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SAZETAK

Divlja loza (Vitis vinifera subsp. sylvestris Gmel Hegi) je dvodomna drvenasta
penjacica i srodnik kultivirane loze (Vitis vinifera subsp. vinifera L.) koja je uglavnom
hermafroditna. Prirodna sylvestris staniSta su relativho netaknute Sume u neposredno;j
blizini vode. Sylvestris i vinifera ¢ine genetski i taksonomski kontinuum §to otezava
njihovu identifikaciju. MorfoloSka i genetska svojstva te gospodarski i oplemenjivacki
potencijal divlje loze istrazuju se intenzivno od poCetka 21. stolje¢a kao izvor genetske
varijabilnosti koji bi se mogao iskoristiti za oplemenijivanje kultivirane loze zbog pritiska
Stetnih organizama, stresova, genetske erozije te nepovoljnog ucinka klimatskih
promjena na sortiment kultivirane loze. Ovim istraZivanjem provedena je detaljna
morfoloSka i genetiCka karakterizacija te analiza gospodarski vaznih svojstava 112
sylvestris jedinki sa sedam in situ populacija u Hrvatskoj te 67 F1 sjemenjaka sylvestris
jedinki. MorfoloSka karakterizacija obuhvatila je mladicu, odrasli list i spol cvijeta putem
21 OIV deskriptora. Morfometrijske karakteristike grozda, bobica i sjemenki odredene
su direktnim mjerenjem na dostupnim Zzenskim jedinkama. Fenotipski opis bolesti
pepelnice i plamenjaCe pracen je temeljem razvoja simptoma in vivo na jedinkama
sjemenjaka te inokulacijom isje¢aka listova (leaf disk) sporama i praéenjem pod stereo
mikroskopom. Genetske analize provedene su upotrebom 24 SSR lokusa, devet
kloroplastninh SSR, Cetiri SSR lokusa za otpornost na bolesti te APT3 markerom za
determinaciju spola cvijeta. MorfoloSkim analizama definiran je najces¢i sylvestris profil.
Utvrdeni su grozdovi malih dimenzija i vecih vrijednosti ukupne kiselosti u soku kod
sylvestris u odnosu na kultivare plemenite loze. Analizom sjemenki utvrdene su
znacajne razlike izmedu sylvestris i vinifera sjemenki i potvrdila pouzdanost ovog
svojstva u definiranju sylvestris profila. Mikrosatelitskim markerima utvrden je visok
polimorfizam istrazivanog seta, ali i manja genetska raznolikost sylvestris u odnosu na
vinifera i podloge za vinovu lozu uklju€ujuéi i broj privatnih alela. Klaster metode (NJ,
PCoA i Structure) jasno su razdvojile grupe sylvestris, vinifera i podloge za vinovu lozu,
ali je utvrdeno preklapanje grupa sylvestris i vinifera §to upuéuje na protok gena u
manjem obimu. Utvrdeno je 19% jedinki unutar populacija sylvestris koje taksonomski
ne pripadaju podvrsti sylvestris, te su oznaCene kao feralne. Potvrdena je strukturiranost
sylvestris populacija koja prati geografsku distribuciju populacija, pri ¢emu juzne,
dalmatinske populacije imaju vecu genetsku raznolikost (Imotski, Ho=0,72) od
kontinentalnih (Lukovdol, Ho=0,54). Potvrdena je prisutnost dva klorotipa A i D, s
dominacijom klorotipa A (64%). Puno roditeljstvo rekonstruirano je za 23% sjemenjaka
pri ¢emu su oba roditelja bila unutar sylvestris populacija. Izdvojena grupa sjemenjaka
sylvestris pokazala je razliite razine fenotipske djelomi¢ne otpornosti na pepelnicu i
plamenjacu. Analiza alelne razli¢itosti na lokusima SC47-18 i UDV124 koji su povezani
s Renl gen lokusom identificirala je sylvestris jedinke sjemenjaka i in situ koje nose
rezistentne alele.

Primjena morfoloskih i genetskih metoda pokazala se korisna u identifikaciji true to
type sylvestris i razlikovanju od vinifera i loznih podloga. Identifikacija feralnih jedinki
samo morfoloskim analizama nije bila dovoljna vec¢ ju je bilo potrebno kombinirati s
genetickim metodama od kojih je posebno informativna bila metoda Structure. Rezultati
upucuju na vecu slicnost hrvatskih sylvestris populacija populacijama zapadne Europe,
no pojedine populacije i svojstva bila su bliza isto€nim i crnomorskim populacijama to
odgovara geografskom polozaju Hrvatske izmedu ovih regija.

Kljuéne rijeéi: Vitis vinifera subsp. sylvestris, mikrosateliti, genetska raznolikost,
klorotip, struktura populacija, roditeljska analiza, protok gena, APT3, leaf disk



MORPHOLOGICAL AND GENETIC DIVERSITY OF WILD GRAPE (Vitis
vinifera subsp. sylvestris Gmel Hegi) IN CROATIA

Wild grape (Vitis vinifera subsp. sylvestris Gmel Hegi) is dioecious woody liana, a
relative of the cultivated grapevine (Vitis vinifera subsp. vinifera L.) which is mainly
hermaphroditic. The natural habitats of sylvestris represent relatively unaltered forests in
close proximity to water. Sylvestris and vinifera in natural habitats form a genetic and
taxonomic continuum which makes their identification difficult. Morphological and genetic
traits, productive and breeding potential of sylvestris have been intensively investigated
since the beginning of the 21st century due to pest pressure, stress, genetic erosion and
the adverse climate change effects on cultivated crops. This study aimed at detailed
morphological and genetic characterization and analysis of economically important traits of
112 sylvestris individuals at seven in situ populations in Croatia and 67 F1 sylvestris
seedlings. Morphological characterization encompassed descriptions of shoot, adult leaf
and flower sex using 21 OIV descriptors. Morphometric characteristics of clusters, berries,
and seeds were determined by direct measurement on female individuals available.
Phenotypic description of powdery and downy mildew was carried out on sylvestris
seedlings by observing development of symptoms in vivo and leaf disk inoculations with
monitoring of fungal spores under a stereo microscope. Genetic analyzes were performed
using 24 SSR markers, nine chloroplast SSR markers, four resistance related, R-SSR
markers and DNA APT3 marker for flower sex determination. Morphological analyzes
defined the most common sylvestris profile. Small clusters and higher values of total acidity
in the juice of sylvestris were recorded compared to vinifera cultivars. Seed analysis
revealed significant differences between sylvestris and vinifera and confirmed its reliability
in defining sylvestris profile. Only the seed width was not significantly different parameter
between sylvestris and vinifera. Seed morphology was less reliable in discriminating
sylvestris from feral accessions.

Microsatellite markers revealed a high polymorphism of the studied set, but also a
lower genetic diversity of sylvestris compared to vinifera and rootstocks, including the
number of private alleles (PA). There was 12 PA in sylvestris cluster observed but PA
showed sensitivity to the change in size of the sample set. Cluster methods (NJ, PCoA and
Structure) clearly differentiated groups sylvestris, vinifera and rootstocks, but also revealed
an overlaps between sylvestris and vinifera groups, indicating gene flow to some extent.
Analyses identified about 19% of individuals within sylvestris populations that taxonomically
do not belong to the subsp. sylvestris and were designated as feral. Croatian cultivars
showed on average a lower level (9%) of admixed genotypes than the western European
cultivars (24%), while the amount of admixed genome in Croatian sylvestris accessions
originating from vinifera pool was similar between Croatian and the western European
vinifera clusters. The structure of sylvestris populations was slightly fragmented but follows
the geographical distribution of populations, with the southern Dalmatian populations having
greater genetic diversity (Imotski, Ho = 0.72) than the continental ones (Psunj, Ho=0,60 and
Lukovdol, Ho = 0.54). Inbreeding coeficient (F) in the studied set was negative indicating an
excess of heterozygots and high genetic diversity of the studied set. Two sylvestris
populations with negative F values (Imotski and Krka) showed highest number of feral
individuals while other populations were positive for F values indicating higher level of
inbreeding depression. The presence of two chlorotypes A and D from a previous study was
confirmed, with a predominance of chlorotype A (64%). The full parentage was determined
for 23% of the seedlings analysed with both parents originating from sylvestris populations.
Parent-pair analysis have not showed any reliable parent-offspring trio, but allowed us to
assume the higher hybridization events within a single sylvestris population and thus higher
isolation between the studied populations. The subset of sylvestris seedlings showed
different and partial levels of phenotypic resistance to powdery and downy mildew. Analysis
of allelic diversity at the SC47-18 and UDV124 loci associated with the Renl gene locus



identified sylvestris seedlings and in situ individuals carrying resistant alleles. The highest
number of R-alleles was detected on the SC47-18 marker. Individuals that showed
resistance alleles, especially those having two R-alleles have shown a consistent resistance
in biological tests and deserve to be additionaly studied (SjPak3, SjCer7, SjCerl4, SjCer23).

Morphological and genetic methods applied in this study have proved to be useful in
the identification of true to type sylvestris, to distinguish sylvestris from vinifera and
rootstocks. The identification of feral individuals by morphological analyzes alone was not
sufficient and requires combined analysis with genetic methods of which the Structure
method proved to be particularly useful. The results indicate a greater similarity of Croatian
sylvestris populations with the populations of the Western Europe, but some populations
and individual traits showed affinity towards eastern and Black Sea populations, which
corresponds to the geographical position of Croatia between these regions.

Keywords: Vitis vinifera subsp. sylvestris, microsatellites, genetic diversity,

chlorotype, population structure, parentage analysis, gene flow, APT3, leaf disk assay
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PRILOZI



Popis kratica

AFLP Amplified fragment length polymorphism
ANOVA analiza varijance

bp parovi baza (base pairs)

br broj

cpSSR kloroplastna DNA

CcpSSR kloroplastni SSR lokusi
DNA deoksiribonukleinska kiselina
dNTP deoksiribonukleotid-trifosfati
Fwd Forward (pocetnica)

God godina

H-O voda

InWiGrape projekt: Increasing the efficiency of conservation of wild grapevine genetic
resources in Europe

L C kategorija najmanje ugrozenosti za opstanak vrste (least concern)
LOD Logarithm of the odds

LSD Least significant difference

MAS selekcija upotrebom markera (Marker assisted selection)

MgCl, magnezijev klorid

NaOClq) vodena otopina natrijevog hipoklorita

NSSR nuklearni mikrosatelitski lokusi

OIV Organisation Internationale de la vigne et du vin

PCD programirana smrt stanica (Programmed cell death)

PCR lan&ana reakcija polimerazom (Polymerase chain reaction)

QTL lokusi za kvantitativha svojstva (Quantitative trait loci)

RAPD Random Amplified Polymorphic DNA

Renl lokus otpornosti ha pepelnicu (Resistance to Erysiphe necator)
RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism

Rpv1 lokus otpornosti nha plamenjacu (Resistance to Plasmopara viticola)
R-SSR SSR lokusi nosioci otpornosti

Run1l lokus otpornosti na pepelnicu (Resistance to Uncinula necator) — stariji naziv
Rvs Reverse (pocetnica)

SNP polimorfizam jednog nukleotida (Single nucleotid polymorphism)

SSR mikrosatelitski lokusi /markeri (Simple sequence repeat)



sylvestris Vitis vinifera subsp. sylvestris Gmel Hegi

True to Type 'pravi' ili 'oCekivani' sylvestris genotip za koji se empirijski moze reéi da
pripada pravoj divljoj lozi

UNESCO United Nations Educational, Scientific and Cultural Organization
UPGMA Unweighted pair group method with arithmetic mean
vinifera Vitis vinifera subsp. vinifera L.

VIVC European Vitis Database



Popis tablica

Tablica 2.1. Haplotipovi vinove loze i pripadajuci klorotipovi na 9 cpSSR lokusa prema
Arroy0-Garcia i SUF. (2000) ........ccceiueeeeriiiieiesieete et e e te et e e et e s te e e aesreesaesbesrnensesreennas 16

Tablica 3.1. Popis 136 uzoraka potencijalnih sylvestris jedinki sa sedam in situ lokaliteta u

HIVAESKOJ ...ttt sttt et b e s b et s et ebesn e e 23
Tablica 3.1. NASTAVAK L.......coeiiieiriiririe ettt st sttt be e naas 24
Tablica 3.1. NASTAVAK 2....c.oeiieeeeee ettt st ee et sneeneas 25
Tablica 3.1. NASTAVAK 3......ceoieiieee et sttt aan 26
Tablica 3.1. NASTAVAK Z......cooiieiiieeeee ettt st sttt saeaas 27
Tablica 3.1. NASTAVAK 5....ooeeeeieeeee et sttt nes 28
Tablica 3.2. Popis F1 sjemenjaka originalnih in situ sylvestris zenskih jedinki.................... 29
Tablica 3.2, NASTAVAK L.....ccooieeeieececeeee ettt sttt st e neesn e e sneeneas 30
Tablica 3.2, NASTAVAK 2.....cc.oeieeeeeceeeeee ettt sttt s re et et e s sn e s e sneenees 31
Tablica 3.3. Izdvojeni set od 21 OIV deskriptora koristen za morfoloSku evaluaciju
SYIVESIIIS JEAINKI ..c.veeveeiictieieciecee ettt ettt e s e e ra e e steesbesbe e s estesraessesteennens 38
Tablica 3.4. Karakteristike 24 NSSR IOKUSA ........ccceeveeiirieierieeeseceee e 43
Tablica 3.4. NASTAVAK ....ccueeieiecieeceee ettt e se e e e tesneeneas 44
Tablica 3.5. Uvjeti i koncentracije komponenata koridtenih za lanéanu reakciju
polimerazom (PCR) amplifikaciju izabranih SSR lokusa i APT3 Indel markera.................. 45
Tablica 3.6. Karakteristike 9 SSR lokusa koristenih u analizi kloroplastne DNA................. 46
Tablica 3.7. Koncentracije i volumeni kemijskih komponenata potrebnih za amplifikaciju
CPSSR lokusa prema MURIPIEKSIMAL.......cc.oiirieiiieieeee e 47
Tablica 3.8. Karakteristike specificnih lokusa (R-SSR) povezanih s otpornosti na E.
NECALON | P. VITICOIA ...evieieeieiieieeieees ettt ettt sb ettt e e sessesbeneens 48
Tablica 3.9. DuzZine DNA fragmenata dijagnostickog markera APT3 (Fechter i sur., 2012)
.......................................................................................................................................................... 49
Tablica 3.10. Fenotipska ocjena stupnja zaraze pepelnicom (OIV 455) i plamenjacom OIV
A52) ettt h bbb e bt bRt e h bbbt nh bt e b et e neebeebe e nnen 52
Tablica 4.1. Najc¢eS¢e morfolosSke karakteristike in situ sylvestris jedinki...........cccccecvevneenee. 61
Tablica 4.1. NASTAVAK L.......coviiiieiiriiieeree ettt sttt see s 62
Tablica 4.1. NASTAVAK 2.......coiiiieiieiiieeeeee ettt sttt sae s 63
Tablica 4.2. Morfometrijske karakteristike grozdova istrazivanih sylvestris jedinki u 2017. i
2018, GOUINIc.riteeiiiiieieeece ettt ettt e st e e e e te et e s be s b e tesba e besteera e beeasentesbeeaeteeraentesteenrans 65
Tablica 4.3. Fizikalno-kemijska analiza mosta SyIVeStIiS ........ccccceveeeevecceececeeeeeeeee, 68
Tablica 4.4. MorfoloSka analiza dorzalne strane sjemenki sylvestris i vinifera tijekom 2017.
240 1 < T o o To 11 = RS TURST 70
TabliCa 4.4, NASTAVAK .....c..eeeeeee ettt sttt et neas 71

Tablica 4.5. Pokazatelji genetske raznolikosti i informativnosti na proc¢iS¢enom in situ
sylvestris skupu na 24 SSR lokusa: broj analiziranih jedinki (N), broj alela po lokusu (Na),
broj efektivnih alela po lokusu (Ne), informacijski indeks (), opazena heterozigotnost (Ho),
oCekivana heterozigotnost (He), nepristrana o€ekivana heterozigotnost (uHe),
informacijski sadrzaj polimorfizma (PIC), vjerojatnost identiteta (PI), fiksacijski indeks (F),
nul aleli (Fnul) odstupanje od Hardy-Weinberg ravnoteze (HWE).........cccccoovevvvvieecerennnnns 74



Tablica 4.6. Genetska raznolikost sylvestris populacija u Hrvatskoj na osnovi proc¢iséenog
skupa (n=88) u usporedbi sa skupom sorata (n=152) i podloga (n=7) na 20 SSR lokusa.
Populacije Grab i Gizdavac su izostavljene iz analize zbog malog broja jedinki. ............... 75
Tablica 4.7. Popis privatnih alela s pripadajuéim frekvencijama) po populaciji utvrdenih
analizom prociS¢enog sylvestris i skupa od 159 divergentnih genotipova vinifera i loznih

[0T0To | [oTo - VU TR SRR 76
TabliCA 4.7. NASTAVAK ....c.eeeeiieiieiieire ettt sttt seenaan 77
Tablica 4.8. Analiza o€instva F1 sylvestris sjemenjaka...........cccoceveveneneneneneneeeseeeneee 80
Tablica 4.9. Fenotipske karakteristike feralnih jedinki prema 21 OIV deskriptoru............... 89
Tablica 4.9. NASTAVAK L.....ccooeeeieeeeee ettt st see e sesneeneas 90
TabliCa 4.9. NASTAVAK 2.ttt et st e ses s ns e sensae s 91
TabliCa 4.9. NASTAVAK 3.......cooiiieeieie e st et et seb b st et et ees e ee st 92
Tablica 4.10. Popis specifi¢nih alela feralnih jedinKi..........ccccoocvvviineeneneeeeeeeeeen 93
Tablica 4.11. Polimorfizam R-SSR lokusa in situ sylvestris skupa na pepelnicu (OIV 455) i
plamenjacu (OIV 452). Jedinke nosioci R-alela jaCe su podebljane .........cccccocevvvvecvrennns 95
TabliCa 4.11. NASTAVAK .....c.ecieieiieieeieeere ettt st sttt e e seebeseennas 96
Tablica 4.12. Korelacija izmedu in vivo i in vitro metoda za analizu otpornosti na pepelnicu
.......................................................................................................................................................... 98

Tablica 4.13. Ocjene simptoma bolesti i polimorfizam R-SSR lokusa na 67 sjemenjaka za
otpornost na E. necator (OIV 455) i P. viticola (OIV 452). Jedinke nosioci dva R-alela jace
su istaknute. Podskup od 35 sjemenjaka uklju¢enih u in vitro analize izdvojen je u gornjem

GIEIU TADIICE ...ttt b ettt ettt b b 102
TaADlICA 4.13. NASTAVAK L.ttt e e et e e e et e e e ee e e e e seeeeeeeaeeesssaeeessaaeeesesaeeas 103
TADICA 4.13. NASTAVAK 2.t e et e e e e et e e s eeeeeesereteseeaeresesareeessaaeresesarenes 104

TaADCA 4.13. NASTAVAK 3. ettt ettt e e e e e e e teeeeessesas s eaereeesesasasnereeesesesanaenes 105



Popis slika

Slika 2.1. Rasprostranjenost sylvestris (preuzeto s: http://www.eu-vitis.de/index.php,

17.3.2009) e ettt ettt h bt b e bt e b et et e st eneeresbeebeneens 5
Slika 2.2. Stanista sylvestris: 1-obalna zona (ravnica, laguna, usée), 2-glavni naplavni tok,
3-dolina, 4-visoravan, 5-tjesnac, 6-jaruga uz padinu ili uz rub doline, 7-padina (preuzeto iz

BIagiNi | SUF., 2014).....eecieieeeeee ettt sttt e st e et este s reetesbeera e besreensesbeesaesteareensesreernens 6
Slika 2.3. List sylvestris s lokaliteta Ketsch u Njemackoj (Schneider, Julius Kihn-Institut,

B | TSRS 8
Slika 2.4. MorfoloSka grada zenskog, muskog i hermafroditnog tipa cvijeta u V.vinifera
(MasSONNEL i SUN., 2020)......ccireriiieieieierieste ettt sttt s bt b e s b b et et et eneeseeseebenaens 9
Slika 2.5. Renl regija ha kromosomu 13 sorte 'Kishmish vatkana' (B).........cccceevevevierieennes 22

Slika 3.1. Karta Hrvatske s lokacijama in situ sylvestris populacija (www.d-maps.com) ... 32

Slika 3.2. Sylvestris u Sumi na lokalitetu PSUNj.........cccccveieiiiieiececeeeeee e, 33
Slika 3.3. Sylvestris u Sumi mjesta Rti¢ kod Lukovdola............cccevevierinieninieceneceee s 33
Slika 3.4. Sylvestris u Nacionalnom parku PakIeniCa............ccceveeirerinineneneneiceescscene 34
Slika 3.5. Sylvestris u Nacionalnom parku Krka..........cccceceveieeceniciecceeeseseeceese e 34
Slika 3.6. Sylvestris na lokalitetu GIZAAVAC ...........ccceeiririeririeieee e 35
Slika 3.7. Sylvestris Na [0Kalitetu Grab...........c.ccvicieieiiiicececeeee e 35
Slika 3.8. Sylvestris na lokalitetu Imotski (MOAro JEZEI0) ......ccueceveeeerrieeeiecieeceese e 36

Slika 3.9. Sjemenke Vitis vinifera L. Dorzalna (D), lateralna (L) i ventralna (V) strana: 1
ukupna duzina sjemenke, 2 maksimalna Sirina sjemenke, 3 debljina sjemenke, 4 Sirina
kljuna kod hiluma, 5 Sirina kljuna pri bazi sjemenke, 6 duzina kljuna s dorzalne strane.... 40

Slika 3.10. Izolacija DNA U [aD0ratoriju ........cc.ccveieiririniierieieees et 41
Slika 3.11. Prikaz elektroferograma dva sylvestris sjemenjaka za lokus VVS2 u programu
(=T 0[] = o] 01 SRS 50

Slika 3.12. In vitro testiranje otpornosti na bolesti metodom isjeCaka listova (leaf disk).... 51
Slika 3.13. Pepelnica lista sjemenjaka sylvestris pod stereo mikroskopom: a) sporulacija

E. necator na licu lista, b) 1anCi 0Idija ........cecvvveeieiieieeceeeee e s 52
Slika 3.14. Plamenjaca lista vinifera pod stereo mikroskopom: a) gusta sporulacija na
nali¢ju, b) spore vidljive pod svjetlosnim mikroskopom uz povecanje 10 X........cccccevevrenene 52
Slika 4.1. Razlike u stupnju zbijenosti grozda SYIVESLIS ........ccccovvereerieeeiereeeeseeeee e, 66
Slika 4.2. PCA grupiranje sylvestris i vinifera na osnovi uvometrijskih podataka analizirano
U Programu SEALISTICA .....c.ecvieieiiicieeiecieceeste ettt et e ste e et et e e s e te s e e testeesaesbesaeesesbeensesteesnans 66
Slika 4.3. Grupiranje sylvestris i vinifera prema uvometrijskim podacima u 2017. i 2018.
godini UPGMA metodom u programu SEatiStiCa..........cceeceevieeeeveceeiececeeecre et 67
Slika 4.4. Morfologija dorzalne strane sjemenki Sylvestris i Vinifera.........c.ccoeveveevvenencnnene 69

Slika 4.5. PCA grupiranje sjemenki sylvestris i vinifera analizirano u programu Statistica 72
Slika 4.6. Grupiranje sylvestris i vinifera na osnovi morfologije sjemenki u 2017. i 2018.

godini putem Ward metode u programu StatiStiCa ..........cccevvreerereriiereeeeesee e 72
Slika 4.7. Distribucija klorotipova procCis¢enog sylvestris skupa po populacijama u
Hrvatskoj (WWW.A-MaPS.COM).....ooriiiiieiiriiiieieseeteste et ete e e ste e te s e esse e e s e sesseesesteesaensesneenes 79

Slika 4.8. NJ grupiranje procis¢enog skupa od 250 jedinki: vinifera (e), lozne podloge (m)
te sylvestris (A), analizirano u Mega software na standardiziranoj matrici udaljenosti
KOVAITJANCE. ... oottt sttt ettt e st et e st e s ae et e s te et e beesaessesseesseseeessassesssessesseessestennsans 82
Slika 4.9. Distribucija jedinki pro€iséenog sylvestris skupa i 159 genotipova vinifera i
podloga pomoc¢u PCoA provedeno u programu GENAIEX.........ccecuvveeevereeeenieeeenieseeseseeenens 83



Slika 4.10. NJ grupiranje sjemenjaka sylvestris pomoéu Mega programa...........ccccceevenene 84
Slika 4.11. NJ grupiranje sjemenjaka unutar in situ jedinki sylvestris pomoc¢u Mega

(1070 = 1o £ = VOO OO OSSPSR 84
Slika 4.12. Delta K: stopa promjene vjerodostojnosti izmedu uzastopnih vrijednosti K, 10
Pronoda Za SVAKI K.......ccoiiiiiiieeee ettt 86

Slika 4.13. Graficki prikaz strukture prociséenog skupa i skupa 159 genotipova za
najvjerodostojniji k=4 prema Structure analizi. Jedinke su prikazane vertikalnim stupcem i
bojom sukladno koeficijentu q i pripadajucoj izvornoj SKUPINi .........ccccceeeeveneeceenenceeceseeens 86
Slika 4.14. Oboljeli grozd jedinke Krka20 (a) i simptomi plamenjace lista jedinke Grab3 (b)

Slika 4.15. In vivo otpornost sjemenjaka i sorata na E. necator u 2018. i 2019. godini...... 97
Slika 4.16. In vitro otpornost sjemenjaka i sorata na E. necator u 2018. i 2019. godini (leaf
(0 5] SRS 98
Slika 4.17. Osjetljivost sjemenjaka na E.necator na licu lista prema skali OIV 455: 1-3-5-7-
9 s lijeva na desno (redom NAVOGEN]A) ........ccuevveieirireniirienieieeee ettt 99
Slika 4.18. In vitro otpornost sjemenjaka i sorata na P.viticola u 2018. i 2019. godini (leaf
(057 OSSR 100
Slika 4.19. Osjetljivost sjemenjaka na P. viticola na nali¢ju lista prema skali OIV 452: 1-3-
5-7-9 s lijeva na desno (redom NAaVOAEN]aA) .......ccccerereririenienieieieieesese e 100
Slika 4.20. Usporedba in vivo i in vitro opazanja razvoja E. necator tijekom 2018. i 2019.



Popis priloga

Prilog 1. Popis hrvatskih sinonima za divlju 1o0zu (SYIVESLIiS)......cccecevvvieveieeiececeeeceee, 135
PrlOg L. NASTAVAK .....ccveieieiieiieiieiee ettt sttt be e nes 136
Prilog 2. Popis divergentnih genotipova za analize uskladene na 20 SSR lokusa........... 137
Prilog 2. NASIAVAK L.....oovieeeiiecee ettt sttt teeaa e besaeeaesreeanas 138
PrlOg 2. NASTAVAK 2.....c.coieieiiiieieeieeeesee ettt sttt 139
Prilog 2. NASIAVAK 3.....ccuoieieeeeeeee ettt sttt e re et e reeanan 140
Prilog 3. Popis divergentnog skupa kultivirane loze uklju¢en u uvometrijske analize,
morfometrijske analize sjemenki i otpornosti na gljivicne bolesti..........cccccevvevivvecenenenen. 140
PrIlOg 3. NASTAVEAK .....ccveiiieieiicieee ettt sttt be e 141
Prilog 4. MorfoloSki profil pro¢iSéenog sylvestris seta na osnovi 21 OIV deskriptora....... 142
Prilog 4. NASTAVEK L.....c..coiiiiiiieiiiieeesee ettt ettt sbe e nes 143
Prilog 4. NASTAVEK 2........ooviiiiiiieieieeeeseeee ettt sttt nes 144
Prilog 4. NASTAVAK 3.....oceieieiieeee ettt sttt st st e e b e eae et e reeanas 145
PrIlOg 4. NASTAVAK 4......c.oouieieiieiieieeeet ettt sttt ettt be e nen 146
Prilog 4. NASTAVAK B.....ocuviieeeeeeee sttt sttt st s be et e eae et e reennas 147
Prilog 4. NASTAVAK B......cocveecvieeeee ettt et ettt e s ens s s st st e be b s esa s enes sassnssannnes 148
PrIlOg 4. NASTAVEAK 7 .....ovvieiieieiieeeeicie ettt sttt et ses et ses et et ettt s 149
Prilog 4. NASTAVAK B......cocuecieeeee ettt et ettt es et e ses s s st sttt et na s s s nee 150
PrlOg 4. NASTAVAK O.......coouiriieiiiececici ettt ettt st e s ettt s 151
Prilog 4. NASTAVAK L0.......c.covurieieirieieieie ettt ettt st ses ettt et ses it s 152
Prilog 4. NASTAVAK LL......c.coiiieecee ettt st et ea e bbb sns s s s et sttt st s ena e saesenens 153
PrIlOg 4. NASTAVAK 12........ciiieieinieeieieieee sttt et ses st ses ettt et et sen e st 154
Prilog 5. Morfometrijske karakteristike grozdova 42 divergentne sorte u 2017. i 2018.

(o 0T 11 o T OO OSSO PSPPSRSO TRURURPRTOON 155
Prilog 5. NASIAVAK L.....ocviiieiiieeee ettt ettt sttt et st e s be e e besaneeesbeennas 156
1o Te TR T 0 = 1] = 7= 1SS 157
Prilog 5. NASTAVAK 3.....ooeieieeeeeee ettt sttt et st s be e et e san et e beeanas 158
Prilog 6. Fizikalno-kemijska analiza moS&ta 42 divergentne sorte vinifera u 2017. i 2018.

[0 oo 1 o OO TP 159
Prilog 6. NASIAVAK L.....cccvieeiiiiiieiee ettt sttt e e st e st esteeseebeeneensesneennas 160
Prilog 6. NASIAVAK 2.....ccviiieeieeeee ettt st e et st st e e e besanebeebeennas 161
Prilog 7. Mikrosatelitski profili ukupnog sylvestris seta s originalnih in situ lokaliteta na
podru€ju Hrvatske na 0snovi 24 NSSR I0KUSA..........cccerueieieieiricrese e 162
1o o TR = 1] = AV 1 SRS 163
Prilog 7. NASTAVAK 2.....ocvieeeeeeeee ettt ettt sttt et e st e s be e s e besanebesbeennas 164
Prilog 7. NASTAVAK 3.....ooeeieieeeeeee ettt sttt e e et e st e s beeaa e besan et e beennas 165
1o e TR = 1S3 = V71 SRS 166
Prilog 7. NASIAVAK 5......ooeceeeee ettt et ettt st ettt b ettt s ses ettt easseatn s 166
Prilog 7. NASTAVAK B......cocveveeieeeece ettt ettt ettt s s st s s e st ses et st st b s ses s snsnees 167
PrilOg 7. NASTAVAK 7 ..ottt sttt sttt et s s st s s et et s ses e es s sns st st st e s 168
Prilog 7. NASIAVAK 8.......oeieeeeeerie ettt sttt ses st et s s s s st et as s st st saesns s st st s 169
Prilog 7. NASTAVAK O....cocoieceee ettt ettt s s st s s st et s e es s sns e st st tn s 170
Prilog 8. Mikrosatelitski profili 67 sjemenjaka na osnovi 24 nSSR lokusa............cccceue...... 171
Prilog 8. NASIAVAK L......cccieiieciiieiiee ettt te e te et s e st e st e s te et e e be e saesesesnteenseentes 172
Prilog 8. NASIAVAK 2.....ccvieieiieeeee sttt sttt e e b ereete s neeanas 173
Prilog 8. NASIAVAK B......oiiieeciecie sttt ettt st sttt st s s s st st sas st bbbt aaeses et et sntea sensnens 174
Prilog 8. NASIAVAK ...ttt et ettt es b e ses s ses e st ses et ess et ess s sessrs st sansnnans 175



Prilog 8. NASIAVAK 5......cuoeeceeeseee ettt et ettt sss e st et st b s e s sns s e e sessaeas 176
Prilog 9. Frekvencije alela za grupe sorata, podloga i sylvestris na 20 SSR lokusa (aleli s
frekvencijom ve¢om od 0.3 za sylvestris i manjom od 0.3 za ostale grupe posebno su

152 1LV () TSR 177
Prilog 9. NASTAVAK L.......c.ooiiiriiiiiieiieieetse ettt sbe st ettt see e nnes 178
Prilog 9. NASLAVEAK 2.......cocveiecieeeeereseeceet ettt ettt s e sss s s s st sttt e sns e sessse st st st ess s ennsns 179
Prilog 9. NASLAVAK 3.......cocoeiecieeeereseeceet ettt ettt s e sss s s s st sttt e sns e sessre st st et ess s ennsns 180
Prilog 10. Polimorfizam ukupnog in situ sylvestris seta na APT3 markeru ..........c..cccc....... 181
Prilog 10. NASTAVAK L.....c.oocvieiiieeeee ettt sttt e st e e re e besaneaesreennas 182
Prilog 10. NASTAVAK 2......c.ooiiiiiieiiriieiesesteeeee ettt s sttt be e nes 183
Prilog 11. Polimorfizam 67 sjemenjaka na markeru APT3 za spol cvijeta ........cccccceeenenee. 183
1o T T I O F= 1S3 = A7 1 USROS 184
Prilog 12. Alelne varijacije i klorotipovi ukupnog in situ sylvestris skupa na 9 kloroplastnih

ST gl (0] N 7= SR 185
Prilog 12. NASTAVAK L......cceeiiieiieiiriieiesiesteeeet ettt sttt sbe e nen 186
Prilog 12. NASTAVAK 2......ooeiciiieeeee ettt sttt ettt e re et e san et e beeanas 187
Prilog 12. NASTAVAK 3......cooiiieiieiiiireee ettt sttt ettt be e 188
Prilog 12. NASTAVAK 4.....ooeeeeiieeee ettt sttt et s e s teere et e saeentesbeeanas 189
Prilog 13. Alelne varijacije i klorotipovi 67 sjemenjaka na 9 kloroplastnih SSR lokusa... 189
Prilog 13. NASTAVAK L......ccoeieiiiieiiitieierieseeteet ettt st sttt et sbe e enes 190
Prilog 13. NASTAVAK 2......ooeeceiiieeee ettt st ettt e re et e eae et e reeanas 191

Prilog 14. Udjeli genoma procis¢enog skupa sylvestris i 159 genotipova vinifera i podloga
(=250) u cetiri predlozena genska skupa prema Structure analizi. Istaknute su vrijednosti

(0 DO OSSOSO 192
Prilog 14. NASTAVAK L......ccoeiiieiieiiriieiesiesteseetet ettt sttt sttt ettt sbe e nnen 193
Prilog 14. NASTAVAK 2.......ocveeiiieeeee ettt sttt sttt et e st e s teere et e saeetesbeennas 194
Prilog 14. NASTAVAK 3.......oceieiieeeee ettt st ettt e se et ere e e neennas 195
o oo I B F= 13 = Y7 1 S SP 196

Prilog 14. NASTAVAK B......vieeeiiiecee ettt ettt sttt e e et e st e s beere e beeanetesbeeanas 197



1. UVOD

Vinova loza (Vitis vinifera L.) je gospodarski najzna¢ajnija i uzgojem najzastupljenija
voéna kultura u svijetu (De Andres i sur., 2012; Arroyo-Garcia i sur., 2016). Taksonomski je
podijeljena na dvije podvrste: kultivirana (Vitis vinifera subsp. vinifera L.) i divlja loza (Vitis
vinifera subsp. sylvestris Gmel Hegi). Divlja loza (sinonimi: vinjaga, vinika) bliski je srodnik
plemenite loze. Smatra se i jedinim endemskim taksonom porodice Vitaceae u Europi (De
Andres i sur., 2012). Sylvestris je poznat vise od 2000 godina kao i €injenica da vrlo malo
rodi (Ocete i sur, 2019). Postoje podaci da je sylvestris sve do 20. stolje¢a bio Siroko
rasprostranjen i koridten u ljudskoj prehrani (Maghradze i sur., 2015; Cantos i sur., 2017,
Cunha i sur., 2020).

Sredinom 20. stoljec¢a istaknut je problem genetske erozije kultivirane loze zbog
utjecaja Stetnih organizama te uzgoja tradicionalnih sorata uz podatak da svega 33 sorte
vinove loze €ine polovinu povrsina svjetskih vinograda (Emanuelli i sur., 2013; Maleti¢ i sur.
2015; Alston i Sambucci, 2019). Istrazivanja divlje loze intenzivirana su poCetkom 21.
stolje¢a razvojem molekularno-genetiCkih metoda, a iskazana je potreba za novim
saznanjima i poznavanjem varijabilnosti svojstava ukupne Vitis germplazme i moguénosti
razvoja novih genotipova koji bi bili tolerantniji na posljedice izazvane Kklimatskim
promjenama. Ovdje se vidi potencijal divlje loze koja se smatra jo$ i pretkom kultivirane
loze. IstraZivanja su usmjerena identifikaciji gena za otpornost na najznacajnije bolesti na
koje je vinifera uglavnom osjetljiva s obzirom na poticano oplemenijivanje u cilju dobivanja
veéeg uroda bolje kvalitete (veée bobice, viSi sadrzaj Secera) &to je Cesto praceno gubitkom
otpornosti na abiotske i biotiCke stresove (Benito i sur., 2017; Riaz i sur., 2018; Grassi i
Arroyo-Garcia, 2020).

