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1ZVLECEK

Mikrosateliti se uporabljajo v genetskih raziskavah rastlin za Studije raznolikosti, starSevske analize, izdelavo
genetskih kart in za genotipizacijo. Vsestranska uporabnost in popularnost mikrosatelitov temelji na pozitivnih
lastnostih markerskega sistema: visoka pogostost pojavljanja v evkariotskih genomih, kodominatnost, hipervaria-
bilnost, robustnost in visoka informacijska vrednost. Prvi mikrosateliti oljke so bili objavijeni v letu 2000 in od tedaj
se pogosto vkljuc¢ujejo v razli¢ne genetske raziskave oljk. V delu so predstavijene karakteristike objavljenih mikro-
satelitov oljke in njihova uporabnost v genetskih studijah.

Klju¢ne besede: mikrosateliti, SSR, Olea europaea L., oljkarstvo, polimorfizem

MARCATORI MICROSATELLITARI E IL LORO IMPIEGO NELL'OLIVICOLTURA
SINTESI

I microsatelliti vengono utilizzati nelle ricerche genetiche delle piante, inerenti la diversita, I'analisi parentale,
I’elaborazione di mappe genetiche e la genotipizzazione. L’impiego universale e la popolarita dei microsatelliti sono
dovuti alle caratteristiche positive del sistema di marcatori: alta frequenza di presenza nei genomi eucariotici,
codominanza, ipervariabilita, robustezza ed alto valore informativo. | primi microsatelliti dell’olivo sono stati
pubblicati nel 2000 e da allora vengono di frequente inseriti in diverse ricerche genetiche degli olivi. Nell’articolo
vengono presentate le caratteristiche dei microsatelliti dell’olivo pubblicati e il loro impiego negli studi genetici.

Parole chiave: microsatelliti, SSR, Olea europaea L., olivicoltura, polimorfismo
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UuvoD

Oljko Ze tisoc¢letja gojijo na obmocju sredozemskega
bazena, v glavnem zaradi pridobivanja olj¢nega olja, ki
ima izredno pomembno vlogo v ¢lovekovi prehrani.
Zaradi ugodne sestave masc¢obnih kislin in vsebnosti
Stevilnih biolosko pomembnih spojin uvrs¢amo olj¢no
olje med funkcionalna Zivila, za katerim povprasevanje
na trgu nenehno narasca. Raziskave so pokazale, da so
lastnosti olj¢nega olja odvisne od sortne strukture oljk, h
kakovosti in tipi¢nosti olja pa prispevajo tudi pedokli-
matski dejavniki pridelovalnega obmocja in tehnologija
predelave oljk. Sortna struktura je nastajala vec¢ stoletij
in v literaturi je omenjenih ve¢ kot 1000 olj¢nih sort, ki
so se izoblikovale s selekcijskim pritiskom na agronom-
sko pomembne lastnosti ali spontano s krizanjem
gojenih in divjih oljk (Rugini & Baldoni, 2005). Izredna
genska raznolikost oljk in pomanjkanje Zlahtnjiteljskih
programov, ki bi privedli do izboljsanja genskih virov,
so glavni razlog pospesenega preucCevanja genetske
strukture oljk. Do razvoja molekulskih markerjev so
raziskave genskih virov temeljile na uporabi klasi¢nih
metod z opisovanjem morfoloskih markerjev. Fenotipsko
vrednotenje rastlinskega materiala je metodolosko za-
pleteno, odvisnost morfoloskih markerjev od dejavnikov
okolja pa mo¢no omejuje njihovo uporabo v genetskih
Studijah.

V zadnjih dvajsetih letih je razvoj stevilnih markerjev
DNA omogocil revolucionarni pristop pri preucevanju
strukture genoma in genske raznolikosti pomembnejsih
kmetijskih rastlin. Napredku molekularne biologije je
sledilo tudi oljkarstvo, in markerji DNA se danes rutin-
sko uporabljajo za molekulsko karakterizacijo in identi-
fikacijo olj¢nih sort, v Studijah izvora in domestikacije
oljke, pri preucevanju genske variabilnosti divjih in kul-
tiviranih oljk, identifikaciji markerjev, vezanih na agro-
nomsko pomembne lastnosti, in pri genskem kartiranju
(Bandelj et al., 2002a). Vecina razvitih markerskih sis-
temov je uporabnih tudi za genotipiziranje DNA oljk
(RFLP, RAPD in AFLP). Kljub popularnosti teh tehnik pa
je zanimanje med raziskovalci za novejse markerje, kot
so mikrosateliti, vse vecje. Z objavo tehnike mikrosa-
telitov (Litt & Luly, 1989) so ti markerji postali najbolj
priljubljeni za molekulsko karakterizacijo razli¢nih rast-
linskih vrst (Gupta & Varshney, 2000). Le-ti zdruZujejo
lastnosti razli¢nih markerjev in jih v literaturi pogosto
predstavljajo kot idealen markerski sistem. Prvi mikro-
sateliti oljke so bili identificirani in predstavljeni Sele v
letu 2000 (Rallo et al., 2000; Sefc et al., 2000) in od
tedaj se uspesno vkljuCujejo v genetske raziskave oljk z
razli¢nimi cilji.

Namen pricujoega dela je podrobneje predstaviti
mikrosatelitski markerski sistem, opisati karakteristike
identificiranih mikrosatelitov oljke ter predstaviti njihovo
uporabnost v genetskih raziskavah oljk.

MIKROSATELITI V RASTLINAH

Skupna lastnost evkariotskih genomov je ta, da vse-
bujejo tandemsko ponavljajo¢o se DNA, ki so jo poime-
novali satelitna DNA. Odkrili so jo pri ultracentri-
fugiranju DNA v gradientnem mediju, ko se je le ta
porazdelila v ve¢ plasti, med katerimi je plast vsebovala
DNA, sestavljeno iz skupine tandemsko ponavljajocih se
zaporedij. Satelitno DNA glede na dolZino osnovnega
motiva delimo v tri skupine (Armour et al., 1999):

1. sateliti: sestavljeni so iz osnovnega nukleotidnega
zaporedja (motiva) dolzine do 200 baznih parov
(bp), vec takih ponovitev skupaj tvori satelit, ki ima
lahko skupno dolZino nekaj magabaznih parov in
predstavlja nekaj odstotkov genoma,

2. minisateliti: osnovni motiv je sestavljen iz ve¢ kot 10
nukleotidov, ki lahko dosezejo skupno dolzino od
0,5 do 30 kbp,

3. mikrosateliti: osnovni motiv je kratek (od 1 do 6 bp)
in na posameznem lokusu tvori ponovitve skupne
dolzine od 20 do 100 bp.

V literaturi se pojavljajo razli¢na poimenovanja mi-
krosatelitov: STR (angl. Short Tandem Repeats — kratke
tandemske ponovitve), SSR (angl. Simple Sequence
Repeats — enostavna ponovljiva zaporedja), SSLP (angl.
Simple Sequence Length Polymorphism — polimorfizem
dolZin enostavnih zaporedij) in VNTR (angl. Variable
Number of Tandem Repeats — spremenljivo Stevilo tan-
demskih ponovitev).

Glede na tip ponovitve osnovnega motiva, Chambers
& MacAvoy (2000) predlagata naslednje poimenovanje
mikrosatelitov:

— popoln mikrosatelit (angl. pure microsatellite) je ses-
tavljen iz enega samega motiva baz, ki se tandemsko
ponavlja in ni prekinjen z nobeno drugo bazo, npr.
(AC)14;

— sestavljen mikrosatelit (angl. compound microsate-
[lite) sestavljata vsaj dva razli¢na osnovna motiva
ponovitve, npr. —(CT),,(CA)g;

— popoln in prekinjen mikrosatelit (angl. interrupted
pure microsatellite) ima osnoven motiv prekinjen z
insercijo enega nukleotida ali ve¢ baznih parov, ki se
razlikujejo od osnovnega motiva, npr. (CA), TA(CA);;

— sestavljen in prekinjen mikrosatelit (angl. interrupted
compound microsatellite) ima poleg vsaj dveh raz-
licnih osnovnih motivov e krajso insercijo baznih
parov, ki se razlikujejo od osnovnih motivov, npr.
(AC)1sAGAA(AG);;

— kompleksen mikrosatelit (angl. complex microsatel-
lite) je Sirsi izraz za popolne in sestavljene mikro-
satelite, ki nastanejo zaradi insercij baz, ki pred-
stavljajo kratko ponovitev, npr. (TC)4(T)s(CT),CTCC
(TCC)e.

Poznana so tudi zaporedja DNA, ki ne vsebujejo
ponovljivih motivov, ampak so nekaksno vmesno stanje,
sestavljena iz ve¢ mesanih motivov, ki rahlo nakazujejo
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na tandemsko ureditev. Ta zaporedja so poimenovali z

izrazom prikrita enostavnost (angl. cryptic simplicity), za

katere Hancock (1999) meni, da predstavljajo propa-
dajo¢o mikrosatelitsko regijo, izpostavljeno Stevilnim
to¢kovnim mutacijam. Kripti¢ne regije so lahko tudi

mesto nastanka novih mikrosatelitov (Tautz et al., 1986).

