina najduis}:egnggzii sjemene ljuske u
Regresija Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P
Ukupno 0,000749 0,2994 Ukupno 0,000545 0,3759 Ukupno 0,000695 0,3175 Ukupno 0,000179 0,6124
G1 0,014941 0,0025 G1 0,000043 0,8721 G1 0,010038 0,0133 Gl 0,002679 0,2017
G2 0,007936 0,137 G2 0,000088 0,876 G2 0,049561 0,0002 G2 0,010405 0,0884
G3 0,004364 0,1218 G3 0,003342 0,1758 G3 0,00373 0,1526 G3 0,000585 0,5712
Homogen. lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa 0,0039 S*Grupa 0,8166 S*Grupa <0,0001 S*Grupa 0,1133
ANCOVA lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) 0,2159 Tlo (S) 0,3757 Tlo (S) 0,3586 Tlo (S) 0,5245
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Tablica 27. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki ploda (F1-F5) i SO8 (krupni prah). Grupe uzoraka: Gl—-maruni; G2-hibridna stabla; G3—

divlja stabla.
Fl-masa ploda F2—visina ploda F3-S$irina ploda F4—debljina ploda F5—duzina hiluma
Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0004341 10,0124 | ;hno | 0,007261 | 0,002 | Ukupno | 0,011453 | <0,0001 | Ukupno | 0,018061 | <0,0001 | Ukupno | 0,024334 | <0,0001
Gl 000882 | 0,0203 Gl 0,001253 | 0,3828 Gl 0,005828 | 0,0595 Gl 0,000225 | 0,7116 Gl 0,001599 | 0,3241
G2 0,039236 | 0,0009 G2 0,013333 | 0,0536 G2 0,103211 | <0,0001 | G2 0,07662 | <0,0001 | G2 0,07237 | <0,0001
G3 0,015305 | 0,0037 G3 0,003395 | 0,1724 G3 0,017486 | 0,0019 G3 0,028236 | <0,0001 |  G3 0,042721 | <0,0001
Homogen. lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa | <0.0001 S*Grupa | 0,3081 S*Grupa | < 0,0001 S*Grupa | <0,0001 S*Grupa | < 0,0001
ANCOVA lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P
Grupa | <00001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001
Tlos) | 93203 Tlo(s) | 0,0305 Tlo(S) | 0,0059 Tlo(S) | <0,0001 Tlo(S) | <0,0001

Tablica 28. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu Cetiri istrazivane znacajke ploda (F6-F9) i SO8 (krupni prah). Grupe uzoraka: Gl—-maruni; G2—-hibridna stabla;
G3—divlja stabla.

F6—$irina hiluma F7-broj sjemenki F8-broj ureza sjemene ljuske u sjemenku F9-duzina najdalis?egr#gﬁii sjemene ljuske
Regresija Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P
Ukupno 0,015759 < 0,0001 Ukupno 0,004866 0,0081 Ukupno 0 0,9817 Ukupno 0,000011 0,9001
G1 0 0,9893 Gl 0,000043 0,8712 Gl 0,000517 0,5753 Gl 0,000086 0,8192
G2 0,119437 <0,0001 G2 0,04252 0,0005 G2 0,001997 0,4564 G2 0,008547 0,1228
G3 0,017228 0,002 G3 0,001822 0,3177 G3 0,013785 0,0058 G3 0,008801 0,0278
Homogenost lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa <0,0001 S*Grupa <0,0001 S*Grupa 0,0134 S*Grupa 0,0412
ANCOVA lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) < 0,0001 Tlo (S) 0,0121 Tlo (S) 0,3619 Tlo (S) 0,4364
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Tablica 29. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki ploda (F1-F5) i S09 (sitni prah). Grupe uzoraka: G1-maruni; G2-hibridna stabla; G3—

divlja stabla.
Fl-masa ploda F2—visina ploda F3-Sirina ploda F4—debljina ploda F5—duzina hiluma
Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0003938 | 00172 | yuynno | 0,000026 | 0,8479 | Ukupno | 0,004758 | 0,0088 | Ukupno | 0,000305 | 0,5081 | Ukupno | 0,006947 | 0,0015
Gl 0005311 | 0,0721 Gl 0,020922 | 0,0098 Gl 0,007568 | 0,0317 Gl 0,001239 | 0,3854 Gl 0,005464 | 0,0681
G2 0,000103 | 0,8655 G2 0,003865 | 0,2999 G2 0,000942 | 0,6091 G2 0,004612 | 0,2574 G2 0,009676 | 0,1005
G3 0028893 | <0,0001 | 3 0,00174 | 0,3289 G3 0,032978 | <0,0001 |  G3 0,012836 | 0,0078 G3 0,013294 | 0,0068
Homogen. lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P lzvor var. P
s*Grupa | 0:0252 S*Grupa | 0,0344 S*Grupa | 0,0013 S*Grupa | 0,051 S*Grupa | 0,1797
ANCOVA lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P
Grupa | <00001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001
Tlo (S) 0,002 Tlo(S) | 05564 Tlo(s) | 0,0007 Tlo(S) | 0,2566 Tlo(S) | 0,0007

Tablica 30. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu Cetiri istrazivane znacajke ploda (F6—F9) i S09 (sitni prah). Grupe uzoraka: G1—maruni; G2-hibridna stabla; G3—

divlja stabla.
F6—sirina hiluma F7-broj sjemenki F8-broj ureza sjemene ljuske u sjemenku F9-duzina najduis}:egnggzii sjemene ljuske u
Regresija Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P
Ukupno 0,00329 0,0295 Ukupno 0,00033 0,4909 Ukupno 0,010746 < 0,0001 Ukupno 0,006133 0,0029
G1 0,008219 0,0252 G1 0,001031 0,4286 G1 0,000775 0,4924 Gl 0,003403 0,1501
G2 0,001096 0,5811 G2 0,000071 0,8881 G2 0,057865 < 0,0001 G2 0,009806 0,0982
G3 0,005693 0,0771 G3 0,001159 0,4255 G3 0,018767 0,0013 G3 0,012818 0,0079
Homogen. lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa 0,7115 S*Grupa 0,9638 S*Grupa 0,0012 S*Grupa 0,3693
ANCOVA lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) 0,0075 Tlo (S) 0,3562 Tlo (S) <0,0001 Tlo (S) 0,0019

69



Tablica 31. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki ploda (F1-F5) i S10 (glina). Grupe uzoraka: Gl-maruni; G2-hibridna stabla; G3—divlja

stabla.
Fl-masa ploda F2—visina ploda F3-S$irina ploda F4—debljina ploda F5—duzina hiluma
Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0007043 | 00014 | uynno | 0,000854 | 0,2677 | Ukupno | 0,010912 | <0,0001 | Ukupno | 0,022261 | <0,0001 | Ukupno | 0,006506 | 0,0022
Gl 0,004074 | 01153 Gl 0,006452 | 0,0474 Gl 0,007849 | 0,0287 Gl 0,00004 | 0,8762 Gl 0,002321 | 0,2348
G2 0053093 | <0,0001 | @, 0,040321 | 0,0007 G2 0,088848 | <0,0001 | G2 0,115136 | <0,0001 | G2 0,017296 | 0,0278
G3 000733 | 0,0448 G3 0,004663 | 0,1097 G3 0,015517 | 0,0034 G3 0,031232 | <0,0001 |  G3 0,022448 | 0,0004
Homogen. lzvor var. P lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa | <0.0001 S*Grupa | 0,0001 S*Grupa | < 0,0001 S*Grupa | < 0,0001 S*Grupa | 0,0001
ANCOVA lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P lzvor var. P
Grupa | <0.0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001
Tlos) | 02118 Tlo(S) | 03843 Tlo(S) | 0,0323 Tlo(S) | <0,0001 Tlo(s) | 0,0252

Tablica 32. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu Cetiri istrazivane znacajke ploda (F6-F9) i S10 (glina). Grupe uzoraka: G1-maruni; G2-hibridna stabla; G3—

divlja stabla.
F6—sirina hiluma F7-broj sjemenki F8-broj ureza sjemene ljuske u sjemenku F9-duzina najduis}:egnggzii sjemene ljuske u
Regresija Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. R-kvadrat P
Ukupno 0,005133 0,0065 Ukupno 0,001024 0,2248 Ukupno 0,003697 0,021 Ukupno 0,004084 0,0153
G1 0,003255 0,1593 G1 0,000013 0,9305 G1 0,007908 0,0281 Gl 0,005706 0,0622
G2 0,043822 0,0004 G2 0,004142 0,2832 G2 0,016299 0,0327 G2 0,00005 0,9058
G3 0,005466 0,0832 G3 0,007399 0,0438 G3 0,006632 0,0563 G3 0,000119 0,7989
Homogen. lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa <0,0001 S*Grupa 0,2019 S*Grupa 0,0035 S*Grupa 0,5152
ANCOVA lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) 0,1449 Tlo (S) 0,1725 Tlo (S) 0,1821 Tlo (S) 0,12
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Promatraju li se interakcije izmedu znacajki lista 1 parametara tla, svi uzorci zajedno
diferencirali su se u 71 par interakcija (tablice 33-52). Parametar SO1 imao je znacajne
interakcije sa svih 10 lisnih znacajki, dok su S02 i S05 imali svaki po devet interakcija. Najnizi
broj interakcija utvrden je za S04, sa samo tri znacajne interakcije. S druge strane, najnizi broj
znacajnih interakcija u lisnih znaéajki utvrden je za L08, sa samo pet interakcija. Opcenito
gledano, parametri vezani za granulometrijski sastav pokazali su manji broj interakcija (S06,
S08, S09, S10), posebice kada je rije¢ o znaajkama vezanim za oblik lista.

Usporedujuci znacajke listova sa znaCajkama plodova, grupiranje lisnih znacajki
pokazalo je vecu varijabilnost. LO3, L04 i L05 (duzina i Sirina plojke) grupirale su G1 i G3
zajedno, za gotovo sve interakcije s a parametrima tla, time ukazujuci na slicnost ovih dviju
grupa, za razliku od grupe hibridnih stabala (G2), kao i na u odredenoj mjeri izrazen utjecaj na
parametre tla. LO1 1 LO2 diferencirali su sve tri grupe. Znacajke LO1, L02 1 LO7 razdijelile su
sve tri grupe, dok je veéina drugih znacajki varirala u razdjeljivanju uzoraka u dvije ili tri grupe,
ovisno o interakcijama s odredenim, individualnim parametrima tla. Lisna znacajka LO8, s

druge strane, grupirala je sve uzorke u jednu grupu, odnosno nije diferencirala niti jedno stablo.
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Tablica 33. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki lista (L01-L05) i SO1 (pH-vrijednost u H>O). Grupe uzoraka: Gl1—-maruni; G2-hibridna
stabla; G3—divlja stabla.

LO1-povrsina plojke

L02—koeficijent oblika

L03—duzina plojke

L04-maksimalna $irina plojke

L05-duzina plojke mjerena od
osnove plojke do mjesta najvece
Sirine plojke

Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P lzvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0062 | <0.0001 | ;o | 0021504 | <0,0001 | Ukupno | 0,026467 | <0,0001 | Ukupno | 0,063054 | <0,0001 | Ukupno | 0,033924 | <0,0001
Gl 0,043 | <00001 Gl 0,006858 | 0,0409 Gl 0012304 | 0,0061 Gl 0,050908 | <0,0001 Gl 0021023 | 0,0003
G2 0112 | <0,0001 G2 | 0005420 | 0219 G2 | 0075576 | <0,0001 G2 | 0104753 | <0,0001 G2 | 0070645 | <0,0001
G3 0074 | <0,0001 G3 | 0013652 | 00061 G3 | 0035132 | <0,0001 G3 | 0075997 | <0,0001 G3 | 0046914 | <0,0001
Homogen. Izvor var. P Izvor var. P lzvor var. P lzvor var. P Izvor var. P
S*Grupa | < 90001 S*Grupa | 0,0294 S*Grupa | 0,0003 S*Grupa | <0,0001 S*Grupa | 0,0008
ANCOVA Izvor var. P Izvor var. P lzvor var. P lzvor var. P Izvor var. P
Grupa | <0000 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001 Grupa | <0,0001
Tlo(s) | <0001 Tlo(s) | 0,004 Tlo(s) | <0,0001 Tlo(s) | <0,0001 Tlo(s) | <0,0001

Tablica 34. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki lista (LO6-L10) i SO1 (pH-vrijednost u H,O). Grupe uzoraka: G1-maruni; G2-hibridna
stabla; G3—divlja stabla.

L067§irinadpl?j ke mj erena na >0 % L07-sirina pl?j ke mj erena na 90 % L08-lisni kut na 10 % duzine plojke | LO09-lisni kut na 90 % duzine plojke L10-duzina peteljke
uzine plojke duzine plojke
Regresija Izvor var. R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno 0,064874 | <0,0001 Ukupno | 0,044232 | <0,0001 Ukupno | 0,001235 0,1826 Ukupno | 0,007404 0,0011 Ukupno | 0,006096 0,003
Gl 0,054145 | <0,0001 Gl 0,041335 | <0,0001 Gl 0,003997 0,1188 Gl 0,01103 0,0094 Gl 0,017386 0,0011
G2 0,104098 | <0,0001 G2 0,039689 0,0008 G2 0,006915 0,1652 G2 0,000673 0,6655 G2 0,028059 0,0049
G3 0,075653 | <0,0001 G3 0,046156 | <0,0001 G3 0,000449 0,62 G3 0,00395 0,141 G3 0,005434 0,0841
Homogen. Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa <0,0001 S*Grupa 0,0003 S*Grupa 0,2096 S*Grupa 0,3245 S*Grupa 0,0027
ANCOVA Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa <0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa 0,1455 Grupa 0,0002 Grupa < 0,0001
Tlo (S) < 0,0001 Tlo (S) <0,0001 Tlo (S) 0,2463 Tlo (S) 0,0098 Tlo (S) 0,009
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Tablica 35. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki lista (LO1-L05) i S02 (pH-vrijednost u CaCly). Grupe uzoraka: G1-maruni; G2-hibridna
stabla; G3—divlja stabla.

LO1-povrsina plojke

L02—koeficijent oblika

L03—duzina plojke

L04-maksimalna $irina plojke

L05—duzina plojke mjerena od
osnove plojke do mjesta najvece
Sirine plojke

Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno 0,057661 | <0,0001 Ukupno 0,02457 < 0,0001 Ukupno 0,023382 | <0,0001 Ukupno 0,059233 | <0,0001 Ukupno 0,03083 < 0,0001
Gl 0,048133 < 0,0001 Gl 0,010796 0,0102 Gl 0,014122 0,0033 Gl 0,055513 <0,0001 Gl 0,025516 <0,0001
G2 0,096169 | <0,0001 G2 0,032288 0,0025 G2 0,052212 0,0001 G2 0,091028 | <0,0001 G2 0,040746 0,0007
G3 0,062172 | <0,0001 G3 0,013458 0,0065 G3 0,028311 | <0,0001 G3 0,064601 | <0,0001 G3 0,036991 | <0,0001
Homogen. Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa 0,0001 S*Grupa 0,0075 S*Grupa 0,0079 S*Grupa 0,0003 S*Grupa 0,0317
ANCOVA | lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) <0,0001 Tlo (S) < 0,0001 Tlo (S) <0,0001 Tlo (S) <0,0001 Tlo (S) <0,0001

Tablica 36. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki lista (L06—L10) i S02 (pH-vrijednost u CaCl,). Grupe uzoraka: G1-maruni; G2-hibridna
stabla; G3—divlja stabla.

