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1 UVvOD

1.1 Vinova loza

Vinova loza (Vitis vinifera sp.) jedna je od najvaznijih vo¢nih kultura zastupljena brojnim
sortama (oko 10 000) rasprostranjenim u Europi, Aziji, Sjevernoj i Srednjoj Americi te u
sjevernom djelu Juzne Amerike. Ljudi su divlje sorte vinove loze koristili jo§ u paleolitiku, a
njezino pripitomljavanje zapocelo je u neolitiku (8 500 - 4 000 godina prije Krista) sto je bilo
usko povezano s otkricem vina (McGovern 2003). Geneticka srodnost izmedu divlje i
kultivirane vinove loze jo$ nije potpuno rijesena. Divlje populacije (koje se i danas mogu naéi
U malim izoliranim staniStima) ¢ine dvodomne biljke. Pripitomljavanjem su selektirane
jednodomne biljke s dvospolnim cvjetovima, kao i veli¢ina grozda i bobica, Sto je rezultiralo
vecim prinosom, i veéim postotkom Secera bitnim za fermentaciju (Zohary i Spiegel-Roy
1975).

Kultivirana vinova loza spada u porodicu Vitaceae kojoj pripadaju visSegodi$nje drvenaste
ili zeljaste povijuse, ili grmovi sa stabljikom nalik povijusama. Sve do nedavno porodica
Vitaceae je sa porodicama Rhamnaceae i Leaceae bila uklju¢ena u red Rhamnales. Medutim,
filogenetska istrazivanja na osnovi kloroplastne DNA potvrdila su tek povezanost Vitaceae sa
Leaceae te pokazala zapravo njihovu udaljenost od reda Rhamnales, a bliskost sa redom
Rosales (Gerrath i sur. 1998).

Unutar porodice Vitaceae koja ima pentamerne cvjetove i 2n = 40 kromosoma, rod
Ampelopsis je najstariji, a rod Vitis je sa podrodovima Euvitis (2n = 38) i Muscadinia (2n =
40) najmladi (Ingrouille i sur. 2002). Muscadinia danas ima samo tri poznate vrste koje su
rasprostranjene isklju¢ivo na jugoistoku SAD-a (tijekom kvartara znaCajno Se smanjila
njezina dotadasnja rasprostranjenost). Euvitis ima oko 70 vrsta koje se protezu uglavnom u
umjerenoj zoni cijele sjeverne hemisfere, gotovo podjednako zastupljene u Americi i Aziji.
Samo vrsta V. vinifera L. (kasnije podjeljena na podvrste V. vinifera ssp. sativa, kultivirana
vinova loza, i V. vinifera ssp. silvestris, divlja loza) potjece iz Euroazije, a djelovanjem
Covjeka rasirila se globalno (Bailey 1934). Smatra se da su spomenute vrste nastale uglavnom

u kvartaru kada su velike populacije bile razdvojene ledenim povrSinama, a opstanak malih



populacija bio je u azilima. Takva izolacija 1 razliCiti okoliSni uvjeti azila pruzili su idealne

uvjete za specijaciju (Bouquet i sur. 2007).

Velika osjetljivost vrste V. vinifera na brojne Stetnike i patogene ogranicila je njezino
podrucje uzgoja, a broj razlicitih sorti §irom svijeta procjenjen je na oko 10 000 (Alleweldt i
Dettweiler 1994). Medutim, poznato je da iste sorte mogu imati razli¢ita imena (sinonimi), a
razli¢ite sorte ista imena (homonimi). Konacno stanje se ne zna, ali se metodama molekularne
biologije ubrzano radi na razrjeSavanju spomenutog problema. Opce je prihvaceno da je
realna brojka pravilno identificiranih sorti u svijetu oko 5 000, a od njih se samo nekoliko
stotina koristi za komercijalnu proizvodnju vina (Truel i sur. 1980). Metode klasicne
ampelografije (gré. ampelos - vinova loza; graphos - opisivati), discipline koja se bavi opisom
i razlikovanjem sorti vinove loze na temelju morfoloskih parametara, danas su gotovo u

potpunosti zamijenjene upotrebom molekularnih biljega (Maleti¢ i sur. 2008).

1.2 Klonska selekcija vinove loze

Unutar svake sorte vinove loze razlikuju se brojni klonovi koji najces$¢e pokazuju
homogene ampelografske karakteristike. Klonska selekcija temelji se na vegetativnom
razmnozavanju $to bi trebalo osigurati genotipsku i fenotipsku uniformnost unutar populacije
potomaka koji potjecu od zajednickog pretka. Oni bi u uglavnom trebali biti geneticki
identi¢ni osim po sporadi¢nim mutacijama (Forneck 2005). No, varijacije su Cesto vece od
ocekivanog. Bez obzira na navedeno, razmnozavanje vegetativnim klonovima omogucilo je
zadrzavanje identiteta sorti (Thomas i Scott 1993), ali 1 ograniCilo njihovo poboljsavanje (t;.
poboljsavanje njihovih genotipova) samo na one strategije koje ne uklju¢uju konvencionalno

krizanje.

Klonska selekcija vinove loze provodi se na klonovima koji pokazuju razlike u fenotipu,
a koje su posljedica genetickih varijacija izmedu tih klonova. Klonska selekcija usredotocuje

se na one mutacije koje mijenjaju fenotipske znacajke od agronomskog interesa (Mullins i
sur. 1992).



1.2.1 Mehanizmi nastanka klonske varijabilnosti

Moguca objaSnjenja za varijabilnost klonova su: poliklonalno porijeklo sorti,

infekcije patogenima, somatske mutacije, epigeneticke promjene i kimerizam.

Poliklonske sorte potje¢u od razli¢itih potomaka istih roditelja, a koji su fenotipski
jako slicni. “Poliklonovi” se u genotipskom pogledu smatraju drugacijim od klonova zato $to
svaka skupina u poliklonalnoj populaciji potjece od razli¢itog hibridizacijskog dogadaja

(Silvestroni i sur. 1997).

Od patogenih infekcija, povecanju fenotipske varijabilnosti, najvise pridonose virusne
bolesti. To se ocituje u slucajevima kada virus ne izaziva drasti¢ne simptome bolesti na biljci,
nego samo neznatne, ali jo§ uvijek mjerljive promjene fenotipa. Tijekom klonske selekcije to

onda moze dovesti do odabira laznih kandidata (Walter i Martelli 1998).

Epigenetika ukljucuje promjene u ekspresiji gena bez promijena u DNA slijedu. Njena
molekularna osnova je kompleksna, a glavni mehanizmi su metilacija, remodeliranje
kromatina i RNA interferencija. Razli¢iti vidovi epigeneticke kontrole ekspresije gena u biljci
mogu biti potaknuti stresom Sto je bitno za vinovu lozu s obzirom na njezino ucestalo
izlaganje stresu prilikom redovitog podrezivanja i vegetativhog razmnozavanja, te primjene
kulture tkiva za njezino razmnozavanje (Duncan 1997). Stresu pridonose i razli¢iti vremenski
uvjeti tijekom godine. Tehnika MSAP (Methyl-Sensitive Amplified length Polymorphism),
izvedenica AFLP-a (Amplified Fragment Length Polymorphism), pokazala se u¢inkovitom za
procjenu kvalitativnih razlika u stupnju DNA metilacije medu klonovima vinove loze (Imazio

i sur. 2002).

Kimere imaju specificne fenotipove zbog kombinacije geneticki razliCitih stani¢nih
slojeva koji formiraju tuniku vegetacijskog vrska stabljike (Thompson i Olmo 1963). Prve
kimere su zabiljezene jos sredinom devetnaestog stolje¢a kao crveni i bijeli grozdovi sorte
Pinot crni koji se pojavljuju na jednom trsu. Geneti¢ke razlike u slojevima stanica su najcesce
posljedica somatskih mutacija nastalih tijekom uobicajene stani¢ne diobe (Hocquigny i sur.
2004).

U kontekstu klonske varijabilnosti, somatske mutacije se odnose na razlike u
nukleotidnom slijedu DNA medu klonovima. Najc¢eSc¢e se pojavljuju na lokusima s visokom

stopom mutacija, kao npr. na mikrosatelitnim slijedovima, a takoder im pridonose i



transpozoni — pokretni geneti¢ki elementi (Arencibia i sur. 2005). Somatske mutacije su
relativno rijetke 1 uvijek nastaju lokalno u viSestanicnom organizmu, tj. dogadaju se
povremeno u pojedina¢nim stanicama. Jedino ako su pogodene meristemke stanice, mutacije

¢e biti u svim tkivima i organima koji se razviju iz tih stanica (D’ Amato 1977).

Moguce je da se odredene fenotipske razlike medu klonovima pojave samo nakon
akumulacije viSe specificnih mutacija, dok svaka pojedina¢no nema neki znacajan utjecaj na
fenotip. Tako je prakticki unutarsortna varijabilnost uvijek prisutna. Medutim, do danas nisu
razvijene metode koje bi omogudile identifikaciju svih mutacija u danom genomu.
Najucinkovitije metode, ispitane kod vinove loze, koje se koriste kod analize unutarsortne
varijabilnosti su SSR (Simple Sequence Repeat), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), SNP (Single Nucleotide Polymorphism), S-SAP (Sequence-Specific Amplified
Polymorphism) 1 varijacije ovih metoda. Sve imaju odredena ograni¢enja u otkrivanju
polimorfizama i omoguc¢uju samo njihovu relativnu kvantifikaciju (Cervera 1 sur. 2002; Zulini

i sur. 2005).

Problem identificiranja svih polimorfizama izmedu dva srodna genoma mogao bi se
uskoro rijesiti sve ucinkovitijim 1 jeftinijim sekvenciranjem cijelih genoma pojedinacnih
biljaka/klonova. Do danas su objavljena dva ¢lanka koja daju potpuni DNA slijed genoma
vinove loze, cv. Pinot crni (Jaillon i sur. 2007; Velasco i sur. 2007). Time je stvoren temelj za

buducu bioinformati¢ku analizu varijabilnosti izmedu klonova odredene sorte vinove loze.

Identifikacija varijabilnosti medu klonovima ovisi o veli¢ini uzorka i izabranom sistemu

molekularnih biljega.

1.3 Molekularni biljezi

Molekularni biljeg predstavlja slijed nekleotida koji odgovara tocno odredenoj fizickoj
lokaciji u genomu. On mora biti dovoljno polimorfan da bi se mogao pratiti njegov obrazac
nasljedivanja izmedu srodnika (Tanksley 1983). Molekularni biljezi se danas primjenjuju u
kombinaciji s morfoloskim biljezima koji su ograni¢eni na samo mali broj svojstava. Carl
Lineus je koristio broj i raspored spolnih organa biljaka za odredivanje njihovog sistematskog

srodstva, a koristi se i morfologija lista, izdanka i ploda. Osim toga ekspresija morfoloskih



biljega moze ovisiti o okoliSnim uvjetima, a i oni sami pokazuju nizak stupanj polimorfnosti

(Aradhya i sur. 2003).

Morfoloski biljezi se takoder kombiniraju i s biokemijskim biljezima, narocito
izoenzimima. lzoenzimi su razli¢iti strukturni oblici jednog te istog enzima koji imaju gotovo
identi¢nu funkciju, ali se neznatno razlikuju u sastavu aminokiselina i mogu se lako razluciti
elektroforezom (Liao 1997). Nedostaci su opet slicni: ograni¢en broj takvih enzima kao i

utjecaj okolisa na njihovu ekpresiju.

Nakon izoenzima razvijene su razli¢ite vrste DNA biljega, a najcesce koriSteni su:
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Eragment Length Polymorphism), SSR (Simple

Sequence Repeat) i odnedavno SNP (Single Nucleotide Polymorphisms).

1.3.1 Vrste molekularnih biljega

Medu prvima je koriStena metoda RFLP (Botstein i sur. 1980.) koji detektira razlike u
obrascu pojavljivanja restrikcijskih mjesta u molekuli DNA. Osnovni koraci u RFLP analizi
su ekstrakcija DNA, digestija restrikcijskim endonukleazama 1 hibridizacija specificnih sondi
(hibridizacija po Southern-u, engl. Southern blotting). Zbog razlike u DNA slijedu dolazi do
gubitka ili stvaranja novog restrikcijskog mjesta Sto daje veéi ili manji broj restrikcijskih
fragmenata. Ovom vrstom biljega moguce je razlikovati homozigotna od heterozigotnih

alelnih stanja tj. biljezi RFLP su kodominantni.

