Agrovoc descriptors:

COBISS koda 1.02

vitis vinifera,grapevines,varieties,plant anatomy,genotypes,microsatellites,polymorphism, genetic

markers,genetic variation,provenance,identification

Agris category code: F30,F50

Mikrosatelitski markerji uporabni za identifikacijo kultivarjev vinske trte
(VitisviniferaL.)

Natasa STAINER!

Prispelo 1. marca 2010; sprejeto 28.maja 2010.
Received 1% of March 2010; accepted 28™ fo May 2010.

IZVLECEK

Identifikacija kultivarjev vinske trte z metodami, ki temeljijo
na morfoloskih razlikah med rastlinami, je lahko zaradi vpliva
ekoloskih dejavnikov nepravilna, zato so bile razvite metode,
ki omogocajo analizo kultivarjev na nivoju genotipa. V
zadnjih dvajsetih letih so se uveljavile razli¢ne tehnike za
karakterizacijo kultivarjev, od izoencimskih analiz do analiz
na nivoju DNA (RFLP, RAPD, AFLP, SCAR in SSR
markerji). Med omenjenimi so se najbolj uveljavili
mikrosateliti, ki kazejo najvecjo informacijsko vrednostjo
polimorfizma in so ve¢inoma zelo variabilni. Sestavljeni so iz
kratkih, tandemsko ponovljivih motivov DNA, ki so prisotni
pri vecini organizmov. Glavni vzrok polimorfizma med
posamezniki so spremembe v Stevilu ponovitev osnovnega
motiva mikrosatelita. Za izdelavo zacetnih oligonukleotidov
mikrosatelitskih lokusov so v zacetnih raziskavah uporabili
zaporedja obrobnih regij ze znanih mikrosatelitov, ki so bila
shranjena v podatkovnih bazah DNA. Kasneje pa se je
strategija razvijala v smeri nastanka genomskih knjiznic
obogatenih z mikrosateliti. Pri vinski trti je bilo razvitih vec¢
kot 500 mikrosatelitskih markerjev in njihov izredni potencial
in uporabnost pri dolo€anju kultivarjev vinske trte in podlag je
bil dokazan v Stevilnih raziskavah. Za genotipizacijo se
vecinoma uporablja set Sestih oz. devetih mikrosatelitskih
markerjev (oznacevalcev), ki so zelo polimorfni in najbolj
primerni za ugotavljanje genetske variabilnosti med
evropskimi kultivarji vinske trte. Uporaba enotnega seta
markerjev ter vkljucevanje referencnih kultivarjev v analize
genotipizacije omogoca primerjave genotipov med razli¢nimi
raziskovalnimi skupinami, in tako lahko reSujemo Stevilne
dilem o sinonimih, homonimih ali o izvoru sort vinske trte.

Kljucne besede: mikrosateliti, SSR markerji (oznacevalci),
vinska trta, Vitis vinifera L.

ABSTRACT

MICROSATLLITE MARKERS FOR CULTIVAR
IDENTIFICATION IN GRAPEVINE (Vitisvinifera
L.

Identification of grapevine cultivars using methods based on
morphological differences between plants may be incorrect
due to the influence of environmental factors. For these
reasons, alternative methods for cultivar identification, which
better illustrate differences at the genotype level, were
developed. The diverse techniques for the molecular
characterization (isoenzyme, RFLP, RAPD, AFLP, SCAR and
SSR markers) developed in the past twenty years have been
also applied to the grapevines. Among them, microsatellites
show the best value of polymorphism information and are
generally very variable. Microsatellites consist of short,
tandem repeated DNA motifs and are ubiquitous in most
organisms. The polymorphism among individuals is due to
changes in the number of repeat units. In the early studies
primers for the PCR amplification of the microsatellite loci
were designed on the basis of the microsatellite sequences
already existing in the Gene Bank databases. Subsequently a
strategy was developed towards the construction of a genomic
libraries enriched in microsatellites. A large number of
microsatellite markers (more than 500) have been developed
in grapevines and their extraordinary potential in determining
grapevine cultivars and rootstocks was confirmed by
numerous studies. The set of six or nine microsatellite
markers, which are highly polymorphic and the most
appropriate to determine the genetic variability among the
European grapevine cultivars, is mainly used in the
genotyping analysis. Using a definite set of markers and the
integration of reference cultivars in the genotyping analysis
allows comparison of genotypes between different research
groups, and thus allows solving many dilemmas of synonyms,
homonyms and origin or grape varieties.

Key words: microsatellites, SSR markers, grapevines, Vitis
vinifera L.
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1 UVOD

