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GENETICKI DIVERZITET VINOVE LOZE
U CRNOJ GORI

Sazetak: Balkan ima dugu istoriju gajenja vinove loze. Njegov geografski poloZaj
izmedu Bliskog istoka i zapadne Evrope ¢ini ovaj region tranzitnim i kulturnim mo-
stom, $to doprinosi obogadivanju njegovog genetskog diverziteta. Osim toga, nekoli-
ko je studija dokazalo postojanje posebnog genetskog fonda vinove loze u ovom regi-
onu, koji se razlikuje od onog u susjednim regijama.

Sa ciljem istrazivanja crnogorskog genetskog nasljeda vinove loze, Crna Gora i
ICVV su osnovali medunarodni konzorcijum koji je sproveo najveée istrazivanje sta-
rih ¢okota vinove loze ikada izvr$eno u zemlji. Prikupljeno je ukupno 512 uzoraka vi-
nove loze na crnogorskim tradicionalnim vinogradarskim podru¢jima, a posebna pa-
Znja je posvedena gajenim (sativa) sortama, ali i uzorcima divlje (sylvestris) vinove loze
(46 uzoraka), prikupljenim u razli¢itim rije¢nim basenima. Svi uzorci su genotipizira-
ni sa molekularnim markerima SNP, za nuklearni i hloroplastni genom.

Poredenjem 512 generisanih genotipova identifikovan je 151 jedinstven genotip, od
kojih je 43 odgovaralo uzorcima sylvestris, a 108 gajenim vrstama, uklju¢ujuéi tri inter-
specifi¢na hibrida. Medu 105 V. vinifera sativa genotipovima, 33 je bilo u potpunosti
identifikovano, odgovarali su ostalim genotipovima ICVV-SNP baze podataka. Naj-
zanimljivija je bila kratosija, genotip koji se najvi$e ponavljao prilikom uzorkovanja.
Jedan uzorak na svake Cetiri stare loze, uzorkovane u Crnoj Gori, je odgovarao ovoj
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sorti. Kao $to se i o¢ekivalo i druge tradicionalne crnogorske sorte, kao $to su vranac
i lisica, pojavile su se mnogo puta (78 i 28 puta). Medu 72 nedovoljno identifikovana
genotipa V. vinifera sativa, 23, iako nijesu dodijeljena odredenoj sorti, su odgovarala
genotipovima predstavljenim sa viSe od jednog uzorka u bazama podataka razli¢itog
porijekla. Najvjerojatnije odgovaraju potvrdenim sortama. Cetrnaest ih je otkriveno
samo u crnogorskim uzorcima i mogle bi predstavljati lokalne nepoznate sorte. Pre-
ostalih 49 genotipova predstavljeno je jednim uzorkom, zbog ¢ega je njihovo razma-
tranje, kao realnih sorti, u toku. Mogu odgovarati vinovoj lozi koja poti¢e od sponta-
no proklijalih sjemenki do pravih, starih sorti koje su blizu nestajanja. Dakle, ukupan
broj nepoznatih genotipova, koji su predstavljeni jedino uzorcima iz Crne Gore je 63,
a identifikovano je vise od 50 posto uzorkovanih genotipova V. Vinifera ssp. sativa.

Kljuéne rijeci: sorte vinove loze, SNP markeri, Vitis vinifera sativa, Vitis vinife-
ra sylvestris

UvVOD

Crna Gora je mala zemlja na Balkanskom poluostrvu, sa izlazom na Ja-
dransko more. Vinogradarstvo na ovom podrudju datira jo$ od prije rimskog
perioda [6]. Kasnije, u srednjem vijeku, ve¢ postoje mnogi pisani dokumen-
ti koji dokazuju vaznu tradiciju vinogradarstva. To se isti¢e u pisanim doku-
mentima Kotora, kao $to su ugovori o mirazima, zakupima, prodajama i te-
stamentima iz 14. vijeka, uklju¢ujudi vinograde sa podruéja danasnjeg Tivta
i okoline Kotora [9]. Kasnije, turski arhivi, biljeze¢i popise iz 1521. i 1523.
godine, spominju prisutnost vinograda u Godinju, Berima, Braji¢ima i dru-
gim mjestima. Vinogradarstvo i vinarstvo ve¢ su u srednjem vijeku dobro ra-
zvijeni na obalama Skadarskog jezera i na podru¢ju Crmnice. Naime, pre-
ma podacima kotorskog arhiva, Crmnica je bila glavna regija za proizvodnju
grozda i vina [8].