Procesa izginjanja in nastajanja novega mikrosatelita

potekata isto¢asno. Kratki mikrosateliti (imenovani tudi

proto-mikrosateliti) nastajajo naklju¢no, najprej pride do
to¢kovnih mutacij, ki jim sledijo $e redki zdrsi vija¢nice

med replikacijo (Levinson & Gutman, 1987).
Nestabilnost mikrosatelitskih lokusov in posledi¢no

velika variabilnost mikrosatelitskih markerjev sta prispe-

vala k popularnosti markerskega sistema in njegove upo-
rabe v mnogih evolucijskih in genetskih studijah. Velik
polimorfizem je posledica sprememb v $tevilu ponovitev
osnovnega motiva, za kar sta odgovorna predvsem dva

mehanizma, ki se verjetno dopolnjujeta (Eisen, 1999):

1. Model nepravilnega parjenja zdrsnjenih verig med
replikacijo DNA (model SSM - Slip-Strand Mispai-
ring) predvideva mutacijo, ki jo povzroci zdrs DNA v
kompleksu s polimerazo, kar lahko povzro¢i nekom-
plementarnost matri¢ne in nove sintetizirane verige.
Ce popravljalni mehanizmi napake zaradi zdrsa ne
odpravijo, ostane poravnava obeh verig nepravilna.
Mikrosatelitske ponovitve se zlahka izvijejo iz vijac-
nice v obliki zank. Nova sintetizirana veriga bo tako
v naslednjih replikacijah spremenila svojo dolzino,
pri mikrosatelitu se to kaZe v nastanku ali izgubi ene
ali ve¢ ponovitev.

2. Neenak crossing-over (model UCO - Unequal Cross-
ing-Over) nastane kot rezultat rekombinacije med
homolognima kromosomoma, ki nista bila popolno
poravnana. Verjetnost nepravilne poravnave je zara-
di mikrosatelitskih ponovitev velika.

Mutacijska stopnja vseh mikrosatelitskih lokusov ni
enaka. Dognano je bilo, da na njen nivo vplivajo: Stevilo
ponovitev in nukleotidno zaporedje osnovnega motiva,
dolZina ponavljajoce se enote, DNA-zaporedje obrob-
nih regij, prekinitve v mikrosatelitu, stopnja rekombi-
nacije in transkripcije. Raziskave mutacijske stopnje in
evolucijske dinamike mikrosatelitov s $tevilnimi odkri-
timi protislovji je nazorno povzel Schlétterer (2000).

Stevilne raziskave so pokazale, da se nukleotidna za-
poredja minisatelitov in mikrosatelitov ne pojavljajo sa-
mo v nekodirajocih regijah genoma, kot je bilo prvotno
misljeno, temve¢ tudi v zgornjih promotorskih regijah
kodirajo¢ih DNA-zaporedij evkariotskih genomov, kjer
imajo domnevno vlogo regulatornih elementov. Stevilne
mikrosatelitske ponovitve, odkrite pri ¢loveku, so bile
najdene tudi pri primatih, kar nakazuje na njihovo bio-
losko funkcionalnost. Mikrosateliti v promotorskih regi-
jah kodirajocih zaporedij DNA delujejo kot ojacevalci
ekspresijskih vektorjev. Znano je, da lahko odsotnost
mikrosatelitske ponovitve zmanjsa regulatorno sposob-
nost promotorja. V nadaljevanju so s Studijami ugotovili,
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da lahko kratki nukleotidni in ponavljajo¢i se motivi v
zgornjih aktivnih mestih ekspresijskih vektorjev sluZijo
kot mesto vezave regulatornih proteinov. Predstavljene
so bile tudi 3tudije o vplivu dolzine mikrosatelitov na
fenotipsko raznolikost (Kashi & Soller, 1999).

ZASTOPANOST MIKROSATELITOV PRI RASTLINAH

Podrobnejsi pregled zastopanosti mikrosatelitov v
genomu visjih rastlin sta med prvimi podala Morgante &
Olivieri (1993), ki sta preucila pogostost pojavljanja di-
nukleotidnih in trinukleotidnih mikrosatelitskih ponovi-
tev. Pri pregledu podatkovnih baz nukleotidnih zapore-
dij sta ugotovila, da se tip AT ponovitve najpogosteje
pojavlja in sestavlja kar 74% vseh dinukleotidnih mi-
krosatelitov. Sledila mu je ponovitev GT/AC s 24-od-
stotno zastopanostjo, medtem ko je ponovitev AC/GT
sestavljala le 1% vseh dinukleotidnih ponovitev. Dinu-
kleotidne ponovitve CG avtorja nista zasledila. Med
trinukleotidnimi ponovitvami sta bila motiva TAT in TCT
najpogostejsa. Pregled mikrosatelitov pri 34 razli¢nih
rastlinskih vrstah je pokazal, da so le ti v genomu po-
gosti in se pojavljajo na vsakih 50 kbp. V raziskavi po-
gostosti mikrosatelitov in tipov mikrosatelitskih pono-
vitev pri razlicnih evkariotskih genomih Téth et al.
(2000) odkrivajo, da tri- in heksanukleotidne ponovitve
mikrosatelitov prevladujejo v eksonih, saj izguba ali pri-
dobitev take ponovitve ne porusi bralnega okvirja. Po-
javljanje drugih tipov mikrosatelitov v medgenskih re-
gijah in intronih pa je taksonomsko specifi¢cno. O po-
dobnih izsledkih porotajo $e Metzgar et al. (2000). V
nekodogenih regijah obstajajo mono-, di- tri-, tetra- in
heksanukleotidni mikrosateliti, za katere veljajo podobni
mutacijski in selekcijski procesi. V kodogenih regijah se
v vecji meri pojavljajo tri- in heksanukleotidni mikrosa-
teliti, ki so izpostavljeni mocnejsim in bolj specifi¢nim
selekcijskim pritiskom. V novejsi raziskavi so Morgante
et al. (2002) preucili zastopanost mikrosatelitskih pono-
vitev v genomskih in EST (Expressed Sequence Tags —
izraZzena nukleotidna zaporedja) zaporedjih repnjakovca
(Arabidopsis thaliana), riZa, soje, koruze in p3enice. Od-
krili so, da je frekvenca pojavljanja mikrosatelitov obrat-
no sorazmerna z velikostjo genoma in delezem ponav-
ljajo¢e se DNA, in da ostaja konstantna v kodogenem
delu genoma. Mikrosateliti so ve¢inoma pojavljajo v re-
gijah, ki predstavljajo nedavno povecanje genoma pri
rastlinah, njihova frekvenca je vecja v prepisanih regi-
jah, posebno v neprevedenem delu mRNA, kjer je lahko
ve¢ja celo za 3-krat. Pri vseh rastlinah, ki so bile
vklju¢ene v analizo, pa je frekvenca mikrosatelitov znat-
no vecja v knjiznici EST, kjer so odkrili najpogostejso
ponovitev AG/CT in najmanjso AT. Song et al. (2002) so
ugotovili, da je med trinukleotidni mikrosateliti najpo-
gostejsi in tudi najbolj polimorfen pri psenici motiv TAA.
V' nadaljevanju McCouch et al. (2002) poro¢ajo o
zastopanosti mikrosatelitov pri rizu, kjer je najpogostejsi
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motiv GA, sledita mu motiva AT in CCG. Najdaljsi so
bili mikrosateliti z motivom AT, najkrajsi pa s ponovit-
vijo GA.

TEHNIKA NAMNOZEVANJA MIKROSATELITSKIH
LOKUSOV

Princip tehnike mikrosatelitskih markerjev se od teh-
nik AFLP in RAPD razlikuje v tem, da se v veriZni re-
akciji s polimerazo namesto naklju¢nih lokusov namno-
7ujejo znani lokusi. Ce je znano nukleotidno zaporedje
obrobne regije mikrosatelita, se lahko izdela lokusno
specifi¢cna zacetna oligonukleotida, obi¢ajno dolZine
18-25 bp, ki omogocata namnozitev mikrosatelitske re-
gije. NamnoZeni aleli se locijo z elektroforezo v po-
liakrilamidnem gelu ali polimeru visoke lo¢ljivosti, za
zaznavanje mikrosatelitov pa se uporablja radioaktivnost
ali barvanje s srebrom. Popularna je tudi uporaba flu-
orescentno oznacenih zacetnih oligonukleotidov in za-
znavanje namnozZenih alelov z avtomatsko lasersko na-
pravo, ki omogoca hitro nadaljnjo obdelavo rezultatov
(Kozjak et al., 2003b; §tajner et al., 2005). Fluore-
scentno oznacevanje molekul DNA obi¢ajno zvisa ceno
analiz, vendar je danes na voljo tehnika ekonomic¢nega
fluorescentnega oznacevanja molekul PCR (Schuelke,
2000), ki je bila preizkusena in uspesno uporabljena pri
namnoZzevanju in zaznavanju mikrosatelitov ka¢ (Scott
et al., 2001) in oljke (Bandelj et al., 2004a).

LASTNOSTI MIKROSATELITOV IN UPORABNOST
V GENETSKIH STUDIJAH

Mikrosateliti zdruZujejo lastnosti razli¢nih markerjev,
zaradi Cesar so izredno atraktivni za genetske Studije
rastlin. Poleg visoke pogostosti pojavljanja in enakomer-
ne razprsenosti v evkariotskih genomih jih odlikujejo e
kodominantna narava, hipervariabilnost, visoka stopnja
polimorfizma ter informativnost (Morgante & Olivieri,
1993; Powell et al., 1996a; Weising et al., 1998). Pred-
nost uporabe mikrosatelitskih markerjev je tudi v moz-
nosti avtomatiziranja postopka. Robustnost jim pripi-
sujejo zaradi dobre ponovljivosti rezultatov (Powell et
al., 1996b; Jones et al., 1997).

