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Sazetak: Vranac je jedna od najvaznijih sorti vinove loze crnogorskog sortimenta i
privredno je najznadajnija sorta u vinogradarstvu i vinarstvu u Crnoj Gori.

Najobuhvatnija istrazivanja, radena u Crnoj Gori na proucavanju genetskog diver-
ziteta vinove loze u ovoj zemlji, pokazala su da je sorta vranac druga po zastupljeno-
sti, odnosno broju uzorkovanja najstarijih ¢okota vinove loze. Poznato je da je sorta
vranac u odnosu roditelj — potomak sa sortom kratosija, a u ovom istrazivanju pro-
naden je kompatibilan pedigre sorte vranac u kojem je sorta kratosija muski roditelj
— otac i sorta duljenga Zenski roditelj — majka.

Unutarsortni genetski diverzitet vranca analiziran je kroz resekvencioniranje i pore-
denje sekvenci genoma na tri selekcionisana klona sorte vranac (klon 1, klon 2 i klon
5), pri ¢emu je kod klonova uocena velika sli¢nost. Nijedna razlika, na nivou nukleo-
tida (SNV), izmedu klonova nije mogla biti potvrdena, $to je i o¢ckivano s obzirom
na to da su se ovi klonovi izdvojili tokom posljednjih decenija. Medutim, detaljnim
ispitivanjem identifikovane su dvije strukturne razlike (SV) koje se javljaju kod klona
1 i kod klona 2, dok kod klona 5, koji je najviseg kvaliteta, nijesu uocene i odsustvo
ovih razlika moze posluziti za izdvajanje ovog klona od drugih.

Kljuéne rijedi: vranac, diverzitet, porijeklo, roditelji, sorta, klon, sekvenciranje
genoma
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UVOD

Vranac pripada ekolosko-geografskoj grupi sorti proles pontica (convari-
etas pontica). Vranac je visokoprinosna sorta. Cokot sorte vranac je bujan,
cvijet hermafroditan, bobica je srednje velika, plave boje sa tankom pokozi-
com. Grozd je srednje velik, cilindri¢an, srednje zbijen. Vino proizvedeno od
grozda ove sorte je prijatno, harmoni¢no, specifi¢nog sortnog mirisa i uku-
sa. Prepoznatljivo je i po intenzivnoj boji i udjelom alkohola od 11 do 14%
i 5-6 g/l kisjelina. Zbog svojih kvalitetnih osobina i enoloskog potencijala
idealno je i za kupazu sa vinima drugih sorti, pri ¢emu se kreira vie profila
i stilova vina vranac koja osvajaju najveée nagrade na prestiznim evropskim
i svjetskim vinskim ocjenjivanjima.

Rane bibliografske navode o sorti vranac dao je Plamenac [1] isti¢u¢i da se
sorta vranac vjekovima koristila u Crnoj Gori za proizvodnju crvenog vina.
Prvi znacajniji opis ove sorte objavljen je u ,, Ampelografiji” Viala i Vermore-
la [2]. Brojni autori iz bivie Jugoslavije [2—16] (Stojanovi¢ 1929, Buli¢ 1949,
Uli¢evi¢ 1959, 1966, Nastev 1967, Cetkovi¢ 1978, Zirojevié¢ 1979, Avramoy
1988, Pejovi¢ 1988, Buri¢ 1995, Bozinovik 1996, Milosavljevi¢ 1998, Maras
2000, Maras i sar. 2004) navode vranac kao crnogorsku autohtonu sortu vi-
nove loze. Za sortu vranac Uliéevi¢ [6] navodi sinonime: vranac krstad, cr-
mnicka loza, vranac crmnicki i istice da je do I svjetskog rata vranac bio za-
stupljen samo u Crmnici. U nekim krajevima van Crmnice (Crna Gora), ova
sorta se jednostavno zvala crmnicka loza. Vranac se gajio na veoma uskom
prostoru, tako da njegov areal gajenja po¢etkom 20. vijeka nije bio $iri od 30
km. Kasnije se $irio na sve vinogradarske terene Crne Gore i prostore bivse
Jugoslavije. Nastev [7] isti¢e da je vranac crnogorska autohtona sorta vinove
loze koja se uglavnom gaji u regiji Skadarskog jezera (Crmnica), ali i na cr-
nogorskoj obali i da je iz Crne Gore prenesena u Makedoniju 1950. godine.
Danas je vranac glavna sorta za proizvodnju crvenih vina u Crnoj Gori, a
uspjesno se gaji u Dalmaciji, Hercegovini, Metohiji, Makedoniji i Srbiji [17].