Populacije sylvestris su fragmentirane i degradirane, u zapadnoj Europi Cesto i
potpuno unistene (Biagini i sur., 2016; Meléndez i sur., 2016). Divlja loza je smatrana
korovom i uniStavana (Meléndez i sur., 2016). Areal rasprostranjenosti najveéim dijelom je
vezan za Sume Mediterana, Srednjeg i Bliskog istoka, a naseljava vlazna stanista u blizini
rijeka, jezera i potoka. U nekim je zemljama, naro€ito zapadne Europe, strogo zasti¢ena
(Biagini i sur., 2014). Jedna od najvaznijih razlikovnih karakteristika izmedu sylvestris i
vinifera, jest morfoloski i funkcionalno razliita grada njihova cvijeta. Sylvestris je u pravilu
dvodoman, dok je vinifera hermafroditna. Ovo se najviSe odrazava na rodnosti koja je u

sylvestris vrlo oskudna i drasti€éno manja od uroda vinifera.



U Hrvatskoj, osim starih pisanih zapisa o divljoj lozi (Imenik bilja, Sulek, 1879), do
nedavno nije bilo sustavnog istrazivanja divlje loze (Zduni¢ i sur., 2017). Na susjednom
podrucju Bosne i Hercegovine provodeno je istrazivanje divlje loze prije gotovo 70 godina
(Turkovi¢, 1953). Citavo podrugje Balkana nije dovoljno istrazeno i iskazana je potreba za
upotpunjavanjem slike bioraznolikosti kultivirane i divlje loze (Dzhambazova i sur., 2009;
Butorac i sur., 2018). Istrazivanja divlje loze u Hrvatskoj su zapoceta 2012. godine kroz
razliCite europske projekte prilikom &ega je otkriveno pet prirodnih lokaliteta gdje raste
sylvestris. Do sada opisani lokaliteti nalaze se u obalnom dijelu jadranske regije u kontaktnoj
zoni eumediterana i submediterana, a karakterizirani su tipi¢nim krdkim reljefom (Butorac i
sur., 2018). StaniSta se nalaze duz rijeCnih obala i uz rubove Suma, gotovo uvijek vezana
za dovoljne izvore vode, iako mogu uspijevati i na susSnijim stanistima. S obzirom na
bogatstvo autohtonog sortimenta unutar Nacionalne kolekcije autohtonih dalmatinskih
sorata, zapoceto je upotpunjavanje ex situ kolekcije sylvestris primkama i sjemenjacima.
Dosadasnjim analizama sylvestris loze utvrdena je manja genetska raznolikost sylvestris
od vinifera i podloga te jasna separacija podvrsta sylvestris od vinifera (Zduni¢ i sur., 2017).
Utvrdena je tipi¢na sylvestris arhitektura grozda, te odredeni udio hibrida ili sorata i podloga
'pobjeglin' iz uzgoja (Zduni¢ i sur., 2016). Utvrdena je i klorotipska distribucija sylvestris
populacija s dominantnim klorotipom A kao i u zapadno-europskih populacija i manje,
klorotipom D koji je ¢eS¢i u istoéno-europskih populacija (Butorac i sur., 2018). Sylvestris u
Hrvatskoj je pokazao i vrijedne karakteristike raznolikosti antocijanskog profila (Budi¢-Leto
i sur., 2018) ili pak udio mikoriznih gljiva na korijenu sylvestris kaoiji je sli¢an kultiviranoj lozi
u vinogradima u ekoloSkom sustavu proizvodnje (Radi¢ i sur., 2018). U kontekstu
distribucije sylvestris populacija na Mediteranu, hrvatske populacije putem analize SSR
lokusa, klasterirale su se sa sylvestris jedinkama zapadne Europe, ali i sortama razliCitog
geografskog porijekla te sylvestris lozom iz Gruzije kao pretpostavljenog centra

domestikacije loze (Riaz i sur., 2018).

Sva ova istrazivanja Cine sylvestris populacije u Hrvatskoj zanimljivim i korisnim za
istrazivanje te oCuvanje genetskih resursa vinove loze. S obzirom na koegzistenciju i
spoznaju da divlja i kultivirana loza dijele primarni genetski bazen potrebno je provoditi
istraZivanja obje podvrste (Aradhya i sur., 2003). Tek je manji dio svojstava i genetske
raznolikosti germplazme iskoriSten u agronomskoj praksi, a divlji srodnici potencijalno
predstavljaju izvor genetske varijabilnosti koji bi se mogao iskoristiti za oplemenijivanje
kultivirane loze (El Oualkadi i sur., 2011; Riaz i sur., 2018). U Hrvatskoj, pored do sada
poznatih i istrazenih sylvestris stanista, postoji jos nekoliko potencijalnih lokaliteta koje valja
istraziti Cime ¢e se upotpuniti slika genetske strukture sylvestris i doprinjeti njihovom boljem

oCuvanju in situ i kolekcijama germplazme.



1.1. Hipoteze i ciljevi rada

Hipoteze:

Ho 1) Prirodne populacije divlje loze u Hrvatskoj su medusobno genetski strukturirane
(genetski i morfoloski raznolike) i posjeduju korisna svojstva i gene upotrebljive u modernom

oplemenjivanju vinove loze.

Ho 2) Unutar populacija divlje loze prisutne su i feralne (ne-sylvestris) jedinke nastale
spontanim krizanjima prirodnih populacija divlje loze sa predstavnicima kultivirane loze i

loznih podloga.
Ciljevi:
Cilj 1) Utvrditi razinu genetske varijabilnosti divlje loze i procijeniti mogucéi doprinos divlje

loze u stvaranju nekih autohtonih hrvatskih sorata preko utvrdivanja postojanja i u€estalosti

privatnih SSR alela unutar autohtonih sorti.

Cilj 2) Utvrditi znaCajnost razlika morfolodkih karakteristika izmedu jedinki divlje loze i

definirati grupu specifiCnih karakteristika za divlju lozu.

Cilj 3) Utvrditi znaCajnost razlika gospodarski vaznih svojstava (kakvo¢a mosta i otpornost

na gljivicne bolesti) izmedu divlje i kultivirane loze.

Cilj 4) Rekonstruirati roditeljstvo istrazivanih jedinki divlje loze i generativnih potomaka divlje
loze (F1 sjemenjaci Zzenskih jedinki divlje loze) radi uvida u protok gena i detekcije ne-

sylvestris jedinki te procjene genetske odrzivosti prirodnih populacija divlje loze.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Sistematika vinove loze

Euroazijska vrsta Vitis vinifera L. uklju€uje dvije podvrste: divlju dvodomnu lozu (Vitis
vinifera L subsp. sylvestris Hegi Gmelin) koja se smatra pretkom za drugu uglavhom
hermafroditnu podvrstu Vitis vinifera L. subsp. vinifera u koju su uklju¢ene uglavnom sve
kultivirane sorte za proizvodnju vina, potro$nju grozda u svjezem stanju i proizvodniju
susSenog grozda (suhica). Obje podvrste botanicki pripadaju rodu Vitis te porodici lozica
(Vitaceae Juss.), visegodisnjih drvenastih povijusa, penjadica. Vitice kojima se loze penju i
pri¢vr§éuju uz potporanj osnovno su obiljezje ove porodice. Porodica Vitaceae pripada redu
Rhamnales, razredu dvosupnica (Magnoliatae, Dicotyledonae) i pododijeljku
kritosjemenjaca (Magnoliophytina, Angiospermae). Opcée prihvaéena je podjela porodice
Vitaceae po Planchonu (1887) sa 10 rodova (Maleti¢ i sur., 2008). Rod Vitis podijeljen je na
dva podroda, Vitis i Muscadinia (Aradhya i sur, 2003). Vrste ovih podrodova razli¢itog su
kariotipa: Vitis (2n=38) i Muscadinia (2n=40) (Zecca i sur., 2012). Rod Vitis je monofiletski
takson porodice Vitaceae i broji Sezdesetak vrsta vec¢inom prisutnih u Aziji i Americi. Osim
kultivirane loze, sve su uglavhom dvodomne (Picq i sur., 2014). Kultivirana i divlja loza
pripadaju podrodu Euvitis koji se dijeli u tri grupe: Sjevernoamericka, IstoCnoazijska te

Euroazijska grupa.

Nedavno je izrazena potreba taksonomske revizije vecéine rodova porodice Vitaceae

pomocu bioinformati¢kih metoda (Walker i sur., 2019).

Ardenghiisur. (2014) raspravljaju o ispravnom koristenju imena V. sylvestris Gmelin
te predlazu koriStenje naziva (na razini podvrste) prema Hegi (V. vinifera subsp. silvestris)
uklju€ujuci upotrebu ,i“ umjesto ,y“, kao prikladnijem s obzirom na klasi¢ni latinski jezik.
Prema kataloskoj check listi Hassler (2020), za znanstveno ime divlje loze navodi se Vitis
gmelinii Buttler (www.catalogueoflife.org), no u vecini recentnih radova trenutno postoji

konsenzus oko uporabe naziva Vitis vinifera subsp. sylvestris Gmelin Hegi.

Popis hrvatskih sinonima za sylvestris naveden je u prilogu 1.



2.2. Rasprostranjenost i staniste divlje loze

Divlja loza raste u Europi, Sjevernoj Africi, Bliskom i Srednjem Istoku izmedu 30° i
50° sjeverne geografske Sirine (De Michele i sur., 2019) ili okvirno od zapadnih Himalaja na
istoku do atlantske obale Europe na zapadu te od rijeke Rajne na sjeveru do Tunisa na jugu
(Arnold i sur., 1998; Biagini i sur., 2014) (slika 2.1.).
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Slika 2.1. Rasprostranjenost sylvestris (preuzeto s: http://www.eu-vitis.de/index.php)

U srednjoj i isto€noj Europi stanista divlje loze su mijeSane listopadne Sume s toplijim
(juznim) i vlaznim (dolina Rajne, Loire, Rone, Dunava) mikroklimatima dok na Mediteranu
uglavnom raste u aluvijalnim i koluvijalnim Sumama u blizini vodotokova, naj¢es$ce uz
Sumski rub, duz rije€nih obala, na koluvijalnim vlaznim padinama, obalnim dolinama te uz
samu rijeCnu obalu gdje se moze popeti u kroSnje okolnog drveca (Ocete i sur., 2008; Bouby
i sur., 2013; Cantos i sur., 2017; Riaz i sur., 2018) (slika 2.2.). Zbog izrazene kompeticije za
svjetlom, ova heliofilna liana smatrana je Sumskim korovom (Meléndez i sur., 2016) s
obzirom da za svoj rast i razvoj trazi visegodiSnju biljku (najéeS¢e dobro razvijeno drvo) na
koju se naslanja i €esto potpuno obavija. Uzgajivaci Suma su smatrali da povijuse (lijane)
usporavaju ili onemogucavaju rast drvec¢a pa su ih Cesto uniStavali. Divlja loza u Hrvatskoj,
osim uz vodotokove, uo€ena je i na stanidtima koja nisu u neposrednoj blizini vodenih
tokova (Zduni¢ i sur., 2015). Naj¢eS¢u prateéu Sumsku vegetaciju divljoj lozi u neposredno;j
blizini €ine vrste poput Ficus carica L., Salix alba L., Populus spp., Morus spp., Clematis

vitalba L. i dr. Susnija staniSta eumediterana i submediterana najéesce karakteriziraju Sume
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hrasta crnike i crnog jasena, hrasta medunca i bijelog graba (Zduni¢ i sur., 2015). Vitis
sylvestris raste na vapnenackim tlima s visokim udjelom aktivnog vapna (oko 40%), a
pokazala je tolerantnost na vapno u in vitro i do 60% bez zabiljeZenih znakova ferokloroze.
Takoder uspijeva na arenosolima (tzv. ‘zivim’ pijescima) $to upuéuje na tolerantnost na
salinitet tla (Ocete i sur., 2008).

Slika 2.2. StaniSta sylvestris: 1-obalna zona (ravnica, laguna, usc¢e), 2-glavni naplavni tok,
3-dolina, 4-visoravan, 5-tjesnac, 6-jaruga uz padinu ili uz rub doline, 7-padina (preuzeto iz
Biagini i sur., 2014)

Ugrozenost divlje loze

Divlja loza se od 1980ih nalazila na popisu ugrozenih europskih biljaka prema The
International Union for Conservation of Nature (IUCN). Medutim, danas je prema istom
izvoru najmanje ugrozena (least concern, LC). U nekim je europskim zemljama poput
Spanjolske, Francuske, Austrije, Njemacke, Svicarske, Ceske, Madarske i Italije zastiéena
(Biagini i sur., 2014) i jo$ uvijek ju se nastoji zastiti na razini Europske Unije (Ocete i sur.,
2019). Prema portalu Hrvatske flore (Flora Croatica Database) svrstana je takoder u LC

kategoriju.

Prema Garcia i sur. (2013) za populacije divije loze Bliskog istoka nema bojazni za
njihov opstanak, dok su u zapadnoj Europi populacije ¢esto potpuno unistene (Meléndez i
sur., 2016) i sa manje od 10 jedinki (Ocete i sur., 2008). Prema dosadasnjiim istrazivanjima,

najvedi broj sylvestris stanista imaju Spanjolska i Italija, a najve¢om populacijom u Europi



smatra se zasti¢eno podrudje uz rijeku Dunav u Austriji (93 km?) (Arnold i sur., 2017). Brojni
radovi isti€u hitnu potrebu in situ i ex situ o€uvanja divlje loze radi o€uvanja njezine genetske

raznolikosti (Riaz i sur., 2018).

2.3. Morfoloski profil divlje loze

Postoji jasna morfoloSka razlika izmedu divlje i kultivirane loze (Ramos i sur., 2014)
iako su u mnogocemu i slicne, zbog ¢ega sama morfoloSka identifikacija Cesto nije dovoljna
(Zecca i sur., 2010). Osnovni morfoloSki deskriptori pokazuju relativno mali polimorfizam u
odnosu na spol cvijeta sylvestris (Ocete i sur., 2014). MorfoloSki sylvestris profil tesko je
definirati s obzirom na velik broj populacija (Riaz i sur., 2018).

Temeljem dosadas$njih istrazivanja, predlozen je najéesci, generalni opis za true to
type sylvestris: spol cvijeta uvijek je dvodoman, list je €esto ravan, oblik zubaca lista obi¢no
je obostrano ravan, zupci su kratki do srednje dugacki, sinus baze peteljke lista je uvijek
otvoren, takoder i gornji lateralni sinusi, ¢esto je mala gustoéa ¢ekinjastih dlacica izmedu i
na zilama nali¢ja lista, karakteristiCna je jesenska boja lista uz prisutnost antocijanskog
obojenja. Grozd nije nikada zbijen, bobice su gotovo uvijek okrugle, plavo-crne boje, bez

posebne arome, vrlo kratkih sjemenki male tezine i kratkog kljuna (Zduni¢ i sur., 2017a).

2.3.1. Morfologija mladice i lista

Mladica: boja dorzalne strane internodija manje je varijabilna od boje ventralne
strane internodija medu jedinkama sylvestris (Barth i sur., 2009). Mladica ima uglavnhom
potpuno otvoren vrh, niske je dlakavosti paucinastih dlacica i razine antocijanskog obojenja.
Prisutne su dvije do tri uzastopne vitice, a mladi listovi su bakreno-crvene boje (Cantos i
sur., 2017). Unato¢ slabijem antocijanskom obojenju vrha mladice, intenzivnije je obojenje
pupova u sylvestris u odnosu na vinifera (Benito i sur., 2017). Dorzalna strana sylvestris
mladice ¢eSc¢e je zelene boje nego u vinifera, a ventralna strana sylvestris je znacajno
crvenija od ventralne strane vinifera. Boja mladih listova sylvestris je uglavhom broncana,

dok u vinifera varira (Benito i sur., 2017).

List: Listovi su najéescée klinastog ili peterokutnog oblika. Klinasti list ¢eS¢i je u
sylvestris jedinki, a kruZni u sorata vinifera (Benito i sur., 2017). Listovi su trodijelni do
sedmerodijelni, rijetko cjeloviti. Razdijeljenost u sylvestris manja je od one u vinifera (slika
2.3.). Antocijansko obojenje glavnih Zila gornje strane lista varira od vrlo slabog do jakog.

Mjehuravost lista je slaba (Drori i sur., 2017). Nazubljenost rubova listova je visoko
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varijabilna. Oblik dna peteljke je uglavhom Siroko otvoren, napola ili blago otvoren, rijetko
zatvoren. Otvorenost sinusa peteljke odraslog lista sylvestris veca je od one u vinifera te
preklapanje sinusa peteljke i lateralnih sinusa kao i prisutnost zuba u sinusu peteljke
sylvestris nije uobiajeno (Benito i sur., 2017). Gustoc¢a Cekinjastih dlacica glavnih zila donje
strane lista varira od vrlo oskudne do srednje i nije tipi¢na za sylvestris (Benito i sur., 2017).
U svojstvu poput niske do srednje gustoce paucinastih dlacica lista, sorte occidentalis grupe
slicnije su sylvestris jedinkama (Aradhya i sur., 2003). Gustoca paucinastih dlaCica mladog

lista varira od vrlo rijetkih do vrlo gustih (Barth i sur., 2009).

Sylvestris ima male listove (Ramos i sur., 2014) i opéenito manju bujnost ¢ak i u
uvjetima uzgoja u kolekciji. Izraelske sylvestris populacije imaju veliku raznolikost oblika i
veliCina listova u usporedbi s vinifera koja je uniformnija iako veli€ina lista ne mora biti
relevantno svojstvo u determinaciji sylvestris (Barth i sur., 2009; Drori i sur., 2017).

Broj isjeCaka lista, gusto¢a paucinastih dlacica, veli€ina zubaca i otvorenost sinusa

peteljke, su najpolimorfnija morfolo$ka svojstva (Lacombe i sur., 2003).

Ketsch 278
DEU09S-1980-105

Slika 2.3. List sylvestris s lokaliteta Ketsch u Njemackoj (Schneider, Julius Kihn-Institut,
JKI)

2.3.2. Morfologija cvijeta

Tri su tipa cvijeta u vinove loze: muski i zenski (karakteristiCni za sylvestris) te
hermafroditni (uglavnom vinifera) (Coito i sur., 2017), iako je u sylvestris jedinki moguca
pojava hermafrodita, ali vrlo rijetko (Coito i sur., 2019; Riaz i sur., 2020). Razlikuje se
dvodomni i hermafroditni spolni sustav. U Hrvatskoj 96% sorata ima hermafroditni tip cvijeta,

dok mali broj sorata ima zenski tip cvijeta (Maleti¢ i sur., 2015).

Hermafroditni cvijet ima potpuno razvijene i funkcionalne muske i Zenske organe,
tuCak i prasnike, prasnici su krac¢i nego u muskih jedinki i proizvode vijabilan polen. Muski

cvijet karakteriziraju dugi prasnici te reduciran tu€ak (njuska i vrat), ali s prisutnom



plodnicom i nektarijima. Zenski cvijet ima u potpunosti razvijen tuéak, ali kratke i povijene

prasnike sterilnog polena, rijetko fertilnog (Coito i sur., 2017; 2019) (slika 2.4.).

Slika 2.4. MorfoloSka grada Zenskog, muskog i hermafroditnog tipa cvijeta u V.vinifera
(Massonnet i sur., 2020)

2.3.3. Morfologija grozda i bobica

Divlja loza uglavnom ima male okrugle ili koni¢ne grozdove, rastresite, nejednolikog
dozrijevanja bobica. Grozd je izrazene kiselosti s manje soka u bobici (Zecca i sur., 2009;
Ramos i sur. 2014). Uslijed loSije oplodnje cvjetova Zenskih sylvestris jedinki javljaju se
rehuljavi grozdovi i rastresita forma grozda (McGovern i sur., 2017). Bobice su oko 6 mm
promijera, eliptine, kiselog okusa s tri do Cetiri uvijek potpuno razvijene sjemenke (Ardenghi
i sur., 2014).

DuZina i zbijenost grozda, duzina, Sirina i boja bobice pokazuju najvecu raznolikost
izmedu sylvestris i vinifera (Benito i sur., 2017). Zbijenost grozda divlje loze jako varira od
rastresitih do zbijenih (Barth i sur., 2009), a zbijeni se povezuju s vinifera porijeklom.
Kultivirana loza ima znatno vi8i urod i s obzirom na broj i sadrzaj grozdova te produktivnost
divlje loze ovisi o broju grozdova i broju bobica po grozdu, a ne o tezini bobica (Marrano i
sur., 2018). Sylvestris je sli¢niji sortama occidentalis grupe u karakteristikama poput malih
i zbijenih grozdova malih, okruglih i eliptiénih bobica, plavo crne boje, debele kozZice
(Aradhya i sur., 2003; Benito i sur., 2017; Cantos i sur., 2017). Sorte se prema prisutnosti
antocijana u kozici bobica, dijele na crne (prisutna boja) i bijele (bez boje), a kvantiteta i

kompozicija antocijana u koZici odreduje njihovu boju.



Crna boja smatra se ancestralnim svojstvom. Sylvestris ima ve¢inom tamno-plavu
boju, ali moze imati i zeleno-zutu (Negrul 1938; Ghaffari i sur., 2014; Drori, 2015; Cantos i
sur., 2017; D'Onofrio, 2020). Boja bobice sylvestris u dosadasnjim istrazivanjima u
Hercegovini, pokazala je ljubi€astoplavu i plavocrnu boju kozice (Zduni¢ i sur., 2015. cit.

Turkovié i Sugevié-Safar, 1953).

2.3.4. Morfologija sjemenke

Sjemenke su gotovo uvijek prisutne i potpuno razvijene u zenskih sylvestris jedinki
(Ardenghi i sur., 2014). Sylvestris ima tri do Cetiri sjemenke po bobici. Manje okruglaste
sjemenke s vrlo kratkim kljunom povezane su sa sylvestris, dok vinifera ima velike,
izduzZene, jajolike ili kruskolike sjemenke s dugackim kljunom. Na ove karakteristike utjeCe
broj sjemenki po bobici, veli€¢ina bobice i njezino dozrijevanje. Drori (2015) je utvrdio najveéu
razliku u arheoloskih sjemenki izmedu njihove duZine i Sirine. Sylvestris ima maniji prosjecni
omijer Sirine i duzine sjemenke (W/L) od vinifera i hibrida (Benito i sur., 2017). Rivera i sur.
(2007) su pomoc¢u Stummer indeksa uocCili nemoguénost odvajanja divljih od kultiviranih
loza, ali moguénost definiranja 'divljeg' sindroma.

Kljun sjemenke je vrijedno svojstvo Cija se duZina brze povecava od tijela sjemenke.
Sjemenke sylvestris su teze od vinifera. Omjer sjemenke i bobice izrazen je u sylvestris
malih bobica s velikim sjemenkama i tankim slojem mesa bobice (Trad i Harbi, 2019). U
arheoloskim istraZivanjima, sjemenke su Cesto i jedini dostupan materijal za analizu, ¢ak se
navodi kao najstabilnija razlikovna karakteristika izmedu sylvestris i vinifera te da je za
pracenje domestikacije i kultivacije vinove loze dovoljna morfologija sjemena (Rivera i sur.,
2007; Cattonaro i sur., 2013). Usljed velikog broja sorata i varijacije medu sylvestris, raspon
variranja morfologije sjemenki je velik i zbog toga nije maksimalno pouzdan (Karasik i sur.,
2018).
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2.4. Genetski profil divlje loze

2.4.1. Identifikacija sorata vinove loze upotrebom mikrosatelita (Simple
Sequence Repeats, SSR)

MorfoloSka identifikacija je do nedavno bila jedina metoda identifikacije germplazme
vinove loze. Danas se koristi kao dopunska, ali ¢esto i neizostavna komplementarna
metoda molekularnim metodama (Nicolas i sur., 2016). U postupcima geneticke
identifikacije sorata molekularnim metodama za izradu genetskog profila sorte neophodna
je prethodna pouzdana ampelografska determinacija (true-to-type) sorte sa koje se uzima
tkivo za izolaciju DNA. Vinova loza ima jedan od najmanjih genoma i od drvenastih kultura

medu prvima je sekvenciran te pogodan za genetska istrazivanja (Karasik i sur., 2018).

Razvojem molekularnih tehnika genetskih markera krajem 1970ih postale su
moguce razne metode genetske analize pomocu velikog broja markera rasporedenih po
genomu. Neki od razvijenih marker sustava su RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified fragment
length polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeat), SNP (Single-nucleotide
polymorphism). Primjena mikrosatelita (SSR), brzo je prihvacena kao standardna metoda
pouzdane identifikacije (Sefc i sur., 2001; Tépfer i sur., 2011). SSR markeri su korisni za
pouzdanu individualnu identifikaciju sorti, procjenu genetske raznolikosti, otkrivanje
roditeljstva, sinonima i homonima, porijekla sorata, populacijske strukture i puteva

domestikacije te genetskog mapiranja (Sunseri i sur., 2018).

Izradeno je nekoliko genetskih mapa upotrebom mikrosatelita ili kombinacijom s
drugim markerima $to je posluZilo kao podloga mapiranju lokusa za kvantitativha svojstva
vaznih u oplemenjivanju (Quantitative Trait Loci; QTL). Biostatistic(kom analizom
omogucena je disekcija slozenih poligenskih svojstava upravljanih od nekoliko faktora kao
QTL u genetsku mapu te lokalizacija gena i njihovo pozicioniranje u genomu (Topfer i sur.,
2011). Sve su €eS¢a kombinirana istrazivanja pomoc¢u Single Nucleotide Polymorphism
(SNP) markera kojima informativnost raste porastom srodnosti germplazme (Arroyo-Garcia
i sur., 2006; Nicolé i sur., 2013; Mercati i sur., 2016).

Osnovna prednost mikrosatelita je njihova visoka reproducibilnost, mogucnost
razmjene genotipskih informacija medu laboratorijima i kodominantni nacin nasljedivanja.
Narocito su korisni u istrazivanjima divljin vrsta, u studijama genetske raznolikosti na temelju
genetske udaljenosti, procjeni protoka gena i krizanja te filogenetskim istrazivanjima (Vieira
i sur., 2016). Mikrosatelitski markeri koristeni su u preko 300 radova pri ¢emu je

karakterizirano vise od 2000 genotipova u viSe od 30 kolekcija vinove loze i to na osnovi
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devet standardnih SSR markera. Za pouzdaniju genetsku identifikaciju i analizu obi¢no se
koristi skup od 20 do 25 SSR markera koji su se pokazali najpolimorfniji i najinformativniji
za vinovu lozu i to: VVS2 (Thomas i Scott,1993), VVMD5, VVMD7, VVMD25, VVMD27,
VVMD28, VVMD32, VVMD21, VVMD24 (Bowers i sur., 1996, 1999), VrZAG62 i VIZAG79,
VrZAG83, VrZAG67 (Sefc i sur.,, 1999, 2000) te VMC1bll (Zyprian i Topfer, 2005),
VMC4f3.1 (Di Gaspero i sur., 2000), VVIb01, VVIh54, VVInl16, VVIn73, VVIp31, VVIp60,
VWVIg52, VVIv37, VVIV67 (Merdinoglu i sur., 2005). Za istrazivanje srodnosti i dokazivanje

roditeljstava preporuéuje se povecati broj SSR markera na oko 60 (Zulj Mihaljevi¢, 2017).

Osim u jezgrinoj (genomskoj) DNA mikrosateliti se pojavljuju i u kloroplastnoj i
mitohondrijskoj DNA. lako manje varijabilni od jezgrinih, kao repetativna struktura ¢ine 63%
sastava kloroplastne DNA (Xie i sur., 2016). Kloroplastni SSR markeri koriste se u
istrazivanjima nasljedivanja majcinskom linijom u kritosjemenja¢a. Ovo je korisno za
istrazivanje haplotipskih (klorotipskih) grupa, analize geografskog porijekla loze, puteva
domestikacije, filogenetska istrazivanja, s obzirom na nisku stopu mutacija i stabilan genom
te pracenje jedne linije porijekla ¢ak i u slu¢aju hibridizacije izmedu biljaka (Zduni¢ i sur.,
2015).

U vecini slu¢ajeva mikrosateliti Cine veliki dio nekodirajuée DNA i djeluju neutralno
u genomu. Neutralnost je pozelina znaCajka u procjeni genetskih razlika medu
populacijama, ali je manje informativna za analize prilagodbe populacije datom okruzZenju
(Bilska i Szczecinska, 2016). Specificni SSR markeri mogu pruziti vazne informacije u
istraZivanjima poput oCuvanja genetskih resursa ili prilagodbe na okoliSne uvjete. Ovi
specificni SSR markeri imaju alele koji se nalaze unutar ili u blizini regije koja kodira
odredena svojstva. Tako su primjerice, identificirani SSR markeri povezani s genom Renl
odgovornim za otpornost na pepelnicu (Riaz i sur., 2020), ili na plamenjacu GF09-46
(Schwander i sur., 2012), geni povezani s viemenom cvatnje i dozrijevanja, boju i veliinu

bobica, besjemenost i dr. (Topfer i sur., 2011).

lako se procjenjuje postojanje viSe od 5000 sorata vinove loze, tek je oko 200 njih
gospodarski znacajno (This i sur., 2006). Probleme u pouzdanoj identifikaciji pri€injavaju
morfoloSka sli¢nost sorata, morfoloSke razlike klonova iste sorte, istog genetskog profila
(Franks i sur., 2002) te otezana identifikacija juvenilnih biljaka prvih 4-5 godina razvoja (This
i sur., 2004).

Identifikacija sylvestris jedinki kao pripadnika zasebne taksonomske skupine je
teSka i rezultati istrazivanja sylvestris jedinki trebaju se interpretirati oprezno (Myles i sur.,

2011). Kultivirana i divlja loza su bliski srodnici, a s obzirom da divlji srodnici kultiviranog
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bilia obi¢no predstavljaju izvor genetske raznolikosti, identifikacija i istrazivanja divljih

populacija su potrebna (Aradhya i sur., 2003; Drori i sur., 2017; Riaz i sur., 2018).

2.4.2. Procjena genetske raznolikosti prirodnih populacija

Pritisak Stetnih organizama, abiotiCki i biotiCki stresovi, klimatske promjene i sl.
nametnuli su hitnu potrebu genetiCke karakterizacije vinove loze pri ¢emu se, u novije
vrijeme gotovo uvijek, sylvestris i vinifera paralelno razmatraju. Vecina istrazivanja
prvenstveno se bavi analizom genetske raznolikosti ovih dviju podvrsta, analizom genetskih
veza i to€nom diferencijacijom podvrsta, uvidom u njihovu strukturu i distribuciju te
domestikaciju (Karatas i sur., 2014; Biagini i sur., 2014; 2016; Zduni¢ i sur., 2017; Riaz i
sur., 2018; D'Onofrio, 2020). Geneti¢kim analizama istrazuje se i pitanje protoka gena te
specificnih genetskih karakteristika i alela koji omoguéuju pouzdanu identifikaciju ovih

podvrsta.

Dosada$nja istraZivanja pokazala su jasnu genetsku odvojenost izmedu ove dvije
podvrste s Cesto izraZzenom tendencijom grupiranja u zasebne klastere (Grassi i sur., 2003;
Lacombe i sur., 2003; Zecca i sur., 2010; El Oualkadi i sur., 2011; Emanuelli i sur., 2013;
Arnold i sur., 2017). Pored jasne odvojenosti sylvestris, vinifera i podloga, u vedéini
istraZivanja uoCena su preklapanja skupova u vecoj ili manjoj mjeri. Preklapanja svjedoce
o filogenetskoj povezanosti i introgresiji izmedu sylvestris i vinifera te je jasnu granicu u
ovim zonama teSko povucéi. Stoga je istaknut problem sylvestris-vinifera hibrida te sorata i
podloga 'pobjeglih' iz uzgoja (Arnold i sur., 2017; Riaz i sur., 2018; De Michele i sur., 2019;
Cunha i sur., 2020; D'Onofrio, 2020). Podvrste vinifera i sylvestris ¢ine taksonomski
kontinuum bez reproduktivnih i oplemenjivackih barijera te njihova interakcija rezultira

pojavom hibrida (Riaz i sur., 2018).

Sylvestris jedinke pokazale su manju genetsku raznolikost u odnosu na vinifera i
podloge (Aradhya i sur., 2003; Arroyo-Garcia i sur., 2006;2013; Laucou i sur., 2011). Velika
genetska raznolikost kultivirane loze vjerojatno je posljedica duge povijesti uzgoja,
vegetativnog razmnoZzZavanja, krizanja i razmjene sorata u razli¢itim zemljopisnim regijama.
S druge strane, manja raznolikost sylvestris populacija najéeSc¢e se dovodi u vezu s malim
brojem dostupnih jedinki, rascjepkanosti i malom veli¢inom prirodnih populacija unutar kojih
uslijed dugotrajne izoliranosti dolazi do tzv. inbreeding efekta, bottleneck dogadaja
utjecajem Covjeka na prirodna staniSta divlje loze te negativnog utjecaja Stetnih organizama
na vinovu lozu od sredine 19. stolje¢a. Veli€ina populacije takoder je povezana s genetskom
raznolikosti te manje populacije imaju i manju genetsku raznolikost (Cantos i sur., 2017), a
problem reprezentativnosti seta jedan je od glavnih nedostataka dosadasnjih istraZivanja.

Stoga su Riaz i sur. (2018) proveli opsezno istrazivanje na 1378 genotipova sylvestris i

13



vinifera sa gotovo cjelokupnog areala sylvestris rasprostranjenosti ukljuéujuéi i uzorke iz
Hrvatske. Utvrdili su manju heterozigotnost sylvestris grupe u odnosu na vinifera te
znaCajan protok gena S$to ograniCava razlikovanje ovih podvrsta. Jedinke mijeSanog
genoma bile su c&eS¢e u sylvestris jedinki na podrudju pretpostavljenog centra
domestikacije, te je utvrdena vecéa slicnost zapadnoeuropskog sylvestris sa zapadnim
vinifera. Hrvatski sylvestris pokazao se kao bazalna sestrinska grupa europskih sylvestris

jedinki te upuéuju na zajednicki genski bazen ovih populacija.

IstraZivanje Spanjolskih sylvestris na osnovi SSR markera jasno je odvojilo
sylvestris od vinifera, a utvrdene su i hibridne jedinke (19%). Hibridizacija je moguéa i
izmedu sylvestris i podloga. U austrijskih populacija je zabiljeZen udio hibrida oko 8%, a radi
se o strogo zastiéenom podru€ju uz rijeku Dunav (Arnold i sur., 2017). Opazena
heterozigotnost u jedinki sylvestris znac¢ajno je manja od grupe vinifera (De Andrés i sur.,
2012). Nisku razinu heterozigotnosti biljeze i sylvestris populacije u Austriji, koja se smatra
najve¢om populacijom u Europi. Arnold i sur. (2018) su na setu od 83 sylvestris, 21 sorte i
15 podloga uodili 19 privatnih alela u sylvestris, a 18 privatnih alela u sorata. U istrazivanju
Regner i sur. (2000) temeljem SSR markera uocena je sliénost sorata sa vinifera grupom
viSe nego sa sylvestris grupom, ali sli€nost pojedinih sylvestris alela u vinifera skupu: na
lokusu VVMD7 uocili su alel 260 tipi¢an za sylvestris. Takoder i veéinu sylvestris alela
prisutnu u sorti Traminac koja je u vezi roditelj-potomak sa sortama Silvanac zeleni, Pinot,
Sauvignon. Schréder i sur. (2015) su unutar njemacke populacije Ketsch identificirali alele
specificne za sylvestris na markerima VVS2 (155), VVMD25 (267) i VVMD28 (264) i ne-
sylvestris alele na svim markerima. IstraZivanjem Spanjolskih populacija sylvestris i grupe
vinifera (sli¢ne veli€ine grupa) od 189 alela utvrdenih u sylvestris, 29 je bilo privatnih, a u
kultivirane 28 privatnih alela (DeAndres i sur., 2012). Ocete i sur. (2019) su u skupu od 181
Spanjolskih vinifera uoCili 28 privatnih alela, dok u 23 jedinke sylvestris jedan privatni alel.
Marrano i sur. (2018) su na skupu od 42 sylvestris jedinke, detektirali pet privatnih alela u
odnosu na 584 privatna alela u skupu od 45 jedinki vinifera. Kod D'Onofrio (2020) je
utvrdeno alelno bogatstvo u skupova pribliznih veli¢ina, bilo ve¢e u vinifera nego u
sylvestris, ali je bogatstvo privatnih alela bilo ve¢e u sylvestris talijanskih populacija. Kod
Cunha i sur. (2020) zabiljezeno je prosjecno vece bogatstvo privatnih alela unutar vinifera

skupa (231 jedinka: 0,34) nego unutar portugalskog sylvestris skupa (27 jedinki: 0,29).