Rezultati genotipizacije rastlin z mikrosateliti so med
laboratoriji primerljivi, nekaj odstopanj pri dolZini alelov
pa je vendarle moZno zaslediti zaradi razli¢nih postop-
kov lo¢evanja in detekcije namnoZenih markerjev (We-
ber, 1990). Bowers et al. (1996) so pri primerjavi dolZin
alelov zaznanih s srebrom in dolzin avtomatskega fluo-
rescentnega zaznavanja odkrili razlike v velikosti od 1
do 2 bp. Podobno ugotavljajo tudi Kozjak et al. (2003a),
ki so pri genotipizaciji klonov vinske trte kultivarja
'Refosk’ na dveh mikrosatelitskih lokusih pri barvanju s
srebrom odkrili 2 bp daljsa alela v primerjavi z avto-
matskim fluorescentnim zaznavanjem na laserski na-
pravi ALFexpress. Kline et al. (1997) so ugotavljali pri-

merljivost rezultatov mikrosatelitske analize v 34 labo-
ratorijih in odkrili, da so rezultati primerljivi, ¢e alele
poimenujejo opisno. Pri primerjavi alelov, ki so jih
oznacili z dolzZino, je prihajalo do razlik, vecjih od 5 bp.

Poleg razli¢nih elektroforetskih sistemov in postop-
kov zaznavanja alelov so manjsa neskladja v dolzini
alelov lahko tudi posledica pojava sen¢nih fragmentov.
Weber & May (1989) pojav razlagata kot posledico
zdrsa polimeraze Taq in matri¢ne vijacnice med namno-
Zevanjem DNA v verizni reakciji s polimerazo. Murray
et al. (1993) so z dolocitvijo nukleotidnega zaporedja
sen¢nih fragmentov dinukleotidnega mikrosatelitskega
lokusa ugotovili, da ti predstavljajo delecijo 2 bp, kar
ustreza dolZini ene mikrosatelitske ponovitve. Pojav je
izrazitejSi pri dinukleotidnih mikrosatelitih in lahko po-
vzro¢i nepravilno dolocitev dolzZine alelov.

Med slabse lastnosti mikrosatelitskega markerskega
sistema raziskovalci uvrs¢ajo visoke stroske izolacije
novih markerjev (Rafalski & Tingey, 1993; Squirrell et
al., 2003). Tradicionalne postopke, ki vkljucujejo izde-
lavo delne genomske knjiznice, kloniranje in hibridi-
zacijsko preverjanje velikega Stevila rekombinantnih
klonov, zamenjujejo novejse tehnike, ki vkljucujejo iz-
delavo genomske knjiznice, obogatene z mikrosateliti
(Jakse & Javornik, 2001). Uspesnost izolacije mikrosa-
telitov je odvisna od ve¢ korakov, od priprave genomske
knjiznice pa vse do izdelave parov zacetnih oligonu-
kleotidov, ki imajo sposobnost namnoZevanja specifi¢-
nih lokusov s polimorfnimi aleli (Squirrell et al., 2003).

Ko so mikrosateliti za dolo¢eno vrsto Ze poznani, se
lahko uporabijo tudi za genetske analize sorodnih vrst,
kar zniza stroske analiz, saj izdelava genomskih knjiznic
v tem primeru ni potrebna. Obrobna nukleotidna
zaporedja mikrosatelita so lahko med sorodnimi vrstami
ohranjena, zato nekateri zacetni oligonukleotidi, pri-
pravljeni za eno vrsto, uspesno namnozujejo tudi dom-
nevno ortologno regijo DNA druge vrste. NamnoZeni
produkti PCR pric¢akovane dolZine ne zagotavljajo nujno
obstoj mikrosatelitov in dovolj velikega polimorfizma
(Huang et al., 1998). Peakall et al. (1998) so z dolo-
¢itvijo nukleotidnega zaporedja dognali, da so razlike
med aleli razli¢nih vrst kompleksnejse, saj se ne razli-
kujejo samo v spremembi Stevila ponovitev osnovnega
motiva, temve¢ tudi v strukturi mikrosatelita. Uspesnost
medvrstne uporabe mikrosatelitskih markerjev se zmanj-
Suje s povecevanjem filogenetske oddaljenosti vrst
(Schlotterer, 1998).

Uporaba zacetnih oligonukleotidov sorodnih vrst za
namnozevanje mikrosatelitskih regij je lahko povezana
tudi s pojavom nictih alelov (izpad namnoZitve alela).
Za nastanek nictih alelov so odgovorne mutacije na
mestih prileganja zacetnih oligonukleotidov, ki prepre-
¢ijo vezavo zacetnih oligonukleotidov in s tem namno-
zitev mikrosatelita. Posledica so spremenjene frekvence
alelov in genotipov, kar lahko privede do presezka
homozigotov in podcenitve heterozigotnosti preuceva-
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Tab. 1: Kronoloska predstavitev genetskih raziskav oljke, pri katerih so bili uporabljeni mikrosatelitski markerji.
Tab. 1: Chronological presentation of genetics investigations of olives with the aid of microsatellite markers.

Cilji raziskave

Opis raziskave

Referenca

Izolacija in karakterizacija
mikrosatelitov

Identifikacija in karakterizacija 15-ih MS lokusov oljke
(ssrOeUA-DCA).

Sefc et al., 2000

Izolacija in karakterizacija
mikrosatelitov

Identifikacija in karakterizacija 5-ih MS lokusov oljke (IAS-oli).

Rallo et al., 2000

Genotipizacija olj¢nih sort

Preucili identiteto dveh sort iz IT in CA (Oblonga in Frantoio) s
5 MS lokusi. Ugotovili identi¢nost sort na vseh lokusih.

Barranco et al.,
2000

Izolacija in karakterizacija
mikrosatelitov

Razvili 20 novih MS markerjev in predstavili karakterizacijo
lokusov na 16-ih sortah (GAPU).

Carriero et al.,
2002

Izolacija in karakterizacija
mikrosatelitov

Identifikacija 30 MS lokusov in karakterizacija lokalnih olj¢nih
sort v ltaliji (UDO).

Cipriani et al.,
2002

Izolacija in karakterizacija
mikrosatelitov

Identificirali 7 MS lokusov (EMO).

De la Rosa et al.,
2002

Genotipizacija olj¢nih sort z
mikrosatelitskimi markerji

Genotipizirali olj¢ne sort iz nacionalnega kolekcijskega nasada.
Za genotipizacijo uporabili 14 MS lokusov.

Bandelj et al.,
2002b

Primerjalna studija RAPD,
AFLP in MS tehnik pri
identifikaciji in ugotavljanju
sorodnostnih odnosov olj¢nih
sort

Preucili informativnost posameznega markerskega sistema. V
analizo vkljucili 32 sort. Uporabili 8 predhodno objavljenih MS
lokusov.

Belaj et al., 2003

Izdelava genetske karte

Za kartiranje uporabili RAPD, AFLP, RFLP in MS markerje.
Uporabili MS lokuse bliznjih sorodnikov oljke.

De la Rosa et al.,
2003

NamnoZevanje MS oljke pri
sorodnih vrstah znotraj rodu
Olea

S 4-mi MS lokusi dosegli uspesno namnoZevanje MS pri 13-ih
razli¢nih vrstah in podvrstah rodu Olea. Ugotovili visok
polimorfizem in preucili sorodnost med vrstami.

Rallo et al., 2003

Vrednotenje genetske
raznolikosti in preucevanje
sorodnosti olj¢nih sort

Preucili 19 olj¢nih sort z uporabo 14-ih MS lokusov. Predstavili
informacijske vrednosti lokusov.

Bandelj et al.,
2004b

Izdelava integrirane genetske
karte

190 markerjev (MS, RAPD, SCAR) uporabili za konstrukcijo
karte, od tega 10 MS markerjev.

Wu et al., 2004

Aplikacija MS za preverjanje

Izolacija DNA iz komercialnih olj¢nih olj in namnoZevanje MS.

Breton et al.,

pristnosti ekstra deviskih Primerjava genetskih profilov sort z aleli, odkritih v olj¢nem 2004
olj¢nih olj olju. Porocanje o uspesnosti metode MS v "forenziki" olj¢nih
olj.
Klonska variabilnost Analizirali variabilnost 130-ih vzorcev oljk. Genotipizacijo Lopes et al.,
opravili na 14-ih MS lokusih. Pri ve¢ kot 60% vzorcih ugotovili | 2004

homonime ali napac¢no oznacitev dreves v kolekciji in ugotovili
visoko stopnjo variabilnosti znotraj olj¢nih sort.

StarSevska analiza

Uporabili 8 MS za genotipizacijo 23 olj¢nih sort, potencialnih
za uporabo v Zlahtnjiteljskih programih. 4 MS uporabili za
testiranje krizancev.

De la Rosa et al.,
2004

Genotipizacija olj¢nih sort in
preucevanje genetske
raznolikosti oljk

Preucili 46 akcesij 30-ih sort iz Sicilije (IT). V analizo vkljucili
12 MS lokusov.

La Mantia et al.,
2005

Preucevanje sorodnostnih
odnosov in identifikacija sort

Preucenih 111 akcesij 60-ih olj¢nih sort z markerji AFLP in MS.
Uporabili 27 MS lokusov, izdelali dendrogram in preucili
sposobnost lo¢evanja sort z dvema markerskima sistemoma.

