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1. Uvod

1.1. Rod Pistacia L.

Rod (lat. genus) Pistacia L. pripada porodici vonjaca ili rujeva (lat. familia Anacardiaceae)
(Tablica 1). Ovaj rod prvi puta je opisao Linné u poznatom djelu Species Plantarum (1753) te je
tvrdio kako tome rodu pripada Sest vrsta, od kojih su P. lentiscus L., P. terebinthus L. i P. vera
L. do danas zadrzale svoj taksonomski status vrste. Vrste ovoga roda disjunktno su
rasprostranjene od Meksika do srednje Amerike, od Mediterana do srednje Azije, te od
sjeveroistocnog do istoénog tropskog dijela Afrike (Slika 1). Trenuta¢no rod Pistacia prema
,Plants of The World Online” bazi podataka (POWO 2023), koja se redovito azurira, obuhvaca
13 prihvacéenih taksona, od toga 11 prihvacenih vrsta, dvije podvrste i1 jednu hibridnu svojtu
(Tablica 2). U ovome radu slijedit ¢emo prihvacene svojte i taksnomiju roda Pistacia prema
POWO (2023).

Svojte ovoga roda su dvodomna (diecijska), rijetko jednodomna (monecijska), listopadna
ili vazdazelena, kserofitna stabla ili grmovi s dobro razvijenim smolnim kanalima (AL-Saghir
2010; AL-Saghir i Porter 2012). Lis¢e je naizmjeni¢no rasporedeno, parno ili neparno perasto
sastavljeno, ponekad troliskavo ili jednostavno, kutinizirano ili koZzasto, bez palistica (lat.
stipulae) (AL-Saghir i Porter 2012). Cvjetovi su sitni i neugledni, u grozdastim ili metli¢astim
cvatovima, jednospolni ili dvospolni (Forenbacher 1990). Plodovi i sjemenke pojedinih vrsta
jestivi su i hranljivi, ili sluze kao zacini (Giperborejski i Markovi¢ 1952). lako rod ne broji puno
vrsta, s obzirom na njegovu vrlo Siroku geografsku rasprostranjenost, neke od njih poput prave
trslje ili pistace (P. vera) imaju veliku ekonomsku vaznost u zemljama s pogodnim klimatskim
uvjetima za njezin komercijalni uzgoj (Sheibani 1995; AL-Saghir 2009; Pazouki i dr. 2010).

Tablica 1. Taksonomska klasifikacija roda Pistacia (prema Euro+Med PlantBase, 2006-2023).

Taksonomska kategorija Taksonomska jedinica
Carstvo (regnum) Plantae

Odjeljak (divisio) Tracheophyta

Pododjeljak (subdivisio) Spermatophytina

Razred (class) Magnoliopsida

Nadred (superordo) Rosanae

Red (ordo) Sapindales Bercht. & J. Presl|
Porodica (familia) Anacardiaceae R. Br.

Rod (genus) Pistacia L.




Tablica 2. Popis prihvaéenih svojti roda Pistacia (prema POWO, 2023).

Taksonomska kategorija Svojta

vrsta 1. Pistacia aethiopica Kokwaro

vrsta 2. Pistacia atlantica Desf.

vrsta 3. Pistacia chinensis Bunge

podvrsta 4. Pistacia chinensis subsp. chinensis
podvrsta 5. Pistacia chinensis subsp. integerrima (J.L.Stewart) Rech.f.
vrsta 6. Pistacia eurycarpa Yalt.

vrsta 7. Pistacia falcata Becc. ex Martelli

vrsta 8. Pistacia khinjuk Stocks

vrsta 9. Pistacia lentiscus L.

vrsta 10. Pistacia mexicana Kunth

vrsta 11. Pistacia terebinthus L.

vrsta 12. Pistacia vera L.

vrsta 13. Pistacia weinmanniifolia J.Poiss. ex Franch.
krizanac 14. Pistacia x saportae Burnat

ot
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Slika 1. Globalna rasprostranjenost roda Pistacia; zeleno — podrucje prirodne rasprostranjenosti,

ljubicasto — podrucje introdukcije (1zvor: Kew (2023) - International Plant Names Index and World Checklist
of Vascular Plants, Pistacia L. https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:1883-1) (Pristupljeno 21.
3.2023.).

Vrste ovoga roda svojstvene su flori Mediterana i Bliskog istoka (Slika 2), a prema najnovijim
biogeografskim istrazivanjima porijeklo roda seze u prijelazno razdoblje iz eocena u oligocen
prije otprilike 37,6 miljuna godina (Xie i dr. 2014). Prema Golan-Goldhirsh (2009) rod je sporo
evoluirao 1 vjerojatno sacuvao genetsku raznolikost neophodnu za dugovjecnost i toleranciju na
stresne okoli$ne uvjete (susa, plitko kamenito tlo, posolica i sl.). Svojte roda Pistacia neizostavan


https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:1883-1

su dio sredozemne vegetacije gdje dolaze na suhim, toplim, kamenitim i stjenovitim stanistima,
te dobro podnose dugotrajne suse i visoke temperature. Takoder, drvo vrsta toga roda, posebno
P. terebinthus, imalo je Siroku primjenu u stolarstvu i tokarstvu na podru¢ju Mediterana zbog
manjka svih drvnih sortimenata, a koristilo se i za izradu drvenih dijelova finog oruda te za
ogrjev jer sadrzi smole koje prilikom izgaranja u prostoriji stvaraju ugodan miris (Toli¢ 2003).

Pistacia

Native (incl. archaeophytes)
Alien {status unknown)

Botanical Museum. Helsinki, Finland 20138
Data from BGEM. Berlin-Dahlem, Germany

Slika 2. Rasprostranjenost roda Pistacia u Sredozemlju i na Bliskom istoku; zeleno — podruéje

prirodne rasprostranjenosti, zuto — podrucje introdukcije (lzvor: Euro+Med PlantBase (2006-2023),
Pistacia L. https://euromed.luomus.fi/euromed _map.php?taxon=435040&size=medium) (Pristupljeno 21. 3. 2023.).
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1.2. Svojte roda Pistacia u Hrvatskoj

U Hrvatskoj su prisutne Cetiri svojte roda Pistacia: P. lentiscus, P. terebinthus, njihov krizanac
P. x saportae i P. vera koja je kultivirana. Rastu na sun¢anim i stjenovitim stanis$tima
mediteransko-litoralnog i mediteransko-montanskog vegetacijskog pojasa od Istre do juga
Dalmacije (Slika 3). U tim pojasevima velike povrSine nekadasnjih vrijednih visokih Suma
nalaze se u nekom od degradacijskih stadija (makija, garig, pscudomakija, $ikara) u kojima su
vrste roda Pistacia prisutne kao vazne irano-turske komponente sredozemne flore (Kovacic i dr.
2008; Vukeli¢ 2012). Medutim, u Sumarskoj struci one su zanemarene i njihove meliorativne
osobine (razgranat korijenov sustav, dobro podnose susu i hranjivima siromasna staniSta, dobra
izbojna snaga, dobro obnavljanje iz panja nakon pozara) nisu dovoljno vrednovane (Toli¢ 2003).
U nastavku slijedi detaljniji opis prisutnih svojti. Potrebno je naglasiti kako je uz spomenute
svojte u Hrvatskoj, 1985. godine, na podru¢ju Biokova opisana vrsta P. calcivora Radi¢
temeljem morfoloskih osobina, a njezin taksonomski status do danas nije razrijeSen. Stoga nije
uvrStena na sluzbene popise o flori odredenog podrucja, primjerice ne navodi se u nacionalnoj
bazi podataka o flori Hrvatske ,,Flora Croatica Database* (FCD, Nikoli¢ 2023).

Slika 3. Rasprostranjenost roda Pistacia u Hrvatskoj (Izvor: Nikoli¢ T. ur. (2015 - 2023), FCD

https://hirc.botanic.hr/fcd/beta/map/search/7531-12380-27580-275797criteria=) (Pristupljeno 21. 3.
2023.).
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1.2.1. Pistacia terebinthus L. — smrdljika

Raste kao razgranat listopadni grm ili do 10 m visoko stablo do 1 m prsnog promjera (Slika 4.a),
aromati¢na, smolasta mirisa (Sili¢ 2005; Kovacié i dr. 2008). Kora je sivkastosmeda, u mladosti
glatka, poslije raspucala u nepravilne, djelomi¢no zaobljene ljuskice (Slika 4.c), sadrzi oko 25 %
tanina te se upotrebljava u koZzarskoj industriji za $tavljenje koze (IdZojti¢ 2005; Sili¢ 2005;
Franji¢ i Skvorc 2020). Izbojci su debeli, goli, svjetlosmedi do naranastosmedi, uzduzno plitko
raspucali sa spiralno rasporedenim pupovima koji su krupni, jajasti, tupo usiljeni, pokriveni
vec¢im brojem ljusaka (Slika 4.d, Slika 6). Listovi su naizmjeni¢ni, kozasti, na dugim peteljkama,
dugi 9-16 cm, neparno perasto sastavljeni od 5 do 11 gotovo sjede¢ih, 3-6 cm dugih i 1-2 cm
Sirokih, jajastih do Siroko kopljastih liski cijelog ruba, Siljastog ili tupog vrha, klinaste do
zaobljene 1 nesto asimetricne osnove (Slika 4.b, Slika 6) (IdZojtic 2009). Liske su na licu
tamnozelene, gole i izrazito sjajne, a na nalicju svjetlozelene (Kovaci¢ i dr. 2008; Idzojti¢ 2009).
Peteljka i lisna os su okruglaste, nisu okriljene. Protrljani listovi neugodnog su mirisa, a u jesen
su zagasito crveni (Idzojti¢ 2009). Vrsta je dvodomna, anemofilna, ljekovita i medonosna, a
cvjetovi su zuckastozeleni, jednospolni, s crvenim prasnicama i njuSkom tucka, u 5-15 cm
dugim, uspravnim grozdastim cvatovima (Slika 4.d i e, Slika 6) (Sili¢ 2005; Kovagi¢ i dr. 2008;
Idzojti¢ 2013; Franji¢ i Skvorc 2020). Cvjeta od travnja do srpnja, za vrijeme listanja
(Forenbacher 1990; Kovaci¢ i dr. 2008; Idzojti¢ 2013). Plod je okruglasta ili jajasta, ornitohorna
kosStunica, promjera do 8 mm (Slika 6), u pocetku zelena, u stadiju zriobe smeda do
grimiznomodra (Slika 4.b), a dozrijeva koncem listopada. Sjemenke su okruglasto plosnate, po
jedna u kostunici, kliju druge godine nakon sjetve (Sili¢ 2005; Kovagié i dr. 2008). Kostunice su
jestive u sirovom stanju, ali im je okus opor, gorkast, smolast i aromati¢an, te sadrze oko 37 %
masnog ulja. Na listovima se ¢esto pojavljuju crvene SiSke sli¢ne rogacu, tzv. ,,Judini rogac¢i
(Slika 5), koje nastaju ubodom kukca Baizongia pistaciae L., a nekada su se upotrebljavale za
dobivanje crvene boje (Sili¢ 2005; Franji¢ i Skvorc 2020). Smrdljika je takoder bila prvi poznati
izvor terpentina (tekuéine mirisa na aceton koja sadrzi razliCite terpene), koji se dobiva
destilacijom gustih smolastih sokova nekih stabala (izvorno smrdljike, a danas uglavnom
razli¢itih borova), a Koristi se primjerice u industriji boja kao otapalo (Kovaci¢ i dr. 2008).
Izmedu ostaloga, koristi se i kao podloga (hipobiont) za heterovegetativno razmnoZavanje
(cijepljenje, transplantaciju ili kalemljenje) prave trilje (P. vera) (Franji¢ i Skvorc 2020).



Slika 4. Morfoloska obiljezja smrdljike (P. terebinthus); a — habitus, b — lis¢e i plodovi

(kostunice), ¢ — kora, d — izbojak s pupovima i muskim cvatovima, e — Zenski cvatovi. Autori: Jozo
Franji¢ (4.a, b, ¢), Sandro Bogdanovi¢ (4.d, €).



14 »I/ - ey 'ﬁ
Slika 5. Crvene $iske (entomocecidije) sli¢ne rogacu (tzv. ,,Judini rogac¢i®) na lis¢u smrdljike (P.
terebinthus) nastale ubodom kukca Baizongia pistaciae (Izvor: Wildside Holidays, Turpentine tree —
Pistacia terebinthus - Cornicabra https://wildsideholidays.co.uk/turpentine-tree-pistacia-terebinthus-cornicabra)

(Pristupljeno 27. 3. 2023.).

PISTACIJA

1. Smrdljika (Pistacia terebinthus): 1a. granéica s muskim cvjetovima, 1b. granéica s mladim listovima i Zenskim cvjetovima, ic. granfﬁca
s listovima i plodovima, 1d. granéica s pupovima, 1e. muski cvijet (5x), 1f. pradnik s dviju strana (5x). 1g dio Zenskog cvata (2x). 1h. i1k
senskl cvijet (8x), Tm. kodtunica (2x), In. kodtica (2x); 2. tr8lja (P. Jentiscus): 2a. grantica s listovima | muskim cvjetovima, 2b. dio
granéice s listovima | Zenskim cvjetovima, 2c. grangica s listovima | plodovima, 2d. muski cvijet (5x), 2e. prasnik s triju strana (5x),
2f. zenski cvat u pazuscu lista (5/2x), 2g. Zenski cvijet (10x), 2h. koStunica (5/2x), 2k. kostica s triju strana (5/2x)

Slika 6. Morfoloska obiljezja smrdljike (P. terebinthus) i trslje (P. lentiscus). Izvor: Sumarska
enciklopedija I1, 1983.


https://wildsideholidays.co.uk/turpentine-tree-pistacia-terebinthus-cornicabra

Smrdljika je prirodno rasprostranjena na podru¢ju Mediterana, od Spanjolske do Turske
(Spanjolska, Francuska, Italija, Hrvatska, Bosna i Hercegovina, Cipar, Gréka, Maroko, AlZir,
Tunis, Libija, Jordan, Palestina, Libanon, Saudijska Arabija, Sirija i Turska) (Slika 7) u rasponu
od 225 do 1850 m n. v. (AL-Saghir i Porter 2012). U juznom Tirolu i u Istri mogu se naci
pojedine jedinke smrdljike, ali samo na najpovoljnijim polozajima i vapnenastoj podlozi
(Petracic¢ 1942).