Identifikacija kultivarjev vinske trte s tradicionalnimi
metodami, kot sta ampelografija in ampelometrija, ki
temeljita na morfoloskih razlikah med sortami, je
otezena zaradi vpliva ekoloskih dejavnikov, razvojnega
stadija rastline, zdravstvenega stanja in nacina
pridelave. Zato je bilo v preteklosti smiselno poiskati
metode, s pomocjo katerih lahko analiziramo razlike
med kultivarji na nivoju genoma. Prednost tovrstne
identifikacije je v tem, da je neodvisna od zgoraj
nastetih dejavnikov, ki vplivajo na morfologijo rastline.
Najprej so bili za ta namen razviti izoencimski markerji,
na osnovi katerih so karakterizirali in klasificirali vinsko
trto (Stavrakakis in Loukas, 1983; Benin in sod., 1988;
Calo in sod., 1989). Naslednji korak pri razvoju
molekularnih markerjev so bile analize na nivoju DNA.
RFLP (polimorfizem dolzin restrikcijskih fragmentov)
je bil prvi razvit markerski sistem, ki je omogocil
odkrivanje polimorfizma na nivoju DNA. Tehnika, ki
temelji na razrezu DNA z restrikcijskimi encimi in
zaznavanju specificnih fragmentov DNA s hibridizacijo
z radioaktivno oznaceno sondo je bila pri analizah
vinske trte uspesno uporabljena (Striem in sod., 1990;
Bourquin in sod., 1991; 1993), vendar pa je izvajanje
metode dolgotrajno in drago. Bolj enostavna in poceni
je RAPD tehnika (nakljuéno namnoZzena polimortna
DNA), ki temelji na namnozevanju neznanih predelov
DNA z uporabo zacetnega oligonukleotida s poljubnim
nukleotidnim zaporedjem v verizni reakciji s polimerazo
(PCR) in je bila zelo pogosto uporabljena za dolocanje
genetskih razlik med sortami vinske trte (Tschammer in
Zyprian, 1994; Moreno in sod., 1995; Stavrakakis in
Biniari, 1998; This in sod., 1997). Najvecja slabost te
metode je zahtevna standardizacija postopka oz. slaba
ponovljivost rezultatov. Zato so bili iz RAPD markerjev
razviti SCAR markerji (Sequence characterized
amplified region), ki predstavljajo pretvorbo RAPD
markerja v tip eno-lokusnega (kodominantnega)
markerja. Razvoj SCAR markerjev za potrebe
identifikacije genotipov vinske trte se ni razsiril

(Lahogue in sod., 1998), zaradi soCasnega razvoja in
vecje  uporabnosti  mikrosatelitskih ~ markerjev.
Mikrosateliti ali enostavne ponovljive sekvence (SSR -
simple sequence repeats) pa so se izkazali za najbolj
ucinkovite markerje za genotipizacijo vinske trte
(Thomas and Scott 1993, Cipriani in sod., 1994; Sefc in
sod., 1998; 2000; Sanchez-Escribano in sod., 1999). Ti
polimorfni elementi jedrnega genoma so sestavljeni iz
kratkih, tandemsko ponovljivih motivov DNA, ki so
prisotni pri ve¢ini organizmov. Stevilni mikrosateliti so
zelo variabilni tako znotraj vrst, kot med vrstami. Do
polimorfizma med posamezniki prihaja ve¢inoma zaradi
sprememb v S$tevilu ponovitev osnovnega motiva
(Eisen, 1999). Velika variabilnost mikrosatelitov pa je
povezana tudi z dejstvom, da je v genomu evkariontov
nakljuéno razporejenih od 10* do 10° mikrosatelitskih
lokusov, kar pomeni veliko Stevilo polimorfnih mest, ki
jih lahko uporabimo za genetske markerje. Prav zaradi
visoke mutacijske stopnje predstavljajo mikrosateliti
visoko informativne molekulske markerje z najvecjo
informacijsko vrednostjo polimorfizma in kot taki so se
uveljavili za identifikacijo kultivarjev vinske trte.
Thomas in sod. (1993) so prvi uporabili mikrosatelite za
identifikacijo kultivarjev vinske trte in dokazali, da so
mikrosatelitske sekvence pogosto zastopane v genomu
vinske trte in zelo informativne za identifikacijo V.
vinifera kultivarjev. Odkrivanje mikrosatelitskega
polimorfizma s PCR tehniko namnoZevanja je hitro,
nezahtevno in ucinkovito ze pri zelo majhni koli¢ini
DNA, kar pomeni da v primeru vinske trte namesto
rastlinskega tkiva lahko za DNA analizo uporabimo tudi
produkte kot sta most in vino. Poleg identifikacije
kultivarjev so mikrosateliti tudi zelo uporabni za
reSevanje dilem o sinonimih, homonimih ali o izvoru
sort. Zaradi opisanih lastnosti so se mikrosateliti
uveljavili kot molekulski markerji za genotipizacijo, v
filogenetskih  Studijah sorodnosti, v populacijski
genetiki, za identifikaciji klonov, v selekciji s pomocjo
markerjev, idr.

2 MIKROSATELITI

Satelitna DNA je sestavljena iz tandemsko
ponavljajo¢ih se zaporedij DNA, ki so v Stevilnih
kopijah prisotna v genomu vi§jih organizmov. Na
osnovi dolzine ponovitve so ta zaporedja razdeljena v tri
razrede in sicer na satelite (enota ponovitve dolga nekaj
tiso€ baznih parov), minisatelite (enota ponovitve daljsa
od 10 bp) in mikrosatelite (enota ponovitve dolga od 2-8
bp) (Armour in sod., 1999).

