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Sazetak

Maruni (maroni) su sorte europskog pitomog kestena (Castanea sativa Mill.) dobivene selekcijom, koje se od dav-
nina uzgajaju radi proizvodnje krupnih i kvalitetnih plodova. Maruni su u Hrvatskoj sadeni na privatnim pos-
jedima isto¢nih padina Ucke, u okolici Lovrana i poznati su pod nazivom "lovranski marun". Do sada nije bilo
znanstvenih istrazivanja lovranskog maruna te nije poznato s kojim su biljnim materijalom nasadi podignuti,
odnosno koliko je razli¢itih genotipova zastupljeno. Ta saznanja klju¢na su za sve daljnje korake koje treba poduzeti
kako bi se o¢uvali postojeci genetski izvori. Cilj ovoga istrazivanja bila je analiza genetske raznolikosti stabala
lovranskog maruna u postoje¢im nasadima, koristenjem mikrosatelitnih biljega. Istrazivanje je radeno na uzorku
od 72 stabla, koristenjem 5 mikrosatelitnih biljega. Analiza je pokazala prisutnost 11 multilokusnih genotipova,
$to govori u prilog raznovrsnosti i bogatstvu svojti pitomog kestena na lovranskom podrucju, koje jo$ uvijek nisu
taksonomski odredene, a vode se pod kolektivnim nazivom "lovranski marun". Veéina uzorkovanih stabala, 58,
pripada istom genotipu, $to se moze tumaciti stati¢no$¢u u smislu introdukcije novih svojti na istrazivano podrucje

i forsiranjem, tj. ekstenzivnim uzgojem.

KLJUCNE RIJECI: lovranski marun, Castanea sativa Mill., genetska raznolikost, mikrosatelitni biljezi

Uvod
Introduction

Pitomi kesten plemenita je listaca koja raste u Sumama bre-
zuljkasto-brdskog podruéja kontinentalnog dijela Hrvatske,
u Istri te na otocima Krku i Cresu. Vrsta je od koje ljudi
imaju viSestruku korist (drvo, plod, med, tanin, o¢uvanje
ekoloskih i krajobraznih vrijednosti).

Maruni (maroni) su sorte europskog pitomog kestena (Ca-
stanea sativa Mill.) dobivene selekcijom, koje se od davnina
uzgajaju radi proizvodnje krupnih i kvalitetnih plodova. U
Hrvatskoj su sadeni na privatnim posjedima isto¢nih pa-
dina Ucke, u okolici Lovrana, gdje su najstariji nasadi stari
vise stotina godina. Maruni iz toga podrucja poznati su pod
nazivom "lovranski marun". Manji nasadi maruna nalaze
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se u Istri i na Cresu. Maruni su se izvozili jos u 17. stolje¢u
te su uz masline, vinovu lozu i tre$nje bili jedna od kultura
od kojih je stanovnistvo toga kraja stolje¢ima Zivjelo. Proi-
zvodnja i izvoz dozivjeli su vrhunac u 19. stoljecu, dok u 20.
stoljecu slijedi stagnacija te potom i zapustanje nasada (Me-
dak i dr. 2009).

U mediteranskim zemljama poput Italije, Francuske, Spa-
njolske, Turske i dr. postoji duga tradicija uzgoja sorti pito-
mog kestena. Za vrijeme Rimskog carstva legije su prosirile
uzgoj pitomog kestena na cijeli Apeninski poluotok, ali i na
druge europske zemlje. Tako je ve¢ u Srednjem vijeku ke-
sten postao dominantna vrsta drve¢a u mnogim talijanskim
pokrajinama te je ljudima znacio Zivot, jer je osiguravao
hranu i drvo (Conedera 1996, Conedera i dr. 2004a, 2004b,
Bounous 2005). Pocetkom 20. stoljec¢a proizvodnja plodova
pitomog kestena u Italiji bila je na vrhuncu, oko 650.000 t
godisnje. Medutim, doslo je do zapustanja nasada i sjece
velikih povrsina radi dobivanja drva i proizvodnje tanina,
a bolesti koje su se $irile (rak kestenove kore i tintna bolest),
to su stanje dodatno pogorsale. Zahvaljujuéi viSestrukim
koristima, unatrag tridesetak godina postupno se vraca in-
teres za uzgoj kestena u cijeloj Italiji. Danasnja je proizvod-
nja oko 55.000 t plodova godisnje, od kojih se 75 % konzu-
mira svjeZe, a ostatak se preraduje. Krajem 19. stoljeca u
Francuskoj je proizvodnja plodova pitomog kestena bila
oko 500.000 t, a tijekom 20. stoljec¢a znacajno je smanjena
(na 15.000 t 1983. godine, a danas tek 7.000-10.000 t go-
disnje) zbog pojave bolesti, promijenjenog nacina Zzivota,
napustanja nasada i dr. (Agnoletti 2007, IdZojti¢ i dr. 2010a).
Danas su u uzgoju tradicionalne sorte, ¢ija se proizvodnja
sve vi$e smanjuje i nove, hibridnog porijekla, koje ih postu-
pno zamjenjuju (Martin i dr. 2007).

