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GENETSKA ANALIZA STAROG HVARSKOG CEMPRESA
(Cupressus sempervirens var. horizontalis (Mill.) Gord.

GENETIC ANALYSIS OF THE OLD CYPRESS OF HVAR
(Cupressus sempervirens var. horizontalis (Mill.) GORD.
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SAZETAK : Stari hvarski cempres (Cupressus sempervirens var: horizonta-
lis (Mill.) Gord. starosti je oko 300-350 god., karakteristicnog je fenotipa i
neobicnog morfoloskog izgleda grana, Sto je potaknulo istraZivanja njegova
genotipa. Rezultati RAPD analize sugeriraju da je stari cempres, u vrtu Fra-
njevackog samostana u Hvaru, introducirani genotip iz nekog drugog zemljo-
pisnog podrucja. Sigurnija potvrda bila bi moguca uz analizu veceg broja ge-
notipova s otoka Hvara i kod barem 100 RAPD lokusa. Dva mlada stabla cem-
presa uvrtu Franjevackog samostana u Hvaru nisu vegetativii potomci starog
stabla, vec su vierojatno njegovi generativni potomci. Stari hvarski cempres
moguce je autovegetativao razmnoZiti putem oZiljenica zelenih reznica uz pri-
mjenu IBA u koncentraciji od 4000 ppm, unato¢ njegovoj procijenjenoj dobi
od 300-350 god. Istrazivani genotipovi koji pripadaju var. sempervirens iska-
zali su bolji potencijal vegetativnog razmnoZavanja od onih koji pripadaju

var, horizontalis.

Kljucne rijeci:Cupressus sempervirens, genetska analiza, RAPD.

1. UVOD — Introduction

Kada bi ¢ovjek opisivao ljepotu 1 znamenitosti oto-
ka Hvara, mogao bi nabrajati mnoStvo povijesnih i kul-
turnih spomenika, no samozatajno i pomalo povuceno,
u tisini i duhovnom utoc¢istu, u vrtu Franjevackog sa-
mostana u gradu Hvaru raste jedan ¢empres s neobi-
¢nim izgledom grana. O fenomenu tog cempresa speci-
ficnog fenotipa, procijenjene starosti od oko 300 do 350
godina, raspravljali su mnogi, od posjetitelja do znan-
stvenika. Visok je sedam metara, a grane su mu duge do
osam metara i u presjeku imaju elipti¢an oblik, a ne ci-
lindrican koji je svojstven svim horizontalnim tipovima
cempresa (Cupressus sempervirens var. horizontalis
(Mill.) Gord. Zbog toga je vjerojatno jedan od najinte-
resantnijih cempresa na svijetu (Jurcic 1998).
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Pradomovina ¢empresa (Cupressus sempervirens
L.) je Perzija, Mala Azija i istoéno Sredozemlje, na na-
Sem dijelu eumediterana se udomacio, o ¢emu je najbo-
lie svjedocanstvo njegova prirodna regeneracija na
mnogim lokalitetima priobalnog i oto¢nog dijela sred-
nje 1 juzne Dalmacije. Ne tvori kompaktne sastojine,
vec raste u veéim ili manjim grupama te pojedina¢no
uprskan u postojecu autoktonu vegetaciju (Vidako-
vic¢ 1993). Svojim karakteristicnim habitusom estetski
obogacuje, ozivljava i osvjezuje jadranski krajolik, da-

juci mu jedan topli mediteranski ugodaj.

Stari hvarski cempres, zbog svog neobicnog morfo-
loskog izgleda grana, potaknuo je ideju da se istrazi
eventualna posebnost njegova genotipa, te da se even-
tualno utvrdi da li je nastao kao rezultat modifikacija ili
mutacija. Utjecaj okolinskih ¢imbenika. ponajprije do-
stupnosti vode, kod cempresa moze dovesti do fenotip-
skih promjena (Schiller 1993). Cempres je posaden
u zapadnom dijelu terase dvorista Franjevackog samo-
stana u gradu Hvaru. Procjenjuje se da je star 300 - 350
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godina. Poznat je kao “Roselijev cempres”, jer ga je
prema predaji posadio talijanski slikar Matteo Ros-
seli (1578-1650) koji je navodno zbog slaba zdravlja
boravio u franjevackom samostanu u Hvaru, medutim o
tome nema nikakvih pisanih-dokaza. Cempres je vjero-
jatno saden kada je u XVII. st. uredivana najgornja tera-
sa. Zavod za zaStitu prirode dana 21. rujna 1961. godine
donio je Rjesenje kojim se ovo stablo proglaava zasti-
¢enom prirodnom rijetko$cu. Upisan je u registar Mini-
starstva zaStite okolisa i prostornog uredenja kao spo-
menik prirode.

