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ANALIZA GENETICKOG DIVERZITETA BELOG (Pinus
sylvestris L.)  CRNOG BORA (Pinus nigra Arn.) U SRBIJI
PRIMENOM PROTEINSKIH MARKERA

Izvod: U radu su prikazani rezultati proucavanja polimorfizma proteina
semena belog (Pinus sylvestris L.) i crnog bora (Pinus nigra Arn.) kao
najvaznijih ekonomskih vrsta iz roda Pinus u Srbiji. To je imalo za cilj bolje
upoznavanje genetskog potencijala populacija tih vrsta, $to bi omogucilo
poboljsanje proizvodnje semena i sadnog materijala, a time i uspeh prilikom
posumljavanja i podizanja namenskih kultura ovih vrsta. Ujedno, dobijeni
rezultati pruzaju osnovu za blize upoznavanje veoma varijabilne i specifi¢ne
unutarvrsne geneticke strukture, Sto predstavlja polazno sredstvo u planiranju
procesa konzervacija i oplemenjivanja vrsta. Polimorfizam proteinskih markera
utvrden je na osnovu odabranih genotipova poreklom iz sedam populacija (beli
bor) i Sest populacija (crni bor).

Kljuéne redi: beli bor, crni bor, seme, proteini, polimorfizam
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DETERMINATION OF GENETIC DIVERSITY OF SCOTS PINE
(Pinus sylvestris L.) AND AUSTRIAN PINE (Pinus nigra Arn.) IN
SERBIA USING PROTEIN MARKERS

Abstract: Protein polymorphism of seeds was researched in Scots pine (Pinus
sylvestris L.) and Austrian pine (Pinus nigra Ar.), as the most important
economic species of the genus Pinus in Serbia. This was aimed at the better
understanding of the genetic potential of their populations, which would
improve the production of seeds and planting stock, and thus the success in
afforestation and establishment of special purpose plantations of these species.
At the same time, the study results offer the basis for a better knowledge of
the highly variable and specific intraspecific genetic structure, which is the
initial means in the planning of the species conservation and improvement
processes. The polymorphism of protein markers was determined based on the
selected genotypes originating from seven populations of Scots pine and six
populations of Austrian pine.

Key words: pine, seed, proteins, polymorphism

1. UVOD

wrwe

i struéne javnosti. Interesovanje za ove vrste vlada, iznad svega, zbog osobina koje
ih karakteriSu: veliki geneticki potencijal i genetski varijabilitet, kao i taksonomska
slozenost i plasti¢nost vrste. Njegova zastitna i meliorativna funkcija uspevanja na
najtezim terenima se javila kao posledica izrazito malih zahteva prema stanistu.
Javljanje borova na velikim povrS§inama zahvadenim erozionim procesima, ili
potpuno degradiranim, ogoljenim povrSinama na kojima daju odlicne rezultate,
svrstavaju ih u najvaznije ekonomske vrste koris¢ene u Sumarstvu. Sve ove osobine
borova su, pored velike prirodne rasprostranjenosti i disjuktivnosti areala, uzrokovale
intenzivno unosenje i na stanista van prirodnog nalazista, Sto kao rezultat ima veliki
broj podvrsta, varijeteta i prelaznih formi. Rezultat ovakve prirodne varijabilnosti je
veliki geneticki potencijal koji nam daje osnovu i mogucénost uspesnog oplemenjivanja
vrsta.

Imaju¢i u vidu unapredenje koncepcija rasadni¢ke proizvodnje, tj. tendenciju
napustanja proizvodnje sadnog materijala na nivou vrste (Tucovié¢, 4., et al.,
1990, lIsajev, V., et al., 1998, Mataruga, M.,et al., 1998), a u cilju
Sto efikasnijeg i brzeg ostvarivanja postavljenih zadataka, neophodno je bolje
upoznavanje genetskog potencijala populacija belog i crnog bora, kako bi se uz
njegovo usmereno koris¢enje poboljsala proizvodnja semena i sadnog materijala, a
time i uspesi prilikom posumljavanja i podizanja namenskih kultura ovom vrstom.
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Shodno navedenom problemu koji se postavlja pred savremeno Sumarstvo,
istrazivanja u ovom radu imaju za cilj da se Sto bolje prouce i upoznaju genotipovi
belog i crnog bora u Srbiji kao jednih od najvaznijih ekonomskih vrsta, nezamenjivih
u posumljavanju.