V zgodovini je termin mikrosatelit oznaceval samo
ponovitve dinukleotidnega motiva CA/ GT (Weber in
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May, 1989), Stevilna druga imena, kot npr. enostavna
zaporedja (SSRs- short sequence repeats) in kratke
tandemske ponovitve (STRs- short tandem repeats) pa
so bila v uporabi za opisovanje ostalih ponovljivih
zaporedij (Jeffreys in sod., 1985). Nakamura in sod.
(1987) pa so od preostalega locili Se termin VNTRs (-
Variable Number of Tandem Repeats), kar pomeni
spremenljivo $tevilo tandemskih ponovitev in oznacuje
variabilnost v dolzini ponovitev med posamezniki na
enem lokusu.
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Mikrosatelite delimo na popolne (sestavljeni samo iz
enega motiva osnovne ponovitve, ki se ponavlja brez
prekinitve, npr.: ctctctetetetetctctetet), nepopolne (ena
ali ve¢ ponovitev vsebuje bazo, ki ne odgovarja
osnovnemu motivu ponovitve, npr.: ctctctetgtctctet),
prekinjene (vsebujejo krajSo insercijo baznih parov, ki
se ne ujemajo z osnovnim motivom ponovitve, npr.:
ctetetetetgggcetetetet) in sestavljene (vkljuCujejo dva ali
ve¢ mikrosatelitov, ki pa se med seboj razlikujejo po
tipu ali motivu ponovitve, npr.:
ctctctctctctgatgatgatgat).

Mikrosateliti se tvorijo iz regij prikritih zaporednih
ponovitev (angl. cryptic simplicity), to so predeli, kjer
so razlicni motivi enostavnih, ponavljajocih se DNA
zaporedij prisotni v vecji meri (Tautz in sod., 1986). Do
variabilnost pri mikrosatelitih v veCini primerov pride
zaradi zdrsa DNA polimeraze in posledi¢no
nepravilnega parjenja med replikacijo (SSM- Slipped-
Strand Mispairing) (Levinson in Gutman, 1987) ter
neucinkovitega DNA replikacijskega popravljalnega
mehanizma (Strand in sod., 1993). Z in vitro
raziskavami je bilo dokazano, da je takSen zdrs DNA

polimeraze zelo pogost pojav (Schldtterer in Tautz,
1992), vendar pa se je izkazalo, da je mutacijska stopnja
mikrosatelitov v in vitro pogojih veliko veéja od
dejanske mutacije in vivo in vzrok temu je in vivo
delovanje replikacijskega popravljalnega mehanizma.
Le ta naj bi namre¢ zmanjSal stopnjo mutacije
mikrosatelitov za 100 — 1000 krat (Strand in sod., 1993).
Mutacijska stopnja mikrosatelitov na posamezno
generacijo se giblje od 10° do 102 (Weber in Wong,
1993) in je veliko visja kot stopnja baznih substitucij.
Prevladuje mnenje, da mikrosateliti vefinoma niso
podvrzeni selekciji in prav zato proces mutacije igra
toliko vecjo vlogo pri dolocanju dolzine in razporeditve
mikrosatelitov (Schlétterer, 2000).

Nepravilno parjenje vijacnice med DNA sintezo zaradi
zdrsa DNA polimeraze se pri mikrosatelitu kaze v
pridobitvi ali izgubi ene ali ve¢ ponovitev. Ali se bo
mikrosatelit daljsal ali krajsal pa je odvisno od tega ali
nastane zanka v na novo sintetizirani DNA veriga ali v
matricni verigi (Slika 1)
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Slika 1:  Shematski prikaz mehanizma SSM med podvajanjem, katerega rezultat je podaljSanje ali skrajSanje
mikrosatelitne ponovitve. Posamezne enote ponovitev so oznafene s puséicami; nastajanje zank je
posledica ostanka neparne baze, ki prekine dvojno vijaénico DNA. Nastanek zanke v prepisani verigi vodi
do vecjega Stevila ponovitev; v matriéni verigi pa do manjSega Stevila ponovitev. Med replikacijo lahko
pride do nastanka zank na obeh delih verige in efekt insercije ali delecije je tako nevtraliziran. Stevilo
ponovitev se lahko poveca ali zmanjSa za ve¢ enot, v primeru da nastane vec¢ zank na eni verigi (van
Belkum in sod., 1998).
Figure 1: Schematic representation of the mechanism of SSM during replication, which results in shortening or

lengthening of SSRs. Individual repeat units are identified by arrows; bulging is the presence of non-base-
pair base residues interrupting a regular 2-strand DNA helix. Bulging in the nascent strand leads to a
larger number of repeat units; bulging in the template strand results in a smaller numbers of units. During
replication, bulges can occur in both strands, and the effect of insertion or deletion can be neutralized by
occurrence of the adverse event. The number of repeat units can decrease or increase by multiple repeats
once multiple bulging in one strand has occurred (van Belkum in sod., 1998).
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Za mikrosatelite je znano, da je mutacijska stopnja med
posameznimi lokusi razlicna (Di Rienzo in sod., 1998)
in obstaja kar nekaj potencialnih faktorjev, ki prispevajo
k dognani raznolikosti dinamike razvoja
mikrosatelitskih sekvenc: §tevilo ponovitev, nukleotidno
zaporedje motiva ponovitve, dolzina ponovljive enote,
obrobna regija, prekinitve v mikrosatelitu, stopnja
rekombinacije, stopnja transkripcije, itd. Tako mnogi
raziskovalci na osnovi Stevilnih raziskav predvidevajo,
da mutacijska stopnja naras$¢a s Stevilom ponovitev
(Weber in Wong, 1993; Brinkmann in sod., 1998;
Wierdl in sod., 1997, Rajora in sod., 2001), vendar pa
obstaja premalo dokazov, da bi lahko to dejstvo
upostevali kot dejanski faktor razvoja mikrosatelitov.