Pistacia terebinthus
Native (incl. archaeophytes}
Alien (status unknown)

Botanical Museum. Helsinki. Finland 2018
Data from BGBM. Berlin-Dahlem. Germany

Slika 7. Rasprostranjenost smrdljike (P. terebinthus) u Sredozemlju i na Bliskom istoku; zeleno
— podrucje prirodne rasprostranjenosti, zuto — podruéje introdukcije (lzvor: Euro+Med PlantBase

(2006-2023), P. terebinthus L. https://euromed.luomus.fi/euromed map.php?taxon=435045&size=medium)
(Pristupljeno 21. 3. 2023.).

Najcesce raste u zoni vazdazelenih i listopadnih primorskih Suma i makija, na suhim, toplim,
kamenitim i stjenovitim stani§tima (Kovagié¢ i dr. 2008; Franji¢ i Skvorc 2020). U Hrvatskoj
dolazi uz rije¢ne tokove Neretve, Cetine, Zrmanje i prodire duboko u kopno u submediteranskoj
vegetacijskoj zoni, penjuéi se mjestimi¢no do 700 m n. v. (Slika 8) (Kovaci¢ i dr. 2008; Franji¢ i
Skvorc 2020). Na otoku Bradu je ¢esta do kojih 400 m n. v. Na juznijim otocima Koréuli i
Mljetu takoder je dosta Cesta (Petraci¢ 1942).


https://euromed.luomus.fi/euromed_map.php?taxon=435045&size=medium

Slika 8. Rasprostranjenost smrdljike (P. terebinthus) u Hrvatskoj (Izvor: Nikoli¢ T. ur. (2015 - 2023),
FCD https://hirc.botanic.hr/fcd/beta/map/distribution/12380) (Pristupljeno 21. 3. 2023.).

Pripada sredozemnom flornom elementu te je svojstvena vrsta primorskih Suma i $ikara hrasta
medunca s crnim i bijelim grabom (sveza Ostryo-Carpinion orientalis Horvat (1954) 1958) u
Sumskoj vegetaciji Hrvatske koje uspijevaju na neutrofilnim i1 bazicnim tlima, na vapnencima
izrazenog reljefa od Istre do Dubrovackog zaleda (Vukeli¢ 2012). Dolazi u flornom sastavu Suma
hrasta medunca i bijeloga graba (asoc. Querco pubescenti-Carpinetum orientalis Horvati¢ 1939),
koje predstavljaju najznacajniju klimazonalnu Sumsku zajednicu submediteranske vegetacijske
zone priobalnog pojasa sjevernog Hrvatskog primorja, veceg dijela Istre izgradenoga od
vapnenca, sjevernojadranskih otoka, sjevernog dijela Ravnih kotara i vecega dijela kontinentalne
Dalmacije do granice s Bosnom i Hercegovinom, odnosno na jugu s Crnom Gorom. Nastavljaju
se na eumediteransku zonu Suma hrasta crnike te se uglavnom prostiru na velikim povrSinama
razli¢itih degradacijskih stadija obiljezenih prevlaséu odredene vrste, primjerice stadij s P.
terebinthus (Vukeli¢ 2012). Takoder, smrdljika dolazi i u drugim primorskim $umama i Sikarama
bijeloga graba ¢iji florni sastav ovisi o stupnju degradacije (asoc. Cruciato glabrae-Carpinetum
orientalis Sugar et Trinajsti¢ 1988, Phillyreo latifoliae-Carpinetum orientalis Em 1962, Arbuto
unedonis-Carpinetum orientalis Trinajsti¢ 2002) (Trinajsti¢ 2008; Vukeli¢ 2012). Osim
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spomenutih Suma i Sikara medunca i bijeloga graba, smrdljika ima znacajnu ulogu u sloju grmlja
u Sumama crnoga bora i crnoga graba na sjevernom Velebitu (asoc. Ostryo-Pinetum nigrae (Anic¢
1957) Trinajsti¢ 1998), koje se rasprostiru na prijelazu iz mediteranske u eurosibirsku-
sjevernoamericku vegetacijsku regiju, Sto naglaSava mijesanje sredozemne i kontinentalne klime.
Uglavnom su to veci nagibi, razliCite ekspozicije te smede tlo na vapnencima i dolomitima. Tlo
je dosta plitko, a na povrsini su uocljive velike kamene gromade i kamene ploce (Vukeli¢ 2012).

1.2.2. Pistacia lentiscus L. — tr§lja

Raste kao vazdazeleni grm ili do 5 m visoko stablo (Slika 9.c), karakteristicnog smolastog mirisa
(Sili¢ 2005; Kovagi¢ i dr. 2008). Kora je zelenosiva, u mladosti glatka, no kako stari, postaje
tamnozelena 1 raspucala u sitne ljuske te sadrzi mirisav smolasti sok (mastiks) (Kovaci¢ i dr.
2008; Franji¢ i Skvorc 2020). Listovi su naizmjeni¢ni, koZasti, dugi 5-10 cm, parno perasto
sastavljeni od 6 do 10 sjede¢ih, 2-4 cm dugih i 0,5-1 c¢m Sirokih, jajasto kopljastih do obrnuto
jajastih liski cijelog ruba, tupog vrha i klinaste osnove (Slika 6, Slika 9.a) (Idzojti¢ 2009; Franjié¢
i Skvorc 2020). Liske su na licu tamnozelene, sjajne, gole, a na nali¢ju svjetlozelene. Peteljka i
lisna os su plosnate, usko okriljene, Zljebaste te Cesto crvenkaste (Kovacic¢ i dr. 2008; Idzojti¢
2009). Protrljani listovi karakteristicnog su mirisa (Idzojti¢ 2009). Vrsta je dvodomna,
anemofilna, ljekovita i medonosna, a cvjetovi su zuckastocrveni, jednospolni, s crvenim ili
zuckastocrvenim pras$nicama i crvenom njuskom tucka, sitni, skupljeni u klasaste cvatove u
pazuscima listova (Slika 6) (Sili¢ 2005; Kovacié i dr. 2008; IdZojti¢ 2013). Cvjeta od ozujka do
svibnja, prije listanja (Idzojti¢ 2013). Plodovi su sitne (2-4 mm promjera), okruglaste,
ornitohorne kostunice, zbijene u guste nakupine, u pocetku crvenkaste (Slika 6, Slika 9.a), a kada
sazriju (u kasnu jesen) pocrne (Kovaci¢ i dr. 2008; Idzojtic 2013). Sjemenke su jajasto-
okruglaste, po jedna u kostunici (Franji¢ i Skvorc 2020). 1z prokuhanih plodova dobiva se masno
ulje koje se u nekim arapskim zemljama koristi za jelo, a na nekim nasim otocima se koristilo za
vrijeme Drugog svjetskog rata. Mirisavi smolasti sok (mastiks), koji se dobiva zarezivanjem kore
trslje (Slika 10), smatra se najstarijim balzamom. Poznavali su ga i upotrebljavali stari Grci,
Rimljani i Egip¢ani (oko 400. god. pr. Kr.) u medicini kao lijek, ali i za zvakanje umjesto
zvakace gume. Trslja se Koristi i u industriji (npr. listovi bogati taninima primjenjivani su za
bojanja tkanina) i u proizvodnji alkoholnih pi¢a (mastika) (Kovaci¢ i dr. 2008). Drvo tr§lje nema
gospodarsku vrijednost, a grancice s listovima se koriste u cvjeéarstvu za izradu cvjetnih buketa i
aranzmana (Toli¢ 2003). Dobro podnosi susu, veliku zegu, zasjenu, posolicu i zaslanjena tla
(Sili¢ 2005; Kovaci¢ i dr. 2008). Stoga je pogodna za koristenje u meliorativnim zahvatima i za
ozelenjavanje prostora uz morsku obalu, ali i kao podloga (hipobiont) za heterovegetativno
razmnozavanje (cijepljenje) prave trslje (P. vera).
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Slika 9. Morfoloska obiljezja trslje (P. lentiscus); a — listovi i plodovi (koStunice), b — muski
cvatovi, ¢ — habitus. Autori: Jozo Franji¢ (9.a, c), Sandro Bogdanovi¢ (9.b).

Slika 10. Smolasti sok (mastiks) dobiven zarezivanjem kore tr$lje (P. lentiscus) i suSenjem na

suncu  (lzvor: Poupadou, Mastic of Chios https://www.poupadou.com/blog/en/various-mastiha-mastic/)
(Pristupljeno 27. 3. 2023.).
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Trslja je prirodno rasprostranjena od Kanarskog otocja preko juga Europe, od Portugala do
Grcéke 1 Turske, u sjevernom dijelu Afrike od Maroka do Egipta i Bliskog istoka (Slika 11), u
rasponu od 0 do 2000 m n. v. (AL-Saghir i Porter 2012). Raste na suncanim, stjenovitim
staniStima eumediteranskog podrucja, na plitkim i skeletnim tlima te je vrlo raSirena u
mediteranskim makijama (Kova¢i¢ i dr. 2008; Franji¢ i Skvorc 2020). Voli silikatna tla, no raste
vrlo dobro i na vapnenackim tlima. Ima je na svim jadranskim otocima osim Krka (Slika 12)
(Petraci¢ 1942). Prema Adamovicu (1911) tr$lja u Hrvatskoj raste tek juznije od Splita.

Pistacia lentiscus
. Mative {incl. archaeophutes)

Botanical Museum, Helsinki, Finland 2018
Data from BGEM,. Berlin-Dahlem,. Germany

Slika 11. Prirodna rasprostranjenost trslje (P. lentiscus) u Sredozemlju, Africi i na Bliskom

istoku (Izvor: Euro+Med PlantBase (2006-2023), Pistacia lentiscus L.
https://euromed.luomus.fi/euromed map.php?taxon=435042&size=medium) (Pristupljeno 21. 3. 2023.).
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Slika 12. Rasprostranjenost trslje (P. lentiscus) u Hrvatskoj (Izvor: Nikoli¢ T. ur. (2015 - 2023), FCD
https://hirc.botanic.hr/fcd/beta/map/distribution/7531) (Pristupljeno 21. 3. 2023.).

Pripada sredozemnom flornom elementu te je svojstvena vrsta kserotermnih stenomediteranskih
Suma i makija hrasta crnike, divlje masline, rogaca, alepskog bora i drugih vrsta (sveza Oleo-
Ceratonion Br.-Bl. 1936), ali dolazi i u Sumama i makijama hrasta crnike ili oStrike (sveza
Quercion ilicis Br.-Bl. 1931 (1936)). Nadalje, dolazi u flornom sastavu Suma hrasta crnike i
crnoga jasena (asoc. Fraxino orni-Quercetum ilicis Horvati¢ (1956) 1958) koje predstavljaju
najznacajniju klimazonalnu Sumsku zajednicu eumediteranske vegetacijske zone mediteransko-
litoralnog vegetacijskog pojasa, a prostiru se od juzne i1 jugozapadne Istre, preko LoSinja, juZznih
dijelova Cresa, Raba, Paga, Murtera i kopnom od Zadra do Prevlake (Slika 12) (Vukeli¢ 2012).
Takoder, znacajna je kserotermna vrsta u sloju grmlja najtermofilnije zajednice hrasta crnike
eumediteranske zone u kojoj uspijevaju samo vazdazelene vrste, Sume hrasta crnike s mirtom
(asoc. Myrto-Quercetum ilicis (Horvati¢ 1963) Trinajsti¢ 1985), a koja je najcesce razvijena u
degradacijskom stadiju makije ili je potpuno iskréena (Trinajsti¢ 2008; Vukeli¢ 2012). Raste
osobito na otocima od Unija i jugozapadnog dijela Lo$inja na sjeveru do Lokruma, Lastova,
Bobare i Mrkana na jugu, izuzevsi sjeveroistocne (hladnije) padine Ugljana i PaSmana te vise
dijelove Hvara, Visa, Korcule, Mljeta i poluotoka PeljeSca (Vukeli¢ 2012). TrSlja je manje
znacajna u flornom sastavu Suma dalmatinskog crnog bora s crnikom (asoc. Querco ilici-
Pinetum dalmaticae Trinajstic 1986) koje rastu u mediteransko-montanskom vegetacijskom
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pojasu na otoku Bracu, Hvaru, Korculi od 450 do 750 m n. v., na Peljescu i viSe, te u Sumama
hrasta ostrike i crnoga jasena (asoc. Fraxino orni-Quercetum cocciferae H-i¢ 1958) koje u
Hrvatskoj zauzimaju vrlo male, medusobno rascjepkane povrSine. Osim eumediteranske
vegetacijske zone, trSlja je svakako prisutna i u stenomediteranskoj zoni gdje raste u Sumskim
zajednicama alepskog bora (asoc. Querco ilici-Pinetum halepensis Loisel 1971, Pistacio lentisci-
Pinetum halepensis De Marco, Veri et Caneva 1984, Junipero phoeniceae-Pinetum halepensis
Trinajsti¢ 1988), a posebno u zajednicama makije i gariga (asoc. Oleo-Pistacietum lentisci Br.-
Bl. 1931, Oleo-Euphorbietum dendroidis Trinajsti¢ 1973, Pistacio lentisci-Juniperetum
phoeniceae Trinajsti¢ 1987, Oleo-Juniperetum phoeniceae Bruno, Mossa et Scrugli 1983, Erico
arboreae-Arbutetum unedonis Allier et Lacoste 1980, Erico manipuliflorae-Calycotometum
infestae Horvati¢ 1958) (Trinajsti¢ 2008; Vukeli¢ 2012). Najzastupljenija je u Sumama alepskog
bora s tr§ljom (asoc. Pistacio lentisci-Pinetum halepensis De Marco, Veri et Caneva 1984) gdje
je zastupljena u svim slojevima (sloj drveca, grmlja, prizemnog ras¢a) i istice se kao svojstvena i
razlikovna vrsta te asocijacije koja je indikator toplih i umjereno suhih ekoloskih uvjeta (Vukeli¢
2012). Medutim, veliki udio zastupljenosti ima i u zajednicama makije (npr. Oleo-Pistacietum
lentisci, Pistacietum lentisci-Juniperetum phoeniceae, Oleo-Juniperetum phoeniceae) gdje je uz
divlju maslinu (Olea europaea L. var. sylvestris Brot. (FCD, Nikoli¢ 2023)) jedna od najvaznijih
vrsta u sloju grmlja.

