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DNK POLIMORFIZAM POPULACIJE CRNOG JASENA
(Fraxinus ornus L.)

Srdan Bojovic, Philippe Heizmann, Marcel Barbero

Iz vod: Ispitivana je mogucnost otkrivanja geneti¢kog varijabiliteta crnog jasena
(Fraxinus ornus L.) primenom RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
molekularnih geneti¢kih markera. Konstatovan je varijabilitet medu 20 odraslih
stabala iz populacije u dolini reke Vezubi, u okolini Nice u Francuskoj, pri testi-
ranju sa 20 prajmera. Polimofna su 54 (80%) od ukopno 67 lokusa. Velidina frag-
menata varira od 0,34 do 2,3 Kb.

Kljuéne reci: geneticki varijabilitet, Random Amplified Polymorphic DNA-
RAPD, Fraxinus ornus L., populacija

DNK POLYMORPHISM OF MANNA ASH
(Fraxinus ornus L.) POPULATION

Abstract: The possible genetic differentation between Manna ash (Fraxinus
ornus L.) trees was exmined by RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
molecular genetic markers, Twenty tested RAPD decamer oligodeoxynucleotide
primers reveal RAPD variation between 20 adult trees from population in the
walley of the river Vésubie (near Nice, France). From 67 loci 54 (80%) was poly-
morphic. The size of [ragments has varied from 0.34 to 2.3 Kb.

Key words: genetic diversity, Random Amplified Polymorphic DNA-RAPD,
Fraxinus ornus L., population.

Dr Srdan Bojovic, naucni saradnik, JP “Srbijasume” - Insitutut za Sumarstvo, Beograd;
prof. Philippe Heizmann, reconnaissance cellulaire et amolioration des plantes, Ecole
normale supérieure, Lion, France; prof Marcel Barbero, Institut Méditerranéen
d’Ecologie et de Paléoécologie, Marseille, France.
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1.UVOD

Crni jasen (Fraxinus ornus L.) je mediteranska vrsta drveca Siroke ekolo3ke
amplitude i izraZene varijabilnosti zna¢ajna u poSumljavanju i za§titi zemljista
od erozije.

Tendencija savremene Sumarske nauke je upotreba molekularnih geneti€kih
markera u istraZivanju (bio)diverziteta Sumskog drveca (Miiller-Starck et
al, 1992). Poslednjih nekoliko godina sve &eSce se primenjuju takozvani RAPD
markeri nastali 1990. godine (Williams er al, 1990). U geneti¢kim istra-
Zivanjima $umskog drveca radi se uglavnom sa €etinarima i tropskim vrstama
drveca (iz ekonomskih razloga, odnosno vecdeg interesa za eksploataciju drvne
mase) (Nelson etal, 1993; Echt et al, 1996). Za vecinu evropskih listopad-
nih vrsta drveca geneticke analize su retke ili ne postoje. Geneticki polimor-
fizam roda Fraxinus vrlo je retko istraZivan (Jeandroz and Pugin, 1995,
Jeandroz et al, 1997); sa aspekta RAPD genetickih markera do sada nepoz-
nat.

Cilj ovoga rada je de se ispita da li RAPD markeri otkrivaju geneticki varija-
bilitet u populaciji crnog jasena (Fraxinus ornus L.).

2. MATERIJAL I METODE
2.1. Biljni materijal

Analizirano je 20 odraslih stabala crnog jasena Fraxinus ornus L. iz popu-
lacije sa jugoistoka Francuske, okolina Nice, doline reke Vezubi (Vallée de la
Vésubie); geografske koordinate: 43° 56° SGS i 7° 15’ IGD; nadmorska visina:
500 m; podloga: kre¢njak; klima: mediteranska; asocijacija: Ostryo-Seslerietum
autumnalis (Barbero etal, 1971)

2.2, Izdvajanje DNK

PribliZzno 5 g li¥ca je mleveno u fini puder sa kvarcnim peskom. Puder je
stavljan u 21 ml ekstrakcionog pufera (0,1M Tris-HCI pH §; 0,05M EDTA pH
&; 0,1M NaCl; 1% SDS). Homogenat je zatim inkubiran 20 min. na 65°C uz
povremeno mesanje.

