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GENETICKI DIVERZITET Ambrosia sp. NA PODRUCJU RAVNOG SREMA

Galovi¢ Vladislava, Orlovi¢ Sasa, Vasi¢ Verica, Poljakovi¢-Pajnik Leopold,
Dreki¢ Milan, Pap Predrag1

Izvod: Zapoceta su istrazivanja geneticke karakterizacije Ambrosia sp. na podrucju
Ravnog Srema koriS¢enjem molekularnih metoda. Za geneticke analize je koris¢en
materijal sakupljen iz tri populacije od kojih je svaka predstavljena sa tri genotipa.
Koris¢eno je 5 SSR markera za lokuse Amb12, Ambl5, Ambl16, Amb30 i Amb82.
Rezultati ukazuju da je moguce koristiti na doma¢em materiajlu SSR markere
dizajnirane za severnoamericke vrste Ambrosia artemisiifolia kao 1 na postojanje visoke
divergentnosti populacija Ambrozije na ovim prostorima.
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GENETIC DIVERSITY OF Ambrosia sp. IN THE AREA OF RAVNI SREM

Abstract:. Research work in genetic characterization of Ambrosia sp. in the area of Ravni Srem,
using molecular methods has been initiated. For genetic analysis plant material were collected
from three populations, each represented by three genotypes. Five SSR markers for the loci
Amb12, Ambl5, Ambl6, Amb30 and Amb82 were used. Results indicated that it is possible to
apply the SSR markers originally designed for North American species of Ambrosia artemisiifolia
on our material. The existence of high diversity in populations of Ambrosia sp. was revealed in the
area of Ravni Srem.
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1.UVOD

Ambrozija (Ambrosia artemisifolia L.) je najrasprostranjenija vrsta roda Ambrosia i
autohtona biljna vrsta Severne Amerike. Ova invazivna biljna vrsta je naselila i mnoge
evropske zemlje, ali se pojavila i u zemljama dalekog istoka. Stopa povecanja brojnosti
vrste roda Ambrosia sp. i njihova introdukcija u regione koji nisu nativni za ovu vrstu
vodi ka nestajanju autohtonih biljnih vrsta u tim zemljama (Pimentel et al., 2001).
Njena izuzetna bioinvazivnost, kao i evolucioni mehanizmi koji su ukljuéeni u taj proces
su veoma intrigantni kako za bazicna tako i za primenjena istrazivanja u smislu
iznalazenja mera suzbijanja i spreCavanje Sirenja ove biljne vrste. Ambrosia
artemisiifolia L. (syn. A. elatior) je jednogodisnja zeljasta biljka iz familije Asteraceae.
U narodu je poznata pod nazivima pelenasta ambrozija, fazanusa, limundzik i pripada
grupi korovsko-ruderalnih vrsta koje se brzo i intenzivno $ire. UneSena je iz susednih
evropskih zemalja na naSe prostore (Konstantinovi¢ et al., 2004). Ambrosia sp. je u
Srbiji prvi put zabelezena u Vojvodini 1953. godine (Slavni¢, 1953) i za poslednjih 60.
godina rasSirila se po Citavoj teritoriji Srbije. Rasprostranjena je u mnogim zemljama
Evrope gde je veoma znaCajan korov i glavni prouzrokovac alergija kod humane
populacije (Gyoffry et al., 1995). U optimalnim uslovima sredine biljke ambrozije
izrastaju u visinu i preko 2 m i intezivno su zelene boje (Vrbnicanin et al., 2007). Ima
veoma skromne zahteve u pogledu plodnosti i rastresitosti zemljista tako da veoma
dobro uspeva kako na plodnim 1 rastresitim tako i na siroma$nim i zbijenim zemljistima
(Bohren et al.,, 2006). Ambrozija je kasnoprole¢na vrsta, optimalna temperatura za
njeno klijanje je 20 — 22 °C. Cveta i plodonosi od juna do septembra shodno
meteoroloskim prilikama u datoj godini (Vrbnic¢anin et al., 2007). Jedna biljka moze
da proizvede oko 500 do 3000 semena (Janji¢ i Koji¢, 2000). Zahvaljujuéi svojim
bioloskim osobinama kao i edafskim i klimatskim uslovima ova vrsta se u naSoj zemlji
neprekidno Siri, njena brojnost, gustina i pokrovnost se neprekidno povecava te se
povecava i njeno ucesce u korovskoj sinuziji useva i zasada (Veljkovi¢, 1996). U
nasoj zemlji je evidentirana i vrsta Ambrosia trifida. Ambrosia trifida je jednogodiSnja
biljka iz familije Asteraceae, nativna vrsta §irom Severne Amerike. Polinacija kod ove
vrste je prevashodno anemofilna ali se polen prenosi i insektima. Polen ove vrste je
jedan od glavnih prouzrokovaca jesenjih alergija.