Montemurro et
al., 2005

Aplikacija MS za preverjanje
pristnosti ekstra deviskih
olj¢nih olj

Izolacija DNA iz komercialnih olj¢nih olj in namnoZevanje MS.
Uporabili 6 MS lokusov, izdelali zacetne oligonukleotide za
ugnezden PCR, uspe$no namnoZevanje MS, daljsih od 188 bp.

Testolin & Lain,
2005

Upravljanje kolekcije oljk in
identifikacija sort v Italiji

Preucili raznolikost 39 akcesij oljk iz Apulie (IT). Mikrosatelitom
dolocili nukleotidno zaporedije in vsako sorto opisali s Stevilom
ponovitev osnovnega motiva MS. Uporabili 5 MS lokusov.

Muzzalupo et
al., 2006
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nega lokusa. Obstoj nictih alelov se lahko potrdi le s
segregacijsko analizo. Pojavu se lahko izognemo z
izdelavo novih specifi¢nih zacetnih oligonukleotidov na
novih mestih obrobnih zaporedij, ¢e je to mogoce.

Za markerje, ki se uporabljajo na nivoju kromoso-
mov pri kartiranju genoma, je pomembno, da so Ste-
viléni in da se enakomerno pojavljajo v genomu. Ti-
pi¢en mikrosatelitski lokus izpolnjuje oba kriterija, zato
so mikrosateliti idealno orodje za kartiranje genoma.
Zelo ucinkoviti so tudi pri kartiranju lokusov, vezanih na
kvantitativne lastnosti (QTL, Quantitative Trait Locus)
(Chambers & MacAvoy, 2000).

Mikrosateliti so zaradi hipervariabilnosti idealno
orodje tudi za molekulsko identifikacijo posameznikov.
Vsak posameznik ima svojevrsten vzorec alelov, ki je
osebno specifi¢en. Tehnika genotipizacije se rutinsko
uporablja v sodno medicinskih raziskavah pri prepozna-
vanju oseb in ugotavljanju sorodstvenih vezi (Zupancic,
1998). Tudi pri rastlinah so mikrosateliti primerni za
genotipizacijo in identifikacijo sort, kultivarjev, klonov
in akcesij. S pomocjo mikrosatelitov se ugotavljajo ne-
pravilnosti pri poimenovanju sort, ki so zaradi sino-
nimov in homonimov pogoste pri vegetativno mnoZenih
rastlinah.

Mikrosateliti so bili v rastlinski genetiki uspesno upo-
rabljeni tudi pri ugotavljanju genetske sorodnosti. Ker se
dedujejo kodominantno, so idealno orodje za starSevske
analize in analize rodovnikov. S pomoc¢jo mikrosatelitov
se pridobivajo informacije o Zlahtnjenju rastlin, o na-
stanku in strukturi populacij rastlin ter njihovi dome-
stikaciji. Kronoloski pregled raziskav o razvoju mikrosa-
telitskega markerskega sistema in njegove aplikacije v
molekularno-genetskih raziskavah pri oljki je predstav-
lijen v Tabeli 1.

PREDSTAVITEV KARAKTERISTIK OBJAVLJENIH
MIKROSATELITOV OLJKE

Med letoma 2000 in 2006 je 5 raziskovalnih skupin
poroc¢alo o identifikaciji 77-ih mikrosatelitskih lokusov.
Sefc et al. (2000) so pregledali genomsko knjiznico s
sondami GA in CA in identificirali 20 mikrosatelitov z
motivom GA, 4 z motivom CA in 5 s sestavljenim mo-
tivom CA-GA. Zacetne oligonukleotide so izdelali za 28
lokusov, mikrosatelite pa uspesno namnozili na 15-ih
lokusih. Karakterazijo lokusov so predstavili v skupini 38
sort oljk iz Spanije in 9 iz Italije.

Lokusi serije ssrOeUA-DCA so bili med prvimi ob-
javljenimi, zato so bili tudi najveckrat uporabljeni v
genetskih Studijah oljk. Molekulska karakterizacija olj¢-
nih sort na 14-ih lokusih DCA je bila opravljena v Slo-
veniji (Bandelj et al., 2004b) in na Portugalskem (Lopes
et al., 2004). Stevilo namnoZenih mikrosatelitov se med
Studijami razlikuje, saj je bilo v analize vklju¢eno raz-
licno stevilo sort razlicnega geografskega izvora. V vseh
treh Studijah (Sefc et al., 2000; Bandelj et al., 2004b;

Lopes et al., 2004) je bila opaZena heterozigotnost nizja
od pri¢akovane na lokusih DCA4, DCA11 in DCA13,
kar nakazuje na moznost obstoja nictih alelov. Najvisja
opaZena heterozigotnost je bila ugotovljena na lokusih
DCA3, DCA8, DCA9, DCA14, DCA16 in DCA18. V
povpre¢ju je bila opaZena heterozigotnost v treh raz-
iskavah visoka (0,722), kar kaZe na veliko genetsko va-
riabilnost oljk. Zohary & Spiegel-Roy (1975) menita, da
so gojeni kloni oljk ekstremno heterozigotni. Pred do-
mestikacijo so se oljke mnozile spontano s krizanji, kar
je bil razlog za povecano heterozigotnost, ki je rastlinam
omogocila prezivetje. V dolo¢enem obdobju pa je
generativho razmnoZzevanje preslo v vegetativno, tako
da je heterozigotnost ostala fiksirana.

Informacijska vrednost polimorfizma (PIC vrednost)
je odvisna od stevila alelov in njihove frekvence na po-
sameznem lokusu (Botstein et al.,, 1980). Na osnovi
povprecne vrednosti PIC (0,675) je bilo ugotovljeno, da
so mikrosatelitski lokusi serije DCA zelo informativni.
Med zelo informativne (PIC > 0,5) so se uvrstili vsi
lokusi razen DCA5 in DCA13, 8 lokusov (DCA3, DCA4,
DCA7, DCA9, DCA10, DCA14, DCA16 in DCA17) pa
je izpolnjevalo tudi kriterij o primernosti lokusa za
kartiranje (PIC > 0,7) (Bandelj et al., 2004b).

Na lokusih DCA4 in DCA14 je bilo ugotovljeno kom-
pleksno namnoZevanje mikrosatelitov in odmik od prica-
kovanega dialelnega elektroforetskega vzorca, ki je obi-
¢ajen za diploidne organizme (Bandelj et al., 2004b).
Odmik se je pokazal v namnoZevanju tretjega alela, kar
je lahko posledica namnoZevanja dodatnega lokusa. An-
cestralne duplikacije kromosomov in poliploidni ali alo-
poliploidni znacaj rastlinske vrste so po navedbah iz lite-
rature najveckrat vzrok veclokusnega namnoZevanja mi-
krosatelitov. Pri oljki Cipriani et al. (2002) porocajo, da
17% zacetnih oligonukleotidov na novo izoliranih mi-
krosatelitov verjetno namnozuje dva razli¢na lokusa. Av-
torji menijo, da visoka frekvenca podvojenih DNA regij
nakazuje na mozZnost v celoti podvojenega genoma,
vendar njihovi rezultati ne zadostujejo, da bi ugotovili,
ali je oljka poliploidnega ali alopoliploidnega znacaja.

Pojav dominance kratkega alela, ki se kaze v pre-
feren¢nem namnoZevanju kratkih alelov (Wattier et al.,
1998), je bil opazen na lokusih DCA1, DCA10 in
DCA17. Pri heterozigotnih genotipih, kjer sta bila na-
vzoca kratek in dolg alel, je bila po barvanju s srebrom
opaZena vecja intenziteta krajSega alela v primerjavi z
daljsim, kar je verjetno posledica kompeticije namno-
Zevanja kratkih in dolgih alelov v verizni reakciji s
polimerazo (Bandelj et al., 2004b). Selektivno namno-
Zevanje alelov na takih lokusih lahko privede do pod-
cenitve opaZene heterozigotnosti in posledi¢no vpliva
na rezultate genetske analize.

Z obogatitvenim postopkom genomske knjiznice
oljke z motivom GA so Rallo et al. (2000) z radioaktivno
oznaceno sondo identificirali 24 klonov z mikrosate-
litom. 55% klonov je vsebovalo popolne mikrosatelite,
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30% nepopolne, pri 15% pa je bil ugotovljen sestavljen
motiv mikrosatelita. Odkrili so mikrosatelitske motive
CA, TA, GAA v kombinaciji z GA v sestavljenem mikro-
satelitu, v enem primeru pa poro¢ajo tudi o heksa-
nukleotidnem motivu AGAGGG. Lokusno specifi¢ne oli-
gonukleotide so pripravili za 13 mikrosatelitskih regij.
NamnoZevanje mikrosatelitov so preizkusili na 46 olj¢-
nih sortah razlicnega geografskega izvora in ugotovili,
da le 5 lokusov namnozi polimorfne produkte PCR v pri-
¢akovanem velikostnem obmocju (IAS-0li06, IAS-olil1,
IAS-0li12, IAS-0li17, 1AS-0li22). Na dveh lokusih niso
dosegli namnoZevanja alelov, pri 4 so ugotovili kom-
pleksno in nespecificno namnoZevanje, dva lokusa pa
sta bila monomorfna. Skupno $tevilo namnoZenih alelov
v skupini 46 olj¢nih sort na 5-ih mikrosatelitskih lokusih
je bilo 26. Najvec¢ alelov (9) so ugotovili na lokusu IAS-
oli1l1, najmanj (4 in 3) pa na lokusih IAS-oli17 ter IAS-
oli06 in 1AS-0li22. Lokusi z manjsim 3tevilo alelov so
zaradi vecje verjetnosti identi¢nosti genotipov manj pri-
merni za identifikacijo sort. Dedovanje mikrosatelitov so
preverili z genotipizacijo potomcev krizanja ‘Leccino’ X
"Dolce Agogia’ in potrdili Mendlovsko dedovanje. Pri
karakterizaciji izoliranih mikrosatelitov avtorji porocajo
o pojavu nictih alelov, sen¢nih fragmentov in kompleks-
nega namnoZevanja lokusov. Na lokusu IAS-oli12 so
odkrili ni¢te alele, ki so verjetno posledica mutacij na
mestih prileganja zacetnih oligonukleotidov. NamnoZe-
vanje nespecificnih produktov PCR so ugotovili na
lokusu IAS-0li08, zato so ga izkljucili iz nadaljnjih
analiz. Pojav sen¢nih fragmentov, ki so bili izrazitejsi pri
zaznavanju alelov z avtomatizirano sekven¢no napravo
ABI 310, so avtorji opazili na lokusu 1AS-oli11.