Uz stari cempres u istom dvoristu nalaze se dva
cempresa koji su po predaji sjemenjaci starog ¢empre-
sa. Posadio ih je 1963. godine pok. fra Venko Gugic¢
rodom iz Blata na Korculi, za vrijeme svog desetogodi-

§njeg sluzbovanja u Hvarskom samostanu (Vinko C a-
ri¢ - usmena predaja). Da bi se ova informacija provje-
rila, kao i utvrdilo eventualno klonsko porijeklo od sta-
rog cempresa, u istrazivanje su ukljucena i ova stabla.

Takoder, potpuno je neistrazena genetska varijabil-
nost cempresa koji rastu na otoku, ali i Sire. Primjenom
molekularnih markera Zeljeli smo utvrditi stupanj ge-
netske srodnosti genotipa atipi¢nog starog hvarskog
cempresa s jedinkama rasprostranjenim u okolici i u
priobalju. Genetska analiza ¢empresa pomocu izoen-
ziskih markera potvrdila je njihovu korisnost (Raddi i
sur., 1990, Papageorgiou i sur. 1993), dok o pri-
mjeni DNA (RAPD) markera kod ¢empresa nismo na-
§hi literaturnih podataka.

2. MATERIJAL I METODE RADA — Material and working methods

Za potrebe genetske analize izvrSeno je kloniranje
(autovegetativno razmnozavanje) devet jedinki ¢em-
presa porijeklom sa tri lokaliteta (Tab. 1). Razmnoza-
vanje je provedeno pomocu zelenih reznica ubranih 6.
4. 1997. na lokaciji Hvar i 4. 5. 1997. na lokaciji Diklo

Tablica 1. Klonovi ukljuceni u genetske analize
Table 1. Clones included in the genetic analysis

kod Zadra. Pikiranje reznica provedeno je u plasteniku
Zavoda za Sumarsku genetiku i dendrologiju, Sumar-
skog fakulteta u Zagrebu tijekom 7. 4. 1997. (lokalitet
Hvar)16. 5. 1997. (lokalitet Diklo).

Lab. kod Genotip Starost Oznaka Porijeklo
Lab. code Genotype Age klona Origin
(god/yrs) | Clone sign