Jedan od najvecih izazova jest definiranje pravog (true to type) sylvestris s obzirom
da je u danasnjih prirodnih populacija utvrden znacajan udio jedinki mijeSanog (admixed)
porijekla (Rivera i sur., 2007; Benito i sur., 2017; Arnold i sur., 2017; 2018; Cunha i sur.,
2020; D'Onofrio, 2020). Ovaj proces moze biti i povoljan za ouvanje genetske varijacije i

smanjenja tzv. inbreeding depresije. Neki isklju€uju moguénost introgresije zbog nedostatka
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bliskih srodstvenih odnosa (Imazio i sur., 2015; Biagini i sur., 2016). Veéi protok gena
utvrden je kod male udaljenosti divlje loze od vinograda (Schneider i sur., 2015) i u takvim
je uvjetima utvrden mali, ali znacajan protok gena od 4-26%, od vinifera prema sylvestris
(Di Vecchi-Staraz i sur., 2009). lako su divlja i kultivirana loza reproduktivno kompatibilne,
u praksi su ¢eSée prostorno izolirane $to usporava protok polena i gena (Di Vecchi-Staraz i
sur., 2009; Ghaffari i sur., 2014; Cunha i sur. 2020; D’Onofrio, 2020). Brojni radovi navode
klasteriranje sorata sa sylvestris iz iste regije bilo u istoénim bilo u zapadno-europskim
populacijama (Riaz i sur., 2018; Ocete i sur., 2019; D’Onofrio, 2020; De Michele i sur., 2019;
Cunha i sur., 2020).

Prema Zhou i sur. (2019) postoje dokazi o introgresiji od sylvestris prema vinifera na
temelju razli¢itih istrazivanja i primjene molekularnih markera, pri ¢emu sorte zapadne
Europe imaju tendenciju grupiranja sa sylvestris jedinkama iz iste regije 5to upucuje na jaku
genetsku ‘razmjenu’ tijekom povijesti. Navode takoder jasnu i istaknutu introgresiju u
suprotnom smijeru, od vinifera prema sylvestris, u smislu naruSavanja ¢isto¢e prirodnih

populacija (Zhou i sur., 2019).

2.4.3. Haplotipska raznolikost loze

Genom kloroplasta ima prednost kod istraZivanja domestikacijskih dogadaja vezanih
za vinovu lozu. Za razliku od nasljedivanja jezgrinog genoma, kloroplastni genom se
nasljeduje putem jednog roditelja, najée$ce majCinske strane (Greiner i sur., 2015). Jezgrini
SSR markeri imaju slabu diskriminantnu moc¢ kada je rije€ o razli¢itim geografskim grupama
(Arroyo-Garcia i sur., 2006). Genom kloroplasta je stabilniji od ostalih DNA regija jer ne
prolazi kroz proces rekombinacije (Hu i sur., 2014; Regner i Hanck, 2017). Stoga se
polimorfizam kloroplastne DNA kao nadopuna polimorfizmu jezgrine DNA, Koristi za
istraZivanje puteva introdukcije uz pretpostavku da identiéni klorotipovi upuéuju na
zajedni¢ko podrijetlo. Jezgrini mikrosateliti u pravilu daju uvid u odnose medu genotipovima
i sortama vinove loze u nekoliko zadnjih generacija te tako objasnjavaju njihovu recentnu
povijest. lIstrazivanja povezanosti sylvestris i vinifera orijentirana su ka pronalasku
sekundarnih domestikacijskih centara iz primarnih (Biagini i sur., 2016). Upotrebom
kloroplastnin (cpSSR) markera, pokusalo se razrijeSiti pitanje domestikacijskih dogadaja i
geografskih mjesta na kojima su se dogodili. Temellem 9 cpSSR markera/lokusa,
detektirano je osam razlicitih klorotipova (A-H) od ¢ega su Cetiri najznacajnija (A-D) (Arroyo-
Garcia i sur., 2006) (tablica 2.1.).
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Tablica 2.1. Haplotipovi vinove loze i pripadajuci klorotipovi na 9 cpSSR lokusa prema Arroyo-Garcia i sur. (2006)

Klorotip CpSSR3 CpSSR5  cpSSR10 NTCP-8 NTCP-12 c¢cSSR5 ¢ccSSR9  ccSSR14 CCSSR23
A 106 105 114 248 119 255 166 201 280
B 106 105 115 248 119 255 165 202 281
C 106 105 116 248 119 255 165 203 282
D 107 104 115 248 118 254 165 202 281
E 107 104 116 249 118 254 165 202 281
F 107 105 115 249 119 255 165 202 281
G 106 105 114 248 119 255 165 201 280
H 106 105 115 248 119 255 166 201 280
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Pomocu cpSSR je uoCena nesto veca klorotipska raznolikost isto€ne vinifera od
zapadne vinifera (Arroyo-Garcia i sur., 2006). Klorotip A vec¢inom je zastupljen u sylvestris
populacija zapadne Europe dok isto¢ne sylvestris populacije pokazuju klorotipove C, D i G
(Arroyo-Garcia i sur., 2006). Prisutnost tipi€nog istocnog klorotipa (poput D) u starim
sortama upuéuje na njihovo moguée uno$enje iz isto€nih regija (Macanita i sur., 2018. cit.
Cunha i sur. 2009).

Klorotip B navodi se kao ancestralni i prisutan je u svim istrazivanim grupama sorata
i sylvestris (Arroyo-Garcia i sur., 2002; 2006; Castro i sur., 2013; D'Onofrio, 2020).

NajceS¢i haplotipovi u sylvestris populacija su A i D. Haplotip A (72%) karakterizira
Spanjolske sylvestris populacije, naj¢eséi je i u vinifera i sylvestris Portugala i Tunisa, iako
je u Tunisu znatno manje zastupljen u vinifera. Haplotip D ¢eSc¢i je u talijanskih, grckih, blisko
i srednje isto€nih populacija (Arroyo-Garcia i sur., 2002; Castro i sur., 2013; Ghaffari i sur.
2013). Vise od 70% sorata Pirenejskog poluotoka, pokazuje klorotipove koji odgovaraju
samo zapadnim sylvestris populacijama. Haplotipska raznolikost na osnovi devet cpSSR
lokusa istrazena je u Hrvatskoj na Cetiri populacije divlje loze, a uo€ena su dva klorotipa A
(77.8%) i D (22.4%). Klorotip D s udjelom 80% uocen je na lokalitetu u neposrednoj blizini
urbane sredine (Butorac i sur., 2018).

S obzirom na jedinstvenu prisutnost klorotipa A u sylvestris populacija zapadne
Europe, predloZzeno je postojanje viSe sekundarnih domestikacijskih centara na podrucju
zapadnog Mediterana (Arroyo-Garcia i sur. 2002; 2006; Grassi i sur., 2003). Ipak, temeljem
dostupnih podataka, danas se smatra da se radi o jednom domestikacijskom centru vinove
loze u isto¢nim regijama (Transkavkaz), s naknadnom hibridizacijom vinifera s lokalnim
sylvestris populacijama na podru¢ju Mediterana (Zhou i sur., 2019). Prisutnost haplotipova
u kultivirane loze, neovisno o geografskoj grupi, potvrda je razmjene sorata Citavom

Europom (Imazio i sur., 2006).

2.4.4. Nasljedna osnova za spol cvijeta

Gen za determinaciju spola u Vitis identificiran je ha kromosomu 2. Fechter i sur.
(2012) su analizirali gen: adenin fosforibozil transferazu (APT3) &to je rezultiralo dizajnom
selektivnog PCR markera oko indel regije, za detekciju Zenskih jedinki u odnosu na
hermafroditne i muSke koje se ovim markerom ne mozZe razlu€iti. UoCena je veca
filogenetska sli¢nost izmedu hermafroditnog i muskog tipa cvijeta (Picq i sur., 2014; Zhou i
sur., 2019), a s obzirom na transkriptomiku, utvrdena je veca sli¢nost u razvoju izmedu

hermafroditnog i Zenskog tipa cvijeta nego zenskog i muskog jer u kasnoj fazi razvoja cvijeta
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hermafroditni i Zenski cvijet dijele najveci broj transkripata (Ramos i sur. 2017). APT3 je
razliCito ekspresiran u muskih, zenskih i hermafroditnih biljaka u razliitim razvojnim
stadijima cvijeta. APT3 pokazuje sli¢ne razine ekspresije u vrlo ranim stadijima razvoja u
svih tipova cvijeta. U fazi G i H ekspresija opada u zZenskih i hermafroditnih jedinki, dok u
muskih znacajno raste. Pretpostavlja se da APT3 ima ulogu u determinaciji muskog cvijeta,
medutim izostanak ekspresije APT3 u zenskog i hermafroditnog cvijeta iskljuCuje njegovu
ulogu u razvoju prasnika s obzirom da bi prisutnost APT3 u hermafroditnog cvijeta bila
nuzna za normalno funkcioniranje pradnika (Coito i sur., 2017). Fechter i sur. (2012) su

markerom dobili priblizno oCekivanu segregaciju potomstva u prilog modelu Antcliff (1980).

Hermafroditi mogu biti FH ili HH genotipa, a krizanja izmedu hermafroditnih (H) i
muskih (M) jedinki pokazala su postojanje MH genotipa M biljaka. Krizanja izmedu H jedinki
mogu dati H ili H i F jedinke. Homozigotne H x M jedinke daju potomstvo M i H.
Heterozigotne H x heterozigotne M jedinke daju M, H i F potomstvo. Krizanja M i F jedinki,
daju potomstvo M i H, ili M i F jedinki, ovisno o muskom genotipu (MH ili MF) (Coito i sur.,
2019). Hermafroditni haplotip filogenetski je blizi muskom nego zenskom haplotipu, ali
kultivirana loza moze biti FH ili HH u genetskoj strukturi (Zhou i sur., 2019). Sylvestris moze

biti i HM, a F jedinke su homozigotne (Coito i sur., 2019).
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2.5. Oplemenjivacki potencijal divlje loze

Sylvestris ima znacajnu genetsku raznolikost, reproduktivno je kompatibilan s
kultiviranom lozom te ima potencijal za oplemenjivanje vinove loze s aspekta proizvodnje
vina i stolnog grozda. Ipak, sylvestris je male upotrebne vrijednosti sa stajaliSta moderne

proizvodnje i trzenja groZda i vina (Garcia i sur., 2013).

2.5.1. Proizvodnja vina

Sylvestris loza s ekonomskog i proizvodnog gledista pokazuje malen urod slabije
kvalitete i u uvjetima uzgoja u kolekciji (Ramos i sur., 2014). Grozd je vrlo male tezine (oko
50 g) s 20-ak malih crnih bobica i vrlo malo soka. Urod prvenstveno ovisi o broju grozdova
i bobica na njima, a ne o njihovoj tezini (Marrano i sur., 2018). Sok u bobici ¢ini svega 16-
17% tezine bobice u svjezem stanju (Cantos i sur., 2017). Vecina sorata u Hrvatskoj ima
visok kvalitativni potencijal, srednje do visoko nakupljanje Secera u preko 85% sortimenta,
dok je ukupna kiselost u preko 90% autohtonih sorata niska ili srednje visoka (Maleti¢ i sur.,
2015a).

Vino sylvestris dobiveno mikrovinifikacijom ima visoku ukupnu kiselost, nizak pH te
nizi sadrzaj alkohola u odnosu na vino vinifera. Karakteristike visoke kiselosti, jakog
intenziteta boje mogle bi se koristiti za oplemenjivanje crnih sorata u smislu povec¢anja
polifenolnog sastava i antioksidativnin komponentni vina u uvjetima mediteranske klime
gdje je kiselost vina manja i posljedi¢no boja vina nestabilnija (Ocete i sur., 2011; Arroyo-
Garica i sur., 2013; Cantos i sur., 2017). Karakteristike vina od sylvestris iz Bugarske
pokazale su bliskost s karakteristikama vina 'Cabernet Sauvignon' (Dincheva i sur., 2011).
Vino sylvestris jedinki u lzraelu bilo je normalnog udijela alkohola, razine kiselina, visokog
sadrzaja polifenola te potencijala upotrebe i za vinsku industriju toga podrucja te je sli¢no
sortama toga podrucja (Drori i sur., 2017). Istrazivanja antocijanskog profila sylvestris u
Hrvatskoj pokazuju da sylvestris, za razliku od vinifera koja pretezito ima acilirane
antocijane, sadrzi i acilirane i ne acilirane antocijane. Sylvestris je imao jasno razli€it
antocijanski profil od vinifera, ali su zanimljivo, pojedine jedinke koje ne sadrZe acilirane
antocijane bile blize kultiviranoj lozi (jedinka s Paklenice sorti Merlot) (Budi¢-Leto i sur.,
2018).
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2.5.2. Bolesti vinove loze

Vinova loza je kultura koja zauzima tek oko 5% obradivih povrSina, a u kojoj se
primjenjuje preko 50% svih fungicida na razini Europske unije (Zendler i sur., 2017; Pirrello
i sur., 2019). Gljivicne bolesti pepelnica (uzroénik: Erysiphe necator) i plamenjaca
(Plasmopara viticola), dvije su ekonomski najznacajnije bolesti vinove loze i kontinuirani
problem od uno$enja uzro€nika ovih bolesti iz Sjeverne Amerike u Europu (od 1845.
godine). Vinifera je generalno vrlo osjetljiva na ove bolesti i druge poput sive plijesni

(Botrytis cinerea), crne trulezi (Guignardia bidwelli) i antraknoze (Elsinoé ampelina).

U Hrvatskoj su E. necator i P. viticola prve zabiljeZzene neomicete (uneSene gljivicne
bolesti) (MiliCevic i Cvjetkovi¢, 2017). Obje bolesti, u netretiranim nasadima mogu
uzrokovati 30 do 100% Stete u vidu jake defolijacije i potpunog gubitka lis¢a i uroda
(Cvjetkovi¢, 2010; Schwander i sur., 2012).

Sylvestris je unato€ jakom pritisku Stetnih organizama na vinovu lozu u vinogradima
u njegovoj blizini, znatno manje 'pogoden' bolestima od sorata (Ocete i sur., 2008; Arroyo-
Garcia i sur., 2013). Za sylvestris se navodi tolerantnost na obje bolesti (Ocete i sur., 2008),
ali i osjetljivost na pepelnicu (do 93%) i plamenjacu (78%) (Meléndez i sur., 2016; Cantos i
sur., 2017), dok Riaz i sur. (2013; 2020) pruzaju dokaz o postojanju otpornosti ha pepelnicu

utvrdene i u sylvestris.

Istrazivanje u smislu otpornosti na sivu plijesan (Botrytis cinerea) za sada je
limitirano, a geni donori otpornosti uvelike nepoznati. Istrazivanja su orijentirana na
fenotipske karakteristike grozdova (Herzog i sur. 2015) pri ¢emu je deskriptor OIV204
(zbijenost grozda) klju€an u istrazivanjima arhitekture grozda i otpornosti na sivu plijesan
(Rist i sur., 2018).

Analize otpornosti

Fenotipska evaluacija je do razvoja DNA tehnika poCetkom 2000-ih godina bila
klju€na i u oplemenjivanju vinove loze vezanom za bolesti. Provodena su krizanja izmedu
dvije sorte ili primke, Ciji su sjemenjaci potom uklju€ivani u mapirajuée populacije.
Istrazivanje fenotipa i genotipa ovih populacija sluzi za daljnje QTL analize i markerima
potpomognutu selekciju (MAS) (Martinson i Cadle-Davidson, 2018). S obzirom da na
fenotipska svojstva znatno utjeu okoliSni uvjeti, razvijeni su strogo kontrolirani laboratorijski
uvjeti za procjenu otpornosti na bolesti. Inokulum patogene gljive nije jednoliko rasporeden
u vinogradu, pa ni na istom trsu, a uvjeti okoline i uvjeti za virulentnost patogena neprestano

se mijenjaju, stoga laboratorijska istrazivanja nude prednosti kontrole uvjeta, genetike
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patogena, koli¢ine spora i patogena i uklanja se 'Sum' okoliSnih uvjeta, pristranost u

ocjenjivanju te su moguca visestruka i raznolika ponavljanja analiza.

IstraZivanja u kolekciji obi¢no podrazumijevaju oCitavanje simptoma bolesti na skali
od Cetiri do pet razreda (npr. OIV 455, OIV 452) u uvjetima netretirane kolekcije i prirodne
pojavnosti bolesti te procjene zdravstvenog stanja i simptoma bolesti cjelokupne biljke (Riaz
i sur., 2020). U laboratorijskim uvjetima za ispitivanje plamenjace i pepelnice, koristi se
najce$ce metoda umjetne inokulacije suhim prenoSenjem spora pomocu kista u slu¢aju
pepelnice (Zendler i sur., 2017) ili pripremom suspenzije spora kod obje bolesti (Vezzulli i
sur., 2018; Riaz i sur., 2020) i inokulacije lisnih isjeCaka (leaf disk assay) (Staudt i sur.,
1997; Vezzulli i sur., 2018), u slu€aju pepelnice jos i odvojenih cijelovitih listova (detached
leaf assay) u petrijevim zdjelicama na agaroznoj podlozi i odgovaraju¢im uvjetima komore
(Zendler i sur., 2017; Riaz i sur. 2020). Naprednim kompjuterskim tehnikama obrade slika i
kontrastiranja osvjetlienja, moguce je oc€itavati razinu simptoma na listovima ili lisnim
isje€cima 20 do 80 puta brze nego konvencionalnim metodama mikroskopiranja hifa i spora
(Martinson i Cadle-Davidson, 2018; Bierman i sur., 2019).

Genetska pozadina otpornosti na bolesti

Molekularni markeri povezani s otpornosti, do danas su identificirani na oko 13
lokusa za pepelnicu i 27 za plamenjacu (Martinson i Cadle-Davidson, 2018).

Prirodno postojanje otpornosti i otpornog gena (Renl) (slika 2.5.) utvrdeno je u nekih
sorata vinifera proles orientalis ('Kishmish vatkana', prva vinifera sorta kod koje je utvrdena
stanovita razina otpornosti na pepelnicu i postojanje alela otpornosti na Renl genu)
(Hoffmann i sur., 2008). Do tada je bio poznat gen otpornosti porijeklom iz sjeverno-
ameriCke vrste Muscadinia rotundifolia nazvan prema starijem nazivu za uzro¢nika
pepelnice (Runl: Resistance to Uncinula necator). Prijenos Runl (na kromosomu 12) gena
iz M. rotundifolia u Vitis vinifera postignut je pseudo-povratnim krizanjima. Iz M. rotundifolia
izoliran je i gen otpornosti na plamenjacu nazvan Rpvl (Resistance to Plasmopara viticola)
(Merdinoglu i sur., 2003).

Gen Renl (Resistance to Erysiphe necator) pokazao se drugaciji od Runl gena i
monogenske je segregacije s jednim dominantnim lokusom. Osim u besjemenoj sorti
('Kishmish vatkana’) Renl je uoCen i u sjemenoj, bolje prihvacenoj sorti ‘Dzandzhal kara’,
iako je otpornost naglasenija u 'Kishmish vatkana' (Coleman i sur., 2009). Obje sorte su u
rodbinskoj vezi, Cistog vinifera porijekla bez introgresije s feralnim jedinkama (Coleman i
sur., 2009). Prednost Renl gena je Sto potjeCe od Ciste vinifera i moze biti uveden u nove
genetske pozadine unutar samo jedne generacije (Hoffmann i sur., 2008), ali ne pruza

potpunu otpornost na pepelnicu (Riaz i sur., 2020). Otkrice Renl gena potaknulo je
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istrazivanja otpornosti unutar vinifera, a u novije vrijeme i sylvestris, posebno istoCne
germplazme, kao primarnog centra domestikacije, raznolikosti vinove loze i na gljivicne
bolesti (Prazzolli i sur., 2019; Riaz i sur., 2013).
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Slika 2.5. Renl regija na kromosomu 13 sorte 'Kishmish vatkana' (B)
(Coleman i sur., 2009)

Geni Renl i Ren7 pruzaju parcijalnu otpornost ogranienog rasta micelija i
sporulacije gljive, dok geni Ren4 i Ren6 pruzaju potpunu otpornost zaustavljanjem rasta
gljive putem programirane smrti stanica (PCD) (Riaz i sur., 2020). Riaz i sur. (2020) su
identificirali 43 otporna sylvestris genotipa s podrucja Kavkaza, u kojih prevladava otpornost
na pepelnicu. Neki od najpolimorfnijih lokusa vezanih za Renl regiju na 13. kromosomu
jesu VMCNg4el10.1, Sc47-18, SC8-0071-14, UDV124 i VMC3d12 detektirani od strane
Hoffmann i sur. (2008) i Riaz i sur. (2013).

Istrazivanje genetske otpornosti na plamenjacu je zahtjevnije u odnosu na druge
bolesti vinove loze zbog brojnih medulokusa koji zahtjevaju dodatnu paznju i pristup.
Najucinkovitiji u postizanju otpornosti na plamenjacu u praksi su se pokazali geni Rpv10
(kromosom 9) i Rpvl2 (kromosom 14) (Topfer, 2016). Jedan od lokusa povezanih s
otpornosti na plamenjacu je GF09-46 u genskoj regiji Rpv10 koji vodi porijeklo od azijske
vrste Vitis amurensis. Primjerice u sorte Solaris detektiran je QTL odgovoran za 50%
fenotipske varijacije za otpornost na P. viticola, koji preko pedigrea muskog roditelja vodi

porijeklo od V. amurensis (Schwander i sur., 2012).
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Biljni materijal

Istrazivanje je provedeno na sylvestris jedinkama na originalnim lokacijama (in situ)

u Hrvatskoj i sortama kultivirane loze odrzavanih u kolekciji (ex situ) Instituta za jadranske
kulture i melioraciju krSa u Splitu (IJK, HRV048) tijekom 2017. i 2018. godine. Analiza
otpornosti na bolesti provedena je tijekom 2018. i 2019. godine. Istrazivanje je inicijalno

obuhvatilo 136 pretpostavljeno sylvestris jedinki sa sedam razli€itih lokaliteta na terenu:
Psunj (28), Lukovdol (20), Nacionalni park Paklenica (34), Nacionalni park Krka (27),
Gizdavac (2), Grab (4) i Imotski (21). Popis originalnih sylvestris jedinki po lokalitetima

prikazan je u tablici 3.1. Za usporedbu sylvestris, vinifera i podloga, koriSten je skup od

ukupno 159 divergentnih genotipova sorata i loznih podloga €iji su SSR profili preuzeti iz
radova Zulj Mihaljevi¢ (2017), Lacombe i sur. (2013), i Zduni¢ i sur. (2017) (prilog 2).

Tablica 3.1. Popis 136 uzoraka potencijalnih sylvestris jedinki sa sedam in situ lokaliteta u

Hrvatskoj

GPS

Lokalitet Uzorak koordinate Analiza
N44°17' 914"

Paklenica Pakl E15°27' 831" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°17' 910"

Paklenica Pak2 E15° 27' 802" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°17' 934"

Paklenica Pak3 E15° 28' 121" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°17 '936"

Paklenica Pak4 E15° 28" 131" 2101V, 24 nSSR
N44°17' 915"

Paklenica Pak5 E15° 28' 165" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°17' 994"

Paklenica Pak6 E15°28' 188" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°17' 977"

Paklenica Pak7 E15°28' 177" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°17' 984"

Paklenica Pak8 E15°28' 171" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°18' 013"

Paklenica Pak9 E15°28' 188" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°18' 028"

Paklenica Pakl10 E15°28' 209" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°18' 042"

Paklenica Pakl1 E15°28' 218" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°18' 260" 2101V, M-UVO, M-SJ, 24 nSSR, 9 cpSSR,

Paklenica Pakl12 E15°28' 318" 4rSSR, APT3
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Tablica 3.1. nastavak 1

GPS

Lokalitet Uzorak koordinate Analiza
N44°18' 348"

Paklenica Pak13 E15°28' 452" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°18' 402"

Paklenica Pakl14 E15°28' 480" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°18' 400"

Paklenica Pakl15 E15°28' 467" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°18' 476"

Paklenica Pak16 E15°28' 384" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°18' 670"

Paklenica Pakl7 E15°28' 298" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°18' 463"

Paklenica Pak18 E15°28' 591" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°18' 351"

Paklenica Pak19 E15°28' 635" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°18' 465"

Paklenica Pak20 E15°28' 706" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°18' 465"

Paklenica Pak21 E15°28' 705" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°18' 493"

Paklenica Pak22 E15°28' 743" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°18' 508"

Paklenica Pak23 E15°28' 749" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°18' 642"

Paklenica Pak24 E15°28' 811" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°18' 689"

Paklenica Pak25 E15°28' 795" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°18' 700"

Paklenica Pak26 E15°28' 799" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°18' 774"

Paklenica Pak27 E15°28' 802" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°19' 242"

Paklenica Pak28 E15°28' 675" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°19' 254"

Paklenica Pak29 E15°28' 671" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°19' 526"

Paklenica Pak30 E15°28' 655" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°17' 918"

Paklenica Pak31 E15°27' 871" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, APT3
N44°17' 919"

Paklenica Pak32 E15°27' 868" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°18' 375"

Paklenica Pak33 E15°28' 417" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N44°18' 721"

Paklenica Pak34 E15°28' 351" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N43°26' 940"

Imotski Im1 E17°12' 529" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, APT3
N43°26'963"

Imotski Im2 E17°12' 510" 2101V, 24 nSSR
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Tablica 3.1. nastavak 2

GPS

Lokalitet Uzorak koordinate Analiza
N43°26' 958" 2101V, M-UVO, M-SJ, 24 nSSR, 9 cpSSR,

Imotski Im3 E17°12' 541" 4rSSR, APT3
N43°26' 956"

Imotski Im4 E17°12' 534" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N43°26' 955"

Imotski Im5 E17°12' 539" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N43°26'955"

Imotski Im6 E17° 12' 539" 2101V, 24 nSSR
N43°26' 965"

Imotski Im7 E17°12' 513" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N43°26' 955"

Imotski Im8 E17°12' 584" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N43°26'955"

Imotski Im9 E17°12' 582" 2101V, 24 nSSR
N43°26' 960"

Imotski Im10 E17°12' 550" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, APT3
N43°26' 969" 2101V, M-UVO, M-SJ, 24 nSSR, 9 cpSSR,

Imotski Im11 E17°12' 524" 4rSSR, APT3
N43°27' 050"

Imotski Im12 E17°12' 513" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, APT3
N43°27' 074"

Imotski Im13 E17° 12' 555" 2101V, 24 nSSR
N43°27' 041" 2101V, M-UVO, M-SJ, 24 nSSR, 9 cpSSR,

Imotski Im14 E17°12' 574" 4rSSR, APT3
N43°27' 034"

Imotski Im15 E17°12' 567" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, APT3
N43°27' 005"

Imotski Im16 E17°12' 520" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, APT3
N43°26' 996" 2101V, M-UVO, M-SJ, 24 nSSR, 9 cpSSR,

Imotski Im17 E17°12' 515" 4rSSR, APT3
N43°26' 994"

Imotski Im18 E17°12' 514" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N43°26' 997"

Imotski Im19 E17°12' 526" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N43°27' 093"

Imotski Im20 E17°12' 619" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N43°27' 085"

Imotski Im21 E17°12' 621" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3

Lukovdol Lukl nd 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3

Lukovdol Luk2 nd 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°26' 160"

Lukovdol Luk3 E15°08' 035" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°26' 143"

Lukovdol Luk4 E15°08' 045" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°26' 140"

Lukovdol  Luk5 E15°08' 044" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°26' 131"

Lukovdol Luk6 E15°08' 023" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
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Tablica 3.1. nastavak 3

GPS

Lokalitet Uzorak koordinate Analiza
N45°26'128"

Lukovdol  Luk?7 E15°08' 024" 2101V, 24 nSSR
N45°26' 169"

Lukovdol Luk8 E15°08' 048" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°26' 113"

Lukovdol  Luk9 E15°08' 271" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, APT3
N45°26' 182"

Lukovdol Luk10 E15°08' 181" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°26' 120"

Lukovdol Lukll E15°08' 194" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°26' 110"

Lukovdol Luk12 E15°08' 209" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°26' 098"

Lukovdol Luk13 E15°08' 276" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°26' 085"

Lukovdol Luk14 E15°08' 277" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°26' 232"

Lukovdol Luk15 E15°08' 373" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3

Lukovdol Lukl16 nd 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°26' 246"

Lukovdol Luk17 E15°08' 232" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°26' 250"

Lukovdol Luk18 E15°08' 185" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°26' 269"

Lukovdol Luk19 E15°08' 154" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°26' 262"

Lukovdol Luk20 E15°08' 150" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N43°38' 454"

Grab Grabl E16°46' 223" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N43°38' 456"

Grab Grab2 E16° 46' 219" 2101V, 24 nSSR
N43°38' 440"

Grab Grab3 E16°46' 257" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, APT3
N43°38' 429"

Grab Grab4  E16°46' 255" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, APT3
N43°48' 114"

Krka Krkal E15°57' 958" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, APT3
N43°48' 127"

Krka Krka2 E15°57' 983" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, APT3
N43° 48' 127"

Krka Krka3 E15°57' 983" 2101V, 24 nSSR
N43°48' 115"

Krka Krka4 E15°57' 998" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, APT3
N43°48' 111"

Krka Krka5 E15°58' 017" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, APT3
N43°48' 106"

Krka Krka6 E15°58' 051" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, APT3
N43°48'106"

Krka Krka7 E15°58' 052" 2101V, 24 nSSR
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Tablica 3.1. nastavak 4

GPS

Lokalitet Uzorak koordinate Analiza

Krka Krka8 nd 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, APT3
N43°48' 069"

Krka Krka9 E15°58' 210" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3

Krka Krkal0 nd 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, APT3

Krka Krkall nd 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, APT3
N43°48' 339"

Krka Krkal2 E15°57'938" 2101V, 24 nSSR
N43°48' 339"

Krka Krkal3 E15°57' 938" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, APT3
N43°48' 341"

Krka Krkal4 E15°58' 013" 2101V, 24 nSSR
N43°48' 341"

Krka Krkal5 E15°58' 013" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3

Krka Krkalé nd 2101V, 24 nSSR
N43°48' 338"

Krka Krkal7? E15°58' 040" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, APT3
N43°48' 295"

Krka Krkal8 E15°58' 162" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N43°48' 298"

Krka Krkal9 E15°58' 206" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3

2101V, M-UVO, M-SJ, 24 nSSR, 9 cpSSR,

Krka Krka20 nd 4rSSR, APT3
N43°48' 357"

Krka Krka2l E15°58' 392" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N43°48' 357"

Krka Krka22 E15°58' 392" 2101V, 24 nSSR
N43°48' 280"

Krka Krka23 E15°58' 010" 2101V, 24 nSSR
N43°48' 253"

Krka Krka24 E15° 57' 949" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N43°48' 183"

Krka Krka25 E15°57' 911" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, APT3
N43°48' 187"

Krka Krka26 E15°57' 995" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N43°48' 276"

Krka Krka27 E15°58' 008" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3

Psunj Psunjl nd 2101V, 24 nSSR

Psunj Psunj2 nd 2101V, 24 nSSR

Psunj Psunj3 nd 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3

Psunj Psunj4 nd 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3

Psunj Psunj5 nd 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3

Psunj Psunj6  nd 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, APT3
N45°23' 405"

Psunj Psunj7  E17°27' 524" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°23' 383"

Psunj Psunj8 E17°27' 593" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
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Tablica 3.1. nastavak 5

GPS

Lokalitet Uzorak koordinate Analiza
N45°23'375"

Psunj Psunj9 E17°27' 639" 2101V, 24 nSSR
N45°23' 375"

Psunj Psunjl0 E17°27' 639" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°23' 450"

Psunj Psunjll E17°27' 313" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°23' 448"

Psunj Psunjl2 E17°27' 322" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°23' 448"

Psunj Psunjl3 E17°27' 322" 2101V, 24 nSSR
N45°23' 445"

Psunj Psunj14 E17°27' 321" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3

Psunj Psunjl5 nd 2101V, 24 nSSR

Psunj Psunj16 nd 2101V, 24 nSSR

Psunj Psunjl7 nd 2101V, 24 nSSR

Psunj Psunj18 nd 2101V, 24 nSSR

Psunj Psunj19 nd 2101V, 24 nSSR

Psunj Psunj20 nd 2101V, 24 nSSR
N45°23' 446"

Psunj Psunj21 E17°27' 347" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°23' 429"

Psunj Psunj22 E17°27' 354" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°23' 499"

Psunj Psunj23 E17°28' 071" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°23' 501"

Psunj Psunj24 E17°28' 059" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°23' 503"

Psunj Psunj25 E17°28' 056" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°23' 498"

Psunj Psunj26 E17°28' 023" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°23' 500"

Psunj Psunj27 E17°28' 043" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N45°23' 649"

Psunj Psunj28 E17°28' 320" 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3
N43°39' 334" 2101V, M-UVO, M-SJ, 24 nSSR, 9 cpSSR,

Gizdavac Gizl E16°29' 302" 4rSSR, APT3

Gizdavac Giz2 nd 2101V, 24 nSSR, 9 cpSSR, 4rSSR, APT3

21 OIV deskriptor, 24 nuklearna SSR lokusa, 9 kloroplastnih SSR lokusa, 4 SSR lokusa
povezana s otpornosti na gljivicne bolesti, APT3 DNA marker za spol cvijeta, M-UVO
uvometrijska analiza, M-SJ morfometrijska analiza sjemenki

nd nije determinirano




Sjemenjaci originalnih sylvestris jedinki

U analize su uklju¢ene mlade biljke (sjemenjaci) koje predstavljaju generativne F1
potomke pojedinih originalnih Zenskih sylvestris jedinki s tri lokaliteta (tablica 3.2.). Kolekcija
sjemenjaka uspostavljana je u razdoblju od 2013. — 2017. godine i sastoji se od individualnih
biljaka koje rastu na vlastitom korijenu u 6 litarskim posudama. Sjemenjaci su genotipizirani
putem SSR lokusa i kori$teni za roditeljske analize i analize otpornosti na bolesti. Zenska
jedinka s koje su prikupliene sjemenke bi trebala predstavljati majcinsku bilijku dok je
roditeljskom analizom trazen potencijalni muski roditelj. Set SSR genotipova za roditeljsku
analizu je ukljucio: sjemenjake, sylvestris jedinke s predmetnih lokaliteta i 159 genotipova
iz priloga 2. Na lokalitetu Cerovica (BiH) nije bio poznat SSR genotip majcinske biljke stoga

Su ovi sjemenjaci izostavljeni iz roditeljske analize.