Rad na genetskoj identifikaciji i klonskoj selekeiji ove privredno najznacaj-
nije sorte vinove loze u Crnoj Gori je zapocet 2004. godine. Karakterizaciju
mikrosatelitima genotipa vranca objavili su Calo i sar. [18] i Mara$ i sar. [19,
20]. Poredenjem genotipa sorte vranac sa drugim crnogorskim sortama po-
kazano je da je vranac u bliskoj vezi sa sortom kratosija [18, 21] i da se vjero-
vatno radi o prvom stepenu srodstva roditelj — potomak. U istom radu [18]
je potvrdeno da kratosija ima identi¢ni genetski profil kao zinfandel iz Kali-
fornije, primitivo iz Italije i crljenak kastelanski iz Hrvatske.

Kao rezultat viSegodi$njeg rada na klonskoj selekciji sorte vranac, selekcioni-
sano je i 2014. godine priznato 7 klonova autohtone sorte vranac (klon vranac
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1, klon vranac 2, klon vranac 3, klon vranac 4, klon vranac 5, klon vranac 6
i vranac klon 7) koji su svojim osobinama nadmasili populaciju sorte [22].
U saradnji sa Institutom za vinovu lozu i vino iz La Rioje nastavljene su
aktivnosti u cilju geneti¢kog diverziteta i pedigre analize, pronalazedi rodi-
telje sorte vranac. Pored toga, sekvenca genoma od 3 odabrana klona sorte
vranac analizirana je da bi se opisalo postojanje intrasortnih somatskih va-
rijacija i da bi se proucio razvoj specifiénih molekularnih markera klonova.

MATERIJAL I METODE

Istrazivanje je obuhvatilo ukupno 512 uzoraka vinove loze prikupljenih
u Crnoj Gori, uklju¢ujudi kultivisane sorte i divlje forme. Takode, analizi-
rani su i uzorci koji se trenutno ¢uvaju u kolekciji vinove loze na Biotehni¢-
kom fakultetu, kao referentni genotipovi i potencijalni predstavnici starih
sorti koje se viSe ne gaje.

U metodologiji koja je kori$¢ena u ovom istrazivanju upotrijebljene su ra-
zli¢ite metode za proucavanje varijacija izmedu sorti ili varijacija unutar sorti.
Sve metode se zasnivaju na detekeiji i kvantifikaciji varijacija DNK sekvenci
na razli¢itim nivoima, ili na specifi¢nim lokusima, pomo¢u SNP molekular-
nih markera, ili dobijanjem i uporedivanjem sekvence nuklearnog i hloropla-
stnog genoma. Za intersortnu varijaciju svi uzorci su genotipizovani za SNP
molekularne markere. DNK je izolovana iz mladog li$¢a svakog uzorkova-
nog ¢okota vinove loze [23]. Svaki DNK uzorak je genotipizovan za skup od
48 SNP markera, koji odgovaraju i nuklearnim (45) i hloroplastnim (3) po-
limorfnim mjestima, koji su prethodno razvijeni na ICVV [23, 24]. Nakon
$to su identifikovani ne-redundantni genotipovi vinove loze, oni su dalje ge-
notipizovani sa 192 dodatna polimorfna mjesta SNP-a kako bi se izvriile
pedigre analize koje pomazu da se identifikuju odnosi roditelja i potomaka
medu sortama, kao i roditelji za datu sortu. Za proucavanje varijacija unutar
sorti, izvrsili smo masovno re-sekvenciranje tri klona vranca kao pristup za
identifikaciju mogu¢ih fenotipskih varijacija koje su uo¢ene medu njima i za
generisanje molekularnih markera za njihovu karakterizaciju i pracenje. Za
njihovo sekvencioniranje koristili smo Illumina platformu (HiSek 2000) u
rezimu ¢itanja sa uparenim krajem i prosje¢nom pokrivenoséu preko 30Ks
u svim slu¢ajevima [25].