Razvoj PCR-a (Polymerase Chain Reaction) otvorio je nove moguénosti za otkrivanje
DNA polimorfizama (Mullis i sur. 1986). Po prvi puta se bilo koja regija u genomu mogla
zasebno umnoziti 1 analizirati. Kloniranje ili izolacija velikih koli¢ina ¢iste genomske DNA

viSe nije bila potrebna.

Metoda CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) se javlja kao PCR
izvedenica RFLP-a. Hibridizacija po Southern-u viSe nije potrebna, a iskoriStavaju se
prednosti PCR-a za brzu analizu. Umnozavaju se oni dijelovi genoma za koje se zna da imaju
polimorfna restrikcijska mjesta te se dobiveni PCR produkti potom cijepaju restrikcijskim
enzimima (Cox i Lehrach 1991). Biljezi CAPS su kodominantni.



Metoda RAPD (Welsh i McClelland 1990.) koristi PCR za umnozavanje genomske
DNA upotrebljavajuci proizvoljne/nasumicne pocetnice od desetak nukleotida s niskim
temperaturama prianjanja/nalijeganja (annealing). Polimorfizmi nastaju zbog supstitucije
parova baza ili inesercija odnosno delecija koje uzrokuju promjene u mjestu vezanja
pocetnice pa ne dolazi ni do umnozavanja Sto se vidi kao odsustvo specificnog RAPD
fragmenta na gelu. Metoda RAPD pruza mogucnost istovremenog detektiranja gotovo
neograni¢enog broja biljega u genomu i omoguéava uocavanje visoke razine polimorfizama
Cak i medu vrstama u kojima se uz pomo¢ izoenzima i metode RFLP ne dobivaju
polimorfizmi. Medutim, nedostatak RAPD biljega jest da su dominantni pa pruzaju manje
informacija, a osim toga znacCajna je njihova nespecificnost i relativno nepouzdana

reproducibilnost.

Vazna metoda temeljena na PCR-u je i AFLP (Vos i sur. 1995.). Ona ukljucuje
cijepanje genomske DNA s dva restrikcijska enzima (u pravilu Eco RI i Msel) i ligaciju
dvolan¢anih adaptera za krajeve dobivenih restrikcijskih fragmenata. Takvi se fragmenti
zatim umnozavaju uz pomo¢ dviju pocetnica koje su u potpunosti komplementarne adapteru i
restrikcijskom mjestu, osim §to su na svom 3’ kraju produzene dodatnim ‘“selektivnim”
nukleotidima. Potom slijedi elektroforeza umnoZenih fragmenata na denaturiraju¢em
poliakrilamidnom gelu i vizualizacija uz pomo¢ autoradiografije ili bojanja srebrom. Prednost
AFLP-a je $to moze razlikovati heterozigotne i homozigotne genotipove prema intenzitetu

umnozenih fragmenata.

Za detekciju SSR-a ili mikrosatelita takoder se koriste prednosti PCR tehnologije.
Mikrosateliti su uzastopna ponavljanja DNA slijedova koji se sastoje od 2 do 6 parova baza.
Polimorfizmi su vidljivi kao promjene u broju ponavljaju¢ih jedinica koje mogu nastati
proklizavanjem DNA polimeraze (Schlotterer i Tautz 1992). Kodominantnost i visoka razina
polimorfizama glavne su prednosti mikrosatelita kao molekularnih biljega (Wunsch i
Hormaza 2002). Takoder, visoka reproducibilnost ovih biljega u odnosu na druge omoguéava
pouzdanu razmjenu i standardizaciju protokola medu laboratorijima. Za vinovu lozu razvijen
je set od 6 standardnih mikrosatelitnih biljega (VVMD5, VVMD7, VVMD27, VVS2,
VrZAG62 i Vr ZAG79) temeljenih na referentnim sortama koji olakSavaju usporedivanje
(This i sur. 2004). Tih 6 SSR lokusa dovoljno je za pouzdanu identifikaciju bilo koje sorte
vinove loze. Medutim, postoje i nedostaci koji se o€ituju u vidu tehnickih problema, poput
PCR artefakata, a unato¢ velikom broju mikrosatelitnih lokusa, broj onih informativnih ¢esto

je prenizak.



Neke od novijih metoda molekularnih biljega temelje se na sekvencama pokretnih

genetickih elemenata.

1.4 Retrotranspozoni

Retrotranspozoni zajedno s transpozonima c¢ine dva razreda pokretnih genetickih
elementa, a to su sljedovi molekule DNA Kkoji mogu mijenjati svoje mjesto u genomu. Sastoje
se od nekoliko stotina pa do preko deset tisu¢a parova nukleotida. Obi¢no su rasprSeni u
genomu, a njihov broj varira od nekoliko kopija do preko milijun kopija, ovisno o tipu
elementa i vrsti organizma. U nekih organizama obuhvacéaju i do 90% genomske DNA
(Flavell 1986). Kod vinove loze oko 41% genoma zauzimaju retrotranspozoni (Tomkins i sur.
2001).

Dva navedena tipa pokretnih genetickih elemenata razlikuju se obzirom na mehanizam
transpozicije. Transpozoni se uglavnom premjestaju izrezivanjem iz jednog i ugradnjom u
neko drugo mjesto u genomu, a retrotranspozoni se premjeStaju posredno - reverznom
transkripcijom RNA nastaju nove dvolancane DNA-kopije retroelementa koje se ponovo
nasumic¢no ugraduju u genom (Kumar i Bennetzen 1999). Posljedice aktivnosti pokretnih
genetickih elemenata za doti¢ni genom obicno ovise o mjestu ugradnje. Ugradnja u kodirajuce
regije genoma moze inaktivirati gene, a ugradnjom u promotorske regije gena mogu modificirati
njihovu ekspresiju. Tako ugradnja retrotranspozona Gret-1 u promotor gena VvmybAl kod vinove
loze ima za posljedicu njegovu inaktivaciju te kao rezultat izostanak sinetze antocijanina i time
nastanak bijelih sorti grozda (Kobayashi i sur. 2004).

Najzastupljeniji tip retrotranspozona su tzv. LTR-retrotranspozoni zastupljeni
porodicama Tyl-copia i Ty3-gipsy (Friesen i sur. 2001). Sadrze nekoliko gena i duge
ponavljajuce slijedove nukleotida na krajevima (LTR, Long Terminal Repeat). Geni (glavni
su gag i pol) kodiraju iskljucivo proteine (strukturni protein, proteazu, integrazu, reverznu
transkriptazu i RNazu H) koji su potrebni za umnoZzavanje retrotranspozona i ugradnju novih
kopija u genom, a LTR-ovi sadrZe regije odgovorne za pocetak i zavrSetak transkripcije.
Svojom strukturom i zivotnim ciklusom LTR-retrotranspozoni podsjecaju na retroviruse
(Frankel i Young 1998). Osnovna razlika izmedu njih je u genu ¢iji produkt omogucuje
retrovirusima izlazak iz stanice i ulazak u drugu stanicu (slika 1.1), a koji retrotranspozoni

nemaju.



Postoje i tzv. pojedinacni ili “solo” LTR-ovi. Pojedinacni LTR-ovi obi¢no nastaju
intrakromosomskom homolognom rekombinacijom izmedu dva LTR-a istog retrotranspozona.
Kako su LTR-ovi u istoj orjentaciji, homolognom rekombinacijom se izrezuje srediS$nji dio
elementa i jedan LTR, a u genomu ostaje samo pojedinacni “solo” LTR (Shirasu i sur. 2000).
Retrotranspozoni bez LTR krajeva su retropozoni koji se dijele u dva tipa: LINE (long

interspersed nuclear elements) i SINE (short interspersed nuclear elements).

b-i l franspezaza I IP

DNA-transpozon

._I 1LTE Hgﬂg H Por I_l e H 1TR | "

Retrovirus

LTR a pol U |

LTR-retrotranspozon

e >

LTR-retrotranspozon

> >

Solo LTR

Slika 1.1. Shematski prikaz strukture pokretnih geneti¢kih elemenata. Crni trokuti ozna¢avaju udvostruéenje
slijeda nukleotida genomske DNA u koji se element ugradio; bijeli pravokutnici predstavljaju kodirajuce
regije, a plavi ponavljajuce slijedove nukleotida na krajevima elementa (LTR, Long Terminal Repeat).

1.4.1 Retrotranspozoni u vinovoj lozi

Gret 1 (Grape Retrotransposon 1) je prvi u potpunosti karakteriziran retrotranspozon
u vinovoj lozi. Pripada Ty3-gipsy porodici LTR-retrotranspozona, a otkriven je istraZzivanjem
mutacije u genu VvmybAl (Kobayashi i sur. 2004).

Prije sekvenciranja cijelog genoma loze opisan je jo§ djelomican slijed
retrotranspozona Vinel ugraden u Adhr gen (Verriés i sur. 2000) te retrotranspozon Tvvl
(Transposon Vitis Vinifera 1; Pelsy i Merdinoglu 2002) koji pripadaju Tyl-copia porodici
retrotranspozona. Dobivanjem potpunog genomskog slijeda vinove loze (Jaillon i sur. 2007,
Velasco i sur. 2007) omogucena je in silico karakterizacija retrotranspozona u lozi.

Kombiniranjem dvaju pristupa: metode temeljene na PCR-u za izolaciju RnaseH-LTR



slijedova i racunalno temeljene potrage za sli¢nim sljedovima otkriveno je deset porodica
novih Ty-copia nazvanih Gentil, Edel, Huben, Rangen, Brand, Crement, Gans, Kastel, Noble i
Winz (Moisy i sur. 2008).

Iako pripadaju razli¢itim retrotranspozonskim porodicama, Gretl i Vine-1 izolirani su
iz promotorskih regija ili u kodiraju¢em slijedu Sto je upucivalo na to da retrotranspozoni kod
vinove loze mogu imati znacajnu ulogu u ekspresiji gena i1 pridonijeti fenotipskoj raznolikosti.
Tako je ustanovljena povezanost retrotranspozona Gretl sa bojom kozice grozda. Boja je
posljedica nakupljanja antocijanina u stani¢nim slojevima kozice bobica, a UFGT (UDP glukoza-
flavonoid 3-0-glukozil transferaza) je klju¢ni enzim kod tog procesa (Ford i sur.1998). Crne i
crvene sorte pokazuju ekspresiju gena UFGT, dok ju bijele ne pokazuju (Boss i sur. 1996).
Medutim, nije zabiljezeno postojanje razlike ni u promotoru ni u kodiraju¢em slijedu tog gena
izmedu obojenih 1 bijelih sorti vinove loze (Kobayashi i sur. 2001).

Kao presudna, ustanovljena je mutacija uzrokovana ugradnjom upravo Gretl
retrotranspozona u VvmybAl gen koji kodira transkripcijski faktor MYB odgovoran za pozitivnu
regulaciju gena UFGT (Lijavetsky i sur. 2006).

Ovaj mutacijski dogadaj prisutan je u vecini bijelih sorti u svijetu i ¢vrsto je povezan s
bijelim fenotipom bobica kada je prisutan u homozigotnom stanju (This i sur. 2007). Ponovno
uspostavljanje ekspresije VvmybAl gena zabiljezeno je “reverzijom”, tj. izrezivanjem ugradenog
retrotranspozona Gretl (homolognom rekombinacijom izmedu njegovih LTR krajeva) kod bijelo
obojene sorte Italia Sto je rezultiralo nastankom njenog crveno obojenog klona Ruby Okuyama
(Kobayashi 2005).