Tablica 3.2. Popis F1 sjemenjaka originalnih in situ sylvestris zenskih jedinki

F1 Majcinski
sjemenjak  genotip Analiza
SjGizl Gizl 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3, in vivo

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjGiz2 Gizl disk
SjGiz3 Gizl 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3, in vivo
SjGiz4 Gizl 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3, in vivo
SjGiz5 Gizl 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS3, in vivo
SjGiz6 Gizl 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3, in vivo

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjGiz7 Gizl disk
SjGiz8 Gizl 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjGiz9 Gizl disk

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjGiz10 Gizl disk
SjGiz11 Gizl 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjGiz12 Gizl disk
SjGiz13 Gizl 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjGiz14 Gizl disk
SjGiz15 Gizl 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3, in vivo
SjGiz16 Gizl 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS3, in vivo

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjGiz17 Gizl disk

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjGiz18 Gizl disk

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjGiz19 Gizl disk
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Tablica 3.2. nastavak 1

F1 Majcinski
sjemenjak  genotip Analiza

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjGiz20 Gizl disk

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjGiz21 Gizl disk

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjGiz22 Gizl disk

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjGiz23 Gizl disk

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjGiz24 Gizl disk

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjGiz25 Gizl disk
SjPak1 Paki12 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3
SjPak2 Paki12 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3
SjPak3 Pak12 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3, in vivo
SjPak4 Pak12 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo
SjPak5 Pak12 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3
SjPak6 Pak33* 24 nSSR
SjPak7 Pak33* 24 nSSR
SjPak8 Pak33* 24 nSSR

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjPak9 Pak34 disk
SjPak10 Pak34 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjPak11 Pak29 disk
SjPak12 Pak29 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, leaf disk

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjPak13 Pak29 disk
SjPak14 Pak29 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3
SjPak15 Pak29 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjPak16 Pak29 disk

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjPak17 Pak29 disk
SjPak18 Pak29 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3
SjCerl Ne07-01* 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3
SjCer2 NeO7-01* 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS3, in vivo
SjCer3 NeO7-01* 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3, in vivo
SjCer4 Ne07-01* 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3, in vivo
SjCer5 NeO7-01* 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3, in vivo

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjCer6 Ne07-01* disk

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjCer7 Ne07-01* disk

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjCer8 Ne07-01* disk
SjCer9 Ne07-01* 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3, in vivo

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjCerl0 Ne07-01* disk
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Tablica 3.2. nastavak 2

F1 Majcinski
sjemenjak  genotip Analiza

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3, in vivo, leaf
SjCerll Ne07-01* disk

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjCerl2 NeQ7-01* disk

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3, in vivo, leaf
SjCerl3 Ne07-01* disk

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjCerl4 Ne07-01* disk
SjCerl5 NeO7-01* 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo
SjCerl6 Ne07-01* 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3, in vivo

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjCerl?7 NeQ7-01* disk
SjCerl8 NeO7-01* 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS3, in vivo
SjCer19 Ne07-01* 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3, in vivo
SjCer20 NeO7-01* 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3, in vivo, leaf
SjCer21 Ne07-01* disk
SjCer22 Ne07-01* 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3, in vivo

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3, in vivo, leaf
SjCer23 NeQ7-01* disk

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APTS, in vivo, leaf
SjCer24 Ne07-01* disk

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3, in vivo, leaf
SjCer25 NeQ7-01* disk

24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3, in vivo, leaf
SjCer26 Ne07-01* disk
SjCer27 Ne07-01* 24 nSSR, 9 cp SSR, 4rSSR, APT3, in vivo

24 jezgrina nSSR lokusa, 9 kloroplastnih SSR lokusa, 4 rSSR lokusa povezana s
otpornosti na gljivicne bolesti, APT3 DNA marker za spol cvijeta, in vivo vizualna ocjena
bolesti jedinke u kolekciji, leaf disk in vitro metoda analize otpornosti na gljivicne bolesti
* Pak33 muska in situ jedinka (SjPak6, SjPak7 i SjPak8 je vegetativho

potomstvo od Pak33)

** Ne07-01 majcinska jedinka sjemenjaka Cerovice koju nije bilo moguce
genotipizirati




3.2. Lokaliteti

Sedam istrazivanih prirodnih sylvestris lokaliteta u Hrvatskoj prikazani su na slici 3.1.
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Slika 3.1. Karta Hrvatske s lokacijama in situ sylvestris populacija (www.d-

maps.com)

Opis istrazivanih lokaliteta i stanista

Psunj: Lokalitet divlje loze nalazi se u PozeSko-slavonskoj Zupaniji, u neposrednoj
blizini ruSevina benediktinske opatije sv. Mihovila na platou vinorodnih obronaka na 419
mnv u blizini sela Ce¢avac. Opatija vjerojatno datira iz druge polovice 12. stoljeéa (Plese i
sur., 2018). Pozeska dolina nalazi se na raskrizju triju razli¢itih vegetacijskih utjecaja
panonske Sumostepske (aralo-kaspijske) zone (Aceri tatarici, Quercion), srednjoeuropske
vegetacijske zone (Carpinion betuli) i submediteranske termofilne zone balkanskih hrastova
(Quercion frainetto). Dosadasnjim istrazivanjima flore utvrdene su 1654 bilijne vrste i
podvrste medu kojima i Vitis vinifera L. ssp. sylvestris (C. C. Gmel.) Hegi (Zima i sur., 2019).
U blizini samostana pronadeno je viSe biljaka plemenite vinove loze. Unutar Sume uoceni
su primjerci vinove loze Kkoji spontano rastu unutar i na rubovima Sume, Cesto jedni blizu
drugih, u skupinama rastu u Sumskim kotlinama (slika 3.2.). Pojedine jedinke rastu uz sam
put, a pojedine dublje u mracnijem dijelu Sume, vertikalnog su rasta i rastu kao lijane uz
potporno drvece. Teren je bogat vlagom, ali u blizini nema vidljivog izvora vode, potoka ili

rijeke.
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Slika 3.2. Sylvestris u Sumi na lokalitetu Psunj

Lukovdol: Kod mjesta Rti¢ u blizini Lukovdola u Primorsko-goranskoj zupaniji u
Gorskom kotaru, Sumsko je nalaziSte divlje loze u neposrednoj blizini rijeke Kupe. Lokalitet
ima prijelazne goranske, ali i peripanonske znacCajke. Prevladava dinarska struktura uz
izmjenu vapnenackih i dolomitnih stijena $to utjeCe na hidrografske i reljefne znacajke.
Prevladava pokriveni boginjavi kr§ uz prisutnost brojnih draga, razdolja i ponikava. Izrazit je
kontrast ogoljenog i poSumljenog sektora (www.vrbovsko.hr). Jedinke divlje loze mogu se
pronaci uz sam Sumski put te dublje u Sumi. Nacin rasta i grupiranja jedinki na terenu slican

je kao na lokalitetu Psun;. (slika 3.3.).

Slika 3.3. Sylvestris u Sumi mjesta Rti¢ kod Lukovdola

Nacionalni park Paklenica: proglasen je nacionalnim parkom 1949. god. Park se
nalazi u Zadarskoj Zupaniji (dio parka i u Li¢ko-senjskoj). PovrSina zasticenog podrudja
iznosi 95 km2. Karakteriziraju ga prirodni fenomeni kréka geologija, prirodne Sume crnog
bora, bukve, planinski travnjaci, dva kanjona i divljina. Park pripada Natura2000 lokalitetima
te od 2017. UNESCO-ovom (United Nations Educational, Scientific and Cultural
Organization) lokalitetu svjetske bastine bukovih Suma. Podrucje sadrzi viSe od 1000 biljnih
vrsta. Potok Velika Paklenica duz kojeg je tijekom 19.st. sagradeno 13 mlinova, jedina je
hidroloSki znacajnija povrSinska tekucica juznog Velebita (www.np-paklenica.hr, 2012). Na

istraZzivanom podrucju s obzirom na strogu zastitu od proglasenja nacionalnog parka, nema
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vidljive ljudske aktivnosti, sjeCe drvai sl. (Butorac i sur., 2018). Istrazivane sylvestris jedinke
nalaze se duz toka potoka Velika Paklenica s obje strane uz potok ili rastu iz samog potoka

(slika 3.4.). Maniji dio jedinki je pronaden s desne strane toka potoka, udaljeniji od

neposredne blizine vode.

Slika 3.4. Sylvestris u Nacionalnom parku Paklenica

Nacionalni park Krka: proglasen je nacionalnim parkom 1985. godine. Park se
nalazi u Sibensko-kninskoj Zupaniji. Povrsina zasti¢éenog podrugja iznosi 109 km? i
obuhvacéa tok rijeke Krke i donji tok rijeke Cikole. Predstavlja prirodni krdki fenomen s
obzirom na sedrene slapove te uglavnom neizmijenjeno podrucje, sacuvano ili neznatno
izmijenjenih ekosustava. Prirodna Sumska vegetacija utjecajem Covjeka danas je u velikoj
mjeri izmijenjena. Podrucje parka je na prijelazu vazdazelene mediteranske i listopadne
submediteranske vegetacije s viSe od 1000 biljnih svoijti. Prevladavaju tri Sumske zajednice:
mjeSovita Suma crnike i crnoga jasena, mjeSovita Suma medunca i bijeloga graba, Suma
crnoga graba s jesenskom SaSikom te makija, garig, travnjaci, kamenjarski pasnjaci,
korovne i ruderalne zajednice (www.npkrka.hr). Podrucje je bogato jedinkama divlje loze

koje se nalaze uz samu vodu, a rastu i iz vode (slika 3.5.).

Slika 3.5. Sylvestris u Nacionalnom parku Krka

Gizdavac: podruc¢je mjesta Gizdavac u op¢ini Mu¢, Splitsko-dalmatinska Zupanija,
proteze se u duzini od oko 500 m u smjeru sjever —jug na ravnom terenu vrlo blagog nagiba.

Prostor je u blizini ruralnih naselja, neizgraden i neobraden, oznacCen kao Sikara.
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Karakterizira ga kraski prostor, kamenjar, djelomi¢no obrastao travom, dracom, grmljem

bijelog graba, kupine i smrike te bjelogoriénim i crnogori¢nim stablima.

Lokalitet se moze okarakterizirati kao degradirana Suma hrasta medunca (Butorac i
sur., 2018). Na Gizdavcu su pronadene svega dvije pretpostavljeno sylvestris jedinke i
jedan je od devastiranijih sylvestris lokaliteta. Jedinke sylvestris rastu isprepletene s okolnim
samoniklim biljkama, prividno bez prisutnosti vode Sto ga €ini najsusnijim istrazivanim

terenom, a utvrden je specifian rast sylvestris jedinki iz dublje jame ili u polju (slika 3.6.).

Slika 3.6. Sylvestris na lokalitetu Gizdavac

Grab: Lokalitet se nalazi u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji, uz rub Sinjskog polja oko
5 kilometara sjeverno od grada Trilja. lzvor rje€ice Grab, dug oko 2 km ukupne povrsine
0,39 km?, zasticen je od 2000. godine kao znacajni krajobraz. Rjecica Grab je lijevi pritok
rijeke Rude koja Cini lijevu pritoku rijeke Cetine. Izvoru Graba se pristupa stazom desne
obale uz dobro oCuvane mlinice i Sume bijelog graba s hrastom, vrbom i jablanom. Rijeéni
tok se ubrzo od izvora rac¢va tvoreci jezerca s nekoliko manjih slapova. Na ovom podrudju,

gotovo uz sam izvor rjecice i duz njenog pocetnog toka, nalazi se nekoliko sylvestris jedinki

koje rastu uz samu vodu ili iz vode s obje strane rjeCice na stanidtu okarakteriziranom kao
Sumski rub (slika 3.7.).

Slika 3.7. Sylvestris na lokalitetu Grab

Imotski, Modro jezero: Vrlo blizu grada Imotski, nalazi se krski fenomen, Modro
jezero nastalo sufozijom odnosno uruSavanjem i spajanjem dviju vrtaca. Razina vode jezera

neprestano oscilira, a ¢esto i potpuno presusi (uobi¢ajeno iznosi oko 90 metara). U Modrom
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jezeru od potresa 1942. godine traje proces zatrpavanja i posljedi¢no ¢eSc¢eg isusivanja
koje je do sada u najvec¢im razmjerima zabiljezeno 2011. i 2012. godine (Bonacci i sur.,
2014). Uz samo jezero, na njegovim obalama, istrazivane su bogate populacije divlje loze,
koje za razliku od divljih loza na ostalim lokalitetima, ne rastu u visinu (vertikalno) vec se
pruzaju horizontalno po kamenoj obali jezera te ispreplicu s ostalom vegetacijom. Zanimljiv
je hidroloski rezim lokaliteta s obzirom na oscilacije razine vode, stoga odredeni dio godine
divlja loza moZe biti u potpunosti prekrivena vodom ili jezero pak moze potpuno presusiti

Sto je i sve CeSc¢a pojava (slika 3.8.).

Slika 3.8. Sylvestris na lokalitetu Imotski (Modro jezero)
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3.3. Morfoloske analize divlje loze

3.3.1. Morfoloski opisi putem OIV deskriptora

Morfoloska evaluacija vrSena je prema medunarodno dogovorenoj metodi
Organisation Internationale de la vigne et du vin (OIV, 2011) i preporu¢enom skupu
deskriptora dogovorenih u okviru projekta InWiGrape (2017), ukupno 21 OIV deskriptor.
Ocjenjivane su ampelografske karakteristike morfologije: mladice, lista, spola cvijeta,
grozda i bobica (tablica 3.3.). Svaka izabrana jedinka oznacena je Sifrom, metalnom ili
plasticnom oznakom, te je odredena geografska pozicija upotrebom GPS uredaja (Garmin
eTrex30)
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Tablica 3.3. I1zdvojeni set od 21 OIV deskriptora koristen za morfoloSku evaluaciju
sylvestris jedinki

OIV kod Svojstvo Opis
Olv 001 Mladica: oblik vrha 3 V. riparia, 5 K5BB, 7 V. vinifera
Mladica: raspodjela
OlV 002 antocijanskog obojenja 1 odsutno, 2 malo, 3 potpuno
paucinastih dlagica vrha
Miladica: gustoéa 1 nije prisutna, 3 niska, 5 srednja, 7 visoka,
OlV 004 I . s .
paucinastih dlacica vrha 9 vrlo visoka
OlV 007 Mladlca: boja d_(_)rzalne 1 zelena, 2 zelena+crvena, 3 crvena
strane internodija
oIV 051 Miadi list: boja lica lista 1 zelena, 2 Zuta, 3 bron¢ana, 4 bakreno
crvena
Miadi list: gustoca . . . .
OIV 053 paudinastih diagica izmedu 1 nije prisutna, 3 niska, 5 srednja, 7 visoka,
L. e 9 vrlo visoka
Zila na nali¢ju lista
OIV065  Odraslilist: velicina plojke L+ V10 Mala, 3 mala, 5 srednja, 7 velika, 9
vrlo velika
—— . . 1 srcolik, 2 klinast, 3 pentagonalan, 4
OlV 067 Odrasili list: oblik plojke okrugli, 5 bubreZast
OlV 068 Oderasli list: broj isjeCaka 1 jedan, 2 tri, 3 pet, 4 sedam, 5 >sedam
Odrasli list: naboranost 1 nije prisutna, 3 slaba, 5 srednja, 7 jaka, 9
Olv 072 . .
plojke vrlo jaka
Odrasli list: stupan; 1 Siroko otvoren, 3 otvoren, 5 zatvoren, 7
OlV 079 . . : . :
otvorenosti sinusa peteljke preklopljen, 9 jako preklopljen
OIV 080 Odra_sll list: oblik dna sinusa 1U,2},3V
peteljke
OIV 081-1 Odrasll list: prisutnost zupca 1 nije prisutan, 9 prisutan
u sinusu petelike
Odrasli list: gustoca 1 nije prisutna, 3 niska, 5 srednja, 7 visoka
OIV084  pautinastih dlagica izmedu 1€ P ’ ! 12, ’
e - 9 vrlo visoka
glavnih Zila na nali¢ju
) i 1 muski, 2 muski (vidi se gynoec), 3
Olv 151 Cvat: spol cvijeta hermafrodit, 4 Zenski
1 vrlo kratak (80mm), 3 kratak (120mm), 5
OlV 202 Grozd: duZina srednji (160mm), 7 dugacki (200mm), 9
vrlo dugacki (240mm)
oIV 204 Grozd: zbijenost 1 vrlg rastresit, 3 I’"aStI'eSIt, 5 srednje zbijen,
7 zbijen, 9 vrlo zbijen
OlV 223 Bobica: oblik 1 spljoSten, 2 okrugli
OIV 225 Bobica: boja koice 1 zeleno-.zutgv, 2 ruziCasta, 3 crvena, 4 siva,
5 tamno ljubi€asta, 6 plavo-crna
Bobica: intenzitet L L.
oIV 231 antocijanskog obojenja tEue prisutan, 3 slab, 5 sredniji, 7 jak, 9 vrlo
mesa bobice J
OlV 241 Bobica: formiranje sjemenki 1 nije prisutno, 2 rudimentarno, 3 potpuno
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3.3.2. Uvometrijska mjerenja i analiza mosta

Grozde je prikupljano na terenu sa zenskih sylvestris jedinki na kojima je bilo grozda
i gdje ga je bilo moguce uzorkovati. Uvometrijska mjerenja provedena su u fazi pune zrelosti
grozda. Mjerene su duZzina i Sirina grozda (cm) na milimetarskom papiru. Masa grozda (g) i
masa peteljke (g) su odredene vaganjem. Broj bobica po grozdu kod sylvestris odreden je
brojanjem bobica svakog grozda, dok je kod vinifera odreden prosjecni broj bobica po
grozdu racunski. Dobivene uvometrijske vrijednosti su usporedene s 42 sorte iz 1JK
kolekcije koje predstavljaju divergentni set kultivirane loze (prilog 3). U mosStu je izmjeren
sadrzaj Secera putem refraktometra (°Oe), ukupne titrabilne kiselosti (g/L) neutralizacijom s
0.1 NaOH uz dodatak indikatora brom timol plavo te pH mosta pomoéu pH metra
(CyberScan pH 110, Eutech Instruments).

3.3.3. Morfometrijska analiza sjemenki

Zrele sjemenke izdvojene su sa dozrelih grozdova Zenskih sylvestris jedinki
prikupljenih na Cetiri in situ lokaliteta (NP Paklenica, NP Krka, Gizdavac i Modro jezero)
tjekom 2017. i 2018. godine. Radi usporedbe morfometrijskih vrijednosti sjemenki s
kultiviranom lozom, izabrane su tri sorte 1JK kolekcije: 'Plavac mali crni’; 'Xynomavro' i

"Tempranillo’ na kojima su takoder uradena morfometrijska mjerenja sjemenki.

Sjemenke su nakon ekstrakcije iz bobica isprane vodom kako bi se odstranilo
rezidualno meso, stavljene na Cist papirnati ubrus i suSene na zraku oko dva dana. Potom
su uskladistene u Cistim zatvorenim plasti¢nim tubicama u hladnjaku (+4°C) do upotrebe.
Sjemenke su prije skeniranja ociS¢ene, pomocu filter papira odstranjen je suviSni materijal

s povrSine sjemenki.

Skeniranje sjemenki je provedeno pomocu uredaja Epson Perfection V700 Photo
kalibriranog za analizu slika putem Regent Instruments racunalnog programa
WinSeedle™2019. Dodatno, analiza svojstva duzZine kljuna sjemenki analizirana je u

programu WinFoliaPro 2014a.

Prema modificiranom protokolu Pagnoux i sur. (2015) te Rivera i sur. (2007)
analizirani uzorak sadrzavao je 30 sjemenki s tri ponavljanja (30x3=90 sjemenki/uzorak)
koje su skenirane na lednoj (dorzalnoj) strani (slika 3.9.). U slu¢aju manjeg broja prikupljenih

sjemenki, analiziran je ukupan broj sjemenki po uzorku.
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Slika 3.9. Sjemenke Vitis vinifera L. Dorzalna (D), lateralna (L) i ventralna (V) strana: 1

ukupna duzina sjemenke, 2 maksimalna Sirina sjemenke, 3 debljina sjemenke, 4 Sirina

kljuna kod hiluma, 5 Sirina kljuna pri bazi sjemenke, 6 duzina kljuna s dorzalne strane
(Rivera i sur., 2007)

Morfoloski podaci izmjereni su za Cetiri svojstva: duzina i Sirina sjemenke, duzina
kljuna sjemenke mijereni s ledne (dorzalne strane) te Stummerov indeks (omjer Sirine i
duzine sjemenke) prema formuli S/D x 100 (Jacquat i Martinoli, 1999).

3.4. DNA analize divlje loze

3.4.1. 1zolacija DNA

Uzorkovanje i priprema biljnog materijala

U svrhu izolacije visoko kvalitetne, ukupne genomske DNA, prikupljeni su mladi listici
odlozeni u oznacene plasti¢ne vrecice s filter papirom te osuseni silika gel kuglicama (oko
15g/uzorku) (slika 3.10.).

Protokol za izolaciju DNA

Izolacija DNA provedena je pomocu komercijalnog NucleoSpin Plant Il kit Macherey-

Nagel, Diren, 91 Germany prema uputama proizvodaca.

Protokol za izolaciju ukupne staniéne DNA

1. Usitnjavanje biljnog materijala
e U Eppendorf tubici zapremine 2 mL odvagano 20 miligrama osu$enog lisnog
tkiva uz dodatak jedne cCelicne kuglice. Usitnjavanje materijala tubice do
praha pravocrtnim tresenjem (1 min) pri frekvenciji 50Hz u mehani¢kom
homogenizatoru Tissue Lyser, Qiagen.
2. Liza stanica i organela

40



Dodatak 400 pL pufera za lizu stanica ,PL1* i 10 pyL RNase A
homogeniziranom lisnom prahu od 20 mg.

Homogenizacija sadrZaja tubice vorteksiranjem.

Inkubacija na 65 °C 20 minuta u uredaju Dry Block Heating Thermostat,
BioSan.

Filtracija i proCiS¢avanje lizata pomoc¢u NucleoSpin Filtera ljubi¢astog obruba
s kolekcijskom tubicom (2mL).

Centrifugiranje 2 minute pri 11 000 x g.

PrenoSenje lizata iz kolekcijske tubice u nove Ciste tubice (2mL).

Dodatak 450 pL pufera ,PC* za vezanje DNA. MijeSanje sadrzaja pipetom
5x.

3. Vezanje DNA na NucleoSpin Plant Il Column silika membranu

Prenosenje 700 pL lizata u nove tubice NucleoSpin Plant Il Column zelenog
obruba s kolekcijskom tubicom (2mL).

Centrifugiranje 1 minutu pri 11 000 x g.

Odbacivanije filtrata iz kolekcije tubice i vracanje kolekcijske tubice ispod
zelene membrane.

4. ProciS¢avanje DNA

Dodatak 400 uL pufera za ispiranje ,PW1“ u NucleoSpin Plant Il Column.
Centrifugiranje 1 minutu pri 11 000 x g i odbacivanje filtrata. Vrac¢anje
kolekcijske tubice ispod zelene membrane.

Dodatak 700 uL pufera za ispiranje ,PW2“ u NucleoSpin Plant Il Column.
Centrifugiranje 1 minutu pri 11 000 x g i odbacivanje filtrata. Vracanje
kolekcijske tubice ispod zelene membrane.

Dodatak 200 uL pufera za ispiranje ,PW2“ u NucleoSpin Plant Il Column.
Centrifugiranje 2 minute pri 11 000 x g radi ispiranja pufera i potpunog
susenja silika membrane.

5. Eluiranje DNA

Prebacivanje NucleoSpin Plant Il Column zelene membrane u novu (safe
lock) tubicu (1.5 mL).

Dodatak 50 uL pufera za eluiranje (Elution Buffer) ,PE® (zagrijanog na 65
oC).

Inkubacija 5 minuta na 65 °C.

Centrifugiranje 1 minutu na 11 000 x g radi elucije DNA.

Ponavljanje postupka elucije (posljednja tri koraka) s dodatkom 50 uL ,PE*
pufera (65 °C) u istu tubicu.

Odredivanje kvantitete i kvalitete izolirane DNA

Prije provodenja daljnjih analiza odredena je koncentracija izolirane DNA pomocu
CLARIOstar (BMG Labtech GmbH, Ortenberg) koji omoguéuje direktno mjerenje 1-2 L
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uzorka. Uzorak DNA direktno se nanosi na predvideno postolje za kvantifikaciju DNA. Cita&
mikroplocCica (microplate reader) mjeri koncentraciju analita (DNA) na nacin da detektira
prisutnost analita i pretvara ju u opticki signal te na taj nacin kvantificira parametar od
interesa. Prema procijenjenoj koncentraciji DNA za uzorke je pripremljena radna

koncentracija DNA od 2 ng/uL.

3.4.2. Mikrosatelitska analiza

Mikrosatelitski lokusi koriSteni u istrazivanju grupirani su u 3 kategorije:

1. Skup lokusa za identifikaciju jezgrinog genoma vinove loze (24 nSSR lokusa)

2. Kloroplastni mikrosatelitski lokusi (9 cpSSR lokusa)

3. Specifieni SSR lokusi za testiranje otpornosti na bolesti vinove loze (E. necator i
P. viticola, 4 rSSR lokusa)

Mikrosatelitski lokusi za analizu jezgrinog genoma

Pomocu 24 mikrosatelitska lokusa (tablica 3.4.) provedena je analiza genetskih
profila te detekcija redundantnih sylvestris jedinki istraZzivanog skupa. Kasnije je u cilju
uskladivanja podataka s drugim skupovima uzoraka zadrZzano 20 zajedni¢kih SSR lokusa
svih skupova pri ¢emu su izostavljena Cetiri: VrZag62 (povezan s lokusom VVMD7),
VrZag83 (povezan s lokusom VVMD32) te lokusi VrZag79 i VrZag67. Dvije sorte poznatih
alelnih vrijednosti: 'Cabernet Franc' (CF) i 'Muscat a Petit Grains' (MU) iz baze podatka JKI

Instituta u Njemackoj, posluzile su za harmonizaciju alelnih vrijednosti.

42



Tablica 3.4. Karakteristike 24 nSSR lokusa

Nukleotidni slijed poéetnica smjer

Raspon

SSR lokus 5'_,3' Forward i Reverse Kromosom alela (bp) *Boja Multipleks Referenca
e AT eeTTes o meme seaw 1 Medu
wancry  EASATICTCGAGGACGOMOMACES . wswo we 1 e
VRZAGS2 [ TG AAATGGCACCOAACACACGE ;0220 GFAM. 1 (EeiS
wime  FASCICTATMGATECTAACCTE o w0 era 2 Mmoo
s ETACTIOCCTGTAST . mem w2 Mo
Wit FSCSMTACTAMTICACOAT L meao e o Mednogu
wnozs - FTIoCoTIMACCAMAGAMIMCE L memo ez Sl
weor - FTeAcecTasacerTaatery ,  mow ve o Vet
st ECCSCACTICTSTISMITICNS n wewo wep o Ve
2 ST o W w2 ve s S
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Tablica 3.4. nastavak

SSR lokus glltil)(;??:t;c:vr;ia?gj?gé)vc;c':tenicasmjer Kromosom Z?jg?t?p) *Boja Multipleks Referenca
VVHDS T ACCAAARATCATATTCCTAAA o A0 GFAV 3 WG
Wiz ECTACCACATCTOAATACATCCOTARGT . woao srau 4SS
VVMD32 6 ARAGATGOGATGACTCRE 4 200280 PET 4 oo
WS2 R AATTCAAMATICTAATTCAACTGE 120170 NED * Slot(1099)
wis2  ETAMASCRTGSTAGATCACACA , s e 4 Medo
VVINET T GCTGAAGTCACGTAATAGAA jo 1010 PET 5 (009
waace & ACCIGOCCCBATICeTCTICTAT S b owowo s 5 S
VMCARL CCARTACATGOAT CAAGGA o 150190 VIC 5 ar (2000)
iz FETTISAATTCCTTCCS60TY o oo et s ZmEL
VVMD2L T T AGT AAAAAGGGATTCCG g 20270 NED 6 qr(io00)
wos  ETATCCMGACACUIATICCCAC o o0 srau 7 Medm
Wiz EAMCMTICMIOMMGIGASAONSHOA oo ned 7 B
VVHDT R GAACCTTOACAGGCTTGAT Zwem e T oo

* Boja fluorofora: 6-FAM plava; VIC zelena; NED zuta/crna; PET crvena
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LanCana reakcija polimerazom (engl. Polymerase chain reaction, PCR) je
provedena prema protokolu u tablici 3.5. Mikrosatelitski lokusi su tijekom analiza
kombinirani u multipleks reakcije na osnovi fluorescentnog obojenja forward pocetnica i
duljine njihovih fragmenata izrazenih u parovima baza (bp). Skup od 24nSSR lokusa
kombiniran je u multiplekse od dva do pet. I1znimku je €inio lokus VVMD32, za koji je
provedena simpleks reakcija prema protokolu koristenom u radu Zulj Mihaljevié (2017),

zbog neuspjesnih amplifikacija unutar predvidene multipleks kombinacije.

Tablica 3.5. Uvijeti i koncentracije komponenata koristenih za lan¢anu reakciju
polimerazom (PCR) amplifikaciju izabranih SSR lokusa i APT3 Indel markera

PCR program

Pocetna denaturacija 3 min 95 oC
a) denaturacija originalnog DNA predlo8ka: 15 sek/95 oC
b) vezivanje oligonukleotidnih po&etnica: 30 sek/60 °C
c) elongacija pocetnica pomoc¢u TagDNA polimeraze: 30
sek/72 oC

30 ciklusa a), b), ¢)
Zavrs$na elongacija 7 min 72 °oC

PCR mastermiks Reakcijski volumen (uL)
1 SSR lokus/1 uzorak

DNA 1,0

Kapa* 2,5

Pocetnice (fwd, rvs) 0,1 (2x)

H.O 1,3

Ukupni volumen/tubici 50

*KAPA Taq ReadyMix PCR Kit sadrzi tvornicki pripravljene komponente: enzim
TagDNA polimerazu, sva Cetiri tipa deoksinukleozid trifosfata (INTPs) koje enzim
dodaje na lanac DNA tijekom elongacijske faze, MgCl: koji pomaze nalijeganju
DNA polimeraze na DNA lanac, stabilizatore te KAPA Taq pufer za optimalne uvjete
rada reagensima.

Mikrosatelitski lokusi za analizu kloroplastnog genoma

Alelne vrijednosti za skup od 112 sylvestris jedinki utvrdene su na devet cpSSR
lokusa navedenih u tablici 3.6. Alelne vrijednosti za sorte 'Cabernet Franc' i 'Muscat a Petit
Grains' posluzile su za odredivanje klorotipova prema Arroyo-Garcia i sur. (2006).
Koncentracije i volumni udjeli komponenata potrebnih za provodenje PCR amplifikacije

cpSSR lokusa te specifi€ni uvjeti reakcije nhavedeni su u tablici 3.7.
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Tablica 3.6. Karakteristike 9 SSR lokusa koristenih u analizi kloroplastne DNA

SSR lokus  Nukleotidni slijed po€etnica smjer 5'—3' Raspon Referenca Boja Multipleks
alela (bp) fluorofora
CpSSR5 F: TGTTCCAATATCTTCTTGTCATTT 98-105 Weising i Gardner  HEX MPX1
R: AGGTTCCATCGGAACAATTAT (21999)
CpSSR10  F:TTTTTTTTTAGTGAACGTGTCA 105-113 Weising i Gardner  6-FAM
R: TTCGTCGDCGTAGTAAATAG (1999)
ccSSR9 F: GAGGATACACGACAGARGGARTTG 160-170 Chung i Staub NED
R: CCTATTACAGAGATGGTGYGATTT (2003)
ccSSR23  F: AYGGRGGTGGTGAAGGGAG 275-281 Chung i Staub 6-FAM
R: TCAATTCCCGTCGTTCGCC (2003)
NTCP8 FATATTGTTTTAGCTCGGTGG 242-250 Bryanisur. (1999) NED
R: TCATTCGGCTCCTTTATG
CCSSR5 F TGTTCCAATATCTTCTTGTCATTT 235-265 Chung i Staub NED MPX2
R: AGGTTCCATCGGAACAATTAT (2003)
NTCP12 F:CCTCCATCATCTCTTCCAA 120-131 Bryanisur. (1999) 6-FAM
R: ATTTATTTCAGTTCAGGGTTCC
CpSSR3 F:CAGACCAAAAGCTGACATAG 94-108 Weising i Gardner  HEX
R: GTTTCATTCGGCTCCTTTAT (1999)
ccSSR14  F:GGGTATAATGGTAGATGCCC 200-205 Chung i Staub HEX

R: GCCGTAGTAAATAGGAGAGAAA

(2003)
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Tablica 3.7. Koncentracije i volumeni kemijskih komponenata potrebnih za amplifikaciju
CpSSR lokusa prema multipleksima

Reagens MPX 1 Reagens MPX 2
Volumen (uL) Volumen (L)
H20 2,4 H-0 2,2
KAPA* 5 KAPA* 5
CpSSR5 0,1 CCSSR5 0,1
cpSSR10 0,3 NTCP12 0,4
CCcSSR9 0,2 CpSSR3 0,3
ccSSR23 0,1 ccSSR14 0,1
NTCP8 0,1 DNA (2 ng/uL) 1
DNA (2 ng/uL) 1

Ukupni volumen pL /tubici: 10

MPX, multipleks
*KAPA opis u tablici 3.5.

Specificni mikrosatelitski lokusi

U analizama su koridteni SSR lokusi povezani s otpornosti na gljiviéne bolesti vinove
loze: pepelnicu (E. necator) i plamenjacu (P. viticola) (tablica 3.8.). Za pepelnicu su
koriStena tri SSR lokusa identificirana i u vinifera i u sylvestris jedinki na kromosomu 13 u
okviru genske regije Renl (Resistance to Erysiphe necator) (Riaz i sur., 2013; 2020). Za
plamenjacu je koristen lokus GF09-46 u okviru Rpv10 regije (Resistance to Plasmopara
viticola) na 9. kromosomu, a vodi porijeklo od azijske vrste V. amurensis. Rezultati SSR
analize za plamenjacu alelno su uskladeni sa sortom Muscat a petits grains poznatih alela
na lokusu GF09-46 Ciji su SSR aleli ustupljeni od JKI, Njemacka. Dva in situ sylvestris
uzorka porijeklom iz Bosne i Hercegovine, R06 i R18, posluzili su za uskladivanje alela
(duzine fragmenata) na SSR lokusima za Renl: Sc 47-18, SC8-0071-014 i UDV-124 prema
rezultatima publiciranim u radu Riaz i sur. (2013). Uskladivanje je uradeno na nacin da su
dva ista sylvestris uzorka amplificirana odvojeno u GenetiCkom laboratoriju Sveudcilista u
Kaliforniji u Davisu i laboratoriju Instituta u Splitu te su vrijednosti alela zatim uskladene

prema Riaz i sur. (2013.).
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Tablica 3.8. Karakteristike specificnih lokusa (R-SSR) povezanih s otpornosti na E. necator i P. viticola

SSR Izvor R-alela  Nukleotidni slijed po€etnica smjer 5'—-3' Kromoso  R- Raspon Boja Referenca
lokus m/lokus alel alela fluorofora
(bp)

Sc 47-18  Kismish F:GCTTAGAATACTGGAAAATGTTATG 13/Renl 239 231- NED Riaz i sur.
Vatkana; A 246 249 (2020)
sylvestris R: CCCAATTCTCAACCAAGCTC

o

§ SC8- Kismish F: CAACCATCAAGCACTCTCCTG 13/ Renl 141 143- 6-FAM Riaz i sur.
2 10071-014 Vatkana; R: AAGCCTCGCACTCCTCTGTC 143 159 (2020)

i sylvestris

UDV-124  Kismish F: GCATCTTCTTCTTCCCAACC 13/ Renl 208 188- VIC Riaz i sur.
Vatkana; R: AGTGCATTTGTCAAAGTCGTG 212 239 (2020)
sylvestris

< | GF09-46 V.amurensis F: GAGAGATTTGAGGGATTGTTGG 9/Rpvl0 416 389- VIC Schwander i
§ (‘Solaris") R: -ATCCACGTTTGTAGCCTTTTGT 425 sur. (2012)
E

ol
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Analiza spola cvijeta putem APT3 markera

Radi determinacije spola cvijeta koridten je selektivhi DNA marker izvorno nazvan

APT indel na intronu 2. Fechter i sur. (2012) su dizajnirali poCetnice oko 127bp indel regije

na drugom kromosomu i kreirali marker kojim je moguce razluciti Zenske jedinke, od muskih

i hermafroditnih. Marker APT u V. cinerea ekvivalentan je 83% s APT3 fragmentom vrste A.

thaliana te je u drugim radovima za ovaj marker koristen naziv APT3 (Riaz i sur., 2013,

2018; Zhou i sur., 2019). APT3 naziv koriSten je i u ovome radu. U tablici 3.9. prikazani su

genotipovi utvrdeni ovim markerom prema pojedinom fenotipu cvijeta (Fechter i sur., 2012).

PCR amplifikacija provedena je kao simpleks reakcija, a uvjeti PCR amplifikacije prikazani

su u tablici 3.5.

Tablica 3.9. Duzine DNA fragmenata dijagnostickog markera APT3 (Fechter i sur., 2012)

Alel

Veli¢ina fragmenta

Haplotip

a) Aleli i odgovarajuce veli¢ine fragmenata

Muski
Hermafroditni
Zenski
Zenski

466
466
336
266+397

M (Vitis spec.)

H (V.v.subspec. vinifera)
F (Vitis spec.)

F (V.v.subspec.
sylvestris)

Opazeni fenotip

Veli€¢ine fragmenata

Pretpostavljeni genotip

b) Alelne kombinacije
Muski

Muski

Muski

Hermafroditni
Hermafroditni
Hermafroditni

Zenski

Zenski

Zenski

466/336
466/266+397
466/466

466/336
466/266+397
466/466

336/336
336/266+397
266+397/266+397

MF
MF
MH
HF
HF
HH
FF
FF
FF
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Kapilarna elektroforeza i o€itanje alela

Amplificirani fragmenti razdvojeni su po veli€ini kapilarnom elektroforezom.

Kapilarna elektroforeza provedena je upotrebom sekvencera (ABI 3130 Genetic
Analyzer, Applied Biosystems, SAD) koji omogucuje automatsku vizualizaciju fragmenata
putem fluorescentno oznacCenih pocetnica i laserske tehnologije. Utvrdivanje alelnih
vrijednosti (allele scoring) provedeno je u programu GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems,
SAD) (slika 3.11.).
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Slika 3.11. Prikaz elektroferograma dva sylvestris sjemenjaka za lokus VVS2 u programu
GeneMapper
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3.5. Analiza otpornosti na uzroénika pepelnice (Erysiphe
necator) i plamenjace (Plasmopara viticola)

3.5.1. Invivo i in vitro testiranje

Vizualna ocjena otpornosti na uzrocnika pepelnice (E. necator) i plamenjace (P.

viticola) provedena je na dva nacina:

e In vivo, opazani su simptomi na svim sylvestris sjemenjacima u vrijeme
intenzivne pojave bolesti od sredine svibnja na nacin da je na svakoj primki
ocijenjen priblizno jednak dio bilike, a konacna ocjena stupnja infekcije
odredena s obzirom na stanje zarazenosti cijele biljke.

e In vitro, testiranje otpornosti provedeno je na manjem skupu od 35
sjemenjaka metodom isjeCaka listova (leaf disk) prema Staudt i sur. (1997) i
Zendler i sur. (2017) uz odredene modifikacije te prema Vezzulli i sur. (2018)
za uzroc¢nika plamenjace (P. viticola) (slika 3.12.). Kao izvor inokuluma u
sluaju pepelnice koriSteni su mladi zarazZeni listovi (slika 3.13.) s jedinki

sjemenjaka najjace napadnutim pepelnicom.

Biljke nisu bile tretirane nikakvim sredstvima za zastitu bilja od bolesti i tetnika prije

niti za vrijeme provodenja opazanja i testiranja.

Vizualna ocjena stupnja infekcije u obje metode vrSena je prema skali deskriptora
OIV 455 za pepelnicu i OIV 452 za plamenjacu (tablica 3.10.).