Cilj ovoga rada bio je da utvrdimo da li ve¢ publikovani SSR markeri za Ambrosia
artemisifolia L. mogu biti pouzdani za determinaciju naseg biljnog materijala kao i da
sagledamo geneticku strukturu i varijabilnost vrste Ambrosia sp. na podruéju Ravnog
Srema. Vaznost ispitivanja varijabilnosti Ambrosia sp. u nasem regionu je od znacaja za
kontrolu Sirenja i eventualne introdukcije novih vrsta ili mutacije ve¢ postojecih u nasim
uslovima.

2. MATERIJAL Il METODE

Biljni materijal, sveza lisna masa, sakupljena je iz tri populacije Ambrosia sp. u
Vojvodini: Visnjicevo, Kuzmin i Morovi¢. Svaki populacija je predstavljena sa tri
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genotipa (V1, V2, V3; K1, K2, K3; M1, M2, M3). Za ekstrakciju DNK koris¢eno je
biljno tkivo, sveze mase 100mg, i samleveno u aparatu za homogenizaciju (Retsch
MM400), 1min na 30 Hz. Za potrebe istrazivanja izolovana je genomska DNK po
uputstvu za korisnike Qiagen proizvoda DNeasy Plant Mini Kit sistema
(www.qgiagen.com).

Koncentracija DNK je determinisana spektrofotometrijskom analizom, a
kvalitet i Cistoca odredena sistemom elektroforeze na 1% agaroznom gelu. Za geneticku
karakterizaciju kori$¢eno je 5 SSR markera za lokuse: Amb12, Amb15, Amb16, Amb30
i Amb82. Naziv lokusa, poreklo izolata, prajmer sekvenca i pristupni broj u gen banci
(National Centre for Biotechnology Information-NCBI) prikazani su u tab. 1.

Pet SSR markera, originalno dizajnirani za Ambrosia artemisiifolia poreklom iz
Severne Amerike (Genton et al., 2005) je koris¢eno za determinaciju genetickog profila
ispitivanih genotipova. Prilikom istrazivanja primenjeni su PCR protokoli po Genton
et al. (2005). Statisticka analiza sprovedena je koris¢enjem programa STATISTIKA 7.1
(StatSoft Inc., 2006 ) softverskog paketa. U analizi grupisanja je koriS¢ena matrica
Jaccard’s distanci pri cemu su konstruisani UPGMA dendrogrami i vizuelno prikazani
koriS¢enjem TreeVieu programa (Page, 1996). Mo¢ diskriminacije (PD) za pojedine
mikrosatelitske DNK lokuse utvrdena je po Klosterman et al. (1993): PD=Y.G% gde je
Gi frekvencija i-tog genotipa na posmatranom lokusu.

3. REZULTATI I DISKUSIJA

Svi lokusi su uspesno amplifikovani. Na osnovu amplifikacije 5 lokusa,
detektovano je ukupno 59 alela tj. u proseku 11,8 alela po lokusu (tab. 1).

Tab. 1 Lokusi mikrosatelitskih markera, pristupni broj u Banci gena, prajmer sekvence,
broj detektovanih alela i mo¢ razdvajanja za Ambrosia sp.

Tab. 1 Microsatellites loci, Acession No. in Gen banks, primer sequences, No. of detected allels
and power of discriminations in Ambrisia sp.

Lokusi Pristupni broj Rang alela(bp) Broj alela Snagadiskriminacije(PD)

Locus  Accesion No. Allelic range (bp) No.of allels  Power of discrimination (PD)
Ambl2 AY849308 206-303 10 0.52

Ambl5 AY849309 193-303 8 0.62

Ambl6 AY849310 221-295 21 041

Amb30 AY849311 122°278 8 0.84

Amb82 AY849312 101-193 12 0.56

Ukupno Total: 59 alela allels

11,8 alela po lokusu allels per locus

U tabeli 2 prikazana je detektovana duzina fragmenata po genotipovima. Nulti
lokusi nisu uzeti u obzir pri statistickoj obradi podataka. Na osnovu podataka o snazi
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determinacije (PD) i na osnovu sagledavanja tabele 2 koja pokazuje zastupljenost i
raspored duzine fragmenata po populacijama i genotipovima moze se zakljuciti da su
markeri Amb30 i Amb15 pokazali najvecu snagu diskriminacije vrednostima 0,84 i 0,62,
svaki ponaosob. Najmanje diskriminantan marker bio je Amb16 (PD=0,41) kod koga je
alelni polimorfizam bio izrazen (21 alel) ali rasporeden samo u okviru genotipova
populacije iz Morovica. Kod populacije iz Morovi¢a zabeleZena je najveca a kod
populacije iz Visnji¢eva najmanja polimorfnost i zastupljenost ispitivanih lokusa.

