Vesna MARAS'

VJEKOVI ZA BUDUCNOST: CRNOGORSKO
VINOGRADARSTVO I VINARSTVO

Sazetak: U periodu 2014-2017. godine multidisciplinarni tim, predvoden crnogor-
skim i $panskim istraziva¢ima, realizovao je najobimnije istraZivanje genetickih resursa
vinove loze u Crnoj Gori. Istrazivanje je obuhvatilo geneti¢ku karakterizaciju postojeceg
diverziteta vinove loze u gajenih i divljih populacija, uklju¢ujuéi i njihovu pedigre analizu.

U radu je predstavljeno bogatstvo genetskog nasljeda vinove loze u Crnoj Gori koje
i dalje stvara veoma bogat diverzitet vrste Vitis vinifera. Od 476 genotipiziranih uzora-
ka, pomocu SSR i SNP markera izdvojen je 101 genotip koji odgovara gajenim sortama
(Vitis vinifera ssp. sativa), 43 genotipa su odgovarala divljim formama (Vitis silvestris).
U klasteru gajenih sorti identifikovano je 50 poznatih sorti, za 51 neidentifikovani gen-
otip smatra se da su novootkrivene, potencijalno autohtone crnogorske sorte. Rezulta-
ti istrazivanja su potvrdili da se crnogorsko vinogradarstvo bazira na porodici geneticki
povezanih sorti, §to je karakteristi¢no i u drugim ¢uvenim tradicionalnim regionima za
gajenje vinove loze i proizvodnju vina. U Crnoj Gori ova porodica je stvorena oko sorti
kratosija i razaklija. U istrazivanjima je otkriveno 25 punih pedigre sorti (triosi) i 27 du-
osa. Pronaden je puni pedigre vranca, koji je potomak kratosije i duljenge. Proces domes-
tifikacije vinove loze zapoet jo$ prije 8000 godina, u doba neolita, i dalje se nastavlja u
vinogradarskim podru¢jima Crne Gore. Pronadeni su predstavnici svih stepena domes-
tifikacije vinove loze. Istorija crnogorskog vinogradarstva sacuvana je u njenim sortama,
koje su kroz vjekove gajenja na ovim prostorima opstale i osigurale buduénost crnogor-
skog vinogradarstva. To nas obavezuje na njihovo o¢uvanje i potrebu da crnogorsko vi-
nogradarstvo i vinarstvo satuva svoju autenti¢nost.

Kljuéne rijedi: vinova loza, genetz’c%i resursi, diverzitet, sorta, autohtone sorte, kmtosvz'ja,
razaklija, vranac
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UvVOD

Crna Gora je odigrala vaznu ulogu u dugoj istoriji gajenja vinove loze na
zapadnom Balkanu. Njeni veoma razli¢iti klimatski uslovi, tipovi zemlji$ta
i orografija stvarali su razlic¢ite uslove okruzenja, koje je zajedno sa svojim
istorijskim i geografskim kontekstom promovisalo stvaranje bogatog gene-
tickog diverziteta vinove loze. Potreba za karakterizacijom i o¢uvanjem ge-
neti¢kih resursa vinove loze u tradicionalnim vinogradarskim podruéjima,
favorizuju¢i gajenje autohtonih i lokalnih sorti posljednjih decenija, intezi-
vira se usljed globalizacije trzi$ta vina i klimatskih promjena. Grozde od je-
dinstvenih domadih sorti je osnova za proizvodnju vrlo prepoznatljivih vina
sa stvarnim potencijalom da revitalizuju lokalnu vinsku industriju i istaknu
se na trzi$tu, $to je ve¢ postao trend u zemljama Starog svijeta. Pored toga,
genotipizacija i analiza autohtonih i tradicionalnih sorti koristi se u utvr-
divanju roditeljstva sorti*"°, porijekla sorti, kao i na¢ina $irenja nekih sorti
vinove loze u tradicionalnim vinogradarskim regionima.*”** Dominantno
mjesto u sortimentu Crne Gore imaju autohtone sorte vinove loze, koje se
pominju jo§ u XV vijeku (Srednjovjekovni statut Budve).! U Staroj Crnoj
Gori kratosija je bila najrasprostranjenija sorta vinove loze sa arealom gaje-
nja 100-150 km. Zbog heterogenosti njene populacije, koja je rezultat du-
gog gajenja na na$im prostorima u novijim vinogradima, sortu kratosiju po-
tisnula je sorta vranac, koja je, za razliku od nje, stabilna u ekspresiji svojih
najboljih osobina. Kao rezultat toga, zasadi pod sortom kratosija su se sma-
njili, dok je vranac tokom XX vijeka postao najées¢e gajena i najreprezen-
tativnija sorta za proizvodnju crvenih vina u Crnoj Gori*, i regionu. Pored
ove dvije glavne vinske sorte, u Crnoj Gori gaje se i druge manje poznate
autohtone sorte (krsta¢, Zizak, bioka, ¢ubrica), a prisutan je i veliki broj do-
macih, odomadenih i autohtonih sorti vinove loze, koje su nedovoljno po-
znate, manje zastupljene i nijesu u potpunosti identifikovane.’ Za neke po-
stoji odredena identifikacija (ampelografski opis) pomoéu kodova OIV-a,
ali to ¢esto nije dovoljno za njihovu potpunu i sigurnu identifikaciju. Zato
se pored ampelografsko-ampelometrijskih metoda, kao najpouzdanijih, ko-
riste molekularno-geneti¢ke metode, kojima utvrdujemo strukturu DNK.
Geneticka identifikacija sorte vinove loze se radi u cilju sigurne identifika-
cije sorte kako bi se pouzdano utvrdili sinonimi i homonimi sorte, njiho-
vo porijeklo i nastanak — pedigre (utvrdivanje njihovog srodstva, roditelja
sorti i njihove povezanosti). Zahvaljujudi ranijim rezultatima rada na gene-
tickoj identifikaciji sorti, i nakon uspostavljene saradnje sa ICVV-om (In-
stitut za vinovu lozu i vino, Logrono, La Rioha, Spanija), nastavili smo sa
daljim istrazivanjima i prou¢avanjem sorti vinove loze u Crnoj Gori. Cilj
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nasih zajednickih istrazivanja bio je usmjeren na geneti¢ku identifikaciju i
karakterizaciju postoje¢eg diverziteta vinove loze, gajenih i divljih popula-
cija i definisanje znadaja autohtonih i drugih odomaéenih sorti u crnogor-
skom vinogradarstvu, u cilju njihovog o¢uvanja, zastite i bolje valorizacije.
Kompletiranjem istrazivanja crnogorskih sorti vinove loze, predstavljena je
genetska istorija, sortiment i originalnost crnogorskog vinogradarstva, od-
nosno genetsko nasljede vinove loze u Crnoj Gori.