Slika 3.12. In vitro testiranje otpornosti na bolesti metodom isje€aka listova (leaf disk)
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Slika 3.13. Pepelnica lista sjemenjaka sylvestris pod stereo mikroskopom: a) sporulacija
E. necator na licu lista, b) lanci oidija

Inokulum plamenjage za umjetnu inokulaciju uzet je u proizvodnom vinogradu u

sjevernoj Dalmaciji u okolici Zemunika (slika 3.14.).

Slika 3.14. Plamenjaca lista vinifera pod stereo mikroskopom: a) gusta sporulacija na
nali¢ju, b) spore vidljive pod svjetlosnim mikroskopom uz povecanje 10 x

Tablica 3.10. Fenotipska ocjena stupnja zaraze pepelnicom (OIV 455) i plamenjaom OIV

452)

OlV 455

| OIV 452

Razina otpornosti

1 vrlo slaba = 3 slaba = 5 srednja = 7 visoka = 9 vrlo visoka i/ili potpuna

Ocjena zaraze:

1 = neograniCena infekcija; potpuno ili
gotovo potpuno napadnut list s bogatim
razvojem micelija i fruktifikacijom gljive; 3 =
velike napadnute regije lista, od kojih su
neke ograni¢ene na plojci lista, djelomi¢no
napadnut-ocigledan rast  micelija i
fruktifikacija gljive; 5 = napadnute regije
obiéno ograniCene i promjera 2-5 cm; 7 =
ograni¢ene napadnute regije promjera
manjeg od 2 cm-malo micelija i ograni¢ena
fruktifikacija gljive (prisutnost

gljivice naznacena blagim uvijanjem plojke);
9 = vrlo potisnuti simptomi ili ih nema-nema
micelija ili vidljive fruktifikacije (tek blago
uvijanje plojke).

Ocjena zaraze:

1 = neogranicena infekcija, velike
napadnute mrlje ili potpuno napadnuti
listovi-snazna fruktifikacija gljiva- izrazene
guste nekroti€ne mrlje-vrlo rano opadanje
liS¢a; 3 = velike, neograni¢ene mrlje-vrlo
jaka fruktifikacija gljiva-brojne nekroticne
mrlje-opadanje li§¢a nije rano kao pod 1; 5
= ograni¢ene napadnute mrlje promjera 1-
2 cm-viSe ili manje jaka fruktifikacija
gljivica-nepravilno stvaranje nekroti¢nih

mrlja; 7 = manje napadnute regije-
smanjena fruktifikacija-nekoliko
nekroticnih mrlja; 9 = tockasto ili bez
simptoma, nema fruktifikacije  niti

nekroti¢nih tragova.
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Protokol za in vitro testiranje otpornosti na Erysiphe necator metodom isjec¢aka
listova — leaf disk

1.

2.

©

Uzorkovanje §to mladih i zdravijih listova (3. — 6. lista) s petelikom, 2
lista/genotip.

Sterilizacija listova 2 minute u 4% NaOClag), trostruko ispiranje listova u
destiliranoj vodi radi uklanjanja NaOCI.

SusSenije listova u €istom papirnatom ubrusu na zraku 30-60 minuta.

Priprema 1% bakterijskog agara (dan ranije): u €istu staklenu bocu od 1000ml
odvagano 10gr praha bakterijskog agara te nadopunjeno Cistom destiliranom
vodom do oznake ili marke. Smjesa je otopliena u mikrovalnoj pecnici (3-5 min).
Sterilizacija otopine u autoklavu 30 minuta pri 121°C. Otopina, ohladena na
60°C, ravnomjerno je rasporedena u sterilne plastiéne petrijeve zdjelice u sloju
od 5 mm uz upaljen plamenik.

Kruznim metalnim buSaem rezani su lisni isjeCci: @2cm. 1 uzorak= 2 lista= 4
lisna isjeCka odloZena u petrijevu zdjelicu nali¢jem lista prislonjenim na agarozni
gel.

Inokulacija lisnih isje¢aka vr§ena je pomocéu mekanog suhog kista pomoc¢u kojeg
se laganim pokretima skida sloj spora s lica zarazenog lista i vr3i inokulacija lica
lisnih isjeCaka.

Inokulirani uzorci i zatvorene petrijeve zdjelice stavljene u inkubacijsku komoru
na 25 °C, relativnu vlagu zraka 65% i uvjete osvjetljenja 16h dan i 8h no¢.
Vizualno ocitavanje pepelnice 7 do 9 dana nakon inokulacije.

Ocitanje intenziteta zaraze pomocu stereo mikroskopa CarlZeiss, a
fotografiranje spora gljivica pod stereomikroskopom CarlZeiss (Microimaging,
GmbH Germany) i povec¢anjem 0,65x.

Protokol za in vitro testiranje otpornosti na Plasmopara viticola metodom isje¢aka
listova — leaf disk prema Vezzulli i sur. (2018)

Protokol za P. viticola istovjetan je protokolu za E. necator do koraka 4. Potom

1.

slijedi:

Kruznim metalnim buSaem rezani lisni isjecci: g2cm 1 uzorak= 2 lista= 4 lisna
isjeCka odloZena u petrijevu zdjelicu nali¢jem lista okrenutim od agarne podloge
(prema gore).

Priprema suspenzije spora za in vitro inokulaciju: s nali¢ja listova zarazenih
plamenjatom mekim C¢istim kistom namocCenim u Ccistu destiliranu vodu
prikupljene su spore P. viticola i prebacene u plastiCnu tubicu napunjenu
destiliranom vodom. Brojanje spora pod mikroskopom pomoc¢u hemocitometra,
(koriSteno oko 87 000 spora/ml suspenzije).

(Hemocitometar koristen tako da se Cisto pokrovno stakalce postavi na sredinu
hemocitometrijskog stakalca. Tubica suspenzije protredena prije upotrebe.
Pipetom se odmjeri 10 pL suspenzije i paZljivo injektira izmedu pokrovnog
stakalca i hemocitometra. Postupak injektiranja suspenzije ponovi se sa zrcalno
suprotne strane hemocitometrijske komorice)

Brojanje spora (samo elipsaste, jajolike spore) pod Carl Zeiss svjetlosnim
mikroskopom i poveéanjem 10x.

Odredivanje koncentracije spora (korak 6. i 7.) i po potrebi razrijedenje.

. . . [N . br.zivih stani
Odredivanje koncentracije spora: % Zivih stanica: —————-—"2_ » 100
ukupan br.stanica

ied ; : br zivih stani
Prosjecan broj stanica/kvadratu:——————2
br.kvadrata

konacni volumen . > . . . .
———————— (u ovom istrazivanju faktor razrjedenja iznosio

Faktor razrjedenja:
jel)
Koncentracija (zive stanice/ml): prosjecan br.stanica X faktor razrjedenja X
10* (npr.10.8 x 2 x 10*= 216,000 stanica/ml = 2,16 x 10° stanica /ml)

volumen stanica
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Razrjedenje spora na Zeljenu koncentraciju (spora/ml) prema formuli: C1V1=C,V-
pri ¢emu su c1V1 poznati koncentracija i volumen, a C,V, Zeljeni koncentracija i
volumen.

Inokulacija lisnih isjeCaka dodatkom 40uL suspenzije na nali¢je svakog lisnog
isjeCka pomocu pipete.

Inokulirane i zatvorene petrijeve zdjelice odloZzene u inkubacijsku komoru na 23
oC u mracnim uvjetima.

Nakon 24h inkubacije, sterilnim filter papirom ili gazom uklonjena je kapljica
suspenzije sa lisnih isje€aka i uzorci su vrac¢eni u inkubacijsku komoru.

Stupanj zaraze vizualno je ocitan 4 do 6 dana nakon inokulacije, kao kod E.
necator.
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3.6. Statisticke analize

3.6.1. Morfoloska analiza

Uvometrijska mjerenja

Na oshovi uvometrijskih mjerenja izraCunati su pokazatelji deskriptivne statistike: prosjek,
minimalna i maksimalna vrijednost te standardna devijacija za svojstva duzine, Sirine

grozda, mase grozda, mase svjeze peteljkovine te broja bobica po grozdu.

Grupiranje jedinki na temelju matrice prosjec¢nih vrijednosti uvometrijskin podataka
provedeno je analizom glavnih komponenata (Principal Component Analysis, PCA) te
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) Kklasteriranja i
vizualizacijom pomoc¢u dendrograma u programu Statistica (TIBCO Software Inc, Palo Alto,
CA, USA, 2017).

Analiza mosta

Fizikalno-kemijski pokazatelji za sastav mosSta kod sylvestris prikazani su za sve
Zenske jedinke kod kojih je evaluacija bila moguca. Provedena je analiza mosta u tri
repeticije te kao rezultat predstavljena prosjeéna vrijednost uzorka. Za uzorke kod kojih je
bila moguc¢a samo jedna repeticija, vrijednosti sastava mosta predstavljene su vrijednostima
direktnih izmjera. Svi uzorci od 42 sorte, zastupljeni su s tri repeticije po 100 bobica diji je
konac¢ni rezultat predstavljen njihovom prosje€nom vrijednosti. Prosje¢ne vrijednosti

izradunate su u Excelu 2013.

Analiza veli€ine i oblika sjemenki

U analizi su koridteni podaci dorzalne strane sjemenki. Izracunati su pokazatelji
deskriptivne statistike: broj analiziranih sjemenki, prosje¢ne vrijednosti za duzinu i Sirinu
sjemenke, duzina kljuna sjemenke, Stummerov indeks te maksimalne i minimalne
vrijednosti ovih svojstava. Grupiranje jedinki provedeno je PCA metodom. Utvrdivanje
razlika u navedenim pokazateljima provedeno je jednosmjernom analizom varijance
(ANOVA) s post-hoc Fisherovim testom najmanje znacajne razlike (LSD). Klasteriranje
sylvestris i vinifera jedinki provedeno je multivarijatnom hijerarhijskom i aglomerativhom
Ward metodom; koja maksimizira homogenost unutar klastera. Analize su provedene u
programu Statistica (TIBCO Software Inc, Palo Alto, CA, USA, 2017).
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Analiza otpornosti na bolesti
Prilikom in vivo ocitanja pepelnice na jedinkama ex situ kolekcije, zabiljezena je
ukupna ocjena stupnja zaraze prema OIV455. Kod in vitro inokulacije lisnih isjeCaka, za

svaki genotip, zabiljeZena su €etiri OIV455 ocitanja za Cetiri lisna isjecka.

Ocitanja su obradena u programu Excel 2013. Na temelju Cetiri oCitanja (isjeCka) za svaki
genotip je odredena dominantna vrijednost niza - modus. Istrazivani skup razvrstan je
prema modus vrijednostima kroz obje godine istrazivanja i zabiljezen broj sjemenjaka koji
pripada pojedinoj ocjeni. Modus vrijednosti odgovarale su kategorijama stupnja otpornosti
OlV skale (1, 3, 5, 7, 9). O¢itanja in vivo razvrstana su izravno prema ocjeni za svaki genotip
bez odredivanja modusa s obzirom da se radilo o jednoj, ukupnoj ocjeni po genotipu. Modus
vrijednosti genotipova sorata ukljuc¢enih u analizu, su uvrstene za prikaz u grafu, ali nisu
uSle u izraun broja zarazenih sylvestris jedinki. Analiza je provedena u Excelu 2013.
Povezanost in vivo i in vitro rezultata na podskupu od 35 sylvestris sjemenjaka kroz dvije
godine istrazivanja, provjerena je Spearmanovom Kkorelacijom u programu Statistica
(TIBCO Software Inc, Palo Alto, CA, USA, 2017).

3.6.2. Molekularno-geneti¢ka analiza

Mijerila informativnosti markera i genetske raznolikosti populacija

Mijerila informativnosti kodominantnih SSR markera izraCunata su za sljedece pokazatelje:

Informacijski sadrzaj polimorfizma (Polymorphism Information Content, PIC) prema
formuli Botstein i sur. (1980) PIC =1—Y!_pi® —2%!_;,, X7 pipj? , pri demu je pi —

uCestalost alela i u populaciji, I-ukupni broj alela.
Vjerojatnost nul alela izraCunata je prema Summers i Amos (1997) algoritmu,

Vrijednost vjerojatnosti identiteta (Probability of identity, PI) izraCunata je prema formuli
Waits i sur. (2001) PI = Zpi* + XX (2pipj)?, pri Cemu su p;i i p; frekvencije i i j alela i # j.

Navedeni pokazatelji izraCunati su u programu Cervus (Kalinowski i sur., 2007).

Radi uvida u raznolikost sylvestris populacija u Hrvatskoj izraCunat je broj prosje¢nih
alela po lokusu (Na), broj efektivnih alela po lokusu (N¢), oCekivana heterozigotnost (He)
prema formuli He= 1 — Zpi? gdje je pi frekvencija i-tog alela, a N broj uzoraka, opaZena

heterozigotnost (Ho) prema formuli Ho= broj heterozigota/ N. Broj privatnih alela (Ny), te

H:eHO kao mjerilo smanjenja heterozigotnosti. Ovi

fiksacijski indeks (F) prema formuli F =

pokazatelji izraCunati su u programu GenAlEx 6.5 (Peakall i Smouse 2012).
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Test odstupanja od Hardy-Weinberg ravnoteze (HWE) proveden je u programu
Cervus (Kalinowski i sur., 2007). Razine signifikantnosti ukljucivale su korekciju po
Bonferroniju, a rezultati testa mogu biti NS= nesignifikantno, *= signifikantno uz 95%
sigurnosti, **= signifikantno uz 99% sigurnosti, ***= signifikantno uz 99,9% sigurnosti i ND=

nije provedeno.

Analiza genetske strukture
Klaster analiza

Genetski odnosi i razlike izmedu sylvestris, vinifera i loznih podloga, njihovo
filogenetsko grupiranje, provedeno je upotrebom metode sparivanja susjeda (Neighbour-
Joining, NJ). NJ klasteriranje je provedeno na ukupnom sylvestris skupu, na procis¢enom
sylvestris skupu te skupu sjemenjaka sylvestris uz ukupni in situ sylvestris skup. Zbog
zastupljenosti sylvestris sjemenjaka sa lokaliteta Cerovica (BiH), u analizu sjemenjaka bio
je dodatno uklju€en i skup 21 in situ sylvestris jedinke sa Cerovice iz ranije publikacije
(Zdunic¢ i sur., 2017). Analiza je provedena u programu MEGA v. X (Kumar i sur., 2018) na
matrici genetske udaljenosti za kodominantne podatke na osnovi 20 SSR lokusa prikazane
u obliku trokutne matrice ispod dijagonale, izraCunate pomocu GenAlEx 6.5 (Peakall i
Smouse 2012) dodatka za Excel. Rezultati klasteriranja prikazani su u obliku kruznog stabla

(filograma).

Analiza glavnih koordinata (PCoA)

Analiza glavnih koordinata (Principal Coordinate Analysis, PCoA) provedena je na
proCis¢enom sylvestris skupu uz skup 159 sorata i podloga na 20 SSR radi uvida u
grupiranje jedinki i njihov relativni odnos. PCoA je provedena na temelju pairwise matrice
genetske udaljenosti, za kodominantne podatke, u matrici oblika n x n, pri ¢emu je 'n' broj
jedinki. Prilikom analize jednog lokusa sa i, j, k i I-tim razli¢itim alelima, skup kvadratnih

udaljenosti definiran je kao:

d? (ii, ii) = 0, d? (ij, ij) = 0, d? (ii, ij) = 1, d? (ij, ik) = 1, d2 (ij, kI) = 2, d? (ii, jk) = 3, i d?(ii, jj) = 4.
Rezultat analize je 2-D graf gdje je, prva os ili dimenzija (PCoAl) skupa podataka nositelj
veéine informacija, dok svaka slijede¢a, ima manju svojstvenu vrijednost, odnosno

vrijednost varijance koja je ostala neobjasnjena prvom. Analiza je provedena u GenAIlEXx
6.5 (Peakall i Smouse 2012) dodatku za Excel.
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Metoda 'Structure'

Za ispitivanje pretpostavke da unutar istrazivanog skupa postoje jedinke koje
pripadaju razlicitim skupinama prema alelnim ucestalostima, provedena je ,Structure”
analiza. Metoda Structure provedena je na procis¢éenom sylvestris skupu uz odabrani set
od 159 genotipova: ukupno 250 jedinki. Provedeno je ukupno 10 prohoda za svaku
pretpostavljenu skupinu k (od 1 do 10). Svaki prohod se sastojao od perioda zagrijavanja
(burnin) sa 100000 ponavljanja, nakon &ega je slijedilo 1000000 MCMC ponavljanja tijekom
kojih su prikupljani podaci o posteriornoj vjerojatnosti podataka In[Pr(X|K)] za svaki K unutar
10 prohoda. Pretpostavijen je admixed model te korelirane frekvencije alela izmedu
populacija. Metoda je provedena u programu Structure v. 2.3.4. (Pritchard i sur., 2000).
Odabir optimalnog broja skupina (k) proveden je u slobodno dostupnom online programu
Structure Harvester (Earl i sur., 2012). Jedinke su pridruzene genskim skupovima prema
vrijednosti g, odnosno % genoma svake jedinke koja potjeCe iz odredenog genskog skupa.
Jedinke su pridruZzene odredenom genskom skupu ukoliko je prosje€an udio pripadnosti bio
ve¢i od 0,75 (75%, Matsuoka i sur., 2002). Na osnovi rezultata Structure Harvester i
optimalnog broja K, preuzet je clumpp file u Structure Harvesteru (za optimalni K) te

provedena vizualizacija grafa u Structure Plot v 2.0 (Ramasamy i sur., 2014).

Roditeljska analiza

Za analizu oc€instva koriSten je ukupni in situ sylvestris skup (112 jedinki) i skup
sjemenjaka ex situ kolekcije s lokaliteta Gizdavac i Paklenica (40 jedinki) za koje je bila
poznata majcinska jedinka. U analizu je bio ukljuéen i skup genotipova sorata i podloga
(159 jedinki). Skup sylvestris sjemenjaka u analizi je bio oznagen kao 'potomci' uz naznacen
majcinski genotip, a ostale jedinke kao 'potencijalni ocevi'. Sjemenjacima Cerovice
(porijeklom iz Bosne i Hercegovine) nije genotipizirana majcinska jedinka stoga su izuzeti

iz roditeljskih analiza.

Za simulaciju roditeljskog para nepoznatog spola, prethodno su izraCunate alelne
frekvencije. Simulirano je 1000000 potomaka s udjelom od 0,01 uzorkovanih roditelja uz
dopustenu mogucnost samooplodnje i postojanja srodnika medu potencijalnim roditeljima.
U analizu roditeljskog para su bile ukljuCene jedinke ukupnog sylvestris skupa te 159
genotipova sorata i podloga. Sve jedinke uklju¢ene u simulaciju pretpostavljene su i kao
potencijalni roditelji i kao potencijalni potomci. Sjemenjaci nisu bili uklju¢eni u ovu analizu.
Kao kriterij konacnog dodjeljivanja roditeljstva koriStena je kriti€¢na LOD vrijednost dobivena
simulacijom uz viSu razinu pouzdanosti (95%). Roditeljska analiza provedena je u programu
za kategoricku alokaciju Cervus koji upotrebljava formulu za vjerojatnost prema Kalinowski
i sur. (2007).
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4. REZULTATI

4.1. Morfoloske analize

4.1.1. Morfoloske analize na osnovi OIV deskriptora

Na sedam prirodnih sylvestris staniSta uzorkovano je 136 jedinki. Unutar seta od
136 pretpostavljeno sylvestris jedinki, SSR analizama su identificirane jedinke duplikati,
ukupno 23 jedinke. Na terenu su u pojedinim slu¢ajevima bile uzorkovane jedinke koje rastu
jedna blizu druge i za koje se in situ nije moglo sa sigurnos¢u utvrditi radi li se o jednom ili
dva razli¢ita genotipa. Utvrdena je i jedna jedinka koja je imala istovjetan genotip sa sortom
Kujundzu$a na lokalitetu Imotski (Im2). Nakon uklanjanja klonski identiénih genotipova i
uzorka Im2, broj pretpostavljenih sylvestris jedinki je iznosio 112. Zdruzenom analizom na
osnovi morfoloskih i SSR lokusa set od 112 jedinstvenih genotipova dodatno je reduciran
na 91 sylvestris jedinku. MorfoloSke i genetske karakteristike sylvestris u ovom radu su
prikazane na osnovi 91 jedinke koju smatramo "procis¢enim setom true to type sylvestris",
dok su karakteristike i kriteriji za odbacivanje ukupno 45 jedinki prikazani u poglaviju 4.3. o

feralnim jedinkama.

Morfologija prociSéenog sylvestris skupa

U tablici 4.1. prikazani su udjeli (%) ekspresije pojedinog morfoloskog svojstva (21
OIV deskriptora) na temelju procis¢enog sylvestris skupa od 91 true to type sylvestris
jedinke po populacijama. lznimno, za prikaz OIV rezultata za spol cvijeta te morfologije
grozda i bobica, koriSten je broj jedinki. Pojedinacna svojstva po OIV deskriptorima za

cjelokupan true to type skup prikazani su u prilogu 4.

NajceS¢i sylvestris fenotip in situ jedinki karakterizira vinifera tip vrha mladice. Vrh
mladice je ve¢inom zelen, bez antocijanskog obojenja, dok je malo antocijanskog obojenja
utvrdeno na lokalitetima Imotski i Krka te potpuno antocijansko obojenje kod jedinke Im18
(OIV 002). Intenzitet paucinastih dlagica vrha mladice u svih populacija je ve¢inom odsutan
ili nizak. Veéi polimorfizam utvrden je u jedinki populacija Lukovdol, Psunj i Paklenica, a kod
jedinke Luk13 utvrdena je i visoka gusto¢a dlacica (OIV 004). Dorzalna strana mladice
veéinom je zelene boje. Zeleno-crvena boja izrazena je u jedinki populacija Grab i Gizdavac
te na lokalitetu Imotski gdje je zabiljeZzena i crvena boja (Im18) (OIV 007). Mladi list je
preteZito zelene boje, ali je u pojedinih jedinki utvrdena i bron¢ana (Krkal5), bakreno-crvena
(Pak33) i zuta boja (Luk6, Luk12) (OIV 051). Intenzitet paucinastih dlaCica na nali¢ju mladog
lista je vec¢inom bio odsutan ili nizak. Najvece varijacije utvrdene su kod populacija

Paklenica, Psunj i Lukovdol, a na Lukovdolu je utvrdena i visoka gustoca dlacica (Luk13)
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(OIV 053). Odrasli list je vrlo mali. Jedinke populacija Paklenica, Psunj i Lukovdol imaju
vecu varijabilnost, pojavljuje se i srednja veli€ina lista (OIV 65). List je na svim lokalitetima
veéinom klinastog oblika, a na Krki i Psunju utvrden je i pentagonalan oblik lista (OIV 067).
List je vec¢inom nenaboran (OIV 072) i trodijelan, osim na Lukovdolu gdje previadava
peterodijelan list (OIV 068). Vecina in situ jedinki ima otvoren ili Siroko otvoren list 'U' oblika
dna sinusa petelike, a oblik 'V' je najmanje zastuplien (OIV 079, OIV 080). Intenzitet
paucinastih dlagica na nali¢ju odraslog lista u sylvestris jedinki varira, a ve¢inom je odsutan
ili nizak, osim na lokalitetu Psunj gdje dominira srednja gustoc¢a dlagica (OIV 084).

Fenotip spola cvijeta bilo je moguce utvrditi za maniji dio true to type skupa (47%).
Na svim populacijama prevladavaju jedinke muskog tipa cvijeta (u ukupnom omjeru 2:1),
osim na Gizdavcu gdje su utvrdene samo dvije jedinke, muska i Zenska. S obzirom da je
vecéina seta radi uvida u spol cvijeta, analizirana dodatno pomo¢u DNA APT3 markera,
zdruZeni podaci o spolu cvijeta opisani su u poglavlju 4.2.3.

Grozd sylvestris jedinki je ve¢inom vrlo kratak ili kratak (80 — 120 mm), vrlo rastresit
ili rastresit, a u populaciji Krka i Imotski utvrden je srednje zbijen i zbijen grozd. Bobica je
uvijek okrugla, plavo-crne boje, vec¢inom bez antocijanskog obojenja mesa bobice i ima
potpuno formiranje sjemenki (OIV 202 — OIV 241).
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Tablica 4.1. Naj¢eSce morfoloSke karakteristike in situ sylvestris jedinki

Populacija | Mladica | Mladi list | Odrasli list
Oolv ol Oolv
002 053 084
Antocija  OIV ol Gustoca ol Gustoca
nsko 004 007 paucina o 081-1 paucina
obojenje Gustoéa Boja ol stih ol ol 079 OIV 080 Prisutn stih
pauc¢ina pauc€ina dorzalne 051 dlacica ol ol 068 072 Otvore Oblik ost dlacica
001 stih stih strane Boja na 065 067 Broj Nabora nost dna zupcau na
Oblik dlacica dlacica internodi lica nali¢ju Veliéina Oblik isje€a  nost sinusa  sinusa  sinusu nalicju
vrha vrha vrh ja lista lista plojke plojke ka plojke peteljke peteljke peteljke lista
vrlo
odsutna zelena  odsutna mala odsutna
(74%), zelena (97%), (41%), (31%), Siroko (38%)),
odsutno niska (94%), bron¢a niska mala tri odsutna otvoren U niska
(84%), (19%), zelena+c  no (41%), (56%), (66%), (69%), (25%), (44%)), (38%)),
vinifera  malo srednja rvena(6% crvena srednja srednja  klinast  pet slaba otvoren  }(34%), odsutan srednja
Paklenica (100%)  (16%) (7%) ) (3%) (18%) (13%) (100%) (34%) (31%) (75%) V (22%) (100%)  (24%)
odsutno zelena Siroko
(60%), (45%), otvoren odsutna
malo zelena+c vrlo 17%), (25%),
(30%), odsutna rvena(45 odsutna mala tri odsutna otvoren U niska
malo/pot  (70%), %), (18%), (75%), (83%), (75%), (75%), (67%), (67%),
vinifera  puno niska crvena zelena niska mala klinast  pet slaba prekloplj } (8%), odsutan  srednja
Imotski (100%)  (10%) (30%) (10%) (100%) (82%) (25%) (100%) (17%)  (25%) en(8%) V (25%) (100%) (8%)
odsutna odsutna
(36%), (29%)), vrlo
niska niska mala odsutna
(50%), (36%), (46%), Siroko (40%),
odsutno srednja zelena  srednja mala tri odsutna otvoren U niska
(86%), (7%), (86%), (29%), 27%), (27%), (53%), (53%), (13%), (27%),
vinifera  malo visoka zelena Zuta visoka srednja  klinast  pet slaba otvoren  }(67%), odsutan srednja
Lukovdol (100%)  (14%) (7%) (100%) (14%)  (6%) (27%) (100%) (73%)  (47%) (47%) V (20%) (100%)  (33%)
zelena
(do vrlo
vinifera  odsutno niska crvena) zelena  srednja mala klinast  pet slaba otvoren } odsutan  srednja
Grab (100%)  (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)  (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
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Tablica 4.1. nastavak 1

Populacija | Mladica | Mladi list | Odrasli list
Oolv ol Oolv
002 053 084
Antocija  OIV ol Gustoca ol Gustoca
nsko 004 007 paucina o 081-1 paucina
obojenje Gustoéa Boja ol stih ol ol 079 OIV 080 Prisutn stih
pauc¢ina pauc€ina dorzalne 051 dlacica ol ol 068 072 Otvore Oblik ost dlacica
001 stih stih strane Boja na 065 067 Broj Nabora nost dna zupcau na
Oblik dlacica dlacica internodi lica nali¢ju Veliéina Oblik isje€a  nost sinusa  sinusa  sinusu nalicju
vrha vrha vrh ja lista lista plojke plojke ka plojke peteljke peteljke peteljke lista
odsutna
zelena vrlo klinast Siroko U (67%),
odsutno odsutna (75%), odsutna mala (67%), tri 89% otvoren  (22%), niska
(75%), (88%), bronca (63%), (44%), pentag (56%), odsutna (56%), } (67%), (22%),
vinifera  malo niska zelena na niska mala onalan pet ,11% otvoren V (11% odsutan srednja
Krka (100%)  (25%) (12%) (100%) (25%)  (37%) (56%) (33%) (44%)  slaba (44%) ) (100%)  (11%)
odsutna
(3%), vrlo
odsutna niska mala odsutna
(59%), (59%), (88%), klinast Siroko U (24%),
odsutno niska srednja mala (94%), tri otvoren  (82%), niska
(88%), (35%), (24%), (6%), pentag (88%), (71%), } (6%) (24%)),
vinifera  malo srednja zelena zelena visoka srednja  onalan pet odsutna otvoren V odsutan  srednja
Psunj (100%)  (12%) (6%) (100%) (100%) (14%) (6%) (6%) (12%)  (100%)  (29%) (12%), (100%)  (52%)
odsutna
zelena+c vrlo (50%), Siroko
vinifera  odsutno odsutna rvena zelena niska mala klinast ~ tri slaba otvoren U odsutan  niska
Gizdavac (100%)  (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)  (100%) (100%) (50%) (100%)  (100%) (100%)  (100%)
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Tablica 4.1. nastavak 2

Populacija Spol cvijeta Grozd
Olv 231
OlV 223 OlV 225 Antocijansko OlVv 241
Olv 151 OlV 202 OlV 204 Oblik Boja kozice obojenje mesa  Formiranje
Spol cvijeta Duzina Zbijenost bobice bobice bobice sjemenki
M 13, vrlo kratak
F 6, do kratak vrlo rastresit plavo-crna 1, odsutno 1,
Paklenica nd 13 1, kratak 1 1, rastresit 1 okrugla 2 nd1 nd1 potpuno 2
vrlo kratak  vrlo rastresit
M7, 3, vrlo do rastresit 2, odsutno 3,
F 4, kratak do srednje zbijen odsutno do
Imotski nd1 kratak 1 1, zbijen 1 okrugla 4 plavo-crna 4 slabo 1 potpuno 4
M1,
Lukovdol nd 17
Grab nd1
M 4,
F 2, vrlo kratak  srednje zbijen
Krka nd 3 1 1 okrugla 1 plavo-crna 1 odsutno 1 potpuno 1
M 3,
F1,
Psunj nd 13
vrlo
M1, kratak do vrlo rastresit
Gizdavac F1 kratak, 1 dorastresit 1 okrugla 1 plavo-crna 1 odsutno 1 potpuno 1

nd, nije determinirano
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4.1.2. Uvometrijski podaci

Prosjecne vrijednosti uvometrijskih karakteristika za 2017. i 2018. godinu prikazane
su u tablici 4.2. Analizirano je ukupno 1395 sylvestris grozdova; 2017. godine sa Sest jedinki
(500 grozdova), a 2018. godine sa sedam jedinki (895 grozdova). Morfometrijske
karakteristike izabrane 42 divergentne sorte kultivirane loze navedene su u prilogu 5.

Prosje¢na duzina sylvestris grozda kretala se u rasponu od 6,27 — 6,84 cm, a prosjecna
Sirina u rasponu od 3,44 — 4,14 cm. Prosje¢na masa sylvestris grozda u 2017. godini je
iznosila 6,81 g, a tijekom 2018. godine 2,56 g. Grozd sylvestris u 2017. godini prosje¢no je
brojao 17,29 bobica, a 2018. godine 7,43.

Tijekom 2017. godine prosje¢no najmanje dimenzije duZine i Sirine grozda utvrdene su kod
Im3 (4,56 cm, 2,86 cm redom navodenja), a najvec¢e dimenzije duzine i Sirine grozda kod
Giz1 (9,48 cm, 5,28 cm, redom navodenja). Prosje€no najmanja masa grozda (1,47 g) i broj
bobica po grozdu (4,84), utvrdeni su za Giz1, a najvece vrijednosti mase i broja bobica kod
Im17 (18,39 g; 37,45). Tijekom 2018. godine jedinka Im17 pokazala je grozd prosje¢no
najmanjih dimenzija duzine (3,06 cm) i Sirine (2,69 cm), dok je jedinka Pak12 imala najvece
prosje¢ne dimenzije duzine i Sirine grozda (10,10 cm; 4,23 cm, redom navodenja), ali ujedno
i najmanju masu (1,03 g) i broj bobica (3,67) te godine, sli¢no kao u slu¢aju Giz1 prethodne,
2017. godine. Jedinka Im11 imala je prosje¢no najve¢u masu grozda (4,39 g) i broja bobica
(12,65) tilekom 2018. godine.

4.1.3. Arhitektura grozda

Temeljem deskriptora OIV202 vecina sylvestris jedinki je vrlo kratkih grozdova ili
kratkih. Srednji i dugacki grozdovi nisu utvrdeni. Prema OIV 204 grozdovi su uglavnom vrlo
rastresiti (4 jedinke) ili rastresiti (2), a zabiljezeni su i srednje zbijeni (2) te u slu¢aju Im17 i
zbijen grozd (slika 4.1.). Jedinke vece zbijenosti grozdova utvrdene su na lokalitetima
Imotski i Krka, dok su na lokalitetu Paklenica i Gizdavac bili uglavnom vrlo rastresiti. Bobice
svih jedinki (OIV 223) bile su okrugle i plavo crne boje (OIV 225), bez antocijanskog obojenja
mesa bobice (OIV 231) ili je ono bilo vrlo slabo (Im17). Uo&eno je i nejednoliko dozrijevanje
bobica na istom grozdu (Imotski). Formacija sjemenki bobica (OIV241) je potpuna u svih

uzorkovanih jedinki.
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Tablica 4.2. Morfometrijske karakteristike grozdova istrazivanih sylvestris jedinki u 2017. i 2018. godini

Duzina grozda

Sirina grozda

Masa grozda

Masa svjeze

Uzorak God (cm) (cm) (9) peteljke (9) Br.bobica/grozd
5 . . . . .
-5 8 < 5 8 £ 3 S = 5 8 £ 3 = 3
S a S S o S S o b= b a b b a b b
Pakl12 2017 nd
2018 3 10.10 7.10 12.30 4.23 280 6.30 1.03 093 1.18 0.49 0.38 0.62 3.67 3.00 4.00
Krka20 2017 101 566 1.60 11.20 3.18 1.70 7.60 6.42 0.72 22.12 0.48 0.03 11.80 19.20 2.00 58.00
2018 nd
Gizl 2017 44 948 470 17.80 5.28 250 1560 1.47 044 354 065 022 144 484 2.00 15.00
2018 81 9.24 350 1960 420 160 9.00 188 049 696 058 0.12 148 6.37 2.00 35.00
Im3 2017 38 456 260 790 286 1.70 580 151 0.34 4.18 0.34 0.08 0.78 7.08 2.00 15.00
2018 433 3.70 1.00 10.00 2.89 1.10 850 3.07 0.32 15.72 0.19 0.03 1.01 8.36 2.00 48.00
Im11 2017 129 7.38 2.00 1420 4.79 2.10 1240 554 154 27.07 0.81 0.16 2.64 2218 5.00 78.00
2018 288 523 160 1090 3.16 140 6.70 439 065 1758 0.24 0.03 0.84 12.65 2.00 41.00
Im14 2017 55 6.88 3.30 10.20 4.10 240 7.70 7.52 177 1696 0.79 0.31 146 1296 4.00 23.00
2018 nd
Im17 2017 133 7.05 260 11.60 4.60 230 1090 1839 275 49.61 0.89 0.11 2.72 37.45 7.00 100.00
2018 90 3.06 150 810 2.69 1.20 500 243 055 34.28 0.17 0.03 193 6.10 2.00 60.00
Prosjek 2017 500 6.84 160 17.80 4.14 1.70 1560 6.81 0.34 49.61 0.66 0.03 11.80 17.29 2.00 100.00
2018 895 6.27 1.00 19.60 3.44 110 9.00 256 0.32 34.28 0.33 0.03 193 7.43 2.00 60.00
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Slika 4.1. Razlike u stupnju zbijenosti grozda sylvestris

Grupiranjem jedinki na osnovi uvometrijskih podataka navedenih u tablici 4. 2.
tijekom 2017. i 2018. godine, analiza glavnih komponenata (PCA) je u potpunosti razdvojila
grupu sylvestris (C1) od vinifera (C2) bez preklapanja jedinki izmedu grupa (slika 4.2.).
Unutar grupe C1, medusobno su blize grupirane jedinke vecih i zbijenijih grozdova Imotski
i Krka (donji dio klastera) u odnosu na rastresitije grozdove Gizdavca (2017., 2018. godine)

i Paklenice (2018. godine) (gorn;ji dio klastera).
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Slika 4.2. PCA grupiranje sylvestris i vinifera na osnovi uvometrijskih podataka analizirano
u programu Statistica
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Na slici 4.3. prikazano je UPGMA Kklasteriranje jedinki na temelju
uvometrijskih podataka te se vide dva jasno odvojena klastera bez preklapanja
jedinki izmedu grupa.
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Slika 4.3. Grupiranje sylvestris i vinifera prema uvometrijskim podacima u 2017. i 2018.
godini UPGMA metodom u programu Statistica

4.1.4. Fizikalno-kemijska analiza mosta

Prosjecni sadrzaj Secera u sylvestris jedinki tijekom 2017. i 2018. godine varirao je
od 88 do 100,4 °Oe (tablica 4.3.). U obje godine najmanje nakupljanje Secera pokazao je
genotip Im17 (75 — 97 °Oe), a najve¢e Im11 obje godine (od 106,33 — 107 °Oe). Kod sorata,
najnizi sadrzaj Sec¢era utvrden je za sortu Bak 2017. godine (74,33 °Oe) i Babicu crnu 2018.
godine (73,67 °Oe), a najvidi u obje godine za sortu Malvazija dubrovacka bijela (122 —
126,33 °Oe) (prilog 6).