Zapustanje starih nasada i nepodizanje novih veliki je pro-
blem, koji je osim u Hrvatskoj prisutan u svim mediteran-
skim zemljama. Najve¢i uzroci ovoga problema su promi-
jenjeni nacin zivota lokalnog stanovnistva i pojava raka
kestenove kore (Cryphonectria parasitica /Murr./ Barr.). Bu-
dudi da je rak kore od sredine prosloga stolje¢a do danas
osim pitomog kestena u Sumskim sastojinama uzrokovao
djelomi¢no ili potpuno susenje velikoga broja stabala ma-
runa te neprestano oteZava podizanje novih nasada (Be-
ccaro i dr. 2009, Bounous 2009a), smatramo ga najve¢om
prijetnjom genetskim izvorima maruna (Fernandez-Lopez
i Alia 2003). U zadnjih nekoliko godina u Europi sve je veci
problem kestenova osa Siskarica (Dryocosmus kuriphilus Ya-
sumatsu), $tetnik prenesen iz Kine u Italiju 2002. godine,
koji uzrokuje stvaranje $iski na izbojcima i listovima pito-
mog kestena. Taj karantenski Stetnik 2010. godine naden je
i na nekoliko lokaliteta u Hrvatskoj, a prvi puta upravo na
podru¢ju Lovrana. Stvaranje $iski zaustavlja normalan ra-
zvoj izbojaka te uzrokuje smanjeni urod plodova (Matose-
vi¢idr. 2010).
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Vecina zemalja u kojima raste europski pitomi kesten ima
svoje autohtone sorte, koje su dobivene dugotrajnim i upor-
nim radom, odnosno selekcijom tijekom vise stolje¢a. Vre-
menom je samo u Italiji selekcionirano vise od 300 razli¢i-
tih sorti, ¢ije je genetske izvore vazno o¢uvati (Piccioli 1922,
Bellini 2005). Camus (1929) je za Francusku naveo vise od
250 sorti, Pereira-Lorenzo i dr. (2001) za Spanjolsku vise od
200 sorti, a Conedera i dr. (1994) za juznu Svicarsku 120
sorti. Medutim, maruni, odnosno maroni, prema talijan-
skim su standardima samo oni kultivari (sorte) europskog
pitomog kestena s najkvalitetnijim, ukusnim, krupnim plo-
dovima duguljastog oblika, s malim hilumom, svjetlije
smede boje, s malo izbo¢enim, uzduznim, tamnim pru-
gama, koji se lako ljuste i rijetko imaju dvostruke sjemenke.
Francuska definicija maruna sli¢na je prethodnoj, a nazna-
¢eno je da moraju imati manje od 12 % plodova s dvije sje-
menke. Medu najbolje marune ubrajaju se talijanski kulti-
vari: ‘Chiusa Pesio, ‘Luserna, ‘Val Susa, ‘Castel del Rio;,
‘Marradi’ i ‘Fiorentino, kao i francuski: ‘Montagne’, ‘Sar-
donne’ i ‘Comballe’ (Bounous 2009b, Hennion 2009).