U radu su predstavljeni rezultati $irokog istrazivanja ugrozenih genetickih
resursa u Crnoj Gori, uklju¢ujuéi gajene ¢okote iz starih vinograda i ¢oko-
te koje rastu u divljini. Odabrani ¢okoti sorti su uzorkovani i genotipizova-
ni pomo¢u SNP-a (polimorfizama jednostrukih nukleotida) i SSR markera
(jednostavnih ponavljanja sckvenci), a jedinstveni genetski profili uporedi-
vani su sa medunarodnim bazama podataka za pravilnu identifikaciju sorti
i otkrivanje sinonima (razli¢ita imena za jednu sortu) i homonima (isto ime
za razlicite sorte). Pored toga, analizirali smo genetsku raznolikost i struk-
turu vinove loze u Crnoj Gori i proucavali njihove genetske veze (pedigre
analiza). Pomo¢u nekoliko hloroplastnih DNK markera utvrden je tip hlo-
rotipa u sorte (postoje Cetiri razlicita glavna tipa, A, B, C, D*), koji se na-
slieduju po majci. Hlorotipovi su korisni za odredivanje Zenskog roditelja u
pedigreu i za prikaz viSestrukog porijekla gajenih sorti vinove loze, anali-
zom distribucije hlorotipova u lokalnom sylvestrisu i gajenoj vinovoj lozi."”
Rezultati su otkrili porijeklo savremenih crnogorskih sorti od autohtonih
i/ili introdukovanih sorti; postojanje anahronih prasorti u ovom regionu;
dogadaje introgresije iz populacija divlje vinove loze, koji oblikuju genetsku
strukturu pripitomljenih sorti vinove loze.

Ovo istrazivanje je rezultat dugogodi$njeg rada kompanije ,,13. jul —
Plantaze® i njenog sektora za razvoj, na ¢elu sa prof. dr Vesnom Maras, i sa-
radnje sa vodedim svjetskim nau¢nim centrima u Spaniji, Kanadi i Sloveni-
ji. Crnogorski istraziva¢i su sa nau¢nim timom iz Instituta za vinovu lozu
i vino iz Spanije — ICVV (Logronjo, La Rioha), predvodenim prof. dr Jo-
seom Miguelom Martinezom Zapaterom, uz uée$ée prof. Miodraga Grbiéa
sa Univerziteta u Kanadi, prof. dr Natase Stajner sa Univerziteta u Ljublja-
ni, ¢lanova Nacionalnog udruzenja vinogradara i vinara Crne Gore, proi-
zvodaca grozda i vina u Crnoj Gori, realizovali ovo, po vinogradarstvo i vi-
narstvo Crne Gore, izuzetno znacajno istrazivanje.

Kroz ovo istrazivanje ostvarena je snazna saradnja privrede sa akadem-
skim institucijama, Ministarstvom nauke i tehnoloskog razvoja i Ministar-
stvom poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Crne Gore. U projektu su
bile uklju¢ene najznacajnije institucije iz oblasti nauke i visokog $kolstva u
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nadoj zemlji, Crnogorska akademija nauka i umjetnosti (CANU), Univer-
zitet Crne Gore i Univerzitet Donja Gorica.

Multidisciplinarni tim predvoden crnogorskim i $panskim istraziva¢ima
objavio je rezultate ovog najobimnijeg istrazivanja vinove loze u Crnoj Go-
ri. U radu” je predstavljeno bogatstvo genetskog nasljeda vinove loze u Cr-
noj Gori, koje nesumnjivo stvara veoma bogat diverzitet u okviru vrste Vitis
vinifera, obogaéujuéi domade i evropsko vinogradarstvo i vinarstvo (https:
//www. nature. com/articles/s41598-020-71918-7).

Ovaj rad predstavlja prvi korak u promociji $ire upotrebe autohtonih i
tradicionalnih sorti vinove loze u savremenoj crnogorskoj vinskoj industriji,
doprinose¢i diverzifikaciji i obogacivanju evropskog vinskog sektora. Ima-
judi u vidu koliki je znadaj autohtonih sorti u vinogradarstvu i vinarstvu
nase zemlje, ovo je istrazivanje doprinijelo kompletnijem upoznavanju, va-
lorizaciji i jo$ boljoj komercijalizaciji crnogorskih sorti, uz snaznije promo-
visanje i pozicioniranje Crne Gore kao znacajne i kvalitetne vinske desti-
nacije na vinskoj mapi svijeta.

MATERIJALI I METODE

Kolekcija biljnog materijala: Analizirano je ukupno 476 ¢okota gaje-
ne i divlje vinove loze, starosti 50-300 godina sa afirmisanih vinogradar-
skih podru¢ja Crne Gore. Svaki analizirani ¢okot posjeduje svoj originalni
kod pod kojim se vodi, fotografije, lokalno ime (ime na terenu pod kojim je
pronaden), a evidentirani su i ime vlasnika ¢okota kao i podaci za lokaciju
(region, nadmorska visina, GPS koordinate). Tokom terenskih istrazivanja,
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Slika 1. Mjesta uzorkovanja gajene i divlje vinove loze
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uzorkovano je 419 ¢okota (379 ¢okota gajenih u starim vinogradima — V-
tis vinifera ssp. sativa 1 45 Cokota koji samoniklo rastu u prirodi, pod pret-
postavkom da pripadaju divljoj lozi — podvrsti Sylvestris). U istrazivanju
je bilo uklju¢eno i 57 uzoraka iz kolekcije vinove loze (ex sizu Vitis kolekci-
ja) sa Oglednog imanja Biotehnic¢kog fakulteta, koja je podignuta 1956/60.
godine od strane akademika Marka Uliéevi¢a i njegovih saradnika.