ProsjeCan pH mosta u sylvestris jedinki je tijekom dvije godine istrazivanja varirao
od 3,08 do 3,28. Minimalni pH 2017. godine utvrden je za Im14 (2,96), a 2018. godine za
Giz1 (2,86), maksimalni pH tijekom 2017. godine Im11 (4,07), a 2018. godine Im3 (3,26). U
sorata je obje godine istrazivanja najnizi pH zabiljezen za sortu Xynomavro (3,19 — 3,25), a
najvisi za sortu Plavina (4,17) 2017. godine te sortu Bak (4,07) 2018. godine.

Prosje€ni sadrzaj ukupnih kiselina u sylvestris tijekom dvije godine je varirao od 7,93
g/l 2017. godine do 15,55 g/l 2018. godine. Minimalan prosje¢ni sadrzaj ukupnih kiselina
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obje godine bio je kod jedinke Im11 (2017: 3 g/l, 2018: 8,3 g/l). Najvisi prosjeCni sadrzaj
kiselina 2017. godine je kod jedinke Im14 (12,16 g/l), a 2018. godine kod Gizl (24,57 g/l) i
Im17 (20,94 g/l). Od sorata 2017. godine najnizi sadrzaj ukupnih kiselina je obje godine
imala sorta Bak (2017: 2,37 g/l, 2018: 2,46 g/l), a najviSi Beretinjok bijeli (8,1 g/l) 2017.
godine i Xynomavro 2018. godine (7,6 g/l).

Tablica 4.3. Fizikalno-kemijska analiza mosta sylvestris

Sadrzaj Secera Ukupne
Uzorak Godina pH (°Oe) kiseline (g/l)
Krka20 2017 2.99 100.00 10.89
2018
Gizl 2017
2018 2.86 77.00 24.57
Im3 2017 3.29 100.00 3.23
2018 3.26 93.66 8.42
Im11 2017 4.07 107.00 3.00
2018 3.22 106.33 8.26
Im14 2017 2.96 98.00 12.16
2018
Im17 2017 3.08 97.00 10.39
2018 2.99 75.00 20.94
Prosjek 2017 3.28 100.40 7.93
2018 3.08 88.00 15.55

4.1.5. Morfoloska analiza sjemenki

MorfoloSke karakteristike sjemenki analizirane su za osam zenskih sylvestris jedinki te

tri genotipa sorata (tablica 4.4.) (slika 4.4.).

Duzina sjemenke sylvestris je prosje¢no varirala od 5,41 do 5,43 mm. Prosje¢na Sirina
sjemenke sylvestris kretala se od 4,05 do 4,15 mm. Duzina kljuna sjemenke u sylvestris
jedinki u prosjeku je varirala od 1,24 do 1,34 mm. Stummer indeks kao omjer Sirine i duZine

sjemenki, u sylvestris jedinki je varirao izmedu 75,25 i 76,99.

Tijekom 2017. godine je za jedinku Im3 zabiljeZzena prosje¢no najkraca sjemenka (4,74
mm) i najkraci kljun (0,92 mm) te najveéi Stummer indeks (83,79). Jedinka Im14 iste godine
je imala prosje¢no najduzu sjemenku i kljun (5,84 mm, 1,67 mm, redom navodenja). Jedinka
Im17 imala je 2017. godine prosjeCno najmanju Sirinu sjemenke i minimalan Stummer
indeks (3,94 mm, 69,22). Tijekom 2018. godine Pak12 pokazala je minimalne prosjecne
vrijednosti za duzinu i Sirinu sjemenke i kljuna (4,92 mm, 3,94 mm, 0,85 mm, redom
navodenja). Jedinka Pak7 imala je prosje¢no najduzu sjemenku (5,81 mm) i minimalnu
vrijednost Stummer indeksa (72,01), a Giz1 najvecu prosje¢nu Sirinu sjemenke i najvedi
Stummer indeks (4,46 mm, 82,70).
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StatistiCki znaCajna razlika u duzini sjemenke zabiljezena je tijekom obje godine
istrazivanja izmedu dvije podvrste, a 2018. godine je bila znac¢ajna izmedu svih analiziranih
genotipova, neovisno o podvrsti. Sirina sjemenki izmedu sylvestris i vinifera tijekom 2017.
godine nije bila statisti¢ki zna¢ajna izmedu sorte Tempranillo i jedinki Im17 i Im3, te 2018.
godine izmedu sorte Tempranillo i jedinke Pak12. Vrijednost Stummer indeksa u obje

godine statisti¢ki se znacajno razlikovala izmedu grupe sylvestris i vinifera.

Slika 4.4. Morfologija dorzalne strane sjemenki sylvestris i vinifera
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Tablica 4.4. MorfoloSka analiza dorzalne strane sjemenki sylvestris i vinifera tijekom 2017. i 2018. godine

Duzina sjemenke Sirina sjemenke Duzina kljuna

Uzorak God. (mm) (mm) sjemenke (mm) Stummer indeks
g X 4 X Y4
bl o = © o = [ o = © o = ©
o = = o = = o = = o = =
Pak12 2017 nd
2018 14 492 444 530 a 394 375 412 ab 085 058 120 a 80.17 7580 8556 d
Pak7 2017 nd
2018 30 581 523 644 e 418 373 4.70 d 153 096 238 b 7201 5787 7930 c
Krka20 2017 90 5,67 515 641 A 403 349 463 B 155 082 231 A 7132 5590 86.49 E
2018 nd
Gizl 2017 nd
2018 30 541 472 641 c 446 386 519 ¢ 089 041 189 a 8270 7049 93.18 d
Im3 2017 30 474 423 546 C 396 357 432 AB 092 034 180 C 8379 6541 96.36 C
2018 90 528 452 6.01 b 406 345 468 bc 137 058 244 c 76.96 6439 89.78 e
Im11 2017 90 519 456 588 D 427 370 482 E 1.0 034 202 D 8245 7145 96.76 C
2018 90 564 494 647 d 412 329 472 cd 158 092 224 b 7312 5928 8373 c
Im14 2017 90 584 526 685 E 405 356 485 B 1.67 102 231 E 6948 5489 8489 B
2018 nd
Im17 2017 90 5.71 463 6.47 A 394 345 465 A 146 058 252 A 69.22 56.77 8052 B
2018 nd
Plavac mali 2017 90 6.02 526 6.81 B 380 312 445 D 234 109 366 B 6314 5166 74.08 A
2018 90 596 526 654 f 352 296 4.23 e 243 174 340 f 59.14 4851 7080 a
Xynomavro 2017 90 6.10 548 6.74 B 370 322 426 C 233 156 320 B 60.81 49.78 7355 D
a
2018 90 6.09 545 6.83 g 368 290 4.15 f 219 140 3.10 e 6052 4738 7254 b
Tempranillo 2017 90 6.20 538 6.82 F 393 326 468 A 1.82 102 278 F 6349 5000 7655 A
2018 90 6.21 542 6.99 h 383 3.07 461 a 194 119 292 d 61.74 50.13 80.10 b
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Tablica 4.4. nastavak

slova u stupcima, znagajne razlike u 2018. godini

Duzina sjemenke Sirina sjemenke Duzina kljuna
Uzorak God. (mm) (mm) sjemenke (mm) Stummer indeks
[ [ [ [
g £ 3 5’ = 3 g £ 3 3 = 3
o = = o = = o = = o = =
Sylvestris 2017 543 4.23 6.85 405 3.45 4.85 134 034 252 75.25 54.89 96.76
2018 541 4.44 6.47 415 3.29 5.19 124 041 244 76.99 57.87 93.18
Vinifera 2017 6.11 5.26 6.82 3.81 3.12 4.68 2.16 1.02 3.66 62.48 49.78 76.55
2018 6.09 5.26 6.99 3.68 290 4.61 219 119 3.40 60.47 47.38 80.10
Fisher-ovim testom vrijednosti su prikazane kao LSD uz p < 0,05; velika slova u stupcima oznacavaju znacajne razlike u 2017., a mala




Grupiranje jedinki na osnovi morfoloSkih karakteristika sjemenki provedeno je
analizom glavnih komponenata (PCA). PCA je u obje godine jasno razdvojila sjemenke
sylvestris (C1) u odnosu na vinifera (C2). Jedinke Im14 i Im17 grupirale su se blize sortama
u 2017. godini (slika 4.5.). Tijekom 2018. godine jedinke Im3 i Im11 koje su u 2017. bile
svrstane dalje od vinifera, pokazale su tendenciju grupiranja prema vinifera, a blize sortama
se svrstala i jedinka Pak7. Jedinke Gizl i Pak12 potpuno su udaljene od vinifera. Obje
godine sorta Tempranillo, grupirana je blize sylvestris jedinkama. Sorta Tempranillo je
jedina sorta koja nije pokazala znacajnu razliku u Sirini sjemenke u odnosu na sylvestris
jedinke Im17 i Im3 2017. godine i Pak12 2018. godine.
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Slika 4.5. PCA grupiranje sjemenki sylvestris i vinifera analizirano u programu
Statistica

Grupiranje jedinki Ward dendrogramom u obje godine je razdvoijilo jedinke u tri
klastera (slika 4.6.). U grupiranju 2017. godine, sylvestris jedinke formirale su klastere (C1

i C3) dok je klaster vinifera (C2) smjesten izmedu sylvestris klastera.

Dendrogram 2018. godine jasnije je razdvojio vinifera (C1) od sylvestris (C2 i C3)

klastera.
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Slika 4.6. Grupiranje sylvestris i vinifera na osnovi morfologije sjemenki u 2017. i

2018. godini putem Ward metode u programu Statistica
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4.2. DNA analize

U prilogu 7 prikazani su genetski profili na 24 SSR lokusa istrazivanih jedinki ukupnog
sylvestris skupa sa sedam in situ lokaliteta na podrucju Hrvatske. U prilogu 8 navedeni su

genetski profili na 24 nSSR lokusa sylvestris sjemenjaka.

4.2.1. Analiza genetske raznolikosti sylvestris u Hrvatskoj

Pokazatelji genetske raznolikosti izraCunati su na proCis¢enom skupu od 91
sylvestris jedinke za 24 mikrosatelitna lokusa (tablica 4.5.). Prosje¢an broj alela po lokusu
kretao se od Cetiri do jedanaest s prosjekom 7,71. Najveci efektivni broj alela (Ne) zabiljezen
je za lokus VVS2 (6,49) koji ima i najvec¢i Shannon indeks (2,05). Najmanja vrijednost Ne
utvrdena je za lokus VVIN73, ujedno i lokus s najmanjim vrijednostima za Shannon indeks
i pokazatelje heterozigotnosti. Najvece vrijednosti svih pokazatelja heterozigotnosti
(He;uHe; Ho), zabiljeZene su za lokus VVS2. Ukupna opazena heterozigotnost istraZivanog
skupa (Ho=0,60) u prosjeku je bila niza od oCekivane heterozigotnosti (He=0,66). Najvisi
fiksacijski indeks (F), frekvencija pojave nul alela (Fnul) te znacajno odstupanje od Hardy-
Weinberg ravnoteze (HWE), zabiljezeni su za lokus VVIP31 (F=0,330). Najmanja F
vrijednost bila je negativna te zabiljezena za lokus VVIB01 (-0.091). Fiksacijski indeks u
vecine je lokusa kao i cjelokupan skup bio pozitivhog predznaka. Negativne F vrijednosti,
zabiljezene su za Cetiri lokusa: VVS2, VWMD27, VVIQ52 i VVIBO1. Lokusi najvisih
vrijednosti informacijskog sadrzaja polimorfizma (PIC), bili su VVS2, VVIV67 i VVIP31.
Vrijednost vjerojatnosti identiteta (PIl) najveca je bila za lokus VVIN73, a najmanja za lokus
VVS2.
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Tablica 4.5. Pokazatelji genetske raznolikosti i informativnosti na proc¢is¢enom in situ sylvestris skupu na 24 SSR lokusa: broj analiziranih jedinki
(N), broj alela po lokusu (Na), broj efektivnih alela po lokusu (Ne), informacijski indeks (l), opazena heterozigotnost (Ho), oCekivana
heterozigotnost (He), nepristrana oCekivana heterozigotnost (uHe), informacijski sadrzaj polimorfizma (PIC), vjerojatnost identiteta (Pl),

fiksacijski indeks (F), nul aleli (Fnul) odstupanje od Hardy-Weinberg ravnoteze (HWE)

Locus Raspon alela N Na Ne [ Ho He uHe PIC Pl F Fnul HWE
VVS2 131 - 157 90 11 649 205 08 085 085 083 0.04 -0.011 -0.007 NS
VVMD7 239-265 90 9 470 178 078 079 079 076 0.07 0.012 0.009 NS
VVMD27 180-195 90 7 224 121 056 055 056 053 022 -0.002 -0.014 NS
VVMD5 224-248 90 9 405 161 071 075 076 072 010 0.055 0.028 NS
VVMD25 239-267 85 6 352 147 068 072 072 068 0.12 0.047 0.024 NS
VVMD28 219-268 86 112 350 167 059 071 072 069 0.11 0.169 0.091 NS
VVMD32 240-272 89 7 225 114 051 055 056 052 023 0.089 0.049 NS
VVIQ52 76-84 89 5 195 091 049 049 049 044 031 -0.014 0.005 NS
VVIP31 173-195 91 11 554 192 055 082 082 080 0.06 0.330 0.200 o
VVIP60 306-332 90 8 433 162 057 077 077 073 0.09 0.263 0.151 *
VMC1B11 167-195 90 8 302 139 063 067 067 062 0.16 0.053 0.023 NS
VMC4F3.1 165-206 90 9 295 132 049 066 066 061 0.17 0.260 0.153 o
VVIH54 149-179 89 10 371 155 070 073 073 0.69 0.12 0.047 0.016 NS
VVIV67 359-383 81 10 6.15 199 073 084 084 082 0.05 0.130 0.065 NS
VVIBO1 287-306 89 6 248 107 065 060 060 052 024 -0.091 -0.052 NS
VVMD24 204-215 89 7 255 133 058 061 061 058 0.18 0.039 0.008 NS
VVMD21 244-257 90 5 218 098 053 054 054 047 028 0.015 0.000 NS
VVIN16 147-157 91 5 330 130 069 070 070 0.64 0.15 0.007 0.006 NS
VVIN73 260-268 80 4 162 073 036 038 039 035 041 0.054 0.007 NS
VVIV37 150-174 91 7 275 136 060 064 064 061 0.16 0.051 0.008 NS
VRZAG79 237-259 88 10 235 132 048 057 058 055 021 0.168 0.102 NS
VRZAG62 188-204 91 6 264 125 056 062 063 057 019 0.099 0.069 NS
VRZAGS83 170-201 89 5 236 108 055 058 058 052 023 0.045 0.015 NS
VRZAG67 121-160 89 9 329 141 066 070 070 0.65 0.14 0.047 0.021 NS
Prosjek 88.63 771 333 139 060 066 066 062 0.00 0.078 - -
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Pokazatelji genetske raznolikosti sylvestris populacija, prikazani su u tablici 4.6.
Pokazatelji genetske raznolikosti populacija na temelju 20 SSR lokusa izraCunati su za:
proCiS¢eni sylvestris skup (91 jedinka), skup sorata (152) i loznih podloga (7), ali su iz
sylvestris skupa izostavljeni lokaliteti Gizdavac i Grab zbog premalog broja jedinki (2 i 1,

redom navodenja) pa je sylvestris skup sadrzavao ukupno 88, a ukupan skup 247 jedinki.

Genetska raznolikost vinifera veca je prema vedini pokazatelja u odnosu na
sylvestris u ovom istrazivanju. ProsjeCan broj alela po lokusu (Na) bio je veéi u vinifera
(10,20) nego u sylvestris gdje je varirao od 4,10 (populacija Imotski) do 5,45 u populaciji
Paklenica. Prosjecni broj efektivnih alela (Ne) u skupu iznosio je 3,14, a u vinifera (4,35) i
podloga (3,53) te bio viSi od svih sylvestris populacija. Ukupna prosje¢na opazena
heterozigotnost (Ho) istrazivanog skupa iznosila je 0,65 te je viSa od prosje¢ne oCekivane
heterozigotnosti; He=0,63. Ho vrijednost najveca je za skup vinifera (0,76), potom za
populaciju Imotski (0,72) te podloge (0,68), a najmanja za populaciju Lukovdol (0,54).
Vrijednost inbreeding koeficijenta (F) za istrazivani skup je negativhog predznaka (-0,038).
Najmanji F zabiljezen je za populacije Imotski i Krka, podloge te skup vinifera (redom

navodenja), a pozitivni F je najveci kod populacije Lukovdol.

Tablica 4.6. Genetska raznolikost sylvestris populacija u Hrvatskoj na osnovi pro¢iséenog
skupa (n=88) u usporedbi sa skupom sorata (n=152) i podloga (n=7) na 20 SSR lokusa.
Populacije Grab i Gizdavac su izostavljene iz analize zbog malog broja jedinki.

Populacija N Na Ne I Ho He uHe F
Paklenica Prosjek 31.80 545 3.09 125 0.62 0.63 0.64 0.002
SE 0.12 0.34 0.24 0.08 0.04 0.04 0.04 0.035
Imotski Prosjek 12.00 410 274 111 0.72 0.61 0.63 -0.183
SE 0.00 0.30 0.17 0.06 0.03 0.02 0.02 0.034
Lukovdol Prosjek  16.60 420 249 102 054 055 0.57 0.028
SE 0.53 0.28 0.21 0.07 0.04 0.03 0.03 0.051
Krka Prosjek  8.80 470 3.02 122 065 0.62 0.66 -0.057
SE 0.12 036 0.22 0.09 0.05 0.04 0.04 0.051
Psunj Prosjek  16.40 445 278 114 0.60 0.61 0.63 0.023
SE 0.26 0.30 0.19 0.07 0.05 0.03 0.03 0.062
Vinifera Prosjek 149.60 10.20 435 164 0.76 0.73 0.73 -0.040
SE 1.12 0.78 0.38 0.09 0.03 0.03 0.03 0.011
Lozne
podloge Prosjek  6.35 480 353 130 0.68 0.65 0.70 -0.042
SE 0.36 047 038 0.11 0.07 0.05 0.05 0.069
Ukupno Prosjek 34.51 541 3.14 124 0.65 0.63 0.65 -0.038
SE 4.04 0.23 0.11 0.04 0.02 0.01 0.01 0.019

SE, standardna pogreska (standard error)
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4.2.2. Privatni aleli i aleli veée frekvencije u skupu sylvestris

Bogatstvo privatnih alela izracunato je na skupu od 250 jedinki razvrstanih u tri grupe

(91 jedinka prociSéenog sylvestris skupa te skup vinifera od 152 genotipa i skup podloga 7

genotipova).

Popis utvrdenih privatnih alela (PA) naveden je u tablici 4.7. ProsjeCan broj privatnih alela

po lokusu bio je najmanji kod skupine sylvestris (0,6), a najvisi kod vinifera (2,8). Unutar

istrazivanog skupa, utvrdeno je 12 PA kod sylvestris na devet od 20 SSR lokusa; kod

vinifera je utvrdeno 56 PA na 16 od 20 SSR lokusa, a u loznih podloga je zabiljeZzen 41 PA

na 16 od 20 SSR lokusa. Od 12 sylvestris PA, Sest ih je bilo uo&eno u samo jednoj od
sylvestris populacija: VVMD7 (257), VVIg52 (85), VMC4f3.1 (206) i VVIh54 (151, 157, 161).

Tablica 4.7. Popis privatnih alela s pripadajuéim frekvencijama) po populaciji utvrdenih
analizom prociS¢enog sylvestris i skupa od 159 divergentnih genotipova vinifera i loznih

podloga
Lokus Sylvestris (91) Vinifera (152) Podloge (7)
VVS2 155 (0.050) 123 (0.003),133 (0.072)
235 (0.003), 241 (0.049),
VVMD7 257 (0.017) 243 (0.010), 249 (0.003), 229 (0.143)
253 (0.010)
193 (0.071), 195
(0.071), 199 (0.214),
VVMD27 183 (0.089) 171 (0.007), 179 (0.016) 201 (0.143), 203
(0.214), 207 (0.071)
VVMD5 226 (0.003) 262 (0.214), 264 (0.214)
241 (0.010), 243 (0.007),
VVMD25 251 (0.003) 235 (0.429), 245 (0.143)
214 (0.071), 218
VVMD28 262 (0.165) pen gg%ggg’ 258(0.010). (4 286), 230 (0.071),
' 240 (0.143)
235 (0.083), 237
VVMD32 258 (0.023), 274 (0.007) (0.083), 254 (0.167),
260 (0.667)
VVIq52 85 (0.006) 87 (0.017)
316 (0.010), 326 (0.007),
VVIp60 328 (0.034) 305 (0.357), 307(0.500)
VMC1b11 178 (0.030), 196 (0.010) 180 (0.143), 192 (0.143)
162 (0.007), 164 (0.153),
wicwsy 203008, 1BOLDISONT 0149 20
"~ 206 (0.006) ' ’ ' ’ (0.286), 242 (0.143)

205 (0.053), 207 (0.020),
224 (0.003)
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Tablica 4.7. nastavak

Lokus Sylvestris (91)  Vinifera (152) Podloge (7)

139 (0.004), 147 (0.004),
Wisa 1o Eg'gggg’ 158 (0.007), 159 (0.007),

161 (0.0268) 166 (0.042), 175 (0.004),
: 186 (0.004)
324 (0.100), 340

334 (0.003), 349 (0.013), 2c§0) 5 4)2 0.100)
VVIV67 375 (0.074) 362 (0.013), 376 (0.003), 3,2 o0 ey

386 (0.007) (0.100), 364 (0.100)
VVMD21 249 (0.033) 255 (0.136), 263 (0.010) 218 (0.417)
Win73 256 (0.141), 267 (0.003)

155 (0.122), 163 (0.004),

165 (0.011), 169 (0.004),
VVivs7 171 (0.008), 175 (0.004), 145 (0.286)

177 (0.015)

198 (0.143), 204

WVip3l (0.071), 210 (0.143)
VVIbo1 284 (0.214)
VVMD24 200 (0.143), 202 (0.071)
WVin16 173 (0.400)
Ukupno
PA=109 12 56 41

Graficki pregled frekvencija alela po svim lokusima prikazan je u prilogu 9. Ukupno

su utvrdena 62 alela vece frekvencije za grupu sylvestris u odnosu na grupu vinifera i lozne

podloge na 20 SSR lokusa. NajviSe 'sylvestris specifiCnih’ alela za istrazivani skup utvrdeno

je na lokusima VVS2 (Sest alela), VVIP31 (Sest) i VVING7 (pet), a najmanje na lokusima
VVMD7, VVIN16 i VVIN73 (po jedan alel). Arbitrarno odabrana frekvencija alela veéa od
0,3 (pr. Snoussi i sur., 2004; Cunha i sur., 2010) za sylvestris grupu i manja od 0,3 za ostale
grupe, utvrdena je na 15 alela na lokusima: VVMD7 (261), VVMD27 (185), VVMD5 (224),
VVMD25 (247), VVMD28 (234), VVMD32 (240), VVIP60 (303), VMC1b11l (165, 167),
VMC4f3.1 (177), VVIH54 (163), VVIBO1 (288), VVMD24 (210), VVIN16 (157), VVIV37

(149).
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4.2.3. Marker APT3 i spol cvijeta

Spol cvijeta na pojedinim lokalitetima (Psunj, Lukovdol, Grab) je znatho manje
utvrden ili nije utvrden (53% analiziranog skupa) jer su jedinke na ovim lokalitetima jako
visoke (pretpostavljeno vide od 10 — 15 metara), a njihov cvijet Cesto sakriven medu liséem.
Sa zemlje nije bilo moguce sa sigurnoScu utvrditi tip cvijeta. Dodatno, kod nekih jedinki nije
uopce bilo zametnutih cvijetova pa i kod takvih nije bilo moguce utvrditi spol. Muski spol
cvijeta zabiljeZen je na 29 jedinki (67%), a Zenski spol na 14 jedinki (33%). Na lokalitetima

prevladavaju muske jedinke.

Genetskom analizom pomoc¢u DNA APT3 markera za spol cvijeta, gotovo sve
jedinke muskog fenotipa cvijeta (89%), na APT3 markeru su imale alelnu kombinaciju
266/397/466, osim tri jedinke alelne kombinacije 266/466 (prilog 10). Jedinke zenskog
fenotipa cvijeta sve su imale homozigotni genotip 266/266. Za jedinku Im11 utvrden je muski
fenotip cvijeta i alelna kombinacija 266/397/466, ali je ubrano grozde s ovog genotipa u obje
godine istrazivanja. Vjerojatno se radi o pomijeSanosti grana dvije ili viSe individua. Ovakva
je situacija specifi¢na za Modro jezero jer trsovi rastu isprepleteni horizontalno na kamenoj
povrsini. Jedinke u kojih nije bio vidljiv cvijet, ve€¢inom imaju alelnu kombinaciju 266/397/466
(22 jedinke), potom 266/266 (17 jedinki) te genotip 266/466 (devet jedinki). U prilogu 10

prikazani su rezultati za spol cvijeta kod istrazivanih sylvestris jedinki.

APT3 alelne kombinacije spola cvijeta sjemenjaka prikazane su u prilogu 11. Fenotip
spola cvijeta sjemenjaka nije bilo moguce vizualno ocijeniti. Sjemenjaci su u vrijeme
evaluacije bili u juvenilnom stadiju. Naj¢es¢i genotip sjemenjaka na markeru APT3 bio je
alelne kombinacije 266/397/466 kod 33 sjemenjaka ujedno i najéeS¢e alelne kombinacije in
situ muskih jedinki, potom 266/397 zabiljezen u 27 sjemenjaka, koji u toj kombinaciji nije bio
zabiljeZen u in situ jedinki te 266/266 genotip kod Sest sjemenjaka, ujedno i naj¢eséi genotip
Zenskih in situ jedinki. Jedan sjemenjak bio je genotipa 266/336/397 koji nije utvrden u in

situ jedinki.
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4.2.4. Analiza klorotipova

Analiza kloroplastne DNA (cpSSR) provedena je za ukupni i pro€iséeni sylvestris
skup (prilog 12) te za skup sylvestris sjemenjaka (prilog 13). Na lokalitetima Gizdavcu,
Grabu i Lukovdolu u potpunosti je prisutan klorotip A te isti dominira i na Paklenici: A (78%),
D (22%). Klorotip D prevladava na lokalitetima Krka (89%), Imotski (75%) i Psunj (53%).
Ukupno gledano, prociS¢eni skup sastojao se od klorotipa: A (64%) i D (36%) (slika 4.7.)

Svi sylvestris sjemenjaci i njihove majcinske biljke imali su klorotip A te je kod
sjemenjaka s Paklenice, kojima su utvrdeni i Zenski i muski roditelj (Pak29 i Pak28), bilo

potvrdeno majcinsko nasljedivanje klorotipa.

60 km
=== ——1]
::I

40mi Populacije: 1-Psunj, 2-Lukovdol, }P%klenica, 4 Krka, 5-Gizdavac, 6-Grab, 7-Imof
o

.

© d-maps.com

/

Slika 4.7. Distribucija klorotipova procis¢enog sylvestris skupa po populacijama u
Hrvatskoj (www.d-maps.com)
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4.2.5. Roditeljska analiza

Roditeljska analiza provedena je za 40 F1 sylvestris sjemenjaka radi odredivanja
ocinskog genotipa uz poznat majCinski genotip. Od ukupno 40 sjemenjaka, puno roditeljstvo
rekonstruirano je za devet jedinki porijeklom s dva lokaliteta (Gizdavac i Paklenica). Osam
sjemenjaka je porijekom s lokaliteta Paklenica, a jedan sjemenjak (SjGiz4) s Gizdavca
(tablica 4.8.). Ocinski genotip sjemenjaka populacije Gizdavca je ujedno i jedina muska
sylvestris jedinka utvrdena na ovom lokalitetu, udaljena oko 100 metara od majcinske
jedinke sjemenjaka. Za preostala 24 sjemenjaka Gizdavca (96% jedinki) nije bilo moguce
determinirati ocinsku biliku. Za osam od 15 sjemenjaka s Paklenice (svi sjemenjaci
majcinskog genotipa Pak29) odreden je otac podudaranjem na svih 20 SSR lokusa te je za
sve utvrden odinski genotip Pak28, udaljen nekoliko metara od majcinske biljke. Kriti¢na
LOD vrijednost za analizu o€instva iznosila je 3,81 uz pouzdanost 95%, no pri utvrdenom

ocinskom genotipu LOD vrijednosti su bile vise od 18.

Radi utvrdivanja roditeljstva izmedu jedinki sylvestris te uvida u protok gena izmedu
sylvestris i vinifera u programu Cervus je provedena analiza roditeljskog para. lako nije
utvrden niti jedan pouzdani trio, uoCena je velika genetska sli€nost i povezanost izmedu

jedinki iste populacije, i to jedinki koje Cesto fizi¢ki rastu jedna blizu druge.

Tablica 4.8. Analiza o€instva F1 sylvestris sjemenjaka

Nepodudarni/

Majka Klorotip Otac  Klorotip poti%nak Klorotip ukupno SSR LOD
Gizl A Giz2 A SjGiz4 A 0/19 18.87
Pak29 A Pak28 D SjPak1l A 0/20 22.16
SjPak12 A 0/20 23.10
SjPak13 A 0/20 19.56
SjPak14 A 0/20 22.46
SjPakl5 A 0/20 20.95
SjPakl6 A 0/20 22.11
SjPakl1l7 A 0/20 19.05
SjPak18 A 0/20 20.74

4.2.6. Struktura sylvestris populacija u Hrvatskoj
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Klaster analiza pro€iSéenog sylvestris skupa

Metodom sparivanja susjeda (Neighbour joining) provedena je klaster analiza na
ukupnom i prociséenom sylvestris skupu sa skupom od 159 vinifera i podloga na 20 SSR
lokusa. Hijerarhijsko klasteriranje na temelju matrice parova udaljenosti, razdvojilo je tri
glavne grupe: vinifera, sylvestris i podloge. Proc€iS¢eni sylvestris skup prikazan je na slici 4.
8. Na filogenetskom stablu procgis¢enog skupa vidljiva su dva glavna vinifera podgrupiranja
koja ugrubo prate geografsku distribuciju sorata: u gornjem i desnom dijelu stabla grupirane
su pretezito hrvatske autohtone sorte. Pri vrhu stabla je sorta Plavac mali crni, a pri dnu
hrvatskog skupa sorta Tribidrag, sorte s najve¢im brojem roditelj-potomak veza oko kojih je
uglavnom grupiran dalmatinski sortiment. Unutar hrvatskog sortimenta formiran je jedan
manji podklaster sorata stranog porijekla: Syrah, Sangiovese, Muskat aleksandrijski i Pedro
gimenez faux. Pri kraju hrvatskog skupa je jedan manji podklaster sorata sjevernog
Jadrana, Istre, sjeverozapadne Hrvatske i Dalmacije. Druga vinifera grupa sastavljena je
uglavnom od zapadnoeuropskih sorata. Ovdje se, izdvojene u podklaster kod zapadnih
sorata, nalaze grupirane i sve lozne podloge. Zaseban manji klaster Cine dvije sorte
zapadne Europe, jedna sorta hrvatske vinifera iz Istre (‘Nepoznata 4') te sylvestris jedinke

(Krka24, Pak28), a u blizini je izdvojena i sylvestris jedinka Krka25.

Glavni sylvestris klaster, okvirno je podijeljen u dvije grupe prema zemljopisnom
porijeklu. Prvu skupinu ¢ine uglavnom populacije juzne i dijela sjeverne Dalmacije
(populacija Paklenica), a drugu skupinu jedinke kontinentalnih populacija i preostali, vedi
dio sjeverno-dalmatinske populacije Paklenica. Prvi sylvestris podklaster sadrzavao je
vec¢inom jedinke populacije Imotski te manji broj jedinki populacija Paklenica i Krka. Sedam
jedinki kontinentalne populacije Psunja grupiralo se u zaseban podklaster kod grupe
Imotski, u ovom podklasteru su dvije sorte, Manseng i Traminac. Deset jedinki populacije
Paklenica formiralo je zaseban podklaster bez prisutnosti jedinki drugih populacija. Potom
je maniji podklaster jedinki populacija Gizdavca, Krke i Lukovdola nakon kojeg su Cetiri veéa
podklastera: prvi pretezito sastavljen od jedinki Lukovdola (ali i jedinke Psunja i Graba),
drugi pretezito jedinke populacije Psunj (i jedna jedinka populacije Lukovdol), tredi
podklaster ¢ine mijeSane jedinke populacija Lukovdol, Paklenica i jedna sa Psunja, a Cetvrti
podklaster Cini vecina jedinki populacije Paklenica bez prisutnosti jedinki drugih populacija.
Ukupno su temeljem NJ grupiranja utvrdene Cetiri jedinke mijeSanog (admixed) porijekla

procCiS¢enog sylvestris skupa sa skupom vinifera (Krkal5, Krka24, Pak28 i Psunj7).
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Slika 4.8. NJ grupiranje prociSéenog skupa od 250 jedinki: vinifera (e), lozne podloge (m)

te sylvestris (A), analizirano u Mega software na standardiziranoj matrici udaljenosti

kovarijance

Multidimenzionalno skaliranje pro¢i§éenog sylvestris skupa

Na osnovi standardizirane pairwise matrice kovarijance u GenAlEx 6.5 (Peakall i

Smouse 2012) programu je provedeno multidimenzionalno skaliranje podataka procis¢enog

sylvestris skupa metodom analize glavnih koordinata (PCoA). Pomocu dvije PCoA

dimenzije objasnjeno je ukupno 48,97% genetske varijacije. Dimenzija PCoALl je opisala
najvecu varijabilnost (37,86%), a druga dimenzija - PCoA2, 11,11% varijabilnosti skupa.

PCoA je potvrdila grupiranje skupa u tri osnovne skupine. Jedinke sylvestris, svrstale su se

pretezito na lijevu stranu 2-D prostora grafa (Zuta oznaka,

), vinifera jedinke na desnu

stranu grafa (ljubiCasta, e) i lozne podloge (siva, e) pri vrhu su zauzele srediSnje mjesto,

pomaknuto u lijevu stranu. Na slici 4.9. je vidljivo medusobno preklapanje jedinki grupa

sylvestris i vinifera.
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PCoA 1 (37.28%)

Slika 4.9. Distribucija jedinki prociséenog sylvestris skupa i 159 genotipova vinifera i
podloga pomoc¢u PCoA provedeno u programu GenAlex

Klaster analiza sjemenjaka

Grupiranje sjemenjaka na NJ stablu prati geografski slijed njihovih izvornih
populacija i jasna su tri klastera prema broju izvornih populacija (slika 4.10.). Sjemenjaci
populacije Cerovica svrstani su u gornji desni dio NJ stabla, potom se nadovezuju
sjemenjaci populacije Gizdavca i konaéno, lijevo na stablu, sjemenjaci populacije Paklenica.
Prisutno je preklapanje jedinki populacije Gizdavca sa jedinkama populacija Cerovica i
Paklenica te obrnuto, jedinki populacija Paklenica i Cerovica sa sjemenjacima populacije

Gizdavca. Izmedu sjemenjaka populacija Cerovica i Paklenica nisu utvrdena preklapanja.

Grupiranje sjemenjaka unutar in situ sylvestris jedinki pokazalo je grupiranje
sjemenjaka s jedinkama njihove mati¢ne populacije osim u slu€aju sjemenjaka Cerovice
gdje nije bila genotipizirana majcinska jedinka (slika 4.11.). F1 potomci lokaliteta Gizdavac
blisko su se grupirali oko in situ jedinki Gizdavca. Unutar sjemenjaka Gizdavca klasterirao
se jedan sjemenjak populacije Cerovica i jedna in situ jedinka populacije Paklenica. U
podklasteru sjemenjaka Cerovice, utvrdeno je nekoliko in situ jedinki populacije Lukovdola
te jedan sjemenjak Gizdavca. Svi sjemenjaci populacije Paklenica grupirani su u
podklasteru populacije Paklenica, bez prisutnosti ovih sjemenjaka u drugim podklasterima.
Sjemenjaci Gizdavca, osim §to su vecinski klasterirani uz in situ jedinke mati¢ne populacije,
pojedini (SjGiz2, SjGiz14) su se grupirali blizu in situ jedinki feralnog ili hibridnog porijekla
(prema Structure analizi: Im10, Krka26, Krka24 i Psunj6).
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Slika 4.11. NJ grupiranje sjemenjaka unutar in situ jedinki sylvestris pomo¢u Mega
programa
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Analiza genetske strukture

Odnosi izmedu genotipova analizirani su putem klaster algoritma implementiranog
u Structure program. Rezultati Structure analize na temelju SSR lokusa, usporedivi su s
klasteriranjem NJ i PCoA. Najvjerodostojnija vrijednost K izraunata prema Evanno i sur.
(2005) pomocu programa Structure Harvester, iznosila je K=4 (slika 4.12.). Analiza skupa:
91 jedinka sylvestris, 152 sorte vinifera, 7 loznih podloga, pokazala je prisutnost tri jasne
grupe (vinifera, sylvestris i podloge) koje su formirale Cetiri klastera; grupa vinifera se
podijelila u dvije skupine. Prvu vinifera skupinu €ine uglavhom autohtone hrvatske sorte, a
drugu uglavnom zapadnoeuropske sorte. Sve lozne podloge grupirane su zasebno.
Sylvestris jedinke takoder Cine zaseban klaster (slika 4.13.). Udjeli genoma (q vrijednosti)
svih jedinki skupa po genskim skupovima prikazani su u prilogu 14.

