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VinogradniStvo in vinarstvo sta se pri nas uveljavila v ¢asu keltskih in ilirskih
plemen. Zelo pomembno izhodisée za ti panogi so donosne sorte, prilagojene na
dane okoljske dejavnike. Pridobivanje oziroma izbor tak$nih sort pa obsega
Stevilne metode vrednotenja kakovosti posamezne sorte oziroma tako imenovano
klonsko selekcijo. Klonska selekcija poteka v daljSem ¢asovnem obdobju, kjer se
odbirajo najbolj aktualni kloni posameznih sort Zlahtne vinske trte. Poleg
morfoloSke identifikacije pa so se v zadnjem obdobju uveljavile tudi razli¢ne
molekularne tehnike identifikacije na nivoju DNK. Za najbolj uporabne so se
izkazali mikrosateliti, na osnovi katerih lahko izdelamo veliko $tevilo markerjev,
ki so dovolj polimorfni, da lahko z njimi razlo€ujemo med sortami in v nekaterih
primerin celo kloni. Z verizno reakcijo s polimerazo smo na osnovi
mikrosatelitskih markerjev identificirali 38 klonov, 15-ih razli¢nih sort. V dveh
primerih je prislo do razlik med kloni znotraj posamezne sorte, in sicer pri klonih
'"Laski rizling' SI-11, 'Renski rizling' S1-23, Kjer je prislo do razlik zaradi pojava
himerizma. Pri sorti ‘Chardonnay' SI-21 pa je prislo do razlik med kloni zaradi
pojava sen¢nih fragmentov. Mikrosateliti so torej dobra izbira za identifikacijo
tako sort kot klonov in za razlikovanje med sortami, niso pa tako zelo u¢inkoviti
pri zaznavanju razlik med kloni.



Kastelec M. Analiza trsov klonske selekcije Zlahtne vinske trte (Vitis vinifera L.) z molekulskimi markerji.
Dipl. delo (VS). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2015

KEY WORDS DOCUMENTATION
DN Dv1
DC UDC 634.8:577.2(043.2)
CX nobel Vitis vinifera L. / genetics / microsatellite marker / variety / clone
AU KASTELEC, Maja

AA STAJNER, Natasa (supervisor)

PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

PB Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Department of Agronomy
PY 2015

Tl MOLECULE MARKER ANALYSIS OF NOBLE GRAPEVINES (Vitis

vinifera L.) FROM CLONAL SELECTION
DT B. Sc. Thesis (Academic Study Programmes)

NO X, 41 p., 8tab., 7 fig., 52 ref.

LA sl
AL sl/en
AB Viticulture and enology have appeared in our land at the time of Celtic and Illyrian

tribes. Relevant for this area are profitable varieties, which are adapt to a certain
environmental factors. For selection of such varieties we need to evaluate a number
of methods related to production and quality of each variety. Such process is called
clonal selection and it takes a long period of time to choose the most actual clones
of each grapevine varieties. In addition to the morphological characterization
various molecular techniques for identification and characterization at the DNA
level were implemented in recent times. Microsatellites have proved to be the most
useful molecular tool for genotyping of nobel grapevines and on their basis we can
produce a large number of markers. They are very abundant in the grapevine
genome and very polymorphic for distinction between varieties and in some cases
even clones. In the present work we have identified 38 clones of 15 different
varieties using microsatellite markers. The clonal variability was discovered among
clones for two out of fifteen varieties ('Laski rizling' SI-11, 'Renski rizling' SI-23)
where the differences based on the occurrence of third allele (chimerisem). The
differences among clones of 'Chardonnay' occurred as stutter bans by clone
‘Chardonnay’ SI-21. Microsatellites are therefore an excellent choice for the
identification of varieties but they are not very effective in detecting differences
between clones.
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1 UvOD

Vinogradni$tvo in z njim tudi vinarstvo sta se pri nas zacela uveljavljati okoli 2 400 let
nazaj, v Casu keltskih in ilirskih plemen (Vinogradnistvo ..., 2011). Ohranila sta se vse do
danes, a zal se je ta dejavnost mo¢no zmanjsala. V 19. stoletju so zabelezili 50 000 ha
vinogradniskih povrsin (Kuljaj, 2005), v zacetku leta 2010 je bilo v register pridelovalcev
grozdja in vina (RPGV) vpisanih 28 000 pridelovalcev, skupno so obdelovali 17 000 ha
vinogradov. Vendar je dandanes velik del pridelovalcev neregistriranih kar pomeni, da je
skupna povrsina vinogradov nekoliko vec¢ja od 22 000 ha (KGZS, 2012). Letno se na
tolik$ni povrsini pridela povprecno 100 milijonov litrov vina, porabi pa 40 litrov na
prebivalca (Kuljaj, 2005). V Pravilniku o seznamu geografskih oznacb za vina in trsnem
izboru (2007) je vpisanih 52 sort vinske trte, 35 belih in 17 rde¢ih (Strukelj-Mavrié in sod.,
2012).

Glavni namen rajonizacije je zasCita geografskega porekla, kar pomeni, da je zaradi
raznolike sestave tal, razgibanosti reliefa in podnebnih razlik, ki doloc¢ajo kje bo katera
sorta najbolje uspevala, Slovenija razdeljena na 3 vinorodne dezele, in sicer Podravje,
Posavje in Primorska ter 9 vinorodnih okoliSev, ki pa se dalje delijo v podokolise, ozje
okolise, kraje in lege (Rusjan, 2009). Specificne ekoloske razmere, ki vplivajo na
raznolikost sort zlahtne vinske trte ter zaZelena kakovost sadilnega materiala sta pred 60
leti spodbudili vinogradnike, da so priceli s klonsko selekcijo Zlahtne vinske trte na
Slovenskem. Trsne cepljenke v Sloveniji namre¢ pridelujemo iz potrjenih mati¢nih trt
klonov posameznih sort, ki so nastali na osnovi tuje in domace selekcije. Od svetovno
razSirjenih sort so bile v naso klonsko selekcijo vkljucene tiste sorte, ki So primerne za nase
ekoloske razmere (Koruza in sod., 2012).

Glavni cilj klonske selekcije je, odbira rastlin, ki so najboljse glede na rast in rodnost.
Veliko vlogo pri klonski selekcij imajo podnebne razmere, ki se od obmocja do obmocja
razlikujejo. Zato je potrebno neprestano pregledovati primernost klonov za doloceno
obmocje (Mohori¢, 2005).

Leta 1992 smo dobili dve selekcijsko trsnicarski sredisci (STS) v Vrhpolju pri Vipavi in
Ivanjkovcih pri Ormozu, leta 2008 pa so bila izdelana zaklju¢na porocila o preskusanju 39
novih slovenskih klonov 16-ih sort zlahtne vinske trte (Koruza in sod., 2012). Rezultat
klonskih selekcij so potrjeni kloni sort 'Laski rizling', 'Sauvignon', 'Sipon', 'Rebula,
'Merlot', 'Zametovka', 'Pinela’ in 'Zelen'. Pri nekaterih sortah so kloni med seboj zelo
razli¢ni, kar je vidno v koli¢ini in kakovosti grozdja ter bujnosti ali rasti trt (Mohoric,
2005). Identifikacijo sort zlahtne vinske trte danes veCinoma izvajamo z ampelografskimi
metodami v manj§i meri pa tudi z molekularnimi metodami na nivoju DNK
(deoksiribonukleinska kislina). Morfoloske metode temeljijo na opazovanju morfoloSkih
razlik med rastlinami in zaradi vpliva okoljskih dejavnikov je v¢asih identifikacija sort in
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klonov lahko tudi napa¢na. Uporaba molekularnih metod na podroc¢ju identifikacije sort
zlahtne vinske trte pa omogoc¢a analizo na nivoju genotipa in je navadno dopolnilna
metoda, ki se uveljavlja in SirSe uporablja predvsem v zadnjem casu. Metoda se izvaja z
uporabo razlicnih molekularnin  markerjev, med Kkaterimi so se najbolj uveljavili
mikrosateliti. Pri Zlahtni vinski trti je bilo v preteklosti razvitih ve¢ kot 500
mikrosatelitskih markerjev, od leta 2007, ko je bila objavljena sekvenca celotnega genoma
zlahtne vinske trte se je Stevilo povecalo. Izredni potencial in uporabnost mikrosatelitskih
markerjev pri doloc¢anju sort zlahtne vinske trte in podlag je bil dokazan v Stevilnih
raziskavah (Stajner, 2003).

1.1 VZROK IN NAMEN RAZISKAVE

Klonska selekcija se od 19. stoletja naprej uporablja za izboljSanje nekaterih pridelovalnih
lastnosti sort zlahtne vinske trte (Ambrosi in sod., 1994, cit. po Regner in sod., 2006). Pri
klonski selekciji se naravnha raznolikost znotraj dane sorte uporablja za izboljSanje
nekaterih lastnosti pomembnih za pridelavo vina, kar omogoca pridelovalcem, da ponudijo
razli¢ne fenotipe znotraj ene sorte in za pridelavo oziroma predelavo odberejo najboljse.
Razli¢ni kloni, ki predstavljajo variabilnosti posamezne sorte odrazajo tudi rezultat
pozitivne mnozi¢ne selekcije na osnovi izbranih vinogradniskih karakteristik (Regner in
sod., 2006).

Ker ima zlahtna vinska trta dolgo tradicijo gojenja, nekatere tradicionalne sorte kot npr.
razli¢ne sorte 'Pinot' (npr. 'Modri Pinot', 'Sivi Pinot', '‘Beli Pinot'), kazejo visoko stopnjo
variabilnosti (Bassermann-Jordan, 1975, cit. po Regner, 2006). Stopnja variabilnosti je
odvisna od razmnoZevanja, razSirjenosti po razliénih obmogjih in intenzivnosti pridelave
(Schoffling in Stellmacha, 1993, cit. po Regner, 2006).

Za namen zlahtnjenja je najprej potrebna identifikacija rastlinskega materiala oziroma
posameznih klonov, prav tako pa je potrebno oceniti heterozigotnost materiala. Dalje je
zelo priporo€ljiva indikacija genetske raznolikosti obstojecih klonov in hkrati potrditev
identi¢nosti dolocene sorte z molekularnimi markerji.

1.2 DELOVNA HIPOTEZA

Klone posameznih sort vkljuéenih v poskus klonske selekcije zlahtne vinske trte bomo
analizirali z mikrosatelitnimi molekularnimi markerji. Predvidevamo, da bomo potrdili
identiteto klonov posameznih sort in odkrili variabilnost med kloni znotraj posamezne
sorte. Na osnovi dobljenih razlik na posameznih mikrosatelitskih lokusih bomo ugotovili
uporabno vrednost mikrosatelitov za lo¢evanje posameznih klonov. Ocenili bomo tudi
primernost uporabljene biotehnoloske metode za testiranje pri programih klonske selekcije,
za odkrivanje napak pri poimenovanju in identifikaciji.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 1ZVOR IN KLASIFIKACIJA ZLAHTNE VINSKE TRTE (Vitis vinifera L.)
2.1.1 lzvor zlahtne vinske trte

Trta se je razvila na zemlji pred ¢lovekom, kar lahko potrdimo s fosilnimi ostanki pec¢k in
ostalih delov trte iz obdobja mezozoika, kenozoika in Se poznejsih dob. Domnevajo, da je
rod Vitis nastal v eni mlajsih geoloskih dob (Dobersek, 1978).

Glede izvora zlahtne vinske trte lahko povzamemo po Negrulju (cit. po Dobersek, 1978),
da sta najpomembnejSi srediSCi nastanka zlahtne vinske trte v severovzhodni Aziji in
severovzhodni Ameriki. Rupcov (cit. po Dobersek, 1978) pa je Se bolj natancen in pravi,
da se je v Zakavkazu v Srednji Aziji in Iranu, na Daljnem vzhodu, v Sibiriji, na Kitajskem
in v Severni Ameriki razvilo najvec vrst zlahtne vinske trte in sadnih vrst. Z obmocja Male
Azije so Zlahtno vinsko trto in znanje o njenem gojenju ter pridobivanju soka in vina, §irili
v obmocja Evrope, natan¢neje v anti¢ne deZele, od tam pa v Italijo in ob Jadranski obali,
Kjer so se z vinogradnistvom ukvarjali ze 500 let pr. n. §t. (Dobersek, 1978).