LO6-sirina plojke mjerena na 50 %
duzine plojke

L07-sirina plojke mjerena na 90 %
duzine plojke

L08-lisni kut na 10 % duzine plojke

L09-lisni kut na 90 % duzine plojke

L10-duzina peteljke

Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno 0,06143 <0,0001 Ukupno | 0,040701 | <0,0001 Ukupno | 0,001666 0,1216 Ukupno | 0,009033 0,0003 Ukupno | 0,007058 0,0014
Gl 0,058808 | <0,0001 Gl 0,045232 | <0,0001 Gl 0,003444 0,1477 Gl 0,011036 0,0094 Gl 0,019984 0,0005
G2 0,097811 | <0,0001 G2 0,03418 0,0019 G2 0,001207 0,5626 G2 0,000809 0,6356 G2 0,050485 0,0001
G3 0,062957 | <0,0001 G3 0,038713 | <0,0001 G3 0,000841 0,4974 G3 0,005764 0,0752 G3 0,006353 0,0618
Homogen. Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa 0,0007 S*Grupa 0,004 S*Grupa 0,5617 S*Grupa 0,6384 S*Grupa 0,0002
ANCOVA | lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa 0,149 Grupa 0,0002 Grupa <0,0001
Tlo (S) <0,0001 Tlo (S) < 0,0001 Tlo (S) 0,1663 Tlo (S) 0,0024 Tlo (S) 0,0031
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Tablica 37. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki lista (LO1-L05) i SO3 (ukupni N). Grupe uzoraka: G1-maruni; G2-hibridna stabla; G3—

divlja stabla.
L05—duzina plojke mjerena od
LO1-povrsina plojke L02—koeficijent oblika L03—duzina plojke L04-maksimalna $irina plojke osnove plojke do mjesta najvece
Sirine plojke
Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0,017149 | <0,0001 Ukupno | 0,003343 0,0282 Ukupno | 0,005556 0,0047 Ukupno | 0,018247 | <0,0001 Ukupno | 0,015261 | <0,0001
Gl 0,011713 0,0075 Gl 0,003313 0,1557 Gl 0,001735 0,3044 Gl 0,010751 0,0104 Gl 0,024882 <0,0001
G2 0,016114 0,0337 G2 0,002271 0,427 G2 0,005307 0,2243 G2 0,022511 0,012 G2 0,001815 0,4778
G3 0,050521 | <0,0001 G3 0,040168 | <0,0001 G3 0,02257 0,0004 G3 0,053546 | <0,0001 G3 0,013595 0,0062
Homogen. Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa 0,0008 S*Grupa <0,0001 S*Grupa 0,0204 S*Grupa 0,0004 S*Grupa 0,5184
ANCOVA | lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) <0,0001 Tlo (S) 0,0016 Tlo (S) 0,0036 Tlo (S) <0,0001 Tlo (S) <0,0001

Tablica 38. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki lista (L06-L10) i SO3 (ukupni N). Grupe uzoraka: Gl-maruni; G2-hibridna stabla; G3—

divlja stabla.
L06-Sirina plojke mjcvena na 30% | - LO7-Sirina plojke mietenana 90% | gg jisni kut na 10 % duzine plojke | L09-lisni kut na 90 % duzine plojke L10-duzina peteljke
uzine plojke uzine plojke
Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0,017379 | <0,0001 Ukupno | 0,006597 0,002 Ukupno | 0,004699 0,0093 Ukupno | 0,011782 | <0,0001 Ukupno | 0,036512 | <0,0001
Gl 0,009554 0,0157 Gl 0,018917 0,0007 Gl 0,005568 0,0655 Gl 0,008473 0,023 Gl 0,049528 | <0,0001
G2 0,020614 0,0162 G2 0,000022 0,9383 G2 0,006407 0,1817 G2 0,011959 0,0677 G2 0,05233 0,0001
G3 0,055167 | <0,0001 G3 0,009142 0,0249 G3 0,004113 0,1331 G3 0,027666 | <0,0001 G3 0,030636 | <0,0001
Homogen. Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa 0,0002 S*Grupa 0,3279 S*Grupa 0,8986 S*Grupa 0,0346 S*Grupa 0,0963
ANCOVA Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa 0,0943 Grupa <0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) <0,0001 Tlo (S) 0,0006 Tlo (S) 0,0073 Tlo (S) < 0,0001 Tlo (S) <0,0001
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Tablica 39. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki lista (LO1-L05) i S04 (organski C). Grupe uzoraka: Gl-maruni; G2-hibridna stabla; G3—

divlja stabla.
L05—duzina plojke mjerena od
LO1-povrsina plojke L02—koeficijent oblika L03—duzina plojke L04-maksimalna $irina plojke osnove plojke do mjesta najvece
Sirine plojke
Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0,001036 0,2222 Ukupno | 0,002155 0,0782 Ukupno | 0,000108 0,6939 Ukupno | 0,001003 0,2297 Ukupno | 0,002965 0,0388
Gl 0,00225 0,2421 Gl 0,000886 0,463 Gl 0,000101 0,8044 Gl 0,002099 0,2585 Gl 0,016004 0,0017
G2 0,016687 0,0307 G2 0,003525 0,3222 G2 0,011628 0,0716 G2 0,013892 0,0488 G2 0,027116 0,0057
G3 0,018652 0,0013 G3 0,033389 | <0,0001 G3 0,009411 0,0229 G3 0,018593 0,0013 G3 0,003301 0,1785
Homogen. Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa 0,0006 S*Grupa <0,0001 S*Grupa 0,0166 S*Grupa 0,0009 S*Grupa 0,0016
ANCOVA | lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) 0,1141 Tlo (S) 0,0254 Tlo (S) 0,5492 Tlo (S) 0,1123 Tlo (S) 0,0199

Tablica 40. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki lista (L06—-L10) i S04 (organski C). Grupe uzoraka: Gl—-maruni; G2-hibridna stabla; G3—

divlja stabla.
L06-Sirina plojke rajevena na 30% | - LO7-Sirina plojke mietena na 90% | gg jisni kut na 10 % duzine plojke | L09-lisni kut na 90 % duzine plojke L10-duzina peteljke
uzine plojke uzine plojke
Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0,000988 0,2332 Ukupno | 0,000043 0,804 Ukupno | 0,001756 0,112 Ukupno | 0,005356 0,0055 Ukupno | 0,020465 | <0,0001
Gl 0,001386 0,3587 Gl 0,005919 0,0576 Gl 0,000726 0,5065 Gl 0,002038 0,2656 Gl 0,050441 | <0,0001
G2 0,013095 0,0558 G2 0,039266 0,0009 G2 0,009698 0,1001 G2 0,007456 0,1496 G2 0,004846 0,2456
G3 0,021181 0,0006 G3 0,002686 0,2249 G3 0,00196 0,3 G3 0,018644 0,0013 G3 0,012148 0,0097
Homogen. Izvor var. P Izvor var. P lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa 0,0006 S*Grupa 0,0002 S*Grupa 0,5403 S*Grupa 0,0358 S*Grupa 0,4515
ANCOVA Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa 0,1243 Grupa <0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) 0,1104 Tlo (S) 0,6221 Tlo (S) 0,1208 Tlo (S) 0,0048 Tlo (S) <0,0001
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Tablica 41. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki lista (LO1-L05) i SO5 (ukupni N/organski C). Grupe uzoraka: G1-maruni; G2-hibridna
stabla; G3—divlja stabla.

L05—duzina plojke mjerena od
LO1-povrsina plojke L02—koeficijent oblika L03—duzina plojke L04-maksimalna $irina plojke osnove plojke do mjesta najvece
Sirine plojke
Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno 0,06398 <0,0001 Ukupno | 0,000353 0,4763 Ukupno | 0,031992 | <0,0001 Ukupno | 0,066464 | <0,0001 Ukupno | 0,036758 | <0,0001
Gl 0,036692 < 0,0001 Gl 0,000548 0,5638 Gl 0,016803 0,0013 Gl 0,025956 <0,0001 Gl 0,014289 0,0031
G2 0,239042 | <0,0001 G2 0,000398 0,7396 G2 0,117696 | <0,0001 G2 0,260401 | <0,0001 G2 0,167707 | <0,0001
G3 0,096493 | <0,0001 G3 0,013741 0,0059 G3 0,03906 <0,0001 G3 0,109022 | <0,0001 G3 0,041628 | <0,0001
Homogen. Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa < 0,0001 S*Grupa 0,0108 S*Grupa 0,0017 S*Grupa <0,0001 S*Grupa 0,0003
ANCOVA | lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) <0,0001 Tlo (S) 0,0784 Tlo (S) <0,0001 Tlo (S) <0,0001 Tlo (S) <0,0001

Tablica 42. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki lista (LO6-L10) i SO5 (ukupni N/organski C). Grupe uzoraka: G1-maruni; G2-hibridna
stabla; G3—divlja stabla.

LO6-sirina plojke mjerena na 50 %
duzine plojke

L07-sirina plojke mjerena na 90 %
duzine plojke

L08-lisni kut na 10 % duzine plojke

L09-lisni kut na 90 % duzine plojke

L10-duzina peteljke

Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0,062218 | <0,0001 Ukupno | 0,028403 | <0,0001 Ukupno | 0,003014 0,0372 Ukupno | 0,005112 0,0066 Ukupno | 0,010482 | <0,0001
Gl 0,02963 <0,0001 Gl 0,017241 0,0012 Gl 0,011914 0,007 Gl 0,011425 0,0082 Gl 0,00229 0,2379
G2 0,237397 | <0,0001 G2 0,158256 | <0,0001 G2 0,000713 0,6565 G2 0,00197 0,4594 G2 0,081906 | <0,0001
G3 0,099572 | <0,0001 G3 0,027763 | <0,0001 G3 0,003665 0,1562 G3 0,012656 0,0083 G3 0,043914 | <0,0001
Homogen. Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa <0,0001 S*Grupa < 0,0001 S*Grupa 0,1307 S*Grupa 0,1676 S*Grupa < 0,0001
ANCOVA | lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa 0,0453 Grupa <0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) <0,0001 Tlo (S) < 0,0001 Tlo (S) 0,0125 Tlo (S) 0,0008 Tlo (S) 0,0003

76




Tablica 43. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki lista (LO1-L05) i S06 (krupni pijesak). Grupe uzoraka: G1-maruni; G2-hibridna stabla;
G3—divlja stabla.

L05—duzina plojke mjerena od
LO1-povrsina plojke L02—koeficijent oblika L03—duzina plojke L04-maksimalna $irina plojke osnove plojke do mjesta najvece
Sirine plojke
Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0,001537 0,137 Ukupno 0,0123 <0,0001 Ukupno | 0,006518 0,0022 Ukupno | 0,000015 0,8851 Ukupno | 0,000036 0,8188
Gl 0,000042 0,8727 Gl 0,003546 0,1418 Gl 0,007059 0,038 Gl 0,002953 0,1801 Gl 0,000955 0,4461
G2 0,00193 0,4641 G2 0,017327 0,0276 G2 0,00105 0,5893 G2 0,004457 0,2656 G2 0,000451 0,7236
G3 0,000362 0,6562 G3 0,003287 0,1794 G3 0,003591 0,1605 G3 0,001023 0,454 G3 0,009006 0,026
Homogen. Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa 0,7677 S*Grupa 0,3075 S*Grupa 0,8007 S*Grupa 0,2602 S*Grupa 0,077
ANCOVA | lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) 0,6386 Tlo (S) 0,0083 Tlo (S) 0,0129 Tlo (S) 0,3864 Tlo (S) 0,3906

Tablica 44. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki lista (L0O6—L10) i S06 (krupni pijesak). Grupe uzoraka: Gl—-maruni; G2—hibridna stabla;
G3—divlja stabla.

L06-Sirina plojke rajevena na 30% | - LO7-Sirina plojke mietena na 90% | gg jisni kut na 10 % duzine plojke | L09-lisni kut na 90 % duzine plojke L10-duzina peteljke
uzine plojke uzine plojke
Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0,000005 0,9296 Ukupno | 0,000602 0,3522 Ukupno | 0,003759 0,02 Ukupno | 0,003019 0,0371 Ukupno | 0,036988 | <0,0001
Gl 0,002728 0,1977 Gl 0,004862 0,0853 Gl 0,010531 0,0112 Gl 0,020937 0,0003 Gl 0,049001 | <0,0001
G2 0,005743 0,2062 G2 0,001261 0,554 G2 0,010329 0,0896 G2 0,001681 0,4944 G2 0,000348 0,7561
G3 0,001852 0,3138 G3 0,010038 0,0188 G3 0,000085 0,8292 G3 0,00011 0,8064 G3 0,080533 | <0,0001
Homogen. Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa 0,2073 S*Grupa 0,09 S*Grupa 0,1616 S*Grupa 0,0533 S*Grupa < 0,0001
ANCOVA Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa 0,0935 Grupa <0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) 0,3311 Tlo (S) 0,0277 Tlo (S) 0,0155 Tlo (S) 0,0103 Tlo (S) <0,0001
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Tablica 45. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki lista (LO1-L05) i SO7 (sitni pijesak). Grupe uzoraka: Gl—maruni; G2-hibridna stabla; G3—

divlja stabla.
L05—duzina plojke mjerena od
LO1-povrsina plojke L02—koeficijent oblika L03—duzina plojke L04-maksimalna $irina plojke osnove plojke do mjesta najvece
Sirine plojke
Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0,004331 0,0125 Ukupno | 0,013098 | <0,0001 Ukupno 0,00701 0,0015 Ukupno | 0,000675 0,3246 Ukupno | 0,000376 0,4624
Gl 0,023695 0,0001 Gl 0,034723 | <0,0001 Gl 0,006337 0,0494 Gl 0,014793 0,0026 Gl 0,005567 0,0655
G2 0,053165 | <0,0001 G2 0,021504 0,014 G2 0,064757 | <0,0001 G2 0,039191 0,0009 G2 0,020924 0,0154
G3 0,002793 0,2159 G3 0,015793 0,0032 G3 0,001698 0,3347 G3 0,012495 0,0087 G3 0,005544 0,081
Homogen. Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P lzvor var. P Izvor var. P
S*Grupa < 0,0001 S*Grupa 0,6646 S*Grupa 0,0128 S*Grupa <0,0001 S*Grupa 0,0046
ANCOVA Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa <0,0001 Grupa <0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) 0,0058 Tlo (S) < 0,0001 Tlo (S) 0,0009 Tlo (S) 0,2595 Tlo (S) 0,4243

Tablica 46. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki lista (L06—L10) i SO7 (sitni pijesak). Grupe uzoraka: Gl—-maruni; G2-hibridna stabla; G3—

divlja stabla.
L06-Sirina plojke mierena na 30 % | LO7-Sirina plojke mjerenana 90.% |\ og_ioni kut na 10 % duzine plojke | L09-lisni kut na 90 % duzine plojke L10-duzina petelike
uzine plojke uzine plojke
Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0,000569 0,3657 Ukupno | 0,000166 0,6247 Ukupno | 0,000458 0,417 Ukupno | 0,000583 0,3599 Ukupno | 0,041505 | <0,0001
Gl 0,017794 0,001 Gl 0,020847 0,0003 Gl 0,007747 0,0297 Gl 0,006866 0,0408 Gl 0,022199 0,0002
G2 0,038448 0,001 G2 0,003692 0,311 G2 0,027281 0,0056 G2 0,017927 0,0251 G2 0,006314 0,1849
G3 0,01562 0,0033 G3 0,020453 0,0008 G3 0,008384 0,0318 G3 0,007006 0,0498 G3 0,084321 | <0,0001
Homogen. Izvor var. P Izvor var. P lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa | <0,0001 S*Grupa | <0,0001 S*Grupa 0,0005 S*Grupa 0,0025 S*Grupa 0,0012
ANCOVA Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa <0,0001 Grupa <0,0001 Grupa 0,1188 Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) 0,2936 Tlo (S) 0,6832 Tlo (S) 0,4262 Tlo (S) 0,3848 Tlo (S) < 0,0001
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Tablica 47. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istraZivanih znacajki lista (LO1-L05) i SO8 (krupni prah). Grupe uzoraka: Gl1-maruni; G2-hibridna stabla; G3—

divlja stabla.
L05—duzina plojke mjerena od
LO1-povrsina plojke L02—koeficijent oblika L03—duzina plojke L04-maksimalna $irina plojke osnove plojke do mjesta najvece
Sirine plojke
Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0,007566 0,001 Ukupno | 0,000117 0,6816 Ukupno | 0,027029 | <0,0001 Ukupno | 0,003289 0,0296 Ukupno | 0,015503 | <0,0001
Gl 0,011309 0,0086 Gl 0,000403 0,6205 Gl 0,049773 <0,0001 Gl 0,001061 0,4219 Gl 0,038733 <0,0001
G2 0,000012 0,954 G2 0,077065 | <0,0001 G2 0,016919 0,0296 G2 0,000093 0,8723 G2 0,000992 0,5998
G3 0,016031 0,0029 G3 0,023504 0,0003 G3 0,014269 0,005 G3 0,016588 0,0025 G3 0,004486 0,1167
Homogen. Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa 0,1875 S*Grupa <0,0001 S*Grupa 0,6279 S*Grupa 0,0534 S*Grupa 0,082
ANCOVA Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) 0,0003 Tlo (S) 0,4376 Tlo (S) <0,0001 Tlo (S) 0,024 Tlo (S) <0,0001