1.2.3. Pistacia x saportae Burnat — prijelazna trslja

Burnat (1896) je ovu svojtu izvorno opisao kao krizanca izmedu trslje (P. lentiscus) i smrdljike
(P. terebinthus). Medutim, neki botanicari su osporavali hipotezu o podrijetlu krizanca. Tako je
Zohary (1952) izdvojio ovu svojtu prvo kao zasebnu vrstu na temelju morfoloskih obiljezja, a
kasnije ipak predlozio da joj se dodijeli taksonomski status interspecijskog krizanca s tr§ljom (P.
lentiscus) i smrdljikom (P. terebinthus) kao roditeljskim svojtama (Zohary,1972). Status
krizanca ove svojte podrzan je istrazivanjima anatomije drva (Grundwag i Weaker 1976) i
molekularnim analizama primjenom raznih molekularnih biljega (Werner i dr. 2001; Yi i dr.
2008) kojima su potvrdene roditeljske vrste P. lentiscus i P. terebinthus.

Opcenito, prijelazna trslja ili zmaska (P. % saportae) pokazuje intermedijarna morfoloska
obiljezja roditeljskih vrsta (Slika 13, 14 i 15). Raste kao zimzeleni grm ili do 8 m visoko stablo,
sivkastosmede kore. Listovi su kozasti, 10 cm dugi, neparno perasto sastavljeni od (3) 5 do 11
(13) sjedecih, 5,8 cm dugih i 2,2 cm Sirokih, koso nasuprotnih, duguljastih, srpasto zakrivljenih
liski, siljastog do naglo Siljastog vrha (Werner i dr. 2001). Liske su na licu tamnozelene, gole, a
vr$na liska manja je od postranih, linearno-suli¢asta (Werner i dr. 2001; AL-Saghir i Porter
2012). Glavna lisna os je usko okriljena. Cvjetovi su skupljeni u grozdaste ili metlicaste cvatove,
duge do 7,5 cm. Plod je zelenkasto-ruzicasta, okruglasta kostunica, promjera 3 do 5 cm. Cvate od
ozujka do svibnja, a plodovi dozrijevaju u veljaci, rujnu i listopadu (AL-Saghir i Porter 2012).
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Slika 13. Listovi i sjemenke: a — P. terebinthus, b — P. x saportae, ¢ — P. lentiscus. lzvor:
Castroviejo i dr., ur. 2015: Flora Iberica, Vol. IX.
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Slika 14. a) Listovi svojte P. x saportae s otoka Korc¢ule. Autor: Martina Temunovié¢. b) Listovi P.
terebinthus (lijevo), P. x saportae (sredina) i P. lentiscus (desno) s otoka Visa. Autor: Sandro
Bogdanovi¢.
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Subgen. LENTISCUS |
Sect. Eulentiscus
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Slika 15. Herbarijski primjerak svojte P. x saportae sakupljen na podruc¢ju Biokova 1985. godine

iz herbarijske zbirke ,,Herbar Biokovskog podrué¢ja®“ (MAKAR) dr. fra Jure Radi¢a u Makarskoj.
Autor: Martina Temunovic.

Prirodno je rasprostranjena na Mediteranu (Cipar, Palestina, Alzir, sjeverni dio Maroka,
Spanjolska, Portugal, Francuska, Italija, Turska) na podru¢jima gdje rastu tr§lja i smrdljika (Slika
16). Raste u makijama, na vapnenackoj podlozi, do 450 m n. v. (AL-Saghir i Porter 2012). U
Hrvatskoj je prvi puta, na temelju morfoloSkih obiljeZja, zabiljeZena na Korculi (Jericevi€ i dr.
2014) (Slika 14 i 17), iako je dr. fra Jure Radi¢ zabiljezio nekoliko primjeraka na podruéju
Biokova ve¢ i ranije (Radi¢ 1985) (Slika 15).
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Slika 16. Rasprostranjenost svojte P. x saportae na Mediteranu (1zvor: Kew (2022) - International Plant
Names Index and  World  Checklist of  Vascular  Plants, P. X  saportae  Burnat
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:70269-1) (Pristupljeno 21. 3. 2023.).

Slika 17. Rasprostranjenost svojte P. x saportae u Hrvatskoj (Izvor: Nikoli¢ T. ur. (2015 - 2023), FCD
https://hirc.botanic.hr/fcd/beta/map/distribution/27579) (Pristupljeno 21. 3. 2023.).
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1.2.4. Pistacia calcivora Radié¢ — vapnojed

Svojta dvojbenog taksonomskog statusa koju je dr. fra Jure Radi¢ (1985) opisao kao endemsku
vrstu za podrucje Biokova te joj dodijelio hrvatski naziv vapnojed ili vapnojeda trslja. Jos$ ju se
naziva i jadranski smrdelj. Dr. fra Jure Radi¢ je bio hrvatski svecenik, teolog, prirodoslovac i
znanstvenik koji je utemeljio Biokovski botanicki vrt ,,Koti§ina“ te osnovao i vodio Malakoloski
muzej i Institut ,,Planina i more* u Makarskoj. Bio je vrlo posvecen istrazivanju biokovske flore
te je tvrdio da je intraspecijska varijabilnost P. calcivora vrlo velika, pa je opisao Cak dva
varijeteta i 14 formi na temelju morfoloskih obiljezja. Medutim, kako je P. calcivora opisana na
temelju morfoloskih obiljezja, ne moze se sa sigurno$¢u smatrati novom vrstom, ve¢ je potrebno
provesti molekularno-geneticke analize kako bi se eventualno potvrdilo postojanje endemske
vrste P. calcivora u hrvatskoj flori.

Prema Radi¢u (1985), raste kao listopadni, poligamni ili dvodomni grm ili do 5 m visoko
stablo. Listovi su dugi do 28 cm, jednostavni, dvoliskavi, troliskavi ili perasto sastavljeni. Liske
su jajaste, okrugle, elipticne, bubrezaste, obrnuto jajaste, obrnuto srcolike, klinaste osnove,
Siljastog, usiljenog, Siljatog do tupog vrha, cijelog, narovasenog, izveruganog, smezuranog ili
valovitog ruba (Slika 18 i 19). Peteljka i lisna os ponekad su usko okriljene, a kod mladih listova
pahuljasto maljave. Cvjetovi su jednospolni, skupljeni u vr$nim ili postranim metlicama. Zenski
cvjetovi ponekad su pomijesani sa sterilnim u zbijenim grozdovima ili manjim nakupinama,
rijetko pojedinacni. Plod je koStunica razlicitih oblika, 3-9 mm duga i 2-10 mm S$iroka, ponekad
2- ili 3-reznjasta (Radi¢ 1985). Na okomitim klisurama svojim razornim korijenom stvara
rasjekline u kamenu, a medu nagnutim kamenim blokovima razvija korijen u pukotinama stijena
(Slika 20). Holotip ove vrste opisan je nad izvorom Vrutak u Makarskoj, na 200 m n. v. te je
pohranjen u herbarijskoj zbirci dr. fra Jure Radica ,,Herbar Biokovskog podrué¢ja“ indeksiran kao
MAKAR (Slika 19), a koja se nalazi pri Malakoloskom muzeju Franjevackog samostana Blazene
Djevice Marije na nebo uznesene u Makarskoj.

Slika 18. Lijevo - listovi svojte P. calcivora koja raste u podnozju Biokova; desno — dobro
uocljiva varijabilnost listova i raznolikost oblika liski na lokalitetu Kotisina (Biokovo). Autor:
MartinaTemunovic.
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Slika 19. Holotip jadranskog smrdelja ili vapnojeda (P. calcivora) iz herbarijske zbirke ,,Herbar Biokovskog podruc¢ja“ (MAKAR) dr.

fra Jure Radi¢a u Makarskoj. Autor: Martina Temunovi¢.
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Slika 20. Svojta P. calcivora na klisuri iznad Makra na Biokovu, nekada (1985. godine) i danas.
Izvor: Radi¢, 1985; autor: Martina Temunovi¢, 2021.

1.2.5. Pistacia vera L. — prava trslja

Prava trslja ili pistaca (P. vera) je ekonomski najvaznija vrsta roda Pistacia zahvaljujuci svojim
jestivim sjemenkama koje su dovoljno velike da osiguraju komercijalnu isplativost njezinog
uzgoja (Ferguson i dr. 2005). Takoder, jedina je vrsta unutar roda koja se uspje$no uzgaja u
trajnim poljoprivrednim nasadima (AL-Saghir 2006). U Hrvatskoj se kultivira u vrtovima, a
moze se uzgajati na stanistima trslje 1 smrdljike.

Raste kao listopadno, do 8 m visoko stablo (Sili¢ 2005; Franji¢ i Skvorc 2020). Listovi su
naizmjeniéni, kozasti, neparno perasto sastavljeni od 3 do 5, 5-6 (3-9) cm dugih i 4-4,5 (2-7) cm
Sirokih, jajastih do obrnuto jajastih liski cijelog ruba, naglo i1 kratko $iljastog do tupog vrha,
klinaste do zaobljene, katkad asimetri¢ne osnove (Slika 21) (IdZojti¢ 2009; Franji¢ i Skvorc
2020). Postrane liske su sjedece, a vr$na s kratkom peteljkicom. Liske su u pocetku s obje strane
dlakave, a kasnije gole (Idzojti¢ 2009). Cvjetovi su jednospolni, anemofilni, sa zelenkastozutim
prasnicama i zuckastom njuskom tucka, skupljeni u 5-6 cm dugim, rahlim, postranim metlicama
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(Idzojti¢ 2013). Dvodomna je vrsta, a cvjeta u travnju, prije listanja. Plodovi su jednosjemene,
ornitohorne kostunice, na vrhu $iljaste, u pocetku zelene, kasnije crvenkaste (Slika 21). Endokarp
je drvenast, a tijekom dozrijevanja se odvaja od mezokarpa i egzokarpa. Plodovi dozrijevaju u
rujnu i listopadu, a kada sjemenka dozrije endokarp uzduzno raspucava od vrha prema osnovi
(Idzojti¢ 2013).

LL la_J

Pistacia Tree.

Ltwtacer vera

Slika 21. llustracija listova i plodova prave trslje (P. vera). Izvor: Michaux i dr., 1819.

Prirodno je rasprostranjena u planinskim podru¢jima Kazahstana, Uzbekistana, Kirgistana,
Tadzikistana, Turkmenistana i zapadnog Afganistana (Onay 2005; Franji¢ i Skvorc 2020), a u
Sredozemlje su je donijeli trgovci i to iz Sirije u Italiju, otprilike u 1. stoljecu (Slika 22). 1z Italije
se dalje prosirila u mediteranske krajeve juzne Europe i sjeverne Afrike (Mandalari i dr. 2022).
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Nadalje, americ¢ki trgovci su 1880-ih uvozili ,pistacije“ prije svega za gradane SAD-a
podrijetlom s Bliskog istoka, a 50 godina kasnije, pa sve do danas, postale su popularna
grickalica u SAD-u (Seeram i dr. 2008). Danas je SAD vodec¢i svjetski proizvodac ,,pistacija“ s
priblizno 67 % ukupne svjetske proizvodnje, a slijede ih Iran (17 %) i Turska (11 %) (Statista
2023).

Slika 22. Rasprostranjenost prave trslje (P. vera); zeleno — podrucje prirodne rasprostranjenosti,

ljubicasto — podrucje introdukcije (lzvor: Kew (2022) — International Plant Names indeks and World
Checklist of Vascular Plants, P. vera L. https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:70280-1)
(Pristupljeno 21. 3. 2023.).

1.3. Taksonomska problematika svojti roda Pistacia

Smatra se da postoje tri glavne taksonomske podijele roda Pistacia: dvije na temelju morfologije
cvijeta i lista (Engler 1936 i Zohary 1952) te podjela na temelju molekularnih biljega i analiza
(Parfitt i Badenes 1997, Yi i dr. 2008; Xie i dr. 2014) (Slika 23). Prema posljednjoj dostupnoj
taksonomskoj reviziji (AL-Saghir i Porter 2012) rod Pistacia obuhvac¢a 13 taxona: devet vrsta
(lat. species; P. atlantica Desf., P. chinensis Bunge, P. eurycarpa Yalt., P. khinjuk Stocks, P.
terebinthus, P. vera, P. lentiscus, P. mexicana Humb., Bonpl. & Kunth, P. weinmannifolia J.
Poiss. ex Franch.), pet podvrsta (lat. subspecies; P. chinensis subsp. chinensis, P. chinensis
subsp. falcata (Becc. ex Martelli) Rech.f., P. chinensis subsp. integerrima (J.L. Stew. ex
Brandis) Rech.f., P. lentiscus subsp. lentiscus, P. lentiscus subsp. emarginata (Engl.) AL-
Saghir) i jednu hibridnu svojtu (lat. hybrida; P. x saportae Burnat) (Slika 24).
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a b C

Species Section Species Section Species
F. atlantica Lentiscella Zoh. P mexicana HBK Lentiscus P lentiscus
F. chinensis P texana Swingle P weinmannifolia
P khinjuk Eu lentiscus Zoh. P lentiscus L P mexicana
P lentiscus P saportae Burnat F texana
P mexicana P weinmannifolia Poiss. Ex Franch. Terebinthus P chinensis
P mutica Butmela Zoh. P atlantica Desf. P integérrima
P, terebinthus Eu terebinthus Zoh. P chinensis Bunge P, terebitnhus
P khinjuk Stoks P atlantica
P vera P palaestina Boiss P khinjuk
P terebinthus L P vera
Fvera L P palaestina

a — Engler (1883); b — Zohary (1952); ¢ - Parfitt and Badenes (1997) and Yi et al. (2008).

Slika 23. Glavne taksonomske podjele roda Pistacia prema razli¢itim autorima. lzvor: Kozhoridze i
dr. 2015.

genus Pistacia

]

sectio Pistacia sectio Lentiscella Pistacia x saportae
u ]
Pistacia atlantica Pistacia mexicana
Pistacia eurycarpa Pistacia weinmannifolia
. . . Pistacia lentiscus subsp. lentiscus
Pistacia khinjuk Pistacia lentiscus
Pistacia lentiscus subsp. emarginata

Pistacia terebinthus

Pistacia vera . ] - -
Pistacia chinensis subsp. chinensis

Pistacia chinensis =———p = .
Pistacia chinensis subsp. falcata

Pistacia chinensis subsp. integerrima

Slika 24. Sistematska podjela roda Pistacia prema AL-Saghir i Porter (2012).