2.1.2 Klasifikacija Zlahtne vinske trte

Vitis vinifera L. spada v evroazijsko skupino. V to geografsko skupino poleg nje spada tudi
Vitis vinifera L. ssp. sylvestris. Evroazijske trte ter poleg teh tudi vzhodno azijske in
severno ameriSke trte spadajo dalje v podrod Euvitis, rod Vitis in druzino Vitaceae ali
Ampelideae, v slovenskem jeziku so to vinikovke (Rusjan, 2009). Dalje spadajo v red
Vitales (vinikovci), v nadred Rhamnanae, podrazred Rosidae, razred Rosopsida oziroma
»prave dvokali¢nice«, poddeblo Magnoliophytina ali kritosemenke, deblo Spermatophyta
oziroma semenke ter v kraljestvo Plantae ali rastlin (Bati¢ in sod., 2004).

2.2 KLONSKA SELEKCUA

Klonska selekcija se je pricela leta 1876, ko so vinogradniki zaceli z raziskavami na
podro¢ju donosa in kakovosti posamezne sorte trte. Rezultati tega dela so prispevali k
registraciji prvega klona zlahtne vinske trte, sorte 'Silvaner', s povpre¢nim donosom 6,0 -
6,4 kg/trto. Te raziskave so bile opravljene s strani Froelicha leta 1900. Danes je za skoraj
vse pomembnejSe sorte dostopen klonski material za razmnozevanje in se uporablja po
vsem svetu. Trenutno je v Nemciji registriranih okoli 600 klonov, v Franciji pa ve¢ kot
1000 (Schon in sod., 2009).
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Zlahtna vinska trta je sicer zaradi dolge Zivljenjske dobe nagnjena k prilagajanju na
okoljske in patogene vplive, kar pa vodi k fenotipskim in genotipskim spremembam, ki jih
imenujemo tudi klonska variabilnost. Klonska variabilnost je tu definirana kot sprememba
v genomu, Ki je bila pridobljena z nespolnim razmnozevanjem (Schon in sod., 2009). Z
vegetativnim razmnozevanjem preko dolgih ¢asovnih period pride do kopi¢enja mutacij v
posameznih genotipih, kar se izrazi kot spremenjen fenotip. Klonska selekcija je tako
orodje za izboljsanje pridelka (Regner in sod., 2006).

V klonski selekciji je potrebno fenotipske razlike znotraj sorte jasno opredeliti. Koli¢inske
lastnosti (npr.: Stevilo grozdov na trto ali zgradba grozda, donos) so prepoznavne na eni
trti, kakovostne lastnosti (npr.: vsebnost sladkorja in kislin) pa so opazne le pri veéjih
nasadih, posajenih v raziskovalne namene oziroma za namene klonske selekcije. Cilji
klonske selekcije so ve¢inoma odvisni od sorte in njegove namembnosti. Tako je na primer
pri pridobivanju podlag poudarek na zdravju materiala, da se prepreci prenos virusa po
cepljenju na potomce, pri namiznem grozdju pa je najbolj pomembna lastnost npr. videz, ki
pa pri vinskem grozdju nima glavne vloge (Schon in sod., 2009).

2.3 RAZVOJ VINOGRADNISTVA IN KLONSKE SELEKCIJE NA SLOVENSKEM
2.3.1 Razvoj vinogradnisStva v Sloveniji

Zlahtna vinska trta je ena najstarej§ih gojenih rastlin pri nas. Ze v 15. in 16. stoletju so
nekatere avtohtone sorte $e posebej izstopale po svoji vsestranski kakovosti. Sicer pa se je
vinogradniska dejavnost pri nas zacela ze v Casu Keltov. S prihodom Rimljanov se je
vinogradnistvo Se izpopolnilo. V srednjeveskem casu pa imajo najveC zaslug za Sirjenje
vinogradniStva in kletarstva samostani, ki so imeli v posesti odli¢ne vinogradniske lege in
so bili tako vodilni strokovnjaki na tem podro¢ju (Medved, 1995).

V obdobju med 16. in 18. stoletjem je priSlo do razvoja intenzivnega vinogradniStva. Cene
vina so pri¢ele nara$¢ati in zato so zaceli masovno saditi trto (Medved, 1995). Napredek v
vinogradnistvu se je nadaljeval tudi v 19. stoletju. Zaceli so ustanavljati kmetijske druzbe,
dr. Janez Bleiweis je pricel z izdajanjem Kmetijskih in rokodelskih novic. Dobili smo tudi
prvo vinarsko Solo v Mariboru, in sicer leta 1881. Pet let kasneje pa Se kmetijsko Solo na
Slapu pri Vipavi (Kuljaj, 2005).

Okoli leta 1880 je priSlo do pojava nove veje na podro¢ju vinogradniStva, to je trsnicarstvo.
V tem obdobju se je namre¢ pojavila trtna u§ (Viteus vitisfoliae F.) in potrebno je bilo
cepljenje na trtno u$ odporne vrste zlahtne vinske trte, ki so izvorno ameriske (Medved,
1995).
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Pred zacetkom 1. svetovne vojne se je Stevilo vinogradov ponovno zacelo zmanjsevati,
zaradi vseh tegob v predhodnih letih. V kraljevini Jugoslaviji so bile razmere za
gospodarjenje Se vedno tezke in tako so kmetje zaceli s sajenjem samorodnic, katerih ni
bilo potrebno oskrbovati. Kakovost vina je bila slaba in so ga morali celo sladiti z medom
ali mu dodajati zac¢imbe (Medved, 1995). Po 2. svetovni vojni pa je prisel ¢as velikih
sprememb. Velike lastnike vinogradov in nemske vinske trgovce so zamenjale zadruge in
drzavna gospodarstva. Poleg tega so kmetje zaceli odhajati v mesta, kar je prispevalo Se k
ve¢jemu opuscanju vinogradov (Medved, 1995).

2.3.2 Razvoj klonske selekcije v Sloveniji

Leta 1954 se je poleg organizirane odbire mati¢nih trt zacela izvajati nacrtna klonska
selekcija ter pridobivanje novih sort Zlahtne vinske trte in podlag s krizanjem. Stiri leta
pozneje se je to obdobje koncalo z ukinitvijo drzavnih in Solskih posestev, vinarskih
zadrug in vinarskega instituta. Leta 1971 se je obnovilo 40 - 50 ha mati¢njakov podlag, da
bi sadili doma pridelan trtni sadilni material in ponovno zaceli s pozitivno mnozi¢no
selekcijo mati¢nih trt ter lastno trsnicarsko pridelavo. Klonska selekcija poteka torej v
selekcije, ki se opravita isto¢asno in z vsemi razpolozljivimi, sodobnimi in mednarodno
potrjenimi priporoCenimi postopki. Glavna usmeritev klonske selekcije v Sloveniji je
odbira klonov gospodarsko pomembnih domacih sort zlahtne vinske trte in podlag, za
katere ustreznega razmnozevalnega materiala ne moremo dobiti drugje in ki lahko vplivajo
na izboljSanje tehnoloske kakovosti pridelka, popestritev trzne ponudbe nasih vin ali
kakorkoli drugace pripomorejo k napredku nasega vinogradnistva (Koruza in sod., 2012).

Po letu 1970 se je v Sloveniji zacela akcija zbiranja, ohranjanja in vrednotenja starih sort in
klonov ter organizacija kolekcijskih nasadov, katere osnovni namen je zbiranje genskega
materiala zlahtne vinske trte za nadaljnje zlahtnjenje. V kolekcijskih nasadih so ohranjene
raz$irjene, standardne sorte razli¢nih klonskih selekcij (primeri: ‘Chardonnay’, '‘Beli Pinot',
‘Ranina’).

Poudarek pri klonski selekciji je na pozitivni mnozi¢ni selekciji. Mati¢ne trte, ki tu
dosezejo najvec¢jo vSOto ocen, postanejo »elitew, ki gredo dalje v predklonsko selekcijo.
Elitne trte, ki se tu izkaZzejo za najboljse so primerni klonski kandidati in se jih lahko
razmnozuje v klonske linije. Klonske kandidate, ki so se po statisti¢ni obravnavi podatkov
pokazali kot najboljsi, se nato prijavi v uradno potrditev. Po uradni potrditvi se nov klon
vpiSe v register uradno potrjenih klonov, in dovoli se, skladno s pravilnikom, njegovo
razmnozevanje v trsnic¢arski pridelavi. Postopek klonske selekcije od odbire elitne trte do
kon¢nega postopka uradnega priznavanja skupno traja najmanj 18 let (Koruza in sod.,
2012).
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Med izvajanjem klonske selekcije nismo pozorni le na lastnosti, ki jih Zelimo ohraniti ali
izraziti, ampak tudi na zdravstveno stanje trt. Okuzbi se lahko izognemo z opravljanjem
zdravstvene selekcije klonov, posledi¢no pride do uporabe neokuzenega sadilnega
materiala in preprecitve Sirjenja okuzbe (Krastanova in sod., 1995). Virusne okuZbe
povzro¢ajo hiranje, slabSo rodnost in izrojevanje Zlahtne vinske trte (Martelli, 2009).
Prisotnost virusa v rastlinskem materialu ugotavljamo s seroliskim ELISA testom, z
molekularnimi testi ali z indeksiranjem na dolo¢ene sorte zlahtne vinske trte (Tomazi¢,
1999).

Klonska selekcija Steje med zelo pomembna orodja za izbolj$avo genoma Zlahtne vinske
trte. Natan¢neje pa s klonsko selekcijo pridemo do najboljsih rezultatov takrat, ko sta
zdravstvena in genetska selekcija izvedeni hkrati, kar pomeni, da se razmnozuje klone, ki
so bodisi naravno prosti Skodljivih virusov ali pa so viruse eliminirali z razli¢nimi
tehnikami kot sta temperaturna obdelava ali preko meristemske kulture. V Evropski uniji je
doloceno, da se genetsko in zdravstveno selekcijo opravlja isto¢asno, drugod pa selekcija
zlahtne vinske trte pomeni zgolj zdravstveno selekcijo (Mannini, 2000).

Veliko stevilo udomacenih rastlin, vklju¢no z bananovcem, krompirjem, zlahtno vinsko
trto in kakavovcem, razmnoZzujejo vegetativno, da ohranijo z agronomskega vidika vredne
genotipe. Vendar po ve¢ ciklih razmnoZevanja kloni nakopicijo fenotipske razlike v obliki
agronomskih lastnosti in pojavi se klonska raznolikost. Dejansko je nekaj klonskih selekcij
pri zlahtni vinski trti, krompirju in bananah, ki pripeljalo do novih certificiranih klonov z
zelo pomembnimi pridobitvami za prehrambeno industrijo (Carrier in sod., 2012).

Klonska selekcija temelji na genetski variabilnosti znotraj sort. Stopnja heterogenosti je
odvisna od posamezne sorte. Mozna razlaga te raznolikosti je poliklonsko poreklo sort in
kopicenje genetskih mutacij v njihovih genotipih (Mannini, 2000).

Poliklonsko selekcionirani material vzdrzuje gensko variabilnost med sortami in omogoca,
da se sorta stabilno odziva v razli¢nih okoljskih razmerah. Tudi raziskave v Sloveniji so
pokazale, da bi lahko raznolikost med sortami razlozili s poliklonskim izvorom. Raziskave
so potekale na primeru sorte 'Refosk'. Opravili so okarakterizacijo akcesij povezanih z
nazivom 'Refosk’ z SSR markerji in glede na dobljene rezultate je lahko sorta Refosk’
obravnavana kot poliklon. Sorte, predstavljene z razli¢nimi, a genotipsko in fenotipsko
podobnimi genotipi, so oznac¢ene kot poliklon (Kozjak in sod., 2003).

