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Rezime. U radu su predstavljeni rezultati S-genotipizacije sorti treSnje Germersdorfer, Hedelfinger i
Junska rana iz kolekcionih i proizvodnih zasada u Republici Srbiji i Rumuniji. Primenom lanc¢ane re-
akcije polimeraze (PCR metoda) sa konsenzus prajmerima za drugi intron i alel-specifi¢nim prajme-
rima kod ispitivanih uzoraka su utvrdene alelne konstitucije S35, (Germersdorfer 1), S;S;, (Germer-
sdorfer 2-8 i Hedelfinger 1-2) i S;Ss (Hedelfinger 3). Rezultati istraZivanja su potvrdili da su kori-
$cene metode determinacije S-genotipa veoma pogodne za pouzdanu i relativno brzu genotipizaciju
sorti treSnje. Po prvi put je odredena S-alelna konstitucija sorte Junska rana (5;S), na osnovu koje se

ova sorta svrstava u grupu inkompatibilnosti XVI.
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Uvod

TreSnja (Prunus avium L.) je samobesplodna vrsta vo-
Caka, Cija je auto-inkompatibilnost gametofitnog tipa,
regulisana ekspresijom dva gena S-lokusa (S-RNaza i
SFB) (Boskovi¢ & Tobutt, 1996; Yamane et al., 2003).
Visoka polimorfnost S-lokusa tre$nje (do sada identi-
fikovano 25 alela S-RNaze; Vaughan et al., 2008) ¢ini
ga veoma pogodnim kako za genotipizaciju, tako i za
preciznu determinaciju S-alelnih konstitucija genoti-
pova koje do sada nisu odredene.

Sorte tre$nje su klasifikovane u grupe inkompati-
bilnosti na osnovu S-genotipa, a prema Schuster
(2012) poznato je 47 grupa. Isti autor navodi da kod
tre$nje postoje brojne nedoumice u genotipizaciji sor-
ti, s obzirom na to da u razli¢itim regijama postoje raz-

li¢iti nazivi za istu sortu (sinonimi), kao i homonimi u
nazivima razlicitih genotipova. Kao tipi¢an primer se
navode sorte koje imaju alelnu konstituciju S35, i pri-
padaju grupi inkompatibilnosti XXII (Schneiders Spa-
te Knorpelkirsche, Germersdorfi, Ziraat 0900 i dr.),
zato §to jo§ uvek nije razja$njeno da li su neke sorte
ove grupe razliciti genotipovi, ili su njihovi nazivi si-
nonimi. Bargioni (1996) navodi da postoji velika vari-
jabilnost medu genotipovima poznatim pod imenom
Germersdorfer u razli¢itim delovima Evrope. Prema
istom autoru, sorta Hedelfinger u Evropi se na osnovu
grupe inkompatibilnosti razlikuje od klonova iste sor-
te u severnoj Americi.

U tipi¢nim podruc¢jima gajenja treSnje u Republi-
ci Srbiji (Grocka, Ritopek), sorte Germersdorfer i He-
delfingen se takode tesko identifikuju. Nikoli¢ (2008)
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navodi da su one sli¢nog oblika, krupnoce i boje poko-
Zice ploda, pa i vremena sazrevanja plodova, zbog ce-
ga se smatra da se radi o istoj sorti, koja nosi ime
Karminka u Grockoj, odnosno Erc u Ritopeku. Prema
ovom autoru, proizvodaci u Grockoj smatraju da po-
stoje dve sorte Karminka, odnosno u Ritopeku dve
sorte Erc.

I pored postepene izmene sortimenta introdukci-
jom novijih sorti, Germersdorfer i Hedelfinger se i da-
lje svrstavaju u grupu najboljih poznih sorti tre$nje, iz-
vanrednog kvaliteta mezokarpa (Milatovic et al.,
2015), dok je sorta Junska rana interesantna zbog ra-
nog vremena sazrevanja plodova i odli¢ne rodnosti
(Radicevic et al., 2000). Cilj ovih istraZivanja je S-ge-
notipizacija sorti Germersdorfer i Hedelfingersa iz ko-
lekcionih i proizvodnih zasada (Republika Srbija i Ru-
munija), kao i odredivanje S-alelne konstitucije i gru-
pe inkompatibilnosti sorte Junska rana koje do sada ni-
su publikovane.