Vidljiva je introgresija izmedu klastera vinifera i sylvestris. Pojacana introgresija
moze se pratiti u skupu zapadnoeuropske vinifera gdje je 11 sorata pokazalo dio genoma
od sylvestris klastera: Manseng (q=80%), Arvine petite (47%), Traminer (42%), Sangiovese
(26%), Pinot (19%), Syrah (15%), Aligote (9%), Chenin (7%), Malanstraube (6%), Saint
Laurent (4%) i Riesling (2%). Udio sylvestris genoma (prema ¢ vrijednosti) u ovih sorata
prosjeéno iznosi oko 24%. Cetiri od 11 sorata pokazale su udio vinifera genoma maniji od
75%: Manseng (g=20%), Arvine petite (53%), Traminer (58%), Sangiovese (74%), a
preostali udio genoma ovih jedinki bio je povezan s grupom sylvestris. Od sorata, jedino se

Manseng prema g vrijednosti >75, grupirala u klasteru sylvestris istrazivanog skupa.

U klasteru sastavljenom od pretezito hrvatskih sorata zabiljeZzeno je 12 sorata Ciji je
odredeni udio genoma svojstven sylvestris klasteru: KujundzuSa (29%), Teran (25%),
Svrdlovina (8%), Nepoznata 6, Belina pikasta i Kraljevina (6%), Rusljin, KleS¢ec i Brunac
(5%), Okatica crna (4%), Divjaka (3%), Cetinka (2%). Udio genoma dodijeljen sylvestris
klasteru medu hrvatskim skupom sorata prosje¢no je iznosio 9%. Vecina ovih sorata je
glavninu genoma imala dodijeljenu hrvatskom vinifera klasteru, ali neke i europskom vinifera
klasteru: Nepoznata 6 (92%), Belina pikasta (85%), Divjaka (85%), Teran (74%), Kles¢ec
(63%) i Okatica crna (85%). NajviSi udio genoma sylvestris klastera u hrvatskih sorata

zabiljeZen je kod KujundzuSe (29%) i Terana (25%).

ProciSceni sylvestris skup biljeZzi oko 17 sylvestris jedinki mijeSane genetske
pozadine (oko 19% skupa), od kojih najviSe na Krki (8 jedinki) i Imotskom (4). Devet
sylvestris jedinki ima g vrijednost manju od 75% unutar sylvestris klastera i to: Im20 (74%),
Krka24 (72%), Krkal5 (71%), Pak28 (70%), Krka27 (70%), Im21 (69%), Im11l (68%),
Krka26 (61%) i Krkal8 (43%). Preostali manji dio njihova genoma je u Cetiri sylvestris

jedinke viSe zastupljen u hrvatskom vinifera klasteru (Pak28, Im11, Krkal5 i Krkal8), ili pak
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u europskom (Im20, Im21, Krka24, Krka26), te podjednako u oba klastera (Krka27). Udio

genoma sylvestris populacije u klasteru podloga kretao se od 0,1 do 0,8%.

Deltak = mean(|L"(K}|} / sdiL{K))

100 4

Delta K
e

50 \

Slika 4.12. Delta K: stopa promjene vjerodostojnosti izmedu uzastopnih vrijednosti K, 10

prohoda za svaki K

V. vinifera V. vinifera Pod V. sylvestris
HR EU

Slika 4.13. Grafi¢ki prikaz strukture prociséenog skupa i skupa 159 genotipova za
najvjerodostojniji k=4 prema Structure analizi. Jedinke su prikazane vertikalnim stupcem i
bojom sukladno koeficijentu q i pripadajuc¢oj izvornoj skupini

4.3. Status feralnih (ne-sylvestris) jedinki

Pojam feralnih jedinki u literaturi je razliCito definiran. Pojedini radovi feralnim
jedinkama smatraju sorte pobjegle iz uzgoja (escapes) ili pak divlje jedinke koje imaju barem
jednog vinifera roditelja. U ovom istrazivanju feralnim jedinkama smatrane su one kod kojih
je dokazan istovjetan genotip s nekim vinifera kultivarom, hibridno porijeklo ili
nepodudarnost s tipicnim morfolosSkim i genetskim profilom sylvestris. Nakon identifikacije i
uklanjanja duplih jedinki (23) i jedinke Ciji je genotip istovjetan sorti Kujundzu8a (Im2) od
pocetnog skupa od 136 pretpostavljeno sylvestris jedinki, ukupni set za analizu Cinilo je 112

jedinki od Cega je 21 jedinka na Sest od sedam lokaliteta pokazala nepodudarnost sa
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sylvestris morfoloskim i/ili genetskim karakteristikama. Dvadeset i jedna jedinka bila je

oznacena kao feralna te izuzeta iz analiza genetske raznolikosti populacija.

NajviSe feralnih jedinki utvrdeno je unutar populacije Krka (11 jedinki: Krkal, Krka2,
Krka4, Krka5, Krka6, Krka8, Krkal0, Krkall, Krkal3, Krkal7, Krka25) i Imotski (pet jedinki:
Im1, Im10, Im12, Im15, Im16), potom Grab (Grab3, Grab4), Paklenica (Pak31), Lukovdol
(Luk9) i Psunj (Psunj6). Fenotipska svojstva feralnih jedinki prikazana su u tablici 4.9.
Genetski profili ovih jedinki (za 24 nSSR, APT3 marker i 9 cpSSR) prikazani su u tablicama
priloga zajedno s profilima true to type jedinki (prilog 7, prilog 10 i prilog 12, redom

navodenja).

Sve feralne jedinke imale su vinifera tip vrha mladice. Antocijansko obojenje vrha
mladice vec¢inom je odsutno, osim kod pet jedinki izrazenijeg antocijanskog obojenja te
jedne s potpunim obojenjem (Im12) i srednjom gusto¢om dlacica vrha mladice. Veéina
jedinki imala je zelenu boju dorzalne strane mladice osim jedinki Pak31, Im10 i Im12 koje
su imale zeleno-crvenu i crvenu boju dorzalne strane mladice. Dominantna je bila zelena
boja mladog lista s iznimkama Luk9 (Zuta), Grab3 i Krka25 (bronana). Gustoca paucinastih
dlacica mladog lista je bila odsutna ili niska u vecine jedinki, jedino je visoka zabiljezena
kod Luk9. Veli€ina odraslog lista bila je srednja u tri jedinke (Krkall, Krkal3, Psunj6), velika
u Cetiri jedinke (Grab3, Krka2, Krka4, Krka25) dok je u vecine bila vrlo mala ili mala. U
vecine je odrasli list bio klinastog oblika (13/20), rjede pentagonalan. List je bio preteZito
peterodijelan (14/20 jedinki). Vecina jedinki imala je glatku povrsinu i nali¢je lista te otvoren
'U" oblik sinusa peteljke. Srednja gusto¢a paucinastih dladica na nali¢ju odraslog lista
iznimno je zabiljezena kod Im12, Krkall i Krkal7, a visoka kod Psunj6. Grozd feralnih
jedinki je bio vrlo kratak, rastresit do srednje zbijen, plavo-crnih bobica i potpune formacije
sjemenki. Utvrdene su tri muske, dvije Zenske i dvije hermafroditne (Im10, Psunj6) jedinke
dok ostalima nije bio vidljiv fenotip cvijeta. Genotip cvijeta na APT3 markeru u vecine jedinki
(14/21) bio je 266/397/466 (muski ili hermafroditni). Za jedinku Im16 u evidencijskom listu
zabiljezena je morfologija lista koja upucuje na hibrid ili kultiviranu lozu, debela rozgva,

tipi€ni Zenski cvijet, a APT3 alelna kombinacija bila je 266/397/466.

Od 21 feralne jedinke, devet jedinki se filogenetski (NJ) klasteriralo medu sylvestris
(Pak31, Im12, Krkal, Krka2, Krka4, Krka8, Krkall, Krkal3 i Psunj6-hermafrodit). Za ove
jedinke prilikom terenske inspekcije pretpostavljeno je da se vjerojatno radi o kultiviranoj
lozi/vinifera/plemenitoj lozi ili su prema morfoloSkim karakteristikama dovedene u vezu sa
sortama Debit (Krka4 i 8), Lasina (Krka4). Krka4 jedina je u istrazivanom skupu pokazala
klorotip C, dok je vecina jedinki imala klorotip A. Preostalih 12 feralnih jedinki grupirano je

na filogenetskom stablu u blizini ili unutar zapadno-europskih sorti (Im1, Luk9, Grab3,
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Grab4, Krka25), hrvatskih sorti (Im10-hermafrodit; Im15, Im16, Krkal) ili loznih podloga
(Krka5, Krka6, KrkalO, Krkal7). Niti jedna od 21 feralne jedinke nije pokazala genetsku
podudarnost, kao sinonim, s nekom sortom ili podlogom u analiziranom skupu ili VIVC bazi

podataka.

Usporedbom SSR alelnih vrijednosti 21 feralne jedinke unutar ukupnog analiziranog
skupa sylvestris jedinki te 159 divergentnih genotipova sorata i podloga na 20 SSR lokusa,
na tri lokusa utvrdena su tri alela jedino u feralnih jedinki (privatni aleli) (tablica 4.10.). Na
lokusu VVIH54 alel 143 utvrden je jedino kod jedinki Krka5 i KrkalO od kojih su se obje na
NJ stablu svrstale u blizini loznih podloga. Na lokusu VVIV67, alel 347 utvrden je kod
hermafroditne jedinke Psunj6 koja se na NJ stablu klasterirala sa sylvestris jedinkama, te
na lokusu VVIV37, alel 151 utvrden je kod jedinke Grab3 koja se klasterirala na NJ stablu

sa vinifera sortama.

Dodatno su provjereni aleli feralnih jedinki analizom frekvencija alela na svih 20 SSR
lokusa i usporedbom s vrijednostima iz priloga 9. Utvrdeno je 13 alela na 11 SSR lokusa
kod osam feralnih jedinki, vec¢e frekvencije u nekoj od skupina: vinifera, podloge, sylvestris.
Vedéina utvrdenih alela (11/13) bila je karakteristi¢na za grupu loznih podloga, a jedinke u
kojih su utvrdeni su: KrkalO (11 alela), Krka5 (pet alela), Grab3 (tri alela), Grab4 (dva alela),
Psunj6 (dva alela) i Im16 (jedan alel). Na lokusu VVMD28 utvrdena su dva alela: 226 vece
frekvencije u skupu vinifera (Im15, Luk9) i alel 262 u skupu sylvestris (Krka2) (tablica 4.10).
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Tablica 4.9. Fenotipske karakteristike feralnih jedinki prema 21 OIV deskriptoru

Uzorak | Mladica | Mladi list | Odrasli list
ol
002 olv olv
Antocijansk OIV 007 olv 053 olv
o0 obojenje 004 Boja 051 Gustoca ol ol 068 ol
o paucinastih Gustoca dorzalne Boja paucinastih 065 067 Broj 072
001 dlacica paucinastih  strane lica dlaCica na  Veli¢ina Oblik isieCak  Naboranost
Oblik vrha vrha dlaica vrha internodija lista nali¢ju lista  plojke plojke a plojke
2
zelena+crve 1
Pak31 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna na zelena 1 odsutha 3 mali 2 klinast 3 pet 1 odsutna
1
Im1 7 vinifera 2 malo 3 niska 1 zelena zelena 5 srednja 1/3 2 klinast 3 pet 1 odsutna
1 1 vrlo
Im10 7 vinifera 2 malo 1 odsutna 1/2 zelena 1/3 mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
1 1 vrlo
Im12 7 vinifera 3 potpuno 5 srednja 2/3 zelena 5 srednja mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
1
Im15 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1 zelena zelena 1 odsutha 3 mali 2 klinast 3 pet 1 odsutna
Im16 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1 zelena 1/2 1 odsutna 3 mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
1 vrlo
Luk9 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1 zelena 2 zuta 7 visoka mali 2 klinast 3 pet 1 odsutna
3 3
bronc¢a pentagona
Grab3 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1 zelena na 1/3 7 veliki lan 3 pet 3 slaba
1 1 vrlo
Grab4 7 vinifera  nd nd nd zelena 5 srednja mali 2 klinast 2 tri 1/3
1 1 vrlo
Krkal 7 vinifera 2 malo 1 odsutna 1 zelena zelena 1 odsutha mali 2/3 3 pet 1 odsutna




Tablica 4.9. nastavak 1

Uzorak | Mladica | Mladi list | Odrasli list
ol olv
002 007 olv olv olv
Antocijansk  OIV Boja 051 053 Gusto¢a OIV o 068 olv
ol o obojenje 004 Gusto¢a dorzalne Boja paucinastih 065 067 Broj 072
001 paucinastih  paucinastih  strane lica dladica na VeliCina  Oblik isieCak  Naboranost
Oblik vrha dlacica vrha dladica vrha internodija lista nali¢ju lista plojke plojke a plojke
1
Krka2 7 vinifera 2 malo 3 niska 1 zelena zelena 1 odsutna 7 veliki 2 klinast 3 pet 1 odsutna
1
Krka4 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1 zelena zelena 1 odsutna 7 veliki 2 klinast 3 pet 1 odsutna
1 vrlo
Krka5 7 vinifera  nd 3 niska nd nd 1 odsutna mali 2 klinast 21tri 1 odsutna
Krka6 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna nd nd 1 odsutna 3 mali 2 klinast 3 pet 1 odsutna
Krka8 nd
1 vrlo
Krkal0 7 vinifera  nd 1 odsutna nd nd nd mali 2 klinast 2tri 1 odsutna
3
1 pentagonal
Krkall 7 vinifera 1 odsutno 3 niska 1 zelena zelena 5 srednja 5srednji an 3 pet 1 odsutna
3
1 pentagonal
Krkal3 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1 zelena zelena 1 odsutna 5 srednji an 3 pet 1 odsutna
3
1 pentagonal
Krkal7 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1 zelena zelena 3 niska 3 mali an 3 pet 1 odsutna
3
bronc¢a
Krka25 7 vinifera 2 malo 1 odsutna 1 zelena na 1 odsutna 7 veliki 2/3 3 pet 1 odsutna
3
1 pentagonal
Psunj6 7 vinifera 1 odsutno 3 niska 1 zelena zelena 3 niska 5srednji an 3 pet 1 odsutna

90



Tablica 4.9. nastavak 2

Uzorak | Odrasli list | Spol | Grozd
olv olv
olv olv 084 231
ol 080 081-1 Gustoca ol Antocijans
079 Oblik Prisutnost  paucinasti ol o 225 ko olv
Otvorenost  dna zupca u h dlagica olv  olv 204 223 Boja obojenje 241
sinusa sinusa sinusu na nali¢ju 151 202 Zbijen  Oblik koZice mesa Formiranje
peteljke petelike petelike lista Spol Duzina ost bobice bobice bobice sjemenki
Pak31 3 otvoren 2} 1 odsutan 1odsutna nd
6
1 vrlo plavo-
Im1 3 otvoren 1U 1 odsutan 3 niska 4F kratak nd nd crna nd 3 potpuno
3/5
rastres
it do
srednj
1 vrlo e
Im10 3 otvoren 1U 1 odsutan  1/3 3H kratak  zbijen nd nd nd nd
Im12 1/3 1U lodsutan 5srednja 1M
1 Siroko
Im15 otvoren 2} 1 odsutan lodsutha 1M
Im16 3 otvoren 3V lodsutan 1lodsutna 4F
Luk9 3 otvoren 1U 1 odsutan 3 niska nd
Grab3 3 otvoren 2} 1 odsutan 1 odsutna nd
Grab4 3 otvoren 1U 1 odsutan  3/5 nd
1 Siroko
Krkal otvoren 1U lodsutan lodsutna 1M
Krka2 3 otvoren 1/3 1 odsutan 3 niska nd
Krka4 3 otvoren 3V 1 odsutan 1 odsutna nd
1 Siroko
Krka5 otvoren 1U 1 odsutan 1odsutna nd

91



Tablica 4.9. nastavak 3

Uzorak | Odrasli list | Spol | Grozd
olv olv
olv olv 084 231
ol 080 081-1 Gustoca ol Antocijans
079 Oblik Prisutnost  paucinasti ol o 225 ko olv
Otvorenost  dna zupca u h dlagica olv  olv 204 223 Boja obojenje 241
sinusa sinusa sinusu na nali¢ju 151 202 Zbijen  Oblik koZice mesa Formiranje
peteljke petelike petelike lista Spol Duzina ost bobice bobice bobice sjemenki
1 Siroko
Krka6 otvoren 1U 1 odsutan 3 niska nd
Krka8
1 Siroko
Krkal0  otvoren 1U 1 odsutan 1 odsutna nd
Krkall 3 otvoren 1U 1 odsutan 5srednja nd
1 Siroko
Krkal3  otvoren 2} 1 odsutan 1 odsutna nd
1 Siroko
Krkal7  otvoren 1/2 1 odsutan 5srednja nd
Krka25 3 otvoren 1U 1 odsutan 1 odsutna nd
Psunj6 3 otvoren 1U 1 odsutan 7 visoka 3H
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Tablica 4.10. Popis specifi¢nih alela feralnih jedinki

Alel
Lokus (frekvencija) Grupa Genotip
VVS2 135 (0.500) podloge  Krka 5, KrkalO
VVMD27 201 (0.143) podloge Krka 5, Krkal0

203 (0.214) podloge  KrkalO
VVMD25 235 (0.429) podloge  Grab4, KrkalO
VVMD28 226 (0.105) vinifera Im15, Luk9

262 (0.165) sylvestris Krka2

Grab4, Krka5, Krkalo,

VVIp60 307 (0.500) podloge  Psunj6
VMC1b1l 171 (0.286) podloge Im16, Grab3, KrkalO
VMC4£3.1 187 (0.143) podloge  KrkalO
VVIb01 284 (0.214) podloge Krka 5, Krkal0
VVMD21 226 (0.583) podloge  Grab3, Krka5, Krkal0
VVIn16 173 (0.400) podloge  KrkalO
VVIn73 254 (0.643) podloge Grab3, Krkal0, Psunj6
PA feralnih jedinki
VVIH54 143 (0.048) Krka5, KrkalO
VVIV67 347 (0.024) Psunj6
VVIV37 151 (0.024) Grab3

PA privatni aleli
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4.4. Analiza otpornosti na gljiviéne bolesti
4.4.1. Otpornost in situ sylvestris jedinki na gljiviéne bolesti

Sylvestris se uglavhom pokazao otporan na sivu plijesan, osim nesto srednje
srednje Cvrstoce, rastresit do srednje rastresit grozd te zbijen grozd (Im17). Jedinka Krka20
pokazala je visoku osjetljivost na bolesti in situ, a raste u dijelu parka uvucenog dublje u
Sumu gdje se zadrzava stajaca voda i jedinka u dijelu godine raste iz vode uz manje
sunceve svjetlosti. Na lokalitetu Imotski jedinke u dijelu godine rastu u potpunosti pod
vodom, ali su opéenito bile manje pogodene bolestima. Na lokalitetu Grab uo¢ena je veca

pojava plamenjace na listovima kod Grab3 (slika 4.14.).

K2/2 | 299 tery

Slika 4.14. Oboljeli grozd jedinke Krka20 (a) i simptomi plamenjace lista jedinke Grab3 (b)

Polimorfizam R-SSR lokusa in situ sylvestris jedinki

Analiza otpornosti na bolesti putem specificnih, R-SSR lokusa provedena je na
procCiS¢enom sylvestris skupu (tablica 4.11.). Od ukupno 91 analizirane jedinke, njih 48 sa
sedam lokaliteta ima utvrdene R-alele za pepelnicu. Vecina jedinki ima R-alel na lokusu
SC47-18, 239 (pretpostavljen sylvestris izvor otpornosti). Iznimke su utvrdene kod jedinki:
Im4 koja na tom lokusu ima R-alel 246 (pretpostavljen vinifera izvor otpornosti), a jedinka
Luk8 ima oba R-alela: 239 i 246. Jedinka Psunj28 jedina ima R-alele na dva lokusa: SC47-
18/239 i UDV124/216. Najvide jedinki s R-lokusima je na lokalitetima Paklenica (18/32
jedinki) i Psunj (12/17), potom Lukovdol (9/18), Imotski (5/12), Krka (2/9), Grab (1/1) i
Gizdavac (1/2). Na lokusu SC8-0071-014 unato¢ znacajnom polimorfizmu ni kod jedne

jedinke nije utvrden ocekivani R-alel. Isti slu¢aj je i sa lokusom za plamenjacu, GF09-46.
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Tablica 4.11. Polimorfizam R-SSR lokusa in situ sylvestris skupa na pepelnicu (OIV 455) i

plamenjacu (OIV 452). Jedinke nosioci R-alela jae su podebljane

E. necator P. viticola

Uzorak ubVv124 SC8-0071-014 SC47-18 GF09-46
Pakl 203 225 157 159 234 238 396 426
Pak?2 200 203 167 167 238 239 396 424
Pak3 200 225 157 167 238 239 395 426
Pak5 200 225 157 167 229 238 426 426
Pak6 184 200 167 197 234 236 390 426
Pak7 184 200 197 197 239 239 426 426
Pak8 200 203 167 199 234 239 426 426
Pak9 184 200 163 197 233 239 396 426
Pak10 184 225 167 167 229 238 426 426
Pak11 203 203 167 197 238 239 396 424
Pak12 203 225 157 167 238 239 396 424
Pak13 225 225 157 166 238 239 nd nd
Pak14 182 225 157 157 238 239 424 424
Pak15 200 225 197 199 238 239 426 426
Pak16 200 200 159 199 234 238 424 426
Pak17 200 225 159 173 238 239 426 426
Pak18 184 200 197 199 234 238 426 426
Pak19 182 184 157 167 238 242 426 426
Pak20 182 200 157 197 239 242 424 426
Pak21 200 203 167 199 238 239 426 426
Pak22 184 200 159 197 238 239 395 424
Pak23 184 200 159 197 238 239 395 395
Pak24 184 203 163 197 233 239 424 424
Pak25 182 184 157 197 239 244 396 426
Pak26 184 184 161 197 219 234 426 426
Pak27 182 200 157 167 233 238 426 426
Pak28 184 203 167 197 234 238 403 426
Pak29 184 214 199 199 238 238 403 426
Pak30 200 225 163 197 233 239 395 424
Pak32 200 203 167 199 238 238 426 426
Pak33 200 203 167 199 229 238 426 426
Pak34 203 225 157 199 238 238 395 424
Im3 203 203 161 199 219 238 396 426
Im4 203 214 163 167 233 246 395 426
Im5 184 214 159 163 238 238 395 426
Im7 184 203 197 197 239 240 426 426
Im8 182 214 157 159 239 239 395 395
Im11 203 214 159 167 229 238 424 426
Im14 184 214 159 197 238 239 395 426
Im17 203 214 159 161 219 238 426 426
Im18 203 214 161 163 219 233 395 424
Im19 203 214 163 199 233 238 395 426
Im20 214 214 159 159 238 238 395 395
Im21 203 203 157 197 229 239 426 426
Lukl 200 214 159 159 238 238 396 424
Luk?2 203 225 161 201 219 239 396 426
Luk3 200 203 159 167 238 242 nd nd
Luk4 200 203 167 197 238 238 426 426

95



Tablica 4.11. nastavak

E. necator P. viticola
Uzorak ubVv124 SC8-0071-014 SC47-18 GF09-46
Luk5 200 203 161 197 234 239 nd nd
Luk6 200 203 167 167 238 238 426 426
Luk8 200 225 159 197 239 246 426 426
Luk10 200 203 159 197 238 239 426 426
Lukl1l 200 203 197 201 238 239 nd nd
Luk12 203 203 159 201 238 238 nd nd
Luk13 200 203 197 201 233 238 nd nd
Lukl14 200 214 197 199 234 239 nd nd
Luk15 200 214 159 159 238 239 nd nd
Luk16 200 203 199 201 233 238 nd nd
Luk17 200 203 167 167 233 233 nd nd
Luk18 203 214 159 167 238 239 nd nd
Luk19 200 200 159 197 233 238 nd nd
Luk20 200 200 159 197 238 239 nd nd
Grabl 184 203 163 197 233 239 nd nd
Krka9 203 214 157 167 238 239 396 424
Krkal5 184 200 197 197 234 236 395 424
Krkal8 184 203 161 197 219 234 396 426
Krkal9 203 203 161 197 219 234 424 426
Krka20 184 203 197 197 234 239 396 426
Krka21 203 203 161 197 219 234 396 424
Krka24 184 184 161 167 219 238 395 424
Krka26 200 203 161 197 234 234 395 424
Krka27 184 203 161 197 219 234 396 426
Psunj3 203 214 167 199 234 238 396 426
Psunj4 200 226 194 197 238 239 396 426
Psunj5 200 200 161 167 219 238 370 396
Psunj7 203 214 159 161 219 238 396 426
Psunj8 200 203 167 197 238 239 396 426
Psunj10 203 214 167 199 238 239 426 426
Psunj11 203 214 194 197 239 240 396 426
Psunj12 203 214 194 197 239 240 424 426
Psunj14 200 214 167 199 238 239 395 426
Psunj21 200 203 163 167 233 238 396 426
Psunj22 200 214 197 199 238 239 396 426
Psunj23 192 214 159 161 219 239 424 426
Psunj24 200 200 199 201 239 240 396 426
Psunj25 192 214 159 161 219 239 395 426
Psunj26 192 214 159 161 219 239 396 426
Psunj27 192 200 159 167 219 238 424 426
Psunj28 214 216 159 167 238 239 396 426
Gizl 200 203 163 199 233 238 nd nd
Giz2 184 203 163 197 233 239 nd nd
RO6 203 203 159 197 233 239 - -
R18 203 225 167 199 238 239 - -
MU - - - - - - 395 424

Plavo oznaleni aleli povezani sa sylvestris izvorom otpornosti, crveno oznaceni aleli
povezani s vinifera izvorom otpornosti (Riaz i sur., 2020)
UDV124: alel 216 povezan s otpornosti (Riaz i sur., 2013)
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4.4.2. Otpornost sylvestris sjemenjaka na gljivi€ne bolesti

Pepelnica (Erysiphe necator)

Sjemenjaci ex situ kolekcije bili su u vrijeme evaluacije bolesti u juvenilnom stadiju,
uzgajani u posudama za biljke i tijekom provodenja analiza nije bila provodena zastita
sredstvima za zastitu bilja. Kod in vivo o€itanja pepelnice tijekom 2018. godine, od ukupnog
skupa sylvestris sjemenjaka (67), bilo je moguce evaluirati njih 62 (slika 4.15.). Na pepelnicu
je bilo osjetljivo 10 jedinki, a 22 jedinke (oko 35% skupa) bile su otporne ili vrlo otporne. U
2019. godini bilo je mogucée evaluirati 57 jedinki od ukupnog broja sjemenjaka. Nisu
zabiljezene vrlo osjetljive jedinke. Ukupno je 10 jedinki bilo osjetljivo, a 23 jedinke otporne
ili vrlo otporne (oko 40% skupa). U obje godine otporno se pokazalo devet sjemenjaka od
Cega sedam sa Cerovice i dva s Paklenice. Primke sorte Plavac mali sivi bile su u rasponu
od srednje otporne do vrlo otporne na pepelnicu u uvjetima kolekcije. Spearmanov
koeficijent pokazao je umjerenu pozitivnhu korelaciju izmedu in vivo izmjera 2018. i 2019.
godine (p = 0,41, n =67, p<0,001).
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Slika 4.15. In vivo otpornost sjemenjaka i sorata na E. necator u 2018. i 2019. godini

In vitro testiranje pepelnice pomocu leaf disk metode, provedeno je na podskupu od
35 bolje razvijenih i zdravijih sjemenjaka. Tijekom 2018. godine, Cetiri jedinke bile su
osjetljive, 11 srednje otporno, a 20 jedinki otporno ili vrlo otporno na pepelnicu (oko 57%
skupa) (slika 4.16.). U 2019. godini 13 jedinki bilo je osjetljivo ili vrlo osjetljivo, 17 jedinki
srednje otporno (oko 49% skupa), a pet jedinki otporno na pepelnicu (Cetiri sa lokaliteta
Cerovica i jedna s Gizdavca). U obje godine otporna su bila tri sjemenjaka Cerovice

(SjCerl4, SjCer23 i SjCer24). Sorte koriStene u analizi bile su srednje otporne do otporne,
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a pojedine Rukatac2 i PoSip1, ovisno o godini, pokazale su variranje od vrlo osjetljivog do

otpornog i vrlo otpornog.

17 18
12 1
12 m2018 u2019
10
g PMB39 5 5
6 . 5 PoipB2 9 7
4 .
2 1 1 2 . Posip1 9 3
[N - - . - Rukatac2 7 1
1 3 5 7 9

+—osjetljivost — otpornost—

Broj F1 sylvestris sjemenjaka

Slika 4.16. In vitro otpornost sjemenjaka i sorata na E. necator u 2018. i 2019. godini (leaf
disk)

Spearmanov korelacijski koeficijent koristen je na skupu od 35 sjemenjaka za
odredivanje veze izmedu metoda in vivo i in vitro i utvrdena je slaba pozitivna, ali
nesignifikantna korelacija izmedu svih kombinacija u obje metode i godine istraZivanja
(tablica 4.12.)

Tablica 4.12. Korelacija izmedu in vivo i in vitro metoda za analizu otpornosti na pepelnicu

Analiza/godina Spearman koeficijent (p) p vrijednost
In vitro/2018: In vivo/2018 0.314 0.066
In vitro /2019: In vivo /2019 0.106 0.544
In vivo /2018: In vivo /2019 0.323 0.059
In vitro /2018: In vitro /2019 0.226 0.192

Neki od rezultata ocjene stupnja zarazenosti pepelnicom prikazani su na slici 4.17.

Osijetljiva jedinka SjPak17 ne posjeduje R-alele, ali osjetljiva jedinka SjGiz25 posjeduje R-
alel 208 na lokusu UDV124. Otporna jedinka SjCer23, posjeduje dva R-alela 212 (UDV124)
i 239 (SC47-18).
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Slika 4.17. Osjetljivost sjemenjaka na E.necator na licu lista prema skali OIV 455: 1-3-5-7-
9 s lijeva na desno (redom navodenja)

Analizom R lokusa za pepelnicu u skupu sjemenjaka utvrdeno je da ukupno 38
sjemenjaka (57% skupa) ima alel otpornosti na jednom ili dva R-lokusa (tablica 4.15). Na
lokusu SC47-18 R-alele ima 33 sjemenjaka: 29 sjemenjaka alel 239, a Cetiri sjemenjaka
alel 215. Na lokusu UDV124, R-alele ima 12 sjemenjaka: alel 208 (Sest sjemenjaka), alel
212 (pet) i 216 (jedan). Lokusi SC8-0071-014 i GF09-46 nisu sadrzavali R-alele.

Sjemenjaci populacije Cerovica prema morfoloSskim analizama imaju prosjecnu
otpornost na pepelnicu 6, a zabiljezena je i osjetljiva jedinka (SjCer26) unato¢ R-alelu SC47-
18/239. Dvije jedinke, SjCer23 i SjCerl imaju po dva R-alela na dva lokusa (UDV124/212 i
SC47-18/239) te su bile otporne i vrlo otporne na pepelnicu (redom navodenja). Jedinka

SjCer7 s jednim R-alelom, 212, bila je otporna na pepelnicu.

Prosje€na otpornost sjemenjaka populacije Gizdavac na pepelnicu je srednja (5).
Jedinka SjGiz18 posjeduje dva R-alela: UDV124/208 i SC47-18/239 i prosjeCne je
otpornosti 6. Jedinke SjGiz14 i SjGiz22 s jedinim alelom UDV124/212, bile su osjetljivije na
pepelnicu. Jedinke s alelom 215 (SC47-18) bile su srednje otporne na pepelnicu, ukljuéujudi
i SjGiz21 s dodatnim alelom 216 (UDV124).

Prosjecna otpornost sjemenjaka populacije Paklenica je srednja (5). Ovi sjemenjaci
imaju najmanji broj utvrdenih R-alela: jedino 239 (SC47-18) kod dva sjemenjaka (SjPak1 i
SjPak3). Sjemenjak SjPak3 bio je u in vivo uvjetima visoko otporan na pepelnicu, a SjPak1

nije bilo moguée fenotipski evaluirati jer se jedinka bila osusila.

Plamenjaéa (Plasmopara viticola)

Plamenjaca u in vivo analizama u netretiranoj kolekciji nije bila uo¢ena niti u jednog
sjemenjaka obje godine. Analizom polimorfizma R-SSR lokusa GF09-46 takoder nisu bili
utvrdeni R-aleli (tablica 4.13.).

Kod analize plamenjace in vitro leaf disk metodom na 35 sjemenjaka, tijekom 2018.
godine, sedam jedinki je bilo vrlo osjetljivo ili osjetljivo, 17 jedinki srednje otporno, a 11
jedinki otporno ili vrlo otporno na plamenjacu (slika 4.18.). Tijekom 2019. godine samo je
jedna jedinka bila osjetljiva, a 30 jedinki otporno i vrlo otporno na plamenjacu. Deset
sjemenjaka se u obje godine pokazalo otporno ili vrlo otporno na plamenjacu: sedam
sjemenjaka Gizdavca (SjGiz:2, 7, 9, 19, 20, 24, 25), dva sa Cerovice (SjCerl4, SjCerl7) i
jedan s Paklenice (SjPak11). Plavac m. sivi bio je srednje otporan 2018. godine i vrlo

osjetljiiv 2019. godine, PoSip B2 obje godine pokazao je vrlo visoku otpornost za razliku od
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PosSipa 1 cija je otpornost varirala. Spearmanov koeficijent pokazao je umjerenu pozitivhu

korelaciju izmedu in vitro evaluacije 2018. i 2019. godine (p = 0,47, n = 35, p= 0.004).
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Slika 4.18. In vitro otpornost sjemenjaka i sorata na P.viticola u 2018. i 2019. godini (leaf
disk)

Neki od rezultata ocjene stupnja zarazenosti plamenjacom prikazani su na slici 4.19.