Uzorci su prikupljeni u nekoliko terenskih ekspedicijau2013, 2014, 2016.
i 2017. godini. Mladi listovi sakupljani su na licu mjesta za svaki uzorak i
¢uvani u ledu do skladiStenja na -80°C za DNK ekstrakeciju i genotipizaci-
ju. Pored toga, set od 57 uzoraka iz ex situ Vitis kolekcije na Biotehni¢kom
fakultetu Univerziteta Crne Gore (BTF kolekcija) ukljuen je kao referen-
ca u cilju identifikacije autohtonih sorti.

DNK izolacija, genotipizacija i sortna identifikacija. DNK je izolo-
vana iz smrznutog li§¢a. Uzorci su u poc¢etku genotipizirani za osnovni set
od 48 nuklearnih SNP markera"?, koristeéi usluge genotipizacije SNP-a od
strane Spanskog nacionalnog centra za genotipizaciju (CEGEN), ili Jedini-
ce za sekvenciranje i genotipizaciju Univerziteta Baskije, koriste¢i Fluidigm
tehnologiju. Tri hloroplasta SNP-a, koja omogu¢avaju razlikovanje glavnih
haplotipova hloroplasta vinove loze (A, B, C i D) kori$¢ena su za odredi-
vanje hlorotipa uzorka. Izdvojeni geneticki profili (144) za 48 SNP-a upo-
redivani su sa SNP bazom podataka Instituta za vinovu lozu i vino (ICV V-
SNP) za identifikaciju sorti, koja uklju¢uje genetske profile za vise od 2800
genotipova za 48 SNP-a. U onim slu¢ajevima u kojima se SNP profil nije
podudarao sa identifikovanom sortom u bazi podataka ICVV-SNP, uzorci
su dodatno genotipizirani za 9 SSR markera (V'VS2, VVMDS, VVMD?7,
VVMD2S, VVMD27, VVMD28, VVMD32, ViZAG621 ViZAG79) u plat-
formi za genotipizaciju Centra za biomedicinska istrazivanja iz La Rioje
(CIBIR). SSR profili su uporedeni sa SSR profilima dostupnim u VIVC”
i u evropskoj Vitis bazi podataka'®. Svih 144 genotipa genotipizovani su za
dodatni set od 192 SNP markera®, koristeéi prethodno navedene platfor-
me za genotipizaciju. Nazalost, nijesu postignuti zadovoljavajuéi rezultati za
13 genotipova, pa je 131 geneti¢ki profil vinove loze genotipizovan na 240
lokusa, kori$¢en za analizu strukture populacije i geneti¢kog diverziteta.

Analiza strukture populacije i parametara genetickog diverziteta.
Stablo razdvajanja sa neponderisanim susjedom (UwN]J) i analiza glavne
koordinate (PCoA) izratunati su kako bi se istrazila veza izmedu gajenih
i divljih genotipova vinove loze prikupljenih $irom Crne Gore. U tu svr-
hu izratunata je matrica razli¢itosti sa 10.000 ‘bootstrap’ koraka pomocu
softverskog paketa DARwin v. 6.0.21%° za 131 genotip, uzimajuéi u obzir
194 SNP-a (SNP-ovi koji nijesu genotipizirani u najmanje 10 genotipova su
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odbaceni). Ova matrica razliditosti kori$¢ena je za analize PCoA i UwN],
koja je napravljena na osnovu 1.000 ‘bootstrap’ replika.

Zatim je kori$¢ena Bayesova klaster metoda primenjenau STRUCTURE
v. 2.3.4"" softveru da bi se utvrdio broj genetskih grupa prisutnih u skupu
od 131 genotipa vinove loze. Tako smo testirali postojanje genetske struk-
ture, uzimajuéi u obzir brojne hipoteti¢ke genetske grupe (K) u rasponu od
1 do 10, koriste¢i ciklus od 100.000 ‘burn-in’ koraka, pracenih sa 150.000
Markov Chain Monte Carlo ponavljanja (MCMC metoda). Da bi se pro-
cijenila konzistentnost rezultata, izvedeno je 10 ponavljanja po K vrijedno-
sti, pri ¢emu je svaki uzimao u obzir model sa koreliranim frekvencijama
alela medu populacijama. Najvjerovatniji broj genetic¢kih grupa je dobijen
kori$¢enjem AK kriterijuma primijenjenih u STRUKTURIHARVESTER
v. 0.6.94%, 2 CLUMPP v. 1.1.2** je koris¢en za svrstavanje 10 razli¢itih po-
navljanja. Genotipovi su dodijeljeni genetskoj grupi, s obzirom na pragg >
0,50. Rezultati su graficki predstavljeni pomo¢u veb-softvera STRUCT U-
RE PLOT v.2.0.”

Parametri genetskog diverziteta (broj efektivnih alela (V.), indeks infor-
macija (I), uo¢ena heterozigotnost (Ho), stvarna oéekivana heterozigotnost
(UHe) i koeficijent fiksacije (F)) izratunati su za genotipove dodijeljene dvje-
ma geneti¢kim grupama identifikovanim sa STRUCTURE, odbacujuéi one
identifikovane kao Vitis spp. interspecifiéne hibride zbog njihove nevinifera
genetske pozadine. Da bi izbjegli efekat jedinki sa sli¢nim vrijednostima ¢
predaka u obje genetske grupe, postavili smo prag vrijednosti 4 od 0,60 za
grupno dodjeljivanje. Tako su gajene i divlje genetske grupe obuhvatale 82,
odnosno 38 nesuvis$nih genotipova. Fyr statistika je kori$¢ena za analizu ge-
netske distance izmedu gajenih i divljih genotipova. Nepolimorfni marke-
ri (51 26 za gajene, odnosno divlje podskupove) isklju¢eni su za procjenu
parametara raznolikosti. Prora¢uni su izvedeni pomoé¢u GenAlEx v. 6.5.%
Kao $to je ranije naznateno”, srednje vrednosti ovih pokazatelja podvrgnute
su analizi #-testa, kako bi se otkrile znacajne razlike izmedu obje grupe, ko-
je se smatraju znacajnim pri p < 0.05. Ova analiza je izvr$ena kori$¢enjem
IBM SPSS Statistics v. 25.0 (Chicago, IL, USA).

