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GENOTIPSKA RAZNOLIKOST DIVLJE TRESNJE (Prunus avium L.)
U DIJELU PRIRODNE RASPROSTRANJENOSTI U HRVATSKOJ

GENOTYPIC DIVERSITY OF WILD CHERRY (Prunus avium L.)
IN THE PART OF ITS NATURAL DISTRIBUTION IN CROATIA

Olivera TANCEVA CRMARIC!, Snjezana STAMBUK?, Zlatko SATOVIC3, Davorin KAJBA*

SAZETAK: Klonski materijal za istraZivanje genotipske raznolikosti divlje
tresnje koristen je iz klonske sjemenske plantaze (Sumarija Kutina), a cinila su
ga 24 selekcionirana plus stabla iz podrucja sjeverozapadne Hrvatske. Klonovi
su analizirani pomocu 15 odabranih mikrosatelitnih DNK biljega (SSR), koji su
odabrani od organizacije ECPGR. Otkriveno je bogatstvo alelnih varijacija
kod SSR lokusa, a utvrden visok stupanj polimorfizma potvrdio je postojanje ne
samo opsezne morfoloske, vec i vrlo znacajne genetske raznolikosti. Na temelju
udjela zajednickih alela (Dpg,,,) izracunata je prosjecna genetska udaljenost od
0.573. Najmanja genetska udaljenost (Dpg,,, = 0.100) zabiljezena je izmedu ge-
notipova ‘KP2’i ‘KP5’ (Klostar Podravski, regija Koprivnica), koji su se podu-
darali u 27 od 30 alela, dok je najveca genetska udaljenost (Dpg,,, = 0.933)
zabiljezena izmedu genotipova ‘Du2’ (Dulovac, regija Bjelovar) i ‘L3’ (Lipov-
ljani, regija Zagreb) koji su se razlikovali u 28 od 30 alela. Matrica genetske
udaljenosti, temeljena na udjelu zajednickih alela (Dpy,,,), nije utvrdila jasno
svrstavanje jedinki divije tresnje s obzirom na njihovo porijeklo, odnosno regiju
(Koprivnica, Bjelovar, Zagreb). Analizom molekularne varijance (AMOVA)
utvrdeno je da je znatno veci postotak (95.88 %) ukupne mikrosatelitne raznoli-
kosti uzrokovan razlikama izmedu jedinki unutar regija, od onog uzrokovanog
razlikama izmedu istrazivanih regija (4.12 %). ¢ — statistika je iznosila 0.041 i
bila je visokosignifikantna (P < 0.01) §to ukazuje na postojanje odredene regio-
nalne strukturiranosti genetske raznolikosti, a prikazana je osima faktorijalne
analize korespondcije (FCA). Prva os objasnjava 63.76 % ukupne inercije, i
razdvojila je jedinke iz regije Zagreb od jedinki iz regije Bjelovar i Koprivnica,
dok je druga os sa 36.24 % razdvojila jedinke iz regije Bjelovar od onih iz regije
Koprivnica.

Kljucne rijeci: Prunus avium L., mikrosatelitni biljezi SSR, genetska
raznolikost.

UVOD - Intoduction

Divlja tresnja (Prunus avium L.) potjece iz Europe
gdje raste u prekinutom arealu na Sumskim padinama
juzne, sredis$nje i zapadne Europe. Opcenito je to rijetka
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plemenita vrsta iz mjeSovitih Suma, a obitava u prirod-
nim Sumskim populacijama ogranicene veli¢ine u ve-
¢ini europskih zemalja. Znanje o autohtonom porijeklu
divlje tresnje te njezina rasprostranjenost nikako nije
dovoljna kako bi se omogucéilo oCuvanje tih autohtonih
grupa i individualnih stabala. Osim Sumske tresnje po-
stoje i udomaceni oblici poznati kao slatka tresnja koji
su ve¢ stolje¢ima izvor pozeljne ljudske prehrane, te se
zbog toga kultiviraju od davnih vremena. Ova se vrsta u
proslosti ekstenzivno sadila, medutim Cesto se posljed-
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njih godina javlja nedostatak sjemena i sadnica kao
ogranicavajuc¢i ¢imbenik za veéi uzgoj. Zbog visoko
kvalitetnog drva, kao i zbog kra¢e ophodnje, ona je vrlo
interesantna vrsta za poSumljavanje rubnih obradivih
povrsina, te istovremeno ima velik potencijal primjene,
kako u drzavnim tako i u privatnim Sumama niskog i
srednjeg uzgojnog oblika. Moze se koristiti i pri popu-
njavanju u oplodnim sjeCama, a pogodna je za osniva-
nje Sumskih kultura na napustenim poljoprivrednim
povrsinama, livadama, vinogradima i voénjacima.
Sveobuhvatna europska istrazivanja varijabilnosti
divlje tresnje kroz testove provenijencija nisu jo$ prove-
dena, dok su dosadasnji rezultati najcesc¢e dobiveni samo
iz pojedinih regionalnih provenijencija/potomstava i po-
kazuju prilicnu varijabilnost morfoloskih i fenoloskih
znacajki. Rezultati dosadasnjih istrazivanja provedenih
uglavnom na regionalnoj razini ukazuju na veliku razno-
likost morfoloskih i fenoloskih svojstava divlje tresnje
(Santi i Lemoine 1990, Weiser 1996, Meier-
Dinkel 1 sur. 1997, Kleinschmit i sur. 1999,
Kleinschmit isur. 2003, Kitin isur. 2005).

Velik je broj istrazivanja proveden u svrhu utvrdiva-
nja genetskih odnosa izmedu slatke treSnje i divlje tres-
nje (Archese 1 sur. 2007, Guarino 1 sur. 2009,
Jing-Yong isur. 2009), te identifikacije kultivara sla-
tke treSnje (Gerlach i Stosser 1998, Boritzki i
sur. 2000, Aradhya isur. 2004, Ducci i Santi 2004,
Turkec isur. 2005).