Uopste Cetinari se karakteriSu veoma visokim nivoom geneticke varijabilnosti
Hamrick (1979) i moguéi faktori za to su a) dug zivot, slobodno opraSivanje sa
visokom plodnos§cu i b) divergentna selekcija za makro-mikro geografsku adaptaciju.
Prema Scaltsoyiannes (1994) borove karakteriSe visoka ukupna varijabilnost
usled visoke unutarpopulacijske geneticke varijabilnosti, Sto ukazuje na znacajnu
geneticku diferencijaciju u lokalnim populacijama i moguénost da isti aleli budu
disitribuirani kroz Citav opseg vrsta.

Proteini semena kao geneticki markeri su dosta koris¢eni u proucavanju genoma
crnog bora (Nikoli¢ et al., 1983;Mataruga, 2006, Isajev, 2007, Lucié
et al.2008). U tim istrazivanjima je ispitivana sistematska pripadnost pojedinih
provenijencija, genetska varijabilnostiopravdanost unosenja pojedinih provenijencija
na razli€ite lokalitete.

Proucavajuéi izoenzime belog bora izdvojili su se Wang (1991), koji je proucavao
izoenzime belog bora tri severno Svetske populacije i Cetiri kineske populacije.
Szmidt (1992) je uisto istrazivanje ukljucio i Cetiri populacije belog bora iz Turske.
Plus-Glowacki (1994) je analizirao 13 populacija belog bora obuhvativsi gotovo
sve znacajne lokalitete u Evropi i istocnoj Aziji. Ti autori ukazuju na postojanje
znacajne geneticke izdiferenciranosti analiziranih populacija.

2. MATERIJAL I METOD RADA

Posle upoznavanja prirodnog areala i kultura belog i crnog bora u Srbiji, odlucili smo
da objekti naseg istrazivanja budu odabrane semenske sastojine nastale u prirodnim
populacijama, semenske sastojine nastale u starijim kulturama i znacajne prirodne
populacije.

Na osnovu njihovih morfoloskih (fenotipskih) i fizioloskih karakteristika odlucili
smo da u istrazivanju obuhvatimo sedam populacija belog bora (tabela 1) i Sest
populacija crnog bora (tabela 2). Prostorni raspored populacija prikazan je na slici
11i2.
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Slika 1: Ispitivane populacija belog bora Slika 2: Ispitivane populacija crnog bora
Figure 1: The study Scots pine populations Figure 2: The study Austrian pine populations

Tabela 1: Ispitivane populacije belog bora (Pinus sylvestris L.)
Table 1: The study Scots pine populations (Pinus sylvestris L.

GJ ,Dubocica Bare* 60 a.; S tinit

SG ,,Golija“ Ivanjica erpentint 722.8 6.1

GJ "Sargan", 25 b.; S it

S$G "Uzice" Uzice crpentint 962 7.1

GJ "Radocelo-Crepuljnik" 4b.; S tinit

SG "Stolovi" Kraljevo crpentint 716 11.0
"Jablanicka reka" 5 e s

gé ':llggs?na(’:' Ie(lnfﬁeifa? & Skriljci-pescari 601 114

GJ "Bukovik-Aleksinaéki", Mikagist

23b, 24¢.; SG "Ni§", Ni§ asis 651 9.8

GJ "Kaluderske bare",la.; Serpentinit

NP Tara, Bajina Basta erpe 971.3 5.6

GJ "Zlatar 1", 22a.; Kredniak

SG "Prijepolje", Prijepolje ecnja 877 72
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Tabela 2: Ispitivane populacije crnog bora (Pinus nigra Arn.)
Table 2: The study Austrian pine populations (Pinus nigra Arn.)