Tablica 48. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki lista (L06-L10) i SO8 (krupni prah). Grupe uzoraka: G1—maruni; G2—hibridna stabla; G3—

divlja stabla.
L06-Sirina plojke mjerena na 0% | - LO7-Sirina plojke mjcrena na 90 % -\ | g jisni kut na 10 % duzine plojke | LO9-lisni kut na 90 % duZine plojke L10-duzina petelike
uzine plojke uzine plojke
Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0,002391 0,0636 Ukupno 0,00093 0,2474 Ukupno | 0,022533 | <0,0001 Ukupno | 0,026865 | <0,0001 Ukupno | 0,010159 0,0001
Gl 0,000316 0,6612 Gl 0,001207 0,3918 Gl 0,043554 | <0,0001 Gl 0,06345 <0,0001 Gl 0,026926 | <0,0001
G2 0,001149 0,5722 G2 0,01918 0,0204 G2 0,018245 0,0238 G2 0,061118 | <0,0001 G2 0,027852 0,0051
G3 0,017674 0,0018 G3 0,01759 0,0018 G3 0,003196 0,1856 G3 0,000003 0,9652 G3 0,000872 0,4895
Homogen. Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P lzvor var. P Izvor var. P
S*Grupa 0,0199 S*Grupa 0,0002 S*Grupa 0,091 S*Grupa 0,0004 S*Grupa 0,2005
ANCOVA Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa <0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa 0,2633 Grupa 0,0001 Grupa < 0,0001
Tlo (S) 0,0541 Tlo (S) 0,1317 Tlo (S) <0,0001 Tlo (S) < 0,0001 Tlo (S) <0,0001
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Tablica 49. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki lista (LO1-L05) i S09 (sitni prah). Grupe uzoraka: G1-maruni; G2-hibridna stabla; G3—

divlja stabla.
L05—duzina plojke mjerena od
LO1-povrsina plojke L02—koeficijent oblika L03—duzina plojke L04-maksimalna $irina plojke osnove plojke do mjesta najvece
Sirine plojke
Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0,019285 | <0,0001 Ukupno | 0,000368 0,4671 Ukupno | 0,013248 | <0,0001 Ukupno | 0,013588 | <0,0001 Ukupno | 0,023033 | <0,0001
Gl 0,030891 < 0,0001 Gl 0,003022 0,1751 Gl 0,049562 <0,0001 Gl 0,005482 0,0676 Gl 0,028251 <0,0001
G2 0,031728 0,0028 G2 0,010696 0,0841 G2 0,001153 0,5715 G2 0,036795 0,0013 G2 0,02444 0,0088
G3 0,002099 0,2835 G3 0,017716 0,0018 G3 0,000415 0,6334 G3 0,011476 0,0119 G3 0,011107 0,0134
Homogen. Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa 0,3486 S*Grupa 0,0002 S*Grupa 0,0011 S*Grupa 0,1397 S*Grupa 0,9631
ANCOVA | lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) <0,0001 Tlo (S) 0,0884 Tlo (S) <0,0001 Tlo (S) <0,0001 Tlo (S) <0,0001

Tablica 50. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacéajki lista (L06—L10) i S09 (sitni prah). Grupe uzoraka: Gl-maruni; G2-hibridna stabla; G3—

divlja stabla.
L06-Sirina plojke mjerena na 0% | - LO7-Sirina plojke mjcrena na 90 % -\ | g jisni kut na 10 % duzine plojke | LO9-lisni kut na 90 % duZine plojke L10-duzina petelike
uzine plojke duzine plojke
Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0,013342 | <0,0001 Ukupno | 0,010301 0,0001 Ukupno | 0,001459 0,1473 Ukupno 0,0002 0,5917 Ukupno | 0,026141 | <0,0001
Gl 0,005661 0,0633 Gl 0,005956 0,0568 Gl 0,001611 0,3223 Gl 0,009412 0,0165 Gl 0,003247 0,1598
G2 0,032875 0,0023 G2 0,037015 0,0012 G2 0,036336 0,0014 G2 0,032969 0,0023 G2 0,020503 0,0165
G3 0,012351 0,0091 G3 0,003291 0,1792 G3 0,008098 0,0349 G3 0,004728 0,1072 G3 0,092079 | <0,0001
Homogen. Izvor var. P lzvor var. P Izvor var. P lzvor var. P Izvor var. P
S*Grupa 0,2058 S*Grupa 0,0892 S*Grupa 0,0039 S*Grupa 0,0003 S*Grupa | <0,0001
ANCOVA Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa <0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa 0,1103 Grupa < 0,0001 Grupa < 0,0001
Tlo (S) <0,0001 Tlo (S) 0,0006 Tlo (S) 0,1362 Tlo (S) 0,6974 Tlo (S) <0,0001
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Tablica 51. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki lista (LO1-L05) i S10 (glina). Grupe uzoraka: Gl-maruni; G2-hibridna stabla; G3—divlja
stabla.

L05—duzina plojke mjerena od
LO1-povrsina plojke L02—koeficijent oblika L03—duzina plojke L04-maksimalna $irina plojke osnove plojke do mjesta najvece
Sirine plojke
Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0,016096 | <0,0001 Ukupno | 0,006819 0,0017 Ukupno | 0,009809 0,0002 Ukupno 0,00793 0,0007 Ukupno | 0,006761 0,0018
Gl 0,01852 0,0008 Gl 0,000034 0,8855 Gl 0,029171 <0,0001 Gl 0,001531 0,3347 Gl 0,009369 0,0168
G2 0,054065 | <0,0001 G2 0,104056 | <0,0001 G2 0,001413 0,5311 G2 0,06837 <0,0001 G2 0,020813 0,0157
G3 0,0005 0,6009 G3 0,016004 0,003 G3 0,000625 0,5584 G3 0,000428 0,6282 G3 0,000832 0,4998
Homogen. Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa 0,0052 S*Grupa <0,0001 S*Grupa 0,012 S*Grupa 0,0009 S*Grupa 0,0739
ANCOVA | lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) 0,0002 Tlo (S) 0,4375 Tlo (S) 0,0025 Tlo (S) 0,0203 Tlo (S) 0,015

Tablica 52. Rezultati ANCOVA analize. Interakcije izmedu pet istrazivanih znacajki lista (L06-L10) i S10 (glina). Grupe uzoraka: Gl—-maruni; G2-hibridna stabla; G3—divlja
stabla.

L06-Sirina plojke mierena na 0% | LO7-Sirina plojke mjerenana 90% |\ og_ioni kut na 10 % duzine plojke | L09-lisni kut na 90 % duzine plojke L10-duzina petelike
uzine plojke uzine plojke
Regresija Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P Izvor var. | R-kvadrat P
Ukupno | 0,008226 0,0006 Ukupno | 0,003795 0,0194 Ukupno | 0,003834 0,0188 Ukupno | 0,002477 0,059 Ukupno 0,00108 0,2127
Gl 0,002558 0,2122 Gl 0,001212 0,3907 Gl 0,000104 0,8013 Gl 0,002585 0,2098 Gl 0,001062 0,4217
G2 0,071337 | <0,0001 G2 0,075314 | <0,0001 G2 0,021727 0,0136 G2 0,052779 0,0001 G2 0,0333 0,0022
G3 0,000947 0,4715 G3 0,016181 0,0028 G3 0,009191 0,0246 G3 0,002611 0,2316 G3 0,000033 0,8936
Homogen. Izvor var. P Izvor var. P lzvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
S*Grupa 0,001 S*Grupa | <0,0001 S*Grupa 0,1037 S*Grupa 0,0007 S*Grupa 0,0233
ANCOVA Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P Izvor var. P
Grupa <0,0001 Grupa <0,0001 Grupa 0,1395 Grupa < 0,0001 Grupa <0,0001
Tlo (S) 0,0188 Tlo (S) 0,3378 Tlo (S) 0,023 Tlo (S) 0,1801 Tlo (S) 0,4371
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4.2.9. Analiza glavnih sastavnica (eng. principal component analysis, PCA)

Analiza glavnih sastavnica na temelju devet znacajki ploda pokazala je kako je prva

glavna sastavnica (PC1) objasnila 53,19 % ukupne varijabilnosti, dok je druga glavna

sastavnica (PC2) objasnila 21,36 % (tablica 53). Osim toga, obje su sastavnice imale svojstvene

vrijednosti vece od 1, odnosno 4,79 i 1,92. Visoko znacajne korelacije (vrijednost veéa od 0,7)

utvrdene su izmedu prve glavne sastavnice (PC1) i znacajki F1-F6, te izmedu druge glavne

sastavnice (PC2) i F81i F9.

Tablica 53. Pearsonov koeficijent korelacija izmedu devet morfoloskih znacajki plodova te
vrijednosti prvih dviju glavnih sastavnica. Znacajke ploda: F1-masa ploda; F2—visina ploda;
F3-sirina ploda; F4—debljina ploda; F5—duzina hiluma; F6-Sirina hiluma; F7-broj sjemenki;
F8-broj ureza sjemene ljuske i endokarpa u sjemenku; F9—duzina najduzeg ureza sjemene

ljuske i endokarpa u sjemenku.

Znacaika Glavna sastavnica (PC)

PC1 PC2

F1 0,949 -0,026

F2 0,804 -0,031

F3 0,944 -0,081

F4 0,941 -0,069

F5 0,811 0,296

F6 0,864 0,232

F7 -0,087 -0,347

F8 -0,198 0,905

F9 -0,110 0,910
Svojstvena vrijednost 4,79 1,92
% varijance 53,19 21,36
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PC analiza provedena za 10 znacajki lista dala je sli¢ne rezultate, s PC1 odgovornom
za 54,53 %, i PC2 za 26,39 % ukupne varijabilnosti (tablica 54). Prve su dvije sastavnice imale
svojstvene vrijednosti ve¢e od 1, odnosno vrijednost od 5,45 i 2,64. Nadalje PC1 je visoko
korelirala sa zna¢ajkama LO1 i LO3-L07, dok je PC2 sli¢no visoko korelirala sa znacajkama

LO8 i LOO.

Tablica 54. Pearsonov koeficijent korelacija izmedu 10 morfoloskih znacajki lista te
vrijednosti prvih dviju glavnih sastavnica. Znacajke listova: LOl-povrSina lista; L02—
koeficijent oblika; LO3—duzina lisne plojke; LO4—maksimalna Sirina plojke; LO5—duzina lisne
plojke mjerena od osnove plojke do tocke najvece Sirine plojke; LO6—Sirina lisne plojke na 50
% duzine; LO7—Sirina lisne plojke na 90 % duzine; LO8—Kut koji zatvaraju glavna zila te linija
koja spaja osnovu plojke s to¢kom na rubu plojke, na 10 % duzine; L09—kut koji zatvaraju
glavna zila te linija koja spaja osnovu plojke s tockom na rubu plojke, na 25 % duzine; L10-
duzina peteljke.

Znacaika Glavna sastavnica (PC)
PC1 PC2
LO1 0,968 -0,151
L02 0,500 0,357
LO03 0,763 -0,586
LO4 0,968 0,049
LO5 0,864 -0,411
LO6 0,971 0,080
LO7 0,883 0,174
LO8 0,009 0,880
L09 0,242 0,923
L10 -0,468 -0,557
Svojstvena vrijednost 5,45 2,64
% varijance 54,53 26,39
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PC analiza za 10 parametara tla utvrdila je kako prve Cetiri sastavnice imaju Svojstvenu
vrijednost vecu od 1 (tablica 55). Prve dvije sastavnice opisuju 31,19 % i 17,97 % ukupne
varijabilnosti. Znac¢ajne su pak korelacije, s vrijednostima iznad 0,7, zabiljezene izmedu PC1 i
parametara S01-S03, te izmedu PC2 i parametra SO7. Treca glavna sastavnica bila je u visokoj
pozitivnoj korelaciji sa S09 te u negativnoj sa S10. Vrijednost koeficijenta korelacije visa od

0,7 utvrdena je i izmedu Cetvrte glavne sastavnice i parametra S04.

Tablica 55. Pearsonov koeficijent korelacija izmedu 10 pedoloskih parametara tla vrijednosti
prvih Cetiriju glavnih sastavnica. Parametri: SO1-pH-vrijednost u H20; S02—pH-vrijednost u
otopini CaClz; S03—postotni udio ukupnog dusika; SO4—postotni udio organskog ugljika; SO5—
postotni udio ukupnog dusika/postotni udio organskog ugljika; SO6—krupni pijesak; SO7-sitni
pijesak; SO8—krupni prah; S09-sitni prah; S10-glina.

Parametar Glavna sastavnica (PC)
PC1 PC2 PC3 PC4
S01 0,814 -0,320 0,222 -0,249
S02 0,839 -0,331 0,195 -0,200
S03 0,745 0,183 -0,023 0,618
S04 0,572 0,363 0,005 0,720
S05 -0,554 0,439 0,040 0,148
S06 0,536 0,596 0,208 -0,396
S07 0,044 0,824 0,081 -0,347
S08 -0,404 0,041 0,212 0,323
S09 -0,317 -0,380 0,749 0,199
S10 0,104 -0,214 -0,958 0,0087
Svojstvena vrijednost 3,12 1,80 1,66 1,45
% varijance 31,19 17,97 16,62 14,46

Rezultati analize glavnih sastavnica ukazali su na razdvajanje triju geneticki zasebnih
grupa, s obzirom na morfoloske karakteristike ploda (slika 11) i lista (slika 12), stavljajuci
hibridna stabla (G2) u sredinu, izmedu maruna (G1) i divljih stabala (G3), te ih djelomi¢no
preklapajuc¢i. Nadalje, kada se u obzir uzmu pedoloski parametri (slika 13) nije utvrdeno

grupiranje uzoraka prema njihovom geografskom porijeklu.
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Slika 11. Graficki prikaz analize glavnih sastavnica (PCA), na temelju devet morfoloskih
znacajki ploda. Znacajke ploda: F1-masa ploda; F2—visina ploda; F3—Sirina ploda; F4—debljina
ploda; F5—duzina hiluma; F6—Sirina hiluma; F7-broj sjemenki; F8—broj ureza sjemene ljuske i
endokarpa u sjemenku; F9—duzina najduzeg ureza sjemene ljuske i endokarpa u sjemenku.
Grupe stabala: G1-maruni; G2-hibridna stabla; G3—divlja stabla. Lokacije uzorkovanja: P1—
Lovrin; P2—-Lovran; P3—Cres.
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Slika 12. Graficki prikaz analize glavnih sastavnica (PCA), na temelju 10 morfoloskih znacajki
lista. Znacajke: Znacajke lista: LO1l—povrsina lista; L02—koeficijent oblika; LO3—duzina lisne
plojke; LO4—maksimalna Sirina plojke; LO5—duZina lisne plojke mjerena od osnove plojke do
tocke najvece Sirine plojke; L06-Sirina lisne plojke na 50 % duZine; LO7—Sirina lisne plojke na
90 % duzine; LO8—kut koji zatvaraju glavna zila te linija koja spaja osnovu plojke s tockom na
rubu plojke, na 10 % duZzine; L0O9—kut koji zatvaraju glavna Zila te linija koja spaja osnovu
plojke s to¢kom na rubu plojke, na 25 % duzine; L10—duzina peteljke. Grupe stabala: G1-
maruni; G2-hibridna stabla; G3-divlja stabla. Lokacije uzorkovanja: P1-Lovrin; P2—-Lovran;
P3—Cres.
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Slika 13. Graficki prikaz analize glavnih sastavnica (PCA), na temelju 10 pedoloskih
parametara tla. Parametri tla: Parametri: SO1-pH-vrijednost u H20; S02—pH-vrijednost u
otopini CaCly; SO3—postotni udio ukupnog dusika; SO4—postotni udio organskog ugljika; SO5—
postotni udio ukupnog dusika/postotni udio organskog ugljika; SO6—krupni pijesak; SO7-sitni
pijesak; SO8—krupni prah; S09-sitni prah; S10—glina. Grupe stabala: G1-maruni; G2-hibridna
stabla; G3-divlja stabla. Lokacije uzorkovanja: P1-Lovrin; P2—Lovran; P3—Cres.

4.2.10. Mantel test

Mantel test je primijenjen izmedu matrica genetickih, morfoloskih (za list i plod) te
pedoloskih udaljenosti izmedu istraZivanih jedinki. Statisticki znacajne korelacije utvrdene su
izmedu genetickih i morfoloskih udaljenosti za list (r = 0,094; Pwmanter = 0,039), a jo$ vise
vrijednosti utvrdene su izmedu genetickih i morfoloskih udaljenosti za plod (r = 0,275,
Pmantet = 0,001). Pedoloski parametri, ipak, nisu se pokazali znacajnima naspram genetickih (r
=-0,116, Pmanter = 0,996) ili morfoloskih (list i plod) (r = -0,053, Pmante = 0,125); (r = -0,012,
Pmantet = 0,610) matrica. Nadalje, statisticki znaCajna korelacija nije utvrdena izmedu

morfoloskih matrica za list i za plod (r = 0,010, Pmantel = 0,392).
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4.2.11. Diskriminantna analiza

Koristenjem diskriminantne analize, ¢etiri od 10 morfoloskih znacajki (debljina ploda
(F4), duzina najduzeg ureza sjemene ljuske i endokarpa u sjemenku (F9), koeficijent oblika
lista (L2), te Sirina lisne plojke na 50 % duzine (L06)) odabrane su kao najbolji faktori
diskriminacije izmedu istrazivanih grupa G1, G2 i G3 (tablica 56). Diskriminantna analiza,
temeljena na 10 morfometrijskih znacajki lista i ploda demonstrirala je uspjesnost klasifikacije
od 84,03 %. Jedinke u G1 bile su to¢no klasificirane u najvisem postotku (95,08 %), dok su
jedinke u G2 bile to¢no klasificirane u najmanjem postotku (57,14 %). To¢nost klasifikacije
stabala u G3 iznosila je 85,45 %. Niti jedno stablo u G1 nije pogresno klasificirano u G3, dok

su pogresno klasificirane jedinke unutar G2 bile podjednako raspodijeljene izmedu G1 i G3.