Genomsko knjiznico oljke, obogateno z motivom
GA, so pripravili tudi Carierro et al. (2002). Avtorji so
identificirali 54 pozitivnih klonov, med katerimi je 22
vsebovalo popolne dinukleotidne mikrosatelite, 15 ne-
popolne in 5 popolne trinukleotidne mikrosatelite. Pre-
ostalih 12 klonov so klasificirali med kompleksne mikro-
satelite. Zacetne oligonukleotide so izdelali za 20
mikrosatelitskih lokusov in na 10-ih dosegli uspesno
namnoZzevanje polimorfnih alelov v skupini 16-ih sort
0z. 20-ih akcesij. Na preostalih lokusih niso ugotovili
polimorfnih markerjev. Najmanj alelov so odkrili na
lokusih GAPU12 (2) in GAPU11e17 (3). Sledila sta jima
lokusa GAPU45 in GAPUS59 s stirimi aleli. Najvec alelov
so ugotovili na lokusu GAPU101 (9), sledili so mu lokusi
GAPU103A, GAPU47 in GAPU89 z 8 aleli. Skupno
Stevilo namnoZenih alelov pri 20-ih akcesijah oljk je
bilo 57, v povpre¢ju 5,7 alela na lokus. S predstav-
ljenimi mikrosateliti so avtorji preucili genetsko sorod-
nost oljk italijanskega izvora, o natan¢nejsi informacijski
vrednosti mikrosatelitov pa niso porocali.

Cipriani et al. (2002) so dolocili nukleotidno zapo-
redje 60 pozitivnih kolonij dveh obogatenih genomskih
knjiznic (AC/GT in AG/CT) oljke. Na 30 mikrosatelitskih
lokusih so dosegli uspesno namnoZevanje alelov v pri-

¢akovani dolzini. Karakteristike mikrosatelitov so pre-
ucili na 12-ih sortah oljk italijanskega izvora. 28 mikro-
satelitskih lokusov je bilo polimorfnih, na dveh pa poli-
morfizma niso ugotovili (UD0O99-003, UD0O99-022). Z
zacetnimi oligonukleotidi UD0O99-007, UDO99-009,
UDO99-022, UDO99-034, UDO99-036 sta se istocas-
no namnoZila po dva lokusa. V povprecju so na lokusu
odkrili po 3 alele, kar je v primerjavi z drugimi ob-
javljenimi mikrosateliti oljke razmeroma malo. Na 7
lokusih sta bila ugotovljena le po 2 alela, na 9 lokusih so
odkrili po 3 alele, na 3 lokusih 4 oz. 5 alelov. Kljub
nizkemu Stevilu namnoZenih mikrosatelitov v 12-ih
sortah oljk so avtorji analizirane sorte zlahka locili.
Podrobneje so preucili in primerjali sorti ‘Casaliva’ in
"Frantoio’ ter ‘Les” in ‘Leccino’. Na osnovi genotipizacije
vecjega Stevila vzorcev sort ‘Casaliva’ in ’Frantoio’
avtorji menijo, da ‘Casaliva’ pripada sortni populaciji
'Frantoio’, vendar sta sorti genetsko razli¢ni. Enako velja
tudi za sorti ‘Leccino’ in ‘Les’.

De la Rosa et al. (2002) so predstavili $e 7 novih
mikrosatelitskih lokusov (EMO), ki so jih identificirali iz
knjiZnice, obogatene z dinukleotidnimi motivi GA in GT.
Zacetne oligonukleotide so izdelali za 13 mikrosatelit-
skih lokusov, vendar s 5-imi niso namnozili alelov v pri-
cakovani dolzini, 2 lokusa pa sta bila monomorfna. Ka-
rakterizacijo novih mikrosatelitov so predstavili v skupini
23-ih sort. V povprecju so odkrili 6,4 alela na lokus,
najmanj na lokusu EMOL (2), najve¢ pa na lokusu EMO2
(9). Informacijsko vrednost polimorfizma lokusov so po-
dali tudi z izra¢unom pric¢akovane in opaZene hetero-
zigotnosti. Najnizjo vrednost so opazili na lokusu z naj-
manj3im Stevilom alelov EMOL. Z zacetnimi oligonukle-
otidi lokusa EMO30 so pri sorti Arbequina namnozili 4
alele, kar nakazuje na isto¢asno namnozitev ve¢ lokusov.
Uspesnost namnoZevanja olj¢nih mikrosatelitov so ugo-
tovili tudi pri sorodnih vrstah oljke; forziciji (Forsythia
intermedia), velikem jesenu (Fraxinus excelsior), jasminu
(Jasminum beesianum), osmantu (Osmanthus hetero-
phyllus) in Spanskem bezgu (Syringa vulgaris).

UPORABNOST MIKROSATELITOV V GENETSKIH
STUDIJAH OLJK

Identifikacija in genotipizacija olj¢nih sort

Enostavno, vegetativho razmnoZevanje oljke je omo-
gocilo intenzivno izmenjavo rastlinskega materiala v
drzavah Sredozemlja, kar je povzrocilo veliko zmedo pri
imenovanju sort in klonov. Sinonimi in homonimi po-
menijo oviro pri vrednotenju genskih virov oljke, zato je
karakterizacija genotipov z molekulskimi markerji naj-
bolj primeren nacin za pravilno identifikacijo sort, ki je
klju¢nega pomena pri upravljanju kolekcij, lo¢evanju
sadilnega materiala v drevesnicah in pri vzgoji certifi-
ciranih sadik sort in klonov. Zaradi enostavnega vred-
notenja alelnih profilov in zagotavljanja ponovljivosti
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rezultatov med laboratoriji so mikrosateliti najprimer-
nejSe orodje za locevanje sort.

Prvo obseznejse delo na podro¢ju identifikacije olj¢-
nih sort v Sloveniji je bilo prikazano v delu Bandelj et al.
(2002b). V raziskavi je bilo dolo¢eno najmanjse stevilo
mikrosatelitov serije ssrOeUA-DCA (Sefc et al., 2000), s
katerimi je bilo mogoce lociti 19 olj¢nih sort iz nacio-
nalnega kolekcijskega nasada oljk v Strunjanu. Najpri-
mernejsi markerji so bili izbrani na osnovi naslednjih
kriterijev: namnoZevanje nekompleksnih elektroforetskih
vzorcev s kakovostnimi PCR produkti, stabilna struktura
mikrosatelita in visoka informacijska vrednost markerjev.
Verjetnost enakosti genotipov (Pl), ki se uporablja kot
merilo lo¢evanja genotipov, je pokazala nizko informa-
cijsko vrednost lokusov DCA1, DCA5, DCA13 in
DCA15. Pri omenjenih lokusih so bile vrednosti Pl visje,
zato jih uvrs¢amo med markerje s slabso sposobnostjo
lo¢evanja in so manj primerni za identifikacijo. Najvecja
sposobnost locevanja genotipov oljk je bila odkrita pri
lokusu DCAT16, kjer je bila vrednost Pl najnizja (0,073).
Na tem lokusu je bilo ugotovljenih 9 razli¢nih alelov,
najve¢ efektivnih alelov (6,6) in najve¢ razli¢nih geno-
tipov (14). Visoko informacijsko vrednost lokusa doka-
zuje tudi visoko Stevilo svojevrstnih genotipov (11).
Dobro sposobnost lo¢evanja posameznikov je imel tudi
lokus DCA10 z vrednostjo PI 0,078 in na katerem je bilo
odkritih najvec sortno specifi¢nih alelov (7), ki omogo-
¢ajo takojsnjo identifikacijo specificnega genotipa. Med
preostalimi lokusi je bil glede na stevilo ugotovljenih
edinstvenih genotipov (8) in kakovost PCR produktov za
identifikacijo izbran Se lokus DCA3. Na osnovi uposte-
vanih kriterijev so bili med 14-imi mikrosatelitskimi
lokusi za identifikacijo izbrani DCA3, DCA10 in
DCA16, katerih kombinacija je zagotavljala svojevrstne
alelne profile, karakteristi¢ne za specifi¢no sorto.