Redni . Geoloska | Suma godisnjih Prosecna
broj Populacija crnog bora podloga | padavina (mm) | godi$njat (°c)
GJ "Divan-Breze", 27a.; SG ..
I "Sumarstvo" Ratka Serpentinit 871.2 3.54
GJ"Divan-Lokva", 21a.; SG ..
I "Sumarstvo" Ratka Serpentinit 871.2 3.54

GJ "Crni vrh Ljeskovac", 69

I c.; SG "Prijepolje" Prijepolje Serpentinit 892.0 )
GJ "gargan", 22b.;SG ..
v "Usice" Usice Serpentinit 1053.0 5.0
GJ"Go¢-Gvozdac", 92b.; ..
\Y% Sumarski fax-Beograd-Go¢ Serpentinit 841.0 )
GJ "Studenica-Polumir", 17c, Serpentinit 716.0 11.0

VI 26a.; SG "Stolovi" Kraljevo

Seme je na ovim lokalitetima sakupljeno obaranjem stabala, Ciji se broj kretao od
8 do 15 po svakoj populaciji. Sakupljeno je minimalno 100 SiSarica po stablu, Cije
je seme zatim grupisano po stablima. Balk t.j. zbirni uzorak je formiran uzimanjem
po 15 semenki od svake jedinke. Izolacija proteina je vr$ena po metodi Wang et al,
1994, dok je SDS-poliakrilamidna gel elektroforeza izvedena je po metodi Leammli,
1970. Na osnovu dobijenih elektroforegrama utvrdene su kvalitativne i kvantitativne
razlike (broj i raspored) proteinskih frakcija. Koeficijenti slicnosti su racunati po
metodi Sokal-a i Michener-a (SM) (1958).

Sokal i Michener GS, = at+d/atb+ctd

gde je:

a - prisustvo trake u oba genotipa i ij (1.1)

b - prisustvo trake kod genotipa i a odsustvo kod genotipa j (1.0)
¢ - prisustvo trake kod genotipa j a odsustvo kod genotipa i (0.1)
d - odsustvo trake i kod genotipa i i kod genotipa j (0.0)

Znacajan aspekt na koji treba obratiti paznju pri izboru koeficijenta, da li razmatra
odsustvo traka kod genotipova koji se porede. Izabrana je metoda odredivanja
koeficienta geneticke sli¢nosti po Sokal-u i Michener-u jer uzima u obzir i odsustvo
traka kod oba genotipa (komponenta d). [zracunavanje koeficijenata sli¢nosti i klaster
analiza vr$eni su u NTSYS-pc softveru (Rofhl, 2000).
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3. REZULTATI I DISKUSIJA

Polimorfizam proteinskih markera izmedu populacija crnog i belog bora utvrden je na osnovu
odabranih genotipova unutar svake populacije. Na osnovu dobijenih elektroforegrama
izracunati su koeficijenti geneticke sli¢nosti izmedu ispitivanih populacija, Tabela 3.

Tabela 3. Koeficijenti sli¢nosti po Sokal-u i Michener-u za beli i crni bor
Table 3: Similarity coefficient after Sokal and Michener for Scots pine and Austrian pine

]i:;l; Koeficijenti sli¢nosti po Sokal-u i Michener-u
Cmi I I I v \Y% VI VII
bor
1 0.73 0.60 0.67 0.53 0.60 0.73
11 0.91 0.47 0.53 0.53 0.87 0.60
111 0.77 0.77 0.80 0.67 0.47 0.87
I\ 0.64 0.64 0.68 0.60 0.67 0.80
Vv 0.82 0.82 0.95 0.64 0.53 0.53
VI 0.95 0.95 0.82 0.68 0.86 0.60

Koeficijenti geneticke slicnosti za crni bor se javljaju u opsegu od 0.64 do 0.95, dok
su koeficijenti geneti¢ke sli¢nosti za beli bor od 0.47 do 0.87. To nam ukazuje na
postojanje veceg genetskog varijabiliteta belog bora nego §to je to slucaj sa crnim
borom u Srbiji.