Kona¢no, izvrsili smo drugi krug hijerarhijske analize STRUCTURE u
cilju procjene dodatnih nivoa genetske stratiﬁkacije”, fokusiraju¢i se na ko-
na¢nu geneticku grupu gajenih sorti vinove loze (91 genotip koji se ne po-
navlja). Kori$¢éen je isti postupak opisan ranije, ali kao prag pripadnosti grupi
smo izabrali stroziju g4 vrijednost (0,70). Konzistentnost rezultata genetske
strukture, dobijena u ovom drugom krugu, procijenjena je PCoA i UwN]
analizom, obavljenom kao $to je prethodno detaljno opisano.
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Analiza roditeljstva. Izdvojeni genotipovi vinove loze (144) su objedi-
njeni sa onima iz baze podataka ICVV-SNP da bi se upotpunili 1921 geno-
tip podacima za 240 SNP-a i analizirani kako bi se otkrili mogudi srodnicki
odnosi prvog reda (trio i parovi roditelj — potomstvo), primijenjenom me-
todom zasnovanom na vjerovatnoéi u Cervus v. 3.0”, kao $to je prethodno
detaljno objasnjeno.” " Vjerovatnoda svakog pronadenog trija i para roditelj
— potomstvo (dvojac) procijenjena je, uzimajudi u obzir prirodni logaritam
ukupnog rezultata vjerovatnoée (LOD), razmatrajuéi maksimalni broj neu-
skladenih lokusa od 1 SNP-a za duose, odnosno 2 SNP-a za triose. Za svaki
trios, hlorotipovi su kori$¢eni da bi se utvrdilo ko se od pretpostavljenih rodi-
telja ponasa kao majka, prema maj¢inom prenosu hloroplasta u vinovoj lozi."

REZULTATI I DISKUSIJA

1. GENETICKA IDENTIFIKACIJA GAJENIH SORTI
VINOVE LOZE I DIVLJE LOZE U CRNOJ GORI

SNP genotipizacijom svih 476 uzoraka na 48 lokusa potvrdena su 144
razli¢ita genetska profila, medu kojima 101 genotip (68 uzoraka sa terena i
33 iz kolekcije BTF) odgovara gajenim sortama (Vitis vinifera ssp. sativa), a
43 genotipa su odgovarala divjim formama (Vitis silvestris). Od 101 geno-
tipa koji odgovara gajenim sortama (Vitis vinifera ssp. sativa), 50 genotipo-
va je bilo moguée identifikovati u bazama podaka, dok 51 genotip nije bilo
mogucde povezati sa drugim poznatim sortama. Od 50 identifikovanih sor-
ti, 29 su poznate vinske sorte, 6 stonih sorti i 15 sorti sa dvostrukom na-
mjenom vinka / stona sorta, prema Vitis internacionalnom katalogu sorti"”
(VIVC, www.vive.de). Od 419 uzoraka/Cokota sa terena najéesée pronadeni
genotip odgovarao je sorti kratosija, koja je pronadena 107 puta, zatim vra-
nac 76, lisica 35, razaklija 27, krsta¢ 22 i bioka 8. Dvije najvaznije sorte za
crnogorsko vinogradarstvo (kratosija i vranac)* ¢ su dva najéesée pronadena
genotipa u starim crnogorskim vinogradima, $to potvrduje njihovu vaznost
i znadaj kroz istoriju za vinogradarstvo i vinarstvo Crne Gore. Vazno je ista-
¢idaje od 45 identifikovanih sorti u kolekeiji Biotehni¢kog fakulteta, veliki
broj, 33 genotipa, satuvan samo u kolekciji §to ukazuje na brz nestanak sta-
rih sorti i isti¢e vaznost ovih istrazivanja u cilju o¢uvanja lokalnih geneti¢-
kih resursa od izumiranja. Veliki broj od 50 identifikovanih sorti trenutno
se smatra autohtonim sortama sa zapadnog Balkana, kao $to su bratkovina
bijela, coarna alba, hrvatica, kratosija, prokupac, vranac ili zilavka, dok se
druge sorte smatraju izvornim iz isto¢nih zemalja poput Gréeke (Heptakilo,
Karistino ili Muscat a actits grains), Turske (Chaouch blanc, Kadarun ili ra-

zaklija), Libana (Afus ali), Jermenije (Krivalja bijela), AzerbejdZana (Sysak) i
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Gruzije (Rkatsiteli). Pored toga, identifikovane su i sorte iz zapadnih zema-
lja poput Francuske (npr. Bicane, Cabernet franc i Merlot), Njemacke (npr.
Mueller thurgau), Italije (npr. Malvasia bianca lunga) i Austrije (npr. Silva-
ner gruen), kao i oplemenjene sorte poput Angelo pirovano i Perlona i Vi-
tis spp. interspecifi¢ni hibridi poput Isabelle i Varousseta. Ova identifikaci-
ja znacajanog broja stranih sorti potvrduje istorijske izvore, koji ukazuju na
turbulentnu istoriju i dogadaje u Crnoj Gori, koji su omogudili unos sor-
ti u zemlju iz razli¢itih regiona u razli¢ito vrijeme i sa razli¢itim ciljevima.
Uvodenje sa istoka vjerovatno je posljedica Sirenja vinogradarstva iz regio-
na Bliskog istoka u zapadnoevropske zemlje, dok su novija uvodenja uglav-
nom pratila intenzivnu razmjenu sorti tokom druge polovine XIX vijeka u
borbi protiv filoksere i drugih $tetocina i bolesti u Evropi.