Barranco et al. (2000) so preucili uporabnost mikro-
satelitskih markerjev pri ugotavljanju sinonimov sort. V
analizo so vkljucili sorti 'Oblonga’ iz Kalifornije in
‘Frantoio” iz ltalije. Pri morfoloski karakterizaciji obeh
sort v genski banki so odkrili, da sta sorti fenotipsko
identi¢ni, zato so ju primerjali z mikrosatelitskimi mar-
kerji. Identi¢nost alelnih profilov so odkrili na petih
lokusih (IAS-0li06, 1AS-oli11, 1AS-oli12, IAS-oli17, IAS-
oli22). Na osnovi rezultatov molekulske in morfoloske
analize so potrdili, da sta sorti genotipsko identi¢ni.

Rallo et al. (2000) so s 5-imi lokusi (IAS-oli) lo¢ili 95%
od 46 analiziranih sort. Svojevrstne alele, ki omogocajo
takojsnjo identifikacijo, so zaznali na dveh lokusih pri 3
sortah, kar je v primerjavi s serijo mikrosatelitov
ssrOeUA-DCA, kjer je bilo ugotovljenih kar 25 sortno
specifi¢nih alelov pri 10-ih sortah (Bandelj et al., 2002b),
razmeroma malo. Slednje potrjuje visoko informacijsko
vrednost lokusov serije ssrOeUA-DCA. De la Rosa et al.
(2002) ravno tako porocajo o dobri lo¢evalni sposobnosti
mikrosatelitov serije EMO, saj so s 4-mi lokusi (EMO2,
EMO3, EMO13 in EMO30) lo¢ili vseh 23 olj¢nih sort.

Preucevanje genetske variabilnosti in sorodnosti oljk z
mikrosateliti

Inventarizacija in ohranjanje genskih virov oljk osta-
jata prioriteti sodobnega oljkarstva. Poznavanje genetske
variabilnosti je pomembno pri nacrtovanju Zlahtnjenja
oljke, saj so pomanjkljive informacije o genskih virih
glavni razlog, da oljka v preteklosti ni bila vklju¢ena v
vecje Zlahtnjiteljske programe. Z namenom pospese-
vanja vzgoje sort, ki bi bile bolje prilagojene sodobnim
agronomskim tehnologijam, v drzavah Sredozemlja
ustanavljajo nacionalne in mednarodne kolekcije, kjer
potekajo postopki vrednotenja in identifikacije genet-
skega materiala oljke.

Za ohranitev genskih virov oljke na Siciliji je bil v letu
1995 vzpostavljen kolekcijski nasad. Na osnovi pred-
hodno objavljenih karakteristik mikrosatelitskih marker-
jev so La Mantia et al. (2005) napravili raziskavo genet-
ske raznolikosti 46-ih vzorcev oljk, ki pripadajo skupini
30-ih sort. Genotipizacijo vzorcev so opravili na 12-ih
mikrosatelitskih lokusih (DCA3, DCA4, DCA9, DCAT16,
GAPU101, GAPU59, UDO-008, UDO-009, UDO-012,
UDO-024, UDO-039, UDO-043), izbranih na osnovi
sposobnosti odkrivanja visokega polimorfizma, odsotno-
sti pojava senc¢nih fragmentov in nekompleksnega na-
mnoZevanja alelov. Z izbranimi lokusi so v skupini ana-
liziranih oljk namnozili 119 mikrosatelitov, v povprecju
so ugotovili 9,5 markerja na lokus. Za lokus UDO-009 je
bila ugotovljena nizka sposobnost lo¢evanja genotipov
zaradi majhnega stevila namnoZenih markerjev in visoke
frekvence ponavljanja treh alelov v skupini oljk. Pri tem
lokusu so ugotovili tudi pojav fragmenta +1 bp, kar je
preprecevalo pravilno dolocitev dolZine alelov. Na lo-
kusih UDO-043 in DCA4 so opazili znacilne vzorce
zdrsnjenih alelov, pojav nictih aleov pa je bil ugotovljen
na lokusih UDO-008 in UDO-039. Pri ve¢ kot 16-ih
vzorcih so ugotovili sinonime. Na osnovi izracunanih
koeficientov sorodnosti oljk so izdelali dendrogram in
poskusali ugotoviti, ali se oljke s Sicilije genetsko raz-
likujejo od sort, ki uspevajo v drugih obmocjih Sredo-
zemlja. Razmestitev sort v skupine ni pokazala vecje
genetske sorodnosti med oljkami glede na fenotipsko
podobnost in geografsko obmocje gojenja, kar avtorji
pojasnjujejo kot posledico prenasanja rastlinskega mate-
riala oljk med Sicilijo in drugimi sredozemskimi drza-
vami. Z analizo so ugotovili tudi starsevstvo dveh sort.
Sorta ’Giarfara’ je nastala s krizanjem sort "Nocellara del
Belice’ in 'Cacaridduni’, medtem ko je sorta 'Pizzo di
Corvo’ krizanec sort "Nocellara Etnea” in "Tonda Iblea’.

Avtorji mikrosatelitov GAPU (Carriero et al., 2002) so
markerje uporabili za preucitev genetske podobnosti 20
vzorcev oljk iz juzne (Apulija, Kalabrija, Bazilika) in
centralne Italije. Na osnovi izracunanih koeficientov po-
dobnosti so z metodo UPGMA izdelali dendrogram, v
katerem so bile sorte razdeljene v dve vecji skupini. V
prvi so se zdruZile sorte, ki uspevajo na obali lonskega
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morja, druga skupina pa je bila razdeljena v dve manjsi
podskupini: kalabrijsko in apulijsko. Avtorji ugotavljajo,
da so se sorte razvrstile v sorodnostne skupine glede na
geografski izvor oljk.

V Sloveniji so bili mikrosateliti uporabljeni za ugo-
tavljanje genetske sorodnosti olj¢nih sort, ki uspevajo na
obmocju Istre (Bandelj et al., 2004b). Z molekulsko
raziskavo smo poskusali ugotoviti genetsko povezavo
lokalnih sort z italijanskimi, saj je Studija olj¢ne strukture
konec 19. in v zacetku 20. stoletja pokazala, da je sorti-
ment oljk na obmocju Istre nastajal pod vplivom ltalije,
zaradi priseljevanja ljudi iz osrednje ltalije na obmocje
Beneske republike (Hugues, 1999). Podobnost je Hugues
(1999) opazil tudi v poimenovanju sort. Za analizo so bili
uporabljeni lokusi serije DCA (Sefc et al., 2000) in na
osnovi rezultatov genotipizacije je bila preucena genet-
ska podobnost 19-ih olj¢nih sort. Rezultati razvrs¢anja v
skupine so pokazali, da je ‘Crnica’, ki je bila v preteklosti
najbolj razsirjena sorta v Slovenski Istri, genetsko podob-
na toskanski skupini sort, kar potrjuje domneve Huguesa
(1999). Vecja genetska podobnost sort je bila opazena pri
sortah z vecjimi plodovi. V to skupino so se uvrstile tudi
nekatere lokalne istrske sorte z vecjimi plodovi. Razen
toskanske skupine sort pa ni bilo opaziti ve¢je genetske
povezanosti sort glede na geografski izvor.

Genetsko variabilnost 130 vzorcev oljk, ki pripadajo
skupini 67 sort, so z mikrosateliti serije DCA preucili Lo-
pes et al. (2004). Ugotovili so, da obstaja velika varia-
bilnost znotraj sort, saj so pri nekaterih oljkah odkrili raz-
liko v ve¢ kot 15% namnoZenih alelov. Z genotipizacijo
pri nekaterih sortah niso potrdili sinonimov, omenjenih v
podatkovni bazi FAO. Pri ve¢ kot 60% vzorcev pa so
ugotovili homonime ali napa¢no oznacitev vzorcev v
kolekciji. Mikrosateliti so se v Studiji pokazali kot pri-
merno orodje pri upravljanju kolekcij, identifikaciji sort
in klonov ter resevanju sinonimov in homonimov.

Montemurro et al. (2005) so preucili genetsko po-
dobnost 111-ih akcesij oljk (60 sort) iz Italije, Spanije,
Francije in Grcije. Polimorfizem in genetsko podobnost
so analizirali s tremi kombinacijami AFLP markerjev in z
27-imi mikrosatelitskimi lokusi. S kombinacijo obeh
markerskih sistemov so locili vse genotipe oljk. V den-
drogramu so bile sorte razvrs¢ene v tri vecje skupine
glede na uporabnost plodov: za olje, za namizne oljke
in kombinacija obeh.