U cilju utvrdivanja geneticke bliskosti, odnosno udaljenosti, izmedu proucavanih
genotipova uradena je klaster analiza. Matrice koeficijenata genetiCke sli¢nosti
prestavljene kroz oblik dendograma daju bolju preglednost bliskosti ili udaljenosti
samih populacija u odnosu na same koeficiente prestavljene u Tabeli 3. Medutim,
ocitavanje samih vrednosti sa diagrama je znatno teze, Sto opravdava praksu da se
paralelno sa klasterima koriste i tabele koeficienata sli¢nosti.

Grafikon 1. Dendogram klaster analize populacija crnog bora po Sokal-u i Michener-u
Diagram 1. Cluster analysis dendrogram of Austrian pine populations after Sokal and Michener

Coefficient
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Karakteristicno za klaster analize populacija crnog bora jeste izraZzena genetska
raznovrsnost proucavanih populacijaispoljena kroz oblik dendograma. Moze se uociti
da se na najmanjim genetickim distancama nalaze populacije I (GJ “Divan-Breze”;
SG “Sumarstvo” Raska) i VI (GJ “Studenica-Polumir”; SG “Stolovi” Kraljevo), kao
i III (GJ “Crni vrh Ljeskovac™; SG “Prijepolje” Prijepolje) i V (GJ”Goé-Gvozdac™;
Sumarski fax-Beograd-Go¢). Populacija II (GJ”Divan-Lokva”; SG “Sumarstvo”
Raska) je &vriée vezana za populacije i VI nego III i V. Crni bor na Sarganu-IV je
na najvecoj genetickoj distanci u odnosu na ostale populacije.

Nesto veca geneticka slicnost izmedu populacija I, II i VI je bila i ocekivana zbog
male geografske distance samih populacija. Specifi¢nost populacije crnog bora na
Sarganu IV u odnosu na druge populacije potvrduje istrazivanje Wheller-a (1976)
koji preporucuje odgajivacima da traze seme sa karakteristikama koje je sakupljeno
§to blize stanistu Sargan u Srbiji.

Poredenje matrica slicnosti po Sokal-u i Michener-u uradeno je Mantelovim testom.
Utvrden je visok stepen korelacije izmedu parova matrica koeficijenata sli¢nosti
(r=0,997).

Grafikon 2. Dendogram klaster analize populacija belog bora po Sokal-u i Michener-u
Diagram 2. Cluster analysis dendrogram of Scots pine populations after Sokal and Michener
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Analizom dobijenog dendograma za beli bor jasno se uocava da se na najmanjim
geneti¢kim distancama nalaze populacije III (GJ “Radocelo-Crepuljnik” SG
“Stolovi” Kraljevo) i VII (GJ “Zlatar I”, SG “Prijepolje”, Prijepolje), kao i II (GJ
“Sargan”, SG “Uzice” Uzice) i VI (GJ “Kaluderske bare”, NP “Tara”, Bajina Basta).
Populacije IV (GJ “Jablani¢ka reka”, SG “Rasina” Krusevac) i I (GJ ,,Dubogica
Bare“ SG ,,Golija* Ivanjica) su ¢vrice vezane za populacije IIT i VII nego za I VI,
pri ¢emu se ve¢om distancom karakteriSe populacija I. Populacija V je na najvecoj
genetickoj distanci u odnosu na ostale populacije.
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Grupisanje populacije III, VII i IV u zoni vece bliskosti, mozemo reci, obelezeno
geografskom blizinom njih samih. Isti slucaj je i sa populacijama II i VI. Na drugoj
strani, specificna je nesto veca geneticka distanca populacije I u odnosu na ostale. To
se objasnjava ne tako velikom geografskom distancom ve¢ izuzetnom izolovano$cu
populacije I Pesterskom visoravni kao 1 njenom gravitiranju ka Sumama Crne Gore.
Populacija V pokazuje najveéu geneticku distancu u odnosu na ostale populacije.
Istrazivajudi Sta je uzrok tome, doslo se do saznanja da je ta populacija podignuta pre
oko 90 godina na oglednim povrSinama prve Sumarske skole u Srbiji u Aleksincu,
koja je bila pod patronatom Belgije i koju su zvali ,,belgijska Sumarska Skola“. Velika
geneticka distanca ide u korist pretpostavke da je ova populacija podignuta semenom
koje vodi poreklo iz Belgije.