Tablica 56. Diskriminantna analiza. F3-Sirina ploda; F4—debljina ploda; F5—duzina hiluma;
F6-Sirina hiluma; F7-broj sjemenki; F9—duZina najduzeg ureza sjemene ljuske i endokarpa u
sjemenku; LO1-povrsina lista; L02—koeficijent oblika; L0O3—duzina lisne plojke; L06-Sirina
lisne plojke na 50 % duzine.

Znacajka | Partial R-kvadrat | F-vrijednost P(F Wilksova Lambda P (Lambda)
F4 0,487 67,00 el 0,513 ekl
F9 0,266 25,43 el 0,376 ekl

L02 0,186 15,92 ekl 0,306 el
LO6 0,097 7,39 ekl 0,276 el
F6 0,088 6,62 ** 0,252 falall
F3 0,039 2,79 * 0,242 falall
F5 0,075 5,48 wx 0,224 flelal
F7 0,038 2,68 * 0,215 xxx
LO1 0,032 2,22 ns 0,208 xxx
LO03 0,056 3,90 * 0,197 xxx

*** znaCajan pri P < 0,001, ** znacajan pri 0,001 < P < 0,01, * znacajan pri 0,01 < P < 0,05, ns oznacava
neznacajne vrijednosti (P > 0,05)
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Diskiminantnom analizom (slika 14) utvrdena je jasna diferencijacija na temelju 10
morfoloskih znacajki izmedu G1 i G3, duz prve osi, koja je odgovarala za 83,78 % ukupne
varijabilnosti. Duz iste osi, jasan intermedijarni trend hibridnih jedinki iz G2 je uoc€ljiv. Duz
druge osi, koja je odgovarala ostatku varijabilnosti od 15,22 %, uodljiv je trend grupiranja
hibridnih jedinki u gornjemu dijelu dijagrama. Ovo je grupiranje duz prve osi prvenstveno
rezultat svojstava vezanih uz veli¢inu plodova, uz svojstvo duzine najduzeg ureza sjemene
ljuske i endokarpa u sjemenku (F9). Duz druge osi, isti je slucaj sa znacajkama vezanim uz

oblik i veli¢inu lista.
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Slika 14. Diskriminantna analiza triju grupa stabala (G1-maruni; G2-hibridna stabla; G3—
divlja stabla), za 10 morfoloskih znacajki ploda 1 lista. Svako stablo oznaceno je malim
kruzicem (Gl-zeleno; G2—narancasto, G3—crveno), dok su baricentri svake grupe prikazani
veéim kruZi¢em. F3—Sirina ploda; F4—debljina ploda; F5—duzina hiluma; F6—Sirina hiluma; F7—
broj sjemenki; F9-duzina najduzeg ureza sjemene ljuske i endokarpa u sjemenku; LO1-
povrsina lista; L02—koeficijent oblika; LO3—duzina lisne plojke; LO6-Sirina lisne plojke na
50 % duzine.
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4.3. Rezultati istrazivanja multielementne analize jestivog dijela ploda kestena i tla

4.3.1. Multielementna karakterizacija jestivog dijela ploda kestena

Multielementni sastav jestivog dijela ploda kestena (sjemenki) analiziran je na razini
sveukupnog uzorka, kao i na razini pojedine grupe (tablica 57). Za analizu je bilo odabrano 28
elemenata, pri ¢emu ih je 18 kvantificirano (Al, Cd, Ca, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni,
P, Sr, Ti, Tl, V, Zn), dok je za deset elemenata u analiziranim uzorcima bilo moguce konstatirati
da su prisutni u koncentracijama koje su ispod njihovih detekcijskih granica (As, B, Ba, Be,
Cr, Li, Pb, S, Sh, Se). Promatra li se pet makroelemenata, samo je sumpor (S) bio ispod razine
detekcije, dok su ostala Cetiri elementa imala slijedece srednje vrijednosti (izrazene kao mg/kg
suhe mase sjemenki): Ca (5267), K (137300), Mg (5952) i P (10470). S druge strane, svih je
sedam mikroelemenata bilo mjerljivo, sa slijede¢im srednjim vrijednostima: Fe (96,2), Mn
(481), Zn (101), Cu (57,1), Mo (0,365) i Ni (12,7), svima iskazanim kao mg/kg suhe mase
sjemenki. Na razini pojedine grupe (G1, G2 i G3), makroelementi su se iskazali najvisim
vrijednostima u G3 (Ca, Mg, P) i G2 (K), dok su najnize vrijednosti Ca i Mg utvrdene u G1, a
najnize vrijednosti K i P u G3, odnosno G2. Obrnuti je trend primije¢en za mikroelemente, s
ve¢inom najniZih srednjih vrijednosti izmjerenih u G3 (Co, Cu, Fe, Mo), dok je vec¢ina najvisih
vrijednosti izmjerena u G1 (Co, Cu, Fe, Zn, Mo). Grupa G2 bila je definirana prevladavajuce
intermedijarnim vrijednostima.

ANOVA je pokazala kako 11 od 18 mjerenih elemenata u sjemenkama ima statisticki
znacajno razli€ite vrijednosti izmedu triju grupa (G1, G2, G3). Vrijednosti elemenata Co, Ni,
P, Ti, Cd, Mo, i Tl nisu bile znacajne, dok su tri elementa, Ca, Mg i Sr, mogla razlikovati sve
tri grupe. S druge strane, vrijednosti Al, Co, Cu, Ti i Mo smjestile su G2 izmedu G1 i G3, dok
su se prema njima G1 i G3 grupirale zajedno. Sli¢an je trend primijeen i za G3, koja se
izdvojila od G1 i G2 prema vrijednostima K, dok se niti jedna grupa nije izdvojila prema

vrijednostima Zn. Nadalje, G1 se izdvojila od G2 i G3, promatraju li se vrijednosti Fe, Mni V.
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Tablica 57. Srednje vrijednosti (M), standardne devijacije (SD), minimalne (Min) i maksimalne (Max)
vrijednosti udjela (razina) 18 determiniranih elemenata u tragovima u uzorcima sjemenki, iskazanih kao
mg/kg osusenog sjemena. Rezultati su izracunati na razini grupe G1-maruni; G2—hibridna stabla; G3—
divlja stabla) te sumarno.

Gl G2 G3 Sveukupno

Element
M SD M SD M SD M SD Min Max

Al 27,228 | 16,70 | 34,78"8 | 16,44 | 41,14 | 24557 | 32,90 | 19,89 | 5,73 117
Ca 4731¢ | 740,11 | 53428 | 983,66 | 61334 1472 5267 1194 | 2478 9439
Co 0,88~ 0,57 0,75"8 0,48 0,6078 0,59 0,77 0,56 0,01 3,64

Cd 0,447 0,39 0,444 0,20 0,417 0,15 0,43 0,30 0,01 2,16

Co 0,88~ 0,57 0,75"8 0,48 0,618 0,59 0,77 0,56 0,02 3,64

Cu 60,24~ | 11,02 | 55,1748 | 12,60 | 53,29% | 10,60 | 57,08 | 11,66 | 29,56 | 86,44

Fe 106,90* | 22,58 | 87,008 | 20,51 | 85,61 | 20,66 | 96,15 | 23,79 | 33,16 | 172,79

K 143600” | 36494 | 144069” | 44365 | 1203938 | 16450 | 137342 | 35916 | 93990 | 261100

Mg 5508¢ | 719,75 | 6018® | 872,50 | 6668~ | 762,14 | 5952 | 907,97 | 2677 8385

Mn 396,608 | 229,05 | 524,29~ | 201,84 | 589,45 | 172,48 | 481,04 | 223,43 | 95,72 | 1060

Mo 0,446 | 0,458 | 0,354 | 0,433 | 0,233®% | 0,367 | 0,365 | 0,435 | 0,059 | 2,26

Ni 11,28* | 6,86 13,584 6,91 14,234 7,16 12,65 7,03 3,68 33,74

P 10390 | 1663 | 10270~ | 1980 | 10803* | 2658 | 10474 | 2051 | 4909 | 17750

Sr 2,56¢ 0,62 3,508 1,14 4,314 1,59 3,27 1,32 0,88 7,92
Ti 1,398 1,03 1,5818 0,94 1,894 1,03 1,57 1,03 0,02 4,07
TI 1,044 1,07 1,224 0,98 1,001 0,81 1,07 0,98 0,04 4,74
\ 0,708 0,92 1,464 1,95 1,844 1,76 1,20 1,55 0,17 7,54

Zn 103,81 | 16,30 | 95,108 | 16,22 | 99,80 | 1522 | 100,56 | 16,27 | 51,29 | 158,75

Srednje su vrijednosti oznacene razlic¢itim slovima, s obzirom na stupanj znacajnosti u ANOVA analizi,
pri P <0,05.

4.3.2. Multielementna analiza uzoraka tla

Multielementni sastav tla detektiran je pomo¢i istih 28 elemenata, no samo je njih 14
kvantificirano (tablica 58). Na ukupnom uzorku, srednje vrijednosti etiriju makroelemenata
detektiranih u tlu bile su slijedece (izrazene kao mg/kg suhe mase tla): Ca (3985), K (8977),

Mg (5179) i P (499). Elementni sastav takoder je detektiran za svih sedam mikroelemenata, sa
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slijede¢im srednjim vrijednostima, iskazanim kao mg/kg suhe mase tla: Fe (44637), Mn (1219),
Zn (115), Cu (69,7) i Ni (74,1).

Tablica 58. Srednje vrijednosti (M), standardne devijacije (SD), minimalne (Min) i maksimalne (Max)
vrijednosti udjela (razina) 14 detektiranih elemenata u uzorcima tla, iskazanih kao mg/kg zrakosuhog
tla. Rezultati su izracunati na razini grupe (Gl—maruni; G2-hibridna stabla; G3—divlja stabla) te
sumarno.

Gl G2 G3 Sveukupno
Element
M SD M SD M SD M SD Min Max
Al 61989 | 10730 | 63235 | 14010 | 57879 | 15546 | 61167 | 13097 | 10500 | 98930
Ca 4113 2034 3932 1488 3810 1617 3985 1795 1410 9661

Co 23,21 3,96 28,15 4,15 30,10 5,53 26,32 541 12,41 | 42,65

Cu 69,64 | 20,76 | 69,01 | 19,01 | 70,46 | 28,73 | 69,71 | 22,68 | 33,54 | 174,23

Fe 42763 | 8527 | 46813 | 11437 | 45953 | 15600 | 44637 | 11620 | 26670 | 94760

K 8771 2850 9338 4339 9012 3675 8977 3478 3120 | 23470

Mg 5974 1685 4817 1212 4117 | 837,66 | 5179 1594 2759 12550

Mn 967,19 | 314,34 | 1416 | 642,27 | 1482 | 543,62 | 1219 | 534,15 | 308,56 | 2979

Ni 74,14 | 33,99 77,31 | 3565 | 71,21 | 29,66 | 74,12 | 33,13 | 39,05 | 191,27

P 519,46 | 242,11 | 506,91 | 102,62 | 456,00 | 115,66 | 498,94 | 186,35 | 187,14 | 1409
Sr 59,89 | 19,95 | 64,39 | 1893 | 56,84 | 13,34 | 60,16 | 18,20 | 25,79 | 128,01

Ti 2267 | 424,80 | 2477 | 368,50 | 2481 | 482,64 | 2377 | 438,91 | 1111 4272

\Y 21519 | 90,85 | 246,74 | 92,30 | 216,78 | 61,23 | 223,40 | 84,65 | 98,71 | 523,55

Zn 123,73 | 34,12 | 108,15 | 27,18 | 105,21 | 41,61 | 114,81 | 35,68 | 69,52 | 270,90

4.3.3. Korelacije

Za multielementni sastav sjemenki, sveukupno su utvrdene 82 statisticki znacajne
korelacije izmedu elemenata. Korelacije su uglavnom bile slabe (< 0,5), s 12 umjereno jakih
(0,5-0,7) korelacija, od kojih je jedna bila negativna, a 11 pozitivnih. Jake su korelacije (> 0,7)
utvrdene za samo dva para elemenata, Cui P te Mo i V.

Promatraju li se korelacije vrijednosti elementnog sastava u uzorcima tla, sveukupno je
54 od 91 moguce korelacije bilo znacajno. Veéina je korelacija bila slaba, osim sedam
korelacija, od kojih je Sest bilo pozitivnih (Fe i V, Fe i Ni, Ki Mn,PiK,NiiVteZniTi),a
jedna negativna (Mg i Co).
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Korelacije izmedu elemenata u uzorcima tla i sjemenki analizirane su te su pokazale
gotovo podjednak broj pozitivnih i negativnih korelacija. Na sveukupnom uzorku, znacajne su
korelacije utvrdene za Co, Mn, Mg, Sr, 1 Zn, s tri negativne korelacije: Co (r = —0,193,;
P =0,021), Mg (r = —0,277; P = 0,001) i Sr (r = —0,203; P = 0,015). Unutar grupe makro- i
mikroelemenata, znacajne su korelacije utvrdene za Mg (r =-0,277; P =0,001), Mn (r = 0,425;
P <0,001)iZn (r=0,382; P <0,001).

Na razini pojedinih grupa, grupa G1 imala je samo dvije znacajne korelacije, pozitivihu
za Zn (r = 0,259; P = 0,033) te negativnu za Sr (r = —0,362; P = 0,002). Grupa G2 imala je tri
znaCajne korelacije, i to sve tri unutar grupe makro- I mikroelemenata, s pozitivnim
korelacijama za Mn (r = 0,565; P = 0,000), P (r =0,364; P =0,032) i Zn (r =0,541; P = 0,001).
Grupa G3 okarakterizirana je najviSim brojem znacajnih korelacija (Al, Ca, P, V, Zn), te dvije

negativne korelacije, za Ca (r = —0,321; P = 0,047) i V (r = —0,412; P = 0,010).

4.3.4. Analiza kovarijance (ANCOVA)

ANCOVA je provedena samo za one elemente koji su bili izmjereni i u tlu i u
sjemenkama (parovi uzoraka). Sveukupno, 14 od 18 elemenata zadovoljilo je te kriterije, s
osam elemenata koji su pokazali statisti¢ki znacajne razlike (Al, V, Ca, K, Mg, Sr, Cu, Mn).
Nadalje, tri su elementa bila karakterizirana homogenim regresijskim nagibima (V, Ca, P). Sve
tri su grupe (G1, G2, G3) bile razlikovane trima elementima, Ca, Mg, i Sr. Osim toga, G2 se
grupiralas G1is G3, gledaju li se vrijednosti Al i Cu. S druge strane, G1 se razdvojila od druge

dvije grupe prema Fe i V, dok se G3 odvojila od drugih grupa prema vrijednostima za K.

4.3.5. Diskriminantna analiza

Jedanaest od 28 odredivanih elemenata u sjemenkama pokazale su se zna¢ajnima u
razlikovanju izmedu triju istrazivanih grupa (G1, G2, G3). Najjaca diskriminiraju¢a snaga
utvrdena je za mikroelement Fe te makroelement Mg, s vrijednostima djelomi¢ne Wilksove
lambde od 0,603, odnosno od 0,525 (tablica 59). Znacajnosti drugih elemenata, u padajuéem
rasporedu, su: K, Ca, Al, Cd, Na, Ni, Cu, Mo te Zn.
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Tablica 59. Rezultati diskriminantne analize.