Mikrosatelitni biljezi razvijeni za breskvu i ostale
vrste porodice Rosaceae uspjesno se koriste i u analizi
genetske raznolikosti divlje tresnje (Cipriani i sur.
1999, Testolin i sur. 2000, Downey i lezzoni
2000, Dirlewanger i sur. 2002, Russell 2003,
Clark iTobutt 2003, Schueler isur. 2003, Vaug-
han iRussel 2004, Wunsch i Hormaza 2004).

Organizacija ECPGR (Europski program suradnje u
svezi biljnih genetskih izvora) dala je preporuke za ko-
riStenje 15 mikrosatelitnih markera s kojima je naprav-
ljena genotipizacija plus stabala divlje treSnje i u ovim
istrazivanjima. Tako su istrazivanja divlje treSnje pocet-
kom ovog stolje¢a bila orijentirana na odredivanje
efektivnih markera za SSR analizu divlje tresnje. Mi-
krosatelitni markeri biljezi predstavljaju iznimno dobre
cjelokupne mjere za odredivanje stupnja neutralne ge-
netske raznolikosti koja je prisutna u populaciji. Uz to
$to su mutacijske stope visoke u mikrosatelitnim regi-
jama, vjerojatnost je da visoka alelna raznolikost indi-
cira visok stupanj opée genetske varijacije. Visoka pak
neutralna varijabilnost mogla bi biti pokazatelj za po-
tencijalno signifikantnu adaptivnu varijabilnost, dok je

broj mikrosatelitnih lokusa dostupnih za rod Prunus
povecan (Amprimo 1997,Ballian 2002, Struss i
sur. 2003, Wunsch i Hormaza 2004, Stoechel i
sur. 2006, Lacis 2010, Turkoglu isur. 2010, Erci-
sli isur. 2011).

Postojeci podaci iz razlicitih izvora mikrosatelitnih
pocetnica mogu se usporediti, pa ¢e imati vrijednost i
za ocuvanje genetske raznolikosti divlje tre$nje u eu-
ropskom programu ocuvanja Sumskih vrsta drveca
(EUFORGEN), kao i nekih drugih plemenitih listaca u
Hrvatskoj (Zebec i sur. 2010). S ciljem omogucéava-
nja usporedivanja genetske raznolikosti klonova iz-
medu uspostavljenih kolekcija divlje treSnje u Europi,
ali 1 zbog cijelokupnih podataka za rodove Prunus,
Malus i Pyrus, 2006. godine osnovan je ECPGR koji je
dao preporuke za standardizirani set mikrosatelitnih bi-
ljega za fingerprinting odabranih “plus” klonova u
osnovanim sjemenskim plantazama.

Ocuvanje genetske strukture divlje tresnje (Prunus
avium L.) 1 koriStenje metoda oplemenjivanja predstav-
ljaju osnovu odrzavanja njenog evolucijski stvorenog
adaptacijskog potencijala. Istrazivanjem genetske raz-
nolikosti 1 genetske strukture uporabom molekularnih
biljega za divlju treSnju mora se intenzivirati u suradnji
s drugim europskim zemljama. Uspostava klonske ko-
lekcije 1 informacije o takvom materijalu olaksala bi
ocuvanje 1 razmnozavanje, a vrijedne bi klonove tre-
balo uvesti u klonske plantaze.

Istrazivanja populacijske strukture kao i genetske
raznolikosti, prijeko su potrebne jer omogucavaju kva-
litetno oCuvanje i odreduju strategiju upravljanja gene-
tskim resursima divlje treSnje. Pod oplemenjivanjem
divlje treSnje podrazumijevamo selekciju najkvalitetni-
jih stabala prema fenotipskim svojstvima, osnivanje
klonskih sjemenskih plantaza odabranih genotipova, te
naknadno povecanje genetske dobiti s odabranim zelje-
nim svojstvima kroz klonske testove, testove potom-
stva i sekundarnu selekciju (Paveli¢ 2006, Kajba i
sur. 2006, Tan¢eva Crmari¢ 2011).

Ocuvanje genetske strukture divlje treSnje (Prunus
avium L.) 1 koriStenje metoda oplemenjivanja predstav-
ljaju osnovu odrzavanja njenog evolucijski stvorenog
adaptacijskog potencijala. Istrazivanja genetske varijabil-
nosti i njezine genetske strukture, uporabom molekular-
nih biljega, intenzivirani su u vecini europskih zemalja,
dok se osnivanjem klonskih kolekcija i informacijama o
takvom materijalu olakSava njezino oCuvanje i razmnoza-
vanje, a superiorniji klonovi ukljucuju se u klonske sje-
menske plantaze.

MATERIJAL I METODE RADA — Material and methods

Klonski materijal koriSten za istraZivanje genotipske
raznolikosti divlje treSnje uziman je iz klonske sjemen-
ske plantaze, koja je osnovana 2001. godine na podrucju
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Sumarije Kutina, USP Zagreb. IstraZivana 24 genotipa
predstavljali su selekcionirana plus stabla iz podrucja
sjeverozapadne Hrvatske. Stabla su bila starosti od 50 do