Poredenje matrica sli¢nosti po Sokal-u i Michener-u uradeno je Mantelovim testom.
Utvrden je visok stepen korelacije izmedu parova matrica koeficijenata sli¢nosti
(r=0.95888).

4. ZAKLJUCAK

Dobijeni rezultati analize indeksa slicnosti proteina semena ispitivanih
populacija crnog bora pokazuju veliku varijabilnost, koja se kre¢e od 0.64 do 0.95,
dok se kod belog bora javlja u diapazonu od 0.47 do 0.87. To nam ukazuje na
postojanje veceg genetskog varijabiliteta belog bora nego §to je to slucaj sa crnim
borom u Srbiji.

Presudno na grupisanje populacija unutar klaster analize koeficienata slicnosti za
beli i1 crni bor je geografska blizina populacija. One populacije koje su geografski
udaljene ili izolovane pokazuju znacajnu geneticku distancu, kao $to je to slucaj sa
populacijom I belog bora u Duboéica Bare i populacijom IV crnog bora na Sarganu.
Takode, znacajna geneticka distanca populacije V belog bora u Aleksincu se javlja
kao posledica podizanja Suma u periodu kada se nije obracala paznja na poreklo
semena.

Dobijeni rezultati u ovom radu ukazuju na:

* Snazan uticaj geografske distance i izolovanosti populacija na geneticku
izdiferenciranost.

* Postojanje znacajne geneticke varijabilnosti populacija belog i crnog bora.

Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima istrazivanja drugih autora, koji su mnogim
provenijeni¢nim testovima u svetu i kod nas pokazali kvalitet populacija crnog i
belog bora sa ovih prostora, koje su ocenjene kao najbolje, najotpornije i sa najve¢im
genetskim varijabilitetom.
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S aspekta komercijalnog Sumskog semenarstva dobijeni rezultati iz ovog rada su
od znacaja jer ukazuju na Cinjenicu da su geneticke distance izmedu analiziranih
semenskih sastojina takve da to moze imati uticaja na buduéi promet semenskog
materijala u smislu njegove upotrebe u namenskoj rasadnickoj proizvodnji.

Takode, dobijeni rezultati pruzaju osnovu za blize upoznavanje veoma varijabilne i
specifi¢ne unutarvrsne geneticke strukture belog i crnog bora u Srbiji, $to predstavlja
polazno sredstvo u planiranju procesa konzervacija i oplemenjivanja vrsta.
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DETERMINATION OF GENETIC DIVERSITY OF SCOTS PINE
(Pinus sylvestris L.) AND AUSTRIAN PINE (Pinus nigra Arn.) IN
SERBIA USING PROTEIN MARKERS

Aleksandar Luci¢

Vasilije Isajev

Snezana Mladenovié-Drinié¢
Ljubinko Rakonjac

Summary

Protein polymorphism of Scots pine (Pinus sylvestris L.) and Austrian pine (Pinus nigra
Arn.) seeds was researched. The genetic differentiation was analysed in seven Scots pine
populations and six Austrian pine populations in Serbia. The study results confirm the
existence of significant genetic variability of Scots pine and Austrian pine populations. The
genetic differentiation of Scots pine populations was higher compared to Austrian pine
populations. The results show a significant effect of geographic distance and isolation of the
populations on genetic differentiation.

The study results are significant because they offer the basis for a better knowledge of the
highly variable and specific intraspecific genetic structure of Scots pine and Austrian pine in
Serbia, which is the initial point in the planning of the species conservation and improvement
processes. Also, they are the base of further research aiming at the improvement of seeds and
planting stock production, and thus the success in afforestation and establishment of special-
purpose plantations of these species.
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