Mikrosateliti gojenih oljk se zaradi ohranjenosti
nukleotidnih zaporedij lahko uporabljajo tudi za preuce-
vanja genetske variabilnosti na nivoju vrst iz rodu Olea.
Taksonomsko je oljka (Olea europaea L.) razdeljena v 4
podvrste, ki uspevajo v Sredozemlju, Afriki in Aziji
(subsp. europaea, cuspidata, laperrinei, cerasiformis)
(Green & Wickens, 1989), nedavno pa sta bili kla-
sificirani $e dve podvrsti (guanchica in maroccana)
(Vergas et al., 2001). Kompleks Olea so Rallo et al.
(2003) preucili s 4-imi mikrosatelitskimi lokusi gojene
oljke serije IAS-oli. S studijo so Zeleli preveriti in potrditi

ohranjenost mikrosatelitskih regij pri 15-ih vrstah in
podvrstah rodu Olea. V analizo so vkljucili tudi 14
olj¢nih sort. NamnoZevanje vseh stirih mikrosatelitskih
regij so dosegli pri 13-ih taksonih, 2 vrsti pa olj¢nih
mikrosatelitov nista namnozili. Velik polimorfizem na-
mnoZenih markerjev je omogocal nedvoumno identifi-
kacijo vecine vzorcev, skupno so odkrili 67 alelov in od
tega je bilo ve¢ kot 50% svojevrstnih. Najve¢ polimorf-
nih markerjev je bilo opazenih na lokusu IAS-olil1,
nekoliko manj pa na lokusih 1AS-0li17 in 1AS-oli22. Ti
rezultati potrjujejo uporabnost lokusov serije 1AS-oli za
preucevanje filogenije oljke, zanimivo pa je tudi dejstvo,
da so Rallo et al. (2000) pri preucevanju 46-ih sort z isto
serijo mikrosatelitov ugotovili bistveno manj alelov (26).
Rezultati razvrs¢anja vzorcev v sorodnostne skupine so
pokazali, da imajo lokusi sorodnih vrst verjetno razli¢no
genetsko ozadje, zaradi katerega je tezko dolociti de-
jansko genetsko sorodnost med preucevanimi vrstami.
Le z lokusom [AS-0li12 so dosegli logi¢no razmestitev
taksonov v podobnostne skupine, zato poudarjajo, da je
za uspesnost ugotavljanja genetske podobnosti med
vrstami in podvrstami oljke izbira ustreznega lokusa
klju¢nega pomena. Znotraj vrste je dolzinski polimor-
fizem primerno merilo, pri vedji oddaljenosti taksonov
pa je treba predhodno preuciti mutacijski mehanizem in
evolucijo mikrosatelita, sicer lahko izbira neustreznega
lokusa privede do napacne interpretacije rezultatov.
Kljub temu da so v studiji uporabili le 4 mikrosatelitske
lokuse, je razvrstitev v sorodnostne skupine pokazala
jasno locitev med podvrstami in sortami. Na osnovi
ugotovljenega polimorfizma je bila potrjena uporabnost
lokusov za preucevanje genetske podobnosti v kom-
pleksu Olea.

Genetsko raznolikost Olea europaea subsp. laper-
rinei sta z mikrosateliti preucila Baali-Cherif & Besnard
(2005). Subsp. laperrinei je prvotno uspevala v sa-
harskem gorovju, kasneje pa se je razsirila Se v druga
afriska obmocja. Predvidevajo, da se je zaradi prila-
gajanj razlicnim in ekstremnim ekoloskim razmeram
izoblikovalo ve¢ loc¢enih populacij. Avtorja sta v raz-
iskavo vkljucila 111 dreves podvrste laperrinei in 34 dre-
ves podvrste europaea iz Alzirije. Na osnovi objavljenih
karakteristik mikrosatelitov sta za analizo variabilnosti iz-
brala 8 lokusov gojene oljke (DCA1, DCA3, DCAS,
DCA9, DCA14, DCA15, GAPU 45, EMO3) in lokus
PA(ATT), bliznjega sorodnika oljke (Phillyrea angustifolia
L.). Lokusi so bili izbrani na osnovi Stevila namnoZzenih
alelov in njihovih dolZin, da so lahko opravili namno-
Zevanje vec lokusov hkrati. Z namenom, da bi se izognili
pojavu nictih alelov, sta upostevala tudi vrednosti opa-
Zene in pri¢akovane heterozigotnosti posameznih loku-
sov. Stevilo namnoZenih alelov je bilo pri obeh pod-
vrstah europaea (85 alelov) in laperrinei (89 alelov) po-
dobno. V skupini olj¢nih sort podvrste europaea sta
najve¢ alelov (16) odkrila na lokusih DCA8, DCA9,
sledili so jima lokusi DCA14 (13 alelov), EMO3 (12
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alelov) in DCAT1 (10 alelov). Najmanj alelov pa je bilo
ugotovljenih na lokusu GAPU45 (2). Podobne rezultate
sta dobila tudi pri analizi podvrste laperrinei. Zanimivo
je, da sta na lokusu DCA1 pri tej podskupini odkrila kar
24 razli¢nih alelov. Na tem lokusu smo pri preucevaniju
19-ih olj¢nih sort iz nacionalnega kolekcijskega nasada v
Sloveniji ugotovili le 5 alelov (Bandelj et al., 2004b),
drugi dve skupini pa le po 4 alele (Sefc et al., 2000; Lopes
et al., 2004). Stevilo namnoZenih alelov na lokus ni torej
vedno zanesljivo merilo za izbiro najboljsih lokusov za
genetske analize oljke in je lahko v veliki meri odvisno
od raznolikosti genetskega materiala, ki je vklju¢en v
raziskavo. Na lokusu DCA1 sta avtorja ugotovila tudi
trialelni profil pri treh vzorcih populacije laperrinei, kar
pripisujeta somatskim mutacijam in ohranitvi himerizma.
Raziskava populacij podvrste laperrinei je pokazala, da
je tudi znotraj majhnih populacij mozno odkriti veliko
variabilnost, kljub nespolnemu nacinu razmnoZevanja.

Uporabnost mikrosatelitov oljke v Zlahtnjiteljskih
programih

Mikrosateliti se lahko rutinsko uporabljajo tudi v
Zlahtnjiteljskih programih oljk. De la Rosa et al. (2004)
so mikrosatelite uporabili za testiranje starSevstva po-
tomcev Stirih avtofertilnih sort in potomcev sedmih
kontroliranih krizanj, ki so jih opravili v Spaniji v pro-
gramu Zlahtnjenja oljke. Za analizo so med poznanimi
mikrosateliti izbrali 8 lokusov serije EMO (De la Rosa et
al., 2002) in DCA (Sefc et al., 2000) in najprej opravili
genotipizacijo 23-ih olj¢nih sort. Avtorji so ocenili infor-
macijsko vrednost lokusov na osnovi Stevila namno-
Zenih alelov in sposobnosti lo¢evanja sort s kombinacijo
alelov (genotipov) na posameznem lokusu. Najve¢ sort
so lahko locili z lokusi EMO2 (11), EMO3 (10), DCA9
(16) in DCA18 (12), slabso lo¢evalno sposobnost mar-
kerjev pa so opazili na lokusih EMO13, EMO30,
EMO88 in EMO90. Lokuse z visoko informacijsko vred-
nostjo so nato uporabili za testiranje starSevstva 149-ih
potomcev. NestarSevske alele so ugotovili tako pri
avtofertilnih rastlinah kot pri potomcih nacrtovanih
krizanj. Pravilni alelni profili so bili ugotovljeni le pri
treh kontroliranih kriZzanj sort Picual in Arbequina. Z
raziskavo so avtorji podali tudi nekaj pomembnih
ugotovitev za nacrtovanje krizanj oljk. Ugotovili so, da
je emaskulacija pri avtofertilnih sortah oljk nepotrebna
in da je za zagotavljanje uspesnosti krizanja potrebno
oprasevalne vrecke namescati na materine rastline,
preden se v zraku pojavi prvi pelod. Avtorji so 23 olj¢-
nih sort na osmih lokusih predstavili z alelnimi profili v
bp, kar bo v nadaljevanju omogocalo primerjavo rezul-
tatov genotipizacije oljk med razli¢nimi laboratoriji, kar
pomeni velik prispevek k vzpostavljanju podatkovne ba-
ze za genotipizacijo oljke z mikrosatelitskimi markerji.

Preverjanje pristnosti sortne strukture olj¢nih olj z
oznako zasciteno geografsko poreklo

Z Uredbo o zasciti geografskih oznac¢b in oznacb
porekla za kmetijske proizvode in Zivila (ES st. 510/
2006) se olj¢na olja z geografskim poreklom pridobivajo
iz dolocenega sortimenta, ki je za obmocje znacilen.
Tehnologija DNA ponuja obetaven nacin kontrole pro-
venience olj¢nega olja, saj je v vsakem olju prisotna
DNA sort oljk, iz katerih je bilo olje pridobljeno (Breton
et al., 2004; Woolfe & Primrose, 2004). V ltaliji (Muz-
zalupo & Perri, 2002; Busconi et al., 2003; Testolin &
Lain, 2005; Pafundo et al., 2005) in Franciji (Breton et
al., 2004) ze porocajo o uspesni vzpostavitvi kontrole
sledljivosti olj¢nih olj z markerji DNA in aplikacije me-
tode za preverjanje geografskega porekla. Raziskovalci
pri tem poudarjajo, da je klju¢nega pomena ustrezna
izbira molekulskih markerjev ter predhodno vzpostav-
ljena podatkovna baza z opisi markerjev za sorte nekega
pridelovalnega obmocja (Busconi et al., 2003; Pasga-
lone et al., 2004). Prve raziskave o uporabi mikro-
satelitov pri dolocanju sort v olj¢nem olju so pokazale,
da so ti markerji primerni in najbolj perspektivni za ge-
netsko kontrolo pristnosti olj¢nih olj z geografskim
poreklom (Breton et al., 2004; Pasqualone et al., 2004,
Testolin & Lain, 2005).

Uporabnost mikrosatelitov pri kartiranju genoma oljke

Motivi za izdelavo genskih kart so lahko razli¢ni. Pri
rastlinah se uporabljajo za kartiranje lokusov, povezanih
s kvalitativnimi (enostavnimi) ali kvantitativnimi lastnost-
mi (QTL: Quantitative Trait Locus). lzdelana genska
karta lahko rabi kot orodje, ki ga potrebujejo Zlahtnjitelji
pri nacrtovanju procesa izboljsanja genskih virov rastlin.
Gensko kartiranje temelji na principu, da se geni, ki so
dovolj blizu na istem kromosomu, dedujejo vezano. Pri
tem se ugotavlja pogostost rekombinacij, pri ¢emer se
lahko oceni razdalja med geni ali genskimi markerji na
istem kromosomu. Mikrosateliti so zaradi Stevil¢nosti v
rastlinskih genomih zelo uporabni pri kartiranju.