Takoder, kod veéine bijelih sorti grozda uz navedenu mutaciju gena VvmybAl,
istovremeno su prisutne i dvije mutacije u kodirajucoj regiji gena VvmybA2. Taj gen smjesten je u
neposrednoj blizini gena VvmybALl te isto pozitivno regulira biosintezu antocijanina (Walker i sur.
2007). Kodominantni biljezi CAPS smje$teni s obje strane lokusa VVMYB (103K2CB10 i
20D18CB9) koriste se kod molekularne analize boje bobice (slika 1.2).
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Slika 1.2. Shematski prikaz strukture lokusa VVMYB; (A) plavi pravokutnici ozna¢avaju sljedove koji su isti
u oba alela; crveni i ljubicasti pravokutnik predstavljaju ,,crvenu varijantu alela, a zeleni ,,bijelu” varijantu
alela koja u lokusu Al ima ugraden retrotranspozon, a lokus A2 ima dvije mutacije (tockastu (X) i
preuranjeni stop kodon (x); Walker i sur. 2007). (B) gen VvmybA1: sa i bez ugradenog retrotranspozona Gret
1(crno-bijelo) i prikazom mjesta vezanja Gretl pocetnica a, b, ¢ i el (Kobayashi i sur. 2004)

1.5 Vrste molekularnih biljega temeljene na retrotranspozonima

Zbog velike zastupljenosti retroelemenata u genomima i njihove mogucénosti stvaranja
novih kopija i ponovne ugradnje u genom, predlozena je njihova upotreba kao molekularnih
biljega (Amar i Hirochika 2001). Glavne metode koje retrotranspozonske insercije koriste kao
molekularne biljege su: S-SAP (S-SAP, Sequence—Specific Amplified Polymorphism), IRAP
(Inter-Retrotransposon ~ Amplification ~ Polymorphism), REMAP  (Retrotransposon-
Microsatelitte Amplification Polymorphism) i RBIP (Retrotransposon-Based Insertional
Polymorphism) (slika 2.1.). Sve koriste PCR za umnazanje mjesta ugradnje retrotranspozona
u genomskoj DNA. Jedna pocetnica odgovara LTR-u retrotranspozona (njegovom dijelu koji
karakterizira odredenu porodicu retrotranspozana) i orijentirana je 3' krajem prema mjestu

ugradnje, a druga je specifi¢na za svaku od navedenih metoda.
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S-SAP prva je opisana retrotranspozonska metoda nalik AFLP-u gdje je jedna
pocetnica homologna retrotranspozonu je¢ma BARE-1, a druga adapteru vezanom za
restrikcijsko mjesto (Waugh i sur. 1997). Tehnika se kasnije primijenila i na druge
retrotranspozone, kao i na velik broj drugih biljnih vrsta.

Metode IRAP i REMAP se javljaju kao jednostavnije s obzirom da kod njih nisu potrebne
restrikcijska digestija i ligacija adaptera, a produkti se mogu razlucivati i na agaroznom gelu
standardnom elektroforezom.

Metoda IRAP otkriva polimorfizme uzrokovane retrotranspozonskim insercijama,
umnazanjem DNA fragmenata koji se nalazi izmedu dva retroelementa (Kalendar i sur. 1999).
Provodi se koriStenjem jedne pocetnice homologne 5 ili 3* kraju LTR-a (orijentirane od
LTR-a prema genomskoj regiji), ili pomocu dviju pocetnica koje mogu biti iz iste ili dviju
razliCitih retrotranspozonskih porodica (Slika 1.3 B 1 C). Nastali PCR produkti rezultat su
umnozavanja stotina ili tisuc¢a ciljnih mjesta u genomu. Kompleksnost dobivenog uzorka
fragmenata ovisi o zastupljenosti retrotranspozona u proucavanom genomu (odraz je veli¢ine
genoma), ucestalosti ugradnje i veli€ini retrotranspozonske porodice odabrane za analizu.
Mnogi produkti nece biti umnoZeni do mjerljivih razina niti razlu€eni na gelu pa je dobiveni
uzorak/obrazac fragmenata samo dio od ukupnog broja potencijalnih ciljnih mjesta. Produkti
postignuti kombinacijom dviju pocetnica zbog toga ne predstavljaju prosti zbroj amplikona
dobivenih sa svakom pocetnicom zasebno. U sluCaju maksimalne rasprSenosti
retrotranspozona, tehnikom IRAP bi se dobili ili preveliki produkti za precizno razlu€ivanje
na gelu ili se uopée ne bi mogli dobiti zbog ograni¢enja polimeraze (udaljenost dvaju
retrotranspozona koju ona mora umnoziti bi bila prevelika). Medutim, IRAP je uspjesno
primijenjen na svim proucavanim vrstama jer se retrotranspozoni nakupljaju zajedno u
“ponavljaju¢im morima” okruzujuci “genomske otoke” (White i sur. 1994).

Metoda REMARP je sli¢na IRAP-u, ali kod nje jedna od pocetnica odgovara nekom
mikrosatelitnom ponavljanju koji na svom 3’ kraju sadrZi jedan ili viSe sidriSnih nukleotida
(Slika 1.3 A). Inace, dijelovi genoma prisutni izmedu dva mikrosatelita takoder se mogu
umnazati na nacin srodan IRAP-u tehnikom ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat). Kod
REMAP tehnike sidri$ni nukleotidi na 3’ kraju pocetnice sprje¢avaju proklizavanje pocetnice
sa jednostavnih ponavljanja, a sprjecavaju i detektiranje promjena u broju ponavljanja. Kako
REMAP koristi pocetnice koje se primjenjuju i kod ISSR 1 IRAP metode moze se zakljuciti
da ¢e mikrosatelitne pocetnice dati ISSR produkte, a isto tako LTR pocetnice IRAP produkte.

Medutim, u praksi to je rijetko slucaj. Pretpostavlja se da razlog tome lezi u kombinaciji
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¢imbenika koji uklju¢uju genomsku strukturu i kompeticiju medu PCR reakcijama (Provan i
sur. 1999).

Za razliku od do sada navedenih metoda koje istovremeno otkrivaju visestruka i
anonimna mjesta insercije retrotranspozona, metoda RBIP (Flavell i sur. 1998) tipizira jedan
lokus (Slika 1.2). Potrebno je poznavati jedinstvene sljedove koji okruzuju mjesto ugradnje
odredenog retrotranspozona. Dvije pocetnice odgovaraju sljedovima DNA oko tog mjesta
ugradnje, a treca retrotraspozonu (najc¢es¢e LTR djelu) i orijentirana je prema jednoj od prvih
dviju pocetnica. Dvije pocCetnice specificne za sljedove DNA koji omeduju retrotranspozon,
umnoziti ¢e samo izvorni lokus. Lokus s ugradenim retrotranspozonom ne moze se umnoziti
zbog prevelike duljine vecine retrotranspozona. On ¢e se umnoziti u drugoj PCR rekciji
kombinacijom pocetnice koje odgovara retrotranspozonu i one usmjerene prema njoj. Buduci
da se moze odrediti i1 lokus koji sadrzi retrotranspozon, kao i onaj bez njega, omoguceno je

otkrivanje heterozigotnih alelnih stanja $to je bitno za odredivanje rodoslovlja.
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Slika 1.3. Shematski prikaz metoda REMAP (A) i IRAP s jednom (B) i dvije razliite pocetnice (C). Crne
strelice oznacavaju mikrosatelitne pocetnice; Zute strelice predstavljaju uzvodne (forward), a crvene nizvodne
(reverse) retrotranspozonske pocetnice (Schulman 2007).
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1.6 Cilj istraZivanja

Ovim istrazivanjem zeljelo se pomocu metoda IRAP 1 REMAP istraziti unutarsortnu
varijabilnost klonova hrvatske autohtone sorte Plavac mali. Pretpostavka je da bi otkrivanje
DNA polimorfizama medu klonovima bilo povezano 1 sa varijabilnos¢u agronomski vaznih
svojstava te bi omoguéilo predselekciju genetski divergentnih klonskih kandidata i1
racionalizaciju klasi¢ne klonske selekcije u poljskim uvjetima. Takoder, na primjeru klona

Plavca malog sivog, Zeljela se istraziti geneticka osnova promijene boje kozice na bobicama.
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2 MATERIJAL | METODE

2.1 Materijal

Genotipovi ukljuceni u ovo istrazivanje predstavljaju klonska potomstva individualnih trsova
koji su selekcionirani u cijelom uzgojnom podru¢ju Plavca malog (Tablica 2.1). Svi
genotipovi su razdvojeni na temelju fenotipskih razlika na originalnim lokacijama (in situ)
(Tablica 2.2.).

Tablica 2.1. Klonski kandidati sorte Plavac mali iz kolekcijskog vinograda Instituta za jadranske
kulture 1 melioraciju kr$a iz Splita (Zduni¢ 2010).

Sifra plavca Podruéje uzorkovanja | Sifra plavca Podrucje uzorkovanja
1. 0b-004 Solta 17. 0b-213 Vis/ Milna
2. 0b-092 Kor¢ula/ Smokvica 18. ob-214 Vis/ Milna
3. ob-011 Hvar/ Sv Nedjelja 19. 0b-219 Vis/ Karvovac
4. ob-012 Hvar/ Sv Nedjelja 20. 0b-220 Vis/ Karvovac
5. 0b-018 Hvar/ Sv Nedjelja 21. 0b-225 Kastel Luksi¢
6. ob-019 Hvar/ lvan Dolac 22. 0b-228 Kastel Luksi¢
7. 0b-052 Peljesac/ G. Vruéica | 23. 0b-229 Kastel Luksi¢
8. 0b-059 Peljesac/ Mokalo 24. ob-257 Bra¢/ Murvica
9. 0b-066 Peljesac/ Dingac 25. 0b-258 Bra¢/ Murvica
10. ob-071 Peljesac/ Trstenik 26. ob-262 Bra¢/ Murvica
11. ob-088 Kor¢ula/ Lumbarda | 27. ob-267 Bra¢/ Murvica
12. 0b-091 Korc¢ula/ Lumbarda | 28. 0ob-268 Bra¢/ Murvica
13. 0b-097 Kor¢ula/ Blato 29. 0b-271 Peljesac/ Trstenik
14. 0b-099 Korc¢ula/ Blato 30. 0b-273 Bra¢/ Murvica
15. ob-100 Korc¢ula/ Blato 31. 0b-277 Bra¢/ Murvica
16. ob-202 Vrgorac 32. 0b-286 Brac/ Postira

Tablica 2.2 Klonski kandidati sorte Plavac mali razvrstani po fenotipskim kategorijama

Urod Zrelost Velicina bobice Zbijenost grozda
Slabo Rodni Rani Kasni Sitni Krupni Rastresiti | Zbijeni
rodni
ob-271 0b-097 0b-018 0b-004 0b-229 0b-202 0b-012 0b-100
0b-268 0b-091 0b-219 0b-286 0b-258 ob-267 0b-092 0b-019
ob-219 0b-004 0b-228 ob-277 0b-012 0b-099 0b-004 0b-066
0b-262 0b-019 0b-267 0b-088 0b-273 0b-052 0b-257 0b-225
ob-071 0b-099 0b-268 0b-059 ob-214 0b-220 0b-213 ob-011
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Tablica 2.3 Autohtone hrvatske sorte vinove loze (Vitis vinifera spp.vinifera) iz kolekcijskog
vinograda Agronomskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu koriStene u istrazivanju.

Sorta Podrudje
uzorkovanja

Crljenak Jazbina/Zagreb
kastelanski

Dobri¢ié Jazbina/Zagreb
Plavac mali Jazbina/Zagreb
Plavac mali sivi  Jazbina/Zagreb
Skrlet Jazbina/Zagreb

Tablica 2.4 Medunarodne sorte vinove loze (Vitis vinifera spp.vinifera) iz kolekcijskog vinograda
Agronomskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu koriStene u istraZivanju.

Sorta Podrucje
uzorkovanja
Pinot bijeli Jazbina/Zagreb
Pinot crni Jazbina/Zagreb
Pinot sivi Jazbina/Zagreb
Primitivo Jazbina/Zagreb
Zinfandel Jazbina/Zagreb
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2.2 Metode

2.2.1 lzolacija genomske DNA iz listova vinove loze

Listovi se smrznu u tekuc¢em dusiku i smrve u fini prah uz pomo¢ tarionika i tucka
prethodno ohladenima u tekuc¢em duSiku. Prah se, Spatulom ohladenom tekué¢im dusikom,
prenese u isto tako takoder ohladenu plasti¢nu mikroepruvetu i doda se 400ul pufera PL1 za
lizu. Smjesa se promijesa na vibriraju¢oj mijesalici (votreks) i doda se 10ul otopine RNaze te
se inkubira 20 minuta na 65°C. Tijekom inkubacije suspenzija se nekoliko puta lagano
promijesa okretanjem i nakon toga se prebaci u NucleoSpin® Filter kolonu smjestenu u
odgovaraju¢u mikroepruvetu i centrifugira dvije minute na 11000 rpm. Kolona se baci, a u
Cisti filtrat se doda 450ul pufera PC za vezanje i homogenizira se pipetiranjem. Otopina se
prebaci u kolonu NucleoSpin® Plant II (Machery-Nagel) koja je postavljena u mikroeprvetu
za skupljanje i centrifugira se jednu minutu na 11000 rpm. Filtrat se baci, a kolona ispere sa
400ul pufera PW1 za ispiranje. Ponovo se centrifugira jednu minutu na 11000 rpm i baci
filtrat. Isto se ponovlja sa 700ul pufera PW2 za ispiranje te se za potpuno susenje membrane
dodaje novih 200ul pufera PW2 i centrifugira dvije minute na 11000 rpm-a. Kolona
NucleoSpin® Plant 11 se smjesti u novu mikroepruvetu i doda se 50ul pufera PE ugrijanog na
70°C. Kolona se inkubira 5 minuta na 70°C te se potom centrifugira jednu minutu na 11000

rpm da se DNA ispere. Taj korak se ponovi jo$ jednom s novih 50ul pufera PE.