Za velik broj razlicitih sorti u pojedinim zemljama ili regi-
jama radena su istrazivanja morfoloskih svojstava (Pereira-
Lorenzo i dr. 1996a, Pereira-Lorenzo i Fernandez-Lopez
1997, Rudow i Conedera 2001, Pereira-Lorenzo i dr. 2001,
Ramos-Cabrer i Pereira-Lorenzo 2005, Alvarez-Alvarez i
dr. 2006, Martin i dr. 2007, Furones-Perez i Fernandez-Lo-
pez 2009, Cutino i dr. 2010), kao i istrazivanja genetske ra-
znolikosti pitomog kestena uz pomoc¢ razlicitih genetskih
biljega (Miiller-Starck i dr. 1994, Fineschi i dr. 1994, Pere-
ira-Lorenzo i dr. 1996b, Galderisi i dr. 1998, Oraguzie i dr.
1998, Pereiraidr. 1999, Santanaidr. 1999, Goulaoidr. 2001,
Boccacciidr. 2004, Beccaro i dr. 2005, Botta i dr. 2005, Co-
staidr. 2005, Gobbin i dr. 2007, Cantini i Autino 2010, Mar-
tin i dr. 2010 i dr.). Primjena DNK biljega u identifikaciji
genotipova ima veliku prednost zbog svoje brzine i to¢no-
sti, kao i neovisnosti o starosti biljke i utjecaju okolisnih
¢imbenika. Zbog toga su posebno nasli primjenu u identi-
fikaciji sorti razlicitih vrsta s jestivim plodovima, odrediva-
nju sli¢nosti, odnosno medusobne genetske udaljenosti iz-
medu razlicitih sorti, razja$njavanju sinonima i homonima,
utvrdivanju geografskog porijekla i dr. (Wiinsch i Hormaza
2002).

Prvi biokemijski i molekularni biljezi upotrijebljeni za ana-
lizu genetske raznolikosti kultivara pitomog kestena bili su
izoenzimi (Sawano i dr. 1984, Miller-Starck i dr. 1994, Pe-
reira-Lorenzo i dr. 1996b), kao i RAPD biljezi (Fineschi i
dr. 1994). Nakon toga intenzivirana je uporaba mikrosate-
lita (Botta i dr. 1999, 2001, Buck i dr. 2003, Marinoni i dr.
2003, Martin i dr. 2005, Gobbin i dr. 2007). Mikrosateliti se
kao kodominantni DNK biljezi op¢enito odlikuju visokom
informativnos¢u, ponovljivoscu, kao i niskim troskovima
primjene kod ve¢ razvijenih SSR pocetnica.
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U Hrvatskoj, nazalost, do sada nije bilo znanstvenih istrazi-
vanja maruna koji se uzgajaju na lovranskom podruéju te nije
poznato s kojim su biljnim materijalom nasadi podignuti,
odnosno koliko je razlicitih genotipova zastupljeno pod na-
zivom "lovranski marun". Ta saznanja su klju¢na za sve dalj-
nje korake koje treba poduzeti kako bi se ocuvali postojeci
genetski izvori (Liber i dr. 2009, Idzojti¢ i dr. 2010b). Cilj
ovoga istrazivanja bila je analiza genetske raznolikosti stabala
lovranskog maruna u postoje¢im nasadima.

Materijal i metode
Material and Methods

Izolacija DNK, amplifikacija, detekcija mikrosatelita
— DNA Extraction, PCR Amplification and Microsatellite
Genotyping

Za analizu genetske raznolikosti, krajem proljeca i pocet-
kom ljeta 2008. godine, uzorkovana su 72 stabla maruna na
podrudju Opéine Lovran. Stabla se nalaze u privatnim na-
sadima na lokalitetima Liganj, Dobre¢, Lovranska Draga i
u blizini tunela U¢ka. Od ukupnog broja uzorkovanih sta-
bla 70 je bilo cijepljenih, a dva nisu cijepljena ("kostanji"
uzgojeni iz sjemena), ali se nalaze u nasadima pored ma-
runa i s njih se takoder sakupljaju plodovi. Sva su uzorko-
vana stabla oznacena brojevima i geopozicionirana. Prsni
promjer stabala bio je od 32 do 140 cm.

Od stabala, odredenih za molekularnu identifikaciju, saku-
pljeni su listovi, te je u svrhu izolacije DNK izvagano 100 mg
svjezeg lisnog tkiva svake istrazivane jedinke. Izolacija uku-
pne stani¢ne DNK provedena je pomo¢u DNeasy® Plant Mini
DNA izolacijskog kompleta (Qiagen”), prema uputama pro-
izvodaca.

@

Buduci da su SSR biljezi u dosadasnjim studijama genetske
raznolikosti kultivara pitomog kestena pokazali visoku in-
formativnost i zadovoljavajudi stupanj polimorfizma, pri-
mijenjeni su i u ovom istrazivanju. Kako bi se odredila za-
stupljenost pojedinih kultivara u cjelokupnom uzorku,
kori$teno je pet mikrosatelitnih biljega iz grupe CsCAT, kao
$to je prikazano u Tablici 1 (Marinoni i dr. 2003).