Prvo vezano karto oljke so izdelali De la Rosa et al.
(2003), v katero so vkljucili markerje RAPD, AFLP, RFLP
in mikrosatelite. Analizo dedovanja so opravili na 95-ih
potomcih psevdotestnega krizanja dveh visoko hetero-
zigotnih sort ‘Leccino’ in 'Dolce Agogia’. Pripravljeni
karti sta povezali 249 markerjev s pokritostjo 2765 cM
pri sorti ‘Leccino’ in 236 markerjev s pokritostjo 2445
cM pri sorti ‘Dolce Agogia’. Zaradi prisotnosti manjsih
vezanih skupin in nevezanih markerjev se karti nista
razdelili v 23 vezanih skupin, kot so pricakovali. Avtorji
sklepajo, da uporabljeni markerji niso enakomerno
razprseni v genomu oljke.

Wau et al. (2004) so predstavili prvo integrirano karto
oljke, ki so jo pripravili po principu psevdotestnega
krizanja sort 'Frantoio’ in 'Kalamata’. V analizo so vklju-
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¢ili 104 potomce F; generacije in preucili dedovanje
178 markerjev RAPD, 9 mikrosatelitov in 3 markerje
SCAR, med katerimi je bil en povezan z odpornostjo na
glivo pavjega ocesa. Integrirana karta je vsebovala 101
lokus, ki so bili razdeljeni v 15 skupin s povpre¢no
razdaljo med lokusi 10,2 cM. Po prehodu potomcev
krizanja v rodno obdobje nameravajo avtorji v obstojeco
gensko karto vkljuciti e morfoloske markerje agronom-
sko pomembnih lastnosti, kot so ¢as cvetenja, odpornost
na bolezni ter kakovostne parametre olj¢nega olja in
plodov (npr. oljevitost). Vezana karta bo temelj za
bodoce programe Zlahtnjenja oljk in bo uporabljena za
identifikacijo lokusov, ki doloc¢ajo kvantitativne lastnosti
(QTL), ter za preucevanje genoma oljke.

ZAKLJUCKI

Lastnosti in prednosti mikrosatelitskega markerskega
sistema pred drugimi razpolozljivimi markerji so dobro
poznane. Z razvojem mikrosatelitov oljke so se ti
markerji vkljucili v razlicne genetske Studije: genotipi-
zacija in identifikacija olj¢nih sort, ugotavljanje genetske
variabilnosti klonov in sort, preucevanje genetske po-
dobnosti in strukture oljk razli¢nih geografskih obmocji,
izdelava genskih kart in starSevske analize. Mikrosateliti
veliko obetajo tudi na podrocju kontrole sortne sestave
oljcnega olja z zascitenim geografskim poreklom. V
identifikacijskih Studijah se je pokazalo, da bi bilo treba
pri oljki vzpostaviti poenoten postopek identifikacije
genotipov in podatkovno bazo z opisi referen¢nih sort
na nivoju DNA. Izbira mikrosatelitov se zdi logi¢na, saj
bo s tem omogocena primerljivost rezultatov med la-
boratoriji. Podatkovna baza z opisi olj¢nih sort na
visoko informativnih lokusih bo prispevala k pospeseni
identifikaciji in karakterizaciji genskih virov oljke, resitvi
sinonimov in homonimov ter ugotavljanju geografskega
izvora oljk. Vzpostavitev podatkovne baze genotipov
oljk pridelovalnih obmocij je nujno potrebna tudi z
vidika zagotavljanja genetske kontrole olj¢nih olj s ka-
kovostnimi oznakami.

Uporaba mikrosatelitskega markerskega sistema v
genetskih Studijah vkljucuje tudi analize informativnosti
lokusov, saj vsi objavljeni mikrosateliti niso primerni kot
markerji v molekularno-genetskih studijah. Razlikujejo se
v kakovosti namnoZevanja alelov in sposobnosti od-
krivanja polimorfizma. Iz tega vidika je pomembno
objavljene markerje predhodno testirati in izbrati le naj-
bolj informativne glede na cilj raziskave. Najpogostejsi
kriteriji pri izbiri lokusov so Stevilo namnoZenih alelov,
heterozigotnost lokusa, informacijska vrednost polimor-
fizma (PIC vrednost) in verjetnost identi¢nosti genotipov
(P1 vrednost). I1zbira je lahko tudi kompleksnejsa, ¢e upo-
Stevamo, da so nekatere karakteristike markerjev odvisne
tudi od strukture mikrosatelita. Pojavi nictih alelov in
sen¢nih fragmentov ter vec¢lokusno namnoZevanje mi-
krosatelitov lahko privedejo do napacne interpretacije

rezultatov, zato je pri izbiri najprimernejsih lokusov za
analize treba upostevati tudi te kriterije.

Med objavljenimi mikrosateliti oljke so kar 4 studije
potrdile izredno visoko informacijsko vrednost lokusov
serije ssrOeUA-DCA (Sefc et al., 2000; Bandelj et al.,
2004b; Lopes et al., 2004; La Mantia et al., 2005). Ce
povzamemo, so bili lokusi DCA3, DCA9, DCA10 in
DCA16 najprimernejsi za identifikacijo olj¢nih sort zara-
di nizke verjetnosti identi¢nosti genotipov. Zavoljo nizke
informacijske vrednosti in visoke verjetnosti identi¢nosti
genotipov ter majhnega stevila efektivnih alelov so bili
najslabsi parametri variabilnosti opaZeni pri lokusih
DCA1, DCA5, DCA13 in DCAT5. Verjetnost pojava
nictih alelov je bila najvecja pri lokusih DCA4, DCAT1 in
DCAT13. Lokusa DCA4 in DCA14 namnoZujeta komp-
leksne alelne profile, pri lokusih DCA1, DCA10 in
DCA17 je bila ugotovljena dominanca kratkega alela
(Bandelj et al., 2004b), lokusa DCA11 in DCA17 pa ima-
ta nestabilno mikrosatelitsko strukturo (Sefc et al., 2000).

V seriji mikrosatelitov IAS-oli (Rallo et al., 2000) so
bili ugotovljeni najboljsi parametri variabilnosti pri dveh
lokusih 1AS-0li11 in IAS-0li12, slabsi pa pri lokusih IAS-
oli06, 1AS-oli17 in IAS-0li22. Rezultati dveh studij (Rallo
et al., 2000, 2003) so pokazali, da so lokusi serije 1AS-
oli morda primernejsi za raziskave kompleksa Olea, saj
je bilo pri preu¢evanju razli¢nih podvrst oljke ugotov-
lieno bistveno vecje Stevilo markerjev (67) v primerjavi s
Studijo 46-ih sort, kjer so odkrili le 26 mikrosatelitov.

Trideset objavljenih mikrosatelitskih lokusov serije
UDO (Cipriani et al., 2002) je imelo v povprecju le po 3
mikrosatelite na lokus. Vzrok za tako nizko Stevilo ugo-
tovljenih alelov je verjetno v oZji genetski podobnosti
12-ih sort, ki so jih avtorji vkljucili v analizo. La Mantia
et al. (2005), ki so uporabili 6 UDO lokusov v studiji
genetske strukture 46-ih akcesij oljk, so v povprecju na-
mnoZili bistveno ve¢ mikrosatelitov (7,8). Slabse para-
metre variabilnosti so odkrili na lokusu UDO-009, opa-
Zena heterozigotnost pa je bila nizja od pricakovane na
lokusih UDO-008 in UDO-039, zato ti lokusi niso
najbolj primerni za genetske Studije.

Sode¢ po stevilu namnozenih alelov na lokusih serije
GAPU (Carriero et al., 2002) bi lahko med 20 ob-
javljenimi lokusi izbrali kot primerne za genetske Studije
lokuse: GAPU101, GAPU103A, GAPU47, GAPUS89,
GAPU71B, GAPU71A, GAPU45 in GAPUS59. La Mantia
et al. (2005) so potrdili visoko informacijsko vrednost
dveh lokusov: GAPU101 in GAPU59.

Dobri parametri variabilnosti so bili ugotovljeni tudi
za serijo mikrosatelitskih lokusov EMO (De la Rosa et
al., 2002). Na vseh lokusih razen EMOL so odkrili ve¢
kot 6 alelov, za EMO30 je bil znacilno veclokusno na-
mnoZevanje markerjev, pri EMO90 pa je bila opaZena
heterozigotnost nizja od pricakovane. Nekoliko slabsa
sposobnost lo¢evanja sort je bila ugotovljena pri lokusih
EMO13 in EMO88. Med informativne lokuse bi torej
lahko uvrstili lokusa EMO2 in EMO3.
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MICROSATELLITE MARKERS AND THEIR USE IN OLIVE GROWING
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SUMMARY

Microsatellites as one of the most popular marker systems are widely used in plant genetic research for diversity
studies, linkage analysis, genetic map development and fingerprinting studies. Their wide usage is based on their
excellent properties, such as high abundance in eucaryotic genomes, co-dominant nature, hypervariability,
robustness and high information content. In olives, first microsatellites were published in 2000, and from then on
they have been frequently included in different olive genetic investigations. The objective of this work was to present
published microsatellites in olives, to review their characteristics and to survey their applicability in olive genetic

studies.
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