CS-1 C. sempervirens Vrsnik, otok Hvar
var. horizontalis 30 £

CS-5 C. sempervirens _ Franjevacki samostan u Hvaru
var. horizontalis 300 V-599

CS-6 C. sempervirens Franjevacki samostan u Hvaru
var. horizontalis 25 V-597

CS-7 C. sempervirens Franjevacki samostan u Hvaru
var. sempervirens 25 V-398

CS-9 C. sempervirens Diklo kod Zadra
var. sempervirens 20-30 V-601

CS-10 C. sempervirens Diklo kod Zadra
var. sempervirens 20-30 V-605

CS-11 C. sempervirens Diklo kod Zadra
var. sempervirens 20-30 V-603

CS-13 C. sempervirens £ Diklo kod Zadra
var. sempervirens 20-30 Sjemenjak

CS-15 C. sempervirens Pitve, otok Hvar

B var. horizontalis 30 -

CS-16 C. sempervirens Diklo kod Zadra

var, horizontalis 20-30 V-602

Reznice su tretirane alkoholnom otopinom IBA (b-
indol maslacna kiselina) u koncentraciji 4000 ppm.
Zakorijenjene reznice su tijekom proljeca 1998, godine
presadene u kontejnere.
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Za ekstrakeiju DNA koriSteno je biljno tkivo s mla-
dih 1 adultnih stabala. Tkiva sa odraslih stabala uzeta su
[1. 11. 1999. 1 potom ¢uvana u hladnjaku na -20 °C.
Svjeze tkivo sa sadnica uzimano je na sam dan ekstrak-
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cije (25. 11. 1999.). Izolacija i prociscavanje genomske
DNA obavljeno je iz svjezeg tkiva listova uzoraka cem-
presa prema CTAB metodi (Doyle 1 Doyle 1990).
RAPD - PCR reakcije odvijale su se u volumenu 25 pl
koji je sadrzavao: 20 ng genomske DNA; | U Taq poli-
meraze “Sigma” i 2,5 ul PCR 10x pufera iz kompleta s
enzimom: 2.5 pl ANTP (2. 5 mM od svakog nukleoti-
da): 7.5 pmola primera 1 3,0 pl MgCl, (konc. 25mM).
Za generiranje DNA polimortizma koriSteno je 16 oli-
gonukleotidnih primera (Operon, Almeda, CA) A-01,
A-02, A-03, A-04, A-05, A-06, A-07, A-08, C-01, C-02,
C-03, C-05, C-06,C-07, C-08, C-09).

PCR reakcije odvijale su se u aparatu MJ Research
PTC-100 u sljedecem temperaturom profilu: 5 min 95
°C; zatim 45 ciklusa (30 sec. 94 °C, 30 sec. 36 °C, 60
sec. 72 °C) 1 zavrsno 72 °C sedam minuta.

Produkti reakcije separirani su u horizontalnoj elek-
troforezi s 1,3 % agaroznim gelom i detektirani boje-
njem s etidium bromidom i UV svjetlom. Fotografira-

nje je obavljeno Polaroid filmom Tip 677. RAPD mar-
keri se vide kao vise crtica unutar jedne uzduzne pruge.
Pojava i relativni polozaj tih crtica predstavljaju geno-
tipsku specificnost marker-alel. Na fotografiji gela oci-
tavano je prisutnost (1) 1 odsutnost (0) fragmenata za
polimorfne bandove. O¢itavani su samo dobro vidljivi i

jasni bandovi, kako bi preciznost analize bila Sto veca.

1z ukupno izdvojena 23 polimorfna lokusa izracunat je
indeks slicnosti, “Simple Matching”™ koeficijent
(Rholf 1990), za sve moguce parove analiziranih ge-
notipova cempresa: SM, = m,, /n(ij) gdje je SM,,, mje-

ra genetske slicnosti izmedu genotipa 7 i genotipa j, m,;,

je broj poklapanja istovjetnog stanja na datom lokusu

(1-1 or 0-0) izmedu genotipova i i/, a n,, je ukupni broj
mogucih usporedbi izmedu genotipova i i /.

Iz izraCunatih vrijednosti genetske slicnosti prove-
dena je hijerarhijska grozdasta analiza (Hierarchical
cluster analysis) prema UPGMA algoritmu uz pomoc
NTSYS-pc paketa (Rholf 1990).

3. REZULTATI ISTRAZIVANJA I RASPRAVA — Results of investigations and discussion

Staro stablo hvarskog cempresa visoko je sedam
metara i1 zbog nepostojanja vertikalnog vrha, racva se u
dvije strane te mu je habitus poprimio izrazito kiSobra-
nast izgled (SL 1). Ne zna se to¢no da li je vrh slomljen

Shika 1. Habitus starog hvarskog ¢empresa
Figure 1. Habitus of the old cypress of Hvar

vietrom ili cempresi zbog starosti i u odredenoj dobi
gube vrh. Obujam pri dnu debla je 200 cm. do visine od
[,5 m obujam doseze 220 e¢m. Prvo razgranjenje je na
visini od 2,5 m. Grane odstupaju Siroko od debla i na
presjeku su eliptiéne. Na toj razini grane su duge 7-8 m,
i imaju obujam 120 cm. Obujam na vrhu grane se sma-
njuje na 60 cm. Grane su raspucale, sr¢ika je propala
tako da je ostalo svega 10-15 cm zivog tkiva. Vrsne
granc nisu tako izduzene u prostoru, vec pri vrhu imaju
zavojit oblik, zadrzavajuci karakteristican plosnati iz-

gled. (SL 2). Boja kore svih grana i debla se prelijeva u
nijansama od sive, preko sivosmede do tamnosmede