Umnozavanje mikrosatelitnih regija lan¢anom reakcijom
polimerazom provedeno je u uredaju GeneAmp PCR Sy-
stem 2700 (Applied Biosystems®), i to prema Marinoni i dr.
(2003). Umnozeni mikrosateliti detektirani su pomo¢u ka-
pilarne elektroforeze (ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer).
Ukupno 1,5 pl umnozenih mikrosatelitnih produkata na-
kon lancane reakcije polimerazom smjesteno je u PCR
ploce s 96 epruveta (72 uzorka), a zatim je svaki uzorak po-
mijesan s 10 pl formaldehida i 0,5 pl DNK standarda Rox
500 (Applied Biosystems®). Uzorci su tri minute denaturi-
rani na 95 °C te neposredno nakon toga smjesteni na led.
Nakon kapilarne elektroforeze fragmenata DNK rezultati
svih analiziranih uzoraka bili su vidljivi u obliku .fsa poda-
taka. Pregledavanje .fsa podataka i odredivanje mikrosate-
litnih alela izvr$eno je pomocu programa GeneMapper® 4.0
(Applied Biosystems®).

Statisticka analiza — Data Analysis

U svrhu procjene raznolikosti mikrosatelitnih biljega izra-
¢unat je ukupan broj alela po biljegu (N,), zapaZena hete-
rozigotnost (H,), o¢ekivana heterozigotnost (H,) te infor-
macijski sadrzaj polimorfizma (PIC). Navedeni parametri
izra¢unati su pomocu rac¢unalnih programa PowerMarker
V3.23 (Liu 2002) i FSTAT v. 2.9.3.2. programme package
(Goudet 1995, 2002).

Tablica 1. Nazivi, sekvence poCetnica (5'-3’), ponavljajuci motivi i ocekivane duljine umnoZenih fragmenata DNK za 5 kori$tenih mikrosatelitnih

biljega.

Table 1 Primer sequences (5" to 3'), repeat type and predicted product length of 5 SSR markers used in this study.

Naziv Sekvenca 5'-3"

Duljina (bp)

Ponavljajuci motiv

Primer code Primer sequence (5’ to 3') Repeat type Predicted product length (bp)
1 CsCAT1 F 6-FAM GAGAATGCCCACTTTTGCA (TG);TA(TG),, 220
CsCAT1 R GCTCCCTTATGGTCTCG
2 CsCAT3 F HEX CACTATTTTATCATGGACGG (AG),, 224
CsCAT3 R CGAATTGAGAGTTCATACTC
3 CsCAT4 F NED CATAGGTTCAAACCATACCCGTG (CA),, 243
CsCAT4 R CTCATCTTTGTAGGGTATAATACC
4 CsCAT6 F 6-FAM AGTGCTCGTGGTCAGTGAG (AC),,AT(AC), 180
CsCAT6 R CAACTCTGCATGATAAC
5 CsCAT17 F NED TTGGCTATACTTGTTCTGCAAG (CA),4A(CA),AA(CA), 147

CsCAT17 R GCCCCATGTTTTCTTCCATGG
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Za izra¢unavanje matrice genetske udaljenosti izmedu ge-
notipova na temelju udjela zajednickih alela (Proportion of
Shared Alleles Distance; Dyg,,,) (Bowcock i dr. 1994), kori-
$tena je ishodi$na matrica umnozenih fragmenata pet mi-
krosatelitnih biljega. Kao mjerilo sli¢nosti prvo je izracunat
udio zajednickih alela (Proportion of Shared Alleles; Ps,), na
¢emu je bazirana i genetska udaljenost za parove genotipova
(Dpsapr)- Za izracun genetske udaljenosti na temelju udjela
zajednickih alela (D) kori$ten je racunalni program MI-
CROSAT (Minch 1997).