Prvu znanstvenu monografiju o rodu Pistacia napisao je Engler (1936), gdje je naveo
osam vrsta i nekoliko varijeteta (lat. varietates). Medutim, Engler nije predlagao podjelu roda na
sekcije, a neke vrste nije u potpunosti opisao on, veé¢ je to kasnije ucinio Zohary (1952).
Morfoloski najpotpuniju sistematsku podjelu proveo je Zohary (1952). Na temelju morfologije
lis¢a, liski, cvatova, cvjetova, plodova i sjemenki Zohary (1952) je podijelio rod Pistacia u Cetiri
sekcije koje su uklju¢ivale ukupno 11 vrsta (Slika 23 i 25). Za vrstu P. saportae kasnije je
predlozio da se izdvoji kao interspecijski krizanac na temelju intermedijarnih morfoloSkih
obiljezja izmedu navodnih roditeljskih svojti P. palaestina Boiss. i P. lentiscus (Zohary 1972).
Svojtu P. saportae je izvorno opisao Burnat (1896) kao krizanca izmedu P. lentiscus i P.
terebinthus. Buduc¢i da se pretpostavlja da je krizanje (hibridizacija) uobic¢ajeno izmedu nekih
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svojti roda Pistacia (Zohary 1952; Crane i Forde 1976; Crane i lwakiri 1986.; Morgan i dr.
1992), Parfitt (2003) je umjetno krizao neke svojte 1 uocio da izmedu njih ne postoji genetska
barijera. Kasnijim filogenetskim istrazivanjima status krizanca P. X saportae podrzan je
analizama anatomije drva (Grundwag i Weaker 1976), kao i molekularnim analizama upotrebom
raznih genetskih biljega (Werner i dr. 2001; Yi i dr. 2008). Danas je P. x saportae Burnat prema
POWO (2023) prihvacena (validna) kao hibridna svojta P. lentiscus x P. terebinthus (POWO
2023, Tablica 2).

Zohary’s division of Pistacia spp.

Pistacia
]
[ I . |
Lenticella FEu Lentiscus  Butmela Eu Terebinthus
P. mexicana |F. lentiscus LP. atlantica F vera
P. texana P. weinmannifelia P. khinjuk
F. saportae F. terebinthus
P. palaestina
P. chinensis
P. atlantica e P atlantica

| P vera P vera
P. khinjuk _I_: P. khinjuk
. P, palaestina
—
—[ P. palaestina — P. terebinthus

P. terebinthns ——————P. chinensis
P_ lentiscus P. lentiscus
Genetic Markers Morphological Descriptors

Slika 25. Usporedba sistematske podjele roda Pistacia na sekcije prema Zohary (1952) i rezultata
istrazivanja Golan-Goldhirsh (2009) temeljenim na morfoloskim analizama 1 molekularnim
analizama upotrebom molekularnih biljega (RAPD i AFLP). Izvor: Golan-Goldhirsh, 2009.

Slijede¢i Zoharya, nekoliko drugih botanicara (Yaltirik 1967; Zohary 1972; Al Yafi 1978;
Kokwaro i Gillett 1980) opisivalo je i predlagalo sistematsku podjelu roda Pistacia na temelju
morfoloskih obiljezja. Primjerice, Yaltirik (1967) je proveo taksonomsku reviziju roda Pistacia u
Turskoj i opisao novu vrstu P. eurycarpa Yalt. koju je prije njega Zohary (1952) smatrao
svojtom P. atlantica var. kurdica Zohary. Prema POWO (2023) P. atlantica var. kurdica je
sinonim za prihvadenu vrstu P. eurycarpa. Takoder, Zohary (1952) je primjerice svojtu P.
palaestina Boiss. smatrao zasebnom vrstom (Slika 25), dok ju je Yaltirik (1967) smatrao
varijetetom vrste P. terebinthus. Kasnijim istrazivanjima pomoc¢u molekularnih biljega nisu
utvrdene znacajne razlike izmedu svojti P. palaestina i P. terebinthus kako bi se podrzalo
odvajanje zasebne vrste P. palaestina (Kafkas i Perl-Treves 2002;Yi i dr. 2008), stoga se ona
danas smatra sinonimom za P. terebinthus (POWO 2023). Nadalje, svojta P. aethiopica
Kokwaro opisana je tek 1980. godine kao nova vrsta iz isto¢ne Afrike (Kokwaro i Gillette 1980),
ali su AL-Saghir i Porter (2012) predlozili kako se zapravo radi o podvrsti P. lentiscus subsp.
emarginata (Engl.) AL-Saghir. Medutim, prema POWO (2023) P. aethiopica je trenutacno
prihvacena kao zasebna vrsta, dok je Pistacia lentiscus subsp. emarginata njen sinonim.
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U dosadasnjim filogenetskim istrazivanjima pokazalo se kako rod Pistacia ima
monofiletsko porijeklo (Parfitt i Badenes 1997; Kafkas i Perl-Treves 2002; Golan-Goldhirsh i dr.
2004; Yi i dr. 2008; AL-Saghir i Porter 2012; Xie i dr. 2014), a P. vera se smatra ishodiSnom
vrstom iz koje su se ostale vrste ovoga roda razvile (Zohary 1952; Parfitt i Badenes 1997).
Sistematsku podjelu roda na molekularnoj razini prvi puta su predlozili Parfitt i Badenes (1997).
Oni su na temelju analize kloroplastne DNA molekule (cpDNA) i morfoloskih obiljezja
predlozili podjelu roda na dvije sekcije: sect. Terebinthus i sect. Lentiscus (Slika 23). Pistacia
sensu Parfitt i Badenes (1997) tako obuhvaca 11 vrsta disjunktno rasprostranjenih na sjevernoj
Zemljinoj polutki sa sedam vrsta rasporedenih od Mediterana do srediSnje Azije (P. atlantica, P.
integerrima, P. khinjuk, P. lentiscus, P. palaestina, P. terebinthus i P. vera), dvije vrste u
isto¢noj Aziji (P. chinensis i P. weinmannifolia) te dvije vrste rasprostranjene od jugozapadnog
dijela Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava do Srednje Amerike (P. mexicana i P. texana). Svojtu P.
integerrima za koju je Zohary (1952) smatrao da je tada nedavno nastala podvrsta svojte P.
chinensis (Zohary 1952) na temelju rezultata analize kloroplastne DNA (cpDNA) molekule i
fenologije cvjetanja, Parfitt i Badenes (1997) izdvojili su kao zasebnu vrstu koja je trenuta¢no
prema POWO (2023) sinonim za prihvacenu podvrstu P. chinensis subsp. integerrima. Sekcija
Lentiscus sensu Parfitt i Badenes (1997) ukljucuje Zoharyjeve sekcije Lentiscella i Eu Lentiscus,
a obuhvaca vazdazelene vrste s parno perasto sastavljenim liS¢em 1 sitnijim sjemenkama.
Takoder su predlozili da Zoharyjeve sekcije Butmela i Eu Terebinthus budu ukljucene u sekciju
Terebinthus koja obuhvaca listopadne vrste s neparno perasto sastavljenim lisS¢em i krupnijim
sjemenkama. Takva sekcija Terebinthus sensu Parfitt i Badenes podrzana je molekularnim
istrazivanjima roda Pistacia na Mediteranu (Kafkas i Perl-Treves 2001, 2002; Golan-Goldhirsh i
dr. 2004; Kafkas 2006). Medutim, u tim molekularnim istrazivanjima nacin uzorkovanja biljnog
materijala bio je ograni¢avajuci za sekciju Lentiscus te su svojte te sekcije bile slabo zastupljene.
Kafkas i Perl-Treves (2001) bavili su se taksonomijom roda Pistacia u Turskoj na temelju
morfoloskih i molekularnih analiza te su utvrdili kako je prethodno opisana svojta P. eurycarpa
(altirik 1967) zapravo svojta P. khinjuk Stocks. Kafkas i Perl-Treves (2002) nastavljaju svoja
istrazivanja primjenom RAPD molekularnih biljega te predlazu podjelu roda na dvije sekcije
koje ukljucuju devet vrsta (P. atlantica, P. terebinthus, P. eurycarpa, P. vera, P. integerrima, P.
mexicana, P. palaestina, P. lentiscus, i P. khinjuk). Takoder, utvrdili su kako je svojta P.
palaestina Boiss. zapravo podvrsta svojte P. terebinthus. Nadalje, Yi i dr. (2008) u svojoj
detaljnoj molekularnoj filogenetskoj analizi roda Pistacia, koriste¢i pet razli¢itih setova
molekularnih biljega, predlozili su sljedece svojte: P. atlantica, P. chinensis, P. integerrima, P.
khinjuk, P. lentiscus, P. mexicana, P. palaestina, P. terebinthus, P. texana, P. vera, P.
weinmannifolia i P. x saportae (Slika 26). Njihove analize podudaraju se u velikoj mjeri s
posljednjom taksonomskom revizijom roda Pistacia koju su proveli AL-Saghir i Porter (2012),
izuzev za svojte P. palaestina i P. texana. AL-Saghir i Porter (2012) jos jednom su potvrdili da
je svojta P. palaestina usko srodna vrsti P. terebinthus te da bi se trebala smatrati sinonimom za
P. terebinthus, §to je i prihvaceno od POWO (2023). Nadalje, potvrdili su i taksonomski status
vrste P. eurycarpa Yalt. U svojoj taksonomskoj reviziji roda Pistacia predlozili su podjelu roda u

25



dvije sekcije (sect. Pistacia i sect. Lentiscella) s devet vrsta i pet podvrsta te jednim hibridnim
taksonom (P. x saportae) (Slika 24). Xie i1 dr. (2014), proveli su najnovije istrazivanje
filogenetskih odnosa i biogeografske povijesti prostorno-vremenske diversifikacije disjunktnih
linija roda Pistacia koriste¢i devet setova molekularnih biljega, a istrazivanje je obuhvatilo 12
taksona. Njihovi rezultati ne podrzavaju podjelu roda Pistacia na sekcije kao $to su to predlagali
Zohary (1952), Parfitt i Badenes (1997), AL-Saghir i Porter (2012), Kafkas i Perl-Treves (2001)
te Golan-Goldhirsh i dr. (2004). No, u skladu s prethodnim istrazivanjima (Golan-Goldhirsh i dr.
2004; Kafkas 2006; Pazouki i dr. 2010; Yi i dr. 2008) potvrdili su usku srodnost vrsta P. khinjuk,
P. vera i P. atlantica, ali su i po prvi puta razrijesili srodstvene odnose isto¢no-azijske vrste P.
chinensis s vrstama P. palaestina i P. terebinthus. Zohary (1952) i AL-Saghir (2010) su
predlagali kako bi se svojta P. integerrima J.L.Stewart trebala smatrati podvrstom svojte P.
chinensis Bunge, medutim u istrazivanju Xie i dr. (2014) pokazalo se kako su to dvije razlicite
vrste, §to je u skladu s dotadasnjim molekularnim istrazivanjima roda Pistacia (Parfitt i Badenes
1997; Yi i dr. 2008). Prema POWO (2023), P. integerrima je sinonim za podvrstu P. chinensis
subsp. integerrima (J.L.Stewart) Rech.f. Nadalje, molekularnim datiranjem i biogeografskim
analizama procijenili su kako se rod Pistacia od svojih najblizih srodnika odvojio prije 37,6 mil.
god., u razdoblju izmedu eocena (prije 56 mil. god.) i oligocena (prije 33,9 mil. god.). Njihova
procjena starosti podrijetla roda Pistacia pokazala je kako je rod znatno mladi nego $to su to
prethodno pretpostavljali Zohary (1952), Parfitt i Badenes 1997, Kafkas i Perl-Trevs (2001) i
AL-Saghir (2009) koji su kriticki nesagledavajuéi paleobotanicka izvjes¢a prihvacali hipotezu da
se rod Pistacia od svojih najblizih srodnika odvojio prije 80 mil. god. (u razdoblju krede).

Slika 26. Rasprostranjenost 11 vrsta i jedne hibridne svojte roda Pistacia prema Yi i dr. (2008): a
= P. atlantica, b = P. chinensis, ¢ = P. integerrima, d = P. khinjuk, e = P. lentiscus, f = P.
mexicana, g = P. palaestina, h = P. terebinthus, i = P. texana, j = P. vera, k = P. weinmannifolia,
| = P. saportae. Izvor: Yi i dr. 2008.
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1.4. Molekularni biljezi u sistematici biljaka

Sistematika je znanstvena disciplina koja se bavi proucavanjem bioloske raznolikosti s ciljem
kako bi seidentificirala i razvrstala sva ziva bi¢a na svijetu na temelju njihovih srodstvenih
odnosa kroz vrijeme, odnosno na temelju njihove evolucijske povijesti. Filogenija je znanstvena
disciplina koja se bavi proucavanjem srodstvenih odnosa izmedu vrsta (ili kategorijama iznad
razine vrste) s ciljem rekonstrukcije evolucijske povijesti vrsta, visih taksonomskih kategorija, te
u konacnici evolucijske povijesti zivota na zemlji. Filogenija zajedno s taksonomijom,
znanstvenom disciplinom koja se bavi opisom, imenovanjem (nomenklaturom), identifikacijom i
razvrstavanjem (klasifikacijom) organizama u hijerarhijske kategorije, ¢ini sistematiku.
Srodstveni odnosi najcesce se prikazuju pomocu filogenetskog stabla, a modernu sistematiku
biljaka danas je gotovo nemoguée zamisliti bez molekularnih metoda i biljega, odnosno bez
molekularne filogenije i taksonomije, pa tada govorimo o molekularnoj sistematici.

Genetskim biljegom (eng. genetic marker) se smatra bilo koji ulomak DNA koji pokazuje
neki oblik uo¢ljivog polimorfizma izmedu analiziranih jedinki (Satovié¢ 1999). Genetski biljezi
predstavljaju bilo koje fenotipsko svojstvo koje je determinirano malim brojem alela koji se
nasljeduju prema Mendelovim principima ili fragmente DNA molekule razli¢itih veliCina.
Razlikuju se tri osnovne grupe genetskih biljega: morfoloski biljezi (tzv. mendelovska fenotipska
svojstva), biokemijski biljezi (npr. izoenzimi) i DNA biljezi. DNA biljezi otrkivaju genetsku
varijabilnost izravno na razini molekule DNA. Istrazivanja genetske raznolikosti Sumskog drveca
i grmlja putem genetskih biljega u proslosti su se temeljila isklju¢ivo na analizama biokemijskih
biljega — izoenzima. Medutim, primjena izoenzima je bila ograni¢ena njihovom relativno malom
varijabilno$¢u unutar nekih populacija. Danas se za procjenu genetske raznolikosti najviSe
upotrebljavaju razliciti DNA biljezi (Franji¢ 1 Liber 2001).