Slika 2. lzgled vranih grana starog hvarskog ¢cempresa
Fieure 2. Appearance of the old Hvar cypress top branches
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boje. Vazno je primijetiti da na grani prve razine, koja
se pruza smjerom jug-sjever, pri zavrsetku izbija grana
izrazitog vertikalnog rasta, pa se dobiva dojam da na
tom gorostasu raste jo§ jedan mali cempres horizontal-
nog oblika.

[zbojci na granama su usmjereni na sve strane, oko |
mm debeli, okrugli ili ¢eteverobridni, lisce je ljuskasto,
unakrsno nasuprotno poredano, sitno jajoliko, tupo, ta-
mnozeleno. Ceseri su sjajni, smedi do sivi, okruglasti
do elipti¢ni, na 2-3 cm dugi. sastoje se od 8-14 ljusaka,
obilnog uroda. Hvarski ¢empres cvate redovito kao i
drugi urano proljece 1 obilno rodi. Istrazivanjem naslje-
divanja dviju glavnih karakteristika cempresa, var.
sempervirens i var. horizontalis, utvrdeno je da su oni
uvjetovani sa cetiri alelomorfne forme jednog gena
(Panetsos 1967).

Rezultati autovegetativnog razmnozavanja istrazi-
vanih genotipova cempresa, navedenih u Tablici 1., dali
su vrlo dobar uspjeh zakorjenjivanja, kako kod mladih
tako i kod starog stabla ¢empresa. Uspjesno je presa-
deno od 8.3 do 53,3 % zakorijenjenih reznica cempresa
tretiranth sa IBA, a takoder i kod netretirane kontrole
dobiveni su rezultati od 2,0 do 60.0 %, zavisno od klo-

na. Samo genotip V 600 nije iskazivao potencijal za-
Korjenjivanja reznica.

Uz primjenu hormona (IBA), iznenadujuci je najbo-
Iji rezultat postigao genotip V 599 (Stari hvarski ¢em-
pres). On je imao cak 53,3 % uspjesno presadenih sad-
nica. S obzirom na dob ovog genotipa. te da nije primi-

jenjena metoda rejuvenilizacije, rezultati zakorjenjiva-

nja starog hvarskog ¢empresa vrlo su znacajni za even-
tualno masovnije vegetativno razmnozavanje. Istrazi-
vanja uspjesnih metoda zakorjenjivanja razli¢itih formi
¢empresa, nakon provedenog cijepljenja (heterovege-
tativnog razmnozavanja) proveo je Franclet (1969).

Na temelju zbirnih podataka za istrazivane genoti-
pove dobiveno je da var. sempervirens pokazuje ten-
denciju boljeg zakorjenjivanja od var. horizontalis. bez
obzira na porijeklo selekcioniranih stabala.

Za izracunavanje SM indeksa i provedbu “grozda-
ste” (cluster) analize izvrieno je o¢itavanje lokusa elek-
troforegrama. RAPD markern su tzv. dominantni mar-
keri, gdje se biljezi prisutnost fragmenata odredene mo-
lekulske mase (alel=1), odnosno njegova odsutnost na
ocekivanom mjestu (alel=0). Iz ovih binarnih podataka
izracunate su vrijednosti indeksa sli¢nosti (Tab. 2).