Kona¢no je na temelju matrice Dpg,,,, pomoc¢u "metode ra-
zlaganja zvijezde" (star decomposition method), prema Sai-
tou i Nei (1987), generirano i nezakorijenjeno Neighbor-Jo-
ining stablo (NJ). Time je stupanj genetske sli¢nosti izmedu
uzorkovanih jedinki, odnosno objedinjenih multilokusnih
genotipova (MGO), prikazan i graficki. Pouzdanost skupina
na Neighbour-Joining nezakorijenjenom stablu, ispitana je
analizom bootstrap (Felsenstein 1985). U nastavku je na te-
melju 1000 pseudoponavljanja bootstrap proveden izra¢un
matrica Dygy,,, kao i izrada 1000 stabala Neighbour Joining,
koja su usporedena s izvornim stablom. Filogram je izraden
putem racunalnog programa NEIGHBOR, dok su vrijed-
nosti bootstrap izracunate pomocu rac¢unalnog programa
CONSENSE, sve u programskom paketu PHYLIP (Felsen-
stein 1993).
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Rezultati
Results

Analiza genetske raznolikosti pomocu pet mikrosatelitnih
biljega, prikazala je prisutnost 11 multilokusnih genotipova
na uzorku od 72 jedinke (Tablica 2). Za dobivene multilo-
kusne genotipove pretpostavlja se da pripadaju razli¢itim
kultivarima. Duljina mikrosatelita, umnozenih lan¢anom
reakcijom polimerazom i detektiranih pomo¢u kapilarne
elektroforeze kretala se od 130 do 243 parova baza, a umno-
zena su ukupno 24 alela.

Prema dobivenoj alelnoj strukturi multilokusnih genoti-
pova utvrdeno je da 58 jedinki dijeli zajednicke alele po
svim analiziranim lokusima, tj. da posjeduju uniformnu
genetsku strukturu, te su iste oznacene kao kultivar MGO1.
Kultivaru MGO02, koji se od prethodnog razlikuje u samo
jednom alelu pripisano je pet jedinki. Preostalih devet in-
dividua, koje su se prema broju parova baza pojedinog lo-
kusa medusobno dosta razlikovale, oznacene su kao devet
razli¢itih kultivara: MG03, MG04, MGO05, MG06, MGO07,
MGO08, MG09, MG10, MG11. Utvrdeno je i osam jedinstve-
nih alela (po jedan za kultivare MG02, MG04, MGO07,
MGO08, MG09, MG10 te dva za kultivar MG11) koji bi se
prilikom genotipizacije mogli koristiti kao dijagnosticki bi-
ljezi (Tablica 2).

Tablica 2. Broj jedinstvenih multilokusnih genotipova i broj privatnih alela (oznaceno crvenom bojom) otkrivenih na 72 istrazivane jedinke
Table 2 Number of unique multilocus genotypes and number of private alleles detected (coded by red colour) among the 72 sweet chestnut trees.

Multilokusni Broj Broj privatnih
genotip jedinki alela
Multilocus ~ Number of ~ Number of Fam
genotype  individuals private alleles
MGO1 58 0 214 222 227 241 213
MG02 5 1 214 222 227 243 213
MGO03 1 0 193 214 225 241 213
MG04 1 1 193 214 227 239 213
MGO05 1 0 193 214 241 241 213
MGO06 1 0 193 222 227 239 213
MGO07 1 1 193 222 233 241 213
MG08 1 1 206 214 225 241 213
MG09 1 1 214 222 213 241 213
MG10 1 1 214 222 227 233 213
MG11 1 2 218 222 221 221 213
Ukupno 72

Total

3Hex 3Hex 4Ned 4Ned 6Fam

Jedinke

6Fam 17Ned 17Ned

Individuals

213 158 172 146 152  C02,C07, C08, CO9, C10, C13, C14, C15,
C16, C22, C23, C26, C27, C28, C30, C32,
(33, C35, C37, C38, C40, C43, C45, C47,
(48, C49, C50, C51, C52, €53, C54, C55,
(56, C57, C58, €59, C60, C61, C64, C67,
C71, C72, C73, C75, C76, C77, C8O, C81,
(€84, C85, C86, C87, C91, €92, C94, C95,
€96, C97

213 158 172 146 152 €01, C21, C36, C46, C90

221 158 164 146 152 C89

221 158 172 130 146 C31

221 158 182 146 146 C83

213 172 172 146 152 Ca

213 172 194 146 152 C82

213 172 182 152 152 C18

213 158 182 146 152 C39

235 164 172 146 146 C34

237 172 172 146 146 C20



IDZ0JTIC, M. et al.: ANALIZA GENETSKE RAZNOLIKOSTI »LOVRANSKOG MARUNA« (CASTANEA SATIVA MILL.)

Tablica 3. Genetska raznolikost 5 mikrosatelitnih lokusa u 11 jedin-
stvenih multilokusnih genotipova Castanea sativa Mill.