Nestabilnost ponovitev je v velini primerov torej
povezana z zdrsom DNA polimeraze med procesom
podvojevanja, alternativno pa je variabilnost v Stevilu
ponovitev in degeneraciji nukleotidnega zaporedja
lahko povezana tudi z DNA rekombinacijo med lokusi,
ki so sestavljeni iz homolognih ponovitev.

Nastanek novega mikrosatelita se nanasa na
kombinacijo dveh mutacij. Pri prvi mutaciji se
mikrosatelit za¢ne razvijati, kar pomeni da nastanejo
ponovitve, ki so dovolj dolge, da lahko na njihovi
osnovi med replikacijo pride do nepravilnega parjenja
zaradi zdrsa DNA polimeraze. Drugo mutacijo pa
povzro¢i nepravilno parjenje zaradi zdrsa DNA
polimeraze in tako pride do dolzinskega polimorfizma.
Prav tako pa je propad mikrosatelita povezan s
kombinacijo dveh mutacij. Prva mutacija prekine
popoln mikrosatelit oz. dolgo mikrosatelitsko ponovitev
in tako prepreci nepravilno parjenje zdrsnjene vijacnice
ter stabilizira ponovitev. Pri drugi mutaciji pa pride do
delecije vecjega odseka ponovitve. Koncen rezultat je
neprepoznavna homologna sekvenca DNA, ki vsebuje
le majhen del motiva osnovne ponovitve in zato lahko
takSen proces imenujemo 'smrt' mikrosatelita (Taylor in
sod., 1999).

2.1 Nicti aleli

V obrobnih regijah mikrosatelitskih lokusov pogosto
nastajajo mutacije (Orti in sod., 1997) in posledica tega
je lahko nastanek nictih alelov. Lazna smrt mikrosatelita
se lahko pojavi kadarkoli in je posledica nukleotidnih
substitucij, insercij in delecij, ki nastanejo v obrobnih
regijah, zaradi Cesar =zacetni oligonukleotidi ne
prepoznajo mest prileganja. Rezultat takSnega procesa
so nicti aleli (Callan in sod., 1993), ki se lahko ustalijo v
populaciji. Posledica lazne smrti mikrosatelita so

186 Acta agriculturae Slovenica, 95 - 2, julij 2010

Stevilni na videz neuspeli poskusi
lokusov med vrstami. Obstoj nictih alelov  lahko
dokazemo tako, da naredimo nove zaCetne
oligonukleotide, ki se prilegajo na drugem mestu
obrobne regije mikrosatelita, ki ni bil podvrzen mutaciji
ali pa ga lahko odkrijemo z analizo segregacije
krizancev. Ni pa vedno nujno, da nicti alel odkrijemo,
saj je lahko zamaskiran z alelom homolognega
kromosoma. V populaciji je navzoc¢nost teh alelov glavi
razlog za veliko odstopanje med dejansko in
pri¢akovano heterozigotnostjo, pri potomcih kriZzancev
pa za odstopanje od pri¢akovanih segregacijskih
razmerij (Callan in sod., 1993).

namnozevanja

2.2 Homoplazija

Mikrosateliti so obi¢ajno na osnovi razli¢ne strukture in
tudi zgodovine nastanka razlicno dolgi, vendar pa
obstajajo tudi aleli enake dolzine, ki so strukturno in
evolucijsko popolnoma razlicni. In ker obicajno
variabilnost mikrosatelitov vrednotimo na osnovi
elektroforetskih profilov PCR produktov, torej glede na
dolzino namnozenega produkta in ne na osnovi
nukleotidnega zaporedja, lahko takSen pojav, ki ga
imenujemo  dolzinska homoplazija privede do
napacnega interpretiranja rezultatov. Na genskem nivoju
lahko recemo, da med dvema aleloma obstaja
homoplazija, ¢e sta identiCna po svoji pojavni obliki
(dolzini), ne pa tudi po izvoru (Estoup in Cornuet,
1999). Glede na to, da je za mikrosatelitske lokuse
znacilna visoka mutacijska stopnja (Weber in Wong,
1993) in da se pod pritiskom selekcije ohranja le
dolocena dolzina alelov in se tako zmanjSuje Stevilo
moznih alelnih oblik, je priCakovana stopnja
homoplazije pri mikrosatelitih velika (Nauta in
Weissing, 1996). Torej so potencialno mikrosatelitski
aleli enake dolzine lahko sestavljeni iz homolognih in
homoplasti¢nih alelov. Dolzinsko homoplazijo znotraj
vrste predstavljata dva mozna vira variabilnosti, ki
temeljita na dejstvu, da mikrosateliti niso vedno
sestavljeni iz enega samega motiva. Poznamo tudi
prekinjene in nepopolne mikrosatelite in prekinitve
predstavljajo Se en nivo polimorfizma, saj se aleli enake
dolzine lahko razlikujejo po Stevilu in/ali lokaciji
prekinitev  (Viard in sod., 1998). Drug nivo
polimorfizma in odkrivanja dolzinske homoplazije
mikrosatelitskih alelov pa predstavlja variabilnost v
obrobnih regijah mikrosatelita, ki je bila bolj pogosto
odkrita med vrstami in je zelo redka znotraj vrste
(Blanquer-Maumont in Crouau-Roy, 1995).
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3 IZOLACIJA MIKROSATELITOV