Faktor Partial R- F-vrijednost P (F) Wilksova P (Lambda)
kvadrat Lambda

Fe 0,113 8,770 0,000 0,603 <0,0001
Mg 0,129 10,120 < 0,0001 0,525 <0,0001
K 0,053 3,790 0,025 0,497 <0,0001
Ca 0,056 4,020 0,020 0,469 <0,0001
Al 0,081 5,910 0,003 0,434 <0,0001
Cd 0,057 4,010 0,020 0,409 <0,0001
Na 0,041 2,830 0,062 0,393 <0,0001
Ni 0,036 2,460 0,090 0,379 <0,0001
Cu 0,030 2,010 0,138 0,367 <0,0001
Mo 0,029 1,950 0,146 0,357 <0,0001
Zn 0,030 1,990 0,141 0,346 <0,0001

Klasifikacijska funkcija to¢no je klasificirala 69,01 % istrazivanih stabala u tri

geneticke grupe (G1, G2, G3), s najviSim brojem toc¢no klasificiranih stabala u grupi G1

(86,76 %) te najmanjim brojem to¢no klasificiranih u grupi G2 (40,00 %).

Varijanca duz prve osi objasnila je 89,25 % varijabilnosti, dok je preostalih 10,75 %

bilo objasnjeno duz druge osi. Graficki prikaz diskriminantne analize (slika 15) pokazuje

razdvajanje grupa G1 i G3, koje su pokazale samo manje preklapanje. Grupa G2, s druge strane,

pozicionirala se intermedijarno, s nesto ve¢im preklapanjem s obje grupe, G1 1 G3.
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Slika 15. Graficki prikaz diskriminantne analize, za 11 elemenata u tragovima u sjemenkama
kestena (tablica 19). Tri su grupe oznacene razli¢itim bojama: grupa G1 (maruni) — crveno;
grupa G2 (hibridna stabla) — narancasto; grupa G3 (divlja stabla) — zeleno. Svako stablo
oznaceno je malim kruZi¢em, dok su baricentri svake grupe prikazani ve¢im kruZic¢em.
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5. Rasprava

5.1. Geneti¢ka raznolikost maruna

Dobiveni rezultati potvrdili su visoku ucinkovitost gSSR i EST-SSR markera u
opisivanju geneticke raznolikosti pitomog kestena, kao $to je objavljeno i u ranijim radovima
za divlje populacije (Beccaro i sur. 2012; Fernandez-Cruz i Fernandez- Lopez 2016; Martin i
sur. 2010a; Poljak i sur. 2017) i kultivare (Martin i sur. 2010, 2016, 2017; Pereira-Lorenzo i
sur. 2010; Begh¢ i sur. 2013; Torello Marinoni i sur 2013; Fernandez-Cruz i Fernandez- Lopez
2016; Alessandri i sur. 2022). Najinformativniji, odnosno najmanje informativni gSSR lokus
bio je CsCAT3 (PIC = 0,785), odnosno EMCs15 (PIC = 0,013), sto je bilo i ocekivano, s
obzirom na iste rezultate u prijaSnjim istrazivanjima (Pereira-Lorenzo i sur. 2010, 2017; Martin
i sur. 2012; Alessandri i sur. 2022). Vrijednosti Na dobivene u ovome istrazivanju (8,67 za
gSSR i 3,78 za EST-SSR) nalaze se unutar raspona podataka za juznu Europu za obje grupe
markera, gSSR i EST-SSR (Marinoni i sur. 2003; Martin i sur. 2010, 2016, 2017; Pereira-
Lorenzo i sur. 2010; Begh¢ i sur. 2013; Alessandri i sur. 2022), s rasponima podataka 4,75—
13,25, odnosno 0,78-4,00. Razlike u podacima izmedu gSSR i EST-SSR grupa markera
potjecu iz razli¢itih podrucja genoma koje oni procjenjuju. Dok se SSR markeri nalaze na
intronima ili nekodiraju¢im regijama DNA, EST-SSR markeri su svojstveno vezani za pojedini
funkcionalni gen (Zhou i sur. 2015). EST-SSR markeri su konzervativniji zbog povezanosti s
odredenim genom, te su zbog toga financijski 1 vremenski isplativiji nacin istraZzivanja
geneticke raznolikosti na jednome genu ili raznolikosti povezane uz jedan gen. Za razliku od
toga, ucestalost u genomu, jednostavna reprodukcija 1 visoki polimorfizam gSSR markera ¢ini
ih posebice prikladnim za karakterizaciju germplazme, identifikaciju kultivara i analizu
roditeljskih odnosa (Varshney i sur. 2005; Zhou i sur. 2015; Parthiban i sur. 2018; Huang i sur.
2020).

Iako su na pocetku ovog istrazivanja smatrane vo¢njacima, populacije P1 i P3 pokazale
su razine geneticke raznolikosti sli¢nije onima u divljim populacijama nego voénjacima, s
razinama odekivane i zabiljezene heterozigotnosti slitnim onima objavljenim u Spanjolskoj
(Martin i sur. 2010; Mattioni i sur. 2013; Fernandez-Cruz i Fernandez- Lopez 2016) i
Svicarskoj (Beccaro i sur. 2012), te nesto nizim od onih u Bugarskoj (Lusini i sur. 2014), Ttaliji
(Mattioni i sur. 2013) i Gr¢koj (Martin i sur. 2010a). U usporedbi s populacijama iz Male Azije
i Crnog mora, koje su karakterizirane visokom genetickom varijabilno$¢u, kao posljedicom

bivanja na kontaktnoj zoni izmedu dvaju glacijalnih refugija (Villani i sur. 1999; Mattioni i
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sur. 2013), vrijednosti u ovome istrazivanju bile su razumljivo nize. Kao posljedica zapustanja
zemljista u 20. stolje¢u (Beghe i sur. 2013; Poljak i sur. 2016), ovi su vo¢njaci napusteni i u
najvecoj su mjeri zarasli prirodnom vegetacijom. Priljev divljih gena povecao je raznolikost
ovih populacija te su danas P1 i P3 geneticki bliskije divljim populacijama nego kultiviranim
nasadima. Iako su jedinke klonalnog podrijetla pronadene u P3, vecina vidljivo cijepljenih
stabala bila je mrtva i, zajedno s nedostatkom novocijepljenih stabala, ukazala je na to da su
ova cijepljena stabla najvjerojatnije zadnja stabla iz nekadasnjeg kultiviranog nasada.
Napustanje zemljista ovih razmjera u proslosti je dokazano utjecalo na spontanu obnovu
krajobraza te povratak divljine, posebice u Mediteranskom bazenu (Plieninger i sur. 2013), te
je u sinergiji s razliitostima u stani$nim uvjetima, zasigurno utjecalo na razinu geneticke
raznolikosti zabiljezenu u P1 i P3.

Za razliku od naturaliziranog stanja u populacijama P1 i P3, populacija P2 pokazala je
nisku razinu geneticke raznolikosti, slicnu onoj u vo¢njacima. Izrazit ljudski utjecaj i dulje
razdoblje vegetativnog razmnoZzavanja prisutni u P2 najvjerojatnije su odrzali nisku geneticku
raznolikost te populacije, kao $to su u prijaSnjem istrazivanju naveli Mattioni i sur. (2013).
Vecina ovih voénjaka na podru¢ju Lovrana u vlasnistvu je i kultivaciji lokalnih obitelji, a
znanje o tehnikama cijepljenja 'Lovranskog Maruna' prenosi se generacijama (Tumpa i sur.
2021). Ovo je vidljivo u visokome broju klonalnih genotipova, sa 70 jedinki koje su pripadale
genotipu MOO1 i grupi genotipova M002-MO005. Niska alelna raznolikost u P2 nadalje je
ilustrirana sa samo 13 jedinstvenih genotipova pronadenih u ovoj populaciji, kao 1 veoma
niskim vrijednostima indeksa genotipskog bogatstva (0,195) i Simpsonovog komplementnog
indeksa (0,388). Ovi podaci sugeriraju kako je podru¢je Lovrana ishodi$na zona kultivacije
maruna u Sjevernojadranskoj regiji, iz kojeg se kultura kestena proSirila u Lovrin 1 na Cres,
iako u manjoj mjeri.

Rezultati AMOVA-e ukazali su na to da je 89,17 % ukupne varijance pripisano
varijabilnosti unutar populacija, dok se samo 10,83 % odnosilo na varijabilnost izmedu
populacija. Ove su vrijednosti u suglasju s onima objavljenim za druge populacije pitomog
kestena u Europi (Mattioni i sur. 2008, 2013; Lusini i sur. 2014; Poljak i sur. 2017). Ove
vrijednosti takoder upucuju na izostanak intenzivne kultivacije i visoku geneticku raznolikost
na razini populacija, iako velike razlike u genetickoj raznolikosti i klonalnosti izmedu
populacija postoje, a populacija P2 jasno se istaknula s najve¢im utjecajem klonalnosti na
njezinu geneticku raznolikost, u odnosu na druge dvije populacije. Nadalje, populacije P1 i P3,

obje okarakterizirane velikim brojem distinktnih genotipova, kao i slabijim utjecajem ¢ovjeka,
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ipak su se geneticki statistiCki znaCajno razlikovale. Varijabilni uvjeti u okolisu mogli su
potencijalno utjecati na ove razlike, budu¢i da je poznato kako heterogenost staniSta igra veliku
ulogu u genetickoj diferencijaciji (Ricklefs 1977; Roff 2002). Gotovo potpuni izostanak
ljudskog utjecaja na P1 i ogranic¢eni utjecaj na P3 doveli su do toga da prirodni proces selekcije,
s alelima koji omogucavaju prilagodbu na specifi¢nosti pojedinom stanistu (Miguez-Soto i
Fernandez-Lopez 2015; Nishio 2021), budu znatno utjecajniji na geneticku raznolikost od
selekcije kultivacijom. Alternativno, P1 i P3 mogli bi biti rezultat introdukcije iz dvaju
odvojenih genetickih bazena, umjesto serije prirodnih kolonizacija (Poljak i sur. 2017). Kao
Sto je analiza naslaga peludnih zrnaca u istoénome Jadranu otkrila, antropogeni utjecaj na
autohtone vrste bio je velik, a datira jo$ iz vremena grcke 1 rimske kolonizacije (Beug 1977,
Schmidt i sur. 2000).

Najcées¢i genotip sveukupno bio je M001, koji je pronaden u populacijama P2 i P3, dok
grupi M003-MO005 te su bile rasporedene u sve tri populacije. Genotip M001 prevladavajuce
je pronaden u kultivacijskoj zoni populacije P2, koju su prethodno istrazivali Poljak i sur.
(2017). U tom je istrazivanju koriSteno 10 markera kojima je istraZzena struktura lokalnih
nasada te je utvrdena prevlast jednog genotipa. Od tih 10 markera, $est je takoder upotrijebljeno
1u ovome istraZivanju te je utvrdeno kako su najces¢i genotipovi u oba istrazivanja isti genotip.
Muski-sterilni te nesposobni za opraSivanje, M001 se ipak razlikovao u jednome alelu od grupe
MO002-M005, demonstriraju¢i odnos punog srodnika. Ovakav odnos moze biti rezultat jednog
od dva mogu¢a dogadaja tijekom povijesti uzgoja klona. Vjerojatnija teorija ona je o
zajedni¢kome pretku, odnosno postojanje anecestralne poliklonalnosti. Ova je teorija temeljena
na visoko vjerojatnim meduoprasivanjima unutar grupe ancestralnih maruna, koji su postojali
na podrucju Lovrana, prije pojave muske sterilnosti. Ova bi krizanja dovela do smanjenja
genetickih razlika, te naposlijetku do krizanja u srodstvu, vidljivog danas u obliku muske
sterilnosti, kao $to je zabiljezeno takoder za mnoge biljne (Willis 1999; Gomez i Shaw 2006) i
zivotinjske vrste (Dybdahl Pedersen 1 sur. 2011). Selekcija koja se zasigurno odvijala morala
je favorizirati jedinke s povoljnim Kkarakteristikama ploda koje, uz musku sterilnost, i danas
predstavljaju bitne znacajke za determinaciju tradicionalnog kultivara 'Lovranskog Maruna'. S
obzirom na to da je svih pet genotipova razvilo zajednicki fenotip te se, zahvaljujuci
zajedni¢kim metodama cijepljenja, kultiviraju na isti nacin, nastavili su koegzistirati te ih se
moze smatrati jedinstvenim, poliklonalnim kultivarom pod nazivom 'Lovranski Marun'. Sli¢ne

rezultate naveli su istrazivaci i za tradicionalni portugalski kultivar masline (Olea europaea L.)
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'Galega Vulgar' (Gemas i sur. 2004), kao i za hrvatske kultivare maslina 'Lastovku’, 'Oblicu’ i
'Drobnicu’ (Striki¢ i sur. 2011), dok je zajedni¢ko poliklonalo podrijetlo takoder otkrilo kako
su hrvatski kultivar masline 'Bjelica’ i crnogorski kultivar 'Zutica' sinonimi (Lazovi¢ i sur.
2018). S obzirom na gore navedeno, 'Lovrinski Marun' i 'Creski Marun' ne bi se trebali smatrati
odvojenim kultivarima; odnosno svi genotipovi iz M001-M005 grupe trebaju se smatrati
jedinstvenim, poliklonalnim kultivarom 'Lovranskim Marunom'. Iako nisu identi¢ni, ovi se
genotipovi kultiviraju na isti nacin, ¢ime dodatno podrzavaju teoriju 0 poliklonalnosti.
Alternativno objasnjenje odnosa klonova M001-MOO05 je nakupljanje somatskih mutacija,
kojima su od jednog ancestralnog genotipa (M001) nastala ¢etiri druga genotipa (M002-MQ005).
Ovakve se mutacije mogu nakupiti bez da utjecu na fenotip, s obzirom na to da su gSSR regije
neutralno evoluirajuée i urodeno veoma varijabilne (Diez i sur. 2011). Ipak, ova teorija je manje
vjerojatna, s obzirom na relativno kratko vrijeme tijekom kojega su se mutacije mogle
nakupljati, odnosno samo tri stolje¢a, u odnosu na veoma stare kultivare maslina, u kojih je
nakupljanje mutacija dobro zabiljeZeno (Belaj i sur. 2004). S druge strane, generativno
razmnozavanje i kasnije cijepljenje pokazalo je utjecaj na geneticku varijabilnost unutar
kultivara iberijskih maruna (Pereira-Lorenzo i sur. 2011). U iberijskim nasadima, uzgajivaci
maruna siju sjeme poznatih kultivara te ako mlado stablo proizvede plodove sa
zadovoljavaju¢im parametrima, koji nalikuju onima s roditeljskog stabla, nastavljaju uzgajati
novonastalu jedinku pod istim imenom, time povecavajuci geneti¢ku raznolikosti postojeceg
kultivara. Alternativno, proizvede li mlado stablo plodove drugadijih karakteristika, jedinka se
nastavlja uzgajati cijepljenjem pod novim nazivom, time tvore¢i zasebni kultivar. Ova je
¢injenica dokazana ucestalim roditelj-potomak odnosom izmedu glavnog kultivara i njegovog
potomstva iz sjemena. Ipak, u ovome istraZzivanju ova je pojava manje vjerojatna, buduci da su
se klonovi M002-MQO05 razlikovali od M001 u samo jednome alelu, ¢ime je iskljucena
mogucénost da su oni potomci M001, odnosno rezultat oprasivanja M001 stabala s peludi divljih
srodnika. Uz cijepljene, sada dokazano klonalne jedinke, u P2 su pronadene i necijepljene
jedinke. Ova su stabla lokalno poznata pod nazivom ,,marusnjaci te predstavljaju dugu
povijest krizanja izmedu kultiviranih i divljih stabala, odnosno predstavljaju potomstvo M001
klona, nastalo opraSivanjem peludi divljih stabala. Ove jedinke mogu se na¢i u divljoj
populaciji (Poljak i sur. 2017), kao i unutar nasada, a njihova je prisutnost stvorila priliku za
drugi val umjetne selekcije, posebice primijeti 1i se intermedijaran karakter morfoloSkih

obiljezja lista i ploda, kao 1 kemijskog sastava plodova ,,marusnjaka* (Poljak i sur. 2016, 2021).
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S druge strane, ova bi se stabla mogla istaknuti kao vrijedan izvor geneti¢ke raznolikosti, koja
bi mogla proizaci kao rezultat hibridnog vigora (Kieer i sur. 2007).