O. Tan¢eva Crmarié, S. Stambuk, Z. Satovi¢, D. Kajba: GENOTIPSKA RAZNOLIKOST DIVLJE TRESNIJE ...

Sumarski list br. 11-12, CXXXV (2011), 543-555

80 godina, a po svojim fenotipskim
karakteristikama i objektivnom kri-
teriju selekcije odgovarala su plus
stablima. Po dva stabla potjecu s po- I
dru¢ja Sumarije Pulovac (‘DU 1,
‘PU 2°), Sumarije Novska (‘N 17,
‘N3)i §uvmarije Garesnice (‘G 1’1 ?
‘G 2’), iz Sumarije Klostar Podrav-
ski su tri stabla (‘KP 2’, ‘KP 3’,
‘KP 5°), iz Sumarije Koprivnica ¢e-
tiri stabla (‘KC 1°, ‘KC 2’, ‘R 1°, W
‘R 27), Sumarija Lipovljani zastu- g
pljena je sa Sest stabala (‘L 1°, ‘L 2’, 4
‘L3’,‘L4’,L5’, ‘L 6), iz Sumarije |/~
Kutina uklju¢eno je pet stabala
(‘K1°,° K2, ’K 3, ‘K4, 'K5).
Prostorni raspored selekcioniranih

stabala u podrucju rasprostranjenja / %

prikazan je na slici 1. Navedeni au- \
tohtoni klonovi divlje tre$nje uve-
deni su u proizvodnju in vitro, a za &
analizu DNA uzeta je po jedna naku-
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pina umnozenih bilj¢ica iz faze mul-
tiplikacije od svakog klona. Izolacija
sveukupne stanicne DNA vrsena je tijekom faze mikro-
razmnozavanja sa po jednom nakupinom za 24 klona.
Postupak izolacije ukupne DNA iz nakupina mikro-
bilj¢ica bio je prilagodeni postupak o izolaciji ukupne
DNA (Stambuk i sur. 2007). Odredivanje koli¢ine

Slika 1. Rasprostranjenost i polozaj istrazivanih klonova divlje tresnje
Figure 1 Distribution and location of the selected wild cherry clones

DNA odreden je pomocu spektrometra (Ultrospec 2000,
Pharmacia Biotech (Biochorn) Ltd. Cambridge, UK).
Svih 24 klonova divlje treSnje analizirano je po-

mocu 15 odabranih mikrosatelitnih biljega prikazanih
u tablici 1.

Tablica 1. Duljine alela (pb), broj alela (Na), broj genotipova (Ng), zapazena (H,,) i ocekivana heterozigotnost (H}),
te Informacijski sadrzaj polimorfizma (PIC) 15 mikrosatelitnih biljega analiziranih u skupini od 24 klonova divlje

treSnje (Prunus avium L.)
Table 1

Allele lengths (bp), number of alleles (Na), number of genotypes (Ng), observed (Hy) and expected heterozygosity

(Hy), and Polymorphic Information Content (PIC) for 15 microsatellite markers analysed in 24 wild cherry

(Prunus avium L.) clones

Biljeg / Marker Duljina alela (pb) / Allele lengths (bp) Na Ng H, H; PIC
EMPA002 106, 108 2 3 0.625 | 0.500 | 0.371
EMPA004 182, 184, 188, 190, 192, 194, 196 7 11 0.625 | 0.758 | 0.698
EMPAO005 145, 230, 234, 237, 240, 241, 243, 245, 247, 252, 254 11 12 0.875 | 0.767 | 0.722
EMPAO15 213, 215, 217, 221, 223, 225, 227, 240, 250 9 12 0.667 | 0.788 | 0.734
EMPAO17 223, 234, 238, 240, 242 5 5 0.417 | 0.365 | 0.340
EMPAO18 83, 99, 100, 103, 105, 111, 113 7 10 0.833 | 0.739 | 0.683
EMPASI10 149, 151, 153, 157, 159, 163, 167, 175, 185 9 12 0.750 | 0.733 | 0.675
EMPASI11 65, 75, 86, 104 4 7 0.375 | 0.517 | 0.456
EMPAS12 123, 137, 139, 145, 147 5 10 0.708 | 0.763 | 0.700
EMPAS14 198, 200, 211 3 5 0.333 | 0.383 | 0.336
EMPASOI1 225, 230, 232, 234, 235, 236, 240 7 10 0.708 | 0.697 | 0.638
EMPASO2 132, 135, 139, 141, 144, 146, 148 7 14 0.750 | 0.813 | 0.764
EMPASO6 203, 205, 207, 209, 215, 221, 223, 227 8 13 0.542 | 0.819 | 0.767

PCeGA 129, 133, 135, 141, 143, 152, 154, 156, 160, 169 10 12 1.000 | 0.833 | 0.798
UDPA 118, 120, 122, 124, 126, 132 6 10 0.708 | 0.728 | 0.659
Prosjek / Average 6.667 | 9.733 | 0.661 | 0.680 | 0.623

Minimum / Minimum 2 3 0.333 | 0.365 | 0.336

Maksimum / Maximum 11 14 1.000 | 0.833 | 0.798
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Ti su biljezi odabrani od organizacije ECPGR po
nacelima dva mikrosatelitna biljega po kromosomu za
rod Prunus 1 bazirani na brojnim mjerilima: publicirani
su 1 slobodno dostupni; razvijeni su za Prunus avium
(iskljucujuc¢i UDPA 98-412 i PceGA34); imaju jedno-
stavan model amplifikacije, jedan do dva alela po di-
ploidu; polimorfni su sa visokim PIC (Informacijski
sadrzaj polimorfizma) i DP vrijednostima; odsustvo
null alela; distribuirani su kroz genom, nisu strogo ve-
zani 1 imaju moguénost za multiplex istrazivanja
(http://www.ecpgr.cgiar.org/networks/fruit/prunus.html) .

Lancana reakcija polimerazom kao tehnika moleku-
larne biologije koristi se za umnozavanje to¢no odrede-
nog dijela DNA. Za izvodenje ove reakcije koristen je
uredaj GeneAmp. PCR System 9700 koji omogucava
zagrijavanje i hladenje reakcijske otopine na odrede-
nim temperaturama u odredeno vrijeme.

Produkti PCR analizirani su u automatskom kapi-
larnom sekvencioneru (ABI Prism 310 Genetic Analy-
zer, Software v. 3.2., Applied Biosystems) koji zahtije-
va fluorescentno oznaCene primere. Kapilare u polju
istosmjerne struje omogucavaju razdvajanje DNA frag-
menata prema veli¢ini. Detekcija DNA fragmenata ba-
zira se na karakteristici da specijalne fluorescentne
boje osvijetljene laserom emitiraju svjetlost. Sekven-
cioner moze detektirati istovremeno pet boja (plavu,
zelenu, crvenu, Zutu i narancastu). Narancasta boja se
koristi za interni standard (upotrebom Genescan 500
Liz internal size standard — Applied Biosystems) poz-
natih veli¢ina fragmenata, a kojim se softverski odredi-
vala duljina ostalih fragmenata.