REZULTATI

Medu 512 uzoraka rezultati istrazivanja potvrdili su identifikaciju 151 je-
dinstvenog genotipa. Od analiziranih uzoraka, 105 je odgovaralo kultivisa-
nim formama (Vitis vinifera ssp. sativa), 43 je odgovaralo formi Vitis vinifera
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ssp. sylvestris, a 3 su odgovarala meduvrsnim hibridima. Uporedivanjem 105
razli¢itih jedinstvenih genotipova Vitis vinifera sa bazom podataka, koja bro-
ji vi$e od 2600 genotipova vinove loze, sa vise od 100 balkanskih sorti, bila
je moguca identifikacija — dodijeliti glavno ime za 33 genotipa.

Svih 148 jedinstvenih genotipova Vitis vinifera analizirani su sa 192 do-
datna SNP-a. Za veéinu dobijenih genotipova obavezno je bilo odraditi pedi-
gre analizu u cilju identifikacije odnosa roditelj — potomak medu sortama,
kao i identifikaciju roditelja odredenih sorti. Pedigre analizom odredeno je
28 triosa (otac — majka — potomak), uklju¢ujuéi 2 kompatibilna roditelja
za odredeno potomstvo sa 2 ili manje nepodudarnosti i sa LOD vrijedno$¢u
iznad 62. Samo dva od ovih triosa ranije su pominjani u literaturi, a u 24 sva
tri uklju¢ena genotipa su uzorkovana u Crnoj Gori. Sorte razaklija i krato-
Sija uklju¢ene su u 15 i 12 triosa respektivno, od kojih su 6 zajednicki trio-
si. Zanimljivo je to $to je kod dva, od ovih $est triosa, potomak divlja forma.

Dobijeni rezultati pedigre analize ukazuju da je crnogorsko vinogradar-
stvo zasnovano na porodici geneti¢ki povezanih sorti. Ova porodica u Cr-
noj Gori uglavnom je formirana od dvije sorte: kratosije (primitivo), vinska
sorta koja je pretpostavljeni predak za 18 analiziranih genotipova (>33%) i
razaklija (parmak crveni), stona sorta koja je mogu¢i predak 20 analiziranih
genotipova (20%). Roditeljske veze, koje su otkrivene medu sortama vinove
loze u Crnoj Gori, ¢esto su zapazene u drugim tradicionalnim vinogradar-
skim podruéjima.

Opvo istrazivanje je omogudilo utvrdivanje pedigrea, odnosno roditelja sor-
ti vranac. Potvrdeno je da je kratosija muski roditelj, a da je, manje pozna-
ta sorta iz kolekcije, duljenga Zenski roditelj. Ovaj pedigree dodatno je po-
tvrden pomoéu 25 mikrosatelitskih markera. Duljenga je sorta koja se ¢uva
samo u kolekeiji i koja se ne podudara ni s jednom sortom u katalogu sorte
Vitis International. Isto¢noevropsko porijeklo vranca je, takode, potvrdeno
njegovim hlorotipom D [26]. Hlorotip je omogudio identifikaciju majke u
pedigreu sorte vranac, bududi da je hlorotip maj¢inski naslijeden, a vranac i
duljenga dijele isti hlorotip (D).