Zarazliku od P2, P1 i P3 demonstrirale su nisku srodnost s M0O1, s preko 50 % jedinki
u obje populacije okarakterizirane s r-vrijednosc¢u od 0,00 i s manje od 20 % jedinki za koje je
utvrdeno roditelj-potomak odnos. Ovi rezultati mogli bi se dovesti u vezu s uvjetima opazenima
na terenu. U ove dvije populacije nasadi su manje kultivirani (uredeni), posebice na podruc¢ju
Lovrina (P3), a okolna Sumska vegetacija te divlja stabla kestena ih prerastaju. Nadalje, velik
broj stabala s vidljivim spojevima cijepa u P3 bila su osusena, odnosno mrtva. Drugim rije¢ima,
karakter genske raznolikosti u ove dvije populacije svjedok je minulim Kultivacijskim
naporima, u vidu cijepljenih stabala, dok velik broj necijepljenih jedinki predstavlja prirodnu
sukcesiju Sumske zajednice u zapustenom nasadu. Duga povijest prosirivanja prirodnog areala
pitomog kestena te pripitomljavanje na podrucju prirodnih populacija utjecala je na raznolikost
germplazme u Svicarskoj (Beccaro i sur. 2012), dok je ulazak kultiviranih gena u divlje
populacije u okruZenju utjecao na populacije u Spanjolskoj (Fernandez-Cruz i Fernandez-
Lopez 2016) i Italiji (Mattioni i sur. 2008). Nadalje, u Francuskoj (Bouffartigue i sur. 2020),
Italiji i Spanjolskoj (Pereira-Lorenzo i sur. 2019), interakcija izmedu nasada i divljih populacija
posebice je vidljiva u slucajevima ,,trenutnog pripitomljavanja“, odnosno cijepljenja spontano
izraslih jedinki kestena, ¢ime se smanjuje geneticka razlika izmedu nasada i divlje populacije.
Slicne interakcije izmedu kultiviranih i divljih populacija zabiljezene su u 12 od 13
najznacajnijih biljnih kultura (Ellstrand i sur. 1999), kao i za rodove: repa (Beta L.) (Bartsch i
sur. 1999), jabuka (Malus Mill.) (Feurtey i sur. 2020), vija (Medicago L.) (Jenczewski i sur.
1999), cikorija (Cichorium L.) (Serensen i sur. 2007), salata (Lactuca L.) (Uwimana i sur.
2012) i pomocnica (Solanum L.) (Hardigan i sur. 2017). lako su neki autori izrazili zabrinutost
zbog negativnog utjecaja ovakvog protoka gena na izumiranje divljih populacija (Small 1984;
Levin i sur. 1996; Ellstrand 2003; Todesco i sur. 2016), pojavu ,,pestifikacije* (Saleh i sur.
2014; Depotter i sur. 2016; Feurtey i sur. 2020) te Sirenje transgena iz kultiviranih u divlje
populacije (Uwimana i sur. 2012), hibridizacija bi mogla povecati geneticku varijabilnost
populacija te potaknuti pojavu povoljnih prilagodbi (Rieseberg 1 sur. 2003). Sli¢na je pojava
zabiljezena za kultivirane jabuke (Malus domestica Borkh.) (Cornille i sur. 2013), kao i za
kultivirani kakaovac (Teobroma cacao L.) (Motamayor i sur. 2022).

Zakljucno, geneticka struktura triju uzgojnih podrucja analiziranih u ovome istrazivanju
nije potvrdila postojanje triju lokalno poznatih kultivara. Potvrdeno je postojanje jednog

poliklonalnog kultivara, kojeg se moZe smatrati 'Lovranskim Marunom'. Podrijetlo
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'Lovranskog Maruna' najvjerojatnije je rezultat unakrsnih oprasivanja izmedu ancestralnih
genotipova, koje je dovelo i do danas primjetnog muskog steriliteta. Ne moze se iskljuditi niti
utjecaj somatskih mutacija koje su mogle dovesti do, ili barem utjecati na, geneticku
varijabilnost kultivara, iako je to manje vjerojatno, s obzirom na relativno kratko razdoblje
kultivacije maruna. Takoder nije vjerojatna moguénost nastanka grupe M002-MO005 kao
generativnih potomaka M001, budu¢i da se ova klonalna grupa razlikuje u samo jednome alelu
od najcesceg genotipa M001. Nadalje, prevlast cijepljenih jedinki na podruc¢ju Lovrana ukazuje
na to kako je ovo podrucje najvjerojatnije ishodiste uzgoja maruna, iz kojeg se kultura kestena
prosirila na Lovrin 1 Cres. Geni vezani uz kultivaciju kestena takoder su se spontano prosirili 1
u divlje populacije koje okruzuju nasade, kroz sjeme 'Lovranskog Maruna'. Ovo potomstvo
nastavlja biti u uzgoju, ¢ime se proSiruje geneticki bazen populacije, iako u razli¢itim
stupnjevima intenziteta. Na ovaj nacin vrijedni bi aleli iz divljih populacija mogli biti
reintroducirani u kultivirane genotipove i time potpomoc¢i njihovome odgovoru na promjene u

okoliSu, kao 1 potencijalno tvoriti nove i poboljSane kultivare kestena.

5.2. Morfoloska raznolikost maruna

Ranija istrazivanja na podruéju Istre i Kvarnera prvenstveno su bila usmjerena na
geneticku raznolikost nasada kestena (Idzojti¢ i sur. 2012; Poljak i sur. 2017), s ograni¢enim
podacima o morfologiji nasada (Pereira-Lorenzo i sur. 1996b, 1997; Poljak i sur. 2016). S
druge strane, ovo je istraZivanje pruZilo znatno detaljniji pregled podataka, s ukupno 144
analizirane jedinke. Morfometrijska analiza plodova otkrila je znafajne razlike izmedu tri
geneticka entiteta, maruna (G1), hibrida (G2) te divljih stabala (G3). Marunska grupa (G1)
istaknula se najnizom razinom raznolikosti, ¢ine¢i ju najhomogenijom grupom. Nadalje, ova
je grupa demonstrirala homogene vrijednosti UPOV klasa. S druge strane, divlja stabla (G3)
istaknula su se najviSom razinom raznolikosti. Ova je ¢injenica bila o¢ekivana, buduéi da
marunsku grupu predstavlja samo pet genotipova, za razliku od grupe divljih stabala, koju
sacinjavaju brojniji genotipovi, odnosno svaki je genotip jedinstven. Ovi rezultati u suglasju su
s prethodno objavljenim podacima s istog podrucja, iako manjeg opsega (Poljak i sur. 2016,
2021). Grupa hibrida (G2) pozicionirala se u sredini, izmedu maruna i divljih stabala, sa
srednjim razinama morfoloske raznolikosti, kao i srednjim vrijednostima UPOV parametara.
Sli¢ni su rezultati objavljeni prethodno i za maslinu (Olea europaea L.), u koje su hibridne
jedinke takoder demonstrirale intermedijarne vrijednosti (Hannachi i sur. 2017). Grupa G1,
jedinke 'Lovranskog Maruna’, pokazale su karakteristike koje su u suglasju s podacima
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prethodno objavljenim za ovaj kultivar (Poljak i sur. 2016, 2021). Generalno, vrijednosti svih
parametara ukazuju na ¢injenicu kako je 'Lovranski Marun' doista marun, sukladno talijanskim
i francuskim standardima (Poljak i sur. 2016, 2021), zahvaljujué¢i velikim plodovima, s
istaknutim tamnim prugama. Nadalje, najmanji broj ureza sjemene ljuske i endokarpa u
sjemenku (F8), kao i najmanja vrijednost najduzeg ureza (F9) omogucavaju lako ljuStenje
plodova, $to je klju¢na osobina plodova maruna koja ih ¢ini prikladnim za daljnju industrijsku
obradu (Bounous 1999, 2009).

U usporedbi s drugim, dobro poznatim europskim kultivarima maruna, 'Lovranski
Marun' iskazao se sli¢nim ili viS§im vrijednostima morfoloskih parametara. U usporedbi s
Cestim kultivarima Galicije, plodovi 'Lovranskog Maruna' pokazali su se superiornima u svim
usporedivim parametrima (Alvarez-Alvarez i sur. 2006), odnosno bili su usporedive mase
(Ramos-Cabrer i sur. 2005). Sli¢an trend uocen je u usporedbi s talijanskim kultivarom
'‘Marradi' (Poljak i sur. 2021), kao i u usporedbi s turskim kultivarom 'Serdar' (Serdar i sur.
2011), te turskim genotipovima koje su analizirali Akbulut i sur. (2017) i Ozkan i sur. (2020).
U usporedbi s grupom od 10 turskih genotipova iz slicnoga istrazivanja, 'Lovranski Marun'
imao je krace i uze plodove, ali znacajno krace ureze sjemene ljuske i endokarpa u sjemenku
(Ertan 2007). Navedeni podaci smje$taju 'Lovranski Marun' u sredinu podataka prijavljenih za
europske kultivare maruna, §to se poklapa i s geografskim polozajem nasada u europskom
kontekstu. U usporedbi s kultivarima iz Ka$mira, 'Lovranski Marun' pokazao je sli¢ne
vrijednosti mase i dimenzije plodova (Pandit i sur. 2013). Naposlijetku, usporede li se plodovi
s plodovima kultivara meduvrsnog-hibridnog podrijetla, 'Lovranski Marun' je usporediv u
veli¢ini ploda s kultivarom 'Marsol', te je neSto manji od plodova 'Bouche de Betizac' i
‘Marigoule' (Serdar i sur. 2011; Poljak i sur. 2021). S druge strane, 'Lovranski Marun' istaknuo
se vecom masom plodova u usporedbi sa svih devet hibridnih kultivara uklju¢enih u
istrazivanje Bolvanskyja i Uzika (2014). Promatraju li se vrijednosti UPOV parametara,
‘Lovranski Marun' najsli¢niji je kultivarima s Iberijskog poluotoka, odnosno podudara se s
njima u svojstvima srednje velikog hiluma, koji je osrednje elipsoidnog oblika, te opcenito
uzduzno-elipsoidnog te poprec¢no-Siroko-elipsoidnog oblika ploda (Furones-Pérez i Fernandez
Lopez 2009). Osim toga, boja i lakoca ljustenja plodova bili su usporedivi s plodovima iz
Galicije (Pereira-Lorenzo i Fernandez-Lopez 1997), s ve¢inom plodova crvenkaste boje i
jednostavnog ljustenja. Zahvaljujuci veli¢ini i lakoci ¢iSéenja, plodovi 'Lovranskog Maruna'
dobro su prilagodeni za konzumaciju u svjezem obliku, buduci da su ove karakteristike visoko

na cijeni u kupaca (Bounous 1999, 2009). Ovo je o¢ito u popularnosti 'Lovranskog Maruna' na
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lokalnim trZznicama, kao 1 u postojanju brojnih manifestacija posvecenih konzumaciji njegovih
plodova, kao $to je Lovranska Marunada (http://www.marunada-lovran.com). Nadalje,
relativno mali broj ureza sjemene ljuske u endosperm ukazuje na pogodnost ovoga kultivara
za daljnju preradu u deserte i kestenovo brasno, kao i u kesten-pire, juhe, umake te razlicita
punjenja (Medak i sur. 2009). Sli¢ne primjene plodova opisane su za kultivare usporedivih
veli¢ina ploda te morfoloskih karakteristika (Pereira-Lorenzo i Fernandez-Lopez 1997;
Bounous 1999, 2009; Torello Marinoni i sur. 2013).

Iako oblik i veli¢ina lista nisu sastavni dio talijanskog ili francuskog standarda za
opisivanje maruna (Poljak i sur. 2016), niti ih uzgajiva¢i smatraju determinacijskom
karakteristikom, ve¢ se usmjeravaju na plodove, ovi parametri predstavljaju velik dio UPOV
smjernica za determinaciju kultivara maruna. Prema UPOV-u, oblik i veli¢ina lista trebaju se
izmjeriti, kao 1 poprecni presjek lisne plojke. Ipak, vecina istrazivanja usmjerena je na
morfologiju plodova (Ramos-Cabrer i Pereira-Lorenzo 2005; Pandit i sur. 2013; Torello
Marinoni i sur. 2013; Poljak i sur. 2016, 2021), najvjerojatnije zbog znacaja plodova u
proizvodnji, kao i zbog jednostavnosti prikupljanja plodova kao uzoraka. Promatraju li se
parametri lisne morfologije istrazivani u ovome istrazivanju, 'Lovranski Marun' ponovno ima
srednje vrijednosti u odnosu na zapadne, odnosno istoéne populacije maruna u Europi.
Odnosno, parametri duzine lisne plojke (L03), $irine lisne plojke (L04) te duzina peteljke (L10)
istaknuli su se ve¢im vrijednostima od onih zabiljeZenih na Iberijskome poluotoku (Pereira-
Lorenzo i sur. 1997) te manjim od onih u Turskoj (Serdar i Demirsoy 2011; Serdar i Kurt 2011).
Nadalje, vrijednosti duzine lista bile su nize od onih prijavljenih za hibridni Kkultivar
‘Marigoule’, hibrid izmedu vrsta C. sativa i C. crenata (Serdar i Demirsoy 2011).

Zarazliku od G1, grupu G2 sacinjavala su hibridna stabla, tzv. marusnjaci. Vrijednosti
morfoloSkih parametara za plodove ove grupe bile su usporedive s prethodno utvrdenim
vrijednostima u istrazivanju Poljak i sur. (2016). U usporedbi s G1 i G3, stabla iz G2 imala su
intermedijarne vrijednosti, odnosno plodovi su bili tezi i vec¢i od onih u G3, ali manji i laksi od
plodova maruna iz G1. Ova je ¢injenica ocCekivana, budu¢i da je u G2 ocekivan utjecaj divljeg
roditelja, odnosno gena nekultiviranih jedinki. Slicno tomu, plodovi iz G2 imali su vecu masu
od plodova iz divljih populacija koje rastu na istome geografskom podrucju (Aravanopoulos
2005; Idzojtic i sur. 2009; Poljak i sur. 2014, 2016; Tumpa i sur. 2021).

lako intermedijarnih vrijednosti, hibridne jedinke iz G2 iskazale su se vrijednostima
parametara lista znacajno vecim od onih zabiljezenih u G1 1 G3, s povrsinom lisne plojke (LO1)

koja je bila 18,05 %, odnosno 23,44 % veca. Isti uzorak uocen je i za duzinu lisne plojke (L03)
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1 maksimalni Sirinu lisne plojke (L04), s najvisSim vrijednostima ovih parametara zabiljeZenih
u G2. Moguce objasnjenje ove pojave je tzv. hibridni vigor (heterozis), odnosno pojava
superiornih obiljezja u krizanaca dviju vrsta ili dvaju kultivara, u usporedbi s vrijednostima
obiljezja pojedinog roditelja (Dodds 1955). Poznato je kako hibridni vigor utjece pozitivno na
urod prehrambenih i tekstilnih kultura biljaka (Tollenaar i sur. 2004; Saeki i sur. 2016; Angui
i sur. 2020; Muhu-Din i sur. 2022), sa zabiljezeno izrazenijim heterozisom u krizanaca
razliCitih vrsta, u odnosu na krizance kultivara iste vrste (Munir i sur. 2016). [ako su istrazivanja
na drvenastim vrstama ograni¢ena, pozitivan utjecaj heterozisa na hibridne jedinke utvrden je
u rodovima ariSa (Larix Mill.) (Greenwood i sur. 2015; Marchal i sur. 2017), topola
(Populus L.) (Lii Wu 2011) i eukalipta (Eucalyptus L'Hér.) (Weng i sur. 2014), iako je jaina
utjecaja modulirana te djelomic¢no ovisi o okolisu (Marchal i sur. 2017; Zanewich i sur. 2018).
Samim time, moglo bi se pretpostaviti kako je potencijalno rije¢ o ovoj pojavi i u slucaju
pitomog kestena, odnosno kako je vece lis¢e, zabiljezeno u G2, rezultat hibridnog vigora.
Grupa G3, sastavljena od divljih stabala, istaknula se najmanjim plodovima, s najve¢im brojem
ureza sjemene ljuske i endokarpa u sjemenku, najveée duzine. Ovi rezultati su u suglasju s
prethodno objavljenim podacima za divlje populacije kestena na istome podruéju istrazivanja
(Poljak i sur. 2016, 2021), kao i populacije u sirem prostoru sjevernojadranske regije (Solar i
sur. 2001, 2005). U usporedbi s drugim populacijama Europe, plodovi iz G3 bili su manji od
onih na Siciliji (Cutino 1 sur. 2006), ali ve¢i od onih u kontinentalnome dijelu Hrvatske (IdZojti¢
i sur. 2009; Poljak 2014; Poljak i sur. 2022; Tumpa i sur. 2021), kao i onih u Turskoj (Villani
1 sur. 1999), Gr¢koj (Aravanopoulos 2001), Bosni i Hercegovini (Muji¢ i1 sur. 2010) te
Slovackoj (Bolvansky i Uzik 2005). Parametri lisne morfologije svrstali su jedinke iz G3 u
raspon podataka prethodno prijavljenih u Bosni i Hercegovini (Mujagi¢-Pasi¢ i Ballian 2012),
kao i u Italiji (Pigliucci i sur. 1991).