Raznolikost mikrosatelitnih biljega analizirana je na
temelju izracuna ukupnog broja alela po biljegu (VV,),
ukupnog broja genotipova po biljegu (V,), zapaZene
heterozigotnosti (H,), ocekivane heterozigotnosti ili
genske raznolikosti (Hj), te Informacijskog sadrzaja
polimorfizma (PIC). Izracuni navedenih parametara iz-
racunati su pomocu rac¢unalnih programa PowerMarker
V3.23 (Liu, 2002), FSTAT v. 2.9.3.2 programme pa-
ckage (Goudet 1995,2002) i MICROSAT (Minch i
sur. 1997).

Ishodisna matrica umnozenih fragmenata 15 mikro-
satelitnih biljega koriStena je u izratunavanju matrice

genetske udaljenosti na temelju udjela zajednickih
alela (Proportion of Shared Alleles Distance; Dpg,,,)
(Bowcock i sur. 1994). Dobivena matrica posluzila
je za izradu stabla metodom sparivanja susjeda (Neigh-
bor-Joining; NJ) (Saitou i Nei 1987).

Racunalni program MICROSAT koristen je za
izracun genetske udaljenosti na temelju udjela zajedni-
¢kih alela (Dpgyy,) kao i za izradu 1,000 pseudopona-
vljanja bootstrap uz izracun pripadaju¢ih matrica
genetske udaljenosti. [zrada stabla NJ provedena je po-
mocu racunalnog programa NEIGHBOR programskog
paketa PHYLIP (Felsenstein 2002). Vrijednosti
bootstrap izraCunate su pomocu racunalnog programa
CONSENSE (PHYLIP).

U svrhu grafickog prikaza odnosa izmedu analizi-
ranih genotipova provedena je faktorijalna analiza ko-
respondencije (Factorial Correspondence Analysis;
FCA). FCA je multivarijatna metoda koja se koristi u
svrhu sazimanja informacija i prikaza odnosa izmedu
opazaja (jedinki) na temelju simultane analize vise kva-
litativnih svojstava (biljega). FCA je slicna Analizi gla-
vnih sastavnica (Principal Component Analysis; PCA)
pri ¢emu se PCA koristi u slucaju kvantitativnih svoj-
stava, dok se FCA temelji na tablicama kontingencije
nastalih unakrsnim tabeliranjem (cross-tabulation).
FCA je provedena pomocu programa Genetix 4.05
(Belkhir i sur. 2004) uzimajuci u obzir regionalnu
pripadnost jedinki u analizi.

Analizom molekularne varijance (Analysis of Mole-
cular Variance; AMOVA; Excoffier isur. 1992) ra-
$¢lanjena je ukupna varijanca u sastavnice varijance:
sastavnicu uzrokovanu razlikama izmedu regija (Bjelo-
var, Koprivnica, Zagreb), te sastavnicu uzrokovanu
razlikama izmedu jedinki unutar regija. Analiza je pro-
vedena uz pomo¢ programa Arlequin ver. 2.000
(Schneider isur., 2000), a signifikantost ¢ vrijedno-
sti izraCunata je na temelju 10 000 permutacija. Pojedi-
nacnim analizama izraunate su ¢g;, vrijednosti izmedu
svih parova regija uz izra¢un njihovih signifikantnosti.
Tako je dobivena matrica ¢, vrijednosti na temelju
koje je mogucée procijeniti udaljenost izmedu analizira-
nih regija.

REZULTATI ISTRAZIVANJA I DISKUSIJA — Results of research and disscusion

Procjena genetske raznolikosti —

Istrazivana fenotipski odabrana 24 plus stabla divlje
tresnje pripadaju trima sjemenskim regijama, od toga
regiji Zagreb pripadaju 13, regiji Bjelovar Cetiri 1 regiji
Koprivnica sedam genotipova. Utvrdeno je bogatstvo
alelnih varijacija kod SSR lokusa, te je potvrdena cjelo-
kupna znacajna geneticka raznolikost istrazivanih klo-
nova divlje tresnje. Unutar navedenih 15 lokusa, u
ovom istrazivanju detektirano je 100 razlicitih alela
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Estimation of genetic variability

kod 24 istrazivanih klonova divlje tresnje. Odabrani
SSR biljezi u genotipizaciji klonova pokazali su se kao
jako informativni materijal. U dosadasnjim istraziva-
njima SSR biljezi koristeni su za fingerprinting, mapi-
ranje, kao i za odredivanje protoka gena (Vaughan i
Russell 2004, Clark isur. 2009).

Od odabranih 15 biljega njih 14 je pokazalo 100 %-tnu
amplifikaciju kod svih 24 odabranih klonova divlje tres-
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nje, dok mikrosatelitni biljeg EMPAOLS nije pokazao
amplifikaciju kod klonova ‘N1°, ‘K11 ‘L2’. Tako visoki
stupanj amplifikacije omogucio je koristenje svih 15 bi-
ljega u odredivanju polimorfizma i daljnjih genetskih
analiza i potvrdio njihov izbor napravljen od strane
ECPGR. Ohta i sur. (2005) u Japanu su koristili 85
SSR biljega za odredivanje genetske varijacije 144 je-
dinki Prunus cerasus, od kojih je 25 pokazalo amplifi-
kaciju kod svih jedinki, ali 25 nije davalo produkt ni kod
jedne jedinke. PceGA34 koriSten u ovom istrazivanju
razvijen je za P. cerasus “Napoleon” (Downwy ilez-
zioni 2000). Upotrebljen je kod breskve gdje je razvio
alelne duljine u rasponu od 140 do 148 pb (Aranzana
i sur. 2003). U genotipizaciji divlje tresnje diljem Hrvat-
ske duljina alela u pb za biljeg PceGA34 se kretala u ra-
sponu 129-169, a broj alela Na bio je 10.