Mikrosatelite lahko izoliramo iz genoma s pomocjo
PCR amplifikacije znanih MS lokusov. Za izdelavo
zacetnih oligonukleotidov se uporabijo zaporedja
obrobnih regij Ze znanih mikrosatelitov, ki so shranjena
v podatkovnih bazah DNA ali iz genomskih knjiznic
obogatenih z mikrosateliti. Zadnji pristop se je uveljavil
pri Stevilnih vrstah, posebno pri tistih, kjer ni na voljo
podatkovnih baz o nukleotidnih zaporedjih. V zacetku
so mikrosatelite izolirali s pregledom velikega Stevila
klonov genomskih knjiznic, novejSe tehnike obogatitve
genomske kjiznice pa temeljijo na poveCanju deleza
DNA fragmentov z mikrosatelitskimi ponovitvami
(JakSe in Javornik, 2001). Na osnovi obogatitvenega
postopka izolacije mikrosatelitov je mogoce dobiti tudi
do 40-krat ve¢ uporabnih zacetnih oligonukleotidov za
namnoZevanje mikrosatelitov, kot pa pri tradicionalnih
metodah izolacije, ki vkljucujejo hibridizacijsko
preverjanje rekombinantnih klonov (Brondani in sod.,
1998). Tezava, ki se pojavi pri izolaciji vecjega Stevila

mikrosatelitov na osnovi obogatitvene knjiznice je
presezek posameznih mikrosatelitov, kar pomeni, da se
doloceni kloni v knjiznici pojavijo veckrat in tako
zmanjSajo ucinkovitost izolacije. Temu problemu se
lahko delno izognemo tako, da pri izdelavi knjiznice
uporabimo razli¢ne restrikcijske encime, ki povecajo
delez neodvisnih DNA fragmentov (Chen in sod., 1997,
Jakse in Javornik 2001). S pomocjo sekvenciranja lahko
dolo¢imo nukleotidno zaporedje obrobne regije
mikrosatelita in izdelamo lokusno specifi¢ne zacetne
oligonukleotide. Na osnovi komplementarnosti med
zaCetnimi  oligonukleotidi ~ in  mikrosatelitskimi
obrobnimi regijami pa lahko v procesu verizne reakcije
s pomoc¢jo DNA polimeraze, pri osebkih namnozujemo
produkte razli¢nih dolzin. Odkrivanje mikrosatelitskega
polimorfizma s PCR tehniko namnozevanja je hitro,
nezahtevno in ucinkovito ze pri zelo majhni koli¢ini
DNA.

4 VREDNOTENJE MIKROSATELITSKEGA POLIMORFIZMA

Metode za vizualizacijo in vrednotenje PCR produktov
so se v zadnjih 20 letih zelo izboljsale. Najprej je bila
uveljavljena detekcija namnozenih fragmentov s
pomocjo radioaktivno oznacenih zaCetnih
oligonukleotidov ter barvanje PCR produktov s srebrom
ali etidijevim bromidom in ro¢no vrednotenje dobljenih

fragmentov. Kasneje so se v ve¢ji meri zaceli
uporabljati fluorescentno oznaceni zacetni

oligonukleotidi, fragmente oz. namnozene alele pa je
bilo mozno vrednotiti avtomatsko, s pomocjo priloZzenih
programskih aplikacij. PCR vzorce mikrosatelitskih
lokusov  lahko loCujemo v  poliakrilamidnem
denaturacijskem gelu na razli¢nih sekvencnih napravah
(npr.  ALFII  Express sekvenator -Amersham
Bioscineces, ABI sekvenator - PE Applied Biosystems).
Zaradi razliénih sistemov elektroforeze pa prihaja do
razlik med dolzinami detektiranih alelov in ¢e zelimo
dobljene rezultate primerjati med razli¢nimi laboratoriji,
jih je potrebno standardizirati. Dolzine alelov lahko
spremenimo/standardiziramo tako, da v analizo
genotipizacije vkljuc¢imo nekaj referen¢nih vzorcev, na
osnovi katerih lahko ostalim 'neznanim' vzorcem
popravimo dolzine alelov. Znotraj posameznega lokusa
so razlike v dolzini alelov vedno enake, zato lahko na
osnovi parih vzorcev vkljuenih v gelsko analizo
standardiziramo cel gel oz. vse vzorce (This in sod.,
2004). Tako lahko podatke o alelnih dolzinah, ki so bili
pridobljeni v razlicnih laboratorijih, primerjamo in
zdruzimo v skupno podatkovno zbirko. Standardizacija