Pri sortah 'Gamay', 'Modri Pinot', 'Nebbiolo' in 'Sangiovese' so morfoloske raznolikosti
dobro znane in vcasih tako ocitne, da je mozno loc¢iti med seboj celo subvarietete ali
biotipe. Po drugi strani pa k porasti fenotipskih raznolikosti znotraj populacije zlahtne
vinske trte prispevajo virusna obolenja (Mannini, 2000).
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2.4 OKARAKTERIZACIJA SORT ZLAHTNE VINSKE TRTE

Ampleografija je veda o opisovanju, identifikaciji in klasifikaciji zlahtne vinske trte
(Hreek, 1982). Identifikacija sort Zlahtne vinske trte je namre¢ zelo pomembna za
statistiko, odkrivanje novih sort in za zas¢ito genskih virov (OIV..., 2001).

Na obmo¢ju danasnje Slovenije prvi opisi sort Zlahtne vinske trte segajo v leto 1499. Leta
1844 pa celo izide prvi ampelografski zapis v slovens¢ini, kot del Vinoreje, katere avtor je
Matija Vertovec. V njej so opisane sorte 'Refosk', 'Danijela’, 'Glera', 'Steverjana' in druge
(Rusjan, 2009). Sicer pa so ze Rimljani in Grki opravili prve opise zlahtne vinske trte, ki so
v marsi¢em pomanjKljivi, a jih kljub temu Stejejo med prva ampelografska proucevanja
(Hrcek, 1982). Do danes se je ampelografija zelo razvila. Pojavile so se nove metode in
tehnike. Med te nove metode Stejemo uporabo genskih markerjev, analizo antocianov in
opravljanje morfologije cvetnega prahu (OIV ..., 2001).

Danes lo¢imo naslednje ampelografske metode (Rusjan, 2009):

= morfoloske, kamor spadajo O.1.V. deskriptorji, filometrija in karpometrija
* kemijske, kamor uvr§¢amo kemotaksonomijo

= biokemijske, ki jih izvajamo z izoencimi ter

= molekularne, kjer uporabljamo genetske markerje in DNK.

2.4.1 MorfoloSke metode

Pod pojmom ampelometrija zdruzujemo dve metodi, in sicer filometrijo in karpometrijo.
Filometrija opisuje in meri morfometri¢ne lastnosti lista. Na listu lahko ovrednotimo 82
lastnosti, med katerimi je 21 specifi¢nih in so klju¢ne za razpoznavanje sort med seboj. Pri
karpometriji pa se meri morfometri¢ne lastnosti jagod in grozdov (Rusjan, 2009).

2.4.2 Kemijske metode

S kemotaksonomijo se ugotavlja prisotnost sekundarnih rastlinskih metabolitov. Pri Zlahtni
vinski trti so to fenolne in aromati¢ne snovi, alkaloidi in esencialna olja ter druge snovi, ki
so znacilne in specifi¢ne za posamezeno sorto. Pri tem si pomagamo s spektrometri¢nimi
in kromatografskimi matodami (Rusjan, 2009).

2.4.3 Molekularne metode

Molekularne metode niso podvrzene vplivom okoljskih dejavnikov, razvojnemu stadiju
fenofaze in zdravstvenemu stanju rastline ter nacinu pridelave. Zato so zanesljivejsi od
prej$njih metod, pri okarakterizaciji sort na nivoju genoma (Stajner, 2010).
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V to skupino uvr§¢amo analize z izoencimi ter razliéne analize na nivoju DNK, kamor
spadajo naslednje tehnike RFLP, RAPD, AFLP, SCAR in SSR markerji. Najbolj pa so se
uveljavili vrstno specifi¢ni mikrosateliti (Stajner, 2010). Polimorfizem, ki ga zaznamo med
sortami posamezne vrste je posledica razlik v dolzini mikrosatelitne regije in nastane
zaradi napacnega prileganja ene od dveh vija¢nic med replikacijo DNK.

Prvi od teh je bil razvit RFLP sistem ali polimorfizem dolzin restrikcijskih fragmentov. Pri
tej tehniki se z restrikcijskimi encimi razreze DNK ter se nato s hibridizacijo z
radioaktivno ozna¢eno sondo zazna posebne fragmente (Striem in sod., 1990; Bourquin in
sod., 1991, 1993, cit. po Javornik, 1996).

Pri RAPD-markerjih, naklju¢no namnozimo polimorfno DNK in nato s pomo¢jo zacetnega
oligonukleotida, ki ima poljubno nukleotidno sekvenco, zaznamo posebne fragmente
(Javornik, 1996). Ta sistem je cenejSi in enostavnejSi od prejSnjega, a ima slabo
ponovljivost rezultatov. Kljub temu je bil pogosto uporabljen za iskanje razlik med sortami
vinske trte (Tcshammer in Zyprian, 1994; Moreno in sod., 1995; Stavrakakis in Biniari,
1998; This in sod., 1997, cit. po Javornik, 1996).

Sledil je razvoj SCAR tehnike, a se ni obdrzala, ker jo je zasenCila iznajdba SSR
markerjev, ki jim pravijo tudi enostavne ponovljive sekvence ali mikrosateliti (Stajner,
2010). Tu uporabimo dva zacetna oligonukleotida, ki sta komplementarna sekvencam na
zacdetku in koncu mikrosatelita. Osnova pri SSR-markerjih je PCR. Tip polimorfizma, ki ga
zazna je insercija ali delecija enote ponovljive sekvence. Pojavnost v genomu je srednja,
nivo polimorfizma visoka. Deduje se kodominantno. Za izvedbo moramo predhodno
poznati zaporedje DNK-sekvenc (Javornik, 1996). Izkazali so se za najprimernejSe pri
iskanju razlik med sortami vinske trte (Stajner, 2010).

Rezultati locevanja med kloni/sortami so odvisni od $tevila markerjev uporabljenih v
raziskavi. Poleg $tevila markerjev pa je verjetnost, da najdemo razli¢ne alele vecja, Ce
uporabimo razlicne markerje kot na primer RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNK), Inter SSR, AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). Pri sorti 'Renski
rizling' so za iskanje polimorfizma uporabili SSR markerje (Regner in sod. 2000, cit. po
Regner in sod., 2006), prav tako pri sorti "Traminec' (Imazio in sod., 2002; Regner in sod.,
2002, cit. po Regner in sod., 2006) in nekaterih drugih sortah (Hocquigny in sod. 2004).
Pri raziskavah sorte 'Zilavka' so za genetsko okarakterizacijo uporabili kombinacijo SSR in
AFLP markerjev. S tem so pridobili bolj to¢en in izpopolnjen okvir za dolo¢anje genomske
identitete znotraj sort. Razli¢ni markerji imajo razli¢ne strukture zaporedja primer-jev in so
pomembni za pridobitev zanesljivih rezultatov v primeru raznolikosti, saj hkrati z njim
raziskujemo razli¢ne dele genoma (Stajner in sod., 2012).
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Ampelografske analize so uporabne za merjenje variabilnosti klonsko razmnozenega
sadilnega materiala, ¢eprav zahtevajo veliko Casa in je potrebno pozornost nameniti izbiri
primernih spremenljivk. Mikrosateliti pa nudijo relativno hitro in enostavno analizo, pri
kateri dobimo zanesljive rezultate in so zelo uporabni kot dopolnilna analiza v primerjavi z
dobro uveljavljeno ampelometrijo (Kozjak in sod., 2001).

2.5 SSR MARKERJI ALI MIKROSATELITI

Izraz mikrosatelit je najpogosteje uporabljen za opis tandemsko ponovljivih kratkih
sekvenc, ki jih sestavlja najvec 6 baz in je od zacetka do konca brez prekinitev. Do sedaj so
bili najdeni v vseh preiskanih organizmih. So zelo polimorfni, $e posebej ¢e so dolgi in
neprekinjeni in so zato uporabni kot genetski markerji (Goldstein in Schlotterer, 1999).
Visok polimorfizem, kodominantno dedovanje in dejstvo, da so neodvisni od okolja pa so
funkecije, ki jih Stejemo med lastnosti dobrih markerjev. Zaradi tega jih pogosto izberejo v
Studijah razli¢nih rastlinskih vrst. Zanje je znacilno tudi, da se ne nahajajo le na enem delu
genoma, ampak so razprSeni po njem (Kozjak in sod., 2001).

Raznolikost med mikrosateliti pogosto nastane zaradi zdrsa DNK polimeraze, temu sledi Se
nepravilno parjenje med podvojevanjem (SSM- Slipped-Strand Mispairing) (Levison in
Gutman, 1987, cit. po Stajner, 2010) ter neucinkovit DNK replikacijski popravljalni
mehanizem (Strand in sod., 1993, cit. po Stajner, 2010).

Mutacija je vidna v dolzini in razporeditvi mikrosatelitov. Ce pride do zdrsa DNK
polimeraze med parjenjem vijacnic, se ta nepravilnost na mikrosatelitu kaze kot pridobitev
ali izguba ene od ponovitev. Do tega pride zaradi nastanka zanke na matri¢ni vijacnici ali
na njeni kopiji. Ce nastane zanka na prepisani verigi, potem se $tevilo ponovitev poveca,
ravno nasprotno pa je v primeru, da nastane zanka na matri¢ni verigi. Za koliko enot se bo
ponovitev zmanj$ala ali povecala pa je odvisno od Stevila zank, ki nastanejo (van Belkum
in sod., 1998, cit. po Stajner, 2010).

Da mikrosatelit nastane, mora priti do dveh mutacij. Prva mutacija je njegov razvoj, kar
pomeni, da nastajajo ponovitve, ki so dovolj dolge, da lahko povzroc¢ijo zdrs. Druga
mutacija pa je nepravilno parjenje. Ta povzroci, da pride do dolzinskega polimorfizma
(Taylor in sod., 1999, cit. po Stajner, 2010).

Na enak nacin kot nastopi rojstvo mikrosatelita, pride tudi njegov propad. Kar pomeni s
kombinacijo dveh mutacij. Prva mutacija prepreci nepravilno parjenje, druga mutacija pa
izbrise vecji del ponovitev. Rezultat tega je neprepoznavna homologna sekvenca DNK, ki
pa vsebuje premalo ponovitve osnovnega motiva, da bi ga lahko imenovali mikrosatelit
(Taylor in sod., 1999, cit. po Stajner, 2010).
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Da se markerje lahko uporablja za identifikacijo vrste ali sorte, jih je potrebno izolirati. To
se izvede z razlicnimi molekularnimi postopki. Pri tem potrebujemo zacetne
oligonukleotide, ki se prilegajo obrobni regiji mikrosatelita. Zaporedja zacetnih
oligonikleotidov izdelamo s pomoc¢jo obrobnih regij Ze znanih mikrosatelitov, shranjenih v
podatkovnih bazah DNK ali genomskih knjiznicah (Jakse in Javornik, 2001, cit. po Stajner,
2010) ali pa na osnovi mikrosatelitov izoliranih za specifi¢no vrsto.

2.5.1 Analiza mikrosatelitov pri zlahtni vinski trti

Thomas in Scott (1993) sta prva raziskovala uporabo mikrosatelitov za identifikacijo sort
zlahtne vinske trte in ugotovila, da se v DNK zlahtne vinske trte nahaja veliko
mikrosatelitov ter da so koristni pri identifikaciji Vitis vinifera L. sort. Za okarakterizacijo
evropske zlahtne vinske trte se uporablja set Sestih do devetih mikrosatelitskih markerjev
(This in sod., 2004).