Rezultati ovog istrazivanja otkrivaju i 51 neidentifikovani (nepoznat) ge-
notip vinove loze, koji predstavljaju potencijalno nove sorte, i autohton crno-
gorski genetski materijal vinove loze. Devet od njih (crni krstag, belka, loza
Svetog Vasilija Ostroskog, nepoznata bijela brijestovo, bijela krupna SR i dr.)
je pronadeno na najmanje dvije lokacije, $to potvrduje da su one vegetativ-
no razmnozavane (reznicama), da su gajene kao lokalne sorte i da su na ivici
izumiranja. Zanimljivo je da je utvrdeno da su neki od neidentifikovanih ge-
notipova potomci drugih poznatih lokalnih sorti (npr. belka je potomak ra-
zaklije i krstada, crni krsta¢ je potomak kratosije i bioke), $to ukazuje na nji-
hovo crnogorsko porijeklo. Preostala 42 neidentifikovana genotipa pojavila su
se samo jednom u uzorkovanju gajenih sorti i to 28 na vinogradarskim tere-
nima Crne Gore (bijela nepoznata, bijela nepoznata Jelenak; crna loza; crna
nepoznata, Crmnica; crna nepoznata, Masline; nepoznata bijela, Gornji Br-
Celi; nepoznata bijela, Gornji Morinj; nepoznata, Brijege; nepoznata, Kosi¢;
nepoznata, Kudi; nepoznata, Piperi; nepoznata, Zabljak i dr.), a 14 je nadeno
samo u kolekciji Biotehnic¢kog fakulteta pod imenima bijela bezimena, bije-
la sitnih bobica, bijela slatka iz opeke, cetinka, crna tomba, ¢éelinac, duljenga,
volovina iz Opeke, jasenka i dr. Neke od njih mogu predstavljati i autohtone
sorte, na $ta ukazuje geneti¢ka identifikacija potomaka za neke od ovih sor-
ti (npr. crna nepoznata (Masline) potomak je sorte volovina iz Opeke). Do-
datna posebnost crnogorskog vinogradarstva je trenutno prisustvo znacajnog
broja navodnih ,prasorti. To su ¢okoti koje su gajili samo lokalni proizvo-
dadi grozda, tj. biljke koje direktno rastu iz sjemena ili su samo jednom raz-
mnozene reznicama, od mjesta klijanja siemena. One se mogu dalje umnoziti
i distribuirati, i na taj na¢in postati sorte. Na ovaj nacin je nastala ve¢ina sorti
u proSlosti, ali ovaj proces vi$e nije aktivan u zapadnoevropskim regionima.

Kada je u pitanju analiza populacije divlje loze Vitis sylvestris, svi uzor-
ci (43) nose jedinstvene genotipove. Uzorci divlje MNE 273 pronadeni su
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na dvije strane puta (lokalitet Crmnica), $to ukazuje na njihovo vegetativ-
no razmnozavanje.

Na kraju, analize hlorotipa otkrile su veéinu sorti koje nose hlorotipove
C (43 genotipa, 42,6%) i D (33, 32,7%), zatim hlorotipove A (13, 12,9%) i
B (3, 3,0%). Suprotno tome, vedina biljaka uzorkovanih u divljini nosi hloro-

tip A (30 genotipova, 69,8%), zatim hlorotipove D (7, 16,7%) i C (6, 13,9%).

2. ANALIZA STRUKTURE POPULACIJE GAJENE
I DIVLJE VINOVE LOZE U CRNOJ GORI

Izdvojenia 144 genotipa (101 gajena i 43 divlje loze) genotipizovano je
na 192 dodatna SNP lokusa. Dobijeni su zadovoljavajuéi rezultati za 131
genotip, koji su koriséeni za dalju strukturu populacije, geneticki diverzitet
i pedigre analize. Stablo udaljenosti UwN] (razdvajanja) generisalo je dva
glavna klastera (Slika 2a), koja su uglavhom povezana sa porijeklom uzor-
kovanja genotipova obuhvaéenih analizom. Tako je jedan od klastera obu-
hvatio veéinu genotipova prikupljenih kao divlja loza, dok je drugi obuhva-
tio ve¢inu genotipova prikupljenih kao gajene biljke.

Zanimljivo je da su dva genotipa iz ¢okota gajenih u starim vinogradima
(kratogija, put ka Zagara¢u i nepoznata, Crmnica) smjestena u klasteru div-
lje vinove loze, dok su dva genotipa sakupljena u divljini (divlja MNE 362 i
divlja MNE 475) grupisani u klasteru gajene vinove loze. Rezultati su potvr-
dili ovu glavnu geneticku diferencijaciju, s tim $to je PCoAl jasno razdva-
jao genotipove prikupljene u divljini od onih prikupljenih kao gajene biljke
(Slika 2b), potvrdujuéi i rezultate grupisanja za kratosiju (put ka Zagaracu),
nepoznatu (Crmnica), divlju MNE 362 i divlju MNE 475.

Dva genotipa iz ¢okota uzorkovana kao gajene biljke (sa#iva) u starim vino-
gradima su sa genetickog stanovista potvrdene kao potpuno divlje — sylvestris,
kratosija, put ka Zagaralu, i nepoznata, Crmnica. Ove biljke nose hlorotip
A i jedinstvene genotipove bez podudaranja u konsultovanim bazama poda-
taka, $to ukazuje da poti¢u iz Sylvestris loze koja je vegetativno razmnozena.

Pronaden je drugi set gajenih biljaka sa sli¢cnim procentom porijekla sa
Sativa i Sylvestris genetskim podgrupama (poput bijela nepoznata, Jelenak,
Loznica-2) i one su po svom postanku primjeri aktivnih mehanizama in-
trogresije (prijelaz gena iz jedne vrste u drugu) genomskih regiona tj. iz Sy/-
vestrisa u nove sorte. Ovi hibridi izmedu dvije podvrste (Sylvestris/Sativa)
vjerovatno su bili veoma vazni u mnogim vinogradarskim oblastima, gdje
su divlje loze dale vazan doprinos genetskom fondu gajenih sorti. Svi ovi re-
zultati predstavljaju tragove prvih koraka u stvaranju novih sorti ili ¢ak se-
kundarnu domestifikaciju divlje loze.
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Slika 2: Analize razli¢ite genetske strukture vinove loze uzorkovane u Crnoj Gori kao
gajena (plava) ili u divljini (narandzasta); a i b. strukturna analiza; c. svaki genotip (131)
prikazan je kao vertikalna linija, sa segmentima boja ¢ije su duzine proporcionalne
njihovom pretpostavljenom pretku sa Str 1.1 i Str 1.2 (prikazane zelenom i rozom bojom).