podatkov na osnovi referencnih vzorcev nam s pomocjo
podatkovnih  zbirk, ki  vkljuCujejo  rezultate
genotipizacije  kultivarjev neke vrste omogoca
identifikacijo nepoznanih genotipov. Za natancno
dolocanje dolzine mikrosatelitskih alelov uporabimo
dolzinski (eksterni) standard (npr. ALFexpress Sizer,
50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 500 bp
Amersham Biosciences), notranje (interne) standarde,
pa pri omenjenem sistemu uporabimo za poravnavo
fragmentov enake dolZine, saj med elektroforezo pride
do odklona potovanja v razli¢nih delih gela. Ce Zelimo,
da so fragmenti na gelu poravnani po vsej Sirini ¢im bolj
natan¢no, potem pri elektroforezi posameznega
mikrosatelitskega lokusa vedno uporabimo 2 interna
standarda (krajSega in daljSega od pricakovane dolzine
mikrosatelitskih  alelov). Vendar pa tudi pri
mikrosatelitskih markerjih obstajajo nekatere omejitve,
kot je npr. ta, da pri PCR namnozevanju lahko namesto
enega ali dveh pri¢akovanih fragmentov (alelov)
dobimo skupino fragmentov, ki se med seboj razlikujejo
le za 2 bp. Dodatni fragmenti, imenovani tudi
sekundarni fragmenti (angl. stutter bands), so obicajno
posledica zdrsa med amplifikacijo s Taq polimerazo in
zato je dolocanje dolzin alelov lahko otezeno, Se
posebej Ce se dva alela razlikujeta samo za dva bp in je
potrebno lo¢evati homo- in heterozigotno obliko.
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5 KARAKTERIZACIJA MIKROSATELITSKIH MARKERJEV

V zadnjih letih je bilo pri vinski trti razvitih ve¢ kot 500
mikrosatelitskih markerjev, ki so javno dostopni
(Bowers in sod., 1996, 1999, Sefc in sod., 1999, Lefort
in sod., 2001, Arroyo-Garciab in sod., 2004, Adam-
Blondon in sod., 2004, Di Gaspero in sod., 2005,
Merdinoglu in sod., 2005, Goto-Yamamoto in sod.,
2006, VMC - Vitis Microsatellite Consortium, 1997-
2004). Njihov izredni potencial in uporabnost pri
dolocanju kultivarjev vinske trte in podlag je bil
dokazan v S$tevilnih raziskavah in narejena je bila
identifikacija kultivarjev vinske trte v veéini evropskih
vinorodnih dezel. V raziskavah genotipizacije vinske
trte se vefinoma uporablja set Sestih (projekt
Genres081) oz. devetih (projekt GrapeGen06)
mikrosatelitskih markerjev, ki so zelo polimorfni in
najbolj primerni za ugotavljanje genetske variabilnosti
med evropskimi kultivarji vinske trte (Sefc in sod.,
2001).

Mikrosatelitske markerje vrednotimo na osnovi
razli¢nih parametrov variabilnosti: dejanska
heterozigotnost (Ho) predstavlja delez heterozigotnih
posameznikov v analiziranem vzorcu; pri¢akovana
heterozigotnost (He) ali genetska raznolikost predstavlja
delez populacije, ki bi bila heterozigotna, v primeru, da
bi med posamezniki prislo do naklju¢nega krizanja,
hkrati pa predstavlja zmoznost markerja za loCevanje
med genotipi; informacijska vrednostjo polimorfizma
(PIC — Polymorphic Information Content) predstavlja
informativnost posameznega markerja oz. stopnjo pri
kateri z markerjem nedvoumno dolo¢imo genetsko
identiteto posameznika in vkljuéuje tako Stevilo alelov
odkritih na posameznem lokusu, kot tudi frekvence
posameznih alelov; verjetnostjo enakosti genotipov (PI
— Probability of Identity) pa predstavlja verjetnost, da
imata katerakoli dva nakljucno izbrana posameznika
dva enaka alela na proucevanem lokusu in visja
vrednost PI kaze na nizko informativnost, kar je
ponavadi posledica majhnega S$tevila alelov ali pa
visoke frekvence enega izmed alelov.
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V preglednici 1 so predstavljeni parametri variabilnosti
za 10 SSR lokusov, ki so bili analizirani na osnovi 54
genotipov vinske trte s slovenskega Primorja. V
povprecju se je pri analiziranih sortah namnozilo 9,8
alelov na lokus, kar je podobno rezultatom analiz drugih
nacionalnih kolekcij vinske trte (Sefc s sod., 2000;
Lefort and Roubelakis-Angelakis 2001; Lopes s sod.,
1999; Ibafiez s sod., 2003). Pri slovenskih Vitis vinifera
L. sortah sta bila najbolj informativna lokusa
SsrtVIZAG79 in VVMDS5 s PIC vrednostjo 0,83.
Zanimivo je dejstvo, da je dobljeni rezultat za lokus
SstVIZAG79 v nasprotju z rezultatom, dobljenim za
portugalske sorte vinske trte (Lopes s sod., 1999), pri
katerih je bil ta lokus ocenjen kot najmanj informativen.
S tem primerom lahko potrdimo navedbe Sefc in sod.
(2000), da je informacijska vrednost posameznega
markerja odvisna od niza vzorcev, ki jih analiziramo,
kar je povezano z dejstvom, da v razli¢nih regijah, kjer
raste vinska trta, prevladujejo razli¢ni aleli. Vrednosti
dejanske heterozigotnosti so pri analiziranih slovenskih
sortah vinske trte na 6 lokusih nizje od vrednosti
pri¢akovane heterozigotnosti. Najve¢ja razlika med
omenjenima vrednostma je bila odkrita pri lokusu
VVMD36, kar je lahko posledica prisotnosti nictih
alelov na tem lokusu. Prisotnost nictih alelov na
omenjenem lokusu je v preteklosti ze bila potrjena
(Vouillamoz s sod., 2004) in delno je potrjena tudi z
naSo analizo, saj pri nekaj vzorcih ni bilo PCR
amplifikacije, kar bi lahko pomenilo, da gre za
prisotnost homozigotnih nictih genotipov. Na osnovi
nizkih vrednosti za verjetnost enakosti genotipov (0,07—
0,19) na posameznih proucevanih lokusih lahko re¢emo,
da so aleli enakomerno razporejeni med analiziranimi
vzorci. Pri treh od desetih markerjev (SsrVrZAG79,
VVMDS5, VVMD32) so bile PI vrednosti manjse od
0,10, kar pomeni, da so ti lokusi zelo informativni.
Najvecja verjetnost enakosti genotipov (PI) pa je bila,
kljub velikemu $tevilu namnozenih alelov (10 alelov),
ugotovljena pri lokusu VVMD7, kar je posledica
neenakomerne razporeditve frekvenc alelov v
analiziranem vzorcu.
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Preglednica 1: Parametri variabilnosti po posameznih lokusih izrazeni z dejansko heterozigotnostjo (Ho),
pricakovano heterozigotnostjo (He), informacijsko vrednostjo polimorfizma (PIC), in verjetnostjo

