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DNK POLIMORFIZAM POPULACIJE CRNOG JASEN A 
(Fraxinus ornus L.) 

Sraan Bojovic, Philippe Heizmann, Marcel Barbero 

I z v o d: Ispitivana je mogucnost otk.rivanja genetickog varijabiliteta cmog jasena 
(Fraxim,s omus L.) primenom RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 
molekularnih genetickih 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. Velicina frag­
menata varira od 0,34 do 2,3 Kb. 
K lj u c n e rec i: geneticki varijabilitet, Random Amplified Polymorphic DNA­
RAPD, Fraxinus ornus L., populacija 

DNK POLYMORPHISM OF MANNA ASH 
(Fra.xinus omus L.) POPULATION 

Abstract: The possible genetic differentation between Manna ash (Fraxinus 
omus 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 Vesubie (near Nice, France). From 67 loci 54 (80%) was poly­
morphic. The size of fragments has varied from 0.34 to 2.3 Kb. 
Key words: genetic diversity. Random Amplified Polymorphic DNA-RAPD. 
Fraxi1111s ormts L., population. 
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I. UVOD 

Cmi jasen (Fraxinus ornus L.) je mediteranska vrsta drveca siroke ekoloske 
amplitude i izrazene varijabilnosti znacajna u posumljavanju i zastiti zemljista 
od erozije. 

Tendencija savremene sumarske nauke je upotreba molekulamih genetickih 
markera u istrazivanju (bio)diverziteta sumskog drveca (M i.i I I er - St arc k et 
al, 1992). Poslednjih nekoliko godina sve cesce se primenjuju takozvani RAPD 
markeri nastali 1990. godine (W i 11 i ams et al, 1990). U genetickim istra­
zivanjima sumskog drveca radi se uglavnom sa cetinarima i tropskim vrstama 
drveca (iz ekonomskih razloga, odnosno veceg interesa za eksploataciju drvne 
mase) (Ne Ison et al, 1993; E ch t 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 (Jean d r oz and Pug in, 1995, 
Jean d r oz et al, 1997); sa aspekta RAPD genetickih markera do sada nepoz­
nat. 

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

2. MA TERIJAL 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 (Vallee de Ia 
Vesubie); geografske koordinate: 43° 56' SGS i 7° 15' IGD; nadmorska visina: 
500 m; podloga: krecnjak; klima: mediteranska; asocijacija: Ostryo-Seslerietum 
autumnalis (Barbero et al, 1971) 

2.2. lzdvajanje DNK 

Priblizno 5 g lisca je mleveno u fini puder sa kvarcnim peskom. Puder je 
stavljan u 21 ml ekstrakcionog pufera (O,IM Tris-HCI pH 8; 0,05M EDTA pH 
8; 0, IM NaCl; I% 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 I OM pH 7 ,5 i I 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, susen i potopljen u l ml pufera Tris 50 mM, pH 7,5 / EDTA IO mM. 
Rastvor je inkubiran 30 min. na 37°C sa RNase A (100 g/ml) a zatim volumen 

2 



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

Teena 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 µl totalnog volumena, sa 2, 
µl reakcionog pufera PC2 lOX (Ab Peptides), 5nM dNTP (200 µM) , 50 pM 
svakog oligonukleotidnih granicnika (prajmera) (2 µM) 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 
T AE puferu (Tris-base 40mM, natrijum acetat 20 mM, EDT A 1 mM, 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 oligonukleotida 
raspolozivih u laboratoriji selekcionisano je 4 informativna prajmera sa 67 
lokusa od kojih je 54 (80%) polimorfnih. Velicina fragmenata varira od 0,34 do 
2,30 Kb. Ponovljeni eksperimenti su dali identicne rezultate sto je potvrdilo nji­
hovu upotrebljivost. U istrazivanju genetickog varijabiliteta 2 vrste topola sa 3 
vrste genetickih markera (RAPD, izoenzimi i RFLP) Liu and Furn i er 
(1993) kod Populus tremuloides otkrivaju 61 RAPD fragmenta (100% 
polimorfnih) i kod Populus grandidentata 49 RAPD fragmenata (od cega 87,5% 
polimorfnih) sa velicinom 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. 

Urhnozavanje nasumicnih DNK sekvenci - RAPD (Randomly Amplified 
Polymorphic DNA) je jedna od varijanti in vitro reakcije lancanog umnozavanja 
DNK sekvenci-FCR-a (Polymerase Chain Reaction). Za razliku od PCR-a 
umnozavanje nije selektivno, odnosno fragment koji se umnozava nije unapred 
poznat, sto je gotovo pravilo kad je sumsko drvece u pitanju. Neki autori vec su 
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potvrdili upotrebljivost ovih markera u izucavanju individualnog varijabiliteta 
sumskog drveca: Is ab e I et al (1993) kod Picea mariana (Mill.) B.S.P., J er -
m st ad et al ( 1994) kod Pseudotsuga menziessi (Mirb) Franco, B in e 11 i and 
B u cc i (1994) kod Picea abies Karst., Vicario et al (1995) kod Abies alba 
Mill. i Abies nebrodensis (Lojac.) Mattei, Kha s a and Dan c i k (1996) kod 
Picea g /auca (Moench) Voss i Picea engelmannii Parry, W an g et al ( 1994) 
kod Paulownia taiwaniana Hu and Chang, Sa I e et al (1996) kod Eucalyptus 
amygdalina Labill. i E. risdonii Hook.f., Ver ha e gen and PI om ion 
(1996) kod Eucalyptus urophylla i E. grandis. Tendencija savremene sumarske 
nauke je upravo upotreba molekulamih genetickih markera u istrazivanju di­
verziteta sumskog drveca (Mil 11 er - St arc k et al, 1992) cija saznanja bi tre­
balo da budu inkorporirana u strategiju ocuvanja sumskih genetickih resursa. 

Tabela 1.- Svojstva cetiri selekcionisana RAPD prajmera 

Nukleotidna 
%GC Broj svih 

Broj Velicina 
Prajmer sekvenca 

sadrzaj fragmenata 
polim01fnih fragmenata u 

5' do3' 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 broj fragmenata po 

16,7 13,5 ra·meru 

Slika 1.- RAPD produkti umnoiavanja DNK izolirane iz Fraxinus ornus-a 
koriscenjem prajmera OPH-11 (20 stabala, kolona 1-20; 
M= marker za velicinu-Smart Ladder, Eurogentec) 
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4. ZAKLJUCCI 

RAPD markeri otkrivaju individualni varijabilitet crnog jasena. Geneticka 
istrazivanja bi trebalo nastaviti ne samo na ekonomski znacajnim vrstama vec i 
na vrstama drveca koje pored ekonomskog imaju istaknut ekoloski i teoretski 
znacaj, sto je slucaj sa Fraxinus ornus. Sadasnje i buduce informacije o gene­
tickoj varijabilnosti sumskog drveca trebalo bi da budu inkorporirane u strategi­
ju ocuvanja genetickih resursa planete. 
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DNK POLYMORPHISM OF MANNA ASH (Fraxinus omus L.) POPULATION 

Sraan 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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