2.2.2 Lancana reakcija polimerazom (PCR)
Prisutnost polimorfizama u genomima pojedinih sorti odnosno klonova vinove loze
utvrdivana je lanCanom reakcijom polimerazom (PCR, polymerase chain reaction) koristeci

specificne pocetnice za odredeni retrotranspozonski slijed i genomsku DNA pojedine

sorte/klona kao kalup.

2.2.2.1 Metode REMAP i IRAP

UmnaZanje mjesta insercije retrotranspozona metodom IRAP provodi se u ukupnom

volumenu reakcijske smjese od 20 ul koja sadrzava: 2ul 10 x PCR pufera (100 mM Tris-HCI
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(pH 8.3) i1 500 mM KCI, Applied Biosystems), 2,4ul 25 mM MgCl,, 1ul 2 mM smjese dNTP-
a, 0,1ul Taq polimeraze (GoTaq® Promega, 5 U/ul), 2 pl 2uM specifi¢nih pocetnica, 0,6pl
DMSO-a, 2ul genomske DNA (2.5ng/ul) i dH;0. Program umnazanja zapocinje
denaturacijom 4 min. na 94°C, nastavlja se s 35 ciklusa koji se sastoje od: denaturacije 40 s na
94°C, prianjanje/nalijeganje pocetnica za homologne sljedove 40 s na izraCunatoj temperaturi
za odredenu pocetnicu (prema formuli: Tm-5°C; tablice 2.5, 2.6 i 2.7) i produljivanja lanca 3
min. na 72°C, a zavr$no produljivanje lanca je 5 min. na 72°C. Za neke parove pocetnica s
razliCitom temperaturom taljenja (Tm), temperatura prijanjanja/nalijeganja odredena je

slobodnom procjenom (tablica 2.8).

Tablica 2.5. Pocetnice Koristene u metodi IRAP, skupina | (Moisy i sur. 2008.) i njihove temperature
taljenja (Tm)

Pocéetnice
Tm (C°)

GretlLTR-reverse 78,3
(5’CGTGTTTCCCAGAGGGAGGGGTCCCTAC3)
GretlLTR-forward 60,9
(5’CAACTAATTTATATTCCTCTCTCTAACCA?S)
Tw1LTR-reverse 62,6
(5’TCAGCCTACAAGAAAGGAAA3Z)
Twl1LTR-forward 62
(5’TTCTCCAAATACCTTTGTTGA3’)
VinelLTR-reverse 63,2
(5’TCAAAATTCAAATTCCAGCA3)
VinelLTR-forward 62,9
(5>TTCATCAATAAAAATAGTTC3’)
PedelLTR-reverse 61,4
(5’TCTCCCATTAAAAAGCCATG3’)
PedelLTR-forward 57,1
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(5°CGAACCACGTAAATACTGTC3)

PgansLTR-reverse 55,8
(5’CTAAGAATGGGAAAGAATGA3’)

PgansLTR-forward 58
(5’TCCTTGTATCATTCTTTCCC3?)

PhubenLTR-reverse 57,3
(5’GCCTCAATCTTTCCCTAATA3’)

PhubenLTR-forward 52,7
(5’TTTTGCTCTCTGTGTATATG3)

PgentilLTR-reverse 50,9
(5’CATTCCTAATATCTCAACAC3’)

PgentilLTR-forward 54,2
(5’°CTGTACATGACGAATGAAA3’)

PnobleLTR-reverse 51,1
(5’ ATATCCTAATGATCTCTCC3’)

PnobleLTR-forward 53,1

(5’GAGAGAATCAAGCTAGATTG3)
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Tablica 2.6. Pocetnice koristene u metodi IRAP, skupina Il (Benjak i sur., neobjavljeno) i njihove
temperature taljenja (Tm)

Pocetnice Tm (C°)
Pocetnical 59,8
(5’TGGACACGAATCAGCTGAGAC?3)
Pocetnicad 61,4
(5’TACCTTCCCGATAAGTAACCTGACC3’)
Podetnica? 69,8
(5’TGCCGCTGCTAGGGACGAATCAZ’)
Pocetnica9 70,6
(5’CAGCTGAGACACCAATTGGGCATGAAS3)
Pocetnica25 63,6
(5’ AATCAAGGAGCACCAGCTGGAC?3)
Pocetnica2?7 65,2
(5’CATCCCAGAGTTCGACCCTAGAGC3?)
Pocetnicad3 59,7
(5’°CATGAATCAGCTGAGACACCAAY3)

Tablica 2.7. Mikrosatlitne pocetnice Koristene u metodi REMAP (Pereira i sur. 2005.) i njihove
temperature taljenja (Tm)

Pocetnice Tm (C°)
Microsat-GA 48,5
(5’°GAGAGAGAGAGAGAGAGAC3’)
Microsat-CT 49,9
(5’CTCTCTCTCTCTCTCTCTG3’)

19



Tablica 2.8. Kombinacije pocetnica i njihove temperature prijanjanja/nalijeganja (Ta) koriStene u
IRAP i REMAP reakcijama

Kombinacija pocetnica Ta (C°)
Vinel LTR-reverse i Vinel LTR-forward 63
PgansILTR-reverse i PedelLTR-reverse 50
PgentilLTR-reverse i PedelLTR-forward 47
PhubenLTR-reverse i PedelLTR-reverse 52
GretlLTR-R i Microsat-GA 61
Tw1LTR-R i Microsat-GA 55,8
VinelLTR-R i Microsat-GA 55,8
PedelLTR-R | Microsat-GA 55,8
PgansLTR-R i Microsat-GA 52
PhubenLTR-R i Microsat-GA 52

Tablica 2.9. Sastav PCR reakcije u IRAP i REMAP analizama

Komponenta Volumen u Kona¢na
reakciji (ul) | koncentracja
DNA (2.5 ng/ul) 2 0,25 ng/pl
PCR pufer (10x) 2 1x
MgCl, (25 mM) 2,4 3mM
dNTP (2mM) 1 0,1 mM
Pocetnice (2mM) 2 0,2 mM
DMSO 0,6 3%
Taq polimeraza (5 U/ul) 0,1 0,025 U/ul
dH,0 do 20
Ukupno 20
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Tablica 2.10. PCR program za IRAP i REMAP

Korak PCR-a Temperatura i trajanje
Predenaturacija 94°C, 4 min
Denaturacija 94°C,40s

Prianjanje pocetnica Ta*°C, 40 s 35X
Elongacija/sinteza 72°C, 3 min

Zavr$na elongacija/sinteza | 72°C, 5min

* ovisno o pocetnici/paru pocetnica

Reakcijska smjesa, kao i program umnazanja, za PCR kod REMAP metode bili su isti

kao prethodno opisani.

2.2.2.2 Metoda RBIP

Reakcijska smjesa (ukupnog volumena 20ul) u slu¢aju RBIP analize sadrzavala je 2l
10 x PCR pufera s MgCl, (Applied Biosystesms), 1ul 2mM smjese dNTP-a, 0,2ul Tag
polimeraze (GoTaq® Promega, 5 U/ul, ), 2ul 2uM specifiénih pocetnica (GRET a, GRET b,
GRET c i GRET el u kombinacijama GRET aic, bic, biel)i 1yl genomske DNA (20
ng/ul). Program umnazanja zapocinje denaturacijom 5 min. na 95°C, nastavlja se s 35 ciklusa
koji se sastoje od: denaturacije 30 s na 94°C, prianjanja pocetnica 30 s na 60°C 1 produljivanja

lanca 90 s na 72°C, a zavrsno produljivanje lanca je 2 min. na 72°C.

Tablica 2.11. Pocetnice koristene u RBIP analizi (Kobayashi i sur. 2004) i njihove temperature
taljenja

Pocetnice Tm (C°)
Greta 69
(5’ AAAAAGGGGGGCAATGTAGGGACCC?3)
Gretb 64
(5°GGACGTTAAAAAATGGTTGCACGTG3’)
Gretc 64
(5’GAACCTCCTTTTTGAAGTGGTGACT?’)
Gretel 64,3
(5’GTCTTTCGCTTGCCAACTGT?)
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Tablica 2.12. Sastav PCR reakcije uRBIP analizi

Komponenta Volumen u Konacna
reakciji (ul) | koncentracja
DNA (20 ng/pl) 1 1 ng/ul
PCR pufer s MgCl, (10x) 2 1x
dNTP (2mM) 1 0,1 mM
Pocetnice (2mM) 2 0,2 mM
Taq polimeraza (5 U/ul) 0,2 0,05 U/ul
dH,0 do 20
Ukupno 20
Tablica 2.13. PCR program za RBIP
Korak PCR-a Temperatura i trajanje
Predenaturacija 95°C, 5 min
Denaturacija 94°C, 30s
Prianjanje pocetnica 60°C, 30 s 35X
Elongacija/sinteza 72°C,90s
Zavr$na elongacija/sinteza | 72°C, 2 min

2.2.2.3 Metoda CAPS

PCR u slu¢aju CAPS analize provedi se u ukupnom volumenu reakcijske smjese od 50
ul koja sadrzava: 5ul 10 x pufera (Applied Biosystesms), 6ul 25mM MgCl,, 5ul 2mM smjese
dNTP-a, 0,5ul Taqg polimeraze (AmpliTag® Gold Applied Biosystesms, 5 U/ul), 5ul 2uM
specificnih pocetnica (CAPS 10 F i R odnosno CAPS 20 F i R), 2,5ul genomske DNA (20

ng/ul) i dH,0. Program umnazanja prilikom CAPS analize zapocinje denturacijom 4 min. na
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94°C, nastavlja se s 35 ciklusa koji su se sastoje od: denaturacije 30 s na 94°C, prianjanja
pocetnica 30 s na 64,2 °C za CAPS 10 pocetnice, odnosno na 56,6°C za CAPS 20 pocetnice i
produljivanja lanaca 1 min. na 72°C, a zavr$no produljivanje lanca je 2 min. na 72°C.
Najpovoljnije temperature za prianjanja pocetnica odredene su uz pomo¢ gradijenta PCR-a

(gradijent je postavljen s najnizom temperaturom 55°C i najviSom 65°C).