Table 3 Genetic diversity of five microsatellite loci in 11 unique multilocus
genotypes of Castanea sativa Mill.

Duljina (bp)

Size range (bp)

CSCAT 5 193222 100 071 0.6
CSCAT3 7 213-243 082 077 074
CSCAT4 4 213237 045 038 035
CSCAT6 5 158-194 082 069  0.64
CsCAT17 3 130-152 064 052 042
S,(/T:;'r‘la 4.80 075 061 056

***Broj alela po lokusu (N,), zapazena (H,) i o¢ekivana heterozigotnost ili genska
raznolikost (H;), te informacijski sadrZaj polimorfizma (PIC) za svaki mikrosatelitni
lokus; izracunato programom PowerMarker V3.23 software (Liu 2002).

***The number of alleles per locus (N,), the observed heterozygosity (H,), the ex-
pected heterozygosity or gene diversity (H¢) and the Polymorphism Information
Content (PIC) for each microsatellite locus were calculated using PowerMarker
V3.23 software (Liu 2002).

Najmanji je broj alela zapazen na mikrosatelitnom lokusu
CsCAT17 (3 alela), a najvec¢i na mikrosatelitnom lokusu
CsCATS3 (7 alela), s prosje¢nom vrijedno$¢u od 4,80 alela
po lokusu. Prosje¢na zapazena heterozigotnost (H,) iznosila
je 0,75, a kretala se u rasponu od 0,45 kod lokusa CsCAT4

Tablica 4. Matrica genetske udaljenosti izmedu 11 jedinstvenih multi-
lokusnih genotipova Castanea sativa Mill. temeljem udjela zajednickih
alela.

Table 4 The proportion-of-shared-alleles distance matrix among 11 unique
multilocus genotypes of Castanea sativa Mill.

MGO1
MG02 0.1
MG03 0.4 05

MG04 04 04 04

MGO5 05 06 03 04

MGO6 03 03 06 04 07

MG07 03 04 05 06 06 03

MG08 04 05 05 07 06 06 05

MG09 02 03 04 06 04 05 04 04

MG10 04 04 06 05 06 05 05 07 06
MG11 05 05 08 06 07 04 06 08 07 04

Prosje¢na / Average D, 0.5

***Za izraCunavanje matrice genetske udaljenosti izmedu genotipova temeljem
udjela zajednickih alela (D, Bowcock i dr. 1994) koristen je racunalni pro-
gram MICROSAT (Minch 1997).

***The proportion-of-shared-alleles distance (D, Bowcock et al. 1994) between
pairs of lines was calculated using MICROSAT (Minch 1997).

9

do 1,00 kod CsCAT1, $to pak ukazuje na potpunu hetero-
zigotnost analiziranih genotipova za CsCAT1. Vrijednosti
ocekivane heterozigotnosti ili genetske raznolikosti (H,) bile
sumanje od H,, tako da je prosje¢na vrijednost iznosila 0,61,
a kretala se od 0,38 (CsCAT4) do 0,77 (CsCAT3). Vrijed-
nost informacijskog sadrzaja polimorfizma (PIC) bila je naj-
veca za lokus CsCAT3 (0,74), a najmanja za lokus CsCAT4
(0,35), s prosjekom od 0,56 (Tablica 3).

Utvrdena segregacija izvornog genskog skupa na 11 multi-
lokusnih genotipova, potvrdena je i vrijednostima D, ,,.
Genetska udaljenost na bazi udjela zajednickih alela (Dp,,)
izraCunata je za svaki par analiziranih genotipova, te je ge-
nerirana matrica udaljenosti prikazana u tablici 4. Vrijed-
nost prosjecne genetske udaljenosti izmedu svih parova ge-
notipova iznosila je 0,5, $to znaci da su se u prosjeku
genotipovi podudarali u ¢ak 50 % alela. Najmanja udalje-
nost, Dyg,,= 0,1 prisutna je izmedu genotipova MGO1 i
MGO02, koji se razlikuju u samo jednom alelu, dok je najveca
Dipsan= 0,8 utvrdena izmedu genotipova MG03 i MGl11,
odnosno izmedu MGO08 i MG11 (Tablica 4).