Materijal i metode

Biljni materijal i ekstrakcija genomske DNK. U okvi-
ru ovih istraZivanja proucavane su sorte treSnje Germ-
ersdorfer, Hedelfinger i Junska rana (fOHckasa
pannas). Uzorci lista sorte Germersdorfer sakupljeni
su sa Sest lokaliteta: objekti Ljubi¢ (Germersdorfer 1)
i Preljinsko brdo (Germersdorfer 2), Instituta za vocar-
stvo u Cacku; objekat Radmilovac, Poljoprivrednog
fakulteta Univerziteta u Beogradu (Germersdorfer 3);
u zasadima individualnih proizvodaca u selima Prislo-
nica (Germersdorfer 4) i Banjica (Germersdorfer 5) u
okolini Cacka, i naselju Grocka u okolini Beograda
(Germersdorfer 6-8). Sorta Hedelfinger uzorkovana je
sa tri lokaliteta: u zasadima proizvodaCa u naselju
Grocka (Hedelfinger 1-2) i kolekcionom zasadu tre-
Snje, Research Institute for Fruit Growing, Pitesti, Ru-
munija (Hedelfinger 3). Uzorci lista sorte Junska rana
sakupljeni na objektu Ljubié, Instituta za vocarstvo u
Cacku (Junska rana 1) i u zasadu proizvodada u selu
Prislonica u okolini Cacka (Junska rana 2). Mlado li-
Sce ispitivanih sorti ¢uvano je na -80 °C, do pocetka
izolacije genomske DNK.

Ukupna genomska DNK ekstrahovana je prime-
nom modifikovane CTAB mini prep metode (Doyle &
Doyle, 1987), i ¢uvana na -20 °C do upotrebe.
UmnoZavanje genomskog fragmenta S-RNaze. Ampli-
fikacija drugog introna S-RNaze je izvedena u skladu
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sa metodama publikovanim od strane Sonneveld et al.
(2003) i Mari¢ & Radicevic (2014).

Za umnoZavanje genomskog fragmenta S-RNaze
sa prajmerima specificnim za alele Sz, Sy, Ss, So, Sjp 1
S;- koriScene su PCR smese i uslovi u skladu sa Son-
neveld et al. (2001, 2003) i Mari¢ & Radicevic¢
(2014). Temperature sparivanja za navedene alele bi-
le su: 52 °C (za alel Ss), 61 °C (za alele Sg i S;), 62
°C (za alel S;,), 63 °C (za alel S,) i 66 °C (za alel S3).
Detekcija i vizuelizacija fragmenata DNK. Za razdva-
janje fragmenata DNK elektroforezom (3—4 h, 70 V
cm) kori$ceni su gelovi od polisaharida agaroze, kon-
centracije 1,5% (fragmenti dobijeni sa alel-specific-
nim prajmerima) i 2% (fragmenti dobijeni sa konsen-
zus prajmerima specificnim za drugi intron S-RNaze).

Nakon zavrSenog umnoZavanja, u PCR reakcionu
smeSu dodato je 2 u/ indikator boje (0,25% bromfenol
plavo i 40% saharoza) i na gel naneto 15 ul/ uzorka.
Gelovi su bojeni u rastvoru etidijum bromida (0,5 ug
mi-!), a razdvojeni proizvodi umnoZavanja DNK vizu-
elizovani primenom sistema za fotodokumentaciju
BIO-PRINT-1500/26M (Vilber Lourmat). Kao marker
molekulskih masa koriscen je 1 Kb Plus DNA ladder
(Invitrogen).