Danas se vinogradarsko-vinarska proizvodnja u Crnoj Gori uglavnom za-
sniva na autohtonim sortama vinove loze, kao $to su vranac, krato$ija, krsta¢
i zizak. Postoje brojne lokalne sorte vinove loze za koje se smatra da su autoh-
toni genotipovi, ali do sada nijesu identifikovani. S obzirom na vaznost au-
tohtonih sorti vinove loze za crnogorski vinogradarsko-vinarski sektor, kom-
panija ,13. jul — Plantaze” zapocela je istrazivanje 2005. godine genetskom
identifikacijom crnogorskih sorti vinove loze i odredivanjem njihovog porije-
kla [7]. Ova su istrazivanja pokazala identifikaciju genotipa crnogorske sorte
kratosija sa zinfadelom, primitivom i crljenkom kastelanskim, pokazujudi da
su to sinonimi imena istog genotipa [3]. Rezultati su, takode, potvrdili da su
vranac, krsta¢ i zizak jedinstveni genotipovi [6, 7]. Uporedivanjem njihovih
DNK profila otkriven je pretpostavljeni genetski odnos roditelja i potoma-
ka prvog stepena izmedu sorti kratosija i vranac, $to upucuje na ulogu pret-
ka za sortu krato$ija s obzirom na kasniju pojavu vranca [3, 7].
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S obzirom na znadaj ovih rezultata, ,,Plantaze” su 2013. godine pokrenule
istrazivacku saradnju s ICVV-om (Instituto de Ciencias de la Vid y del Vi-
no, La Rioja, Spanija) za prouc¢avanje genetskog diverziteta gajenih i divljih
populacija Vitis vinifera (L.) u Crnoj Gori i karakterizaciju njihovih genet-
skih odnosa. Krajnji cilj nije samo rasvijetliti istoriju vinogradarstva u Crnoj
Gori, ve¢ i razumjeti diverzitet sorti u zemlji, identifikovati druge moguée
autohtone genotipove koji bi mogli biti znacajni za proizvodnju crnogorskih
vina. Ovdje ¢emo opisati nastavak ovog istrazivanja, kao i neke preliminar-
ne rezultate.

MATERIJALI I METODE

Za ovu studiju u Crnoj Gori sakupljeno je ukupno 512 uzoraka vinove lo-
ze. Istrazivanje je sprovedeno tokom tri godine (2014, 2016, 2017) na tradici-
onalnim crnogorskim vinogradarskim podru¢jima, odabirom ¢okota vinove
loze starijih od 50 godina (Foto 1). Medu njima je 416 odgovaralo uzorcima
gajenih sorti i 46 uzorcima divlje vinove loze. Osim toga, 50 uzoraka iz ko-
lekcije germplazme na Univerzitetu Crne Gore su, takode, analizirani kao re-
ferentni genotipovi koji vjerovatno predstavljaju drevne sorte koje se trenutno
ne gaje. U istrazivanje su uklju¢eni uzorci sorti iz kolekcija iz razli¢itih bal-
kanskih zemalja, prethodno analiziranih molekularnim markerima (SSR),
kao dio saradnje izmedu istraziva¢kih grupa u razli¢itim zemljama [10].

DNK je ekstrahovan za svaki uzorak od mladog li$¢a uzorkovanih sta-
rih ¢okota vinove loze [2]. Svaki uzorak DNK genotipiziran je sa skupom
od 48 SNP markera, koji odgovaraju i nuklearnim (45) i hloroplastnim (3)

polimorfnim poloZajima prethodno razvijenim na ICVV-u [2, 4]. Dobijeni
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Foto 1. Lokacije uzimanja uzoraka u Crnoj Gori
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genotipovi, najprije, su medusobno uporedeni u cilju otkrivanja sinonima i
odredivanja broja jedinstvenih genotipova; zatim su uporedeni jedinstveni
genotipovi sa cjelokupnom ICVV SNP bazom podataka koja sadrzi vise od
2800 razlicitih genotipova iz svih vinogradarskih regija. Ovo uporedivanje
omogudilo je identifikaciju onih genotipova koji odgovaraju poznatim geno-
tipovima prisutnim u bazi podataka, a koji se poklapaju sa nepotpuno iden-
tifikovanim genotipovima razli¢itog porijekla, kao i onima koji su prvi put
otkriveni u crnogorskim uzorcima i koji bi mogli predstavljati lokalne nepo-
znate sorte. Na osnovu dobijenih informacija za tri SNP markera hloropla-
sta, mogli smo odrediti i hlorotip svakog uzorka. Jedinstveni genotipovi su
dalje analizirani sa 192 dodatna SNP-a, kako bi prosirili svoje genotipske po-
datke do ukupno 240 SNP. Ti su podaci omogucili analizu genetske struk-
ture i identifikaciju pedigrea [5].