Neke od vaznijih primjena DNA biljega ukljuuju njihovu uporabu za: opis sustava
razmnozavanja, razine srodnosti, odnosno krizanja u bliskom srodstvu (eng. inbreeding),
prostorne i vremenske obrasce genetske raznolikosti unutar i izmedu populacija, opis geografskih
obrazaca genetske raznolikosti, zakljuCke o taksonomskim i srodstvenim (filogenetskim)
odnosima medu vrstama i populacijama, procjene utjecaja gospodarenja i oplemenjivanja na
genetsku raznolikost Sumskog drveca i grmlja, stvaranje genetskih mapa, oCuvanje i uporabu
biljnih genetskih izvora, u sistematici i populacijskoj genetici, u identifikaciji roditelja za buduca
krizanja i u identifikaciji ¢istih linija i kultivara (Satovié¢ 1999; Franji¢ i Liber 2001; Kajba i
Ballian 2007; White i dr. 2007; Besse 2014; Liber i dr. 2023).

Razvoj molekularnih biljega u Sumarskoj genetici pratio je opéeniti razvoj molekularne
biologije. Prvi korak u razvoju molekularnih biljega u Sumarstvu bio je uvodenje RFLP biljega
(polimorfizam duzine restrikcijskih fragmenata, eng. Restriction Fragment Length
Polymorphism) u 1980-ima. Ta tehnika omogucéila je identifikaciju genetske varijabilnosti
izmedu jedinki i populacija na temelju razli¢itih duljina fragmenata DNA primjenom
restrikcijskih enzima endonukleaza koje prepoznaju specificne fragmente duzine cetiri do Sest
parova baza omedene mjestima restrikcije (Satovié¢ 1999). Otkriée landane reakcije polimerazom
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(eng. Polymerase Chain Reaction — PCR; Mullis i dr. 1986; Saiki i dr. 1988) i automatskog
Sangerovog sekvenciranja (Smith i dr. 1986) omogucili su brzu i preciznu amplifikaciju malih
fragmenata DNA te ukljucivanje geneticke informacije u filogenetske analize i ujedno razvitak
nove discipline poznate kao molekularna filogenija (Liber i dr. 2023).

Za oplemenjivanje Sumskog drveca i grmlja primjena molekularnih biljega ima veliki
znacaj jer je omogucila brze i preciznije utvrdivanje genetske varijabilnosti, a samim time
ubrzala i poboljsala proces oplemenjivanja. Genetska raznolikost dio je ukupne bioloske
raznolikosti, a zapravo predstavlja bogatstvo razliitih alela unutar jedinki, populacija, odnosno
vrsta. Veca razina genetske raznolikosti omogucava bolju prilagodbu jedinki, populacija,
odnosno vrsta u promjenjivom okoliSu. Gubitak genetske varijabilnosti znaCio bi smanjenje
dugoroc¢ne prilagodljivosti populacija odnosno vrsta ha promjenjive uvjete okolisa. Poznavanje
razine, obrasca 1 uzroka genetske raznolikosti neke vrste nuzna je informacija za njen uzgoj,
oplemenjivanje, izradu programa ocuvanja genetske raznolikosti ili pak za taksonomska,
evolucijska ili ekoloska istrazivanja vrste (Mori¢ 2016).

Kao $to je ve¢ spomenuto, za procjenu genetske raznolikosti i u molekularnoj sistematici
biljaka najvise se upotrebljavaju razli¢iti DNA biljezi, a najées¢e koristeni su (Satovié 1999;
Ballian i Kajba 2011; Liber i dr. 2023):

1) Polimorfizam duzine restrikcijskih fragmenata (RFLP),

2) Slucajno amplificirana polimorfna DNA (eng. Random Amplified Polymorphic
DNA — RAPD),

3) Ponavljajuce jednostavne sekvence (eng. Simple Sequence Repeats — SSR),

4) Polimorfizam duljine PCR-umnozenih fragmenata DNA (eng. Amplified
Fragment Lenght Polymorphism — AFLP),

5) Polimorfizam pojedinac¢nih nukleotida (eng. Single Nucleotide Polymorphisms, -
SNP).

Takoder, u molekularnoj sistematici se ¢esto koriste i sekvence DNA, odnosno sekvenciranje
odredenih DNA regija pri ¢emu se odreduje tocan redoslijed nukleotida (A, T, G, C) odnosho
primarna struktura nekog DNA fragmenta. NajeS¢e se za potrebe molekularne sistematike
biljaka i za utvrdivanje filogenetskih odnosa sekvenciraju razlicite intergenske regije poput rbcL,
trnK, trnL, trnH-psbA i ndhF regija kloroplastne cpDNA, te ITS regija jezgrine DNA (Dong i dr.
2012; Alvarez 1 Wendel 2003). U novije vrijeme popularne su i tzv. barkoding regije, kao §to je
primjerice trnH-psbA kloroplastna cpDNA regija predloZzena za filogenetska istraZivanja
kritosjemenjaca (Kress i dr. 2005). U pravilu, DNA biljezi se koriste za utvrdivanje srodstvenih
odnosa izmedu populacija iste vrste ili izmedu blisko srodnih vrsta, dok se DNA sekvence
najcesce koriste za utvrdivanje srodstvenih odnosa izmedu vrsta i izmedu visih taksonomskih
kategorija (iznad razine vrste), iako naravno postoje iznimke.
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1.4.1. AFLP (eng. Amplified Fragment Lenght Polymorphism) molekularni
biljezi

Polimorfizam duljine PCR-umnoZenih fragmenata DNA (AFLP) je molekularna metoda koja se
temelji na kombinaciji RFLP i RAPD tehnike, a ukljuuje detekciju izrezanih dijelova
(fragmenata) DNA molekula koji su naknadno umnozeni lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR).
Ulomci DNA, odnosno restrikcijski fragmenti, dobivaju se rezanjem (restrikcijom) ukupne
genomske DNA pomocu najcesce dva razlicita restrikcijska enzima. Za AFLP tehniku potrebna
je veca koli¢ina DNA (0,3 — 1 g po reakciji) nego kod RAPD i RFLP tehnike, a i sam postupak je
tehnicki nesto kompliciraniji te iziskuje visSe laboratorijske opreme i stru¢nosti (Vos i dr. 1995).
AFLP postupak su po prvi puta opisali VVos i dr. (1995), a ukljucuje Cetiri glavna koraka (Slika
27) (Vos i dr. 1995; Satovié 1999; Kamenjak 2015):
1) Restrikcija (rezanje) DNA uz pomo¢ dva razlicita restrikcijska enzima i ligacija
(spajanje) oligonukleotidnih adaptera na krajeve dobivenih fragmenata,
2) Preselektivna amplifikacija (umnazanje) restrikcijskih fragmenata (tzv. preselektivni
PCR),
3) Selektivna amplifikacija restrikcijskih fragmenata (tzv. selektivni PCR),
4) Razdvajanje umnozenih fragmenata DNA kapilarnom elektroforezom.

Cjelokupna genomska DNA se obi¢no reze uz pomo¢ dva razlicita restrikcijska enzima te je
potrebna visoka Cistoca izolirane DNA jer zaostali polisaharidi mogu sprije€iti potpuno rezanje
DNA i time uzrokovati pogreske pri interpretaciji rezultata (Kamenjak 2015). Dvije osnovne
skupine restrikcijskih enzima koje se koriste za rezanje su: rijetki reza¢ (eng. rare cutter —
restrikcijski enzim Cija se mjesta restrikcije rijetko javljaju u genomu tako da restrikcijom nastaje
manji broj fragmenata ve¢e molekularna tezine, npr. EcoRI) i Cesti reza¢ (eng. frequent cutter —
restrikcijski enzim ¢ija se mjesta restrikcije Cesto javljaju u genomu tako da restrikcijom nastaje
veéi broj fragmenata manje molekularne tezine, npr. Msel (=Trull)) (Satovi¢ 1999). Nakon
restrikcije slijedi ligacija (spajanje) adaptera (fragmenti DNA duzine petnaestak parova baza
poznate sekvence) na krajeve izrezanih fragmenata DNA upotrebom enzima ligaze. Pomocu
pocetnica komplementarnih dodanim adapterima 1 restrikcijskim mjestima, izvodi se
preselektivna amplifikacija. Svaka preselektivna pocetnica na 3' kraju, uz nukleotide
restrikcijskog mjesta, sadrzava jedan dodatni nukleotid po izboru. Nakon toga provodi se
selektivna amplifikacija (selektivni PCR) uz pomo¢ selektivnih pocetnica od kojih svaka sadrzi
najceS¢e tri dodatna nukelotida na 3' kraju. Na kraju se izvodi razdvajanje fragmenata
kapilarnom elektroforezom, a detekcija se najc¢esce osigurava upotrebom fluorescentno oznacene
selektivne pocetnice na 5' kraju i laserskog detektora fluorescencije prisutnog u uredaju za
kapilarnu elektroforezu, odnosno uredaju za automatsko sekvenciranje. Dodavanjem nukleotida
na 3' krajeve pocetnica smanjuje se broj umnozenih fragmenata kako bi se mogli detektirati
kapilarnom elektroforezom, a $to je broj dodanih nukleotida ve¢i amplificirat ¢e se manji broj
fragmenata (Vos i dr. 1995; Satovi¢ 1999). Uobiajeno se istovremeno moZe analizirati 50-100
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restrikcijskih fragmenta (Vos i dr. 1995; Kamenjak 2015).

je (visoka ponovljivost rezultata) i zahtjeva manje rada od RFLP i RAPD tehnike te nije
potrebno unaprijed poznavati odredene sekvence genoma kao $to je slu¢aj u SSR tehnici (Satovié
1999). Takoder, relativno je povoljna metoda u odnosu na druge dostupne biljege. Cesto je vrlo
uspjesno koristena kod utvrdivanja srodstvenih odnosa blisko srodnih svojti ili za analize
hibridizacije izmedu populacija i svojti (Belaj i dr. 2003; Sardaro i dr. 2012; Jug-Dujakovié i dr.
2020; Resetnik i dr. 2020; Wu i dr. 2020). Kao nedostatak mozemo navesti dominantnost AFLP
biljega, Sto znaci da se ne mogu razlikovati homozigoti od heterozigota.

Total genomic DNA

(1) Restriction digestion "
] I [ |
(2) Adapter ligation *
(3) Preamplification / ,’ AN
—eN
N+—
(4) Selective amplification NN *

(5) Gel electrophoresis

Slika 27. Shematski prikaz postupka provedbe AFLP tehnike. Izvor: Vuylsteke i dr., 2007.
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2. Cilj istrazivanja

Glavni cilj ovog diplomskog rada bio je istraziti srodstvene odnose Cetiri svojte roda Pistacia u
Hrvatskoj primjenom AFLP molekularnih biljega: P. terebinthus, P. lentiscus, P. % saportae i P.
calcivora. Specifi¢ni ciljevi bili su:
1) Utvrditi taksonomski status navodne opisane endemske vrste P. calcivora Radi¢
(Jadranski smrdelj ili vapnojed),
2) Istraziti hibridizaciju izmedu P. lentiscus i P. terebinthus, odnosno utvrditi prisutnost
hibridne svojte P. x saportae (prijelazna trislja ili zmaska) u Hrvatskoj na molekularnoj
razini.
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3. Materijal i metode

3.1. Biljni materijal

Za potrebe ovoga istrazivanja prikupljeni su uzorci iz 13 populacija roda Pistacia (ukupno 116
jedinki) koje rastu na podrucju Republike Hrvatske (Tablica 3). Sakupljeni su listovi
potencijalnih krizanaca P. x saportae s otoka Solte, Kor¢ule i Visa te takoder tri populacije
navodne endemske vrste P. calcivora s Biokova s tri razliCita lokaliteta (Makar, Vrutak i
Kotisina) (Slika 28). Jedinke svojti P. x saportae i P. calcivora identificirane su prilikom
prikupljanja materijala na temelju morfologije listova. Na svakom lokalitetu sakupljanja P. x
saportae dodatno su prikupljeni uzorci listova iz populacija roditeljskih svojti P. lentiscus i P.
terebinthus (Tablica 3). Listovi pojedinih jedinki su tijekom sakupljanja pohranjeni u papirnate
filter vreCice te zbog Sto bolje konzervacije DNA u listovima odmah dodatno pohranjeni u
plasti¢ne vrecice sa silika-gelom do postupka izolacije DNA.

Tablica 3. Broj populacije, svojta, lokalitet, broj jedinki (n) i koordinate populacija (x i y) roda
Pistacia u Hrvatskoj iz kojih je prikupljen biljni materijal.

Populacija Svojta Lokalitet n x () y()
Pl P. lentiscus Solta, Grohote 10 16,2827 | 43,39435
P2 P. x saportae Solta, Grohote 11 16,2827 | 43,39435
P3 P. terebinthus Solta, Grohote 10 16,2827 | 43,39435
P4 P, lentiscus Korcula 12 17,10212 | 42,91128
P5 P. x saportae Korcula 2 17,10212 | 42,91128
P6 P. terebinthus Korcula 10 17,10212 | 42,91128
P7 P. x saportae Vis, Komiza 8 16,10715 | 43,04736
P8 P, lentiscus Vis, Komiza 10 16,10715 | 43,04736
P9 P, terebinthus Vis, Komiza 10 16,10715 | 43,04736
P10 P. calcivora Biokovo, Makar 10 17,03287 | 43,30384
P11 P. calcivora Biokovo, Vrutak 11 17,03515 | 43,29695
P12 P, calcivora Biokovo, KotiSina 9 17,0463 | 43,29023
P13 P, lentiscus Biokovo, KotiSina 3 17,0463 | 43,29023

Ukupno jedinki 116
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Solta, Grohote

Slika 28. Karta lokaliteta populacija roda Pistacia u Hrvatskoj iz kojih je prikupljen biljni
materijal.

