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ANALIZA DNA HIBRIDNIH PLATANA (Platanus acerifolia /Aiton/ Willd.)

DRVOREDA GRADA SARAJEVA

DNA ANALYSIS OF LONDON PLANETREE OF TREE LINED WALKWAYS

OF THE CITY OF SARAJEVO

Emira HUKIC!, Aikaterini DOUNAVI’, Dalibor BALLIAN'

SAZETAK: U ovom ¢lanku prikazano je istrazivanje tri skupine stabala hi-
bridne platane (Platanus acerifolia /Aiton/ Willd.) iz aleja sa Sarajevskog po-
drucja, tocnije s lokalitetima: IlidZa, NedzZarici, Dobrinja. Platane su zasadenu
u razlicitim razdobljima, pocetkom 20 stoljeca, potom osamdesetih godina
pred Olimpijske igre u Sarajevu, te neposredno nakon domovinskog rata u Bos-
ni i Hercegovini. Kao kontrola u ovom istrazivanju uporabljena je istocnjacka
platana (Platanus orientalis L.) podrijetlom sa Cipra.

Usporedene su cCetiri mikrosatelitne (ccmp3, ccmp6, ccmp?7, ccmpl0) i jed-
na nekodirajuca hloroplastna DNA regija (trnT-trnl) te jedna jezgrena (5S)
regija. Na temelju dobivenih rezultata nije bilo moguce razlikovati istrazivane

Jedinke.

Kljucéne rijeci: Hibridna platana (Patanus x acerifolia), DNA, mikro-

sateliti

UVOD - Introduction

Hibridna platana (Platanus acerifolia /Aiton/ Willd.)
veé je dugo zastupljena u bosanskohercegovackim gra-
dovima kao hortikulturna vrsta drveca. Tako je postala
tradicionalno i vrlo cijenjeno parkovno drvo. Platana se
sadi i njeguje diljem Europe, $to ne ¢udi ukoliko sagle-
damo njezina svojstva, koja su prikladna u svim grad-
skim sredinama.

Platana je u Bosni i Hercegovini alohtona vrsta koja
ne gradi prirodne populacije, a prvi put se pojavljuje
kao unesena vrsta za vrijeme austrougarske vladavine,
prije 120 godina. Tada najprije pocinje sadnja, oko Ze-
ljeznickih postaja, a kasnije i u parkovima, drvoredima i
alejama. Kao materijal za sadnju rabe se jedinke hibrid-
ne platane, nastale krizanjem izmedu P, orientalis L.1 P,
occidentalis L. (P. x acerifolia), koje se masovno kori-
ste u Europi sredinom 19. stoljeca.

' Sumarski fakultet u Sarajevu, Zagrebacka 20,
71000 Sarajevo, Bosna i Hercegovina.

% Forstliche Versuch und Forschungs anstalt Baden-Wiirttemberg,
Abteilung Waldkologie, Wonnhaldestral3e 4,
79100 Freiburg, Deutschland.

Danas jedinke koje su sadene tijekom austrougarske
vladavine dostizu zavidne dimenzije, kako visinom,
tako 1 promjerom, a kao primjer mogu posluziti platane
u Velikoj aleji na Ilidzi, koje su sadene pocetkom 20.
stolje¢a (Slika 1). Sadnja platana u Sarajevu i drugim
bosanskohercegovac¢kim mjestima nastavlja se i kasni-
je, a posebice u razdoblju pred Zimske olimpijske igre u
Sarajevu (1983 godine), kao i u vrijeme nakon Domo-
vinskog rata u BiH, tijekom 1996. 1 1997. godine.