REZULTATI

Proucavanjem genetskog diverziteta otpoceo je nepristrasan pristup u cilju
karakterizacije gajenih i divljih genotipova vinove loze u Crnoj Gori. Upo-
treba 48 SNP setova omogucdila je detekeiju ukupno 151 razlic¢itog genotipa
medu 512 ispitivanih uzoraka (Foto 2). Cetrdeset i tri od njih su odgovarala
vinovoj lozi koja je uzorkovana kao sylvestris i 108 gajenih, $to je ukljudilo i
tri meduvrsna (interspecifi¢na) hibrida. Trideset tri od 105 genotipova Vitis
vinifera sativa mogu se identifikovati sa sigurno$¢u, buduéi da su se poduda-
rali sa drugim genotipovima ICVV-SNP baze podataka i da je Prime Name
dodijeljen na osnovu dva ili viSe nezavisna dokaza. Najvise ponavljani uzor-
kovani genotipovi u cijelom istrazivanju odgovarali su sorti kratosija; pojav-
ljuju se ¢ak 125 puta, $to znadi da svaki éetvrti cokot vinove loze, uzorkovane
u Crnoj Gori, odgovara ovoj sorti. Najvise gajena crnogorska sorta, vranac,
bila je i druga po ucestalosti u uzorkovanju (78), dok je lisica bila tre¢a sa 28
ponovljenih uzoraka. Znaéajan broj puta (28) pojavila s i turska sorta vino-
ve loze parmak cerven, poznata i kao razaklija u Crnoj Gori. Druge pozna-
te sorte koje su se pojavile viSe puta su: bratkovina bijela (10), chaouch blanc
(4), plavina crna (3), koenigin der veingaerten (3), prokupac (3), lagorthi, co-
arna alba, muscat i petits grains blanc i muscat hamburg.

Medu preostalih 72 nepotpuno identifikovana genotipa Vitis vinifera sati-
va (bez primarnog imena), 23 su pronadena na vise od jedne lokacije u Crnoj
Gori, a, u nekim slu¢ajevima, i u obliznjim zemljama. Cetrnaest ih se pojavi-
lo samo prilikom uzorkovanja u Crnoj Gori i najverovatnije odgovaraju jedin-
stvenim lokalnim sortama i u mogudoj su opasnosti od nestanka. Njih treba
okarakterisati/opisati na svim nivoima (poredenje sa ranije poznatim sortama
na podrudju, identifikacija pedigrea i analiza genetskih odnosa, proizvodnja
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512 samples:
46 wild + 466 cultivated
151 genotypes
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Foto 2. Distribucija genotipiziranih uzoraka na osnovu njihove sli¢nosti, gajenog
ili divljeg porijekla, kao i poklapanja sa drugim genotipovima u bazi SNP

grozda, proucavanje kvaliteta grozda i enoloskog potencijala) u cilju kreira-
nja kataloga crnogorskih autohtonih sorti sa informacijama o njihovoj pro-
izvodnji u razli¢itim regionima, kao i o njithovom enoloskom potencijalu.

Preostalih 49 genotipova predstavljeno je jednim uzorkom i moglo bi od-
govarati minornim sortama koje su u opasnosti od izumiranja ili genotipovi-
ma dobijenim iz nezavisne klijavosti sjemenke u vinogradima. Oni, takode,
zasluzuju da budu okarakterisani na svim nivoima jer predstavljaju potenci-
jalne sorte za povecanje diverziteta sorti i vina u Crnoj Gori. Informacije lo-
kalnih ampelografa i poljoprivrednika su veoma relevantne za identifikaciju
moguc¢ih imena ovih genotipova. Tako je ukupan broj nepoznatih genotipo-
va, zastupljenih samo u uzorkovanju, u Crnoj Gori bio 63.

Karakterizacijom genotipova SNP hloroplasta omoguéeno je odrediva-
nje hlorotipa crnogorskih uzoraka vinove loze. Hlorotip A je bio prisutan u
vedini uzoraka divljih sorti (30) i to odgovara onome $to je nadeno u popu-
lacijama divljih sorti zapadne Evrope i sjeverne Afrike [1]. Pored toga, hlo-
rotip C je detektovan u Sest uzoraka i hlorotip D u sedam. Medu kultivisa-
nim sortama, ova raspodjela je obrnuta, sa dominacijom hlorotipa C (43) i
D (35) i manjim prisustvom hlorotipa A (16) i B (2).

Prouc¢avanjem genetske strukture jedinstvenih genotipova jasno se dijeli
veéina uzoraka sativa i sylvestris u dvije razlicite grupe (Foto 3). Medutim,
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Foto 3. Genetska struktura gajenih i divljih crnogorskih ¢okota. Svaki ¢okot je
predstavljen vertikalnom prugom. Za svaku od njih, plava i narandzasta frakcija
predstavljaju pretka tog genotipa za gajene (plave) i divlje (narandzaste) populacije

otkriveni su i intermedijarni genotipovi koji ukazuju na postojanje genetskog
protoka izmedu kultivisanih i divljih uzoraka. Pored toga, otkriveni su na-
izgled pogresno klasifikovani divlji i kultivisani uzorci koji ukazuju na posto-
janje nekoliko kultivisanih formi koje su veoma povezane sa divljom vinovom
lozom, kao i divljim formama koje imaju kultivisano porijeklo. Proucavanje
njihovih hlorotipova i genetskih odnosa prvog stepena moze pruziti odgo-
vore o njihovom porijeklu.