Tablica 2.14 Pocetnice koristene u CAPS analizi (Walker i sur. 2007) i njihove temperature
taljenja

Pocetnice Tm (C°)

CAPS 10 (103K2CB10)-reverse 61,6
(5’ACCCTTCAAGAGAAGAGATCAAG?3)

CAPS 10 (103K2CB10)-forward 62,4
(5’AGTGTCATTCATCCACATTCG3’)

CAPS 20 (20D18CB9)-reverse 64,1
(5’ ATGACCTTGTCCCACCAAAAZ’)

CAPS 20 (20D18CB9)-forward 63,8
(5’GATGACCAAACTGCCACTGAZ3)

Tablica 2.15. Sastav PCR reakcije UCAPS analizi

Komponenta Volumen u Kona¢na
reakceiji (ul) | koncentracja
DNA (20 ng/ul) 2,5 1 ng/ul
PCR pufer (10x) 5 1x
MgCl, (25mM) 6 3
dNTP (2mM) 5 0,5 mM
Pocetnice 5 0,5 mM
Taq polimeraza (5 U/ul) 0,5 0,05 U/ul
dH.0 do 20
Ukupno 50
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Tablica 2.16. PCR program za CAPS

Korak PCR-a Temperatura i trajanje
Predenaturacija 95°C, 5 min

Denaturacija 94°C, 30s

Prianjanje pocetnica *Ta°C,30s 35X
Elongacija/sinteza 72°C,90s

Zavr$na elongacija/sinteza | 72°C, 2 min

* za CAPS 10 pocetnice 64,2, a CAPS 20 pocetnice 56,6

2.2.3 Elektroforeza

Za provjeru uspjeSnosti izolacije genomske DNA koristen je 1,5% agarozni gel,

pripremljen dodatkom 1,35g agaroze (Sigma, Njemacka) u 90 ml otopine pufera 1 x TAE.
Otopina se zagrijava, uz povremeno mijesanje, sve dok se sva agaroza u potpunosti ne otopi.
Nakon §to se temperatura spusti na oko 50°C, doda se 4,5ul etidij-bromida (Sigma,
Njemacka) koncentracije 10mg/ml. U pripremljeni nosac za gel otopina se izlije i priceka da
se gel stvrdne. Gel se postavi u kadicu za elektroforezu (Biorad) i nadopuni puferom 1 x TAE
do malo iznad povrSine gela. Po 5ul uzorka se pomjeSa s 2ul boje za nanoSenje na gel i Sul
vode te se nanosi u jazice gela. Uz uzorke nanosi se i 5ul biljega A/Hindlll. Elektroforeza se
provodi u istosmjernom elektricnom polju, jakosti 90V sve dok boja bromfenol plavo ne
prede polovinu gela. Fragmenti na gelu vizualiziraju se pomoc¢u UV-transiluminatora
(UVITEC).
Za provjeru PCR-reakcija upotrebljavali su se mali 1%-tni testni gelovi pripremljeni
otapanjem 0,3g agaroze u 30ml 1 x TAE pufera i dodatkom 3pul boje Syber Safe (Invitrogen,
SAD) koncentracije 10mg/pl po hladenju gela na oko 50°C. Za fino razdvajanje fragmenata
koriSteni su se veliki 1,7% gelovi (2,635g agaroze otopljeno u 155ml pufera TAE) koji su
naknadno bojani 30 minuta u otopini etidij bromida (12,5ul etidij bromida koncentracije
10mg/ml razrijedeno u 250ml pufera 1 x TAE) i odbojavani 10 minuta u dH,O ili su bojani 45
minuta u otopini Syber Gold (Invitrogen, SAD), pripremljenoj dodatkom 5ul Syber Gold-a
koncentracije 10mg/ul u 50ml pufera 1 x TAE, i odbojavani 60 minuta u dH,0. Uz PCR
uzorke na gel se nanosi 2l biljega (DNA ljestve 100-10000 pb, Fermentas).

24



Pufer za elektroforezu 5x TBE, 1000 ml: 54 g Tris baze i 27,5g borne kiseline otopi se u

manjem volumenu dH,O od potrebnog, zatim se doda 20 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0), te
nadopuni s dH,O do 1000 mL.

Pufer za elektroforezu 50 x TAE, 1000 ml: 242 g Tris baze otopi se u manjem volumenu
dH,O od potrebnog, zatim se doda 57,1 ml 17,4 M ledene octene kiseline i 200 ml 0.5 M
EDTA (pH 8.0), te nadopuni s dH,O do 1000 ml.

Otopina za nanoSenje uzoraka na gel 6x LB (loading buffer), 10ml: 1,59 bromfenol plavog i

1,5g ksilen cijanola otopi se u manjem volumenu vode od potrebnog i doda se 3ml glicerola i
100ul 0,5 M EDTA (pH 8.0) te nadopuni vodom do 10ml.
Biljeg A/Hindlll, 0,5ul: u 83,3 ul otopine A DNA koncentracije 0,3ug/ul doda se 10ul pufera

R, 3ul enzima Hindlll i 3,7ul dH,O (do ukupnog volumena od 100ul) te se ostavi na
prekono¢noj inkubaciji na 37°C. Prije provjere uspjeSnosti restrikcijske razgradnje na
agaroznom gelu doda se 83,3 ul boje LB za nanosenje na gel i 316,7ul vode (ukupni volumen
500ul).

2.2.4 Talozenje amplikona CAPS s etanolom

PCR amplikon od 50 pl razrijedi se vodom do ukupnog volumena od 100ul. Doda se
10pl 3M natrij acetata (1/10 volumena) i dvostruki volumen 96% etanola (110pul). Sve se
resuspendira i inkubira 30 minuta na -20°C. Nakon inkubacije centrifugira se na maksimalnoj
brzini (13000 rpm) 20 minuta pri 4°C. Paze¢i da se ne uznemiri talog DNA, supernatant se
ukloni uz pomo¢ nastavka pipete pricvrs¢enog za vakuum sisaljku. Doda se 1ml 70% etanola,
ostavi 5 minuta na sobnoj temperaturi i centrifugira 5 minuta na 13000 rpm-a. Ponovo se
ukloni supernatant i otvorene mikroepruvete se ostave na sobnoj temperature da ispare ostaci
tekucine. OsuSeni talog DNA otopi se u 20ul dH,O. Dodatno koncentriranje uzoraka na
zeljeni volumen postize se upotrebom SpeedVac-a (uredaj za brzo susenje DNA uzoraka u
vakuumu).

3 M natrijev acetat, 100 ml: 40,8 CH3;COONa - 3H,0 otopi se u oko 90 ml dH,O. Otopina se

titrira s ledenom octenom kiselinom do pH 5,2 i nadopuni vodom do 100 ml.
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70%-tni C,HsOH, 100mL: 72,9 mL 96%-tnog etanola nadopuni se s dH,O do volumena 100
ml.

2.2.5 Digestija prociséenih amplikona CAPS

U 19 pl produkta CAPS 20 reakcije doda se 0,4ul enzima Ddel, 2,2 ul pufera H
(Roche) i 0,4 pl dH,0 te se 2 sata ostavi na inkubaciji na 37°C. U isti volumen CAPS 10
reakcije se dodaje 1 pl Tagl enzima, 2,3 ul pufera 10xH i 0,7 pl dH,O i stavi se 2 sata na
65°C u PCR uredaj (Thermal Cycler, Applied Biosystems).
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3 REZULTATI

3.1 lzolacija DNA i optimizacija PCR-a

Osnovni preduvjet za dobivanje pouzdanih rezultate koji ukljucuju polimorfizme DNA
slijeda je dobra kvaliteta i Cisto¢a izolirane genomske DNA. Izolacija je napravljena
koriStenjem komercijalnog kompleta reagensa za izdvajanje DNA iz biljnog materijala.
Prethodno usitnjavanje lisnog tkiva smrznutog u teku¢em duSiku radeno je uz pomoé
tarionika 1 tucka ili homogenizatora. Pristup s homogenizatorom pokazao se kao manje
ucinkovit, najvjerojatnije stoga S$to materijal nije bio toliko dobro usitnjen kao koriStenjem
tarionika i tucka.

Koncentracija izolirane genomske DNA odredivana je usporedbom s DNA A faga
poznate koncentracije (50 ng/ul) (slika 3.1).

M Hindlll Skrlet  Plavac mali Dobri¢ié¢

-

e
-

Slika 3.1. Procjena koncentracije genomske DNA izolirane iz sorti vinove loze. Procjenjena
koncentracija: Skrlet 20 ng/ul, Plavac mali 40ng/pl i Dobrigi¢ 20ng/pl. Koli¢ina genomske DNA
nanesene na gel iznosila je 5 pl. Koristeni biljeg: A/HindlIl.

Zatim je provedena optimizacija uvjeta lancane reakcije polimerazom (PCR) obzirom
na koli¢ine pojedinih komponenti/sastojaka PCR reakcije. Prvo su provedeni eksperimenti za
utvrdivanje optimalne koli¢ine kalupa potrebnog za reakciju. Gel elektroforezom produkata
PCR reakcije (REMAP) u kojoj je koriStena koli¢ina genomske DNA bila 0,5ul (20ng/pl)
odnosno 2pul, pokazalo se da je manja koli¢ina DNA dovoljna, a u nekim sluc¢ajevima i bolja

(slika 3.2).
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Slika 3.2. Elektroforetsko razdvajenje produkata REMAP reakcije dobivenih umnazanjem genomske
DNA sorti a) Plavac mali i b) Dobri¢i¢ s retrotranspozonskim GretlLTR-R (oznaka R na slici) i
GretlLTR-F (oznaka F) i mikrosatelitnim (GA i CT) pocetnicama. 0,5 i 2 predstavljaju koli¢inu
genomske DNA, 0,5ul odnosno 2ul (20 ng/ul). Koristeni biljeg (M): DNA ljestve 100-10 000 pb

Na slici je vidljivo da svaka pojedina kombinacija pocetnica daje svoj specificni
obrazac fragmenata. Usporedbom obrazaca dobivenih koriStenjem iste kombinacije pocetnica,
a razliCite koli¢ine kalupa, vidi se da su oni identi¢ni osim djelomic¢no po svom intenzitetu.
Takoder, obrasci dobiveni istim pocetnicama, a s drugacijim kalupima (genomskom DNA

razlicitih sorti Plavca malog odnosno Dobri¢i¢a) medusobno se razlikuju.

Cilj daljnjih analiza bio je utvrdivanje vaznosti koli¢ine magnezija, dNTP-a i
polimeraze na reproducibilnost rezultata. Provedene su REMAP reakcije sa snizenim
koli¢inama tih komponenti. Magnezij se pokazao kao bitan ¢imbenik te je njegov manjak
(umjesto 3 mM koristena je 1,5 mM otopina) uvelike snizio prinos reakcije. Dvostruko manja
koli¢ina dNTP-a nije znacCajnije utjecala na reakciju te je ustanovljeno da se mogu dobiti
podjednako dobri rezultati i s minimalnom koli¢inom dNTP-a u koli¢ini 1 pl (konacna
koncentracija 0,1 mM). Eksperimenti za utvrdivanje najnize potrebne koli¢ine Taq polimeraze
pokazali su da njena koli¢ina od 0,2ul (0,05 U/ul) daje jednaki prinos reakcije kao 1 koli¢ina
0.5 ul (0,125 U/ pl).

Budu¢i da se kao kalup za PCR reakcije upotrebljava genomska DNA te da su
izraCunate temperature prianjanja pocetnica relativno niske, bez obzira S§to su svi

eksperimentalni parametri optimizirani, postojala je opasnost od umnozavanja nespecifi¢nih
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fragmenata. Ustanovljeno je da neki spojevi, npr. TMA (tetrametilamonijak), DMSO (dimetil
sulfoksid) i formamid mogu poboljsati u¢inkovitost i specifi¢nost PCR reakcije na nacin da
snizavaju temperaturu taljenja DNA c¢ime olakSavaju prianjanje pocetnica i pomazu
polimerazi pri umnozavanju kroz podruc¢ja sekundarne strukture zavojnice DNA (Kovarova i
Draber 2000). Koristen je DMSO u preporucenoj 3%-tnoj koncentraciji za maksimalnu
specifi¢nost (slika 3.2 a). Smanjivanjem njegove koncentracije na 1% pokazalo se da DMSO
ne utjece na reproducibilnost rezultata te je mala razlika uocena samo u intenzitetu pojedinih
fragmenata, ali ne i njihovom ukupnom broju odnosno obrascu na gelu (slika 3.2 a i slika 3.3

b). Isti uvjeti koristeni su i za optimizacju IRAP reakcija.

CT&F CT&R GA&F GA&R

CT&F CT&R GA&F GA&R

Plavac mali

Slika 3.3. Elektroforetsko razdvajanje produkata REMAP reakcije sa smanjenom koli¢inom DMSO-a
dobivenih umnaZanjem genomske DNA sorti a) Skrlet i b) Plavac mali s retrotranspozonskim
Gret/LTR-R (oznaka R na slici) i Gret/LTR-F (oznaka F) i mikrosatelitnim (GA i CT) pocetnicama.
Koristeni biljeg (M): DNA ljestve 100-10 000 pb.

Pregledom obrazaca fragmenata u REMAP reakcijama zapaZeno je da su oni
specificni za svaki par pocetnica te da isti par pocetnica daje drugaciji obrazac ovisno o sorti
upotrebljenoj za kalup. Tako je ovim eksperimentima, osim optimizacije sistema,
ustanovljeno da se razli¢ite sorte vinove loze medusobno mogu jednostavno razlikovati

pomocu metode REMAP.