Najblize prirodne populacije isto¢njacke platane (P,
orientalis L.) nalaze se u Makedoniji Jovanovi¢
1971). Ova platana raste na rije¢nim sprudovima Var-
dara i njegovim pritokama, do Skopske doline i niz-
vodno, posebno u toku rijeke Strume i oko Dojranskog
jezera, gdje gradi Sumsku zajednicu s orahom (Juglan-
do-Platanetum orientalis Em et Dzek., 1961). Platana
u tim prirodnim uvjetima raste na nadmorskim visina-
ma izmedu 100 i 500 m dok se rjede penje do 700 m. U
tim optimalnim ekoloSkim uvjetima, izmedu 40. i 50.
godine starosti, platane postizu visinu od 40 m i drvnu
masu do 1300 m*/ha (Stefanovié 1977).
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Slika 1. Aleja platana na Ilidzi
Figure 1 The walkway of London planetree ad Illidza

Juzni i jugozapadni dijelovi BiH, osobito dolina ri-
jeke Neretve, odlikuju se mediteranskom i submedite-
ranskom klimom, koja ekoloski odgovara isto¢njackoj
platani. Na temelju stalnih promatranja na terenu, mo-
guce je zakljuciti da se u tom podruc¢ju platana spon-
tano Siri. Isti fenomen primjecen je u srednjem toku
rijeke Une, te duz rijeke Bosne u uvjetima kontinen-
talne klime. Dakle, za platanu se moze reci da je inva-
zivna vrsta koja nam moze posluziti kao pokazatelj ve-
likih promjena u nasem okolisu. Ista tako moze odi-
grati i jako vaznu ulogu u Sumarstvu, u novonastalim
uvjetima globalnog zatopljenja.

U gradskim uvjetima, platana dobro uspijeva te je
tolerantna prema stalnim gradskim zagadivacima. Pla-
tana se odlikuje snaznim i razvijenim korijenskim sus-
tavom (i dubinskim i povrsinskim), te moZze biti zna-
¢ajna za za$titu od povrSinskog oticanja vode, zastitu
od erozije 1 oCuvanje vodotoka, a ujedno moze biti va-
zan izvor drvne mase.

IstraZivane svojte — Studied taxa

Rod Platanus je relativno mali rod i jedini je pred-
stavnik porodice Platanaceae 1 javlja se samo na sje-
vernoj hemisferi.

Isto¢njacka platana (P, orientalis L.) rasprostranjena
je u Makedoniji, Albaniji, Grckoj, Turskoj, Maloj Aziji,
do Perzije, Turkestana i Avganistana (Jovanovié
1971). Raste obi¢no na vlaznim stanista rije¢nih dolina.
Izvan svog prirodnog areala, istocna platana odlicno us-
pijeva u sjevernoj Africi.

Americ¢ka platana (P. occidentalis L.) nastanjuje
isto¢nu obalu Sjeverne Amerike i drzi se dolina rijeka i
aluvija, ali ne raste u podrucjima gdje voda stagnira
(Axelrod 1975).

Rod Platanus obuhvaca dva podroda, Castaneop-
hyllum (sa jednim svojim predstavnikom P. kerri) i po-
drodom Platanus s ukupno devet svojti (Nixon i
Poole 2003). Filogenetska veza izmedu svojti unutar
roda utvrdena je molekularnim metodama. Potvrdeno
je da se rod moze podijeliti u dva podroda, gdje je P.
kerri jedan jedini predstavnik podroda Castaneophyl-
lum (Leroy 1982).

U hortikulturi, kao i u proizvodnji drvne mase u
mediteranskim zemljama najces¢a je javorolisna plata-
na (P, acerifolia), dobivena krizanjem isto¢njacke i za-
padnjacke platane. Pretpostavlja se da je hibrid prvi
put dobiven u Engleskoj, 1640, a u literaturi se moze
naéi pod imenom londonska platana. Treba ista¢i da
kultivirana stabla javorolisne platane ne ¢ine homoge-
nu skupinu. Ne tako davno, 1991. godine Henry i
Flood su radedi sa starim herbarskim materijalima,
uz analizu listova i plodova, pokusali rekonstruirati
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Slika 2. List zapadnjacke, hibridne i isto¢njacke platane (www.aranya.co.uk/planes/text/leaf/photos.html).
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Figure 2 American, hibrid and oriental planetree leaves (www.aranya.co.uk/planes/text/leaf/photos.html).
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mogucu povijest hibrida P. acerifolia (Aiton) Willd.,
nastalog u Oksfordskom Botani¢kom vrtu tijekom 17.
stoljeca. Od tada do danas, brojne aktivnosti na kriza-

njima izmedu platana dovela su do velike raznolikosti
medu jedinkama javorolisne platane.