ZAKLJUCAK

Otkriven je veliki genetski diverzitet, mnogo ve¢i od onog koji je trenut-
no opisan, $to dokazuje dugu istoriju vinogradarstva u regionu Balkana i
naglasava posebnu vaznost crnogorskog vinogradarstva. Otkri¢e 63 neiden-
tifikovana genotipa u Crnoj Gori ilustruje raznolikost vinove loze u zemlji
sa prosje¢nim promjerom od 150 kilometara. Ovi genotipovi su jedinstve-
ne sorte i potencijalne sorte koje mogu biti autohtone sorte, koje ne posto-
je na drugim mjestima. Medu njima moZemo spomenuti imena kao lisi¢i-
na, ¢ubrica, manita loza/krsta¢ gogolj, crna razaklija, zadrimka, kosoranka,
kadarun itd.

Vtlo $iroko uzorkovanje starih ¢okota u tradicionalnim vinogradarskim
podru¢jima u Crnoj Gori, zajedno sa upotrebom i analizom molekularnih
alata (nuklearnih i hloroplastnih SNP), omogu¢ava definisanje postojeée ge-
netske raznolikosti, identifikaciju poznatih i novih sorti, utvrdivanje genet-
ske strukeure i roditeljskih odnosa, te odnose izmedu kultivisanih i divljih
uzoraka u Crnoj Gori na nepristrastan nacin.

Efikasno ocuvanje i kori$éenje crnogorske genetske raznolikosti vino-
ve loze treba da bude podrska produktivnom i odrzivom razvoju crno-
gorskog vinogradarstva. Dalja dublja karakterizacija proizvodnih osobina
i enoloskog potencijala novih genotipova doprinijeée razvoju vinogradar-
stva u potpunosti zasnovanog na autohtonim sortama. U cilju evaluacije i
oluvanja, ,Plantaze” su podigle cksperimentalni vinograd (Nacionalna ko-
lekcija) na Cemovskom polju sa svim potvrdenim genotipovima domaéih
i autohtonih sorti.
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GRAPEVINE GENETIC DIVERSITY IN MONTENEGRO
Summary

Balkans have a long history of grapevine cultivation. Its geographical position be-
tween Near East and Western Europe make of this region a land of passage and a cul-
tural bridge, contributing to the enrichment of grapevine genetic diversity. In addi-
tion, several studies have shown the existence of a particular grapevine genetic pool
in this region, different from that of neighbor regions.

Aiming to study the Montenegrin grapevine genetic heritage, Montenegro and the
ICVYV established an international consortium that carried the largest prospection of
old vine plants ever done in the country. A total number of 512 grapevine plants were
sampled across Montenegrin traditional viticulture regions, mostly corresponding to
cultivated (sativa) plants, but also including 46 samples of wild (sy/vestris) grapevines
collected in diverse river basins. All samples were genotyped with SNP molecular
markers for both nuclear and chloroplast genome polymorphic sites.

Comparisons among the 512 genotypes generated identified 151 different ones, 43
of which corresponded to vines sampled as sylvestris, and 108 to cultivated plants, in-
cluding three interspecific hybrids. Among the 105 V. vinifera sativa genotypes, 33
matched with known true genotypes present in the ICVV-SNP database. Interesting-
ly, 125 samples corresponded to Kratosija, which was the most repeated genotype in
the sampling. One every four old vines sampled in Montenegro corresponded to this
variety. As expected, other traditional Montenegrin varieties such Vranac and Lisica
also appeared many times (78 and 28 times, respectively). Regarding the 72 not-ful-
ly identified V. vinifera sativa genotypes, 23 matched with genotypes represented by
more than one sample in the database from different origins, although not assigned
to a given variety. They most probably correspond to true varieties. Fourteen of them
were only detected in the Montenegrin sampling and could represent local unknown
varieties. The remaining 49 genotypes were represented by a single sample, what makes
its consideration as real varieties doubtful. They could correspond to grapevines derived
from spontaneously germinated seeds or to ancient varieties close to extinction. Thus,
the total number of unknown genotypes represented only by samples from Montene-
gro is 63, more than 50 percent of the V. vinifera sativa genotypes identified.

Key words: grapevine varieties, SNP markers, Vitis vinifera sativa, Vitis vinifera
sylvestris
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