Tab. 2 Detektovana duzina fragmenata za ispitivane genotipove
Tab. 2 The fragment length detection for the genotypes under observation

Genotipovi
Genotypes
Lokusi VI V2 V3 K1 K2 K3 M1 M2 M3
Loci VI V2 V3 KI K2 K3 M M2 M3
Ambl2 - - - - - 206,264,303 204,210, 205,212,224 -
216,223
Ambl5 - - - 198 193, 198, 200, 265, 284 - - 198
303
Ambl6 - - - - - - 221,231,237,243, 227,264,268, 224,239,250,
251,268,279,286,295 279,284,294 269,281,295
Amb30 - 262,271 263 278 198 - 129 122,129 134
Amb82 - - - - - 124 123,135,139, 112,125,136 101,112
151, 193

Rezultati su pokazali visoku geneticku sli¢nost izmedu genotipova K1 i K2
(0,8), iz populacije Kuzmina kao i genotipova M1 i M2 (0,9) iz populacije Morovic¢a.
Genotip M3 pokazuje slicnost sa genotipovima K1 i K2 S$to ukazuje na slicnost
populacija Morovi¢a i Kuzmina. Moze se zakljuciti da postoji znaCajna geneticka
sli¢nost izmedu populacija Morovi¢a i Kuzmina dok je populacija Visnji¢eva geneticki
udaljena.

Iz ispitivane grupe genotipova izdvajaju se sva tri genotipa iz populacije
Visnjiceva i K3 genotip iz populacije Kuzmina koji ni medjusobno ali ni sa ostalim
genotipovima nemaju zajednickih alela (Jaccard-ova distanca je 1). Ovaj podatak ide u
prilog pretpostavci na moguce postojanje druge vrste roda Ambrosija sp. u populaciji
Visnjiceva i Kuzmina. Poslednje je moguée objasnjenje s obzirom da su se, kod ovih
populacija, od ukupno pet lokusa amplifikovala cetiri ali od moguéih 30 detektovane su
amplifikacije samo kod 9 genotipova u odnosu na 12 kod populacije Morovi¢a. Ne
postojanje sli¢nosti izmedu svih genotipova unutar populacije Visnjiceva kao i
izdvajanje genotipa K3 iz populacije Kuzmina ukazivalo bi na promene u genetickoj
strukturi kao posledica mutacija ili genetiCog drifta usled smanjenja adaptivnog
potencijala $to je karakteristicno za invazivne vrste, a naroCito se odnosi na male
populacije i slaze se sa istrazivanjima Dlugosch i Marker, (2008).
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Graf.1 UPGMA stablo za Ambrosia sp. konstruisano koris¢enjem Jaccard-ovih distanci
Figl. UPGMA tree for Ambrosia sp. constructed from Jaccard’s distances.
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Iz navedenih podataka moZemo potvrditi da su SSR markeri bili pouzdano
sredstvo u odredivanju geneticke varijabilnosti vrste Ambrosia sp. na posmatranim
lokalitetaima Ravnog Srema. Utvrdeno je da se markeri, originalno dizajnirani za
severno-ameri¢ku vrstu Ambrosia artemisifolia, mogu uspesno primeniti na materijal
naseg podneblja.
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Summary
GENETIC DIVERSITY OF Ambrosia sp. IN THE AREA OF RAVNI SREM
by

Galovi¢ Vladislava, Orlovi¢ Sasa, Vasi¢ Verica, Poljakovi¢-Pajnik Leopold, Dreki¢ Milan, Pap
Predrag

Ragweed (Ambrosia artemisifolia L.) is the most widespread plant of genus Ambrosia and native
plant species in North America. This invasive plant species is present in many European and Far
East countries and also appeared in Serbia. In Serbia ragweed was first recorded in Vojvodina
1953. and for the last 60 years spreaded across the whole territory of Serbia. It is widespread in
many European countries where it become very problematic weed and important source of
allergies in the human population This extraordinary invasive species and its evolutionary
mechanisms involved are very intriguing for both basic and applied research in this area in order
to improve control measures and prevent the spread of this plant species.

The aim of this study was to determine whether already published SSR markers for Ambrosia
artemisifolia L. can be reliable tools for the determination and analysis of genetic structure and
variability of Ambrosia sp. in the area of Ravni Srem.

Research work in genetic characterization of Ambrosia sp. in the Vojvodina region using
molecular methods have been initiated. For genetic analysis plant material were collected from
three locations, each represented by three genotypes. Five SSR markers for the loci Ambl12,
Ambl5, Amb16, Amb30 and Amb82 were used.

Results indicated that it is possible to apply on our material the SSR markers originally designed
for North American species of Ambrosia artemisifolia. The existence of high diversity in
populations of Ambrosia sp. in the area of Ravni Srem was revealed.
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