Tablica 1. Osnovne morfoloske osobine zapadnjacke, isto¢njacke platane i njihovog hibrida

Tabel 1  Basic morfological features of American and Oriental planetree and their hybrid
Svojta Broj reznjeva na listu Sirina, duzina, nazubljenost reznja lista Broj orasica na osi lista

P, occidentalis, L. 3-(rjede) 5 Krupn?. nazﬁblj ent, st dublji od 1-2

1/3 duzine zile lista
e Trouglasti i malo nazubljeni, urezi
P lia L. 5 . . ’ -
* acerifolia do 1/3 duzine zile lista 2-4
- — ——

P orientalis L. 5 (vecih) i 2 (manja) | Cic/i dublii od 72 duzine Zile lista, 2:6

vrhovi zasiljeni

Biljni materijal — Plant materijal

Izu€avane grupe stabala nalaze se na tri lokaliteta u
Sarajevu: Ilidza, Nedzariéi, Dobrinja. Kako su drvoredi
podizani u razli¢itim razdobljima, odnosno u razlicitim
drustvenim okruzenjima, vrlo je vjerojatno da je i po-
drijetlo sadnog materijala razli¢ito. Jedinke koje su za-
sadene na Ilidzi (prije 120 godina) podrijetlom su iz
Madarske, jedinke zasadene u naselju Dobrinja podri-
jetlom su iz Subotice, a drvored koji je podignut u Ne-
dzari¢ima podrijetlom je iz Barcelone. Za razliku od
prva dva drvoreda, drvored u Nedzari¢ima nije homo-
genog sastava te je odredeno viSe tipova hibrida, pa ¢ak
i ¢ista vrsta P, orientalis (Janjié N., 2006. osobni kon-
takt) nastala, najvjerojatnije segregacijom iz povratnih
krizanja. U drvoredu u Dobrinji su i dva specifi¢na kul-
tivara Cv. globuosa i Cv. piramidalis.

Istrazivane platane Cine heterogenu skupinu, nesi-
gurnog genetskog statusa koje nije moguce odrediti na
osnovi fenotipskih obiljezja. Odrediti hibridne jedinke,

kao 1 razlikovanje unutarhibridih vrsta, pomogla bi
identifikacija genotipova, koji u specificnim uvjetima
gradske sredine pokazuju najbolja fenotipska svojstva.

Cilj istrazivanja bio je analizirati tri skupine stabala
hibridnih platana sa Sarajevskog podrucja i jedinki
istocnjacke platane podrijetlom sa Cipra, usporedbom
cetiri  kloroplastne mikrosatelitne regije (ccmp3,
ccmpl0, cemp6, cemp7) (Weising i sur 1999; De-
guilloux isur. 2003), jedne nekodirajuce kloroplas-
tne (trnT-trnL) (Taberlet isur. 1991) 1 jedne jezgrine
(5S) regije (Hebel i sur. 2006). Na ovaj nacin, po-
kusSat ¢e se, na genetickoj razini razlikovati hibridne
platane u drvoredima i alejama. Na temelju toga bi se
kasnije mogla izvrsiti usporedba sa samoniklim plata-
nama duz gore spomenutih rijeka, u cilju izdvajanja
geneticki najperspektivnijih jedinki koje bi mogle po-
sluziti kod podizanja novih drvoreda, aleja ili energet-
skih nasada.