Izmed vseh DNK markerjev so mikrosateliti najpogosteje uporabljeni za identifikacijo sort,
razkritje sinonimov in homonimov ter geografskega porekla, pri Studijah genetskih
povezav med vedjimi skupinami sort in za okarakterizacijo klonske variabilnosti (Stajner
in sod., 2012).

V Sloveniji se mikrosatelitske markerje v veliki meri uporablja za genotipizacijo starih
slovenskih sort zlahtne vinske trte ter identifikacijo le-teh. Identifikacija lokalnih,
nepoznanih sort je namre¢ pogosto tezka samo z morfoloskim opisom, ker je veliko
sinonimov ali homonimov za dolo¢eno lokalno sorto. Uspe$no so uporabili ze 21
mikrosatelitskih markerjev za genotipizacijo 33-ih starih slovenskih sort Zlahtne vinske trte
iz genetske zbirke. Poleg sort, shranjenih v genetski zbirki je Se veliko starih sort, ki so
tipicne za doloCeno obmocje. Nekatere od teh lokalnih sort so postale pomembne za
pridelavo regionalnih vin, kot so 'Rebula’ v Goriskih Brdih, 'Zelen' in 'Pinela’ v Vipavski
dolini in 'Sipon' v Ormozu. Veliko pa je takih, ki so gojeni na majhnih obmogjih, v
majhnem Stevilu in se jih lahko izgubi zaradi zanemarjanja ali nadomescanja z bolj
popularnimi sortami kot so 'Merlot’, ‘Cabernet Sauvignon', 'Chardonnay’ in 'Modri Pinot'. S
pomoc¢jo mikrosatelitskih markerjev so genotipizirali tudi niz 38-ih izbranih sort iz dveh
vinorodnih okoliSev. S tem so naredili prvi korak v smeri ohranjanja lokalnih slovenskih
genetskih virov Vitis vrste. Uporabili so niz visoko informacijskih markerjev (VVS2,
VVMDS5, VVMD7, sstVrZAG21, sstVIZAG47, sstVIZAG62, sstVrZAG79), priporocenih
s strani evropskega projekta GENRES 81. Ta raziskava je razreSila dvome v imenovanju
sort. Nasli so Stevilne sorte z veliko sinonimi in homonimi. Na primer, razlike so se
pokazale pri 'Glera’ in 'Glera Briska', 'Rebula stara' in 'Rebula-100', medtem ko sta se sorti
'Ferjans¢kova' in 'Merlot' izkazali za identi¢ni (Stajner in sod., 2011).
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2.5.2 Mutacije ob nastanku mikrosatelitskega markerja

V primeru nastajanja novih mikrosatelitov pa poleg dolzinskega polimorfizma lahko pride
tudi do nekaterih drugih mutacij, ki jih zaznamo v razli¢nih oblikah, kot npr. himerizem,
nicti aleli ali homoplazija. Druga posebnost znaCilna za nekatere mikrosatelite pa je
pomnozevanje sen¢nih fragmentov, ki lahko zelo oteZijo vrednotenje polimorfizma.

Ellegren (2004) je eden izmed znanstvenikov, ki so raziskovali sen¢ne fragmente. Odkril
je, da se zdrsi ene od verig DNK lahko pojavijo pri replikaciji mikrosatelitskih sekvenc
tako v in vitro kot tudi v in vivo razmerah. V in vitro razmerah pride najveckrat do zdrsa
matri¢ne verige, kar vodi k nastanku krajsega pomnozka, medtem ko je pri replikaciji in
Vivo matri¢na nit v primerjavi z nastajajoco bolj vpeta in rigidna, zato obstaja vecja
verjetnost, da pride do zdrsa nastajajoce niti (slika 1). Sen¢ni fragmenti, ki nastanejo pri in
vitro replikaciji, se od glavnega produkta razlikujejo za veckratnik dolzine osnovnega
motiva mikrosatelita. Rezultat takega namnoZevanja je prisotnost sen¢nih fragmentov
(stutter bands). To so produkti, ki se od glavnega produkta razlikuje v velikosti.

a) Povetevanje nastajajoce b) Zmanj$evanje nastajajoce
verige verige
] Zatetek ¢
.. e --® 5 & R i 3
1zdolZzevanja
‘ DolZzina fragmentov
o ) e
R Odmik e
DolZina fragmentov
) Ponovna
=== Lo hibridizacija
. i, - S
in napafno b;
prileganje . .
I F DolZina fragmentov
O Nova veriga
razlicno  ewes g
dolga od L
originala DolZina fragmetov

Slika 1: Prikaz zdrsov med replikacijo (Ellegren, 2004)

Za himerizem pa pravimo, da gre za tip genetskega mozaika, ki je pogosto rezultat mutacij
v eni celici apikalnega meristema in se Siri z replikacijo in celi¢no delitvijo. Vecina
osebkov zaradi te mutacije ne kaze fenotipskih posebnosti. 1zjemi sta na primer sorti 'Pinot
Meunier' in 'Sivi pinot'. Himerizem se lahko nahaja na razli¢nih lokusih. Ob pregledu
raziskav so odkrili, da se je tri-alelni profil najpogosteje pojavil na lokusu VVMD7. Poleg
tega Jakse in sod. (2013) navajajo, da so pri zadnji Studiji dobili sledeCe rezultate: na
lokusu VVMD?7 so se nahajali trije aleli pri 12 razli¢nih sortajih od 16-ih, ki so kazali
himerizem.



12
Kastelec M. Analiza trsov klonske selekcije Zlahtne vinske trte (Vitis vinifera L.) z molekulskimi markerji.
Dipl. delo (VS). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2015

Lahko pa pride do lazne smrti mikrosatelita, Cemur pravimo nicti alel. Nastanek teh alelov
je posledica sprememb nukleotidnih zaporedij v obmocju zacetnega oligonukleotida, kar
pomeni, da zacetni oligonukleotidni ne zaznajo mesta prileganja. To lahko opazimo kot
neuspelo namnoZevanje lokusov med vrstami (Callan in sod., 1993, cit. po Stajner, 2010).

2.6 POMNOZEVANJE MIKROSATELITSKIH LOKUSOV S PCR METODO

Genotipizacija mikrosatelitskih markerjev je danes uporabna metoda na mnogih podrocjih,
od molekularne biologije do forenzi¢nih raziskav. Izvede se jo s pomoc¢jo PCR metode.
PCR metoda ali metoda polimerazne verizne reakcije (polymerase chain reaction) je bila
razvita s strani Kary Mullis leta 1985. Ta tehnika je delovno veliko manj zahtevna in
cenejSa v primerjavi z zahtevnejSimi tehnikami molekularne biologije. S to metodo lahko
zeljen segment DNK in vitro izoliramo in ga pomnoZimo tudi do 10% — krat (Kump in
Javornik, 1993). Tako dobimo, brez kloniranja ve¢je Stevilo DNK molekul, katere dalje
uporabimo za sekvenéno analizo, za neposredno dolo¢anje mutacij (Gasperi¢ in Komel,
1996), pa tudi za odkrivanje polimorfizmov znotraj visoko ponavljajo¢ih sekvenc, kot so
mikrosateliti, a moramo predhodno vedeti nukleotidno zaporedje (Kump in Javornik,
1993).

Da reakcijo lahko izvedemo moramo poznati nukleotidno zaporedje predela DNK, ki
obdaja segment, ki ga Zzelimo pomnoziti. Glede na to zaporedje sestavimo zaletni
oligonukleotidni molekuli ali primer (Kump in Javornik, 1993), dolzine od 16 do 30
nukleinskih baz (Gasperi¢ in Komel, 1996). Primer-ji pomagajo encimu DNK polimerazi
zaceti sintezo nove, komplementarne DNK verige (Kump in Javornik, 1993). Polimeraza
DNK je termostabilna in prenese nad 90 'C, kar je zelo pomembno, saj reakcija
denaturacija dvojne vijacnice poteka pri temperaturah 92-94 °C (Gasperi¢ in Komel,
1996).

Reakcija je sestavljena iz treh faz, ki se ponavljajo v ciklusih.

1. faza: denaturacija dvoverizne DNK pri temperaturah 92-94 'C, pri Gemer
nastaneta dve enoverizni DNK molekuli.

2. faza: prilagajanje in hibridizacija primer-jev na komplementarna zaporedja na
matriéni enojni DNK verigi. Ta faza poteka pri temperaturah 35-56 "C.

3. faza: pri¢etek nastanka nove, komplementarne verige DNK, pri temperaturi 72 'C
s pomocjo encima DNK polimeraza. Slednji se veze na kompleks DNK veriga —
primer in vgrajuje nove deoksinukleotide ter tako gradi novo DNK verigo.

Po kon¢anem prvem ciklu imamo podvojeno Stevilo DNK fragmentov. S ponavljanjem
ciklov pa se to Stevilo eksponentno povecuje, saj lahko produkti prejSnje reakcije, to so
komplementarne dvoverizne molekule DNK, vstopijo v drugi cikel (Kump in Javornik,
1993).
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DNK
(AC)n
(TG)n
CIKLUS 1 temperaturna denaturacija
dvojne vijacnice v enojni verigi
v
(AC)n (TG)n (=]
]
CIKLUS 2 prilagajanje in hibridizacija primerjev
v v
(AC)n (TG)n
(TG)n (AC)n
CIKLUS 3 nastanek nove, komplementarne DNK verige

s pomoc¢jo encima DNK polimeraza

v
Moznost vrnitve v prvi ciklus,

pri ¢emer se koli¢ina DNK Se za enkrat podvoji
ali pa sledi ohladitev na 4 ‘C.

Slika 2: Prikaz poteka PCR reakcije
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

Kot rastlinski material smo uporabili vrsicke in liste mladik 38-ih klonov, 15-ih razli¢nih
sort. Mladi poganjki in listi so najprimernej$i material za izolacijo DNK, saj se v
meristemskem tkivu celice zelo hitro pomnoZujejo in je prisotna velika koli¢ina DNK.

Preglednical: Seznam klonov Zlahtne vinske trte, vzoréenih 17. 5. 2011 v baznem vinogradu STS Vrhpolje

Vrsta v Sorta / Klon Vrsta/ Trta Stevilka oznake
vinogradu na vzorcu
1 'Renski rizling' 5. trta 1
SlI-24
1 'Renski rizling' 5. trta 2
SI-23
1 'Renski rizling' 5. trta 3
SV.I-22
1 'Sipon' SI-18 5. trta 4
1 'Sipon' SI-17 5. trta 5
1 'Sipon' SI-16 5. trta 6
1 'Sipon' SI-15 5. trta 7
1 'Sipon' SI-14 5. trta 8
1 ‘Ranina’ S1-6 5. trta 9
2 ‘Sauvignon' SI-3 5. trta 10
2 'Sauvignon' SI-2 5. trta 11
2 ‘Sauvignon' SI-1 5. trta 12
2 ‘Chardonnay' SI-21 5. trta 13
2 ‘Chardonnay' SI-40 5. trta 14
2 '‘Chardonnay’ S1-39 5. trta 15
2 ‘Beli pinot' SI-19 6. trta 16
2 ‘Beli pinot' SI-20 5. trta 17
2 ‘Ranina’ SI-7 5. trta 18
3 “Traminec' S1-8 5. trta 19
3 Traminec' S1-9 5. trta 20
3 Traminec' SI-10 5. trta 21
3 'Laski rizling' SI-11 5. trta 22
3 'Laski rizling' SI-12 5. trta 23
3 'Laski rizling' SI-13 5. trta 24

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 1: Seznam vzorcev mladik vseh klonov, nabranih 17. 5. 2011 v baznem
vinogradu STS Vrhpolje

Vrsta v Sorta / Klon Vrsta / Trta Stevilka oznake

Vinogradu na vzorcu

3 "Laski rizling' SI-41 4. trta 25
3 ‘Ranina’ SI-4 5. trta 26
3 ‘Ranina’ SI-5 5. trta 27
4 'Zametovka' SI-25 5. trta 28
6 ‘Barbera’ SI1-36 5. trta 29
9 "Refosk' SI-35 5. trta 30
13 'Rebula’ SI-30 5. trta 31
16 'Rebula’ S1-31 5. trta 32
19 'Rebula’ SI-32 5. trta 33
22 'Rebula’ S1-33 5. trta 34
25 'Rebula’ SI-34 5. trta 35
28 'Zelen' S1-26 5. trta 36
30 ‘Pinela’ S1-28 5. trta 37
32 '‘Malvazija' SI-37 5. trta 38

V analizi smo uporabili DNK naslednjih referen¢nih sort: ‘Barbera’, 'Cabernet Sauvignon’,
‘Chardonnay’, 'Merlot', 'Modri pinot’, 'Sultanina’ in "Touriga National’. DNK smo izolirali v
laboratoriju na Katedri za genetiko, biotehnologijo, statistiko in zlahtnjenje rastlin.