Tablica 2. Indeksi genetske slicnosti (SM) izmedu analiziranih genotipova ¢empresa, izracunati iz

RAPD podataka.
Table 2.  Genetic similarity indices (SM) among all analyzed cypress genotypes computed from
RAPD data.
Uzorak | CS-1 CS-5 CS-6 CS-7 CS-9 | CS-10 | CS-11 | CS-13 | CS-15
CS-1 1,00
CS-5 0.26 1.00
- CS-6 031 | 057 | 1.00
CS-7 0,41 0.41 0,75 1.00
CS-9 0.65 0,15 0,37 0,66 1,00
CS-10 0,73 0,34 0,15 0.41 0,75 1,00
Cs-11 0,73 0,34 0,36 0,58 0,60 0.65 1,00
CS-13 0.43 0,39 0.47 0,66 0,70 0,60 0.26 1,00
CS-15 0.91 0.34 0.36 0.33 0,55 0,65 0,73 0.35 1,00
CS-16 0,38 0.47 0,70 0,66 0,55 0,42 0,33 0,66 0.38
SM-avg*®| 0,53 0.36 0,44 0,54 0,55 0,52 0,50 0,50 0,51

* prosjek SM vrijednosti jednog genotipa sa svim drugim analiziranim genotipovima
* average SM values for one genotype with all other analyzed genotypes

Vrijednosti SM indeksa, tj. relativne slicnosti svih
mogucih parova genotipova (njih 45) varirajuod 091 u
slucaju para CS-1 1 CS-13, Sto predstavlja visoku sli-
¢nost, do 0.15 kod para CS-5 i CS-9, Sto predstavlja
znaCajnu razlic¢itost genoma. Iz prosjecne vrijednosti
SM indeksa jednog genotipa sa svima drugima vidi se
da je genotip CS-5 (stari hvarski ¢empres) relativno
male genetske slicnosti s vecinom drugih genotipova,
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Glede ¢injenice da se stari hvarski ¢empres fenotipski
razlikuje u otklonu i obliku grana od ostalih genotipova
var. horizontalis ukljucenih u istrazivanje, manja srod-
nost CS-5sa C'S-1, CS-151CS-16 sugerira da ta razlici-
tost nije posljedica okolinskih uvjeta.

Manja srodnost s genotipovima C'S-9, CS-10. CS-11
i CS-13 je ocekivana, jer su ova tri genotipa prostorno
vrlo udaljeni od C'S-5 i pripadaju var. sempervirens.
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Genotip CS-5 pokazuje najvecu srodnost s genoti-
pom CS-6 (SM = 0.57) koji je jedan od njegovih mogu-
¢ih generativnih potomaka horizontalnog izgleda (Vin-
ko Caric¢ -usmena predaja). Drugi pretpostavljeni po-
tomak (CS-7) je neSto manje srodan (SM=0,41). No, ta
dva genotipa, uz izuzetak CS-16, ipak su u najvecem
srodstvu sa CS-5 u odnosu na sve druge uzorke. 1z toga
slijedi da su ova dva genotipa vjerojatno generativni
potomei genotipa CS-5. Ostaje nejasna “bliskost™ CS-
16 koji po svom porijeklu i fenotipu znatno odudara od
starog hvarskog ¢empresa. Istrazivanja na drugim vrs-
tama pokazuju da je broj potrebnih polimortnih RAPD
lokusa (fragmenata) za pouzdanu procjenu genetske
slicnosti znatno veci od broja u ovome radu (Pejic i
sur. 1998) pa ovo odstupanje moze biti posljedica nedo-
voljnog uzorka genoma, ali 1 posljedica eksperimental-
ne pogreske druge vrste. Uz pretpostavku da je cempres
kao vrsta vrlo heterozigotan, generativni potomei mogu

biti genetski vrlo udaljeni od majc¢inskog genotipa. Sli-
¢no je slucaj kod vinove loze (Maletic isur. 1999)ili
npr. hrasta (Streiff i sur. 1998).