MATERIJAL 1 METODA RADA — Materials and methods

Svjezi zeleni listovi, sakupljeni tijekom lipnja
2006., zamotani u plasti¢ne vrecice pohranjeni su na
temperaturi — 20 °C. Iz svakog drvoreda materijal je
sabran slucajnim izborom sa 24 stabla, osim 10 kon-
trolnih jedinki istocne platane (P. orientalis), podrijet-
lom sa Cipra dobivenih razmjenom materijala s kole-
gom koji je s tog otoka, C. Neophytou, a koji tre-
nutno radi na FVA instituta u Frajburgu.

Ukupna stani¢na DNA je izolirana uz pomoé
Dneasy Plant Mini kompleta (Qiagen®), a uspjesnost
izolacije DNA je provjeravana elektroforezom u 1 %
agaroznom gelu.

Dobivena reakcija umnozena je lan¢anom reakci-
jom polimerazom sa Cetiri para mikrosatelitnih pocet-
nica ccmp3, ccmp6, ccmp, ccmpl0, (Weising i sur.
1999; Deguilloux i sur. 2003), te kloroplastnim
pocetnicama trnT-trnl (Taberlet i sur. 1991), kao i
sa 5§ pocetnicom (Hebel i sur. 2006 i Zhan-Lin
Liu isur. 2003).

Umnozavanje ccmp mikrosatelitnih regija lanca-
nom reakcijom polimerazom otopina sadrzavala je 1x
reakcijski pufer, 2,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 0,2uM
para pocetnica, 1U Taq polimeraze i 5-50 ng DNA oto-
pine. Ukupni reakcijski volumen bio je 25 ul.

Umnozavanje spomenutih kloroplasnih mikrosate-
litnih regija provedeno je u Thermal Cycler uredaju
(Applied Biosistems®) sljedec¢im temperaturnim pro-
filom 94 °C 2 min, te 30 ciklusa: 94 °C 1 min, 57 °C
1 min i na 72 °C 1 min, a zavrSna elongacija na 72 °C
trajala je 10 min. Produkti umnozavanja analizirani su
u ABI3100-Avant Genetic Analyser uredaju (Applied
Biosistem®).

PCR otopina za umnozavanje trnT-trnL regije bila je
ista kao otopina za umnozavanje ccmp mikrosatelitnih
regija, osim §to je koncentracija MgCl, bila 2,0 uM.

Umnozavanje DNA lan¢anom reakcijom polimera-
zom provedeno je pod sljedecim uvjetima: 95 °C 3 min
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139 ciklusa na 94 °C 1 min, 62 °C 2 min, 72 °C 4 min,
te zavrSnom temperaturom 72 °C 7 min.

Za razliku od ostalih istrazivanih regija za umnoza-
vanje 5S jezgrene regije bilo je potrebno povecati kon-
centraciju MgCl, na 2,5 pM. Uvjeti umnozavanja bili
su: 94 °C 1 min i 34 ciklusa 94 °C 1 min, 55 °C 1 min,
72 °C 1 min.

Restrikcija umnozenih regija izvrSena je s Pst I,
Hinfl, Xbal i Bam HI restrikcijskim enzimima (Bajro-
vié isur. 2005), u termostatu na temperaturi od 35 °C,
trajanju od 12 sati (preko no¢i). Pri naponu 100 V, kroz
4 do 5 sati, restrikcijski DNA fragmenati razdvojeni su u
1,5 % agaroznom gelu.

endonukleaze

| Tlidza
D Dobrinja
N Nedzari¢i

Slika 3. Elektroforetsko razdvajanje restrikcijskih DNA fragmenata istrazivanih regija na 1.5 % agaroznom gelu
Figure 3 Electrophoretic spliting of DNA restrictions fragments of explored regions in 1,5 % agar gel

REZULTATI ISTRAZIVANJA — Results of research

Analizirano je ukupno 72 stabla platana, sa tri
lokacije u Sarajevu: Ilidza, Dobrinja s jednom hibrid-
nom skupinom, Nedzari¢i s prilicno nehomogenim
sastavom i deset stabala Ciste isto¢njacke platane pod-
rijetlom sa Cipra, kao kontrolnom skupinom.