Rezultati i diskusija

Determinacija S-alelne konstitucije sorti tresnje na
osnovu umnozavanja drugog introna. Drugi intron S-
RNaze, koji se nalazi u hipervarijabilnom regionu
(RHV; Mari¢ & Radicevic, 2014), umnoZen je kori-
Scenjem konsenzus prajmera specificnih za konzervi-
rane sekvence u C2 i C5 regionima. Detektovani su
PCR proizvodi sledecih veli¢ina: ~800, ~900, ~1.060,
~1.650, ~1.800 i ~2.200 bp (SI. 1). Fragment DNK od
~800 bp, koji prema Sonneveld et al. (2003) odgovara
alelu Sy (798 bp) ili S;, (734 bp), identifikovan je kod
uzoraka Junska rana 1-2. Kod svih ispitivanih uzora-
ka utvrden je PCR proizvod veli¢ine ~900 bp, koji je
u skladu sa veli¢inom fragmenta od 898 bp za alel S;
(Sonneveld et al., 2003). Amplifikacijom drugog in-
trona kod uzorka Germersdorfer 1 detektovan je frag-
ment od ~1.060 bp, koji prema rezultatima Sonneveld
et al. (2003) odgovara alelu S, (1.064 bp). Kod uzora-
ka Germersdorfer 2-8 i Hedelfinger 1-2 detektovan je
PCR proizvod veli¢ine ~1.800 bp, koji je u skladu sa
veli¢inom fragmenta od 1.773 bp za alel S;, (Sonne-
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veld et al., 2003). Isti autori navode da su za alel S5 ka-
rakteristi¢na dva fragmenta od 2.159 i 1.650 bp, koji
su u ovom radu utvrdeni jedino kod uzorka Hedelfin-
ger 2 (~2.200 i ~1.650 bp).

Rezultati umnoZavanja drugog introna S-RNaze
ukazuju da sorta Germersdorfer uzorkovana na objek-
tu Ljubi¢ (Germersdorfer 1) ima alelnu konstituciju
S3S,, dok je alelna konstitucija ove sorte sa ostalih lo-
kaliteta (Germersdorfer 2-8) S;S;,. Amplifikacija dru-
gog introna pokazala je i da sorta Hedelfinger uzorko-
vana u naselju Grocka (Hedelfinger 1-2) ima alelnu
konstituciju $;S;,, dok kod sorte Hedelfinger dobijene
iz kolekcionog zasada treSnje Research Institute for
Fruit Growing iz Rumunije (Hedelfinger 3), ukazuje
na alelnu konstituciju $;S5. UmnoZavanje drugog in-
trona S-RNaze sorte Junska rana sa oba lokaliteta uka-
zuje na alelnu konstituciju ;5.

Determinacija S-alelne konstitucije sorti tresnje pri-
menom alel-specificnih prajmera. Za definitiviu po-
tvrdu S-genotipa ispitivanih sorti treSnje korisceni su
prajmeri specifi¢ni za alele S3, Sy, Ss, So, S;91 8, (SL
2 a—e). UmnoZavanjem fragmenta S-RNaze korisce-
njem S; alel-specifi¢nih prajmera detektovan je PCR
proizvod velic¢ine ~960 bp kod svih ispitivanih sorti
(SL. 2 a). Velicina fragmenata DNK od ~820 bp i ~300
bp utvrdena je nakon upotrebe specifi¢nih prajmera za
alele S, 1 S5 kod uzoraka Germersdorfer 1 (SL. 2 b) i

3.000 bp

2.000 bp [ — g Y - - - ety

-

1.650 bp

LO0DDD e D @SS SS SND SN0 SND S0 S e W s o

850 bp

650 bp

Hedelfinger 3 (SL. 2 ¢), respektivno. Alel-specifi¢nim
PCR-om sa prajmerima za S, dobijen je fragment ve-
licine ~500 bp kod uzoraka sorte Junska rana 1-2 (SI.
2 d). S obzirom da se umnoZavanjem drugog introna
S-RNaze za alele Sy i S;, dobijaju fragmenti sli¢nih ve-
li¢ina (798 bp za alel Sy i 734 bp za alel S;,; Sonneveld
et al., 2003), kao i da S-alelna konstitucija sorte Junska
rana nije ranije odredena, bilo je neophodno uraditi i
PCR sa prajmerima specificnim za alel S;,. Izostanak
amplifikacije fragmenta veli¢ine ~500 bp koji odgova-
ra alelu §,,, potvrduje odsustvo ovog alela kod sorte
Junska rana. Amplifikacija genomskog fragmenta
S-RNaze prajmerima specifi¢nim za alel S;, (PCR pro-
izvod veli€ine ~560 bp; Sl. 2 €) dobijena je kod uzora-
ka Germersdorfer 2—-8 i Hedelfinger 1-2. VeliCine
PCR proizvoda dobijene umnoZavanjem genomskog
fragmenta S-RNaze sa alel-specificnim prajmerima su
960, 820, 300, 495, 505 i 562 bp, i prema Sonneveld
et al. (2001, 2003) odgovaraju alelima S;, Sy, S5, Sog,
S701 82, po redosledu.