Sedam ml kalijum acetata SM (pH 9,25) je dodano i tuba je smestena 20 min
na led (0°C). Posle centrifugiranja (3.500 rpm, 0°C, 20 min), 1ml amonijum ace-
tata 10M pH 7,5 i 1 volumen izopropanola je dodano i smesteno na led 20 min.
Talog dobijen posle centrifugiranja (3.500 rpm, 0°C, 10 min) je ispiran sa 70%
etanola, sufen i potopljen u 1 ml pufera Tris 50 mM, pH 7,5 / EDTA 10 mM.
Rastvor je inkubiran 30 min. na 37°C sa RNase A (100 g/ml) a zatim volumen



dopunjen do 6 ml sa Tris 10 mM, pH 7,5 / EDTA 1 mM i tretiran sa fenol/hloro-
formom (1:1).

Tec¢na faza je odstranjena i ostavljen DNK talog dodavanjem 1/10 volumena
amonijum acetata 7M (pH 7,35) i 1,5 volumena izopropanola. Da bi se elimi-
nisali tragovi fenola DNK talog je tretiran sa 70% etanola. Finalni talog je suSen
u vakumu i rastvoren u 1 ml TE pufera i stokiran na 4°C.

2.3. Amplifikacija DNK

Amplifikacija je ostvarena sa 100 ng DNK za 25 pl totalnog volumena, sa 2,
ul reakcionog pufera PC2 10X (Ab Peptides), 5SnM dNTP (200 uM), 50 pM
svakog oligonukleotidnih grani¢nika (prajmera) (2 pM) i 3,75U Klen Taq
polimeraze (Ab peptides). Testirano je dvadeset RAPD prajmera: (kit H sa 20
prajmera u kitu) nabavljen od Operon Technologies (Alameda, California,
USA). Amplifikacija DNK je ponovljena najmanje dva puta kako bi se uverilo u
stabilnost fragmenata.

Programom Termociklera kontrolisani su preliminarna denaturacija (3 min
na 94°C), ciklusi denaturacije, hibridizacija, sinteza i finalna sinteza (5 min na
72°C). DNK fragmenti su razdvajani elektroforezom na 1,5% skrobnom gelu u
TAE puferu (Tris-base 40mM, natrijum acetat 20 mM, EDTA 1mM, pH 7.2).

3. REZULTATI I DISKUSIJA

Pronadeni su prajmeri koji otkrivaju individualni varijabilitet crnog jasena
(tab. 1). Ovo je do sada, koliko nam je poznato, prva konstatacija RAPD varija-
biliteta u prirodnim populacijama Fraxinus ornus L. Medu 20 oligonukieotida
raspoloZivih u laboratoriji selekcionisano je 4 informativna prajmera sa 67
lokusa od kojih je 54 (80%) polimorfnih. Veli¢ina fragmenata varira od 0,34 do
2,30 Kb. Ponovljeni eksperimenti su dali identi¢ne rezultate $to je potvrdilo nji-
hovu upotrebljivost. U istraZivanju genetickog varijabiliteta 2 vrste topola sa 3
vrste geneti¢kih markera (RAPD, izoenzimi i RFLP) Liu and Furnier
(1993) kod Populus rremuloides otkrivaju 61 RAPD fragmenta (100%
polimorfnih) i kod Populus grandidentata 49 RAPD fragmenata (od Cega 87,5%
polimorfnih) sa veli¢inom fragmenata koja varira od 0,33 do 2,75 Kb. Njihov
otkriveni RAPD geneticki varijabilitet veci je od onog dobijenog sa izoenzimi-
ma ili RFLP markerima.