Takoder, osim klasicne REMAP reakcije, koja ukljucuje mikrosatelitne i
retrotranspozonske pocetnice, provedena je i PCR reakcija u kojoj su koriStene samo
mikrosatelitne pocetnice (tzv. ISSR metoda, slika 3.4 - jazice 3, 6, 9 i 12) kao kontrola koja

pokazuje koji je udio fragmenata u REMAP reakciji posljedica amplifikacije izmedu razli¢itih
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SSR-ova. Iz slike 3.4 jasno se vidi da obrazac fragmenata REMAP reakcije ne sadrzi sve
fragmente ISSR reakcije. Time je pokazano da REMAP reakcija, iako koristi iste pocetnice
kao i u metodama ISSR i IRAP (samo retrotranspozonske pocetnice), nije samo jednostavni
zbroj istih. Produkti nastali koristenjem obiju pocetnica zajedno pokazuju nove fragmente u

odnosu na one dobivene reakcijama gdje su pocetnice upotrebljavane pojedinacno.

g1 2 3 4 5 6 7 8. 9 10 11 12
CT&F CT&R CT GA&FGA&R GA
CT&F CT&R CT GA&F GAZR GA

Skrlet Plavac mali

Slika 3.4. Elektroforetsko razdvajanje produkata REMAP reakcije dobivenih umnazanjem genomske
DNA sorti Skrlet i Plavac s retrotranspozonskim Gret/LTR-R (0znaka R na slici) i Gret/LTR-F (oznaka F)
1 mikrosatelitnim (CT 1 GA) pocetnicama (REMAP reakcija) te ISSR reakcije koja koristi samo
mikrosatelitne pocetnice (CT i GA). Koristeni biljeg (M): DNA ljestve 100-10 000 pb.

U navedenim REMAP reakcijama optimizacije, za sve koriStene parove pocetnica,
temperatura prianjanja/nalijeganja (Ta) iznosila je 45°C. Provedena je reakcija s identi¢nim
uvjetima kao na slici 3.2 u kojoj je jedino Ta povisena na 50°C. Medusobnom usporedbom
obrazaca pokazano je da temperatura prianjanja/nalijeganja ne utjece na specificnost nego

samo djelomi¢no na intenzitet dobivenih fragmenata (nije prikazano).
3.2 Polimorfizmi dobiveni metodom IRAP sa skupinom pocetnica I

Analiza unutarsortne varijabilnosti vinove loze radena je IRAP tehnikom na klonskom
potomstvu sorte Plavac mali. Izabrana su 32 fenotipski medusobno razlic¢ita klona (tablica

2.2). Pokusali su se utvrditi polimorfizmi u njihovoj DNA koji bi mogli biti odgovorni za

izrazenu fenotipsku raznolikost ili koji bi bili specificni za pojedini klon.
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Prvi eksperimenti izvedeni su s pocetnicama dizajniranim prema prvootkrivenim
retrotranspozonima: Gretl, Tvwl i Vinel. U ovim eksperimenatima zapazen je opcenito mali
broj polimorfizama. Veliki broj polimorfizama pokazali su samo klonovi 0b-004 i 0b-092.
Medutim, usporednom SSR analizom (Zduni¢ 2010), utvrdeno je da su oni krivo svrstani
medu klonove Plavca malog. Naime, genotip klona ob-004 razlikuje se od standardnog
genotipa Plavca malog u pet od devet lokusa, dok se klon 0b-092 razlikuje u osam od devet
lokusa. Utvrdeno je da je klon ob-092 identi¢an sorti Glavinusa, dok klon ob-004 ne dijeli
identiCan SSR genotip niti s jednom hrvatskom sortom u SSR bazi podataka Zavoda za
oplemenjivanje bilja, genetiku, biometriku i eksperimentiranje Agronomskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu. Medutim, opazanjem vezanim za uzorke ob-004 i ob-092 ustanovili
smo da IRAP moze sluziti kao dobar, brz i jeftin alat za preliminarno razlikovanje sorti

vinove loze jednako kao i REMAP.

Kod odredivanja DNA varijabilnosti ostalih/pravih klonova s Gretl i Twl
pocetnicama nisu uoceni polimorfizmi koji bi poduprli njihovu iskazanu fenotipsku
raznolikost (rezultati nisu prikazani). Samo u reakciji s Vinel pocetnicama (Vinel LTR-
reverse i Vinel LTR-forward) uocen je polimorfan fragment od 200 pb kod klona ob-219 (19)
(slika 3.5). Nakon uoc¢enog polimorfizma, provedeno je ponavljanje IRAP reakcije za taj klon
— tzv. tehnicka replika. Medutim, ponovljena reakcija nije reproducirala dobiveni
polimorfizam. VaZzno je napomenuti da je osim takve tehnicke replike, gdje se kao kalup
koristi isti izolat genomske DNA, potrebno napraviti i tzv. biolosku repliku u kojoj se kao
PCR kalup koristi novoizolirana DNA odgovaraju¢eg klona. U slucaju reproducibilnosti
odredenog polimorfizma pristupa se njegovom kloniranju u T/A plazmidni vektor te

odredivanju DNA slijeda sekvenciranjem.
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3.5. Elektroforetsko razdvajanje produkata IRAP reakcije dobivenih umnazanjem genomske DNA klonova
Plavca malog s pocéetnicama Vinel LTR-reverse i Vinel LTR-forward. Koristeni biljeg (M): DNA ljestve
100-10 000 pb. Polimorfni fragment oznacen je strelicom. Brojevi kojima su oznacene jazice odnose se na
podatke u tablici 2.1.

Kako su Moisy i sur. (2008), uz tri postojece retrotranspozonske porodice u vinovoj
lozi, okarakterizirali i deset novih Ty 1/ copia porodica (Gentil, Edel, Huben, Rangen, Brand,
Crement, Gans, Kastel, Noble i Winz) omogucena je opseznija analiza eventualnih
polimorfizama nastalih retrotranspozonskim ugradnjama. Uz Gretl, Twl i Vinel parove
pocetnica koristilo se jo§ 5 parova pocetnica dizajniranih na osnovi novootkrivenih
retrotranspozona: Gentil, Edel, Huben, Gans i Noble. Koristenjem 8 parova pocetnica moguce
je ukupno provesti 120 razli¢itih IRAP rekacija s dvije razlicite pocetnice 1 16 reakcija s
pojedina¢nim pocetnicama. Testirano je sveukupno 10 kombinacija s dvije pocetnice koje
pripadaju razli¢itim retrotranspozonskim porodicama. Ovdje su prikazane one kombinacije
koje su dale najveci broj razli¢itih fragmenata.

Na slici 3.6 prikazani su produkti IRAP reakcija s poCetnicama dizajniranim na osnovi
retrotranspozona Gans (PgansILTR-reverse) i retrotranspozona Edel (PedelLTR-reverse.
Umnozeni su fragmenti veli¢ina od 2 kb do 300 pb. Polimorfizmi su uo¢eni samo kod uzoraka
0b-004 (1) i ob-092 (2) za koje je ustanovljeno da ne pripadaju sorti Plavac mali §to je joS§
jednom potvrduje uéinkovito razlikovanje sorti IRAP tehnikom. Kod preostalinh 30 klonova

polimorfizmi nisu uoceni.
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Slika 3.6. Elektroforetsko razdvajanje produkata IRAP reakcije dobivenih umnazanjem genomske DNA
klonova Plavca malog s pocetnicama PgansILTR-reverse i PedelLTR-reverse. Koristeni biljeg (M): DNA
ljestve 100-10000 pb. Brojevi kojima su oznacene jaZice odnose se na podatke u tablici 2.1.

Kombinacijom pocetnica PgentilLTR-reverse i PedelLTR-forward umnozeni su
fragmenti u rasponu od 2,5 kb do 200 pb (slika 3.7). Osim kod uzoraka ob-004 (1) i ob-092

(2) koji nisu klonovi Plavca malog, polimorfni fragmenti nisu uoceni.
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Slika 3.7. Elektroforetsko razdvajanje produkata IRAP reakcije dobivenih umnazanjem genomske DNA
klonova Plavca malog s pocetnicama PgentilLTR-reverse i PedelLTR-forward. Koristeni biljeg (M): DNA
ljestve 100-10000 pb. Brojevi kojima su oznacene jaZice odnose se na podatke u tablici 2.1.
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U reakciji gdje su koriStene pocetnice PhubenLTR-reverse i PedelLTR-reverse
umnozeni su fragmenti u rasponu od 2,5 kb do 200 pb (slika 3.8). Medu klonovima Plavca
malog nisu uoceni polimorfizmi. Oni su uocljivi jedino kod uzoraka ob-004 (1) i 0b-092 (2)

koji pripadaju drugim sortama.
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Slika 3.8. Elektroforetsko razdvajanje produkata IRAP reakcije dobivenih umnazanjem genomske
DNA klonova Plavca malog s pocetnicama PhubenLTR-reverse i PedelLTR-reverse. Koristeni
biljeg: (M) DNA ljestve 100-10 000 pb. Brojevi kojima su oznacene jazice odnose se na podatke u
tablici 2.1.

3.3 Polimorfizmi dobiveni metodom IRAP sa skupinom poc¢etnica II

Na odabranim klonovima sorte Plavac mali (tablica 2.2) izvedene su IRAP reakcije i s
pocetnicama dobivenim analizom in silico pomocu univerzalnih sekvenci LTR
retrotranspozona. Od priblizno 4200 postojec¢ih LTR sekvenci dizajnirane su 53 pocetnice
(Benjak 1 sur., neobjavljeno). Odabrano ih je 7, pocetnice: 1, 4, 7, 9, 25, 27 1 43. S njima je,
osim sedam reakcija s pojedina¢nim pocetnicama, mogucée provesti i dvadeset jednu IRAP
reakciju s dvije razliCite retrotranspozonske pocetnice. Provedeno je ukupno sedam reakcija s
pojedina¢nim pocetnicama. Takoder, i koriStenjem tih pocetnica dobiven je opCenito mali broj
polimorfizama medu navedenim klonovima, ali kao 1 sa setom pocetnica II, kod uzoraka ob-

004 i 0b-092 uocen je veci broj polimorfizama.

34



U reakciji s po€etnicom 7 dobiven je isti polimorfni fragment kod 4 klona, veli¢ina
polimorfnog fragmenta je oko 1 kb (slika 3.9). Klonovi ob-277 (30) i ob-286 (32) pripadaju
kasno zriju¢im, dok je ob-219 (19) rano zrijuéi klon. Klon ob-214 (18) ne pripada grupi
klonova svrstanim u spomenutu fenotipsku kategoriju po zriobi nego po krupnoci (tablica
2.2). Time $to se pronadeni plimorfizam, u 3 od 4 slucaja, javlja kod onih klonova koji su
fenotipski vezani za proces zriobe, otvara se pitanje da li izmedu polimorfizma i spomenutog
fenotipa postoji uzro¢no posljedicna veza. U planu je kloniranje i sekvenciranje sva 4

polimorfna fragmenta.
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Slika 3.9. Elektroforetsko razdvajanje produkata IRAP reakcije dobivenih umnazanjem genomske DNA
klonova Plavca malog s pocetnicom 7. Polimorfni fragmenti su uokvireni. Koristeni biljeg (M): DNA
ljestve 100-10 000 pb. Brojevi kojima su oznacene jazice odnose se na podatke u tablici 2.1.

IRAP reakcijom s pocetnicom 27 (slika 3.10) uocen je jedan polimorfni fragment
veli¢ine 800 pb i to kod klona 0b-019 (6) razli¢itog od ranije spomenutih klonova s iskazanim
polimorfizmom, koji pripada u fenotipsku skupinu po urodu i zbijenosti. Kod uzoraka ob-004
i 0b-092 vidi se velik broj plimorfizama, $to jo$ jednom reproducira svojstvo biljega IRAP u

brzom preliminarnom razlikovanju sorti.
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Slika 3.10. Elektroforetsko razdvajanje produkata IRAP reakcije dobivenih umnazanjem genomske DNA
klonova Plavca malog s pocetnicom 27. Koristeni biljeg (M): DNA ljestve 100-10 000 pb. Polimorfni
fragment oznacen je strelicom. Brojevi kojima su oznacene jazice odnose se na podatke u tablici 2.1.