3.2 METODE
3.2.1 lzolacija DNK

Prvi korak, ki smo ga morali opraviti je bila izolacija DNK. Za vsak vzorec smo odvzeli
nekaj mladih listov ter jih zmleli v terilnici, nato pa dodali 700-1000 pul CTAB
ekstrakcijske raztopine [1 M Tris-HCI, 0,5 EDTA, NaCl, dH,0] ter dobro premesali.
Dobljeno suspenzijo smo prelili v 1,5 ml mikrocentrifugirko in inkubirali 90 minut pri 68
‘C v vodni kopeli. Temu je sledilo dodajanje 700 pl meSanice kloroforma in
izoamilalkohola, v razmerju 24 : 1. Dobro smo premesali ter centrifugirali 10 minut pri 4
°C in 10.000 obratih/min. Uporabili smo napravo Eppendorf centrifuges 5804/R.

Nato smo locili vodno fazo in ostanke organske faze. Vodno fazo smo previdno
odpipetirali v novo 1,5 ml centrifugirko, dodali 70 ul 3 M natrijevega acetata (pH 5,2) ter
700 pl ledeno hladnega izopropanola in premesali. Dobljeno suspenzijo smo za 30 minut
izpostavili temperaturi 20 "C. Nato je sledilo 10 minutno centrifugiranje pri 4 C in 10.000
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obratih/min. Pri tem je nastala oborina, ki smo jo spirali s 500 ul 70 % etanola. Za tem smo
ponovno centrifugirali, in sicer 10 minut pri 4 °C in 10.000 obratih/min, odstranili etanol in
dobljeno oborino posusili pri sobni temperaturi. Dodali smo $e 60 pl pufra TE [1 M Tris-
HCI, 0,5 M EDTA, dH,0], da bi se DNK raztopila in shranili pri temperaturi 4 "C. Pustili
smo stati en dan in nato vzorce shranili v zamrzovalniku pri -20 C.

3.2.2 Merjenje koncentracije DNK s fluorometrom

Naslednji korak je bil ugotavljenje kolicine DNK v vzorcih. Pri tem smo si pomagali z
napravo DNK fluorometer DyNAQuant 200 (GE Healthcare). Za merjenje smo pripravili
delovno raztopino iz 10x TNE koncentrirane raztopine [100 mM NaCl, 10 mM Tris, 1 mM
EDTA, (pH 7)] z 10x red¢enjem v destilirani vodi. Raztopino smo prefiltrirali skozi 0,2
um filter in ji dodali barvo Hoechts 33258 v koncentraciji 0,1 pg/ml. Pripravljeno
raztopino smo morali za$€ititi pred svetlobo, saj je obcutljiva nanjo. Navkljub prisotnosti
RNK molekul, nukleotidov in proteinov, se barvilo veze na DNK vija¢nico, kar omogoci
laZje dolocanje njene koncentracije. Za kalibracijo aparata smo uporabili DNK telecjega
timusa. Pred merjenjem smo kiveto napolnili z 2 ml predhodno narejeno raztopino [10x
TNE pufer, dH,0, Hoechts 33258] in 2 ul DNK vzorca. Dobro smo premesali in kiveto
postavili v fluorometer ter izmerili koncentracijo. Preden smo izmerili koncentracijo za
nov vzorec smo kiveto odistili z destilirano vodo in ponovili postopek.

3.2.3 Verizna reakcija s polimerazo

Na osnovi literaturnih podatkov smo izbrali in narocili zacetne oligonukleotide, s katerimi
lahko pridobimo najve¢ informacij 0z. najvecjo stopnjo polimorfizma.

PCR metodo izvajamo s tocno definiranimi zaCetnimi oligonukleotidi. Analizo PCR
produktov lahko izvedemo z elektroforezo ali laserskim detekcijskim sistemom. Mi smo
analizo opravili z laserjem, pri cemer pa moramo enega od primer-jev oznaciti z eno izmed
fluorescentnih barvil, ki jim s kratico pravimo FAM, VIC, NED in PET ali uporabiti tretji
univerzalni zacetni oligonukleotid. Posami¢no oznalevanje je predrago, zato se
posluzujemo drugacnega pristopa, in sicer, da enemu izmed lokusno specificnih zacetnih
oligonukleotidov dodamo na 5 konec 18 baznih parov dolgo M13(-21) zaporedje (5'-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3"), ki ga imenujemo »tail« ali rep. Torej poleg dveh
osnovnih primer-jev, dodamo v PCR reakcijo tudi univerzalni zacetni oligonikleotid, ki je
na 5" koncu oznaCen s fluorescentnim barvilom. V zacetku PCR reakcije se lokusno
specifini zaetni oligonukleotid z M13(-21) repom veze na matricno DNK in pomnoZzuje
lokuse. Ko se koncentracija zacetnega oligonukleotida zmanjSa, ga zamenja univerzalni
zacCetni oligonukleotid, ki v produkte vgrajuje flourescentna M13(-21) zaporedja. Prednosti
univerzalnega zacetnega oligonukleotida M13(-21) so, da je cenovno ugodnejsi, saj je en
fluorescentno obarvani primer z M13(-21) sekvenco lahko uporaben za vse fragmente,
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poleg tega omogoca krajSe cikluse in dobre rezultate celo v minuti namnozene DNK,
analizira lahko celo staro, degenerirano DNK (Schuelke, 2000).

Preglednica 2: Izbor zacetnih oligonukleotidov za PCR, z natan¢no dolo¢enim baznim zaporedjem (R-kon¢ni
primer, F-zaéetni primer)

Mikrosatelitni Bazno zaporedje zacetnih oligonukleotidov Referenca
lokusi
VVS2 R | AAATTC AAAATT CTAATT CAACTGG Thomas in Scott, 1993
F | tail* + CAG CCC GTA AAT GTATCC ATC
VVMD5 R | TAT ACC AAA AAT CAT ATT CCT AAA Bowers in sod., 1996
F | tail + CTAGAG CTACGC CAATCC AA
VVMD7 F | AGAGTT GCG GAG AAC AGG AT Bowers in sod., 1996
R | tail + CGAACCTTC ACACGCTTG AT
VVMD25 F | TTC CGT TAA AGC AAA AGA AAA AGG Bowers in sod., 1999
R | tail + TTG GAT TTG AAATTT ATT GAG GGG
VVMD27 F | GTACCAGAT CTG AAT ACATCC GTA AGT Bowers in sod., 1999
R | tail + ACG GGT ATAGAG CAAACGGTGT
VVMD28 F | AAC AAT TCA ATG AAA AGA GAG AGA GAG A | Bowers insod., 1999
R | tail + TCATCAATT TCG TAT CTC TATTTG CTG
VVMD32 F | TATGATTTT TTA GGG GGG TGA GG Bowers in sod., 1999
R | tail + GGA AAG ATG GGATGACTC GC
VrZAG62 F | GGT GAA ATG GGC ACC GAACACACGC Sefc in sod., 1999
R | tail + CCATGT CTCTCC TCAGCT TCTCAGC
VrZAGT79 F | AGATTG TGG AGG AGG GAACAA ACCG Sefc in sod., 1999
R | tail + TGACCC CAT TTT CAAACTCCCTTCC

*0znaka za sekvenco 5'-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’

DNK fragmente smo namnozili s pomoc¢jo PCR. Vzorce DNK vsakega klona smo v
koli¢ini 5 ul (20 ng) odpipetirali v PCR tubice ter jih dali v centrifugo, da se je DNK locila
od stene tubice. Sledila je priprava PCR mesanice v 1,5 ml centifugirki. Uporabili smo
sterilno dH,O, 5x PCR pufer (Promega), 25 mM MgCl, (Promega), 10 mM
deoksinukleotidov (dATP, dCTP, dGTP ter dTTP), 10 uM raztopine lokusno specificnega
para zacetnih oligonukleotidov (1 in 2) in 10 pM oligonukleotida TAIL (5'-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3"), ki je imel na 5 koncu fluorescentno oznako 6FAM,
VIC, NED in PET, podjetja Applied Biosystems in encim GoTaq® DNK polimerazo
(Promega) v koncentraciji 5 U/ul. Kon¢ni volumen PCR meSanice je znasal 15 pl. Vse
potrebne sestavine smo ves ¢as hranili na ledu.
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Preglednica 3: Reagenti in njihov volumen na vzorec

Reagenti Volumen/vzorec Vsebnost v reakciji

dH,0

5x PCR pufer 3l 1x
MgCl, 1,2 pl 2 mM
dNTP 1,2 ul 0,8 mM
zacetni oligonukleotidl 0,3 ul 0,2uM
zacetni oligonukleotid 2 0,3 ul 0,2uM
primer TAIL 0,375 ul 0,25 uM
encim TAQ 0,075 ul 0,375 U

Dobljeni volumen na vzorec smo pomnozili s Stevilom vseh vzorcev. Pomnozevanje smo
izvedli s PCR napravo 2720 Thermal Cycler podjetja Applied Boisystems®.

3.2.4 PomnoZevanje mikrosatelitskih lokusov v PCR

V PCR tubice smo odpipetirali 5 pl vzorca DNK ter dodali $e 10 pl PCR reakcijske
meSanice na vzorcek. Sledilo je centrifugiranje vzorckov, nato pa smo jih vstavili v PCR
napravo. Lokuse smo namnozili pri temperaturi prileganja, ki naj bi bila optimalna glede
na izracun sestave zacetnih oligonikleotidov ter podatkov iz literature. Za to se uporablja
razlicne temperaturne protokole pomnozevanja. Pri prvih petih ciklih v fazi prileganja
za&etnih oligonukleotidov spus¢amo temperaturo za 1 "C v vsakem ciklu. S tem dosezemo
vecjo specificnost pomnoZevanja.

PomnoZevanje se odvija po naslednjem postopku:

prvih 5 minut se odvija pri 94 “C, sledi 5 ciklov, ki se odvijajo v naslednjem zaporedju:
najprej je denaturacija, ki poteka 30 sekund pri 94 ‘C, sledi prileganje zaGetnih
oligonukleotidov, ki se zagne s temperaturo 60 "C ter traja 45 sekund. Pri vsakem ciklu se
temperatura zniza za 1 'C. Konéna temperatura je 55 C. Temu sledi e faza izdolzevanja,
pri temperaturi 72 "C in traja 1,30 minut.

Prvim petim ciklom sledi $e 30 ciklusov. Vsak se za¢ne z denaturacijo pri 94 "C in traja 30
sekund. Temperatura prileganja za&etnih oligonukleotidov je 55 'C in se odvija 45 sekund,
sledi $e izdolZevanje pri 72 "C in traja 1,30 minute. Posamezen ciklus pa se zakljugi z 8
minutnim podalj$evalnim korakom pri 72 C.



19
Kastelec M. Analiza trsov klonske selekcije Zlahtne vinske trte (Vitis vinifera L.) z molekulskimi markerji.
Dipl. delo (VS). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2015

3.2.5 Priprava vzorcev za kapilarno elektroforezo

Najprej smo vzorcke zdruziti v skupine po $tiri. To nam omogoca univerzalen primer
M13(-21), ki je Se dodatno oznacen z enim izmed fluorescentnih barvil FAM, VIC, NED
ali PET, ki lo¢ijo posamezne primer-je med seboj.

