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RAZNOLIKOST KLOROPLASTNE DNA I
FILOGEOGRAFIJA LTEKOVITE KADULJE
(SALVIA OFFICINALIS L.)




- Filogeografija - znanstvena disciplina koja proucava odnose izmedu
geografske rasprostranjenost i geneticke raznolikost unutar neke vrste

- Demografija - drustvena znanost o dinamici stanovnistva koja proucava
njegovu veli€inu, strukturu i razdiobu u prostoru te promjene tijekom
vremena
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- Filogeografija - znanost o dinamici populacija neke vrste koja prouc¢ava
njihovu geneticke raznolikosti, veli€inu, broj, strukturu i razdiobu u
prostoru i vremenu.



- najveci utjecaj na danasnju filogeografsku sliku europskih bil jnih vrsta svakako
su imale glacijacije u pleistocenu (~ od 2,5 milijuna do 12.000 godina),
a u posljednjih nekoliko tisu¢a godina glavni ¢imbenik je Covjek
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- filogeografska prou€avanja biljnih vrsta intenzivirala su se otkricem
regija DNA odgovarajuceg evolucijskog tempa (npr. regije unutar
kloroplasthe DNA)



0.25 um

https://www.slideshare.net



- veéi broj kruznih ili
linearnih DNA u svakom
kloroplastu (cpDNA)

- oko 100 gena
- tijekom evolucije jedan dio

gena ugradio se u jezgrin
genom

Arabidopsis thaliana

Chloroplast DNA - . . .
154,312 bp B - nasljeduje se uniparentalno

(uglavnom majcinski)

- evolucija kloroplastnih gena
je puno sporija od onih u
Jezgri

- filogenija cvijetnica rbd.

A thaliana chloroplast DNA (inner circle: clockwise, outer: counter-clockwise). - infergenski leClOVl CPDN A
Function; transcription (red), translation (yellow), photosynthesis (green), su brnéeg evolucijSkog Tempa
tRNA (black), other (gray), unknown (orange). Sequence: AP000423 s .
pogodni za filogeografske
Sato et al. DNA Res 6: 283-290. 1999 s.rudije



Ljekovita kadulja (Salvia officinalis L.)

klasifikacija:
porodica Lamiaceae
rod Salvia (oko 1000 vrsta
Walker i sur. 2007)
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Salvia officinalis L. je unutar roda klasificirana s jos 12 europskih vrsta u
sekciju Salvia (Hedge 1972)

Ljekovita kadulja je u domacoj znanstvenoj i strucnoj literaturi e narodu
poznata jos i kao dalmatinska kadulja, mirisava kadulja, |jekovita Zalfija, kus,
pelin, slavulja, Salvija, Zalvija, harugvana kadulja, Zalfija itd.



- viSegodisnji grm otvorenih stanista - cvjeta od oZujka do srpnja

tujon



- |jekovita svojstva: protuupalno, antidepresivno, antiviralno, antibakterijsko, fungicidno,
antioksidativno, protiv znojenja, hipoglikemijsko, digestivno itd.

- upotreba : kao medonosna biljka, kao ljekovita biljka, u prehrambenoj industriji, kemijskoj
i farmaceutskoj industriji, hortikulturi itd. —_—

Menosan
Sage Drops.

- prinos i sastav eteri¢nog ulja kadulje ovisi o: podrijetlu biljke, odnosu dijelova bil jke u
sirovini, starosti organa, godisnjem dobu, godini, klimatskim uvjetima, lokaciji
(Jug-Dujakovi¢ 2015)

S. 0. 'Icterina’ 5. o. 'Berggarton’



Ciljevi istraZivanja:

1) provesti sekvenciranje dvije nekodirajuce kloroplastne DNA regije na
318 jedinki iz 61 prirodne populacije s Balkanskog i Apeninskog poluotoka

2) primjenom odgovarajucih statistickih metoda i racunalnih programa iz
sekvenci kloroplastnih DNA utvrditi broj, populacijski sastav i
distribuciju kloroplastnih haplotipova

3) procijeniti lokacije glacijacijskih utocista i migracijske smjerove iz tih
utocista nakon zadnje oledbe,

4) utvrditi centre bioloske raznolikosti i jedinstvenosti osobito vazne u
zastiti i buducem uzgoju ove vrste

5) iz dobivenih rezultata procijeniti |judski utjecaj na Sirenje ove ekonomski
zanimljive vrste.



318 jedinki iz 61 populacije




Izolacija DNA:

- ukupna stani¢na DNA je izolirana iz 20 mg silika-gel osusenog lisnog tkiva
pomocu GenElute™ Plant Genomic DNA kompleta (Sigma®).

- koncentracija i Cistoéa izolirane DNA je izmjerena pomo¢u Nanophotometra
(Implen®) te agaroznom gel elektroforezom
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PCR poCetnice:

trnLwse: CTG CTT CCT AAG AGC AGC GT

R rpL32-F: CAG TTC CAA AA A AAC GTA CTT C

rpS16x2F2: AAA GTG GGT TTT TAT GAT CC

rpsl6_frnK trnKewoxl: TTA AAA GCC GAG TAC TCT ACC

PCR otopina (ukupno 25 pl):

e 8.35 ul sterilizirane deionizirane vode (Qiagen®).