Clark i Tobutt (2003) razvili su primere (pocet-
nice) za 21 mikrosatelitni lokus izoliranih iz bogatstva
Prunus avium ‘Napoleon’, a Vaughan i Russel
(2004) karakterizirali su liniju SSR primera za 14 mi-
krosatelita ili SSR lokusa identificiranih za P. avium ge-
nomske DNA zbirke EMPaS (01-18), te izvijestili o
pouzdanoj seriji SSR biljega za divlju tre$nju. Sedam
polimorfnih lokusa identificiranih u tom istrazivanju
uneseni su u genomsku mapu divlje tresnje, i koriSteni
su i u ovom istrazivanju. Duljina istrazivanih alela u
Hrvatskoj kolekciji tresnje (24 klona) za tih 7 lokusa iz-
nosila je za biljeg EMPASO1 od 225 do 240 kod sveu-
kupno 7 alela, za EMPASO02 od 132 do 148 kod 7 alela,
za EMPASO06 od 203 do 227 kod 8 alela, za EMPAS10
od 149 do 185 za 9 alela, za EMPASI11 od 65 do 104
kod 4 alela, za EMPAS12 od 123 do 147 kod 5 alela i za
EMPAS14 od 198 do 211 kod 3 alela (Tablica 1).

Ukupni broj alela za lokus UDPA 96-001 bio je 11
za treS$nje sa srednjom vrijednoséu 6.1, dok je za bre-
skvu, nektarinu i slatku treSnju iznosio 2 — 6 alela (Ci-
priani isur. 1999, Testolin isur. 2000, Schueler
i sur. 2003), Sto nam sugerira da jedinke divlje treSnje
imaju visok stupanj polimorfizma, a Sto je sukladno
naSem istrazivanju. Mikrosatelitni biljezi su u novije
vrijeme razvijeni i specijalno za vrstu P avium
(Schueler i sur. 2003) ili su pak razvijeni za ostale
Prunus vrste, ali se upotrebljavaju kod Prunus avium
(Wunsch i Hormaza 2004). Radi se o kodomina-
ntnim biljezima koji se mogu koristiti za istrazivanje
genetske raznovrsnosti kod specificnih komponenti ge-
noma (Tavaud i sur. 2004). Genska raznolikost (Hy)
za Prunus avium u njihovim je istrazivanjima bila
0,319 u usporedbi s H; koju smo dobili u nasem istrazi-
vanju, ¢ija vrijednost iznosi 0,680. Turkec 1 sur.
(2005) upotrebljavali su mikrosatelitne sekvence za
kloroplastnu i za nuklearnu DNA s ciljem utvrdivanja
razlika, genetskog polimorfizma europske i turske tre-
$nje kako bi pokrenuli model oplemenjivanja kultivi-
rane i divlje tresnje. Varijabilnost mikrosatelitne DNA

u populacijama divlje tresnje iz sredi$nje Bosne, kao i
korelacijski odnosi cvijeta i sjemena divlje tresnje
istrazivali su (Ballian 2004, Ballian i Cabarav-
di¢ 2007). Pomoc¢u sedam pocetnica RAPD Moreno
i Trujillo (2005) u Spanjolskoj identificirali su kulti-
vare divlje treSnje i formirali dendrogram pomocu
kojeg je uocena korelacija kod grupiranja tresnjinih ge-
notipova, kao i blizina karakteristicnih genotipova te su
tako poduprli hipotezu o autohtonom porijeklu istih.
Vaughan i sur. (2007) odredili su pomoéu relativnih
informacija o svakom SSR lokusu razlike izmedu dvije
populacije divlje treSnje (uzgajane i negospodarene), te
su odredili vrijednost H, od 0,717 i 0,723 s jednako
ujednacenom vrijednosti H; 0,663 10,667.

Koriste¢i se odabranim biljezima utvrdeno je
ukupno 100 alela, od kojih je najmanji broj od dva poli-
morfna alela pokazao biljeg EMPAO0O02, a najveci broj
11 alela biljeg EMPAOOS. Prosjecni broj alela iznosio
je 6,667 po mikrosatelitnom biljegu. Do sada ne po-
stoje istovjetna istrazivanja genetske raznolikosti divlje
tresSnje koja su koristila ovaj preporuc¢eni mikrosatelitni
set primera. Ve¢ina do sada vrSenih istrazivanja kori-
stila su ih djelomic¢no i uglavnom u kombinaciji s dru-
gim mikrosatelitnim biljezima. Guarino i sur. (2009)
istrazivali su pomoc¢u 28 mikrosatelitnih lokusa, osim
kultivare slatke tresnje i populacije divlje tresnje iz pet
prirodnih sastojina: Alto Garda, Casentinesi i Mugello
(Italija); te po jedna iz Slovenije (Slavnik) i Hrvatske
(Medvednica). U istrazivanjima su dobili po 6,5 alela
po lokusu. Minimalan broj od dva alela bio je za manje
polimorfni lokus EMPA006, dok je maksimum od 14
alela davao polimorfni lokus EMPaS10 i EMPAO19.
Prema njihovom zakljucivanju broj alela je ovisio o ka-
rakteristikama mikrosatelitnog ponavljanja.

Izravnu povezanost izmedu broja alela i prosjecnog
broja ponavljajuc¢eg motiva biljega takoder je zapazio
Weber (1990).

Broj alela kod breskve koje je Testolin i sur
(2000) detektirao kretao se od 2 do 8 s srednjom vrijed-
nosti 4,5 alela po lokusu. Kod domace tresnje te su vri-
jednosti bile manje i iznosile su od 1 do 6 sa srednjom
vrijednosti 2,8 alela po lokusu. Wunsch iHormaza
(2004) su kod kultivirane treSnje pomocu tri para mi-
krosatelitnih primera, koja su se amplificirali kod svih
analiziranih genotipova, dobili od dva do sedam alela
po lokusu. Heterozigotnost je bila u podruc¢ju 0,04 do
0,94, a srednja vrijednost 0,49.