Preglednica 4: Razdelitev in oznac¢ba primer-jev

Specifi¢ni primerji Fluorescentna barvila
VVS2 VIC
1. skupina VVMD5 NED
VVMD7 FAM
VVMD25 PET
VVMD27 VIC
2. skupina VVMD28 NED
VVMD32 FAM
ZAG62 PET
ZAGT9 FAM

Od vsake PCR reakcije smo odpipetirali 4 pl posameznega vzorca, ki je Ze vseboval
specifiCen mikrosatelitski primer, M13(-21)tail in fluorescentno barvilo. Kot kaze
razpredelnica smo jih zdruzili v eno tubico po $tiri, jih dobro premesali in kratko
centrifugirali. Po centrifugiranju smo iz vsake tubice odpipetirali 1pl zdruZenih vzorcev ter
jih prenesli v 96-mestno plos¢o MicroAmp® podjetja Applied Biosystems. Vzorékom smo
pred analizo dodali $e 0,5 pl molekularnega standarda LIZ 600 (Applied Biosystems) in
10,6 pl formamida. Formamid je mocan denaturant in porusi strukturo dvojne vijacnice.
GeneScan™ 600 LIZ se uporablja pri meritvah fragmentov za analizo podatkov. En
standard vsebuje 36 LIZ® barvno oznaGenih, enovija¢nih DNK fragmentov. Odkar je
standard oznacen tudi s peto barvo, lahko uporabniki genotipizirajo vecje Stevilo
markerjev. GeneScan™ 600 LIZ lahko izmeri fragmente dolge od 20 do 600 baznih parov.
Dolzinski standard LIZ 600 pa smo uporabili za natan¢no dolo¢anje dolzine posameznih
fragmentov. PloS¢e smo nato prelepili s samolepilno folijo (Brand), premesali ter
centrifugirali.

3.2.6 Analiza produktov PCR

Analiza je potekala na Oddelku za zootehniko na Rodici (Groblje 3). In sicer na avtomatski
kapilarni sekven¢ni napravi 3130 XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems). S kapilarno
elektroforezo lahko doseZemo zelo veliko lo¢ljivost fragmentov in lo¢imo celo molekuli, ki
se razlikujeta za 1 bazni par, medtem ko lahko s klasi¢no elektroforezo samo preverimo, ce
je produkt nastal ali ne. Razlike v dolzini mikrosatelitov so tako majhne, da jih pri uporabi
agarozne elektroforeze ne locimo med seboj.
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3130 XL Genetic Analyzer deluje na osnovi kapilarne elekrtoforeze. Omogoca razlicne
vrste sekvenciranja in analiziranja fragmentov. Fragmente zazna na podlagi fluorescence, s
pomocjo laserja. Vsebuje 16 kapilar in omogoca analizo 16-ih vzorcev hkrati.

3

el |

Slika 3: Kapilarna elektroforeza 3130 XL Genetic Analyzer (System Profile, 2005)

3.2.7 Merjenje dolZine fragmentov

Fragmente, ki jih zaznamo s kapilarno elektroforezo analiziramo s programsko aplikacijo
GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems). Pri vrednotenju polimorfizma najprej dolo¢imo
dolzinski standard in na osnovi tega pridobimo informacije o dolZinah vseh namnoZenih
fragmentov.

Pri vrednotenju podatkov in dolo¢anju smo si pomagali z javno dostopnimi podatkovnimi
bazami mikrosatelitnih polimorfizmov Zlahtne vinske trte, v katerih so zajete dolzine
pomembnejsih lokusov (podatkovne baze italijanskih in Svicarskih laboratorijev) ter
podatki pridobljeni v laboratoriju Katedre za genetiko, biotehnologijo in Zlahtnjenje rastlin.
Podatke za primerjavo v razlicnih bazah smo standardizirali na osnovi referencnih
genotipov klonov, ki smo jih imeli v analizi. Standardizacija podatkov na osnovi
referencnih genotipov pomeni, da smo primerjali dolZine dobljenih alelov za referencne
genotipe z dolZinami podanimi v posamezni bazi in na osnovi dobljenih razlik, prilagodili
dolzinam ostalih genotipov.
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4 REZULTATI
4.1 1IZOLACIJA DNK

S CTAB metodo smo uspes$no izolirali DNK 38-im klonom, 15-ih sort ter dolocili
koncentracijo s pomocjo fluorometrije. Koncentracije DNK so bile od 38 ng/ul do 1046
ng/ul. Natan¢neje so koncentracije za posamezen klon navedene v preglednici 5.

Preglednica 5: Koncentracija vzorcev DNK

Kloni sort Vsebnost DNK (ng/pl)

'Renski rizling' SI-22 700
'Renski rizling' SI-23 779
'Renski rizling' SI-24 802
'Sipon' SI-14 38
'Sipon' SI-15 342
'Sipon'N SI-16 482
'Sipon' SI-17 799
'Sipon'SI-18 709
‘Ranina’ SI-4 377
'Ranina’ SI-5 968
'‘Ranina’ S1-6 89
‘Ranina’ SI-7 319
'Sauvignon' SI-1 783
‘Sauvignon' S1-2 615
'Sauvignon' SI-3 215
‘Chardonnay' SI-21 514
'Chardonnay' SI1-39 166
'‘Chardonnay" SI-40 266
‘Beli pinot' SI-19 318
'Beli pinot' SI-20 986
“Traminec' SI-8 811
"Traminec' SI-9 385
"Traminec' SI-10 963
'Laski rizling' SI-11 593
'Laski rizling' SI-12 1012
'Laski rizling' SI-13 248
'Laski rizling' SI-41 1046
'Zametovka' SI-25 184
‘Barbera’ SI-36 818
'Refosk' SI-35 455
'Rebula’ S1-30 730
'Rebula’ SI-31 451
'Rebula’ SI-32 638
'Rebula’ SI-33 544
'Rebula’ SI-34 236
'Zelen' SI-26 234
'Pinela’ SI-28 241
'‘Malvazija' SI-37 277
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4.2 DOLOCANJE DOLZINE MIKROSATELITSKIH ALELOV

Dolzine alelov smo izmerili z racunalniskim programom GeneMapper in na osnovi

dolzinskega standarda.
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Slika 4: GeneScan™ 600 LIZ (GeneScan ..., 2008)

EEZ0 TEZ0

Dolzinski standard LIZ600 (slika 4) se uporablja, kot je Ze navedeno v poglavju pregled
objav, za pomo¢ pri merjenju dolzin fragmentov. Oznacen je s peto barvo in se tako jasno

lo¢i od primarnih fragmentov.

Os x prikazuje $tevilo baznih parov 0ziroma dolzino mikrosatelita, os y pa kako intenzivno
je bil fragment namnozen. Oznaka S (size), pomeni velikost posameznega alela (slika 5,

slika 6, slika 7).

Posamezni lokusi pa so oznaceni z razlicnimi fluorescentnimi barvili, in sicer z VIC -
zelena, NED - rumena, FAM - modra in PET - rdeca.
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4.3 PRIMER VREDNOTENJA DOLZINE ALELOV

Za primer vrednotenja smo vzeli sorto 'Laski rizling'. Na sliki 5 so lokusi oznaceni sledece:
VVMDS5 s ¢rno, VVMD7 z modro, VVMD25 z rdeco ter VVMD27 z zeleno bravo. V
preglednici 6 pa imamo vnesene dolzine posameznih lokusov, ti podatki pa so vneseni na
sliko 5, ki smo jih od¢itali z elektroferogramom.

Preglednica 6: DolZine alelov na posameznih lokusih za sorto "Laski rizling'

Klon / Lokus VVMD5 VVMD7 VVMD25 VVMD27

‘Laski rizling' 239 251 260 271 275 289 201 205 | 195
SI-11

'Lagki rizling' 239 251 260 271 275 289 201 205
SI-12

'Lagki rizling' 239 251 260 271 275 289 201 205
SI-13

'Lagki rizling' 239 251 260 271 275 289 201 205
SI-41
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Slika 5: Lokusi VVMDS5, VVMD7, VVMD?25 in VVMD27 pomnoZeni pri $tirih klonih sorte "Laski rizling'

4.4 GENOTIPIZACIJA KLONOV

Kloni sort 'Sipon', '"Ranina', 'Sauvignon', 'Beli pinot', 'Traminec', 'Zametovka', 'Barbera',
'Refosk’, 'Rebula', 'Zelen', 'Pinela’, in 'Malvazija' so bili med seboj enaki, saj pri
genotipizaciji na 9-ih lokusih nismo dobili razlik v dolzinah alelov. Izjema so sorte 'Laski
rizling', 'Renski rizling' ter 'Chardonnay’. Pri klonu 'Laski rizling' SI-11 smo poleg dveh
alelov dolZin 201 in 205 baznih parov odkrili Se tretji alel dolZine 195 baznih parov, ki se
pri preostalih treh analiziranih klonih ni pomnozil (slika 5). Klon 'Renski rizling' SI-23 se
razlikuje od klonov 'Renski rizling' SI-24 in 'Renski rizling' SI-22 na lokusu VVMD?7, in
sicer v Stevilu alelov. 'Renski rizling' SI-23 ima namre¢ poleg dveh, tudi tretji alel dolzine
258 baznih parov (slika 6). V primeru sorte 'Chardonnay' pa gre za pojav senénih
fragmentov, ki so tako mocno izraziti, da nas lahko zavedejo pri doloanju tocne dolzine
alelov za klon 'Chardonnay' S1-21 (slika 7).
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Preglednica 7: Dobljeni aleli 38 klonov sort zlahtne vinske trte (Vitis vinifera L.) na devetih lokusih

Lokus VVMD VVMD VVMD AVAVA\Y ID XY ZAG62 ZAGT79
sorta/klon

'Renski rizling' 140 148 | 239 247 262 271 | 269 275 | 197 205 225 231 266 286 212 222 256 258
SI-24

'Renski rizling' 140 148 | 239 247 | 262 258 | 271 | 269 275 | 197 205 225 231 266 286 212 222 256 258
SI-23 ;

'Renski rizling' 140 148 | 239 247 262 271 | 269 275 | 197 205 225 231 266 286 212 222 256 258
SI-22

'Sipon' SI-18 130 150 | 239 253 252 262 | 259 261 | 195 210 225 245 278 286 206 222 250 262
'Sipon' SI-17 130 150 | 239 253 252 262 | 259 261 | 195 210 226 245 278 286 206 222 250 262
'Sipon' SI-16 130 150 | 239 253 252 262 | 259 261 | 195 210 225 245 278 286 206 222 250 262
'éipon‘ SI-15 130 150 | 239 253 252 262 | 259 261 | 195 210 225 245 278 286 206 222 250 262
'éipon‘ SI-14 130 150 | 239 253 252 262 np* np. | 195 n.p. 225 245 n. p. n. p. 206 222 250 262
'Ranina’ SI-4 130 148 | 241 241 246 256 | 269 269 | 201 210 215 265 286 286 212 214 252 264
'Ranina’ SI-5 130 148 | 241 241 246 256 | 269 269 | 201 210 215 265 286 286 212 214 252 264
'Ranina’ S1-6 n.p. np.|np np 246 256 | 269 269 | 201 210 215 265 286 286 212 214 252 264
'Ranina’ SI-7 130 148 | 241 241 246 256 | 269 269 | 201 210 215 265 286 286 212 214 252 264
‘Sauvignon' 130 148 | 241 245 252 271 | 261 269 | 191 205 231 233 254 270 206 212 258 260
SI-3

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 7:  Dobljeni aleli 38 klonov sort Zlahtne vinske trte (Vitis vinifera L.) na devetih lokusih