3.2. Izolacija ukupne stanicne DNA

Ukupna stani¢na DNA je izolirana iz listova koji su prethodno osuseni u silika-gelu (odmah na
terenu pri sakupljanju) pomocu komercijalnog kompleta za izolaciju DNA - DNeasy® Plant
Mini Kit (250)(Qiagen). Na pocetku same izolacije izvagano je priblizno 20 mg suhog lisnog
tkiva pojedinog uzorka pri ¢emu se pazilo kako bi se izbjeglo uzorkovanje primarne Zile i
sekundarnih postranih Zila lista. Nakon vaganja suho lisno tkivo je stavljeno u plasticne
epruvetice (2 ml) s oznakama za populaciju i jedinku unutar pojedine populacije te je u svaku
epruveticu dodana po jedna kuglica od nehrdajuceg celika kako bi se lisno tkivo usitnilo do
praskaste teksture u uredaju Tissuelyser (Qiagen). Izolacija je provedena prema pripadaju¢em
protokolu proizvodaca DNeasy® Plant Mini Kit kompleta (Qiagen 2020) uz nekoliko preinaka.
Naime, u sedmom koraku pripadajuceg protokola puferu AP1 (otopina deterdzenta i proteinaze
koja razgraduje membrane) je dodan 2-merkaptoetanol (sprjeCava oksidaciju) i 1 %-tni
polivinilpirolidon (PVP; inhibitor fenola). Takoder, u sedamnaestom koraku DNeasy Mini
kolonice su dodatno centrifugirane (30 sec; 14000 rpm) nakon bacanja filtrata koji je prosao kroz
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membranu kako bi se membrana kolonice §to bolje prosusila, odnosno kako ne bi zaostao etanol
(u sastavu AW?2 pufera) na membrani. | na kraju, u osamnaestom koraku nakon dodavanja AE
pufera uzorci su inkubirani na sobnoj temperaturi 10 min, a ne 5 min kao §to stoji u protokolu.

3.2.1. Odredivanje koncentracije izolirane DNA

Koncentracija izolirane ukupne staniéne DNA svakog uzorka izmjerena je koriStenjem
spektrofotometra Nanophotometer P330 (Implen ®) dodatkom 2 pl otopine DNA na vrh kivete
za mjerenje (Slika 29).

IMPLER)

,'o/ el . » g A — T “7
4 e D T—
Slika 29. Odredivanje koncentracije izolirane DNA na uredaju Nanophotometer P330 (Implen
®).

3.3. Polimorfizam duljine PCR-umnoZenih fragmenata DNA (AFLP)

AFLP metoda provedena je na ukupno 116 uzoraka prema protokolu Vos i dr. (1995) uz
nekoliko preinaka prema Carovi¢-Stanko i dr. (2011). U AFLP analizu je bilo takoder uklju¢eno
osam ponavljaju¢ih uzoraka i Cetiri slijepe probe (ultracista voda bez DNA uzorka).

3.3.1. Restrikcija ukupne stani¢ne DNA i ligacija adaptera

Restrikcija (rezanje) ukupne staniéne DNA je provedena pomoc¢u endonukleaza EcoRI i Trull
(=Msel), a ligacija koriste¢i oligonukelotidne adaptere EcoRI i Trull (Tablica 4, 6 i 7). Ukupna
stanicna DNA svakog uzorka razrijedena je s ultracistom vodom (eng. nuclease-free water) na
koncentraciju od 100 ng genomske DNA/16,5 pL §to ¢ini 6,06 ng/pl. Tako pripremljen uzorak
ukupnog volumena 16,5 pul pomijesamo sa 16,5 pl restrikcijsko-ligacijske smjese (Tablica 8),
koja je pripremljena u nekoliko koraka:
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A) RESTRIKCIISKI ENZIM MIX — priprema smjese restrikcijskih enzima (Tablica 5),
B) LIGACHSKI MIX — priprema EcoRlI i Trull adaptera (Tablica 4, 61 7),
C) RESTRIKCIJSKO-LIGACIJSKI MIX — restrikcijsko-ligacijska smjesa (Tablica 8).

Tako pripremljeni uzorci inkubirani su 2 h na 37 °C te ostavljeni preko noé¢i (14 h) na sobnoj
temperaturi (22-23 °C).

Tablica 4. Naziv i sekvenca adaptera za ligaciju koristenih u restrikcijsko-ligacijskoj smjesi.

Naziv adaptera Sekvenca adaptera

EcoRI F 5-CTCGTAGACTGCGTACC-3'
=CoR EcoRI R 5-AATTGGTACGCAGTCTAC-3'
Trull Trull F 5'-GACGATGAGTCCTGAG-3'

TrullR 5-TACTCAGGACTCAT-3'

Tablica 5. Priprema smjese restrikcijskih enzima (eng. restriction enzyme mix) za 140 uzoraka.

Reagens/koncentracija | KoriStena koli¢ina (ul)
T4 buffer (10x) 42,00
NaCl (0,5 M) 42,00
BSA (1 mg/ml) 21,00
EcoRI HC (50 U/uL) 42,00
Trull HC (50 U/ pl) 8,40
T4 ligaza HC (30 U/ul) 14,00
H.O 250,60
Ukupni volumen 420,00
Tablica 6. Priprema EcoRI ligacijske smjese.

Reagens/koncentracija | KoriStena koli¢ina (ul)
EcoRI F adapter (2,5 pM) 10,40
EcoRI R adapter (2,5 pM) 10,40
H20 399,20
Ukupni volumen 420,00

Tablica 7. Priprema Trull ligacijske smjese.

Reagens/koncentracija | KoriStena koli¢ina (ul)
Trull F adapter (25 uM) 52,40
Trull R adapter (25 puM) 52,40
H20 315,20
Ukupni volumen 420,00
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Tablica 8. Reagensi i njihove koncentracije te ukupne koli¢ine u restrikcijsko-ligacijskoj smjesi
pripremljenoj za 140 uzoraka.

Reagens/koncentracija Koristena koli¢ina (ul)

T4 pufer (10x) 420,00
NaCl (0,5 M) 420,00
BSA (1 mg/ml) 210,00
EcoRlI ligacijska smjesa 420,00
Trull ligacijska smjesa 420,00
Smjesa restrikcijskih enzima 420,00

3.3.2. Preselektivna PCR amplifikacija

Nakon restrikcije i ligacije uslijedio je postupak preselektivne PCR amplifikacije u kojemu su
koriStene pocetnice EcoRI i Trull s po jednim dodatnim nukleotidom (Tablica 9). Svakom
uzorku dodano je po 4 pl inkubirane restrikcijsko-ligacijske smjese razrijedene 8x (s 28 pl
ultradiste vode). Preselektivha amplifikacija pojedinog uzorka provedena je u ukupnom
volumenu od 20 pl (16 pL preselektivne PCR smjese i 4 pL razrijedene restrikcijsko-ligacijske
smjese), a koriSteni reagensi i njihove koli¢ine za preselektivnu PCR smjesu prikazani su u
Tablici 10.

Tablica 9. Naziv i sekvenca pocetnica za preselektivnu PCR amplifikaciju.

Naziv preselektivne pocetnice | Sekvenca pocetnice

EcoRlI 5'-GACTGCGTACCAATTC+A-3'

Trull S-GATGAGTCCTGAGTAA+C-3'

Tablica 10. Reagensi, njihove koncentracije i koli¢ine u preselektivnoj PCR smjesi pripremljenoj
za 140 uzoraka.

Reagens/koncentracija Koristena Kkoli¢ina (ul)

H20 1386,00
PCR pufer (10x) 280,00
dNTP 224,00
EcoRI preselektivna pocetnica (5 pM) 168,00
Trull preselektivna pocetnica (5 uM) 168,00
Taq HS polimeraza 14,00
Ukupni volumen 2240,00

Tako pripremljeni uzorci promijesani su na laboratorijskoj mijesalici vortex L023 (Kisker
Biotech) te centrifugirani u laboratorijskoj centrifugi 5804 R (Eppendorf AG). Nakon toga

36



provedena je lanana reakcija polimerazom (PCR) u uredaju Mastercycler EP Gradient
(Eppendorf AG) (Slika 30) prema PCR programu prikazanom u Tablici 11.

Tablica 11. PCR program za preselektivnu amplifikaciju.

Temperatura (°C) Trajanje (min) Broj ciklusa

94 2:00 1

94 0:20

56 0:30 20

72 2:00

60 30:00 1

12 o0

— —

Slika 30. PCR program za preselektivnu amplifikaciju na uredaju Mastercycler EP Gradient
(Eppendorf AG).
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3.3.3. Selektivna PCR amplifikacija

Po zavrSetku preselektivne PCR amplifikacije 4 pl svakog preselektivnog PCR produkta je
razrijedeno 24x (s 92 ul ultraciste vode), kako bi se moglo dalje nastaviti s postupkom selektivne
amplifikacije. Za selektivnu PCR amplifikaciju koriStene su ¢etiri kombinacije EcoRI selektivnih
pocetnica koje su oznacene fluorescentnim bojama (FAM, NED, VIC i PET) na 5' kraju kako bi
bila moguéa odvojena detekcija dobivenih fragmenata te jedna kombinacija Trull (Tablica 12).

Tablica 12. Naziv, koriStena fluorescentna boja i sekvenca pocetnica za selektivnu PCR
amplifikaciju.

Naziv selektivne pocetnice | Fluorescentna boja | Sekvenca pocetnice
EcoRI + ACA Fam 5-GACTGCGTACCAATTC+ACA-3
EcoRI + AGA Ned 5-GACTGCGTACCAATTC+AGA-3
EcoRI + ACG Vic 5-GACTGCGTACCAATTC+ACG-3'
EcoRI + ACC Pet 5-GACTGCGTACCAATTC+ACC-3
Trull + CGA 5'-GATGAGTCCTGAGTAA+CGA-3'

Selektivna amplifikacija provedena je u ukupnom volumenu od 20 ul (4 pl razrijedenog
preselektivnog PCR produkta i 16 ul selektivne PCR smjese), a koriSteni reagensi i njihove
koli¢ine prikazani su u Tablici 13.

Tablica 13. Reagensi i njihove koncentracije te koli¢ine u selektivnoj PCR smjesi pripremljenoj
za 140 uzoraka.

Reagens/koncentracija Koristena koli¢ina (ul)

H20 952,00
PCR pufer (10x) 280,00
dNTP 224,00
EcoRI + ACA Fam (5 uM) 154,00
EcoRI + AGA Ned (5 uM) 154,00
EcoRI + ACG Vic (5 uM) 154,00
EcoRI + ACC Pet (5 uM) 154,00
Trull + CGA (5 uM) 154,00
Taq HS polimeraza 14,00
Ukupni volumen 2240,00
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Uzorci su isto kao i u preselektivnoj amplifikaciji promijeSani na laboratorijskoj mijesalici te
centrifugirani, a nakon toga podvrgnuti PCR reakciji prema PCR programu prikazanom u Tablici
14.

Tablica 14. PCR program za selektivnu PCR amplifikaciju.

Temperatura (°C) Trajanje (min) Broj ciklusa

94 2:00 1
94 0:20

66-56 0:30 10
72 2:00
94 0:20
56 0:30 20
72 2:00
60 30:00 1
12 00

Sve reakcije provedene su u PCR-plo¢icama s 96 epruveta (Slika 31), a po zavrSetku selektivne
amplifikacije PCR-ploc¢ice s produktom pohranjene su u zamrziva¢ u Molekularno-bioloSkom
laboratoriju na Fakultetu Sumarstva i drvne tehnologije, do otpremanja u komercijalni servis za
sekvenciranje i genotipizaciju — Macrogen Inc. (Amsterdam, Nizozemska) gdje je provedena
detekcija umnozenih AFLP fragmenata.

)0I00 QIO O
) )OO O

4 9 | |
Slika 31. PCR-plocica koristena za provedbu AFLP metode u Molekularno-bioloskom
laboratoriju na Fakultetu Sumarstva i drvne tehnologije. Autor: Martina Temunovié.
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3.4. Detekcija PCR umnoZenih fragmenata DNA

Detekcija umnozenih AFLP fragmenata izvrSena je pomocu kapilarne elektroforeze na
automatskom DNA sekvenceru ABI3730 XL (Applied Biosystems). Fragmenti su razdvojeni
pomocu standarda za veli¢inu fragmenata GeneScan-500 LIZ (Applied Biosystems). Kapilarna
elektroforeza provedena je u komercijalnom servisu Macrogen Europe (Amsterdam,
Nizozemska), a detektirani i razdvojeni AFLP fragmenti pristigli su elektroni¢ckom poStom u
obliku .fsa datoteka. Nadalje, detektirani i razdvojeni AFLP fragmenti (.fsa format podataka)
vizualizirani su 1 analizirani (veliina fragmenata i visina pikova fragmenata) za svaku
kombinaciju selektivnih pocetnica u programu GeneMapper® 5.0 (Applied Biosystems) (Slika
32). U GeneMapper programu koriStene su sljedece postavke za odredivanje konac¢nog skupa
AFLP fragmenata (AFLP-alela) u ,,Analisys Method Editor-u“: Analysis Range (bps) u rasponu
od 50 do 500 ili 600 (analizirani su fragmenti od 50 do 500 ili 600 bp), Threshold za visinu pika
50, 75 ili 100 rfu jedinica, ovisno o kombinaciji selektivnih pocetnica (nisu detektirani fragmenti
s visinom pika manjom od 50, 75 ili 100 rfu, ovisno o upotrjebljenoj selektivnoj pocetnici).
Takoder, uzeti su u obzir samo polimorfni AFLP-aleli (fragmenti) koji su statisticki informativni.
Tako dobiven skup AFLP-alela (tzv. genotipovi svih jedinki) izvezen je iz GeneMapper
programa kao binarna tablica (.txt format) koja je koriStena kao ulaz za daljnje statisticke analize.
Na temelju kvalitete izolirane stanicne DNA i umnozenih AFLP fragmenata, 113 od 116 jedinki
je uslo u daljnju statisti¢ku analizu.
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Slika 32. Veli¢ina fragmenata i visina pikova AFLP-alela koriStenih raznih selektivnih pocetnica
u programu GeneMapper 5.0.
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3.5. Statisticka analiza podataka i filogenetske analize

Dobivena binarna tablica podataka (AFLP-aleli) iz programa GeneMapper sluzila je kao ulazna
tablica za program scanAFLP v1.3 R (Herman i dr. 2010) pomoéu kojeg je provjerena
pouzdanost dobivenih AFLP-alela. Za tu svrhu kori$teno je osam ponavljajucih uzoraka i Cetiri
slijepe probe (voda bez DNA uzorka). R Funkcije scanAFLP koriStene su u programskom paketu
R ver. 2.12 (R Development Core Team, 2010), te je tako dobiven reducirani finalni skup AFLP-
alela (binarna matrica) za daljnje analize. Takoder, izraCunata je razina pogreske (eng. error
rate).