Kao $to je vidljivo iz nezakorijenjenog Neighbor-Joining sta-
bla (Slika 1), medusobno najsli¢niji multilokusni genotipovi
su MGO1 i MGO02, podrzani vrijednostima pouzdanosti bo-
otstrap od 53 %, odnosno multilokusni genotipovi MG10 i
MG11, ¢ije je odvajanje od ostalih formiranih grupa podr-
zano vrijednostima pouzdanosti bootstrap od 63 %. Indi-
kativna je i ¢injenica da su medusobno najsli¢niji bili mul-

MGo7

MGO05

MG11

MGO03

MG09

MG08
0.1

***Brojevi iznad ¢lanaka predstavljaju postotak vrijednosti bootstrap iznad 50 %
u 1000 pseudoponavljanja.

***Genski skupovi utvrdeni u viSe od jednog stabla su podcrtani (MGO1 i MG02).

***Numbers above branches indicate bootstrap support percentage over 50 % in
1,000 pseudoreplicats.

***Multilocus genotypes detected in more than one tree are underlined (MGO1 and
MG02).

Slika 1. Nezakorijenjeno Neighbour Joining stablo generirano koriste-
njem genetske udaljenosti temeljem udjela zajednickih alela, dobivene
na osnovi mikrosatelitnih podataka Castanea sativa Mill.

Figure 1 Unrooted Neighbour Joining tree using proportion-of-shared-al-
leles distances of the Castanea sativa Mill. microsatellite data.
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tilokusni genotipovi MGO7 (necijepljeno stablo, C82) i
MGO6 (C41), odnosno MGO3 (necijepljeno stablo, C89) i
multilokusni genotip MGO05 (C83), na §to ¢emo se osvrnuti
u nastavku.

Rasprava i zakljucak
Discussion and Conclusion

Primjenom mikrosatelitnih biljega utvrdeno je da je na pro-
matranom podrudju prisutna relativno homogena genetska
struktura, ukoliko uzmemo u obzir broj promatranih je-
dinki, buduci da je ve¢ina uzorkovanih individua alocirana
genotipu MGO1. Brojnost i pripadnost glavnine uzorkova-
nih jedinki samo jednom genotipu (MGO1), odnosno kul-
tivaru, moze se tumaciti forsiranjem, tj. ekstenzivnim uz-
gojem sorte MGO1 na istrazivanom podruéju. S druge
strane, prisutnost 11 razli¢itih genskih skupova na relativno
malom podruéju uzorkovanja, govori u prilog raznovrsno-
sti i bogatstvu svojti pitomog kestena na lovranskom po-
drudju, koje jo$ uvijek nisu taksonomski odredene, a vode
se pod zajednickim nazivom "lovranski marun".

Genetsku sli¢nost izmedu generativne (necijepljene) je-
dinke C82 i heterovegetativno razmnozene (cijepljene) je-
dinke C41, odnosno necijepljene jedinke C89 i cijepljene
jedinke C83, moguce je objasniti skorasnjom hibridizaci-
jom jedinki iz lokalnih populacija i cijepljenih jedinki u na-
sadima, prilikom cega je doslo do introgresije germplazme
sorti na samonikle, autohtone jedinke. Budu¢i da uzorko-
vana necijepljena stabla rastu u vo¢njaku, u neposrednoj
blizini kultiviranih stabala, hibridizacija, a time i introgre-
sija gena vrlo je izvjesna. Razlika u samo jednom alelu iz-
medu kultivara MGO1 i MG02 moze se objasniti akumula-
cijom somatskih mutacija tijekom visestoljetnog uzgoja i
vegetativnog razmnazanja (Sanz-Cortés i dr. 2003, Belaj i
dr. 2004).