UmnoZavanje nasumiénih DNK sekvenci - RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA) je jedna od varijanti in vitro reakcije lanCanog umnoZavanja
DNK sekvenci-PCR-a (Polymerase Chain Reaction). Za razliku od PCR-a
umnoZavanje nije selektivno, odnosno fragment koji se umnoZava nije unapred
poznat, §to je gotovo pravilo kad je Sumsko drvede u pitanju. Neki autori ve¢ su
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potvrdili upotrebljivost ovih markera u izu€avanju individualnog varijabiliteta
Sumskog drveca: Isabel et al (1993) kod Picea mariana (Mill.) B.S.P.,Jer-
mstad et al (1994) kod Pseudotsuga menziessi (Mirb) Franco, Binelli and
Bucci (1994) kod Picea abies Karst., Vicario et al (1995) kod Abies alba
Mill. i Abies nebrodensis (Lojac.) Mattei, Khasa and Dancik (1996) kod
Picea glauca (Moench) Voss i Picea engelmannii Parry, Wang et al (1994)
kod Paulownia taiwaniana Hu and Chang, Sale et al (1996) kod Eucalyptus
amygdalina Labill. i E. risdonii Hook.f., Verhaegen and Plomion
(1996) kod Eucalyptus urophylla i E. grandis. Tendencija savremene Sumarske
nauke je upravo upotreba molekularnih genetickih markera u istrazivanju di-
verziteta Sumskog drveca (Miiller-Starck et al, 1992) ¢ija saznanja bi tre-
balo da budu inkorporirana u strategiju ofuvanja Sumskih geneti¢kih resursa.

Tabela 1.— Svojstva Cetiri selekcionisana RAPD prajmera

Nukleotidna % GC Broj svih Broj Veli¢ina
Prajmer sekvenca cadibar  Fixmantatn polimorfnih  fragmenata u
5" do 3’ ) IR fragmenata__intervalu (Kb)
OPH-07 CTGCATCGTG 60 11 6 0,42-0,83
OPH-10 CCTACGTCAG 60 14 12 0,51-1,30
OPH-11 CTTCCGCAGT 60 25 24 0,34-1,55
OPH-15 AATGGCGCAG 60 17 12 0,46-2,30
Total 67 54
Srednja vrednost.bro_l fragmenata po 16,7 13.5
prajmeru
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Slika 1.- RAPD produkii umnoZavanja DNK izolirane iz Fraxinus ornus-a
koriscenjem prajmera OPH-11 (20 stabala, kolona 1-20;
M= marker za velicinu-Smart Ladder, Eurogentec)



4. ZAKLJUCCI

RAPD markeri otkrivaju individualni varijabilitet crnog jasena. Geneticka
istraZivanja bi trebalo nastaviti ne samo na ekonomski znaajnim vrstama vec i
na vrstama drveca koje pored ekonomskog imaju istaknut ekoloski i teoretski
znacaj, §to je slu€aj sa Fraxinus ornus. Sada$nje i buduce informacije o gene-
ti¢koj varijabilnosti Sumskog drveca trebalo bi da budu inkorporirane u strategi-
ju o€uvanja genetickih resursa planete.

LITERATURA

Barbero,M, Gruber, M., Loisel,R. (1971): Les foréts caducifolieées de 1'étage
collinéen de Provence, des Alpes Maritimes et de Ligurie Occidentale, Annales
de 1'Université de Provence, XLV, 157-202.

Binelli,G., Bucci, G. (1994): A genetic linkage map of Picea abies Karst., based on
RAPD markers, as tool in population genetics. Theoretical and Applied Genetics,
88, 283-288.

Echt, CS, May-Marquardt, P, Hseih, M., Zahorchak, R. (1996):
Characterization of microsatellite markers in eastern white pine. Genome, 39,
1102-1108.

Isabel,N, Tremblay,L., Michaud,M,, Tremblay, FM,, Bousquet,]J.
(1993): RAPDs as an aid to evaluate the genetic integrity of somatic embryogene-
sis-derived populations of Picea mariana (Mill.) B.S.P. Theoretical and Applied
Genetics, 86, 81-87.