Binarna matrica dobivena nakon scanAFLP-r sluzila je kao ulazna datoteka za
izraCunavanje parametara genetske raznolikosti svake populacije u programu AFLPdat (Ehrich
2006). Izracunat je udio polimorfnih AFLP-alela (%P), ucestalost rijetkih AFLP-alela (frequency
down-weighted marker vrijednost, DW) prema Schonswetter i Tribsch (2005) te genetska
raznolikost (He) prema Nei (1987). Takoder, pomo¢u R funkcije Structure.D iz programa
AFLPdat pripremljena je ulazna datoteka za program STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard i dr. 2000)
kojim je analizirana genetska struktura istrazivanih jedinki i populacija.

STRUCTURE analiza je Bayesovska analiza populacijske strukture pri kojoj se jedinke
na temelju odabranog genetskog modela razvrstavaju u optimalni broj genetskih skupova,
odnosno genetskih grupa/skupina (K), pretpostavljajuéi Hardy-Weinbergovu razvnotezu i
ravnotezu vezanosti gena unutar grupe (Liber i dr. 2023). Prilikom STRUCTURE analize
koristeni su slijedec¢i parametri: za svaki broj izvornih genetskih grupa (K) od 1 do 10 koriSteno
je 10 ponavljanja, faza zagrijavanja (eng. burn-in period) Markovljevih lanaca Monte Carlo
(eng. Markov Chain Monte Carlo; MCMC) iznosila je 10000 koraka, a broj MCMC ponavljanja
nakon zagrijavanja iznosio je 90000 koraka. KoriSten je model mjeSovitog podrijetla jedinki
(eng. admixture model) te korelirane alelne ucestalosti (eng. correlated allele frequencies). 1zbor
optimalnog K broja temeljio se na AK metodi (Evanno i dr. 2005), te predstavlja broj izvornih
populacija na temelju kojih je mogucée objasniti genetsku strukturu uzorkovanih populacija.
Takoder, moguce je utvrditi koje jedinke pripadaju kojoj genetskog grupi (izvornoj populaciji) te
postoje li jedinke koje imaju hibridno (mjeSovito) podrijetlo iz dvije ili viSe grupa (Liber 1 dr.
2023). Hibridnim jedinkama smatrane su one ¢iji je udio pripadnosti bilo kojoj od genskih grupa
bio manji od 0,7 (Q < 0,7). STRUCTURE rezultati su naknadno obradeni (uprosjecivanje
ponavljanja) i1 vizualizirani pomocu programa STRUCTURE HARVESTER v0.6.94 (Earl i dr.
2012) i CLUMPAK (Kopelman i dr. 2015).

Binarna matrica dobivena nakon scanAFLP-r sluzila je takoder i kao ulazna datoteka za
program PAST 3.22 (Hammer i dr. 2001) u kojem je izraCunata genetska udaljenost izmedu
jedinki po Diceu (Dice 1945; Nei 1 Li 1979). Na temelju dobivene matrice udaljenosti izmedu
svih parova jedinki provedena je analiza glavnih koordinata (eng. Principal Coordinate Analysis;
PCoA) i konstruirano je filogenetsko stablo metodom sparivanja susjeda (eng. neighbour-
joining; NJ). Pouzdanost stabla procijenjena je bootstrap metodom s 1000 ponavljanja
(Felsenstein 1985). Takvo NJ stablo je izvezeno iz PAST programa kao nexus datoteka (.nex), te
ucitano u program FigTree v1.4.4 u kojemu je vizualizirano. Takoder, iz programa PAST
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izvezena je matrica udaljenosti po Diceu, te je zatim na temelju nje konstruiran Neighbor-net
dijagram (Bryant i Moulton 2004) u programu SplitsTree 4.14.8 (Huson i Bryant 2006) koji
prikazuje srodstvene odnose izmedu analiziranih jedinki u obliku filogenetske mreze.
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4. Rezultati

4.1. ldentifikacija AFLP-alela i genetska raznolikost populacija

U programu GeneMapper® 5.0 ocitani su AFLP-aleli svih 113 jedinki koje su uzete u daljnju
statisticku analizu nakon provjere kvalitete izolirane stanicne DNA i umnozenih AFLP
fragmenata. ldentificirano je ukupno 1502 AFLP-alela u rasponu veli¢ine od 50 do 600 bp.
Nakon identifikacije alela u programu GeneMapper izvezena je binarna tablica (genotipovi svih
jedinki) gdje je prisutnost svakog alela oznacena s 1, a odsutnost s 0 (Slika 33).

Pistacia AFLP_sve, boje_genatypes only_Genemapper.xise v

AL

A B C D E F G H | J K L M N [e] P Q R S =

1

2  DNA/AFLP oznaka I Sample_No Allele 1 Allele 2 Allele3 Alleled Allele5 Allele 6 Allele 7 Allele 8 Allele 9 Allele 10 Allele 11 Allele 12 Allele 13  Allele 14 Allele 15 Allele 16 Allele 17 A
3 11 1 0 1] 1] 0 0 0 o] (1] o 0 0 (1] 0 (1] ) 1] o
4 12 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 113 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
6 14 4 0 1] 1 0 0 0 o] 1] o 0 0 1] ) 1] ) o] )
7 15 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
8 16 6 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9 17 7 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
10 18 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 119 9 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0
12 1L10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13 2H1 1 0 (1] (1] 0 0 0 (1] (1] o 0 0 (1] 0 (1] 0 1] o
14 2H2 12 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
15 13 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16 14 0 0 o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
18 16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
19 17 0 1] 1] 0 0 0 o] 1] 1] 0 0 1] 1 1] ) o] )
20 18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
21 19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
22 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
23 21 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1] 0 0 0 0 0 0
24 22 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0
25 23 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

heetz | 4 boje_sw al lize »

s aleli | 4 boje svialelisort by sample | Pistacia AFLP genotypes anal

ear record

Slika 33. Binarna Excel (.xlIsx) tablica identificiranin AFLP-alela u programu GeneMapper® 5.0
(Applied Biosystems).

Binarna tablica AFLP-alela izvezena iz programa GeneMapper® koristena je za provjeru
pouzdanosti identificiranih AFLP-alela u R programskom paketu koriStenjem funkcije
scanAFLP kojom su dodatno filtrirani dobiveni aleli. Tako je dobiven reducirani finalni skup od
ukupno 584 polimorfnih AFLP-alela koristen za daljnje statisticke analize (Slika 34) uz
prosjeénu razinu pogreske od 1,79 %.
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11 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
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14 13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17 16 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
18 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
19 18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
20 19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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22 21 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
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Slika 34. Binarna Excel (.xIsx) tablica reduciranog finalnog skupa 584 polimorfnih AFLP-alela
dobivenih pomocu funkcije scanAFLP u R programu.

Parametri genetske raznolikosti za svaku populaciju pokazivali su sli¢an trend. Udio polimorfnih
AFLP-alela (%P) po populaciji kretao se od 1,37 % (populacija P5) do 26,71 % (populacija P6),
te je u prosjeku iznosio 18,81 % (Tablica 15). Takoder, najvisu genetsku raznolikost (He) prema
Nei (1987) imala je populacija P6, dok je najmanju imala populacija P5. DW vrijednost je u
prosjeku iznosila 566,718, pri ¢emu je najviSa vrijednost zabiljeZena kod populacije P7, a
najmanja ponovo kod populacije P5 (Tablica 15). Sveukupno, populacije P6 (P. terebinthus,
Kor¢ula; %P = 26,71, He= 0,085), P9 (P. terebinthus, Komiza; %P = 25,68, He = 0,083) i P3 (P.
terebinthus, Solta; %P = 23,97, Hg= 0,076) imale su najvecu genetsku raznolikost u usporedbi s
drugim istrazivanim populacijama, dok su populacije P7 (P. x saportae, Vis), P13 (P. lentiscus,
Biokovo) i P2 (P x saportae, Solta) imale najveéu ulestalost rijetkih alela (DW). Sveukupno,
najmanju genetsku raznolikost imala je populacija P5 (P. x saportae, Korcula).
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Tablica 15. Parametri genetske raznolikosti istrazivanih populacija temeljem AFLP biljega; broj
populacije, svojta, lokalitet, broj jedinki (n), udio polimorfnih AFLP-alela (%P), genetska
raznolikost (He) i ucestalost rijetkih alela (DW) istrazivanih populacija. Najvise vrijednosti su
podebljane.

Populacija Svojta Lokalitet n %P He DW
P1 P, lentiscus Solta, Grohote 8 17,47 0,065 535,859
P2 P. x saportae Solta, Grohote 11 | 21,58 0,059 697,055
P3 P. terebinthus Solta, Grohote 10 | 23,97 0,076 540,638
P4 P. lentiscus Kordula 12 19,52 0,060 527,211
P5 P. x saportae Korcula 2 1,37 0,014 335,780
P6 P. terebinthus Kordula 10 26,71 0,085 622,109
P7 P. x saportae Vis, Komiza 8 22,60 0,075 773,008
P8 P. lentiscus Vis, Komiza 10 15,41 0,049 546,442
P9 P. terebinthus Vis, Komiza 10 | 25,68 0,083 688,819
P10 P. calcivora Biokovo, Makar 10 21,40 0,071 454,733
P11 P. calcivora Biokovo, Vrutak | 10 | 20,55 0,072 453,376
P12 P. calcivora Biokovo, Kotigina | 9 19,52 0,071 469,006
P13 P. lentiscus Biokovo, Kotigina | 3 8,73 0,058 723,293

Srednja vrijednost 18,81 0,064 566,718

4.2. Genetska struktura i srodstveni odnosi istrazivanih populacija

Analiza glavnih koordinata (PCoA) u programu PAST provedena je na temelju matrice
udaljenosti po Diceu izmedu svih parova jedinki. Rezultati PCoA analize pokazali su dvije
odvojene grupe jedinki (Slika 35). Jednu grupu ¢ine jedinke svojte P. terebinthus i sve jedinke
navodne svojte P. calcivora, a drugu grupu jedinke svojte P. lentiscus i jedinke koje su prvobitno
prema morfologiji odredene kao svojta P. x saportae. Unutar grupe P. lentiscus i P. x saportae
jasno se izdvojilo nekoliko potencijalno hibridnih jedinki (5H1, 5H2, 7H1 i 7H2) (Slika 35).
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Slika 35. Analiza glavnih koordinata (PCoA) na temelju matrice udaljenosti po Diceu izmedu
svih jedinki provedena u programu PAST 3.22. Jedinke su obojane prema prvobitnoj
identifikaciji temeljem morfologije: plava — P. terebinthus, naran¢asta — P. lentiscus, zelena — P.
calcivora, tamno crvena — P. x saportae.

Optimalni broj genetskih skupova (K) utvrden je pomoc¢u programa STRUCTURE i izratunom
AK vrijednosti za svaki K (K =1 do K =10). Najvisa vrijednost AK utvrdena je za K = 2 (dvije
izvorne populacije) (Slika 36). Prvi genetski skup odgovara svojti P. terebinthus te ukljucuje sve
jedinke i populacije svojte P. terebinthus (P3, P6 i P9), ali i sve jedinke koje su prvobitno
odredene kao potencijalni takson P. calcivora (Slika 37). Sve jedinke i populacije navodne svojte
P. calcivora (P10, P11, P12) pokazale su jasnu pripadnost genetskom skupu P. terebinthus s
udjelom genoma Q > 99 % (Slika 37). Drugi genetski skup odgovara svojti P. lentiscus i
ukljucuje sve jedinke i populacije ove svojte (P1, P4, P8 i P13), ali i veéinu pretpostavljenih
hibridnih jedinki svojte P. x saportae. Naime, sve jedinke iz populacije P2 sa Solte,
identificirane na temelju morfologije kao P. x saportae, pokazale su pripadnost genetskom
skupu P. lentiscus (Slika 37). Medutim, nekoliko jedinki iz populacije P5 (P. x saportae,
Kor¢ula) i P7 (P. % saportae, Vis) pokazalo je hibridni karakter izmedu dvije izvorne populacije,
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odnosno hibridni karakter izmedu dva genetska skupa roditeljskih svojti P. terebinthus i P.
lentiscus (Slika 37). U populaciji P7 dvije od osam jedinki pokazale su pripadnost genetskom
skupu P. lentiscus s udjelima genoma Q = 71 %, odnosno Q = 69 %, dok su ostale jedinke te
populacije pokazale pripadnost izvornoj populaciji P. lentiscus sa Q > 90 % (Slika 37). U
populaciji P5 obje sakupljene jedinke pokazale su pripadnost genetskom skupu P. lentiscus s
udjelom genoma Q < 70 %, a pripadnost genetskom skupu P. terebinthus iznosila je Q = 30 %,
odnosno Q = 34 % (Slika 37).
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Slika 36. Optimalan broj genetskih skupova (K) i pripadaju¢a AK vrijednost za svaki
pretpostavljeni K izracunata i vizualizirana pomoc¢u programa STRUCTURE i STRUCTURE
HARVESTER v0.6.94.
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Slika 37. Genetska struktura istrazivanih jedinki i populacija temeljem programa STRUCTURE
vizualizirana pomocu programa CLUMPAK za K = 2. Svaki stupac predstavlja jedinku za koju
je prikazan postotni udio pripadnosti svakom od dva genetska skupa: narancasta — genetski skup
P. lentiscus, plava — genetski skup P. terebinthus. Zvjezdicama su oznacene hibridne jedinke P.
x saportae. Brojevi populacija odgovaraju Tablici 3 i Tablici 15.