Sve analizirane DNA sekvence imale su jednake
duzine. Sve kloroplastne mikrosatelitne regije imale su

samo po jedan alel sa sljedeé¢im duzinama: 103 bp
cemp3, 92 bp cempb6, 116 bp ccmp7 1 114 bp za
cempl0.

Sve istrazivane DNA regije bez obzira na uporab-
ljenu metodu bile su u potpunosti jednake kod istra-
zivanih jedinki.

RASPRAVA — Discussion

Cetiri analizirane kloroplastne DNA mikrosatelitne
oblasti, s jednakim duzinama sekvenci kod svih pro-
matranih jedinki isto¢njacke i javorolisne platane upu-
¢uju na to da su, analizirani dijelovi dominantni u pro-
cesima nasljedivanja, a §to je i poznato s obzirom da
ovaj tip analiza determinira samo dominantnu regiju.

Nepostojanje polimorfizma na analiziranim kloro-
plastnim DNA sekvencama P. acerifolia, i Ciste vrste P
orientalis, ocigledno upuduju na nasljedivanje domi-
nantnog gena od majc¢inske jedinike P. orientalis.

Treba istaéi da uporabljene pocetnice u istrazivanju
platane nisu dovoljno informativne za pronalaZenje
znacajne razli€itosti izmedu analiziranih grupa, kao ni
medu jedinkama Ciste platane i njegovih hibrida. Da bi
se razlikovale i lakSe odredile jedinke razli¢itog podri-
jetla i pripadnosti hibridnih skupina, a koje uspijevaju
u razli¢itim ekoloskim uvjetima, neophodno je pronaci
nove informativnije sekvence koje bi dale raznolikost.

ZAKLJUCAK — Conclusion

Uporabom dvije metode kod istrazivanja haplotipo-
va Cetiri mikrosatelitne regije, trnT-trnl unutargen-
skog prostora, kao i 5§ jezgrene DNA, nije dobijen
zeljeni polimorfizam izmedu jedinki ispitivanih skupi-
na javorolisne platane.

Moze se zakljuciti, da s navedenim kloroplasnim i
jezgrinim pocetnicama nije mogucée razlikovati hib-
ridne jedinke od Ciste vrste (P. orientalis medusobno),
kao ni hibridne jedinke medusobno, te na kraju da u
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ovom istrazivanju izabrane DNA regije i metode ne
odgovaraju zadanom cilju istrazivanja.

Kako bi se upoznali s genetickom strukturom iste, i
razotkrili polimorfizam izmedu hibrida 1 ¢istih svojti,
neophodno je nastaviti s daljnjim istrazivanjima DNA
sekvenci.
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SUMMARY: Interspecific hybridization often blurs the species boundaries

both in natural and artificial conditions. Thus a verification of identity based
on morphological characters only is not sometimes fully reliable. Such an
example is the case of Platanus x acerifolia and P. orientalis co-occurring in
city tree line, parks and artificial stands. Therefore we carried out an analysis
using molecular markers to distinguish tree individuals that could not be
assigned either to P. x acerifolia or P. orientalis. The individuals of P. x aceri-
folia and P. orientalis originated from three mixed groups collected in Saraje-
vo area and a group of P. orientalis from Cyprus was used as a control group.
The four cpDNA microsatelite primers (ccmp3, ccmp6, ccmp7, cempl(), an
ITS sequence of trnT-trnL region and a pair of 58 nDNA primers were used to
distinguish Platanus sp. individuals. No polymorphism was detected for any
of analyzed DNA sequences and therefore distinction between the plane trees
could not be achieved. The lack of polymorphism might be explained by dom-
inant mode of inheritance for targeted sequences that are maternally trans-
ferred in hybridization processes.

Key words: London planetree (Patanus x acerifolia), DNA, microsatelite
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