JeandrozS., Pugin, A. (1994): Ribosomal DNA genes in Fraxinus: organisation
and detection of hybridization beetween F. excelsior L. and F. oxyphylla Bieb
with rDNA spacer probes. Techniques et utilisations des marqueurs moléculaires.
Montpellier (France), 29-31 mars 1994. Ed. INRA, Paris 1995 (Les Colloques,
72).

Jeandroz S, Roy, A, Bousquet,J. (1997): Phylogeny and phylogeography of
the circumpolar genus Fraxinus (Oleaceae) based on internal transcribed spacer
sequences of nuclear ribosomal DNA. Molecular Phylogenetics and Evolution,
vol 7, iss 2, 241-251.

Jermstad, K.D.,, Reem, AM., Henifin,JR.,, Wheeler,N.C,, Neale, DB,
(1994): Inheritance of restriction fragment length polymorphisms and random
amplified polymorphic DNAs in coastal Douglas-fir. Theoretical and Applied
Genetics, 89, 758-766.

Khasa, P.D.,, Dancik, B.P. (1996): Rapid identification of white-Engelmann spruce
species by RAPD markers. Theoretical and Applied Genetics, 92, 46-52.

Liu,Z., Furnier, G.R. (1993): Comparison of allozyme, RFLP and RAPD markers
for revealing genetic variation within and between trembling aspen and bigrooth
aspen. Theoretical and Applied Genetics, 87, 97-105.

Miiller-Starck,G.,, Baradat. Ph,, Bergmann,F. (1992): Genetic variation
within European tree species. New Forests, 6, 23-47.




Nelson,C.D, Nance, WL, Doudrick, R.L. (1993): A partial genetic linkage
map of slash pine (Pinus elliottii Engelm. var. elliottii) based on random ampli-
fied polymorphic DNAs. Theoretical and Applied Genetics, 87, 145-151.

Sale, MM., Potts, BM.,, West, AK., Reid, J.B. (1996): Molecular Differen-
tiation within and between Eucalyptus risdonii, E. amygdalina and their Hybrids
using RAPD Markers. Australian Journal of Botany, 44, 559-569.

Verhaegen,D., Plomion, C. (1996): Genetic mapping in Eucalyptus urophylla
and Eucalyptus grandis using RAPD markers. Genome, 39, 1051-1061.

Vicario,F, Vendramin, G.G, Rossi,P., Lig,P., Giannini, R. (1995):
Allozyme, chloroplast DNA and RAPD markers for determining genetic relation-
ships between Abies alba and the relic population of Abies nebrodensis.
Theoretical and Applied Genetics, 90, 1012—1018.

Wang, WY, Pai,R.C, Lai,C.C, Lin, T.P. (1994): Molecular evidence for the hy-
brid origin of Paulownia taiwaniana based on RAPD markers and RFLP of
chloroplast DNA. Theoretical and Applied Genetics, 89, 271-275.

Williams, JGK, Kubelik, AR, Livak,K.J,, Rafal ski,JA,, Tingey,
S.V. (1990): DNA polymorphisms amplified by arbitrary primers are useful as
genetic markers. Nucleic Acids Research, 18, 6531-6536.

DNK POLYMORPHISM OF MANNA ASH (Fraxinus ornus L.) POPULATION
Srdan Bojovic, Philippe Heizmann, Marcel Barbero

Summary

RAPD markers reveal the genetic polymorphism of Manna ash (Fraxinus ornus L.).
Genetic variability of 20 adult Manna ash trees (population in the valley of the river
Vezubi, near Nice, France) was detected during the testing with 20 primers. 54 (80%)
loci of the total of 67 loci are polymorphic. Fragment size varies from 0.34 to 2.3 Kb.
Genetic research should be intensified not only with economically significant species,
but also with tree species which, in addition to economical, have a prominent ecological
and theoretical significance, which is the case with Manna ash. Present and future infor-
mation on the genetic variability of forest trees should be incorporated in the genetic re-
sources conservation strategy of the planet.
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