Ovo istrazivanje imalo je za cilj utvrditi trenutni spektar
genetske raznolikosti operativne taksonomske jedinice
(OTU) "lovranski marun", a ne kona¢no definirati takso-
nomski status istrazivane OTU putem referenciranja na po-
stojece europske kolekcije germplazme pitomog kestena.
Usporedba s drugim istrazivanjima genetske raznolikosti
kultiviranih svojti pitomog kestena na podruéju Europe, a
u kojima su koristeni mikrosatelitni biljezi i izoenzimi, mo-
guca je samo orijentacijski. Dobivene vise vrijednosti pro-
sje¢ne opazene (0,75) i nize vrijednosti prosje¢ne ocekivane
heterozigotnosti (0,61), zatim vrijednosti prosje¢nog broja
alela po lokusu (4,80) i PIC (0,56) ukazuju na zadovoljava-
juéi stupanj polimorfizma, odnosno informativnosti kori-
$tenih SSR biljega. Ovi rezultati korespondiraju s rezulta-
tima vecine studija genetske raznolikosti kultivara pitomog
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kestena u Europi. Marinoni i dr. (2003) koristili su 14 mi-
krosatelita za analizu genetske raznolikosti 20 kultivara pi-
tomog kestena na podrucju sjeverne Italije. Mikrosateliti su
pokazali visoki stupanj polimorfizma s ukupno 90 alela, broj
alela 4-10 po lokusu, prosjek 6,4. Srednja ocekivana i zapa-
zena heterozigotnost iznosile su 0,724 10,793. Boccacciidr.
(2004) koristili su 12 polimorfnih lokusa kako bi genotipi-
zirali 12 kultivara europskog pitomog kestena s podrucja
sjeverozapadne Italije. Broj alela po lokusu bio je od 3 do 8,
dok je srednja oéekivana heterozigotnost iznosila 0,592, a
srednja opazena heterozigotnost 0,667. Dobiveni rezultati
potvrdili su primjenjivost mikrosatelita razvijenih za rod
Quercus prilikom genotipizacije kultivara roda Castanea.
Gobbin i dr. (2007) genotipizirali su 164 jedinke pitomog
kestena iz kolekcije germplazme pitomog kestena juzne Svi-
carske pomocu osam mikrosatelita. Unutar uzorkovanog
genskog skupa utvrdili su 98 genotipova, 10 klonskih grupa
pitomog kestena, 4 grupe taksonomskih sinonima i 12
grupa homonima, koje odrazavaju kompleksnu etnogeo-
grafsku strukturu rasprostranjenosti pitomog kestena na
podrudju juzne Svicarske.

Tako je primijenjeno samo pet SSR biljega, mikrosateliti su
se pokazali u¢inkovitim za diferenciranje osnovnog uzor-
kovanog genskog skupa na 11 zasebnih genotipova, $to uka-
zuje na dovoljnu senzitivnost i opravdanost koristenja SSR
sustava biljega u ovom istrazivanju.

Prema tome, za operativnu taksonomsku jedinicu "lovran-
ski marun", koja se uzgaja na podrucju Opéine Lovran, iako
nije taksonomski odredena, na osnovi analize genetske ra-
znolikosti pomocu 5 mikrosatelitnih biljega moZemo reci
da ukljucuje vise razli¢itih genotipova, odnosno kultivara,
od kojih je jedan (MGO1) prisutan s puno ve¢om frekven-
cijom od ostalih.
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Summary

Marrons are varieties of the European chestnut (Castanea sativa Mill.) obtained through selection, which have
been grown since antiquity for the production of large and high quality fruits. In Croatia, marrons were planted
on private properties on the eastern slopes of the U¢ka mountain, in the environs of Lovran, and are hence
known as the "Lovran marron". There has been no scientific research of the Lovran marron to date, and it is
unknown which plant material was used to raise the plantations, or how many different genotypes are repre-
sented. Those insights are crucial for any further steps to be undertaken in order to conserve the existing ge-
netic resources. The aim of this study was to analyze the genetic diversity of the Lovran marron trees in the
existing plantations, by using microsatellite markers. The study was conducted on a sample of 72 trees, using
5 microsatellite markers (Table 1). The analysis demonstrated the presence of 11 multilocus genotypes, point-
ing to the diversity and abundance of sweet chestnut taxa in the Lovran area, which have not yet been taxo-
nomically defined and bear the collective name of the "Lovran marron". The majority of analyzed trees, spe-
cifically 58 individuals, had a uniform genetic structure and areassigned to the MGO1 cultivar, which is
therefore the most represented cultivar in the researched area, i.e. the one most often grown. However, not all
trees are uniform, which is proven by the fact that the remaining 14 analyzed trees belong to 10 different gene
pools. Of the 14 trees, 2 had not been grafted, but are found in the plantations together with the grafted mar-
rons and are genetically specific as is to be expected. The remaining 12 grafted trees belong to 9 gene pools.
Out of those, 5 trees share common alleles on all loci and are assigned the MGO2 cultivar, whereas 7 trees were
genetically unique and classified into 7 different cultivars (Tables 2, 3, 4 and Figure 1). Consequently, with re-
gard to the "Lovran marron" operational taxonomic unit grown in the area of the Municipality of Lovran, al-
though it is not taxonomically specified, on the basis of the genetic diversity analysis conducted using 5 mic-
rosatellite markers, it can be said to include several different genotypes, or cultivars, one of which (MGO1) is
present at a much higher frequency than others.
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