Pored toga, otkriveno je $est jedinki koje su uzorkovane kao divlja vino-
va loza sa vedim Sativa, nego Sylvestris genetskim sastavom (Cetiri sa hlo-
rotipom C). Dva genotipa &iji su uzorci sakupljeni u divljini, divlja MNE
362 (lokalitet Orasi) i divlja MNE 475, (lokalitet Meterizi), pokazuju izu-
zetno visoke koeficijente porijekla u genetskoj podgrupi gajenih sorti i kom-
patibilni su potomci kratosije i razaklije, $to ih svrstava u podvrstu Sativa.
Mogucée je da poti¢u od sjemena proizvedenog u vinogradima, i rasirenog
u prirodnom okruzenju od strane ljudi i Zivotinja. Ostali genotipovi koji
pokazuju visok procenat Sativa genetskog sastava (pripadaju genetskoj gru-
pi Str 1.1) su: divlja MNE 361 (lokalitet Orasi), divlja MNE 476 (Podgo-
rica), divlja MNE 285 (Rijeka Crnojevica) i divlja MNE 282 (Kamenik).

3. ANALIZA RODITELJSTVA GAJENE I DIVLJE
VINOVE LOZE U CRNOJ GORI

U analizi roditeljstva 131 genetski profil vinove loze objedinjen je sa oni-
ma koji su sacuvani u bazi podataka ICVV-NP, za $iroku pretragu moguéih
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srodnickih odnosa prvog reda, koriste¢i 240 SNP profila. Dobijeno je 25
kompatibilnih trojki (majka + otac + potomak) i 27 duosa (roditelj — po-
tomci)’. Pronadeni triosi (razaklija x heptakilo = bijela krupna SR; razakli-
ja x Alphonse lavale = razaklija, Brijege; Razaklija x Alphonse lavale = ne-
poznata 2; razaklija x Krivalja bijela = Crvena krivaja; razaklija x krsta¢ =
belka; razaklija x radovac¢a = gogolj; razaklija x Vela pergola = loza Svetog
Vasilija Ostroskog; razaklija x kratosija = divlja MNE 362* lokalitet Orasi;
razaklija x krato$ija = divlja MNE 475* lokalitet Meterizi; razaklija x kra-
to$ija = crna tomba; razaklija x kratosija = ra¢eska; razaklija x kratosija =
bijela nepoznata; razaklija x krato$ija = crna loza; razaklija x ¢ubrica = ne-
poznata, Kuc¢i; krato$ija x bratkovina bijela = Zitkovina; kratosija x Coar-
na alba = ¢ubrica; kratosija x duljenga = vranac; kratosija x Lagorthi = pla-
vina crna; kratosija x Lagorthi = bijela slatka iz opeke; kratosija x bioka =
crni krsta¢; Coarna alba x lisica = lisica 2; Coarna alba x volovina iz ope-
ke = crna nepoznata, Masline; Prokupacx pinot = Zupljanka; Coarna alba
x Chasselas = Clairette mazel ; ¢ubrica 2 x ¢ubrica = &ubrica).

Pronadeno je 27 duosa (Wild MNE 275 lokalitet Lesendo — Wild MNE
276, lokalitet Lesendro; Wild MNE 363, lokalitet Orasi — Wild MNE 364,
lokalitet Orasi; kratos$ija — stara kratosija; Chaouch blanc — ¢aus crveni;
Muscat a petits grains — Muscat rouge de madere; kratosija — nepozna-
ta bijela, Gornji Morinj; zadrimka — japudzak; kratosija — kadarun; Ko-
enigin der weingaerten — Afus ali; kratosija — bijela nepoznata, Jelenak
2; krstac — Wild MNE 252, lokalitet Danilovgrad; ¢elinac — duljenga;
krato$ija — nepoznata bijela, Gornji Breeli; razaklija — loza iz Hilanda-
ra; razaklija — cetinka; kratosija — japudzak; Angelo pirovano — Muscat
hamburg; Silvaner gruen — Savagnin; Malvasia bianca lunga — Lagorthi;
krstac —ruzica; razaklija — Coarna alba; Lagorthi — Sysak; diritkinja —
Karystino; bijela sitnih bobica — krstac; razaklija — Wild MNE 285, loka-
litet R. Crnojevica; razaklija — nepoznata divlja muska; razaklija — Wild
MNE 282, lokalitet Kamenik.

Rezultati istrazivanja ukazuju na vode¢u ulogu razaklije i kratosije u stva-
ranju crnogorskog genetickog diverziteta vinove loze, koji su ukljuceni kao
roditelji u 14 (razaklija), odnosno 12 (kratosija) pedigrea. Zajedno imaju
Sest potomaka, uklju¢uju¢i dva genotipa uzorkovana kao divlja vinova loza
(divlja MNE 362 i divlja MNE 475). Pored toga, od 27 duosa potvrdeno je
Sest kompatibilnih veza roditelja i potomaka za kratosiju i $est za razakli-
ju od kojih su dva genotipa uzorkovana kao divlje vinove loze (divlja MNE
282, i divlja MNE 285). Pored toga, identifikovan je jedan gajeni genotip
(¢ubrica-2) kao kompatibilni rezultat samoukrstanja sorte ¢ubrica. Medu
divljom lozom nijesu pronadeni puni trojci, ali su otkrivena dva pouzdana
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Slika 3. Prikaz pedigrea i geneti¢ke povezanosti ispitivanih gajenih i divljih formi vinove

loze u Crnoj Gori. Hlorotipovi (A, B, C ili D) su oznaceni razli¢itim bojama, prema

kodu. U slu¢aju bijele boje, informacije o hlorotipu nijesu dostupne. Neidentifikovani i

jedinstveni genotipovi u bazi podataka ICVV-SNP prikazani su u okvirima s izlomljenim
granicama.

duosa u dvije razlicite populacije, u tvrdavi Lesendro (koja uklju¢uje div-
lju MNE 275 i divlju MNE 276) i Orasima (uklju¢ujuéi divlju MNE 363
i divlju MNE 364).