3.4 Polimorfizmi dobiveni metodom IRAP na sortama Crljenak
kaStelanski, Primitivo i Zinfandel

Budu¢i da se klonovi Plavca malog nisu mogli razlikovati metodom IRAP koriStenjem
odabranih pocetnica, pokusao se isti pristup primijeniti na skupinu klonova za koje se zna da
su nakon odredene to¢ke u vremenu imali odvojenu povijest vegetativnog razmnoZavanja.
Odli¢an primjer takvih ,starih® klonova, za koje se dugo smatralo da su razliite sorte,
predstavljaju Crljenak kastelanski, Primitivo 1 Zinfandel (Maleti¢ 1 sur.. 2003; Maleti¢ i sur.
2004). Pretpostavljeno je da je svaki od navedenih klonova tijekom vremena mogao
akumulirati nezavisne transpozicijske dogadaje. U svjetlu te pretpostavke, provedeno je 6
IRAP rekacija s pojedina¢nim pocetnicama temeljenim na retrotranspozonskim porodicama

Gretl, Twl, Vinel, Edel, Huben i Gans (slika 3.11).

36



&= Gret/LTR-R Twi/LTR-R  Vinel/LTR-R PedeI/LTR R Phuben/LTR-R Pgans/LTR-R

—n-.—
S
ot GRS ==

Slika 3.11. Elektroforetsko razdvajenje produkata IRAP reakcije s pocetnicama GretlLTR-R,
TwILTR-R, VinelLTR-R, PedelLTR-R, PhubenLTR-R i PgansLTR-R i genomskom DNA sorti
Crljenak kastelanski (C), Primitivo (P) i Zinfandel (Z). Koristeni biljeg (M): DNA ljestve 100-10 000
pb.

Amplificirani su fragmenti veli¢ina od 4 kb do 400 pb i ustanovljeno je da nema
umnozenih polimorfnih fragmenta medu tri navedena klonovima niti s jednom koristenom
retrotranspozonskom pocetnicom. Na navedenim trima klonovima provedeno je i 6 REMAP
reakcija koje su na kolekciji klonova sorte Plavac mali radene od strane suradnika s
Agronomskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Reakcije REMAP provedene su koritenjem 6
prethodno navedenih pocetnica upotrebljenih kod IRAP-a (slika 3.11) u kombinaciji sa

mikrosatelitnom pocetnicom Microsat-GA (slika 3.12).

M Gret/LTR-R&GA Vinel LTR-R&GA Pgans LTR- R&GA
Twi/LTR-R&GA Pedel LTR-R&GA FIR

Slika 3.12. Elektroforetsko razdvajanje produkata REMAP reakcije s retrotranspozonskim pocetnicama
GretlLTR-R, TWILTR-R, VinelLTR-R, PedelLTR-R, PgansLTR-R i PhubenLTR-R u kombinaciji s
mikorsatelitnom pocetnicom Microsat-GA uz koriStenje genomske DNA sorti Crljenak kastelanski (C),
Primitivo (P) i Zinfandel (Z). Koristeni biljeg (M): DNA ljestve 100-10 000 pb.

37



Umnozeni su fragmenti veli¢ine od 2 kb do 300 pb. Ipak, niti REMAP analizom medu
tim klonovima nisu ustanovljeni ocigledni polimorfizmi, barem ne uz razinu detekcije i

razlucivosti koju pruza koristeni agarozni gel i nacin bojanja.

3.5 Genotipizacija klona Plavac mali sivi upotrebom retrotranspozona
Gretl i metode CAPS

Slika 3.13 Karakteristi¢na fenotipska razlika u boji kozice klonova Plavac mali i Plavac mali sivi

Klon Plavac mali sivi nije bio obuhvaéen u grupi od 32 analizirana klona, a predstavlja
fenotipski najocitiji primjer unutarsortne varijabilnosti Plavca malog. IstraZivanjem lokusa
Vvmyb, kljuénog za boju koZice bobica grozda, pokuSalo se uci u trag eventualnim DNA

polimorfizmima odgovorrnim za razliku u boji kozice izmedu Plavca malog i Plavca malog sivog.

3.5.1 Retrotranspozon Gretl
Budu¢i da je ugradnja retrotranspozona Gretl uzvodno od gena VvmybAl jedan od

presudnih dogadaja za izostanak sinteze antocijanina i time za razliCitu obojenost kozice grozda,

metodom RBIP pokusalo se ustanoviti da li je navedena mutacija uzrok i razli¢ite obojenosti
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kozice kod identi¢nih sorti Crljenak, Primitivo, Zinfandel; sorti Skrlet, Dobri¢i¢, Pinot crni i
njegovih klonova Pinot sivi i Pinot bijeli te Plavca malog i Plavca malog sivog.

Za tu analizu koriStene su pocetnice Gret a, b, ¢ i el (slika 1.2 b). Pocetnicama a i ¢
umnozava se 3° LTR kraj Gretl retrotranspozona dok se pocetnicama b i el umnozava njegov 5’
LTR kraj. Uz to, s njima se umnozi i dio alela VvmybAl. Kombinacija b i ¢ po¢etnica umnozava
genomski fragment ako Gretl nije ugraden (VvmybAlb alel) ili je izrezan homolognom
rekombinacijom svojih LTR krajeva pri ¢emu ostane samo pojedina¢ni/“solo” LTR. Pocetnice a i
¢ daju fragment veli¢ine 1,7 kb, b i el pocetnice umnazaju fragment veli¢ine 1,1 kb, dok
kombinacijom pocetnica b 1 ¢ nastaje fragment ¢ija veli¢ina iznosi 0,85 kb.

Na slici 3.14 vidi se da Plavac mali i Plavac mali sivi imaju identiCan obrazac
elektroforetskih fragmenata, gdje se vidi da se amplificiraju sekvence oko 3' i 5' LTR-a $to
ukazuje da je u VvmybA1 lokus najvjerojatnije ugraden cjeloviti Gretl retroelement. 1z navedenog
se moze izvuc¢i zaklju¢ak da fenotip Plavca malog sivog nije posljedica Gretl polimorfizma u
navedenom lokusu. Nedostatak fragmenta koji se dobiva kombincijom pocetnica b i ¢ kod bijele
sorte Skrlet upuéuje na to da ona, olekivano, ne sadrzi alel bez Gretl retrotranspozona-
VvmybA1lb. Isto vrijedi i za Pinot bijeli (slika 3.15). Ostale sorte prikazane na slici 3.15 izabrane
su zbog svog srodstvenog odnosa s Plavcem malim. Plavac mali potomak je sorata Dobric¢i¢ i
Crljenak (Maleti¢ i sur. 2004), a Crljenak je istovjetan sortama Zinfandel i Primitivo. One
pokazuju amplikone kod svih kombinacija pocetnica Sto znaci da su heterozigotne - sadrze alele

VvmybAla i VvmybAlb.

Skrlet Plavac mali Plavac mali sivi

Slika 3.14. Elektroforetsko razdvajanje produkata RBIP reakcije provedene s kombinacijom pocetnica ac
(umaza 3' LTR retrotranspoona), bC (umnaza intaktni VvmybAl lokus) i bel (umaza 5' LTR
retrotranspozona) kod sorti Skrlet, Plavac mali i Plavac mali sivi. Koristeni biljeg (M): DNA ljestve 100-
10000 pb.
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Dobrici¢ Crljenak Primitivo  Zinfandel Pinot crni Pinot sivi Pinot bijeli

Slika 3.15. Elektroforetsko razdvajanje produkata RBIP reakcije provedene s kombinacijom pocetnica ac,
be i bel kod sorti Dobrici¢, Crljenak, Primitivo, Zinfandel, Pinot crni, Pinot sivi i Pinot bijeli. Koristeni
biljeg (M): A/HindllIl.

Neocekivano, kod testiranja a, b, ¢ i el pocetnica amplikoni su dobiveni i koriStenjem
kombinacije pocetnica a i el (slika 3.16) Sto je teoretski nemoguce. Da se istrazi je li rije¢ o
artefaktu ili specificnom amplikonu, prikazani fragmenti ¢e u daljnjem istrazivanju biti
procisceni i sekvencirani.

Slika 3.16. Elektroforetsko razdvajanje produkata RBIP reakcije s po¢etnicama Gret a i el kod sorti
Dobrici¢ (D), Crljenak (C), Primitivo (Pr), Zinfandel (Z), Pinot crni (Pi.c), Pinot sivi (Pi.s), Pinot bijeli
(Pi.b), Skrlet (S), Plavac mali (P) i Plavac mali sivi (Ps). Koristeni biljeg (M): A/HindlII.

3.5.2 Rezultati amplifikacije s Caps 10 i Caps 20
Kod analize metodom CAPS prvo su pomocu lancane reakcije polimerazom s

pocetnicama CAPS 10 F 1 R te CAPS 20 F 1 R umnoZeni odgovaraju¢i fragmenti koji
omeduju VVMYB lokus odgovornom za boju kozice grozda (slike 3.17).
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Slika 3.17. Elektroforetsko razdvajanje produkata CAPS reakcije s pocetnicama CAPS 10 (F i R) i CAPS 20
(F i R) kod sorti Skrlet (S), Plavac mali (P), Dobri¢i¢ (D), Crljenak (C), Plavac mali sivi (Ps), Zinfandel (Z) i
Primitivo (Pr). Koristeni biljeg: A/HindllI.

S pocetnicama CAPS 10 F i R dobiveni su fragmenti veli¢ine 0,75 kb, dok su

pocetnicama CAPS 20 F i R umnozeni fragmenti veli¢ine oko 0,55 kb.

Restrikcijom digestijom produkata nastalih umnoZavanjem s CAPS 20 pocetnicama
ofekuju se fragmenti veli¢ine 329 1 248 pb za crveni alel, a bijeli alel ima dodatno
restrikcijsko mjesto koje se nalazi u navedenom fragmentu od 248 pb, zbog kojeg nastaju
fragmenti veli¢ina 213 i 35 pb (slika 3.18).

(A) ” 20D18CB9
Crvenialel [ Vimybd geni] [ | |

Bijelialel| | VomybA geni| | |

(B)

Crveni alel | 248 329 |

y
Bijeli alel| 213 | 35 329 |

Slika 3.18. (A) Shematski prikaz lokusa VvmybA i CAPS 20 markera (20D18CB9). (B) Shematski
prikaz produkata umnozenih lancanom reakcijom polimerazom s CAPS 20 pocetnicama. Strelicama su
oznaCena restrikcijska mjesta za enzim Ddel. Navedene su predvidene veli¢ine fragmenata u pb

(Furiya i sur. 2009).
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Budu¢i da su kod svih uzoraka na slici 3.19 digestijom dobivena 3 fragmenta
(fragment od 35 pb je premali da bi se mogao detektirati na koriStenom gelu) zaklju¢ujemo da

nema homozigota za crvenu boju. Medu koristenim uzorcima nisu uoceni drugi polimorfizmi.

Ps Z Pr Pi.b Pi.s Pi.c
CAPS 20 (F i R)

329PD g G— G- v GEEED e GEEED D

248pb--.—.— E-v~==-

213 pb

Slika 3.19. Elektroforetsko razdvajanje produkata digestije CAPS reakcija s CAPS 20 (F i R) poCetnicama
kod sorti Plavac mali (P), Dobri¢i¢ (D), Crljnak (C), Plavac mali-sivi (Ps), Zinfandel (Z), Primitivo (Pr),
Pinot bijeli (Pi.b.), Pinot sivi (Pi.s.) i Pinot crni (Pi.c.). Koristeni bilieg (M): A/Hindll1.

Kao produkti digestije reakcije s CAPS 10 pocetnicama dobivena su tri fragmenta
(slika 3.20) veli¢ina 500, 420 i 220 pb kod Plavca malog sivog i klonova Pinot-a, dok je kod

Plavca malog, Dobric¢i¢a, Crljenka, Zinfandela i Primitiva uocen i fragment od 200 pb baza.