enakosti genotipov (PI).
Table 1:

The parameters of variability including observed heterozygosity (Ho), expected heterozygosity (He),

polymorphic information content (PIC) and probability of identity (PI) calculated for different loci.

Lokus St.alelov  |Ho He PIC PI
SsrVrZAG79 | 13 0,815 0,859 0,834 0,072
VVMD5 9 0,755 0,853 0,828 0,075
VVMD32 11 0,868 0,814 0,788 0,098
SsrVrZAG62 | 9 0,870 0,817 0,783 0,115
VVS2 10 0,808 0,790 0,756 0,125
SsrVrZAG21 |8 0,852 0,787 0,754 0,127
VVMD25 9 0,759 0,790 0,751 0,140
VVMD36 11 0,596 0,762 0,728 0,140
SsrVrZAGA47 | 8 0,759 0,786 0,745 0,150
VVMD7 10 0,741 0,745 0,697 0,191
Total 106 28.32x10™
Average 9,8 0,782 0,8 0,766

& Zmnozek vrednosti vseh lokusov.

6 GENOTIPIZACIJA VINSKE TRTE

Skupen cilj evropskih projektov, ki se nanasajo na
vinsko trto je postavitev javno dostopne mikrosatelitske
podatkovne zbirke, ki bi obsegala genotipe vinske trte iz
vseh vinorodnih evropskih drzav. Trenutno pa
mednarodna mikrosatelitna zbirka (VIVC - Vitis
International Variety Catalogue), ki je bila narejena v
okviru evropskega projekta Genres081, omogoca
identifikacijo 46-ih evropskih kultivarjev z uporabo 6-ih
mikrosatelitskih markerjev. Nekatere vinorodne dezele
imajo javno dostopne mikrosatelitske podatkovne
zbirke, ki vkljucujejo genotipe domacih sort vinske trte
in tujih kultivarjev, ki jih tudi gojijo na dolo¢enem
obmocju. Tako npr. Svicarska mikrosatelitska
podatkovna zbirka (SVMD - Swiss Vitis Microsatellite
Database) vkljucuje genotipe za 170 sort vinske trte
analizirane na Sestih mikrosatelitskih lokusih (VVMDS5,
VVMD7, VVMD27, VVS2, VIZAG62 and VIZAG79),
ki rastejo na obmoéju Svice. Grika zbirka (Greek Vitis
Microsatellite Database) obsega vse mozne podatke o
trtah, ki rastejo v Gr¢iji in je kombinacija dveh starejsih
ampelografskih  podatkovnih  baz, dopolnjena 2z
mikrosatelitskimi  podatki (298 sort in podlag).
Italijanska podatkovna zbirka (GMC - Grape
Microsatellite Collection) pa omogoca celoten pregled
mikrosatelitskih analiz vinske trte narejenih v razli¢nih
laboratorijih/drzavah in tako vkljucuje tudi podatke o
avtorjih ter metodi dela. Hrvaska mikrosatelitska
podatkovna zbirka vkljucuje genotipe 34 kultivarjev z
ampelografskimi opisi in v glavnem gre za stare sorte,
zgodovinsko povezane s hrvaskim teritorijem (Maleti¢

in sod., 1999). Obstajajo pa Se nekatere mikrosatelitske
podatkovne zbirke (kot npr. zbirka Univerze v
Kaliforniji, INRA - Francija, idr.), ki niso javno
dostopne.

6.1 Genotipizacija slovenskih sort vinske trte

Slovenija ima dolgo vinogradnisko tradicijo.
Kompleksnost tipov klime in tal, pomemben
zgodovinski in geografski prostor, vse to je vodilo k
raznolikosti trtnih sort, tipov, sinonimov in homonimov,
ki jih je potrebno urediti in evidentirati. Napad trtne usi
(Viteus vitifoliae Fitch) v zaCetku 20. stoletja, dve
svetovni vojni, propad kmetij v Casu socializacije
kmetijstva, so okrnile trsni izbor. Vcasih so
vinogradniki gojili predvsem lokalne, manj poznane
sorte, ki pa so v Casu intenzivne obnove vinogradov
izginile in nadomestile so jih nove, razsirjene sorte, ki
jih gojijo tudi drugod po Evropi (Korosec- Koruza,
1992). Po letu 1970 se je zalela svetovna akcija
zbiranja, ohranjanja in vrednotenja starih kultivarjev in
klonov ter organizacija kolekcijskih nasadov, katere
osnovni namen je zbiranje genskega materiala vinske
trte za nadaljnje zlahtnjenje.