Rezultati istrazivanja su potvrdili da se crnogorsko vinogradarstvo ba-
zira na porodici genetski povezanih sorti $to je karakteristi¢no i u drugim
¢uvenim tradicionalnim regionima za gajenje vinove loze i proizvodnju Vi-
na. U Crnoj Gori ova porodica je uglavnom stvorena oko sorte kratosija i
razaklija (Slika 3).

Kratosija je u sredi$tu crnogorskog vinogradarstva kao $to su Cabernet
franc i Pinot noir u sredi$tu Bordoa i Burgundije, ¢uvenih vinogradarskih
regiona u Francuskoj. Kratosija je i najstarija sorta, koja se gajila u Crnoj
Gori, ima skoro 20 potomaka u Crnoj Gori i roditelj (otac) je sorte vranac.
Pored vranca, neki od potomaka kratosije u Crnoj Gori su ¢ubrica, raes-
ka, zitkovina, crni krsta&, crna loza, crna tomba i dr.
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Sorta vranac se danas smatra starom autohtonom crnogorskom sortom
vinove loze. Od ranije je poznato postojanje odnosa prvog stepena izme-
du kratosije i vranca.” Pedigre analiza omoguéila je i otkrivanje genetskog
porijekla vranca.” Rezultati pouzdano podrzavaju da je vranac nastao hi-
bridizacijom izmedu sorti duljenga i krato$ija. Ovaj pedigre je takode pot-
pomognut dodatnim setom od 20 SSR markera, a analize hlorotipa identi-
fikovale su duljengu kao Zenskog roditelja vranca i utvrdili da je potomak
duljenge i kratosije, te na najbolji na¢in potvrdili njegovu autohtonost i po-

rijeklo (Slika 4).

Kratosija x Duljenga
(zinfandel)

! Vranac

Slika 4. Pedigre analiza sorte vranac (roditelji sorte vranac: kratosija i duljenga)

Znacajno je navesti i utvrdivanje genetike loze iz Manastira Ostrog (lo-
za Svetog Vasilija Ostroskog), koja datira prema pisanim podacima iz 1672.
godine, $to je jedan od najstarijih pisanih podataka o vinovoj lozi u Crnoj
Gori i na Balkanu. Istrazivanje je potvrdilo da je ova loza rezultat ukrsta-
nja sorte razaklije sa sortom vinove loze pod imenom kosoranka (nadenom
u blizini manastira), koja je ko Vela pergola registrovana u Vitis katalogu.
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4. FORMIRANJE NACIONALNE KOLEKCIJE CRNOGORSKIH
AUTOHTONIH I ODOMACENIH SORTI VINOVE LOZE

U cilju o¢uvanja i valorizacije genetskih resursa vinove loze u Crnoj Gori,
sa potvrdenim genotipovima — sortama, podignuta je nacionalna kolekcija
crnogorskih autohtonih i odomacéenih sorti vinove loze na Cemovskom po-
lju. Kroz uée$ée u Evropskom kooperativnom programu za o¢uvanje biljnih
genetiskih resursa (ECPGR), za rod Vitis sorte su predstavljenc i uklju¢ene
u evropske Vitis baze: http: //www. eu-vitis. de/index. php i VVIC (Vitis
International Variety Catalogue) — https: //www.vive.de/. Dalje ispitiva-
nje i karakeerizacija njihovog agrobioloskog i enoloskog potencijala ¢e do-
prinijeti razvoju specifi¢nog crnogorskog vinogradarstva, zasnovanog na au-
tohtonim sortama, obogacujudi asortiman crnogorskih vina u buduénosti.
U cilju predstavljanja dobijenih rezulata domacdoj i medunarodnoj nau¢noj
i stru¢noj javnosti, u saradnji sa $panskim partnerima u 2017. godini, orga-
nizovali smo Prvu medunarodnu konferenciju o vrancu i drugim crnogor-
skim autohtonim sortama vinove loze u Podgorici. Rezultati koji su iznijeti
na ovoj eminentnoj konferenciji, uz u¢esée nau¢nika iz 17 drzava, definisali
su Crnu Goru kao jedan od centara diverziteta vinove loze na Balkanu, ko-
ja moze dati doprinos globalnom diverzitetu vinove loze, istovremeno je po-
zicionirajudi kao specifi¢nu i originalnu kvalitetnu vinsku destinaciju. Su-
organizator konferencije je bila i Crnogorska akademija nauka i umjetnosti
koja je Stampala zbornik radova sa konferencije.”

ZAKLJUCAK

Ovo genomsko istrazivanje omogucdilo je evidenciju i katalogizaciju ge-
netskog diverziteta vinove loze u Crnoj Gori i predstavilo detaljan pedigre
— porijeklo sorti i njithove medusobne genetske povezanosti. Visegodis-
nje istrazivanje je pokazalo da se proces pripitomljavanja vinove loze, ko-
ji je zapocet jo§ prije 8000 godina, u doba neolita, i dalje nastavlja u vino-
gradarskim podruéjima Crne Gore. Pronadeni su predstavnici svih stepena
domestifikacije vinove loze. Istrazivanje je otkrilo sortnu strukturu i vino-
gradarsku istoriju Crne Gore, potvrdujuéi da je diverzitet crnogorskih sorti
mnogo bogatiji u poredenju sa okolnim balkanskim zemljama. Dio ovako
velikog diverziteta ukazuje i potvrduje i samu lokalnu istoriju, $to ukazu-
je i na vi$estruka i intenzivna unosenja vinove loze, iz razli¢itih vinskih re-
gija, u razlic¢itim istorijskim periodima. Otkriven genetski fond uklju¢uje
mnoge autohtone sorte, neke na ivici izumiranja, povezane u slozenu rod-
binsku mreZu, gdje su dvije sorte kratosija i razaklija igrale glavnu ulogu u
stvaranju autohtonih sorti. Od ispitivanih ¢okota/uzoraka, pomo¢u SSR i
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SNP markera identifikovano je 144 razlicitih genetskih profila, medu ko-
jima je 101 genotip odgovarao gajenim sortama (Vitis vinifera ssp. sativa), a
43 genotipa su odgovarala divjim formama (Vitis silvestris). U klasteru ga-
jenih sorti (101) identifikovano je 50 poznatih sorti. Pronaden je 51 nei-
dentifikovani genotip vinove loze, koji predstavlja nepoznate sorte za vi-
nogradarsku nauku. Smatra se da se radi o novootkrivenim, potencijalno
autohtonim crnogorskim sortama vinove loze.