Genetski diverzitet izmedu tri odabrana klona vranca analiziran je ponov-
nim sekvenciranjem i detaljnim uporedivanjem njihovih sekvenci. Rezultati
su pokazali da je genom sorte vranac u ¢jelini bio divergentniji od referentnog
genoma PN40024 resekvenciranih genoma drugih zapadnih sorti kao $to je
tempranillo, $to je i oéekivano od vranca i njegovih predaka koji su isto¢nog
porijekla. Nije otkrivena nijedna razlika nukleotida medu klonovima, $to je
i o¢ekivano imajuéi u vidu da su klonovi izdvojeni tokom posljednjih dece-
nija. Medutim, detaljno ispitivanje identifikovalo je dvije strukturne razlike
koje su bile prisutne u vrancu 1 i vrancu 2, a nijesu bile prisutne u vrancu
5. Vranac 5 je najkvalitetniji klon i zbog toga se odsustvo ovih strukturnih
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varijacija moze koristiti u njegovoj identifikaciji. Mogucée je izvrsiti daljnje
analize kako bi se razumio fenotipski efekat ove strukturne varijacije koji je
vjerovatno nastao zbog procesa rekombinacije genoma.

ZAKLJUCAK

Pedigre analiza uzoraka genotipova Vitis vinifera u Crnoj Gori, pomo¢u
baze podataka koja sadrzi preko 1400 genotipova vinove loze, identifikovala je
kratosiju i razakliju kao najrelevantnije sorte medu genotipovima vinove loze
u Crnoj Gori. Ove sorte su mogudi preci aktuelnih sorti na ovom podrugju.

Ovi rezultati ukazuju na znacdaj kratosije i razaklije u drevnom crnogor-
skom vinogradarstvu, kao i na dugu istoriju gajenja vinove loze u Crnoj Gori.
Vranac, sorta sa visoko dokazanim enoloskim potencijalom, se moze smatra-
ti crnogorskom autohtonom sortom na osnovu istorijskih i geneti¢kih poda-
taka. Genetska studija identifikovala je oba roditelja ove sorte, koja je vjero-
vatno nastala u subregionu Crmnice. Njegov muski roditelj je kratosija, kako
je i ranije pretpostavljeno, dok je Zenski roditelj sorta duljenga koja se nalazi
samo u kolekciji sorata na Biotehni¢kom fakultetu.

Eksperimenti ponovnog sekvenciranja identifikovali su jedan od visoko-
kvalitetnih klonova vranca na osnovu prisustva/odsustva strukturnih vari-
janti. Ove razlike u sekvenci mogu se koristiti za razvoj specifi¢nih moleku-
larnih markera koji se mogu koristiti za genetsku identifikaciju.
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GENETIC ORIGIN AND GENOMIC DIVERSITY
OF CULTIVAR VRANAC

Summary

Vranac is a very important grapevine cultivar within Montenegrin autochthonous
varieties and the most economically relevant regarding Montenegrin viticulture and
winemaking. In a recent comprehensive characterization of grapevine genetic diver-
sity present in Montenegro, Vranac was the second most represented cultivar detect-
ed among the oldest Montenegrin vines. This variety was previously known to share
a parent-offspring relationship with Kratosija and in this work we have found a com-
patible pedigree for Vranac, placing Kratosija as the male progenitor and an unknown
Montenegrin accession mentioned as Duljenga as the female parent.

A study of Vranac intra-cultivar genetic diversity through re-sequencing and com-
parison of genome sequences of three selected clones (1, 2 and 5) showed that they
were all highly similar. No single nucleotide variation (SNV) could be confirmed
among the clones, what can be considered normal since these clones only diverged in
the last few decades. However, detailed examination of the reads identified two struc-
tural variations (SV) present in Vranac 1 and Vranac 2 and absent in Vranac 5. Since
Vranac 5 is the highest quality selected clone, the absence of this SV could be used
for its distinction from the other clones.

Key words: Vranac, genetic diversity, origin, pedigree analyses, SNP markers, clone
diversity
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