U usporedbi sa svim ispitivanim genotipovima, ge-
notip CS-5 ima relativno mali SM indeks, Sto dodatno
upucuje na njegovu mogucu posebnost u odnosu na dru-
ge istrazivane genotipove. Veli¢ina genetske razlicitosti
naspram drugih genotipova, kao i njegov polozaj u den-
drogramu upuc¢uju na mogucnost da je on introduciran iz
nekog udaljenog geografskog podrucja. Uz iznimku CS-
16, dendrogram potvrduje naprijed navedene konstataci-
je (SL 3). Genotipovi CS-1 1 C'S-15 ¢ine jednu skupinu
(cluster) sa visokom genetskom slicnoséu (SM=0.91).
Jedan tip je iz Pitava, a drugi 1z Vrsnika na otoku Hvaru.
Ta dva mjesta su udaljena svega 3 km pa je ova sli¢nost
logi¢na. Vecina genotipova var. sempervirens su medu-
sobno grupirani s vrijednoséu SM indeksa koji se u naj-
vecem broju slu¢ajeva krece od 0.58-0.75.
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Slika 3. Relativna slicnost deset genotipova cempresa (Cupressus semprevivens L) na temelju 23 RAPD lokusa.
Figure 3. Relative similarity among ten cypress genotypes ( Cupressus semprevirens L) based on 23 RAPD loci.

Ako se dendrogram podijeli u dvije velike skupine
(A1 B), svi genotipovi iz franjevactkog samostana Hvar
¢ine jednu skupinu (B), uz ranije spomenutu iznimku
genotipa CS-16. Skupinu A ¢ine svi ostali uzorei koji su
prostorno udaljeni od 20 do 250 km od franjevackog sa-
mostana Hvar. Prema tomu, prostorna udaljenost nije
bila odlucujuca za znaCajnu genetsku udaljenost starog
cempresa 1 njegovih potomaka. 1z ovog slijedi da je ge-
notip starog cempresa bitno razli¢it u odnosu na druge

analizirane uzorke, §to upucuje na mogucénost njegove
introdukcije iz geogratski udaljenog podrucja. Uz pret-
postavku da ga je prema legendi posadio talijanski sli-
kar Matteo Rosseli (Jurcic¢ 1998) nije iskljuceno
da ga je on donio iz neke druge zemlje. Inace, Hvar je u
vrijeme prije vise od 300 godina bio vrlo prometno
mjesto, a 1 sami Franjevei oduvijek su putovali 1 imali
razvijen osjecaj za vrtnu umjetnost. Stoga je mogucnost
introdukcije vrlo vjerojatna.
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4. ZAKLJUCCI - Conclusions

I. Rezultati RAPD analize sugeriraju da je stari ¢em-
pres, u vrtu Franjevackog samostana u Hvaru, intro-
ducirani genotip iz nekog drugog zemljopisnog po-
dru¢ja. Sigurnija potvrda bila bi moguca uz analizu
veceg broja genotipova s otoka Hvara 1 kod barem
100 RAPD lokusa;

Dva mlada stabla ¢empresa u vrtu Franjevackog sa-
mostana u Hvaru nisu vegetativni potomei starog sta-
bla, ve¢ su vjerojatno njegovi generativni potomet;

[ES]

3. Stari hvarski ¢empres moguce je autovegetativno
razmnoziti putem oziljenica od zelenih reznica uz
primjenu [BA u koncentraciji od 4000 ppm, unatoc
njegovoj procijenjenoj dobi od 300-350 god.;

4. Istrazivani genotipovi koji pripadaju var. sempervi-
rens iskazali su bolji potencijal vegetativnog raz-
mnozavanja od onih koji pripadaju var. horizontalis.
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SUMMARY: The old cvpress of Hvar (Cupressus sempervirens var: horizontalis (Mill.)
Gord., is about 300-350 vears old, with a characteristical phenotvpe and an unusual mor-
phological branch appearance, that incited the research of its genotype. The results of
RAPD analysys suggest that the old cypress, in the garden of Franciscan monastery, is an
introduced genotvpe from another geographical region. A more reliable confirmation
would be possible by the analysis of a larger number of genotvpes from the island of Hvar
and with at least 100 RAPD loci. Twwo vounger evpress trees in the garden of Franciscan
monastery in Hvar are not vegetative progeny of the old tree, but more likelyv its generative
progeny. The old cvpress of Hvar can be propagated autovegetatively by means of rootings
of summer cuttings using 1BA in concentration of 4000 ppm, in spite of its age estimated to
300-350 years. The researched genotvpes belonging to the var. sempervirens showed a
better potential for vegetative propagation than those belonging to the var: horizintalis.

Keyv words: Cupressus sempervirens, genetic andalvsis, RAPD.
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