Ime/lokus VVMD7 VVMD25 VVMD27 VVMD28 VVMD32 ZAG62 ZAG79
‘Sauvignon' 130 148 | 241 245 252 271 261 269 | 191 205 231 233 254 270 | 206 212 258 260
I-2
Zauvignon' 130 148 | 241 245 252 271 261 269 | 191 205 231 233 254 270 | 206 212 258 260
SI-1
'Chardonnay’ 134 140 | 247 251 252 256 259 275 | 197 205 215 225 254 286 | 206 214 256 258
SI-21
'Chardonnay’ 134 140 | 247 251 252 256 259 275 | 197 205 215 225 254 286 | 206 214 256 258
'Sclgli(r)donnay' 134 140 | 247 251 252 256 259 275 | 197 205 215 225 254 286 | 206 214 256 258
I-

;eﬁgpinot' 134 148 | 241 251 252 256 259 269 | 201 205 215 233 254 286 | 206 212 252 258

I-1
i’:eligpinot' 134 148 | 241 251 252 256 259 269 | 201 205 215 233 254 286 | 206 212 252 258
SI-20
"Traminec' 148 148 | 245 251 256 271 269 269 | 205 205 230 230 254 286 | 206 212 258 264
SI-8
"Traminec' 148 148 | 245 251 256 271 269 269 | 205 205 230 230 254 286 | 206 212 258 264
I-

‘?I'ragminec' 148 148 | 245 251 256 271 269 269 | 205 205 230 230 254 286 | 206 212 258 264

I-1
ia§18irizling' 132 148 | 239 251 260 271 275 289 | 201 | 205 | 195 | 243 255 254 286 | 212 214 264 264
SI-11 i
'Lagki rizling' 132 148 | 239 251 260 271 275 289 201I 205 243 255 254 286 | 212 214 264 264
SI-12

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 7: Dobljeni aleli 38 klonov sort Zlahtne vinske trte (Vitis vinifera L.) na devetih lokusih

Ime/lokus

VVMD7

VVMD25

VVMD27

VVMD28

VVMD32

ZAG62

ZAGT9

'Laski rizling' 132 148 | 239 251 260 271 275 289 | 201 205 243 255 254 286 212 214 264 264
SI-13

'Laski rizling' 132 148 | 239 251 260 271 275 289 | 201 205 n. p. n. p. 254 286 212 214 264 264
Sl-41

'Zametovka' 130 150 | 249 251 262 269 261 261 | 197 205 265 274 272 286 218 222 258 272
SI-25

‘Barbera’ SI-36 132 132 | 239 239 262 267 259 275 | 201 205 231 257 266 286 210 218 256 272
'Refosk' SI-35 132 152 | 239 241 260 262 261 275 | 205 205 215 231 264 286 210 212 252 264
'Rebula’ SI-30 140 148 | 245 247 252 262 275 283 | 195 201 225 231 n. p. n. p. 214 218 250 264
'Rebula’ SI-31 140 148 | 245 247 252 262 275 283 | 195 201 225 231 264 266 214 218 250 264
‘Rebula’ SI -32 140 148 | 245 247 252 262 275 283 | 195 201 225 231 264 266 214 218 250 264
‘Rebula’ S1-33 140 148 | 245 247 252 262 275 283 | 195 201 225 231 264 266 214 218 250 264
‘Rebula’ S1-34 140 148 | 245 247 252 262 275 283 | 195 201 225 231 264 266 214 218 250 264
'Zelen' SI-26 150 150 | 239 239 260 260 261 275 | 205 210 231 231 278 286 212 222 258 270
‘Pinela’ SI-28 130 130 | 245 247 260 263 259 269 | 195 197 225 255 270 286 222 222 256 264
'Malvazija' 140 140 | 235 253 252 252 275 275 | 195 195 n. p. n. p. 270 286 206 206 250 268
SI-37

*N.p. — ni pomnozeno
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4.5 ANALIZA KLONSKE VARIABILNOSTI

'Renski rizling' SI-22 in 'Renski rizling' SI-24 sta si enaka in ne kazeta nikakr$nih razlik na
kateremkoli lokusu. 'Renski rizling' SI-23 pa ima na lokusu VVMD?7 tri o€itne vrhove; prvi
kaze 258 baznih parov, drugi pa 263 baznih parov in tretji 271 baznih parov. Druga dva
klona imata na tem lokusu pomnozena le dva alela, ki imata 263 in 271 baznih parov.
Zaradi pojava tretjega alela se predpostavlja, da gre za himerizem.

RENSKI RIZLING SI-24
250 260 270 280 290 300

Iﬁ Il |'l'| || ||
f\_ﬂ'l W k_n_.r"le \J \

|S: 262, 45 | ‘ 5: 270, 56

RENSKI RIZLING SI-23
250 260 270 280 290 300

| \
I|| .
,.\_,l'lﬂll._,rvl II',.\_,-""\_ _\_J'P\_,.L A ||II I'Iu_'. L_

I
S:258.4 5:262, 45 5:270051

RENSKI RIZLING SI-22

250 260 270 280 290 00
A\
I|I I\ II|J'I
P |
SN N
I |
S: 262, 44 80270, 56

Slika 6: Lokus VVMD7 pomnozen pri treh klonih sorte 'Renski rizling'

Pri sorti 'Laski rizling' je prislo, tako kot v primeru sorte 'Renski rizling', do pojava
himerizma. Na lokusu VVMD27 klona 'Laski rizling' SI-11 se je namre¢ poleg alelov
dolzin 201 in 205 baznih parov pojavil Se tretji alel dolzine 195 baznih parov.
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CHARDONNAY SI-39
120 140

5: 140

Slika 7: Lokus VVS2 pomnozen pri treh lokusih sorte 'Chardonnay’

Na primeru klonov sorte 'Chardonnay’, Zelimo prikazati razli¢no pojavno obliko
pomnozenih alelov (vrhov) in intenzivnho pomnoZevanje sen¢nih fragmentov (stutter
bands). Na lokusu VVS2 imajo vsi kloni '‘Chardonnay’ SI-21, 'Chardonnay’ SI-40 in
‘Chardonnay’ SI-39 po dva vrhova oziroma pomnozena oba alela, ki kazeta 134 in 140
baznih parov. Izpostavili smo ga le zato, ker so na klonu 'Chardonnay' SI-21 zelo izraziti

staterji ali sen¢ni fragmetni, ki nas lahko zavedejo pri dolocanju dolzine posameznega
alela.
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4.6 IDENTIFIKACIJA SORT

Sorte smo identificirali na osnovi primerjave podatkov z javno dostopnimi podatkovnimi
bazami mikrosatelitov zlahtne vinske trte. Podatke o dolzinah alelov smo dobili na spletnih
straneh italijanske baze podatkov (Grando in sod. 2002), Svicarske baze podatkov
(Vouillamoz in sod. 2006) in baze podatkov BiotehniSske fakultete v Ljubljani, ki je
podatke pridobila v laboratoriju Katedre za genetiko, biotehnologijo in Zlahtnjenje rastlin
(Vitis-WBC ..., 2015). Za primerjave smo uporabili razliéne podatkovne baze, kot je
prikazano v preglednici 8.

Za primerjalno enoto smo uporabili dolzine alelov. Za posamezno sorto smo primerjali
razli¢no $tevilo lokusov iz razli¢nih podatkovnih baz, odvisno od razpolozljivih podatkov.
Po analizi primerjanih alelov na posameznih lokusih smo dobili v primeru vseh sort 100 %
identi¢nost.

Preglednica 8: Primerjava nasih podatkov genotipov z genotipi iz razli¢nih podatkovnih baz

Referenca St. Identi¢nost
primerjanih
lokusov
RENSKI _ Sefc in sod., (2000) 5 100%
RIZLING
francoska
SIPON baza Lacombe in sod. (2013) 4 100%
slovenska
BARBERA baza Vitis-WBC ..., (2015) 9 100%
francoska
RANINA baza Lacombe in sod., (2013) 7 100%
francoska
SAUVIGNON baza Lacombe in sod., (2013) 5 100%
CHARDO- slovenska Vitis-WBC ..., (2015) 9 100%
NNAY baza
BELI PINOT Svicarska Vouillamoz in sod., (2006) 6 100%
baza
TRAMINEC italijanska Grando in sod., (2002) 8 100%
baza
LASKI
RIZLING francoska Lacombe in sod., (2013) 7 100%
baza
slovenska
ZAMETOVKA | baza Vitis-WBC ..., (2015) 9 100%
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Nadaljevanje preglednice 8: Primerjava nasih podatkov genotipov z genotipi iz razlicnih podatkovnih baz

Referenca St. Identi¢nost
primerjanih
lokusov

REBULA slovenska Vitis-WBC ..., (2015) 8 100%
baza

ZELEN slovenska Stajner in sod., (2008) 8 100%
baza

PINELA slovenska Stajner in sod., (2008) 8 100%
baza

MALVAZIJA slovenska Stajner in sod., (2008) 8 100%
baza

REFOSK slovenska | Vitis-WBC ..., (2015) 9 100%
baza
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Slovenija je vinorodna deZela, saj se trto goji na vseh obmocjih, od Prekmurja do
Primorske. A pokrajina je od enega do drugega konca Slovenije mo¢no raznolika, zaradi
Gesar ne moremo in tudi ne smemo® v vseh obmogjih gojiti enakih sort. In navkljub
strokovni izbiri primernih sort za dolo¢eno obmocje ter kmetovemu pravilnemu pristopu k
pridelavi grozdja in vina, je lahko pridelek manjsi in slabse kakovosti. S klonsko selekcijo
je mozno izboljsati izbor sort in s tem tudi njihovo kakovost ter stopnjo rodnosti. Niso
samo okoljski dejavniki tisti, ki vplivajo na razvoj zlahtne vinske trte in koli¢ino pridelka.
Eden izmed pomembnejsih dejavnikov, ki vpliva na kakovost grozdja in vina so namrec
tudi genetske zasnove. Zadnji dve desetletji se identifikaciji zlahtne vinske trte na nivoju
DNK posveca vec pozornosti tudi na podrocju klonske selekcije. Poleg morfoloskih in
kemijskih metod uporabljajo za identifikacijo Zlahtne vinske trte tudi molekularne metode,
kamor uvr§¢ajo razli¢ne tehnike in med njimi so najbolj pogosto uporabljeni SSR, AFLP in
RAPD markerji (Regner in sod., 2006). Za identifikacijo in genotipizacijo na nivoju sort se
najve¢ uporabljajo mikrosateliti, za vrednotenje klonske variabilnosti pa nekateri drugi
markerji, kot npr. AFLP in RAPD markerji, v nekaterih primerih tudi mikrosateliti
(Thomas in Scott, 1993).

Cilji poskusa so bili, preveriti koliko so mikrosateliti u¢inkoviti pri identifikaciji klonov
posameznih sort, odkriti stopnjo variabilnosti med kloni posameznih sort in ovrednotiti
informacijsko vrednost mikrosatelitov za loCevanje posameznih klonov na osnovi
dobljenih variacij ter oceniti primernost biotehnoloske metode za testiranje pri programih
klonske selekcije.

Na podlagi dobljenih rezultatov alelnih doZin smo lahko dolocili identiteto posameznih
klonov in potrdili 100 % ujemanje za vseh 38 klonov 15-ih sort Zlahtne vinske trte.
Razli¢no je bilo le Stevilo primerjanih lokusov, kar pa je bilo odvisno od podatkov, ki smo
jih pridobili iz baz dostopnih na spletu ali literaturi. Na osnovi dobljenih rezultatov
ugotavljamo, da so mikrosatelitski markerji uc¢inkoviti pri identifikaciji klonov, so pa manj
ucinkoviti v primeru diferenciacije klonov. Enake raziskave so se lotili tudi Laucou in sod.
(2011). Navajajo, da so na osnovi analize 20-ih mikrosatelitnih lokusov pri 4370 akcesijah,
ki so predstavljale tako zelo oddaljene sorte kot tudi 0zje sorodne skupine posameznih
krizanj in klonske selekcije, ugotovili, da v primeru locevanja sort dobijo razlike vsaj na 4-
ih lokusih in v primeru lo¢evanja klonov posamezne sorte na manj kot 4-ih lokusih.
Ugotovitve naSega poskusa in predstavljeni rezultati iz obstojece literature so dokaz, da je
klonska variabilnost pricakovano manjsa in jo z mikrosatelitnimi markerji tezje odkrijemo.