2.50 pl 10xPCR Buffer (100 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, 15 mM MqgCl,;
TaKaRa®)

2.00 pl ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP ) mix (2.5 mM; TaKaRa®)

1.00 pl PCR pocetnica (PCR otopina 1: rpsi6x2F2; PCR otopina 2: rp/32F)
1.00 pl PCR pocetnica (PCR otopina 1: #rnkVWY; PCR otopina 2: trnlLY4%)
0.15 pl Tag HS DNA polymerase (5 U/ pl; TaKaRa)

10.00 pl DNA (¢=0.5 ng/ul)



PCR program (GeneAmp® PCR System 9700 /Applied Biosystems®/):

e 94 °CH5min,
e 35 ciklusa:

- 94 °C 45s (DNA denaturacija),
- 53 °C 1 min (vezanje pocCetnica),

- 72 °C 1 min, (unoZavanje lanca),
e 72°C10 min,

rpsl6-tmk

Procis¢avanje PCR produkata:

e reakcijska otopina:

- 5.0 pl PCR produkta

- 0.5 pl (10 V) egzonukleaze T
- 1.0 pyl (1 V) FastAP™ alkalne fosfataze
e inkubacija na 37 °C 15 min

e zaustavljanje reakcije 85 °C 15 min
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Variable
(polymorphic) sites

Singleton variable
sites

Parsimony
p————— el bbbk informative sites

684 bp 800 bp Number of
haplotypes

No.Ind. 113 40 35 30 24 22 17 14 7 4 3

No. Pop. 28 8 10 1 7 7 6 3 3 1 1

65

59

26

16




x  HO1HO2 HO3 HO4 HO5 HO6 HO7 HO8 HO9 H10 H11 H12 H13 H14 H15

HO1

HOZ2 9

HO3 3 8

HO4 3 8 2

HO5 14 19 13 13

HO6 4 9 3 3 14

HO7 4 9 3 3 14 2

H8 4 9 3 3 14 4 4

HO9 5 10 4 4 15 5 5 1

HIO 1 10 4 4 15 5 5 5 6

H11 1 10 4 4 15 5 5 5 6 2

Hz2 3 8 2 2 13 3 3 1 2 4 4

H3 2 11 5 5 16 6 6 6 7 3 3 5

Hi4 1 10 4 4 15 5 5 5 6 2 2 4 3
H5 10 1 9 9 20 10 10 10 11 11 11 9 12 1
Heé 1 10 4 4 15 3 5 5 6 2 2 4 3 2 1

No.Ind. 113 40 35 30 24 22 17 14 7 4 3 3 2 2 1 1

No. Pop. 28 8 10 11 7 7 6 3 3 1 1 2 1 1 1 1
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Land and sea
distribution
during the
Late Glacial Maximum
ca. 18 000 yr B.P.
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17-13 milijuna godina
https://enwikipedia.org/wiki/Parat;

- starost roda Sa/VlaJe pr‘ema f05||n|m Yy £ o

podacima peluda, procjenjena na oko 20 |
milijuna godina (Kadereit 2004).

- predpostavlja se da je do
diferencijacije roda doslo
tijekom kasnog miocena i
pliocenu (ClaBen-Bockhoff i
o e sur. 2002.)

,.- -, .)f/ ' ’_

i'.:_’ 5,96 do 5,33 milijuna godina .‘

be.com/watch?v=bw-qf_zQMWs

- u Pleistocenu (prije 2,5 mil god. do
12000 godina) su zabiljezene Cetiri
velike glacijacije (6unz /670000 -
620000 god./; Mindel /480000 -
420000 god./; Riss /200000 do
130000 godina/; Wirm /110000-
12000 godina/)



Zakljucci:

1) sekvenciranjem dvije nekodirajuce kloroplastne DNA regije 318 jedinki iz
61 prirodne populacije s Balkanskog i Apeninskog poluotoka utvrdeno je 16
kloroplastnih haplotipova

2) kloroplastna raznolikost i jedinstvenost haplotipova veca je na Balkanskom
poluotoku nego na Apeninima

3) najveca unutarpopulacijska raznolikost utvrdena je za populacije kadulje
u podrucju uséa rijeka Zrmanja i Neretva

4) dobiveni rezultati se mogu povezati s promjenama veliine Jadranskog
mora i refugijima tijekom ledenih doba (glacijacija /interglacijacija)

5) na juznom dijelu Balkanskog poluotoka zabil jeZzena su dva haplotipa s najvecim
brojem mutacija (H5 i H2) $to ukazuje na reliktnost |jekovite kadulje u ovom
podrucju i vjerojatni centar Sirenja vrste



6) kadulja na Apeninskom poluotoku pokazuje dva jasno razlucena geneticka
skupa (sjeverni i juzni)

7) sjeverne apeninske populacije pokazuju vecinu kloroplastnih haplotipova
karakteristicnih za susjednu istocnojadransku obalu (moguénost
migracija tijekom glacijacija?)

8) juzne apeninske populacije se za ¢etiri (H8) odnosno pet mutacije (H9)
razlikuju od najcesceg haplotipa (H1), odnosno za tri ili éetiri mutacije od
juzno-balkanskih populacija na suprotnoj strani Otrantskih vrata. Ovaj
podatak ukazuje na reliktnost ovih populacija

9) poznavanjem alelne raznolikosti kloroplasthih DNA na podrucju cijelog areala

vrste u mogucnosti smo provesti kvalitetnije mjere zastite

10) poznavanje geneticke raznolikosti |jekovite kadulje vazno je za bududi
uzgoj i oplemenjivanje ove vrste
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