U tablici 1 prikazani su osnovni deskriptivni para-
metri mikrosatelitnih biljega. Broj alela (Na) po mikro-
satelitnim biljegu kretao se od dva (EMPA002) do 11
(EMPAO0O05) s prosje¢nom vrijednos¢u od 6,667, dok je
broj uocenih genotipa bio od 2 (EMPA002) do 14
(EMPASO2) s prosjecnom vrijednosc¢u od 9,733. Zapa-
zena heterozigotnost (H,) se kretala od 0,333
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0,47 (Testolin 1 sur. 2000) i 0,45
(Sosinski i sur. 2000), a kod ma-
relice 0,51 (Hormaza 2002). Kod
kultivirane treS$nje detektiran je ni-
zak stupanj polimorfizma uporabom RAPD biljega
(Stockinger 1 sur. 1996, Gerlach i Stosser
1998), kao i uporabom izoenzima (Boskovi¢ i To-
butt 1997, Beaver i sur. 1995). U ovim istraziva-
njima nizak stupanj polimorfizama s H,, od 0,5 dobiven
je samo za mikrosatelitne biljege EMPAO17 (0,417),
EMPASI1 (0,375) i EMPAS14 (0,333) te za EMPASO06
(0,542). Istrazivaci koji rade na oCuvanju genetskih re-
sursa i Sumari posljednjih godina intenzivno koriste broj-
nost alela i visoku heterozigotnost molekularnih biljega
za ve¢inu Sumskih vrsta zbog genotipizacije istih, ali i fin-
gerprintinga sadnog materijala (Pijut i sur. 2007). Vrlo
je bitna uporaba molekularnih biljega za potrebe pravil-
nog gospodarenja Sumama te certificiranje i karakteriza-
ciju porijekla sjemena (De Cuyperisur. 2005).

Na slici 2. prikazan je histogram ucestalosti alela ana-
liziranih mikrosatelitnih biljega. Od ukupno 100 alela, 45
ih je imalo ucestalost manju od 0,05 (5 %), a ¢ak 31 alel je
zabiljezen samo u jednoj jedinki. Najucestaliji aleli bili su
EMPAO017/240 (0,791) i EMPAS14 (0,771)

U tablici 2. prikazani su osnovni parametri genetske
raznolikosti analiziranih regija (Bjelovar, Koprivnica,
Zagreb). Prosjecan broj alela (Nav)
bio je najve¢i u regiji Zagreb
(5,533), a najmanji u regiji Bjelovar
(3,467). Procjenom alelnog bogat-
stva utvrdeno je da je prosjecan broj
alela znatno ovisio o broju uzorko-
vanih genotipova po regiji, tako da

Table 2

Slika 2. Broj alela 15 mikrosatelitnih biljega u odnosu na ucestalost u skupini od 24 klo-
nova divlje tre$nje

Figure 2 Number of alleles at 15 microsatellite markers in relation to its frequency as ana-
lysed in 24 wild cherry (Prunus avium L.) clones

zapazene 1 ocekivane heterozigotnosti nisu se znatno
razlikovale izmedu regija. Istrazivanje provedeno u nje-
mackim pokrajinama Roringen i Wibbecke (HoItken i
Gregorius 2006) pokazala su prosjecno 5,5 alela po
lokusu. Wunsch iHormaza (2004) u istrazivanju 76
kultivara tresnje s 34 mikrosatelitnih para primera, koji
su prethodno bila razvijena za breskvu, identificirala su
72 genotipska profila. Broj alela po lokusu je bio 3,7 dok
je prosjecna heterozigotnost bila 0,49.

Ocekivana heterozigotnost (H;) u ovom istraziva-
nju po regijama je bila ujednacena i iznosila je za Bje-
lovar 0,667, za Koprivnicu 0,676, te najmanje za Za-
greb 0,655. Vecu heterozigotnost (H,) od 0,66, pomocu
sedam SSR lokusa kod tresnje, dobili su Schueler i sur.
(2003), usporedujuci s dotadasnjim rezultatima kod
breskve (H) od 0,47 (Testolin i sur. 2000) i 0,51
(Hormaza 2002), no oni su usporedivali samo vali-
dne rezultate informativnih lokusa u njihovim proracu-
nima. Stoeckel i sur. (2006) ukazali su na to da je
divlja tre$nja djelomi¢no samoinkompatibilna Sumska
vrsta sa obilatom heterozigotnoscu, §to je slabo istrazi-
vani fenomen.

Tablica 2. Veli¢ina uzorka (1), prosjec¢an broj alela (Nav), alelno bogatstvo (Nar), broj
jedinstvenih alela (Npr), te zapazena (H,,)) i ocekivana heterozigotnost (Hj)
klonova divlje tresnje po regijama (Bjelovar, Koprivnica, Zagreb)