* glede na Pravilnik o seznamu geografskih ozna¢b za vina in trsnem izboru
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Zato bi bilo potrebno za odkrivanje klonske variabilnosti in razvoj novih markerjev za
identifikacijo posameznih klonov uvesti nekatere druge markerske sisteme, kot npr. AFLP,
S-SAP in RAPD markerji (Stajner in sod., 2009).

Kot je Ze znano se mikrosatelitske markerje uporablja tudi za genotipizacijo. V naSem
primeru smo preko doloCanja genotipa klonov ugotavljali kolik$ne so variacije med kloni.
V nasi raziskavi smo tako klonski polimorfizem na osnovi mikrosatelitov odkrili samo Vv
primeru dveh sort od 15-ih analiziranih. Od tega smo pri sorti 'Chardonnay' pri enem izmed
klonov, na lokusu VVS2 zaznali sen¢ne fragmente. Murray in sod. (1993) so sen¢nim
fragmentom doloc¢ili nukleotidno zaporedje in ugotovili, da so ti fragmenti za dva bazna
para krajsi, kar ustreza dolzini ene mikrosatelitske ponovitve (npr. AT). Pojav je izrazitejsi
pri dinukleotidnih mikrosatelitih in lahko povzro¢i napa¢no vrednotenje dolzine alelov. Do
omenjenega pojava pride zaradi napacnega parjenja komplementarnih delov dvojne
vijacnice (zdrsa) zaradi Cesar nastanejo zanke, kar privede do pomnozevanja krajSega ali
daljSega produkta (odvisno na kateri vijacnici pride do nastanka zanke) (Murray in sod.,
1993).

V primeru sorte 'Renski rizling' pa smo pri klonu SI-23 poleg dveh osnovnih alelov zaznali
Se tretji alel dolzine 258 baznih parov. Prav tako je bilo pri klonu 'Laski rizling' SI-11, kjer
smo poleg osnovnih dveh alelov dolzin 201 in 205 baznih parov zaznali Se tretji alel
dolZine 195 baznih parov. Ta pojav smo oznacili za polimorfizem na nivoju himerizma.

Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da imajo mikrosateliti veliko uporabnost za
genotipizacijo in identifikacijo sort, kar potrjujejo tudi Stevilne raziskave narejene na tem
podro¢ju. Za primer, Thomas in Scott (1993) navajata, da so mikrosateliti najbolj
ucinkoviti markerji za genotipizacijo zlahtne vinske trte (Thomas in Scott, 1993). Ne samo,
da so v primerjavi z drugimi markerji cenej$i in hitrej$i, zaradi visoke mutacijske stopnje
mikrosatelitskih sekvenc, temve¢ so to visoko informativni molekularni markerji, z
najvecjo vrednostjo polimorfnih informacij (JakSe in sod., 2013). Vi§ja ko je stopnja
variacije, lazje jih je zaznati, saj bolj jasno odstopajo od preostalega genotipa. Izmed vseh
mikrosatelitov pa Se posebej izstopa set Sestith: VVS2, VVMDS, VVMD7, VVMD27,
VrZAG62, VIZAGT79 oziroma devetih: VVMD32, VVMD36, VVMD25 mikrosatelitov
(This in sod., 2004). V naSem primeru sta se najbolj izkazala lokusa VVS2 ter VVMD?7.
Sicer pa Jakse in sod. (2013) navajajo, da je v primeru slovenskih vinskih sort najbolj
informativen lokus VrZAG79 (Jakse in sod., 2013). Kljub vsemu so SSR markerji primerni
za identifikacijo sort, upostevajo¢ nizek nivo raznolikosti med kloni odkritimi s to tehniko
(Laucau in sod., 2011) pa gotovo SSR markerji niso primerni za klonsko identifikacijo
(Imazio in sod., 2002; Cipriani in sod., 2010).
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Klonska selekcija je zaradi danaSnjih vse vecjih podnebnih in okoljskih ekstremov nujna.
Preko izloCevanja neprilagojenih sort, izlo¢imo lastnosti, ki onemogocajo pridobivanje
kakovostnega in koli¢insko velikega pridelka. Seveda z uporabo mikrosatelitskih
molekularnih markerjev pripomoremo k hitrej$i in bolj ucinkoviti analizi in tako je
selekcija lahko bolj enostavna. V prvi vrsti zaradi nevezanosti na okoljske ter podnebne
spremembe, zaradi Cesar so rezultati zanesljivi, dalje zaradi u¢inkovitosti ter ponovljivosti
rezultatov. Na molekularnem nivoju je pomembna predvsem identifikacija sort z
mikrosatelitskimi markerji in vrednotenje klonske raznolikosti z nekaterimi drugimi
markerji, ki so naklju¢no razporejeni po celotnem genomu in najveckrat nespecifi¢ni
(dominantni markerji, kot npr. AFLP, RAPD, S-SAP). V primeru, da na osnovi
diferencialne analize najdemo polimorfizme oz. markerje, ki so vezani na dolo¢eno
agronomsko pomembno lastnost pa se lahko posluzimo tudi selekcije z markerji (MAS -
marker assisted selection), ki omogoca hitrej$e in u¢inkovitej$e zlahtnjenje.

Mikrosateliti so z diferenciacijo omejeni predvsem na sorte zlahtne vinske trte (Borrego in
sod., 2002), v¢asih je z njimi mozno klonsko razlikovanje. V primeru poliklonskega izvora
sort se namre¢ lahko pri isti sorti, a razlicnem klonu pokaze drugacen mikrosatelitski
profil. Raznolikost v primeru mikrosatelitskih markerjev je povezana predvsem s pojavom
mutacij na osnovi veriznih zdrsov in posledi¢no napacinih poravnav v ponavljajo¢em se
motivu mikrosatelita (Riaz in sod., 2002). Lahko pa pride tudi do mutacij v obrobnih
regijah in v primeru, da gre za prilegajota mesta zacetnih oligonukleotidov, pride do
pojava nictih alelov (Regner in sod., 2006). V primeru, da pri pomnozevanju
mikrosatelitov identificiramo tretji alel, pa govorimo o himerizmu (Hocquigney in sod.,
2004; Bertsch in sod., 2005).

5.2 SKLEPI

Klonska selekcija je zaradi vse vecjih okoljskih ekstremov pomembna pri pridobitvi novih
sort, prilagojenih na dolo¢ene okoljske spremembe.

Zaradi ponovljivosti, ucinkovitosti ter nevtralnosti s strani zunanjih dejavnikov so
mikrosatelitni markerji primerni za identifikacijo kolonov kot sort zlahtne vinske trte, manj
ucinkoviti pa so za ugotavljanje raznolikosti na nivoju klonov. V nasem primeru smo
potrdili za vseh 15 sort vkljucenih v analizo, 100 % identi¢nost na nivoju mikrosatelitov z
nekaterimi sortami identificiranimi v dostopni literaturi 0z. javno dostopnih bazah
podatkov. Mikrosatelitne markerje torej lahko uporabljamo za identifikacijo oziroma
potrditev posamezne sorte in klonov na nivoju DNK, za diferenciacijo klonov pa bi izbrali
molekulske markerje kot so AFLP ali S-SAP markerji, ki omogocajo pomnoZevanje
nakljuénih regij genoma in kot taki sluzijo predvsem za odkrivanje polimorfizmov, alhko
pa iz njih razvilemo tudi markerje uporabne za identifikacijo na nivoju klonske
variabilnosti.
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V nasem poskusu smo z mikrosateliti odkrili polimorfizem med kloni kultivarjev 'Renski
rizling' in 'Chardonnay’. Klone posameznih vzorcev tako lahko determiniramo kot zelo
homogene na nivoju mikrosatelitnega polimorfizma.
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6 POVZETEK

Vinogradni$tvo in vinarstvo sta se pri nas obdrzala kar 2 400 let, kljub obdobju pred 1.
svetovno vojno, ko se je pojavila trtna u$, ki je bila prinesena iz Amerike in je povzrocila
veliko gospodarsko Skodo. Zacelo se je v Casu Keltov, se izpopolnilo s prihodom
Rimljanov in se nadaljevalo z ustanovitvijo gorskih skupnosti ter z razvojem intenzivnega
vinogradnistva. Ustanovili so vinarsko Solo ter zaradi pojava trtne usi uvedli trsni¢arstvo,
preko katerega je okoli 70 let pozneje prislo do organizirane odbire mati¢nih trt in s tem
nacrtne klonske selekcije ter pridobitve novih sort in podlag zlahtne vinske trte. Klonska
selekcija se izvaja ze 60 let in v tem c¢asu so bili uvedeni in izpopolnjeni postopki za
pridobivanje kakovostnega trtnega materiala. Zaradi take pestrosti med sortami zlahtne
vinske trte, so Ze v ¢asu Rimljanov in Grkov opravili prve opise zlahtne vinske trte. Danes
to vedo imenujemo ampelografija. Razvilo se je ve¢ metod, s katerimi so si pomagali
razlikovati sorte zlahtne vinske trte med seboj. Zacelo se je z morfoloskimi metodami,
kamor spadajo opisi pomembnejsih delov rastlin posamezne sorte, sledile so kemijske ter
biokemijske metode. Najsodobnejsi nacin razlikovanja, ki pa se Se razvija, je molekularni,
na nivoju DNK.

Trsnice se ukvarjajo z razmnozevanjem rastlinskega materiala. In vsaki¢ ko se lotimo
razmnozevanja rastlin, imamo mozZnost izbirati med generativnim in vegetativnim
razmnozevanjem. Pri generativnem razmnoZzevanju pridobimo povsem novo rastlino, z
novim genskim zapisom, saj jo razmnozimo s semenom, Ki je nastalo z izmenjavo
ocetovskega in materinskega genskega zapisa. V trsnicah pa se posluzujejo vegetativnega
razmnozevanja, pri katerem dobimo klon matic¢ne rastline, to pomeni, da je potomec glede
na fenotip in genotip identi¢en mati¢ni rastlini. V primeru, da pride do mutacij pa dobimo
novo rastlino, ki je po fenotipu lahko enaka mati¢ni rastlini, po genotipu pa se od nje
razlikuje. Nastali mutaciji pravimo klonska variabilnost.

Tudi na molekularnem nivoju se v zadnjem obdobju pogosto vrednoti klonska variabilnost
razli¢nih rastlinskih vrst. Za ugotavljanje klonskih variacij so uporabni genski markerji, v
nekaterih primerih tudi mikrosateliti, ki pa so sicer bolj primerni za analize identifikacije in
razlikovanje na nivoju sort. V nasi raziskavi smo na osnovi dolzine mikrosatelitnih alelov
potrdili identiteto 38 klonov 15-ih razli¢nih sort zlahtne vinske trte, in pri primerjavi
podatkov potrdili 100 % ujemanje oziroma identi¢nost nasih rezultatov z dostopnimi
podatki iz mikrosatelitnih podatkovnih baz. Izkazalo se je, da so SSR markerji najbolj
uc¢inkoviti za identifikacijo sort, manj pa pri lo¢evanju posameznih klonov znotraj sort. Na
osnovi alelnega polimorfizma smo dolo¢ili tudi raznolikosti med kloni in sicer samo v
dveh primerih. V primeru sort 'Renski rizling' in 'Laski rizling' smo odkrili polimorfizem v
obliki himerizma, kar pomeni, da se je pri enem odklonov pomnozil $e tretji alel, v primeru
sorte 'Chardonnay' smo na lokusu VVS2 zaznali sen¢ne fragmente.
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