Promatraju¢i oblik hiluma, uocljive su sli¢nosti hibridne grupe G2 s G3, budu¢i da su
obje grupe obiljezene izduljeno-elipticnim oblikom hiluma. Osim toga, vrijednosti parametara
koji opisuju hilum (F5 i1 F6) demonstrirali su sli¢ne rezultate, odnosno odvojili su marunsku
grupu G1 od G2 i G3. Oblik hiluma uklju¢en je u UPOV smjernice i pokazao se kao vrijedan
parametar za razlikovanje kultivara. Takoder, ovaj je parametar razlikovao marun od divljih
stabala pitomog kestena s Ucke (Poljak i sur. 2016); isti je trend razlikovanja zabiljezen i u
Italiji (Bounous 1999, 2014) te Ukrajini (Grygorieva i sur. 2017), dokazuju¢i kako je ovaj
parametar primjenjiv u determinaciji kultivara kestena. S druge strane, broj sjemenki je

obiljezje koje je pod snaznom negativnom selekcijom u uzgoju (Idzojti¢ i sur. 2012; Poljak i
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sur. 2021), te je ¢ak ukljucen u francuski nacionalni standard (Bounous 2002; Poljak i sur.
2016). Buduc¢i da su plodovi s jednom sjemenkom laksi za ¢iS¢enje 1 daljnju obradu (Bounous
2002; Torello Marinoni i sur. 2013; Poljak i sur. 2016, 2021), selekcija protiv poliembrijonije
bila je vjerojatno prisutna i preferirana od strane uzgajivaca, te je u konacnici dovela do
smanjenja broja sjemenki u plodovima marunske grupe (G1), koja je primjetna danas. Nadalje,
divlja stabla iz G3 odvojila su se od G1 i G2 u parametrima duzine najduzeg ureza sjemene
ljuske i endokarpa u sjemenku (F9), po kojemu su se G1 i G2 grupirali zajedno. Buduéi da je
rije¢ o veoma nepozeljnome obiljezju ploda, koje plod ¢ini tezim za ljustenje te manje
iskoristivim u preradi (Bounous 2006; Kane i Kane 2007), navedeno je obiljezje vrlo vjerojatno
bilo podlozno negativnom selekcijskom pritisku uzgajivaca maruna, tijekom stoljeca uzgoja
(Bounous 2006; La Bonte i sur. 2018). Ova bi pojava u konacnici dovela do nizih vrijednosti
F9 u GI te, kao rezultat posljedi¢nog protoka gena iz nasada u divlje populacije, nizih
vrijednosti u G2.

lako rezultati Mantel-testa nisu ukazali na znacajne korelacije izmedu pedoloskih
parametara te parametara morfologije plodova, na razini pojedinog para parametara tla i ploda,
utvrden je manji broj pozitivnih, no slabo znacajnih korelacija, kao $to je utjecaj pH-vrijednosti
tla (SO1 1 S02) na velic¢inu ploda u G1 i1 G3. Ipak, raniji rezultati nisu ukazali na postojanje
pozitivne korelacije izmedu veli¢ine ploda i reakcije tla, pokazujuci kako su veéi plodovi
zabiljeZeni u mezofilnim populacijama (Poljak 2014), usprkos acidofilnoj prirodi vrste (Ani¢
1945, 1953; Medak 2009). pH-vrijednosti zabiljezene u ovome istrazivanju bile su u $irokome
rasponu, varirajuci od 4,51 do 8,11 u H20, te od 3,50 do 7,29 u CaCl,. Prema metodologiji
Schaffera i Schachtschabela (Pernar i sur. 2013), pH-vrijednost tla varira od veoma kisele do
blago luznate. Osim toga, znacajni utjecaj pH-vrijednosti tla nije zabiljezen u hibridnih stabala.
S druge strane, Mantel-test je otkrio znafajne i veoma jake korelacije izmedu genetic¢ke i
morfoloske (plod) udaljenosti izmedu istraZivanih jedinki, ukazujuéi na predominantan utjecaj
genotipa na varijabilnost parametara kestenova ploda.

Promatraju li se parametri lista, oni koji opisuju duZinu te Sirinu lisne plojke (L03-L05),
kao i duzinu peteljke (L10), grupirali su G1 i G3, dok se G2 istaknula kao grupa s najve¢im
listom. Ovaj je podatak u suglasju s ranije spomenutim hibridnim vigorom, odnosno teorijom
0 heterozisu. Nadalje, Mantel-testom nije utvrdena znacajna povezanost pedoloskih i
morfoloskih udaljenosti; umjesto toga, test je ukazao na visoko znacajnu korelaciju izmedu
morfoloskih i1 genetickih udaljenosti. Na razini pojedinog parametra, ipak, parametri veliCine

lista demonstrirali su znacajnu korelaciju s parametrima pH-vrijednosti tla (S01 i S02) - niza
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pH-vrijednost korelirala je s ve¢im listom. Kiselost tla ¢est je ograni¢avajuéi faktor u rastu i
razvoju biljaka (Kidd i Proctor 2001), s obzirom da dovodi do nepovoljne dostupnosti hranjiva
(Bounous 2006; Grygorieva i sur. 2017), ili toksi¢nosti razli¢itih spojeva u kiselim tlima
(Baziramakenga i sur. 1995; Zeng i Clark 2013; Bojorquez-Quintal i sur. 2017). Ipak, pitomi
je kesten acidofilna vrsta, dobro prilagodena rastu na kiselim tlima, do te mjere da pokazuje
kalcifobna svojstva. Posljedicno tomu, vise pH-vrijednosti tla mogle bi predstavijati
nepovoljne uvjete za stabla te bi mogle dovesti do razvoja manjega lisca, kao Sto je zabiljezeno
u ovome istrazivanju. Nasi su podaci razotkrili iznenadujuce velik broj uzoraka tla s visokim
pH-vrijednostima, s vrijednostima od 7,5 ili viSim. lako je ovaj podatak znatno visi od
prethodno objavljenih podataka na lokaciji Cres, sa zabiljeZzenim rasponom pH-vrijednosti od
5,0 do 6,1 (Medak i sur. 2009), vazno je napomenuti da prethodni podaci o pH-vrijednostima
ne postoje za lokacije Uc¢ka i Pazin, odnosno nedostaju potrebni podaci za pravu usporedbu
svih triju lokacija. Nadalje, ostali parametri tla, kao $to su dubina, ispranost te to¢an hranjivi
status tla, nepoznati su te vjerojatno utjecu na rast stabla, kao i na sveukupnu kvalitetu stanista
koja, ukoliko je visoka, moze nadigrati utjecaj kiselosti tla, ili manjka kiselosti. Iznenadujuca
je takoder bila i negativna korelacija izmedu veli¢ine lista i udjela dusika (S03) te ugljika (S04)
u tlu. lako je dusik veoma Cesto gnojivo te uobicajeno utjece pozitivno na veli¢inu lista (Wang
i sur. 2012; Razaq i sur. 2017), to nije bio slu¢aj u ovom istrazivanju. Ipak, bitno je napomenuti
da je uzorkovanje tla provedeni na maloj dubini, do 10 cm, izvan zone glavnog korijena, gdje
se odvija usvajanje duSika. Naposlijetku, analiza provedena u ovome istrazivanju bila je
usmjerena na ukupni dusik, bez uzimanja u obzir razlicite oblike duSika koje su dostupne biljci,
kao i sveobuhvatni pregled hranjivog statusa okolisa te fiziologije stabala, budu¢i da bi i oni
mogli utjecati na usvajanje hranjiva (Masclaux-Dubresse i sur. 2010; Guo i sur. 2019; Plett i
sur. 2020). Potrebna su daljnja istrazivanja, kojima bi se utvrdile to¢ne koncentracije hranjiva
1 mikroelemenata u tlu, kao 1 istraZivanja fiziologije kestena.

Ovo je istrazivanje utvrdilo kako se morfoloSke razlike medu stablima podudaraju s
ranije utvrdenim genetickim grupiranjima. Drugim rije¢ima, genetski melting pot nasada
isprepletenih s divljim populacijama pokazao se kao ZzariSte morfoloske varijabilnosti, s
pozitivnim implikacijama za buduénost. U ovome smislu, hibridni vigor, koji je utvrden u
hibridnih jedinki, ima velik potencijal za sama stabla, kao i za proizvodace maruna. S obzirom
na to da hibridna stabla pokazuju karakteristike ploda koje su sukladne onim u maruna, a
superiorne onim u divljih stabala, te se isti¢u snaznijim rastom, hibridna bi stabla mogla postati

buduénost nasada u ovoj regiji. Osim mogucnosti uzgoja novih kultivara, putem trenutne
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domestikacije, hibridna stabla predstavljaju izvor divljih gena pomocu kojih bi se nove,
povoljne prilagodbe mogle ispoljiti i biti uvedene u postojeéi kultivar 'Lovranski Marun'. Kao
posljedica, nasadi bi mogli nastaviti proizvoditi znacajne prinose plodova, koji su kljuéni za
uzgajivace, te bi istovremeno bili bolje pripremljeni na stalne i pogorsavajuc¢e klimatske

promjene.

5.3. Multielementna raznolikost jestivog dijela ploda kestena

Brojni kemijski elementi, posebice mikroelementi, igraju znacajnu ulogu u ljudskoj
prehrani i zdravlju, na primjer kao metalna komponenta hemoglobina unutar crvenih krvnih
stanica, te kao kofaktor razlicitih enzima (FAO 2004). Kestene karakterizira povoljan nutritivni
sastav, s obzirom na to da imaju niski udio masti, a visok udio vlakana i topljivih Secera (de
Vaconcelos i sur. 2010a; Poljak i sur. 2016). Osim toga, koncentracije brojnih elemenata u
sjemenkama kestena utvrdene su kao visoke (Ca, P, K, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn) (Pereira-Lorenzo
i sur. 2006; Borges i sur. 2008). Na primjer, samo 100 g sjemenke osigurava vise od 100 %
dnevno preporucene doze Ca, te 10,9 % dnevne doze Mg za muskarce, odnosno 8,3 % za Zene
(de Vasconcelos i sur. 2010).

Multielementni sastav sjemenki kestena, odnosno jestivog dijela ploda, utvrden u
ovome istrazivanju u suglasju je s prethodno objavljen podacima (dos Santos Rosa i sur. 2019).
Stave li se ovdje prikazani sjevernojadranski podaci u Siri europski kontekst, uocljivo je kako
su koncentracije Ca i K viSe od, a koncentracije P, Fe, Mn, Zn i Cu unutar raspona, podataka
prijavljenih za portugalske (Ferreira-Cardoso i sur. 1993, 2002; Ribeiro i sur. 2007; Borges i
sur. 2008; de Vasconcelos i sur. 2010a) i Spanjolske (Pereira-Lorenzo i sur. 2006; Pefia-Méndez
i sur. 2008) kultivare. Nadalje, u usporedbi s talijanskim kultivarom 'Marrone del Mugello’
(Bellini i sur. 2005), kao i u usporedbi s ve¢im brojem talijanskih ekotipova, koncentracije K,
Mg i Ca bile su vise u sjemenkama analiziranim u ovome istrazivanju. Usporede li se sjemenke
s bugarskim kultivarima (Glushkova i sur. 2010), kesteni analizirani u ovome istrazivanju imali
su koncentracije P, Fe i Zn niZe od bugarskih, dok su koncentracije Ca 1 Mg bile vise, a Cu
usporedive (unutar istog intervala). Slian je trend podataka uocljiv i u usporedbi s turskim
kultivarima (Ertiirk i sur. 2006), s obzirom na to da je vecina usporedivih makro- i
mikroelemenata pokazala nize vrijednosti u sjemenkama ovdje istrazivanih stabala (Ca, Mg,
P, Zn), dok je udio K bio visi, a oni Fe i Mn su bili unutar istog raspona podataka kao i u turskih

kultivara.
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Svi analizirani toksi¢ni metali 1 polumetali (As, Ba, Cd, Cr, Ni, Pb, Sb) u istrazivanim
uzorcima tla, utvrdeni su u koncentracijama nizim od limita detekcija, ili ispod grani¢nih
vrijednosti utvrdenih odredbama UNEP-a (Program za okoli§ UN-a, eng. United Nations
Environment Programme) (van der Voet i sur. 2013), kao i ispod granica u medunarodnoj
uporabi, definiranih od strane MEF-a (Ministarstvo za okoli§ Republike Finske, eng. Ministry
of Environment of Finland) (MEF 2007). Budu¢i da podruéje, na kojemu je istraZivanje
izvrSeno, nije podvrgnuto intenzivnoj poljoprivrednoj uporabi, vrijednosti teSkih metala bile su
o¢ekivano znacajno ispod grani¢nih vrijednosti za poljoprivredna tla u Hrvatskoj, prema
definiranim vrijednostima u Pravilniku o zastiti poljoprivrednog zemljiSta od onecis¢enja (NN
2019).

Stabla uzorkovana u ovome istrazivanju grupirana su u tri distinktne, geneticki
definirane grupe (G1, G2, G3). Sve su se tri grupe mogle razlikovati po udjelu Ca, Mg i Sru
sjemenkama. Nadalje, razine Al, Co, Cu, Ti i Mo opisale su G2 kao intermedijarnu grupu,
odnosno razdvojile su G1 i G3. Srednje vrijednosti multielementnog sastava u ovome
istrazivanju najblize su vrijednostima koje su objavili Poljak i sur. (2016), s obzirom na to da
su iste tri grupe stabala istraZivane u oba istrazivanja, iako je u ovome istrazivanju uzorak bio
veci. U oba istrazivanja, Ca i Mg demonstrirali su najviSe vrijednosti u G3. Nadalje, treci
usporedivi makroelement, K, izmjeren je u gotovo identi¢noj vrijednosti u G1, kao i u ranijem
istrazivanju (1372 mg/100 g). S druge strane, grupa G2 demonstrirala je prevladavajuce
intermedijarne vrijednosti u oba istrazivanja. Koncentracije usporedivih makro- i
mikroelemenata (Ca, K, Mg, Fe, Zn, Cu), osim Mn, imali su vise koncentracije u ovome
istrazivanju, u usporedbi s onime iz 2016. godine (Poljak i sur. 2016). Nadalje, elementi P, Mo
1 Ninisu bili istrazivani u prethodnome istrazivanju te njihove vrijednosti nisu usporedive. Ove
razlike izmedu stabala, koja rastu u istome ekosustavu, u istim pedoloSkim i klimatskim
uvjetima, najvjerojatnije su posljedica razlicitih genetickih odgovora, odnosno specifi¢nih
nacina u kojemu svaki pojedini genotip usvaja hranjiva iz mineralnog kompleksa tla te ih
metabolizira. SliCan je geneti¢ki odgovor zabiljezen u kultivara obi¢ne lijeske (Corylus
avellana L.) u Turskoj (Ozkutlu i sur. 2011; Ozenc i sur. 2014; Cetin i sur. 2020), Njemackoj
(Miller i sur. 2020) i Rumunjskoj (Posta i sur. 2022), kao i u kultivara obi¢nog oraha (Juglans
regia L.) u Rumunjskoj (Cosmolescu i sur. 2010; lordanescu i sur. 2022), Turskoj (Simsek i
sur. 2016) i Kini (Geng i sur. 2021), sa statisti¢ki znacajnim razlikama u razinama odredenih
makro- i mikroelemenata izmedu razli¢itih kultivara. Osim toga, varijacije u koncentracijama

nekih elemenata nalaze se pod snaznom kontrolom pojedinih gena, kao §to su IRT1 i FRO geni,
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koji reguliraju usvajanje metala (npr. Fe, Mn, Zn) u brojnih biljnih vrsta. Kao rezultat ovoga,
moguce je razlikovati ,,ué¢inkovite* i ,,neuc¢inkovite* genotipove (Connolly i sur. 2002; M'Sehli
i sur. 2011; Kabir i sur. 2015). Posebice je dobro istrazen utjecaj gena IRT1 u brojnih biljnih
vrsta i kvasaca (Korshunova i sur. 1999; Eckhardt i sur. 2001; Kabir i sur. 2011, 2012). Buduci
da je ovaj gen dio obitelji ZIP metalnih transportera, koji su prisutni u brojnim eukariotskim
organizmima (Gueriont 2000), ukljucujuci i ljude (Gaither i Eide 2000, 2001), moguce je da
ovaj gen utjece i na kestene. 1z podataka koji su prikupljeni u ovome istrazivanju, sa sigurnosc¢u
se moze pretpostaviti kako genotip ima kljucnu, ili ¢ak i prevladavajucu, ulogu u usvajanju
makro- i mikroelemenata iz tla.