Uporaba mikrosatelitskih markerjev nam omogoca tudi
identifikacijo in doloCanje sorodnosti pri starih sortah
vinske trte, ki so ohranjene v kolekcijskih nasadih ali pa
jih najdemo samo $e v nekaterih vinogradih, kjer jih
ponavadi gojijo v manjSem obsegu. Glede na to, da so
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opisi teh sort in z njimi povezani razpolozljivi podatki
zelo nepopolni oz. okrnjeni, je potrebno nekatere
kultivarje tudi identificirati oz. razresiti njihovo
poimenovanje. Veckrat za neko sorto obstaja vec
sinonimov, kar pomeni, da se posamezne sorte razlicno
imenujejo, Ceprav so genotipsko enake, kar lahko
dokazemo =z analizo mikrosatelitov. V nekaterih
primerih pa poznamo tudi skupine oz. pare sort, ki
imajo enako ali zelo podobno poimenovanje, v svoji
genetski zasnovi pa so razli¢ne in take sorte imenujemo
homonimi.

V Sloveniji so stari kultivarji ohranjeni v kolekcijskih
nasadih na §tirih lokacijah, in sicer v Lozah pri Vipavi,
v Novi Gorici, na Dobrovem-Goriska Brda in v Ormozu
in v nekaterih starih vinogradih. Vendar pa so
razpolozljivi podatki za omenjene sorte pogosto
nepopolni ali netocni. Tezava, ki se pojavlja pri
identifikaciji starih sort je tudi njihovo poimenovanje,
saj je pestro zgodovinsko dogajanje in s tem povezano
veCjeziéno  obmocje, prispevalo k razliénemu
poimenovanju starih sort, ki jih danes odkrivamo pod
razliénimi sinonimi. Poleg tega pa so populacije Vitis
vinifera L. pogosto zelo heterogene oz. so trsi
posameznega klona pogosto zelo neizenaceni, kar tudi
ovira identifikacijo na morfoloskem nivoju. Zato smo v
preteklosti z mikrosatelitskimi markerji genotipizirali 33
slovenskih sort, ki rastejo v kolekcijskih nasadih v
Vipavski dolini, Novi Gorici in Goriskih Brdih (Stajner
in sod., 2008) ter 38 starih slovenski sort, ki so bile
pridobljene iz razli¢nih vinogradov Vipavske doline in
Slovenske Istre (Stajner in sod., v tisku). V analizi
podobnosti smo identificirali 11 skupin sinonimov in
nekaj homonimov, kot npr. sorte z imenom Rebula
(Rebula, Stara Rebula in Rebula-100let), ki na osnovi
genetske analize kazejo veliko raznolikost. Poleg tega

smo potrdili nekatere domneve o identi¢nosti sort, ki so
bile narejene na podlagi morfoloskih znakov rastlin in
tako smo npr. s pomocjo analize mikrosatelitov
ugotovili, da je sorta Ferjansckova sinonim za Merlot,
ter da je Grganc sinonim za Rebulo, kar pomeni, da se
je starodavno poimenovanje o€itno ohranilo na
nekaterih podrocjih v Slovenski Istri. Med skupinami
sinonimov, ki smo jih dobili z analizami mikrosatelitov
izstopa skupina petih sinonimov (Glera = Prosecco =
Briska Glera = Steverjana = Beli teran). Nekateri izmed
njih so bili v preteklosti Ze opisani, medtem ko je npr.
Steverjana povsem nov sinonim za omenjene sorte.
Velika raznolikost na osnovi mikrosatelitskih lokusov
pa je bila odkrita med Glero/Brisko Glero in Belo Glero,
kar bi lahko razlozili z dejstvom, da se je v preteklosti
ime Glera uporabljalo za razlicne bele sorte vinske trte,
ki so rasle v submediteranskem delu Slovenije. Pri
primerjavi nekaterih slovenskih sort s hrvaskimi, ki so
jih genotipizirali Maleti¢ in sod. (1999) smo tudi odkrili
tako sinonime kot homonime; tako je bila npr. na osnovi
7 mikrosatelitskih lokusov potrjena identi¢nost med
sortama Muskat Ruza Porecki (hrvaska) in Cipro
(slovenska) ter med sortama Ranfol bijeli (hrvaska) in
Belina Pleterje (slovenska). Homonim je bil odkrit med
hrvasko sorto Plavina (Calo in sod., 2008) in slovensko
sorto z enakim imenom, saj je njuna podobnost na
osnovi SSR analize le 20%. Prav tako se med seboj zelo
razlikujejo slovenska, hrvaska (Calo s sod., 2008) in
italijanska (Muganu in sod., 2009) sorta z imenom
Pagadebiti. Italijanska beseda pagadebito pomeni
'placevanje davkov' in to poimenovanje se je vcasih
uporabljalo za razli¢ne zelo produktivne sorte, katerih
pridelek so imeli za placevanje davkov in tako je
pri¢akovati, da se pod tem imenom skriva ve¢ razli¢nih
sort 0z. homonimov.
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