Z Pr Pib Pis “Pl.c
CAPS 10 (Fi R)

- - -

Slika 3.20. Elektroforetsko razdvajanje produkata digestije CAPS reakcija s CAPS 10 (F i R)
pocetnicama kod sorti Plavac mali (P), Dobrici¢ (D), Crljnak (C), Plavac mali sivi (Ps), Zinfandel (Z),
Primitivo (Pr), Pinot bijeli (Pi.b), Pinot sivi (Pi.s) i Pinot crni (Pi.c) Koristeni biljeg (M): DNA ljestve
100-10000 pb.
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Produkti digestije reakcije s CAPS 10 pocetnicama, dobiveni kod klonova Plavac mali
I Plavac mali sivi provjereni su dodatno bojanjem s osjetljivijom Syber gold bojom (nije
prikazano). Medutim, tom analizom je pokazano da obrazac Plavca malog sivog takoder
sadrzi 4 fragmenta kao 1 onaj Plavca malog. Njegov fragment od 200 pb nesto je slabijeg
intenziteta 1 stoga nije bio uocljiv na gelu bojanom etidij bromidom. Potrebne su replike i
daljnja istrazivanja da bi se potvrdile primjeene razlike te ustanovilo jesu li one mozebitni

uzrok razli¢itom fenotipu Plavca malog i Plavca malog Sivog.
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4 RASPRAVA

Uz pomo¢ IRAP i REMAP sustava molekularnih biljega istazivani su polimorfizmi u
DNA koji bi mogli biti odgovorni za izrazenu fenotipsku raznolikost 1/ili koji bi bili specifi¢ni
za pojedini klon Plavca malog - najvaznije crne sorte vinove loze (Vitis vinifera L.) u
Hrvatskoj. Oba sustava umnazaju mjesta ugradnje retrotranspozona u genomskoj DNA
lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR), a svaka koriStena kombinacija pocetnica pri tom
daje svoj specificni obrazac fragmenata (Kalendar i sur. 1999). Usporedbom obrazaca
fragmenata dobivenih istom kombinacijom pocetnica na uzorcima (klonovima) iste sorte, a s
variranim koli¢inama pojednih komponenti PCR reakcije prilikom optimizacije uvjeta,
ustanovljeno je da su oni identi¢ni osim po svom intenzitetu. Iskazana reproducibilnost

dobivenih obrazaca fragmenata odreduje IRAP i REMAP kao specificne i pouzdane tehnike.

U navedenim eksperimentima PCR optimizacije, kao kalup koriStena je genomska
DNA razli¢itih hrvatkih autohtonih sorti. Primjeceno je da se obrasci fragmenata dobiveni
istim pocetnicama uvelike razlikuju obzirom na kalup/sortu. Time je pokazano da osim
mikorosatelitnih/SSR biljega (This i sur. 2004.) i sustavi temeljeni na retrotranspozonskim
sekvencama imaju potencijal sluziti kao dobar alat za brzo i jeftino medusobno razlikovanje
sorti vinove loze (D'Onofrio 1 sur. 2010). Za razmjenu podataka izmedu laboratorija bilo bi
potrebno definirati standardne obrasce fragmenata za svaku sortu prema kojima bi se mogla

raditi usporedba $to bi omogucilo odredivanje sorte ¢iji je identitet nepoznat.

S druge strane isti sustav retrotranspozonskih biljega, koristen na razli¢itim klonovima
sorte Plavac mali dao je iznenaduju¢e mali broj polimorfizama koji se nisu mogli dovesti u
vezu s njihovom fenotipom ili koji bi bili specifi¢ni za pojedini klon. Najveci broj polimorfnih
fragmenta uocen je jedino kod klonova ob004 i 0b092 za koje je naknadnom SSR analizom
utvrdeno da ne pripadaju sorti Plavac mali (identitet ob-004 je nepoznat, a 0b-092 pripada
sorti Glavinu$a; Zduni¢ 2010) ¢ime je dodatno potvrdena ucinkovitost razlikovanja sorti
IRAP tehnikom. Kod njih se najinformativnijom pokazala IRAP reakcija s pocetnicom 7
(Benjak 1 sur., neobjavljeno) gdje je za 4 klona uocen polimorfizam, od kojih su 3 fenotipski
povezana pa ¢e se provesti sekvenciranje polimorfnih fragmenata radi utvrdivanja uzro¢no
posljedi¢ne veze. Metodama IRAP i REMAP analizirana je i skupina klonova Crljenak,
Primitivo 1 Zinfandel za koje se zna da su nakon odredene tocke u vremenu imali odvojenu

povijest vegetativnog razmnozavanja. lako je za pretpostaviti da je svaki od navedenih
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klonova tijekom vremena uslijed vegetativnog razmnozavanja akumulirao nezavisne
transpozicijske dogadaje, ni medu njima nisu uoceni polimorfni fragmenti. Moguce je da se
polimorfizmi kriju u fragmentima slabijeg intenziteta koji se ne mogu uociti zbog ogranicenja
u razlu€ivosti agaroznih gelova bojanih etidij-bromidom. Za provjeru navedene pretpostavke
bilo bi potrebno upotrijebiti osjetljivije metode detekcije fragmenata npr. poput boje SYBR®
Gold (deset puta osjetljivija od etidij bromida) ili bi se fragmente moglo detektirati
koriStenjem fluorescentno obiljeznih pocetnica i razdvojiti kapilarnim elektroforezom na
uredaju za sekvenciranje DNA (npr. ABI 3130 Genetic Analyzer). Potonja metoda omogucila
bi detekciju fragmenata koji su tijekom IRAP ili REMAP reakcije relativno slabo umozeni, a

potencijalno su polimorfni.

U slucaju svakog dobivenog polimorfizama obavezno se moraju provesti dvije vrste
replika: (1) tehnicka - s istim DNA izolatom, i (2) bioloska - s genomskom DNA ponovo
izoliranom iz istog uzorka (klona). Ukoliko bi doSlo do potvrde odredenog polimorfizma kroz
navedene replike, pristupilo bi se njegovom kloniranju u plazmidni vektor te sekvenciranju.
Ako se niti jednim od navedenih sustava ne bi uspjeli detektirati polimorfizmi izmedu
fenotipski divergentnih klonova, to bi znacilo da odabrani par pocetnica nije dobar i trebalo bi
pokusati nove kombinacije pocetnica dizajniranih na osnovi retrotranspozonskih porodica.
Radi preciznijeg uvida u aktivnost retrotranspozonskih porodica procjenjeno je vrijeme
njihove insercije (Moisy i sur. 2008) usporedbom 5’ i 3’ LTR slijedova kod svake od porodica
retrotranspozona koje su se koristile kao pocetnice skupine 1. Na temelju tockastih mutacija
izmedu LTR-ova pokazano je da je vecina cjelovitih kopija retrotranspozona ugradena u svoje
genomske lokuse tijekom posljednjih 2 milijuna godina. Jedna Cetvrtina od ukupnog broja
cjelovitih retrotranspozona imali su identiéne LTR-ove, §to znaci da su u svoje lokuse
ugradeni (bilo kada) tijekom posljednih 200 000 godina. Valja napomenuti da je starost nasih
klonova maksimalno nekoliko stotina godina i da su polimorfne retrotranspozonske insercije

morale nastati razmjerno nedavno.

Od ostalih pristupa temeljenih na drugim elementima genoma pozitivni rezultati
prilikom detekcije unutarsortne varijabilnosti postignuti su metodom AFLP (Cervera i sur.
1998; Scott i sur. 2000; Imazio i sur. 2002). Metoda S-SAP koja je kombinacija metoda AFLP
1 IRAP pokazala se ucinkovitom kod razlikovanja klonova sorte Traminer, ali ne i kod
klonova sorte Pinot (Labra i sur. 2004). Njome se postize puno vec¢i broj fragmenata nego
metodama IRAP i REMAP (Syed i Flawel 2006) pa se povecava Sansa i za ,hvatanje®
polimorfnih fragmenata. Medutim, metode AFLP i S-SAP takoder pokazuju loSu
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reproducibilnost, a puno su kompleksnije 1 zahtjevnije za izvodenje u odnosu na IRAP i

REMAP.

Klon Plavac mali sivi nije bio obuhvacen u grupi klonova analiziranih metodama IRAP i
REMAP, a predstavlja fenotipski najocitiji primjer unutarsortne varijabilnosti Plavca malog.
PokuSalo se u¢i u trag eventualnim DNA polimorfizmima odgovornima za njegov drugaciji
fenotip analiziranjem lokusa Vvmyb, kljuénog za boju koZice bobica grozda. Dokazano je da
ugradnja retrotranspozona Gretl u promotorsku regiju gena VvmybAl kod vinove loze ima za
posljedicu njegovu inaktivaciju i time izostanak sinetze antocijanina i bijelu obojenost grozda
(Kobayashi i sur. 2004). Analizom spomenutog lokusa metodom RBIP dobiven je identi¢an
obrazac elektroforetskih fragmenata kod Plavca malog i Plavca malog sivog (oba klona su
heterozigoti obzirom na ugradeni Gretl retrotranspozon) iz ¢ega se moze zakljuciti da njihova
razli¢ita obojenost nije direktna posljedica eventualnog Gretl polimorfizma. Plavac mali i Plavac
mali sivi analizirani su na 15 SSR lokusa 1 uvijek su imali identi¢an genotip §to potvrduje da su
monozogotnog porijekla, tj. da su vegetativni potomci jedne iste pocetne biljke nastale
generativnom oplodnjom. Prilikom testiranja pocetnica za navedenu metodu RBIP
neocekivano je dobiven i amplikon koriStenjem pocetnica a 1 el (slika 1.2.). Isti amplikon
dobiven je kod oba klona Plavca malog i drugih testiranih sorti. Ukoliko nije rije¢ o artefaktu,
a to se moze provjeriti sekvenciranjem, taj rezultat bi mogao ukazivati da je doSlo do
rearanzmana u tom dijelu genoma.

Niti analizom s biljezima CAPS nije nedvosmisleno ustanovljen polimorfizam, ali je s
njima kao i prethodno s pocetnicama RBIP, pokazano da su oba klona heterozigotna. Produkti
dobiveni restrikcijskom digestijom reakcije s CAPS 10 pocetnicama razlikovali su se kod
Plavca malog i Plavca malog sivog. Medutim, osjetljivijom Syber gold bojom pokazano je da
oba klona sadrze iste fragmente, s jedinom razlikom Sto fragment koji nije bio uo€ljiv na gelu
bojanom etidij bromidom ima slabiji intenzitet. Kona¢ni na¢in da ustanovimo eventualni
polimorfizam u CAPS amplikonima je njihovo sekvenciranje.

Kod sorte Pinot crni usporednom analizom na 50 mikrosatelitnih lokusa utvrdeni su
polimorfizmi medu klonovima, to¢nije kod njegovog sivog klona. Polimorfizam se
manifestira u vidu pojavljivanja treCeg alela. Zakljuéeno je da ima kimernu meristemsku
strukturu u kojoj se nalaze geneticki razliciti slojevi, L1 1 L2 (Hocquigny i sur. 2004). U
slu¢aju mutanata sorte Cabarnet Sauvignon, njegov sivi klon Malian nastaje delecijama u
lokusu za boju crvenog alela L2 stanica pa taj sloj poprima bijeli fenotip. Za bijeli mutanat
koji nastaje od Malian-a, pokazalo se da je posljedica staniénog rearnzmana u kojem L2

stanice zamjenjuju L1 stanice (Walker i sur. 2006). Medutim, navedeni rearanzman nije uzrok
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uocene promjene boje kod bijelih mutanta Pinot-a sivog (Furiya i sur. 2009). U svjetlu tih
rezultata moglo bi se istraziti da li i Plavac mali sivi ima trialelnu strukturu istih
mikrosatelitnih lokusa koriStenih za Pinot sivi. Takoder bilo bi moguée mikroskopski ispitati

gradu kozice Plavca malog sivog i ekspresiju antocijana u slojevima L1 i L2.
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5 ZAKLJUCCI

e Optimizirani su uvjeti za tehnike IRAP i REMAP te je pri tom pokazana
reproducibilnost postignutih obrazaca fragmenata na uzorcima iste sorte, Sto ove

tehnike Cini specificnim i pouzdanim.

e Metode IRAP i REMAP pokazale su se kao dobar, brz i jeftin alat za preliminarno

razlikovanje sorata vinove loze

e Medu klonovima hrvatske autohtone sorte Plavac mali, kao i na starim klonovima iste
sorte razli¢itog imena Crljenak, Primitivo i Zinfandel metodom IRAP dobiven je mali
broj polimorfizama koji se nisu mogli dovesti u vezu s njihovom fenotipskom

raznoliko$¢u ili koji bi bili specifi¢ni za pojedini klon

e Plavac mali sivi je heterozigot obzirom na ugradnju Gretl retrotranspozona u lokus
VvmybAl kao i s obzirom na biljege CAPS koji omeduju lokus za boju kozice vinove

loze; polimorfizam se vjerojatno nalazi u kimernoj prirodi stani¢nih slojeva kozice

bobe.
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