Sample size (n), average number of alleles (Nav), allelic richness (Nar),
number of private alleles (Npr), and observed (H) and expected hetero-
zygosity (Hy) of wild cherry clones in three regions (Bjelovar, Kopri-
vnica, Zagreb)

se nakon .1.<ore.kc1Je na Vellglnu Reg.lja , Nav Nar Npr i, i,

uzorka, regije nisu znatno razliko- Region

vale po alelnom bogatstvu. Najveéi Bjelovar 4 3.467 3.467 6 0.667 0.653
broj jedinstvenih alela (29) zabilje- Koprivnica 7 4.133 3.493 8 0.676 0.686
zen je u regiji Zagreb. Vrijednosti Zagreb 13 5.533 3.543 29 0.655 0.655
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U tri prirodne populacije divlje

treSnje pomocu osam mikrosatelita,
kao i biljega za samoinkompatibil-

nost te postavljanjem cCetiri hipo-

teze, pokusali su objasniti negativnu
vrijednost koeficijenta samooplo-

dnje (Fis) te zakljucili da je takav re-

zultat predvidljiv samo za stupnjeve

klonskog priblizavanja, pri tome se
misli na vegetativno razmnozavanje
korijenovih izdanaka koji rastu uz

roditeljska stabla, kao i na utjecaj

ljudi naknadnim Sirenjem takvog
materijala. Produzena klonska re-

produkcija moze znatno utjecati na
genetsku strukturu i reproduktivnost

populacije divlje tresnje (Vaughan

Osim za identifikaciju elitnih

stabala divlje tresnje njihova geno-

tipizacija je bitna i za strategiju se-
lektivnog mapiranja roda Prunus

(Howad i sur. 2005). Naime,
Vision i sur. (2000) predlazu ma-

piranje kroz dva stupnja, gdje se u

prvom odreduju okvirne mape po-

biljega s manjom precizno-
$¢u, a u drugom stupnju se koristi

podskup biljega s visokom informa-

Takvo grupiranje bi trebalo sma-
njiti kostanje samog procesa, a dalo

bi detaljne rezultate, s obzirom da se

radi o brojnim svojtama divljih i kul-
tiviranih oblika unutar ovog roda.
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Izracun genetske udaljenosti (Dpg,y) izmedu genotipova i izrada stabla
Proportion of shared allele distances (Dps,,,) among genotypes and neighbor-joining tree

Prosjecna genetska udaljenost izraCunata na temelju
udjela zajednickih alela (Djg,,,) izmedu 24 genotipa
divlje tresnje iznosila je 0,573 (tablica 3). Najmanja je
genetska udaljenost (Dpgy,, = 0,100) zabiljezena iz-
medu genotipova KP2 i KP5 iz regije Koprivnica
(Dpgsps = 0.1009 koji su se podudarali u 27 od 30 alela,
dok je najveca genetska udaljenost (Dpg,,, = 0,933) za-

biljezena izmedu genotipova “Dju2” (Bjelovar) i “L3”
(Zagreb) koji su se razlikovali u 28 od 30 alela. Na ne-
zakorijenjenom stablu nastalom metodom sparivanja
susjeda (Neighbour-Joining) nije primjeceno jasno svr-
stavanje jedinki s obzirom na regiju (slika 3). Vrijedno-
sti boostrap pojedinih skupina na stablu su uglavnom
bile niske (<50 %).

Slika 3. Stablo nastalo metodom spariva-
nja susjeda (Neighbor-Joining) na
temelju matrice genetske udalje-
nosti temeljem udjela zajednickih
alela (Dpgpy) izmedu 24 klona
divlje tresnje dobivena analizom
15 mikrosatelitnih biljega. Vrijed-
nosti pouzdanosti boostrap iznad
50 % prikazane su na granama. |L3
Regije su oznacene bojama: Bje-
lovar (zeleno), Koprivnica (pla-
vo) i Zagreb (crveno)

Figure 3 Neighbor-joining tree based on
matrix of proportion of shared al-
lele distances (Dpg,),) among 24
wild cherry (Prunus avium L.) clo-
nes as obtained by the analysis of
15 microsaellite markers. Boo-
strap support values higher than
50 % are given above the branc-
hes. Regions are indicated by co-
lours: Bjelovar (green), Kopri-
vnica (blue), Zagreb (red) 0.1
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Faktorijalna analiza korespondencije (FCA )
Factorial correspondence analysis (FCA)

Faktorijalna analiza korespondencije (FCA) naprav-
ljena pomocu programa Genetix 4,05 (Belkhir i sur.
2004), a provedena je uzimajuci u obzir regionalnu pri-
padnost jedinki u analizi, i dala je graficki prikaz odnosa
izmedu analiziranih klonova divlje tre$nje. Na slici 4. pri-
kazana je projekcija jedinki 1 baricentara regija u koordi-

natnom sustavu odredenom prvim dvjema osima faktori-
jalne analize korespondcije (FCA). Prva je os objasnja-
vala 63,76 % ukupne inercije, a druga 36,24 %. Prva je os
razdvojila jedinke iz regije Zagreb od jedinki iz regije
Bjelovar i Koprivnica, dok su se po drugoj osi razdvojile
jedinke iz regije Bjelovar od onih iz regije Koprivnica.

Analiza molekularne varijance (AMOVA)
Analysis of Molecular Variance (AMOVA)

Analizom molekularne varijance (AMOVA) utvrdeno
je da je znatno veéi postotak (95,88 %) ukupne mikrosate-
litne raznolikosti uzrokovan razlikama izmedu jedinki
unutar regija od onog uzrokovanog razlikama izmedu re-
gija (4,12 %). ¢-statistika je iznosila 0,041 i bila je viso-
kosignifikantna (P < 0,01) Sto ukazuje na postojanje
odredene regionalne strukturiranosti genetske raznoliko-
sti (tablica 4). Izracunavanjem ¢, vrijednosti izmedu pa-
rova regija i pripadaju¢ih P-vrijednosti (tablica 5)
utvrdeno je da ¢g;, vrijednost izmedu regije Bjelovara i
Koprivnice nije bila signifikantna (P > 0,05), dok je iz-
medu regije Bjelovar i Zagreb bila signifikantna (0,05 <P
<0,01), a izmedu regije Koprivnica i Zagreb visokosigni-
fikantna (P <0,01).
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Tablica 4. Raspodjela mikrosatelitne raznolikosti divlje tre-
$nje izmedu 1 unutar tri regije (Bjelovar, Kopri-
vnica, Zagreb) na temelju Analize molekularne
varijance (AMOVA)

Table 4 Analysis of Molecular Variance (AMOVA) for the
partitioning of microsatellite diversity of wild
cherry among and within three regions (Bjelovar,
Koprivnica, Zagreb)

ljgzgg?':n/ Bjelovar Koprivnica Zagreb
Bjelovar 0.3856 0.0285

Koprivnica 0.0019 0.0038
Zagreb 0.0396 0.0539
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Slika 4. Prikaz 24 klona divlje tre$nje u koordinatnom sustavu odredenom prvim dvjema osima faktorijalne analize korespondencije

(FCA). Pojedinacni genotipovi prikazani su malim kvadratima, a baricentri regija oznaceni su ve¢im kvadratima.