Alel-specificnim PCR-om potvrdena je alelna
konstitucija S35, uzorka Germersdorfer 1, S3S;, uzo-
raka Germersdorfer 2-8 i Hedelfinger 1-2, S;S5 uzor-
ka Hedelfinger 3 i S35y uzoraka Junska rana 1-2.

Rezultati dobijeni za uzorke Germersdorfer 2—8
(83S,) koji su sakupljeni sa pet lokaliteta, u skladu su
sa rezultatima publikovanim od strane Bekefi (2006) i
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SI. 1. PCR proizvodi dobijeni umnoZavanjem genomskog fragmenta S-RNaze sa konsenzus prajmerima specifi¢nim za drugi intron kod ispiti-
vanih uzoraka sorti treSnje: 1 — Germersdorfer 1; 2 — Germersdorfer 2; 3 — Germersdorfer 3; 4 — Germersdorfer 4; 5 — Germersdorfer 5; 6 —
Germersdorfer 6; 7 — Germersdorfer 7; 8 — Germersdorfer 8; 9 — Hedelfinger 1; 10 — Hedelfinger 2; 11 — Hedelfinger 3; 12 — Junska rana 1;
13 — Junska rana 2; M — marker molekulske mase 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen)

Fig. 1. PCR products of the S-RNase amplified genomic fragment obtained with consensus primers for the second intron of assessed sweet
cherry samples: 1 — ‘Germersdorfer’ 1; 2 — ‘Germersdorfer’ 2; 3 — ‘Germersdorfer’3; 4 — ‘Germersdorfer’ 4; 5 — ‘Germersdorfer’ 5; 6 —
‘Germersdorfer’ 6; 7 — ‘Germersdorfer’ 7; 8 — ‘Germersdorfer’ 8; 9 — ‘Hedelfinger’ 1; 10 — ‘Hedelfinger’ 2; 11 — ‘Hedelfinger’ 3; 12 —
Junska Rana’ 1; 13 — Junska Rana’ 2; M — 1 Kb plus DNA ladder (Invitrogen)

45



Maric S. et al

Vol. 49, br. 189-190, januar—jun 2015.

—
17000 by - S G S TR TN A A A e e pr—

850 bp

1.000 bp
]
850 bp

e
650 bp

——
500 bp
e
400 bp
300 bp

200 bp

650 bp

500 bp

400 bp

850 bp

B SR R SR R ees GED R S -

500 bp
M 1 2 3 4 5 6 7

960 bp (S3)

820 bp (1)

300 bp (55)

500 bp (S9)

560 bp (S12)

9 10 11 12 13

SI. 2. PCR proizvodi dobijeni umnoZavanjem genomskog fragmenta S-RNaze sa prajmerima specifi¢nim za alele S3 (a), S4 (b), S5 (¢), S9 (d)
i 512 (e) kod uzoraka sorti treSnje: 1 — Germersdorfer 1; 2 — Germersdorfer 2; 3 — Germersdorfer 3; 4 — Germersdorfer 4; 5 — Germersdorfer
5; 6 — Germersdorfer 6; 7 — Germersdorfer 7; 8 — Germersdorfer 8; 9 — Hedelfinger 1; 10 — Hedelfinger 2; 11 — Hedelfinger 3; 12 — Junska
rana 1; 13 — Junska rana 2; M — marker molekulske mase 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen)

Fig. 2. PCR products of the S-RNase amplified genomic fragment obtained with primers specific for S3 (a), S4 (b), S5 (¢), S9 (d) i S12 (e) in
sweet cherry samples: 1 — ‘Germersdorfer’ 1; 2 — ‘Germersdorfer’ 2; 3 — ‘Germersdorfer’ 3; 4 — ‘Germersdorfer’ 4; 5 — ‘Germersdorfer’ 5;
6 — ‘Germersdorfer’ 6; 7 — ‘Germersdorfer’ 7; 8 — ‘Germersdorfer’ 8; 9 — ‘Hedelfinger’ 1; 10 — ‘Hedelfinger’ 2; 11 — ‘Hedelfinger’ 3; 12 —
Junska Rana’ 1; 13 — ‘Junska Rana’ 2; M — 1 Kb plus DNA ladder (Invitrogen)

Schuster (2012). Alelna konstitucija S;S, je utvrdena
kod uzorka Germersdorfer 1 (kolekcioni zasad treSnje
Instituta za vocarstvo), §to odgovara alelnoj konstitu-
ciji koju je Bargioni (1996) publikovao za ovu sortu.
Identifikovane su dve S-alelne konstitucije za sortu
Germersdorfer, na osnovu kojih se sa sigurnoséu mo-
7Ze reci da su to dva razlicita genotipa. Dobijeni rezul-
tati ukazuju na problem koji Schuster (2012) navodi za
tresnju, a odnosi se na ¢injenicu da postoje razliciti ge-
notipovi koji se oznacavaju istim imenom.