Rezultati istrazivanja su potvrdili da se crnogorsko vinogradarstvo bazira
na porodici geneti¢ki povezanih sorti, $to je karakteristi¢no i u drugim ¢u-
venim tradicionalnim vinogradarskim regionima. U Crnoj Gori, ova poro-
dica uglavnom je stvorena oko vinske sorte kratosija i stone sorte razaklije,
koje su roditelji mnogobrojnih crnogorskih autohtonih sorti. Pronadeno je
25 punih pedigre sorti (triosi) i 27 duosa. Razaklija je Zenski roditelj u 14
punih pedigrea, dok je kratosija u 12, a zajedno imaju 6 potomaka. Krato-
Sija je roditelj (trio i duo odnosi) u skoro 20 genotipova vinove loze gajenih
u Crnoj Gori. Pored vranca, neki od potomaka kratosije u Crnoj Gori su
¢ubrica, ra¢eska, Zitkovina, crni krstaé, crna loza, crna tomba. Sorta krato-
$ija je u ovim istrazivanjima naj¢e$¢e pronaden genotip u starim crnogor-
skim vinogradima (106 puta) $to, pored ostalog, potvrduje njenu vaznost u
istoriji crnogorskog vinogradarstva. To je najstarija sorta vinove loze, koja
se gaji u Crnoj Gori i vjerovatno je nastala na ovim prostorima. Kratosija je
najstarije ime za sortu vinove loze, koja se gaji u inostranstvu pod imenom
Primitivo/Zinfandel — crljenak kastelanski.

U istrazivanjima je pronaden puni pedigre vranca, koji je potomak kra-
tosije i duljenge. Pronaden je i puni pedigre loze iz Manastira Sveti Vasilije
Ostroski, to su razaklija i sorta volovnik/kosoranka, pronadena u okolini
manastira, koja je u Vitis katalogu registrovana pod imenom Vela pergola.

Potvrdeni veliki diverzitet vinove loze u Crnoj Gori, bogatstvo sortimen-
ta i genetskog nasljeda ukazuje na dugu tradiciju gajenja vinove loze u na-
$oj zemlji kao i na potrebu njegovog o¢uvanja. Ova istraZivanja su omogu-
¢ila valorizaciju genetskog nasljeda vinove loze u Crnoj Gori, pronalaskom
51 nepoznatog genotipa za nauku, utvrdujuéi nove sorte, determinisanjem
njihovog pedigrea, ali i spasavanje od njihovog nestajanja, kao fundamen-
talnog razvojnog resursa za dalji razvoj vinogradarstva u Crnoj Gori. U ci-
lju njihovog o¢uvanja i valorizacije, potvrdeni genotipovi posadeni su u na-
cionalnoj kolekeiji crnogorskih autohtonih i odomacenih sorti vinove loze
na Cemovskom polju, ¢ime je stvorena osnova za dalji razvoj crnogorskog
vinogradarstva i vinarstva. To predstavlja resurs i temelj za razvoj i konku-
rentnost novih crnogorskih vina na trzi$tu za decenije koje dolaze.
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Na osnovu predstavljenih rezultata moze se zakljuditi da je istorija crno-
gorskog vinogradarstva sa¢uvana u njenim sortmama, koje su kroz vjeko-
ve gajenja na ovim prostorima ispisale i osigurale uspjesnu buduénost cr-
nogorskog vinogradarstva. Zahvaljujudi rezultatima ovih istraZivanja, Crna
Gora ima najmodernije genetske i genomske nau¢ne ¢injenice — podatke
za svoje specifi¢no autohtono vinogradarstvo, $to je presudno za nau¢nu,
stru¢nu, razvojnu i marketinsku promociju ove strateske grane crnogorske

poljoprivrede.
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Vesna MARAS

CENTURIES FOR THE FUTURE: MONTENEGRIN VITICULTURE
AND WINEMAKING — AN EXAMPLE OF COOPERATION BETWEEN
THE SCIENTIFIC MOTHERLAND AND DIASPORA

Abstract

In the period 2014-2017, a multidisciplinary team led by Montenegrin and Spanish
researchers carried out the most extensive research of grapevine genetic resources in Mon-
tenegro. The research included the genetic characterization of the existing grapevines di-
versity in cultivated and wild populations, encompassing their pedigree analysis.

The paper presents the richness of the grapevine genetic heritage in Montenegro, which
still creates a very rich diversity of the Vitis vinifera species.

Out of 476 genotyped samples, using SSR and SNP markers, 101 genotypes correspon-
ding to cultivated varieties (Vitis vinifera ssp. sativa) were identified, 43 genotypes corres-
ponded to wild forms (Vitis sylvestris). In the cluster of cultivated varieties, S0 known va-
rieties were identified, 51 unidentified genotypes are considered to be newly discovered,
potentially autochthonous Montenegrin varieties. The results of the research confirmed
that Montenegrin viticulture is based on a family of genetically related varieties, which
is also characteristic of other famous traditional regions for the cultivation of vines and
wine production. In Montenegro, this family was created around the Kratosija and Ra-
zaklija varieties. The research revealed 25 full pedigree varieties (trios) and 27 duos. The
full pedigree of Vranac, who is a descendant of Kratosija and Duljenga, was found. The
process of grapevine domestication, that began 8,000 years ago, in the Neolithic Age,
continues in the wine-growing areas of Montenegro. All levels representatives of grape-
vine domestication were found.

The history of Montenegrin viticulture is preserved in its varieties that have survived
through cultivation centuries in these areas and ensured the future of Montenegrin viti-
culture. This obliges us to preserve them and the need for Montenegrin viticulture and
winemaking to preserve its authenticity.

Key words: vine, genetic resources, diversity, variety, autochthonous varieties, Kratosija,
Razaklija, Vranac
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