Kada se promatraju korelacije izmedu udjela makro- i mikroelemenata u tlu i u
sjemenkama, Mn i Zn se isticu kao dva elementa s pozitivnim i znacajnim korelacijama,
posebice u G1 i G2. Mangan, sudeci po ve¢ ranije objavljenim istrazivanjima, lako je usvojiv
element, s pozitivnim korelacijama izmedu koncentracija u tlu i biljnome tkivu (Alejandro i
sur. 2020; Martias i sur. 2021). Osim toga, rije¢ je o vaznome elementu u biljnome organizmu,
buduci da igra kljuénu ulogu u fotosintezi (Alejandro i sur. 2020). S obzirom na to da je
dostupnost mangana u tlu ovisna o uvjetima u okolisu (Siskawardani i sur. 2016), te da na
istrazivanim plohama nisu uo¢eni negativni ¢imbenici, kao $to je produzeno zadrzavanje vode
u tlu ili visak organske prostirke na povrsini tla (Schulte i Kelling 1999), sa sigurno$¢u mozemo
pretpostaviti kako stabla na istrazivanim plohama imaju dostatne koli¢ine Mn na raspolaganju
za usvajanje. Sli¢ne pozitivne korelacije izmedu udjela Mn u tlu 1 u biljnome tkivu utvrdene su
u citrusa (Kwakye and Kadyampakeni 2022), soje (Randall i sur. 1975) i zobi (Page i sur.
1963). Sli¢na je situacija i sa Zn, ¢ije koncentracije ovise o tipu tla, a pjeskovita tla, kao i ona
u hladnijim klimama, Cesto iskazuju manjak Zn (Sudrathar i Kaiser 2016). Uzmemo li u obzir
toplu submediteransku klimu, kao i tip tla (crvenica) (Gluhi¢ 2005), koja karakterizira
istrazivano podrucje, koncentracije Zn vjerojatno su obilne. Ova bi pak ¢injenica omogucila
stablima da imaju pristup dostatnim koli¢inama, s obzirom na znacaj tog elementa u rastu i
zriobi plodova, posebice orasastih vrsta (Merifio-Gergichevich i sur. 2021). Naposlijetku, na
ovaj bi se nacin mogla objasniti pozitivna korelacija izmedu uzoraka tla i plodova, kao $to je 1
prethodno objavljeno u istrazivanjima na kukuruzu (Liu i sur. 2020), pSenici (Liu i sur. 2019)
te citrusima (Kwakye and Kadyampakeni 2022).

Kada se promatraju sveukupne korelacije i rezultati, zamjetan je prevladavajuci utjecaj
grupe, odnosno genotipa, na usvajanje makro- i mikroelemenata. Genotip-specifi¢an odgovor

u usvajanju makro- i mikroelemenata je dobro istrazen (Liu i sur. 2021), te je zabiljeZen kao
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pojava u usvajanju brojnih elemenata, kao $to su Fe, Zn i Mn (Rengel 2001), a poznato je i
postojanje tzv. ,,u¢inkovitih® genotipova, odnosno onih genotipova koji su posebice dobro
prilagodeni za usvajanje pojedinog elementa (Rengel 2001; Boamponsen i sur. 2017). U
pitomog kestena, ova je pojava zabiljezena U tradicionalnih $panjolski kultivara, u kojih je
utvrdeno znacajno razli¢ito usvajanje K, Ca, Cu, Mg i Zn, s obzirom na kultivar koji je
istrazivan (Pefia-Méndez i sur. 2008). Sli¢ni su rezultati objavljeni i za bugarske Kkultivare
(Glushkova i sur. 2010), u kojih je utvrdena statisticki zna¢ajna razlika u usvajanju P, K, Cu,
Mg, Fe i Mn. Nadalje, ovi su elementi varirali u svojim koncentracijama i u tradicionalnih
portugalskih kultivara. Osim toga, sastav mikroelemenata bio je najvisi u kultivara PDO 'Terra
Fria', koji se uzgaja na tlima na $kriljevcima, ¢ime ukazuje i na utjecaj mati¢ne podloge na
multielementni sastav sjemenki kestena (Borges i sur. 2008). Uzmemo li sve receno u obzir,
ovdje prikazani podaci za tri istrazivane grupe u djelomi¢nome su suglasju s prethodno
objavljenim podacima te bi mogli tvoriti osnovu daljnje selekcije kultivara kestena, odnosno
genotipova koji su ,,u¢inkoviti“ za usvajanje pojedinog hranjiva, posebice Mn i Zn, koji su
pokazali pozitivne korelacije izmedu udjela u tlu i sjemenkama. Utjecaj tla i mati¢ne podloge
stoga ne treba zanemariti, s obzirom na to da karakteristike tla, prije svega pH-vrijednost i tip

mati¢ne podloge, utje¢u na dostupnost brojnih elemenata (Soranz Ferrarezi i sur. 2022).

5.4. Znacaj i o¢uvanje maruna u Hrvatskoj

Pitomi kesten jedna je od najznacajnijih autohtonih vrsta juzne Europe, ¢ija je povijest
uzgoja usko vezana uz europske civilizacije i drustva od anti¢kog doba nadalje (Conedera i sur.
2019). Kultivari kestena, odnosno maruni, svakako su jedan od elemenata poljoprivrednog
nasljeda te predstavljaju visestoljetnu tradiciju uzgoja i selekcije (Bounous 2009). S obzirom
na dugu povijest kultivacije na odredenom podrucju, lokalni su kultivari optimalno prilagodeni
staniS$nim uvjetima te pokazuju visi stupanj otpornosti na negativne ¢imbenike (Lei 1 sur. 2008;
Zhang i sur. 2011). Osim toga, tradicionalni kultivari koji se mogu uzgajati i u sustavima kao
Sto su agroforestry sustavi, pokazuju vecu geneti¢ku raznolikost od posve plantaznog uzgoja
(Atta-Krah i sur. 2004; Figueredo-Urbina i sur. 2021), predstavljajuci time izvor potencijalnih,
povoljnih prilagodbi na nadolazece promjene u klimi (Lei i sur. 2009; Caiji i Xue 2016). Kao
najpoznatiji primjeri ovakvih tradicionalnih nasada kestena, isticu se silvopastoralni te
silvogranarni krajolici Spanjolske i Portugala (Moreno i Caceres 2016; Van Colen 2020),
odnosno montados, dehasas, soutos, castarieros i castaiieos (Moreno i Caceres 2016; Roces-
Diaz i sur. 2018). Osim mogucnosti kontinuiranog i visestrukog koriStenja povrsina pod
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nasadima, ovaj nacin uzgoja omogucio je i oCuvanje tradicionalnih kultivara kestena, usprkos
sveukupnoj ugroZenosti nasada (Roces-Diaz i sur. 2018).

Nasadi 'Lovranskog Maruna' od velikog su kulturoloskog i turistickog znaaja na
podrucju Istre i Kvarnera (Medak i sur. 2009; Tumpa i sur. 2021; Poljak i sur. 2023), a suo¢eni
su s nekoliko prijetnji. Naime, usprkos visokoj zastupljenosti Cryphonectria hypovirusa 1
(CHV-1) u okolnoj divljoj populaciji, te postojecu biolosku kontrolu bolesti, nasadi
'‘Lovranskog Maruna' znac¢ajno se slabije oporavljaju od divljih stabala (Jezi¢ i sur. 2014). Osim
toga, u nasadima prevladavaju stara, na otoku Cresu i monumentalna, stabla te je suSenje sve
veceg broja jedinki neizbjezno. Naposlijetku, nasadi se nalaze ¢esto na pozeljnim lokacijama
te su ugrozeni prenamjenom zemljiSta. Nazalost, upravo je prenamjenom zemljista unisten i
dio stabala analiziranih u ovome radu, nedugo nakon uzorkovanja stabala. Zastita 'Lovranskog
Maruna' stoga je nuzna na viSe razina i iz viSe smjerova djelovanja, da bi se ocuvale njegove
morfolosko-kemijske znacajke, ali i socioekonomski znacaj. Kao §to je vidljivo iz rezultata
molekularnih istrazivanja prikazanih u ovome radu, istrazivani nasadi su geneticki raznoliki te
su okarakterizirani mjeSovitim karakterom, obuhvacajuci jedinke klonalnog podrijetla,
odnosno 'Lovranski Marun', te divlja stabla, kao i potomke njihove hibridizacije. lako sam
‘Lovranski Marun' ¢ini pet genotipova, koji se uzgajaju i tretiraju kao jedan, potencijal za
unaprjedenje, kao i razvoj novih kultivara, je velik te mogu¢ u dva smjera. Naime, fertilno
potomstvo ‘Lovranskog Maruna’, odnosno marusnjaci, predstavljaju izvor genotipova za
selekciju, te daljnje vegetativno razmnozavanje odabranih jedinki putem “trenutnog
pripitomljavanja”. Ovi bi se genotipovi mogli pridruziti 'Lovranskome Marunu' te time
reintroducirati divlje gene u genofond kultivara, uz potencijalnu pojavu novih obiljezja
(Pereira-Lorenzo i sur. 2019). Alternativno, novootkriveni, fertilni genotipovi mogli bi biti
ukljuceni u programe selekcije 1 ciljanih krizanja, medusobno ili s postoje¢im kultivarima, uz
moguénost uzgoja posve novih, superiornih kultivara. Ovim bi se metodama 'Lovranski Marun'
mogao ocuvati kao kultivar te biti uvrSten na Sortnu listu Republike Hrvatske. Osim toga, zbog
ograni¢enog i jasno definiranog podrucja uzgoja, 'Lovranski Marun' potencijalan je kandidat i
za zastitu europskim oznakama izvornosti, odnosno oznakama “Zasti¢ena oznaka izvornosti”
(ZOJ) ili “Zasti¢ena oznaka zemljopisnog podrijetla” (ZOZP), dok bi se tradicionalni proizvodi
dobiveni iz plodova 'Lovranskog Maruna' takoder mogli zastititi oznakom “Zajamceno
tradicionalni specijalitet” (ZTS) (NN 80/2013-1661). Ovim bi oznakama plodovi i preradevine
‘Lovranskog Maruna' dobile na vrijednosti i prepoznatljivosti na nacionalnoj, ali i europskoj

razini, ¢ime bi se zasigurno dodatno potaknulo ocuvanje nasada i kulture kestena u Hrvatskoj.
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6. Zakljuéci

Iako su u Hrvatskoj tradicionalno poznata tri kultivara, ovim je istrazivanjem utvrdeno
postojanje samo jednog, 'Lovranskog Maruna'. Pritom je rije¢ o poliklonalnom kultivaru,
kojega tvori pet genotipova, prisutnih u razli¢itim omjerima na podruéju Lovrana, Lovrina i
jedinki u nasadima Lovrana, koji se mogu smatrati inicijalnim podru¢jem uzgoja maruna u
Hrvatskoj. Podrijetlo 'Lovranskog Maruna' najvjerojatnije se moze objasniti ancestralnom
poliklonalno$¢u, odnosno meduoprasivanjem ancestralnih maruna. S obzirom na mali inicijalni
genofond, meduoprasivanje je u relativno kratkome razdoblju, od nekoliko stolje¢a, dovelo do
veoma male geneticke raznolikosti, koja je danas uocljiva izmedu pet genotipova koji tvore
‘Lovranski Marun', u obliku genske razlike od samo jednog alela. Osim toga, krizanjem u
srodstvu pojavila se muska sterilnost, koja je danas takoder znacajno determinacijsko svojstvo.
Usprkos tomu, geni 'Lovranskog Maruna' Sire se danas i generativnim putem, putem sjemena
nastalog oprasSivanjem divljeg roditelja iz okolnih prirodnih populacija pitomog kestena
(hibridna stabla). Jedinke hibridnog podrijetla predstavljaju potencijalni novi genofond za
selekciju, kao i za reintrodukciju divljih gena u kultivirani genofond (marune), ¢ime bi se mogli
uzgojiti otporniji, produktivniji kultivari, bolje prilagodeni na nadolaze¢e promjene u okolisu.

Osim marunskih jedinki te hibridnih stabala, na podru¢ju analiziranih nasada utvrdene
su i jedinke okarakterizirane kao ‘“divlje”, odnosno jedinke bez utvrdene srodnosti s
‘Lovranskim Marunom'. Osim koristenjem molekularnih markera, ove su se tri grupe
razlikovale u morfoloskim znacajkama lista i ploda. Na samu morfologiju lista i ploda
dominanto je utjecalo gensko podrijetlo, odnosno pripadnost jednoj od tri genske jedinstvene
grupe (maruni, hibridi, divlja stabla). Analizirana stabla maruna (G1) imala su ocekivano nisku
razinu raznolikosti u morfologiji plodova, kao i homogene vrijednosti UPOV parametara.
Svojstva koja su nepovoljna sa stajaliSta konzumacije 1 prerade plodova, kao §to su brojnost i
duzina ureza sjemene ljuske i endokarpa u sjemenku, o¢ekivano su imala najmanje vrijednosti,
bududi da je izgledno da je selekcija maruna upravo iSla u smjeru uzgoja jedinki s najmanjim
negativnim karakteristikama. Divlja su stabla pak imala o¢ekivano najmanje plodove s
najbrojnijim i najduzim urezima sjemene ljuske i endokarpa u sjemenku, predstavljajuéi time
dijametralnu suprotnost marunima. Hibridne su jedinke, s druge strane, zauzele intermedijaran
poloZzaj, demonstrirajuci time takoder utjecaj gena na morfologiju ploda. Ipak, promatra li se
morfologija lista, hibridne su se jedinke istaknule najve¢im lis¢em, demonstriraju¢i time

hibridni vigor, odnosno pozitivan utjecaj hibridizacije izmedu maruna i divljih jedinki.
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lIako je istrazen utjecaj pedoloskih svojstava na morfologiju plodova i lis¢a, znacajne
korelacije nisu utvrdene. Na razini pojedinih parova parametara tla i morfoloskih znacajki, kao
Sto je pH-vrijednost tla i veli¢ina ploda, utvrdene su pozitivne, iako slabo znacajne korelacije.
Takoder, utvrdena je negativna korelacija izmedu udjela ugljika i dusika u tlu s veli¢inom lista.

Analizama multielementnog sastava jestivog dijela plodova maruna (G1), kao i divljih
stabala (G3), utvrdeno je kako ‘'Lovranski Marun' ima sli¢ne vrijednosti makro- i
mikroelemenata kao i drugi europski kultivari maruna, dok su koncentracije Ca, K i Mg bile
viSe od vecine usporedivih kultivara europskih maruna. Takoder, vrijednosti zabiljezene za
sjemenke divljih stabala bile su unutar raspona podataka drugih divljih populacija Europe.
Vazno je napomenuti kako su koncentracije toksi¢nih metala, odnosno $tetnih elemenata u
tragovima, bile ispod grani¢nih vrijednosti svih relevantnih standarda, kao i zakonom
odredenih grani¢nih vrijednosti u Republici Hrvatskoj.

Sve tri geneticki definirane grupe (maruni, hibridi, divlja stabla) jasno su se razlikovala
s obzirom na vrijednosti Ca, Mg i Sr. Osim toga, vrijednosti Al, Co, Cu, Ti i Mo izdvojile su
G2 (hibridi) kao grupu u sredini intervala, odnosno potvrdile su intermedijarni karakter
hibridnih stabala. Vrijednosti Ca i Mg, kao znacajnih elemenata koja su takoder razlikovala
sve tri grupe, bile su najviSe u G3. Podaci dobiveni U ovome istraZivanju potvrduju kako je
utjecaj genotipa na usvajanje makro- i mikroelemenata dominantan, te nadilazi utjecaj okolisa
na stabla koja rastu na istome podru¢ju. Osim toga, znacajne i pozitivne korelacije izmedu
udjela pojedinog elemenata u tlu i u sjemenkama utvrdene su za Mn i Zn, posebice u G1 i G2.

Prevladavajuci utjecaj genotipa na usvajanje makro- i mikroelemenata iz tla mogao bi
i oni posebno prilagodeni rastu na tlima siroma$nim odredenim makro- i mikroelementom,
poznati kao tzv. “ucinkoviti” genotipovi.

Istrazivanja genofonda maruna u Hrvatskoj prvi su i1 najvazniji korak u zastiti te
oCuvanju tradicionalnih kultivara kao bastine Istre i Kvarnera. Osim toga, genotipizacija
jedinki 'Lovranskog Maruna' nuZan je preduvjet uvrstavanja ovog kultivara na sortnu listu
Republike Hrvatske, ¢ime se otvara moguénost zastite na europskoj razini. Time bi se, osim
samog ofuvanja, mogao 1 popularizirati njegov uzgoj te potaknuti organizirana proizvodnja

rasadnickog materijala.
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8. Zivotopis
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