Alelna konstitucija S;Ss sorte Hedelfinger uzor-
kovane u kolekcionom zasadu treSnje Research Insti-
tute for Fruit Growing u Rumuniji (Hedelfinger 3), od-
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govara alelnoj konstituciji koju su Bekefi (2006) i
Schuster (2012) saopstili za ovu sortu. Na osnovu ana-
lize uzoraka Hedelfinger 1-2, sakupljenih u zasadima
proizvodaca u naselju Grocka, utvrdena je alelna kon-
stitucija S35,,. Ova alelna konstitucija iskljucuje sortu
Hedelfinger, i ukazuje na sortu Germersdorfer, ili ne-
ki drugi genotip iz grupe XXII, koji fenotipski odgo-
vara sorti Hedelfinger. Osmogodisnja ispitivanja feno-
faze cvetanja u kolekcionom zasadu tresnje Instituta
za vocarstvo ukazuju na to da sorta Hedelfinger cveta
poznije u odnosu na sortu Germersdorfer (Radicevic et
al., 2011).
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S-genotip sorte Junska rana ($3;S9) odreden je pr-
vi put u okviru ovih istraZivanja, umnoZavanjem ge-
nomskog fragmenta S-RNaze sa konsenzus prajmeri-
ma specificnim za drugi intron i prajmerima specific-
nim za alele S; i Sy. Na osnovu dobijenih rezultata,
sorta Junska rana pripada grupi inkompatibilnosti
XVI. Ovoj grupi inkompatibilnosti pripada i sorta Bur-
lat (Schuster, 2012), jedna od najpoznatijih i Siroko
rasprostranjenih sorti tre$nje u svetu. I pored dovoljno
dugog vremenskog preklapanja tokom fenofaze punog
cvetanja sorti Burlat i Junska rana (Radicevic et al.,
2008), ove sorte se zbog iste S-alelne konstitucije i
grupe inkompatibilnosti ne mogu gajiti u istom zasadu
kao medusobni opraSivaci, ukoliko nije prisutna kom-
patibilna sorta adekvatnog vremena cvetanja, koja ce
obezbediti efikasno oprasivanje i oplodenje.

Zakljucak

Rezultati ovog rada su potvrdili da su metode za odre-
divanje S-alelne konstitucije pouzdane u determinaciji
genotipova tre$nje, a narocito u slucajevima kada se
dvarazlicita genotipa odlikuju sli¢nim fenotipskim ka-
rakteristikama (fenofaze cvetanja i sazrevanja plodo-
va, pomoloske osobine i dr). Odredivanje S-genotipa
sorte Junska rana (S3Sy; grupa inkompatibilnosti XVI)
je od posebnog znacaja kako za planiranje ukrStanja u
okviru oplemenjivackih programa, tako i za planiranje
sortnih kompozicija oprasivaca u proizvodnim zasadi-
ma treSnje.
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Abstract

The paper presents the results of S-genotyping for
sweet cherry cultivars ‘Germersdorfer’, ‘Hedelfinger’
and ‘Junska Rana’ from collections and commercial
orchards in the Republic of Serbia and Romania. The
use of the polymerase chain reaction (PCR method)
with consensus primers for the second intron and alle-
le-specific primers enabled determination of the follo-
wing S-allelic constitutions in the assessed samples:
S35, (‘Germersdorfer’ 1), S35;, (‘Germersdorfer’ 2—8
and ‘Hedelfinger’ 1-2) and S;S; (‘Hedelfinger’ 3).
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The results of this investigation confirmed that the
methods used for determination of S-genotype are
very suitable for reliable and relatively rapid ge-
notyping of sweet cherry cultivars. This is the first re-
port of S-allelic constitution for ‘Junska Rana’ (S;S),
based on which this cultivar has been assigned to in-
compatibility group XVI.
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