Figure 4 Factorial correspondence analysis (FCA) plot of 24 wild cherry (Prunus avium L.) clones. Each individual genotype is indicated
by a small symbol, while the regional barycentres are represented by larger ones.

Tablica 5. Matrica ¢g; vrijednosti (ispod dijagonale) i pripadajuée P-vrijednosti (iznad dijagonale) izmedu regija. P-vrijedno-
sti su utvrdene na temelju 10,000 permutacija.
Table 5 Marix of pairwise ¢g values among regions (lower diagonal) and corresponding P-values (upper diagonal). P-va-
lues were obtained after 10,000 permutations.

Within regions

Izvor / df Sastavnice varijance / % Ukupne varijance / ¢-statistika / Pb)!
Source Variance components % Total variance @-statistics @
Izmedu regija /
4 ] 2 0.209 4.12 sy = 0.041 0.006
mong regions
Unut ija /
oo el 45 4.879 95.88

ZAKLJUCCI — Conclusions

Istrazivanjem 15 mikrosatelitnih biljega DNK (SSR)
procijenjena je i potvrdena cjelokupna genetska raznoli-
kost istrazivanih klonova divlje tresnje. Otkriveno je bo-
gatstvo alelnih varijacija kod SSR lokusa, a utvrden
visok stupanj polimorfizma potvrdio je postojanje ne

samo opsezne morfoloske, ve¢ i vrlo znacajne genetske

raznolikosti.

Na temelju udjela zajednickih alela (D), izmedu
24 genotipova divlje tre$nje, izraCunata je prosjecna gene-
tska udaljenost od 0.573. Najmanja genetska udaljenost
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(Dpsupr = 0.100) zabiljezena je izmedu genotipova KP2 i
KP5 (Klostar Podravski, regija Koprivnica) koji su se po-
dudarali u 27 od 30 alela, dok je najveca genetska udalje-
nost (Dpgyy, = 0.933) zabiljezena izmedu genotipova Pu2
(Pulovac, regija Bjelovar) i L3 (Lipovljani, regija Za-
greb) koji su se razlikovali u 28 od 30 alela.

Matrica genetske udaljenosti, temeljena na udjelu
zajednickih alela (Dpg,,,), nije utvrdila jasno svrstava-
nje jedinki divlje tresnje s obzirom na njihovo porije-
klo, odnosno regiju (Koprivnica, Bjelovar, Zagreb).

Analizom molekularne varijance (AMOVA) utvrde-
no je da je znatno veci postotak (95.88 %) ukupne

mikrosatelitne raznolikosti uzrokovan razlikama iz-
medu jedinki unutar regija, od onog uzrokovanog raz-
likama izmedu istrazivanih regija (4.12 %). ¢ - statistika
je iznosila 0.041 i bila je visokosignifikantna (P < 0.01)
Sto ukazuje na postojanje odredene regionalne struk-
turiranosti genetske raznolikosti, a prikazana je osima
faktorijalne analize korespondcije (FCA). Prva os obja-
Snjava 63.76 % ukupne inercije, i razdvojila je jedinke
iz regije Zagreb od jedinki iz regije Bjelovar i Kopri-
vnica, dok je druga os sa 36.24 % razdvojila jedinke iz
regije Bjelovar od onih iz regije Koprivnica.
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SUMMARY: Wild cherry (Prunus avium L.) has recently drawn great at-
tention because of its noble and high quality wood, but also because of its im-
portance in preserving genetic diversity. Clonal material used to investigate
genotypic diversity of the wild cherry was taken from the clonal seed orchard
(Kutina Forest Office) and consisted of 24 selected plus trees from the area of
north-western Croatia. The clones were analyzed by 15 selected microsatellite
markers (SSR), chosen by the ECPGR. A wealth of allelic variations was
found in SSR loci, while a high degree of polymorphism confirmed the exi-
stence not only of extensive morphological but also a very significant genetic
diversity. Based on pairwise proportion of shared allele distance (Dpg,,,)
among the 24 clones of wild cherry, the average genetic distance of 0.573 was
calculated. The smallest genetic distance (Dpg,, = 0.100) was recorded bet-
ween the genotypes ‘KP2 and ‘KP5’ (KloStar Podravski, region Koprivnica),
which coincided in 27 out of 30 alleles, whereas the largest genetic distance
(Dpsiy = 0.933) was found between the genotypes ‘Pul’ (Pulovac, Bjelovar
region) and ‘L3’ (Lipovijani, Zagreb region), which differed in 28 out of 30 al-
leles. The genetic distance matrix, based on pairwise proportion of shared al-
lele distance (Dpsy,,), did not show a clear classification of wild cherry
individuals with regard to their origin, i.e. region (Koprivnica, Bjelovar, Za-
greb). The analysis of molecular variance (AMOVA) revealed a significantly
higher percentage (95.88 %) of the total microsatellite diversity caused by the
differences among the invidividuals within the regions, compared to that cau-
sed by the differences between the studied regions (4.12 %). The ¢ — statistics,
amounting to 0.041, was highly significant (P < 0.01) and indicates the exi-
stence of specific regional structurality of genetic diversity. It is presented by
the axes of factorial correspondence analysis (FCA). The first axis explains
63.76 % of the total inertia and discriminates the individuals from the Zagreb
region from those from the Bjelovar and Koprivnica regions, while the second
axis with 36.24 % discriminates the individuals from the Bjelovar region from
those in Koprivnica region.

Key words: Prunus avium L., microsatelites SSR, genetic diversity
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