U programu PAST 3.22, na temelju matrice udaljenosti po Diceu izmedu svih parova jedinki,
konstruirano je filogenetsko stablo metodom sparivanja susjeda (NJ) uz procijenjenu pouzdanosti
bootstrap metodom s 1000 ponavljanja. Isto kao i u prethodnim analizama, na stablu je uoc¢eno
odvajanje dvije glavne skupine. Jedinke navodne svojte P. calcivora grupirale su se na stablu sa
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svojtom P. terebinthus, a vec¢ina pretpostavljanih jedinki P. x saportae na stablu se grupiralo s
jedinkama svojte P. lentiscus (Slika 38). Cetiri hibridne jedinke P. x saportae (5H1, 5H2, 7H1 i
7H2) izdvojile su se u zasebne grane uz vrlo visoku pouzdanost (bootstrap vrijednost 100 %)
(Slika 38). Takoder, potencijalno hibridna jedinka 7H6 izdvojila se u zasebnu granu, ali uz nizu
pouzdanost (bootstrap vrijednost 83 %).

Slika 38. Filogenetsko stablo na temelju matrice udaljenosti izmedu jedinki po Diceu
konstruirano metodom sparivanja susjeda (eng. neighbour-joining; NJ) u programu PAST 3.22.
Pouzdanost je procijenjena bootstrap metodom s 1000 ponavljanja, a dobivene bootstrap
vrijednosti oznacene su na granama. Jedinke su obojane kao na slici 35: Plava — P. terebinthus,
zelena — P. calcivora, narancasta — P. lentiscus, tamno crvena — P. x saportae.

Konstruirano filogenetsko stablo takoder je naknadno vizualizirano u programu FigTree v1.4.4 i

pokazuje odvajanje pet potencijalno hibridnih jedinki P. x saportae (5H1, 5H2, 7H1, 7H2 i 7H6)
(Slika 39).
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Slika 39. Nezakorijenjeno neighbour-joining (NJ) filogenetsko stablo konstruirano na temelju
matrice udaljenosti izmedu jedinki po Diceu u programu FigTree v1.4.4. Jedinke su obojane kao
na slici 35: plava — P. terebinthus, zelena — P. calcivora, narancasta — P. lentiscus, tamno crvena
— P. x saportae. Pet potencijalno hibridnih jedinki P. x saportae oznac¢eno je crvenim granama.

Naposljetku, u programu SplitsTree konstruiran je Neighbor-net dijagram na temelju matrice
udaljenosti po Diceu koji prikazuje srodstvene odnose izmedu analiziranih jedinki u obliku
filogenetske mreze (Slika 40). Na filogenetskoj mrezi je uocljivo, kao 1 na filogenetskim
stablima, jasno odvajanje dvije glavne grupe koje odgovaraju svojtama P. terebinthus i P.

lentiscus te jasno odvajanje Cetiri hibridne jedinke P. % saportae (5H1, 5H2, 7H1 i 7H2) koje su
srodstveno blize roditeljskoj svojti P. lentiscus (Slika 40).
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Slika 40. Neighbor-net dijagram konstruiran na temelju matrice udaljenosti po Diceu u programu
SplitsTree 4 koji prikazuje srodstvene odnose izmedu istrazivanih jedinki u obliku filogenetske

mreze. Zvjezdicama su oznacene Cetiri hibridne jedinke P. % saportae.
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5. Rasprava

Rezultati svih provedenih analiza pokazali su prisutnost dvije odvojene grupe jedinki. Prva grupa
ukljucuje sve jedinke svojti P. terebinthus i jedinke koje su pocetno identificirane kao
potencijalni takson P. calcivora. Druga grupa ukljucuje sve jedinke svojte P. lentiscus i veéinu
uzorkovanih jedinki potencijalne hibridne svojte P. x saportae. Medutim, za Cetiri jedinke P. X
saportae, smjestene izmedu dvaju roditeljskih taksona P. lentiscus i P. terebinthus utvrden je
hibridni karakter s ve¢im udjelom genoma P. lentiscus nego P. terebinthus. Na temelju
dobivenih rezultata ovim je istrazivanjem potvrdena prisutnost hibridne svojte P. x saportae u
Hrvatskoj, dok za opisani takson P. calcivora nema podrske na molekularnoj razini.

Prema dostupnoj literaturi ovo je prvo molekularno istrazivanje taksonomskih odnosa
autohtonih svojti roda Pistacia na isto¢cnom Jadranu. Primjerice, Katsiotis i dr. (2003) su
istrazivali srodstvene odnose izmedu nekih vrsta roda Pistacia u Gr¢koj na molekularnoj razini
primjenom RAPD i AFLP biljega. Od autohtonih svojti na tome podrucju u svoja istrazivanja Su
ukljucili samo P. lentiscus i P. terebinthus, dok je puno veéi naglasak stavljen na kultivare (npr.
P. vera, P. lentiscus var. chia), §to je i za ocekivati jer je puno veci znanstveni interes za vrstama
ovoga roda koje se koriste u komercijalnoj proizvodnji plodova, smole i sl. Takoder, uzorke P.
lentiscus i P. terebinthus su prikupili na podru¢ju Gréke i to s jedinki iz Botani¢kog vrta
Diomedes u Ateni, Sto moze biti problemati¢no pri interpretaciji dobivenih rezultata. Rod
Pistacia na Mediteranu, na molekularnoj razini, istrazivali su i Kafkas i Perl-Treves (2002),
Golan-Goldhirsh i dr. (2004), Kafkas (2006), Yi i dr. (2008), Vendramin i dr. (2009) te Xie i dr.
(2014). Svi oni su u svoja istrazivanja od autohtonih svojti isto¢nog Jadrana ukljucili P. lentiscus
i P. terebinthus te kultiviranu svojtu P. vera (ukljucujuéi razne kultivare P. vera), a samo su Yi i
dr. (2008) i Xie i dr. (2014) ukljucili i potencijalno hibridnu svojtu P. x saportae.

U ovome istrazivanju najvecu genetsku raznolikost imala je svojta P. terebinthus (He i %P), a
najmanju genetsku raznolikost je imala svojta P. lentiscus. Medutim, P. lentiscus je imala viSu
ucestalost rijetkih AFLP-alela (DW). Druga recentnija istrazivanja genetske raznolikosti divljih
svojti roda Pistacia uglavnom se temelje na SSR biljezima (Vendramin i dr. 2009; Zaloglu i dr.
2015; Motalebipour i dr. 2016; Topgu i dr. 2016; Kafkas 2019; Karcu i dr. 2020; Glney i dr.
2021), stoga nisu direktno usporediva $to se ti¢e vrijednosti parametara genetske raznolikosti.
Ipak, Motalebipour i dr. (2016) i Karct i dr. (2020) su utvrdili ve¢u genetsku raznolikost P.
terebinthus u odnosu na P. lentiscus, §to je u skladu s rezultatima ovoga istrazivanja. Visoka
zabiljezena genetska raznolikost P. terebinthus u odnosu na ostale svojte ovoga roda
(Motalebipour i dr. 2016; Karct i dr. 2020) moze biti posljedica ¢injenice kako je P. terebinthus
vjerojatno najmlada vrsta roda Pistacia (Parfitt i Badenes 1997; Vendramin i dr. 2009). S druge
pak strane, najudaljenija vrsta od ishodisne svojte P. vera smatra se upravo P. lentiscus (Parfitt i
Badenes 1997; Kafkas 2006; Motalebipour i dr. 2016; Karct i dr. 2020), sto bi moglo objasniti
vi$u ucestalost rijetkih alela.

Uz P. terebinthus, potencijalna endemska svojta P. calcivora takoder je pokazala visoku
razinu genetske raznolikosti u usporedbi s drugim svojtama ukljuenim u ovo istrazivanje.
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Medutim, rezultati provedenih analiza pokazali su kako jedinke prvobitno identificirane na
temelju morfologije kao P. calcivora pripadaju genetskoj grupi P. terebinthus, pa tako visoka
genetska raznolikost moze dodatno potvrditi pripadnost navodne P. calcivora svojti P.
terebinthus. Fra Jure Radi¢ koji je opisao P. calcivora kao novu vrstu biokovskog podrucja na
temelju morfoloskih obiljezja i tvrdio da je intraspecijska varijabilnost P. calcivora vrlo velika
(opisao je cak dva varijeteta i 14 formi na temelju morfoloskih obiljezja) zapravo je indirektno
zamijetio tu veliku genetsku raznolikost na morfoloskoj razini, a koja je vjerojatno uvjetovana
razli¢itim specificnim mikrostani$nim uvjetima na podru¢ju Biokova. Takoder, u istraZivanju
morfoloske varijabilnosti listova autohtonih svojti roda Pistacia u Hrvatskoj (Jaksi¢ 2021), u
koje su bile ukljucene iste populacije kao | u ovome istrazivanju, istrazivane svojte (P.
terebinthus, P. lentiscus, P. calcivora i P. x saportae) klasificirane su u grupe pri ¢emu je 34,4 %
jedinki prvobitno identificiranih kao P. calcivora pokazalo pripadnost svojti P. terebinthus na
temelju izmjerenih morfoloskih karakteristika listova. Takvo morfolosko preklapanje u skladu je
s rezultatima ovoga istraZivanja te potvrduje kako ne postoji znacajna razlika na molekularnoj 1
morfoloskoj razini izmedu P. calcivora i P. terebinthus.

Osim svojte P. calcivora naglasak u ovome istrazivanju stavljen je i na potencijalno hibridnu
svojtu P. x saportae koja je u Hrvatskoj prvi puta zabiljezena na Korculi (Jeri¢evi¢ i dr. 2014) na
temelju morfoloskih obiljezja. Prema bazi podataka FCD (2023), P. x saportae je takoder
zabiljezena na Solti i Visu, gdje su i prikupljeni uzorci za ovo istraZivanje, te na otoku Krku.
Osim Hrvatske, na podru¢ju Mediterana P. % saportae je zabiljezena u Italiji, Francuskoj,
Spanjolskoj, Portugalu, Maroku, AlZiru, Palestini, Turskoj te na Cipru (POWO 2023).
Potencijalno hibridnu svojtu P. x saportae do sada je istrazivalo nekoliko znanstvenika (Werner i
dr. 2001; Yi i dr. 2008; Xie i dr. 2014). Na podruéju Spanjolske hibridnu svojtu P. x saportae
istrazivali su Werner i dr. (2001) primjenom RAPD molekularnih biljega i usporedbom
morfoloskih karakteristika. To je ujedno i prvo molekularno istrazivanje te svojte u koje su, uz
Cetiri populacije P. x saportae, bile uklju¢ene i populacije roditeljskih jedinki P. lentiscus i P.
terebinthus. Tako su Werner i dr. (2001) potvrdili hibridizaciju izmedu P. lentiscus i P.
terebinthus, Yi i dr. (2008) su dodatno potvrdili taksonomski status P. x saportae u svojoj
detaljnoj molekularnoj filogenetskoj analizi roda Pistacia koriste¢i dvije jezgrine (ITS and NIA-
i3) i tri plastidne (cpDNA) regije (ndhF, trnC-trnD, and trnL-F). Utvrdili su da je maj¢inska
svojta vjerojatno P. lentiscus, a ocinska P. terebinthus. Prema rezultatima ovoga istrazivanja
dvije jedinke iz populacije s Kor¢ule i dvije jedinke s Visa pokazale su hibridni karakter s ve¢om
pripadnoséu genetskom skupu P. lentiscus, §to je u skladu s rezultatima Yi i dr. (2008).
Populacija sa Solte koja je prema inicijalnoj identifikaciji na temelju morfologije lista svrstana u
P. x saportae, pokazala je pripadnost svojti P. lentiscus. Jaksi¢ (2021) je diskriminantnom
analizom na temelju izmjerenih morfoloskih karakteristika listova populacija u Hrvatskoj utvrdio
88,24 %-tnu toc¢nost prvobitne klasifikacije jedinki svojte P. x saportae, $to je znacajno veci
postotak jedinki nego $to se pokazalo u ovome istrazivanju na temelju molekularnih biljega.
Ovaj rezultat potvrduje kako nije moguce sa sigurno$¢u identificirati P. X saportae isklju¢ivo na
temelju morfoloskih karakteristika lista, kao $to je i prethodno spomenuto (Werner i dr. 2001).
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Prema posljednjoj dostupnoj taksonomskoj reviziji roda Pistacia (AL-Saghir i Porter 2012)
provedenoj na temelju morfologije potvrden je status hibridne svojte P. x saportae
prou¢avanjem herbarskih primjeraka iz Palestine, Spanjolske te s Cipra, a rezultati posljednjeg
filogenetskog istrazivanja roda upotrebom molekularnih biljega (Xie i dr. 2014) pokazali su
odvajanje P. x saportae s P. lentiscus, $to je takoder u skladu s rezultatima ovoga istrazivanja.

lako je svojta P. calcivora opisana na podru¢ju Biokova, do sada nije postojao znanstveni
interes za utvrdivanje taksonomskog statusa te navodne endemske vrste. Stoga ovo istrazivanje
daje doprinos u istrazivanju nacionalne autohtone flore. Takoder, svojta P. x saportae nije do
sada istrazivana na podrucju isto¢nog Jadrana gdje se moze pretpostaviti njezina prisutnost,
budu¢i da su na tome podrucju prirodno rasprostranjene roditeljske vrste P. lentiscus i P.
terebinthus. Prisutnost P. x saportae se moze ocekivati i u Crnoj Gori, Albaniji i Grckoj,
medutim u tim zemljama ona jo$ uvijek nije sluzbeno potvrdena.
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6. Zakljucak

Ovim istrazivanjem utvrdeno je kako ne postoji razlika izmedu istrazivanih populacija navodne
opisane endemske vrste P. calcivora i vrste P. terebinthus u Hrvatskoj na molekularnoj razini.
Stoga nema podrske kako bi se P. calcivora izdvojila kao zasebna vrsta, ve¢ se treba smatrati
sinonimom za svojtu P. terebinthus. Osim toga, potvrdena je prisutnost hibridne svojte P. X
saportae u hrvatskoj flori, na otocima Korculi i Visu. Njezina rasprostranjenost na istocnoj obali
Jadrana u buducénosti tek treba biti istraZzena, a svakako je preporucljivo u budu¢im molekularnim
filogenetskim istrazivanjima ponovno ukljuéiti populacije sa Solte prikupljene na nekim drugim
lokalitetima toga otoka. Budu¢i da u Crnoj Gori, Albaniji i Grckoj prisutnost P. x saportae jos
nije sluzbeno potvrdena, to svakako ostavlja prostora za ukljucivanje populacija roda Pistacia iz
tih zemalja u budu¢a molekularna filogenetska istrazivanja toga roda, kako bi se potvrdila
eventualna prisutnost ove hibridne svojte i na tome podrucju.
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