Slika 4.19. Osjetljivost sjemenjaka na P. viticola na nali¢ju lista prema skali OIV 452: 1-3-
5-7-9 s lijeva na desno (redom navodenja)

Zakljuéno o otpornosti sjemenjaka na bolesti

Ukupna prosjeCna otpornost sjemenjaka na pepelnicu bez obzira na godinu i
fenotipsku metodu evaluacije u ex situ kolekciji je 5,56. Uzorci su pokazali manju otpornost
na pepelnicu kod metode lisnih isjeaka (in vitro) (prosjek: 5,23) od one kod in vivo metode
(prosjek: 5,57) (slika 4.20.). Razina otpornosti utvrdena metodom lisnih isjeCaka u slu€aju
plamenjace je iznosila 6,50, a u in vivo uvjetima zaraza nije bila zabiljeZzena. Kod sorata,
bez obzira na morfoloSku metodu i godinu evaluacije, sorta Plavac mali sivi pokazala se
otporna na pepelnicu (prosjek: 7) i osjetljiva na plamenjacu (prosjek:3), sorta PoSip bila je
prosjeCno otporna na pepelnicu (prosjek: 7) i plamenjacu (prosjek:8), a sorta Rukatac

osjetljivija na pepelnicu (prosjek:4) i vrlo osjetljiva na plamenjacu (prosjek:1).
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Slika 4.20. Usporedba in vivo i in vitro opazanja razvoja E. necator tijekom 2018. i 2019.
godine

Segregacija R-alela izmedu roditeljskih jedinki i sjemenjaka

Sjemenjak SjGiz4 kojem su poznata oba sylvestris roditelja, nije naslijedio R-alel
239 prisutan u o€inske jedinke. Od preostalih 24 sjemenjaka Gizdavca, 12 ih je imalo R-
alele veée raznolikosti na lokusu UDV124, ali vjerojatno naslijedene od nepoznatog
oCinskog genotipa, s obzirom da u majcinskog genotipa nije utvrden niti jedan. Od pet

potomaka Zenske jedinke Pak12, dva su imala R-alel (239) nasljeden moguce od maj€inske

jedinke koja ima taj alel.
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Tablica 4.13. Ocjene simptoma bolesti i polimorfizam R-SSR lokusa na 67 sjemenjaka za otpornost na E. necator (OIV 455) i P. viticola (OIV
452). Jedinke nosioci dva R-alela jaCe su istaknute. Podskup od 35 sjemenjaka uklju€enih u in vitro analize izdvojen je u gornjem dijelu tablice

U K E. necator P. viticola
zora OIV 455 oIV 452
In vivo In vitro In vitro
3 3 3 3 S 3
S S S S S S ubvVv124 SC8-0071-014 SC47-18 GF09-46

SjGiz2 5 7 7 3 7 9 203 208 157 199 215 238 396 424
SjGiz7 9 5 5 3 7 9 200 208 157 163 215 233 403 426
SjGiz9 5 5 7 3 7 9 203 214 163 199 233 238 396 426
SjGiz10 9 5 7 5 5 9 184 203 163 199 233 238 396 396
SjGiz12 9 5 5 3 5 9 184 203 163 199 233 238 403 426
SjGiz14 5 3 5 5 7 5 203 212 159 199 233 238 396 424
SjGiz17 3 5 5 3 5 9 203 203 159 199 238 238 396 396
SjGiz18 5 5 9 5 5 7 203 208 157 199 238 239 nd nd
SjGiz19 5 5 5 3 7 9 203 203 163 197 233 239 403 426
SjGiz20 5 5 5 5 9 7 184 203 199 199 238 238 396 426
SjGiz21 5 3 5 7 3 3 200 216 163 169 215 233 395 426
SjGiz22 3 3 7 5 3 5 200 212 159 163 233 234 395 426
SjGiz23 5 5 5 3 5 9 184 200 163 197 233 239 424 426
SjGiz24 3 3 7 3 7 9 184 203 197 199 238 239 403 426
SjGiz25 5 3 9 3 7 7 203 208 157 199 215 238 396 396
SjPak9 5 7 7 5 5 7 200 225 157 199 238 238 424 426
SjPak11 9 5 7 5 7 9 184 203 167 199 238 238 403 426
SjPak12 7 3 7 5 5 7 184 203 167 199 238 238 403 426
SjPak13 7 9 7 1 5 9 184 214 197 199 234 238 403 426
SjPak16 7 5 7 5 3 nd 184 203 167 199 238 238 403 426
SjPak17 3 7 1 3 3 9 184 203 167 199 238 238 403 426
SjCer6 7 9 5 3 5 9 203 214 159 197 238 239 424 426
SjCer7 7 7 7 5 3 9 184 212 157 197 233 234 424 424
SjCer8 7 7 5 5 5 9 184 203 159 197 238 239 426 426
SjCerl0 5 7 7 5 5 9 203 203 197 197 239 240 426 426
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Tablica 4.13. nastavak 1

U K E. necator P. viticola
zora OIV 455 oIV 452
In vivo In vitro In vitro
3 3 3 3 S 3
S S S S S S ubvVvi124 SC8-0071-014 SC47-18 GF09-46

SjCerll 5 5 3 5 5 9 184 214 159 197 233 238 426 426
SjCerl2 7 7 7 3 5 9 203 203 197 197 234 239 426 426
SjCerl3 5 7 3 5 5 9 203 203 197 197 239 240 nd nd
SjCerl4 5 9 7 7 7 7 184 203 197 197 233 239 426 426
SjCerl7 5 5 5 7 9 9 203 203 159 197 234 239 426 426
SjCer21 7 5 7 5 1 nd 184 214 159 197 233 238 424 426
SjCer23 5 9 7 7 3 7 203 212 197 197 239 240 426 426
SjCer24 5 7 7 7 5 7 184 203 159 197 233 238 424 426
SjCer25 5 3 7 5 5 7 184 203 197 197 233 239 426 426
SjCer26 3 3 3 5 5 9 184 203 197 197 233 239 426 426
SjGizl 7 5 200 203 163 199 233 238 nd nd
SjGiz3 5 5 203 214 199 199 238 238 396 426
SjGiz4 5 5 200 203 163 163 233 233 396 396
SjGiz5 7 5 184 200 163 163 233 233 426 426
SjGiz6 5 5 184 203 199 201 233 238 426 426
SjGiz8 nd nd 200 208 159 163 233 238 426 426
SjGiz11 nd nd 200 208 159 163 233 238 396 396
SjGiz13 1 nd 200 214 163 197 233 238 426 426
SjGiz15 5 5 200 203 163 197 233 239 396 424
SjGiz16 5 3 184 200 163 163 233 233 403 426
SjPakl1 nd nd 184 203 167 197 238 239 396 396
SjPak2 nd nd 200 203 159 167 234 238 401 424
SjPak3 9 7 184 203 167 167 238 239 396 426
SjPak4 3 5 200 203 167 197 234 238 401 424
SjPak5 9 nd 225 225 157 199 238 238 396 426
SjPak10 5 nd 184 203 199 199 234 238 395 426
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Tablica 4.13. nastavak 2

U K E. necator P. viticola
zora OIV 455 oIV 452
In vivo In vitro In vitro

[e0] (e)] [o0] (e)} [e0] (@]

Py Py Py g Py =y ubvVvi124 SC8-0071-014 SC47-18 GF09-46

(V] AN (V] AN AN AN
SjPak14 nd nd 184 214 197 199 234 238 403 426
SjPak15 3 3 184 203 167 199 238 238 403 426
SjPak18 3 nd 184 203 197 199 234 238 403 426
SjCerl 9 nd 184 212 197 197 233 239 426 426
SjCer2 7 9 203 214 197 197 239 240 426 426
SjCer3 5 7 203 203 159 197 238 239 396 426
SjCer4 5 9 203 203 159 197 238 239 396 396
SjCerb 5 7 184 203 197 197 233 239 426 426
SjCer9 5 5 203 214 159 197 238 239 426 426
SjCerlb 7 7 203 203 197 197 239 240 426 426
SjCerl6 5 9 184 214 159 197 233 238 424 424
SjCerl8 7 7 184 203 197 197 233 239 nd nd
SjCerl9 3 9 203 203 197 197 234 239 426 426
SjCer20 5 9 184 203 197 197 239 240 426 426
SjCer22 7 5 203 203 159 197 234 239 426 426
SjCer27 7 5 200 203 163 197 233 239 395 426
Primke sorata koriStenih u analizi |
PMB 92 9 9
PMB 22 5 7
PMB 39 9 7 5 5 5 1
PosipB2 9 7 9 9
Posip1 9 3 5 9
Rukatac2 7 1 1 1
RO6 203 203 159 197 233 239 -
R18 203 225 167 199 238 239 -
MU - - - - - - 395 424
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Tablica 4.13. nastavak 3

Plavo oznaceni aleli povezani sa sylvestris izvorom otpornosti, crveno oznaceni aleli povezani s vinifera izvorom otpornosti (Riaz i sur., 2020),
lokus SC47-18: alel 215 nije naveden kao alel otpornosti, ali je uo€en u sylvestris jedinke otporne na pepelnicu (Riaz i sur., 2020)

UDV124: alel 216 povezan s otpornosti (Riaz i sur., 2013)

PMB, Plavac mali sivi

nd, nije determinirano
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5. RASPRAVA

5.1. MorfoloSke posebnosti i genetska struktura sylvestris

Tijekom istrazivanja otkriveno je sedam sylvestris populacija. U kontinentalnom
dijelu Hrvatske dvije i u obalnom dijelu pet populacija. Vjerojatno bi bilo moguée pronaci
viSe populacija, s obzirom na veliki broj potencijalnih i povoljnih hidrolodkih lokaliteta u

Hrvatskoj koji nisu sistematski ampelografski istraZeni na prisutnost sylvestris.

Sylvestris jedinke vecéine populacija rastu u vlaznim Sumama, naj¢es¢e na Sumskom
rubu (Psunj, Lukovdol, Paklenica, Krka, Grab) uz viSe ili manje bogatu vegetaciju potpornih
biljaka (supporters) (Biagini i sur., 2016; Arnold i sur., 2017; Butorac i sur., 2018). U veéine
populacija izraZena je prisutnost obilnih koli¢ina vode u neposrednoj blizini sylvestris jedinki
ili tala saturiranih vodom te privremeno anoksiénih aluvijalnih tala $to je istaknuto i u drugim
sli¢nim istrazivanjima (Schneider i sur., 2015; Arnold i sur., 2017; Drori i sur., 2017).
Specifi€an rast sylvestris na suhom terenu Gizdavca, ukazuje na moguéu cirkulaciju

podzemnih voda, a sli¢no je uoceno kod Biagini i sur. (2014).
MorfoloSke karakteristike sylvestris jedinki

MorfoloSke karakteristike pokazale su se iznimno korisne za preliminarne eliminacije
feralnih jedinki pri ¢emu su morfoloSke karakteristike potvrdene NJ grupiranjem feralnih
jedinki unutar sorti i loznih podloga. Ipak, sama morfoloSka analiza nije pouzdana. Putem
OIV deskriptora, utvrden je najCesci true to type sylvestris morfolo3ki profil kao pomo¢ pri
identifikaciji sylvestris jedinki. Najinformativniji deskriptori pokazali su se (OIV 004, OIV 053,
OlV 065, OIV 068, OIV 079, OIV 080, OIV 084, OIV 151) &to je potvrda polimorfnosti ovih
deskriptora utvrdenih i u drugim istrazivanjima (Lacombe i sur., 2003; Barth i sur., 2009;
Benito i sur., 2016; Schneider i sur., 2015; Drori i sur., 2017). Feralne jedinke, morfoloski
su se vrlo malo razlikovale od true to type jedinki, jedinkama izrazenijeg antocijanskog
obojenja vrha mladice, visoke gustoce paucinastih dlacica na nali¢ju odraslog lista, a najvise
za deskriptore spola cvijeta (OIV 151), veli€inu plojke lista (065) i broj lisnih isjeCaka (OIV
068). VeliCina lista je varijabilna i pojedini ju ne smatraju relevantnim svojstvom za
pouzdanu determinaciju sylvestris (Cunha i sur., 2007; Barth i sur., 2009; Drori i sur., 2017).
Za tocno razlikovanje feralnih od true to type jedinki potrebno je provoditi i geneticke analize
(Zecca i sur., 2010).

Sjemenke sylvestris su uglavnom okrugle, Sire i kra¢e od sjemenki vinifera. U ovom
istrazivanju svi pokazatelji morfologije sjemenke bili su statisti¢ki znacajno razli¢iti izmedu

podvrsta u obje godine, osim prosjecne Sirine sjemenke koja je bila sli¢ha izmedu sorte
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Tempranillo i jedinki sylvestris. Za ovu sortu manjih sjemenki, Rivera i sur. (2007) su utvrdili
grupiranje s feralnim jedinkama. Hrvatski sylvestris i vinifera, prema prosje¢noj vrijednosti
Stummer indeksa najblize su Spanjolskim i njemackim sylvestris sjemenkama iako su
pojedine vrijednosti sylvestris bliske populacijama Crnog mora (2018. godine) (Benito i sur.,
2016). Ward-ovom klaster metodom nije u potpunosti bilo moguée razdvojiti sylvestris od
vinifera sjemenki u obje godine, ali je PCA odvajila jasno i bez preklapanja. Morfologija
sjemenki moze se smatrati pouzdanim svojstvom za razlikovanje izmedu podvrsta s
obzirom na statistiCki zna¢ajnu razliku svih morfoloskih pokazatelja, osim prosje¢ne Sirine
sjemenke. Utvrden je izmedu sedam i 20 puta manji broj bobica sylvestris grozda, prosjecno
izmedu 40 i do 150 puta manja masa grozda sylvestris te u prosjeku trostruko manje
dimenzije grozda sylvestris. Pokazatelji drasticno manjeg uroda sylvestris zabiljeZeni su i
kod Marrano i sur. (2018). U Zenskih sylvestris jedinki Cesto ne budu svi cvjetovi opraseni,
8to za posljedicu ima manji urod sylvestris u odnosu na hermafroditnu vinifera (McGovern i
sur., 2017). UocCena je veca varijacija u zbijenosti grozdova od vrlo rastresitih do zbijenih, a
ovakve varijacije uo€avane su i u drugim istrazivanjima (De Andres i sur., 2012; Drori i sur.,
2017) iako su pretezito rastresiti i male zbijenosti (Cunha i sur., 2007; Ocete i sur., 2011;
Benito i sur., 2016; Cantos i sur., 2017).

Precizniji odgovor o sylvestris inferiornosti bilo bi moguce utvrditi tek kada bi se
sylvestris jedinke vegetativho razmnozile, uz dovoljan broj zenskih i muskih biljaka, i uzgojile
neposredno uz jedinke vinifera uzgojene na isti nacin. U ovakvim eksperimentalnim

uvjetima razlike u nekim morfoloskim svojstvima bi bile vjerojatno manje.

5.2. Genetski pokazatelji varijabilnosti sylvestris skupa

Unutar istrazivanog seta utvrdena je visoka razina polimorfizma i genetske
raznolikosti na 20 SSR lokusa $to je bilo o¢ekivano s obzirom na divergentan set sylvestris,
vinifera i podloga (tablica 4. 6.). Sve tri grupe imale su manju vrijednost oCekivane
heterozigotnosti (He) u odnosu na opazenu heterozigotnost (Ho). Ovi rezultati ukazuju na
veéu raznolikost istrazivanog sylvestris seta, ¢emu svjedoCe i negativne vrijednosti
fiksacijskog indeksa (F) utvrdene u populacija Imotski i Krka koje imaju zabiljezen i najvedi
udio feralnih jedinki. Ipak, hrvatska sylvestris grupa je manje genetske raznolikosti po svim
pokazateljima koristenim u ovom istrazivanju i od vinifera i od podloga $to je utvrdeno i
ranijim istrazivanjem (Zduni¢ i sur., 2017) i §to je suprotno ocekivanju kod stranooplodnih
taksona (Riaz i sur., 2018; D'Onofrio 2020). Ovo se, izmedu ostalog, dovodi u vezu sa
ljudskim utjecajem i kreiranjem prirodnih geografskih barijera, izolacije populacija i
inbreedinga te smanjenog protoka gena unutar i izmedu populacija (D'Onofrio 2020).

Pozitivne F vrijednosti preostalih sylvestris populacija upucuju na visoku genetsku
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povezanost jedinki i viSu razinu inbreedinga unutar iste populacije. Visi udio heterozigota u
vinifera setu upucuje na bogatu i raznoliku selekcijsku povijest vinove loze. Razina genetske
raznolikosti hrvatskih sylvestris populacija bila je najvisa u juznim populacijama (Imotski,
Ho= 0,72), a najmanja u sjevernim kontinentalnim (Lukovdol, Ho= 0,54, Psunj, Ho=0,60).
Ranije je uoCavana vecéa genetska raznolikost juznih u odnosu na sjeverne ili istoénih u
odnosu na zapadne populacije (Garcia i sur., 2013; Biagini i sur., 2016; Butorac i sur.,
2018), a populacija Imotski (Ho=0,72) bliska je i vinifera skupu (Ho=0,76) kao i na NJ stablu.
Za razliku od heterozigotnosti hrvatskih populacija, u austrijskih populacija uocena je
jednaka i manja razina Ho i He (0,42) (Arnold i sur., 2017). Hrvatska prosjeéno ima manju
sylvestris raznolikost (H0=0,62) u odnosu na distribuciju populacija na €itavom arealu
sylvestris rasprostranjenosti (Ho=0,65) $to ide u prilog klasteriranju hrvatskih populacija
blize njemackim populacijama u odnosu na ranije provedeno opsezno istraZivanje (Riaz i
sur., 2018).

Sylvestris obuhvacen ovim istrazivanjem u odnosu na vinifera i podloge ima manju
raznolikost privatnih alela. Privatni aleli mogu biti korisni pokazatelji protoka gena ili
populacije kojoj pripada odredena jedinka (Aradhya i sur., 2003) te koristeni kao
diskriminirajuc¢i markeri za pouzdano razlikovanje sylvestris od vinifera. lako je ukupan broj
privatnih alela maniji u sylvestris nego u vinifera, ipak ozna¢ava znac¢ajnu raznolikost medu
populacijama sylvestris. Pretpostavlja se da se genetska raznolikost sylvestris populacija
kontinuirano smanijivala, $to je mogucée dovelo do gubitka alela i heterozigotnosti.
Pretpostavlja se da su viSegodiSnje voéne kulture poput loze, potomci spontanih ili
kontroliranih krizanja izmedu geografski i genetski udaljenih jedinki, $to rezultira novim
varijantama koje nose nove kombinacije alela kakve se ne mogu naci u divljih populacija
(Miller i Gross, 2011). Usporedbom PA hrvatskih sylvestris jedinki sa Sirokim skupom
razli€itih genotipova sylvestris, vinifera i podloga koridtenim u radu Laucou i sur. (2011),
utvrden je samo jedan privatni alel na lokusu VVMD28 (262) prisutan u 26% hrvatskog
sylvestris skupa. Vrlo mali broj privatnih alela u sylvestris uoCavan je i u drugim
istrazivanjima (Marrano i sur., 2018; Ocete i sur., 2019). Prema utvrdenom stanju PA unutar
sylvestris jedinki u ovom istrazivanju i pretpostavljenog moguceg doprinosa divljih
populacija autohtonom sortimentu, ne moze se potvrditi pretpostavka doprinosa sylvestris
jedinki stvaranju hrvatskog autohtonog sortimenta. Zhou i sur. (2019) navode da tijekom
rane domestikacije hibridizacija izmedu divlje i kultivirane loze nije imala znacajnu ulogu,
kasnije je introgresija izmedu divlje i kultivirane loze bila ponavljana, a istiCu i pretezno
klonalno razmnoZavanje kultivirane loze u odnosu na sylvestris te povisen udio recesivnih
mutacija u kultivirane loze koji su teoretski mogli doprinijeti ve¢oj genetskoj raznolikosti

(procijenjenoj molekularnim markerima). Takoder, vrlo je vazna veli¢ina uzorkovanog
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skupa. Smatra se da uzorci sylvestris i uzorci vinifera skupa predstavljaju ujedno i genetsku
raznolikost pojedinog taksona te da je i to jedan od razloga zbog kojeg je tesko, gotovo
nemoguce, identificirati uzorke sylvestris koji bi predstavljali ancestralnu populaciju

kultivirane loze (Zhou i sur., 2019).

Zaklju€no, neutvrdeni doprinos sylvestris autohtonom sortimentu u ovom
istraZivanju ne €udi najmanje iz dva razloga: (1) uzorkovane sylvestris populacije vrlo su
male i vjerojatno predstavljaju zadnje prezZivjele jedinke od u davnoj proSlosti vjerojatno
puno vecih populacija te (2) obzirom na viSestoljetnu kulturu uzgoja plemenite vinove loze
na ovim prostorima, pomoc¢u klonskog razmnoZavanja, protok gena u pravcu vinifera je
gotovo nemogué. S druge strane, moguénost oprasivanja sylvestris populacija polenom
plemenite loze i podloga iz zapustenih vinograda znacajno je vjerojatnija, $to je mogucée
rezultiralo identifikacijom odredenog broja feralnih biljaka, a istaknut je i problem loza
'pobjeglin’ iz uzgoja. Medutim, materijal i metode ovog istrazivanja te proistekli rezultati nisu

dostatni za dublje zakljuCivanje o domestikacijskim dogadajima.
Struktura populacija

Sve klaster metode (NJ, PCoA, Structure) pokazale su znacajnu diferencijaciju
izmedu grupe sylvestris, vinifera i podloga (slike 4. 8., 4. 9. i 4. 13.), a skup hrvatskih vinifera
dodatno se odijelio od zapadno-europske vinifera. Sli¢no je utvrdeno i u radu Zdunic i sur.
(2020). Skup autohtonih sorata strukturno je grupiran prema porijeklu (ancestry), genetskoj
raznolikosti i pretpostavljenom zemljopisnom porijeklu. Okvirno je omeden sortama Plavac
mali crni pri vrhu NJ stabla i Tribidrag pri dnu, a s obzirom da su ovo jedne od sorata
uklju€ene u najveci broj roditeljstava, dalmatinski sortiment uglavnom je klasteriran oko njih
(Zulj Mihaljevié, 2017). Unutar hrvatskog sortimenta jo$ je jedan manji podklaster sorata
porijeklom iz Spanjolske, Francuske, ltalije, Gréke i Ukrajine. Sve lozne podloge klasterirale
su se zasebno kod klastera zapadnoeuropskih sorti. Zastupljene podloge u istrazivanju su
uglavnom oplemenjivane od strane zapadnoeuropskih oplemenjivaca (Riaz i sur., 2019) i
imaju usku genetsku pozadinu te je veéina oplemenjivana prije otprilike 100 godina u svrhu
suzbijanja filoksere (Bodor i sur., 2010; Schroder i sur., 2015; Riaz i sur., 2019). Sylvestris
klaster je fragmentirane strukture uz prisutnost dijela populacija ili jedinki unutar drugih
podklastera, ali se moze pratiti zemljopisni polozaj populacija $to upucuje na zajednicki
genski bazen sylvestris populacija kako su utvrdili i Riaz i sur. (2018), ali i lokalnu adaptaciju
te prostornu i vremensku izoliranost sylvestris populacija. Vrijednosti q upucuju na
prisutnost 'mijeSanih’ jedinki u gotovo svim sylvestris populacijama. Medutim, relativho male
populacije, relativno mali broj marker lokusa i ogranien broj marker alela na pojedinim

lokusima, ne omoguéuju vrlo pouzdano razdvajanje genetski bliskih jedinki Sto je istaknuto
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u pojedinih istraZivanja (Zulj Mihaljevié 2017; Macanita i sur., 2018; D'Onofrio, 2020).
Populacija Krka imala je najvise 'mijeSanih' jedinki, potom populacija Imotski, dok je na
ostalim lokalitetima takvih jedinki manje (ili ih nema). U prijelaznoj zoni izmedu skupova
vinifera i sylvestris uglavhom su zapadnoeuropske sorte. U ovoj zoni su dvije jedinke
populacije Krka i jedna Paklenice s razli€itim vecinskim udjelima genoma u hrvatskom ili
europskom vinifera skupu. Razdvajanje pomoc¢u PCoA vrlo je sli€no NJ klasteriranju i daje
uvid u relativni odnos istrazivanih grupa. Ovom metodom, vidljivo je jasno odvajanje, ali i
preklapanje vinifera i sylvestris skupova upucuju¢i na protok gena izmedu vinifera i

sylvestris skupina.

Udio sylvestris genoma (prema q vrijednosti) veéi je u zapadnoeuropskih sorata
(prosjecno 24%), dok je u hrvatskom sortimentu udio sylvestris genoma maniji (prosje¢no
9%), a najvisi je u sorte Kujundzu$a. Unutar hrvatskih sylvestris populacija utvrden je vedi
udio vinifera genoma, prosje¢no podjednake zastupljenosti europskog i hrvatskog
simuliranog vinifera klastera. Udio genoma prociS¢ene sylvestris populacije u klasteru
podloga kretao se od 0,1 do 0,8% $to je znatno manje od udjela utvrdenog u austrijskih
populacija (oko 9%) (Arnold i sur., 2017). ProcCiscéeni sylvestris skup sastojao se od klorotipa:
A (64%) i D (36%) &to je u skladu s ranijim istrazivanjem sylvestris klorotipova u Hrvatskoj
: A 78%, D 22% Butorac i sur. (2018). Lokaliteti na kojima iznimno prevladava klorotip D
jesu Krka (89%), Imotski (75%) i Psunj (53%). Klorotip A naj¢eséi je klorotip sylvestris
populacija u Hrvatskoj u &emu su ove populacije sli¢ne zapadno-europskim (Arroyo-Garcia
i sur., 2006). Klorotip D drugi je naj¢e&¢i klorotip hrvatskih sylvestris populacija i autohtonih
sorata vinove loze u Hrvatskoj. Autohtoni sortiment u Hrvatskoj ve¢inom sadrZi klorotip C
(49%), D (33%), potom A (Zulj Mihaljevi¢, 2017). Klorotip A je u hrvatskom priobalnom
sortimentu zastupljen sa 17%, u kontinentalnom sortimentu nije utvrden, a u sylvestris
populacija je zastuplien preko 60%. Klorotip D je tipi¢ni klorotip isto€nih populacija, stoga
se pretpostavija porijeklo od isto¢nih vinifera (Castro i sur., 2013). Slika klorotipova
sylvestris populacija odgovara intermedijarnom geografskom polozZaju Hrvatske (u Sirem
smislu Balkana) izmedu vece klorotipske raznolikosti isto¢nih populacija i manje raznolikosti

zapadnoeuropskih populacija utvrdene kod Arroyo-Garcia i sur. (2006).

Kod klasteriranja sjemenjaka, sjemenjaci lokaliteta Gizdavac bili su jasno povezani
u klasteru mati¢ne populacije, ali pojedine jedinke grupirale su se u druge dvije grupe
sjemenjaka. Vidljivo je preklapanje iz grupa jedinki osim izmedu sjemenjaka populacija
Paklenice i Cerovice, geografski udaljenijin populacija. NJ grupiranjem sjemenjaka s
ukupnim sylvestris skupom in situ jedinki, vrlo je izrazeno grupiranje jedinki u klasteru
mati¢ne in situ populacije, naroCito kod sjemenjaka kojima su roditeljskom analizom bila

odredena oba roditelja. Nekoliko sjemenjaka lokaliteta Gizdavac, kojima nije bila odredena
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oCinska jedinka, grupirali su se u podklasteru sa in situ jedinkama Krka26 i Im10 (feralne
jedinke) ili sa Pak20 (sylvestris), $to moze upucivati na slobodni dotok polena 'sa strane' ili

vjerojatnije, na neidentificirane muske jedinke, donore polena unutar lokaliteta Gizdavac.

5.3. Klju€éna svojstva za determinaciju sylvestris jedinki

Temeljem provedenih morfolo$kih i geneti¢kih analiza, utvrdena su svojstva koja
mogu pomo¢i za pouzdanu determinaciju sylvestris jedinki. Primarni diskriminatorni
deskriptor (OIV 001, oblik vrha mladice) za razlu€ivanje Vitis vinifera od drugih Vitis spp.
preporucen u smjernicama (Zdunic¢ i sur., 2017a), pokazao se pouzdan u vecini slu¢ajeva,
slicno kao kod Cunha i sur. (2007) ili Ekhvaia i Akhalkatsi, (2010). Nekoliko jedinki s alelima
specificénim za lozne podloge (Krka5, Krka10, Grab3) takoder je pokazalo otvoren tip vrha
mladice kao i cjelokupan istrazivani set, 5to nije svojstveno podlogama pa se moguce radi
0 hibridnom porijeklu ovih jedinki. Medu predloZzenim primarnim deskriptorima, pouzdani su
se pokazali i OIV 051 (boja mladog lista) te OIV 084 (gustoéa paucinastih dlacica izmedu

Zila na nali¢ju odraslog lista).

Kao sljedeci korak pri razlu€ivanju sorata vinifera i true to type sylvestris jedinki, vrlo
pouzdan se pokazao deskriptor OIV 151 za spol cvijeta. Ipak, u odredenim slu€ajevima nije
bilo moguce utvrditi tip cvijeta zbog visokog vertikalnog rasta sylvestris jedinki i
nemogucnosti jasne morfoloSke procjene sa zemlje. Cvijet je ralativno mali i uklopljen medu
ostalim lis5¢em u kroSnji Sto onemogucuje jasnu morfoloSku procjenu. Stoga je nuzno
provesti detaljne geneti¢ke analize i grupirati jedinke putem klaster metoda. Najinformativniji
deskriptori kod in situ jedinki bili su OIV 004, OIV 053, OIV 065, OIV 068, OIV 079, OIV 080,
OIV 084 i OIV 151 utvrdeni kao polimorfni i u drugim istrazivanjima (Barth i sur., 2009;
Ekhvaia i Akhalkatsi, 2010; Benito i sur., 2016; Drori i sur., 2017; Zduni¢ i sur., 2017a).
Morfolodka razlika izmedu feralnih jedinki i pretpostavljeno true to type sylvestris u ovom
istrazivanju uo€ena je u manjoj mjeri za osam od 21 OIV deskriptora: raspodjela
antocijanskog obojenja i gustoéa paucinastih dlacica vrha mladice (OIV 002, 004), boja
mladog lista (OIV 051), veli¢ina plojke lista (OIV 065), broj lisnih isjeCaka (OIV 068), gustoca
paucinastih dlacica odraslog lista (OIV 084) te spol cvijeta (OIV 151). Najvecéa razlika
utvrdena medu sylvestris i feralnim jedinkama od navedenih deskriptora u ovom istraZivanju
zabiljezena je za spol cvijeta, broj lisnih isjeCaka i veliCinu lista. Utvrden je i true to type
sylvestris uzorak (Im3) s preklopljenim sinusom peteljke Sto je CeSce utvrdeno kod vinifera
(Zoghlami i sur., 2013). Razlikovanje true to type i feralnih jedinki samo putem morfoloSkih
metoda nije bilo moguce s obzirom na vrlo male razlike utvrdene izmedu ovih jedinki, najviSe

u svojstvu veli€ine lista koje pojedini ne smatraju relevantnim za determinaciju s obzirom da
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je ovisno o bujnosti jedinke i uvjetima okoline (Cunha i sur., 2007). Razdijeljenost lista koja
je u feralnih jedinki bila veéinom peterodijelna, takoder varira u sylvestris populacija od
trodijelne do peterodijelne (Albizuri i sur., 2009; Ocete i sur., 2011; Ledesma-Krist i sur.,
2014), a CeSce je trodijelna (Cunha i sur., 2007).

Stoga je nuzno provesti detaljne geneticke analize, od kojih se metoda NJ pokazala
vrlo pouzdana, ali je metodom Structure, utvrden veci broj potencijalno feralnih jedinki od

bilo koje druge koriStene metode.

Razlike u arhitekturi grozda, pokazateljima uroda i uvometrijskim podacima bile su
ocCite i znacajne izmedu vinifera i sylvestris, no izmedu sylvestris i potencijalno feralnih
jedinki nije utvrdena jasna granica (npr. Im11 i Im17). Hermafroditna feralna jedinka (Im10)
pokazala je veliku sli€nost sa sylvestris tipom grozda, a sli¢no je zabiljezeno i kod Karatas
i sur. (2014). U pokazateljima kemijskog sastava mosta, utvrdene su odite razlike i sylvestris
jedinke imaju znacajno visi udio ukupnih kiselina u odnosu na vinifera, a razlike izmedu
sylvestris i potencijalno feralnih jedinki oCitovale su se u nesto viSem sadrzaju Secera kod
feralnih jedinki (Im11, tablica 4. 3.). Od morfoloSkih analiza, morfologija sjemenke moze se
smatrati najpouzdanijom metodom razlikovanja sylvestris od vinifera, kako je ve¢ od ranije
poznato u literaturi (Cattonaro i sur., 2013), osim svojstva Sirine sjemenke koje se nije
pokazalo pouzdano za njihovo razlikovanje. Za razlikovanje sylvestris od feralnih jedinki,
samu morfologiju sjemenki nije dovoljno usporedivati. Ipak, utvrdene prosjecne vrijednosti
Stummer indeksa pouzdano upuéuju na sylvestris morfologiju sjemenki te ih isklju€uju iz

feralnog profila (tablica 4. 4., Cunha i sur., 2020).

Broj utvrdenih privatnih alela (PA) (tablica 4.7.), hrvatskog sylvestris skupa priblizno
odgovara rezultatima utvrdenim ranije kod Zduni¢ i sur. (2017) i unato¢ znaajnom
polimorfizmu, bio je manji od broja vinifera grupe i podloga, te je zabiljezen pad PA u
sylvestris klasteru proSirenjem seta sa Laucou i sur. (2011). PA mogu biti korisni za
razlikovanje sylvestris i vinifera u Hrvatskoj, ali nisu univerzalni sylvestris indikatori u slu€aju
proSirenja skupa vinifera i podloga. U istrazivanom skupu utvrdeno je dodatnih 15 alela &ija
je frekvencija veca za grupu sylvestris u odnosu na druge grupe (prilog 9) i €ija je ukupna
uCestalost u setu visa od 0,3, a utvrdeno je i osam alela unutar PA vinifera klastera koji su
usporedom sa Laucou i sur. (2011) setom, bili nesto visi u njihove grupe sylvestris (poglavlje
4.2.2.). Pojedini aleli specifi¢ni za sylvestris njemacke populacije specifi¢ni su i za hrvatski
sylvestris iako u malim frekvencijama (VVS2:155; VVMD7:257) (Ledesma-Krist i sur.,
2014), dok su neki 'sylvestris' aleli utvrdeni podjednako i u hrvatskom vinifera skupu (VVS2:
133, 141, 143, 151; VVMD27:190) ili skupu podloga (VVMD7:263). Rezultati ovog

istraZivanja predstavljaju polazni materijal za pouzdano razlikovanje izmedu sylvestris i
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vinifera, sylvestris i feralnih jedinki te se upucuje na oprez prilikom zakljucivanja o true to

type statusu sylvestris jedinki (Myles i sur., 2011).

Dvodomnost i spol cvijeta

Divlja loza ve¢inom je dvodomna, iako je unutar ukupnog sylvestris skupa utvrden,
manji broj hermafroditnih jedinki. Prisutnost hermafroditnih jedinki dovodi se u vezu s
jedinkama kultivirane loze 'pobjeglih’ iz uzgoja, hibridnim vinifera-sylvestris jedinkama, a u
ovom radu su objedinjene pod nazivom feralne jedinke. Jedinka Im10 koja je hermafroditna,
oCekivano se filogenetski klasterirala sa sortama. Ipak, hermafroditne jedinke mogu se
pojaviti i u krizanjima muskih i Zenskih jedinki ukoliko je muski roditelj MH genotipa (Coito i
sur., 2019), a ovo bi eventualno mogao biti i slu¢aj kod hermafroditne jedinke Psunj6 koja
se klasterirala sa sylvestris jedinkama. Sve hermafroditne jedinke imale su alelnu
kombinaciju APT3 markera 266/397/466.

Muske sylvestris jedinke gotovo su dvostruko vise zastupljene od Zenskih jedinki na
gotovo svim populacijama $to je u skladu s rezultatima nekih zapadnoeuropskih populacija
ili istoCnih s Transkavkaza (Karatas i sur., 2014; Benito i sur., 2017; Riaz i sur., 2018) iako
moze biti i obrnuta zastupljenost spolova (Cantos i sur., 2017)

APT3 markerom za spol cvijeta utvrdena je najCeSca alelna kombinacija:
266/397/466 i u in situ jedinki i sjemenjaka i feralnih (hibridnih) jedinki. U in situ jedinki ovaj
je genotip utvrden u muskih sylvestris jedinki i hermafroditnih, feralnih jedinki. Alel 336
utvrden je u feralnih jedinki i u jednog sjemenjaka te moze upucivati na introgresiju sa
vinifera ili podlogama (Fechter i sur., 2012).

Sjemenjaci su u vrijeme evaluacije bili u juvenilnom stadiju i posadeni u posude za
bilike te fenotip cvijeta nije bio uo€en, slicno kao kod Riaz i sur. (2013). Druga najCeS¢a
alelna kombinacija sjemenjaka (40% skupa) nije zabiljezena u in situ jedinki (266/397), ali
je zabiljeZzena u jedne feralne Zenske jedinke (Im1) Sto Fechter i sur. (2012) navode za
Zenski sylvestris genotip. SjGiz2 jedini je imao alelnu kombinaciju: 266/336/397, a na NJ
stablu klasterirao se kod feralnih i hermafroditnih in situ jedinki, a alelna kombinacija dovodi
se u vezu sa zenskim fenotipom (FF) (Fechter i sur., 2012). Alel 336 zabiljezen je i u zenskih
i muskih jedinki povezanih s Zenskim roditeljem od V. riparia (Fechter i sur., 2012). U feralnih
jedinki, alel 336 takoder je uoCen u jedinke Krka10 koja se na NJ stablu ukupnog skupa,
klasterirala kod V. riparia, a feralna jedinka Krkal3 se klasterirala sa sylvestris jedinkama.
Prema utvrdenim najCeS¢im alelnim kombinacijama i najée$¢em fenotipu cvijeta, moze se

pretpostaviti omjer muskih naspram Zenskih genotipova koji za in situ jedinke (true to type
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i feralne) iznosi priblizno 2:1 (redom navodenja) dok je kod sjemenjaka omijer

pretpostavljeno muskih i Zenskih bio priblizno 1:1.

5.4. Potencijal sylvestris u oplemenjivanju

Kvaliteta mosta

Sylvestris jedinke prosje¢no su nakupljale povoljan sadrzaj $ecera (88 — 100 °Oe),
slican vinifera sortama (prosjecno 96 °Oe). Ovi rezultati su u skladu s istrazivanjima
sylvestris u Spanjolskoj gdje je sadrzaj $eéera u mostu iznosio prosjecno oko 89 °Oe
(Cantos i sur., 2017). Povoljne sve pokazatelje sastava mosta, ovisno o godini, pokazale
su Cetiri sylvestris jedinke Im11, Im14, Im17 i Krka20 (tablica 4.3.). Pojedine jedinke
konzistentno su nakupljale visok sadrzaj Seéera (Im11 prosje¢no 106 °Oe) te su imale
sadrzaj Secera sliCan sylvestris jedinkama turskih populacija (do 105 °Oe, Sdylemezogdlu i
sur., 2001). Marrano i sur. (2018) su uocili da sadrzaj Secera u sylvestris bobica opada
povecanjem njihove veli€ine. Sylvestris je prosje¢no imao nizi pH te visok sadrZaj ukupnih
kiselina (do 24,57 g/l, Giz1). Sylvestris portugalskih populacija je ranije pokazao ekstremno
visoke vrijednosti kiselina mosta (do 30 g/L) (Cunha i sur., 2007). U sylvestris je vidljivo
smanjenje sadrzaja kiselina porastom vrijednosti Se¢era (Im11), ili obrnuto, s porastom
kiselina, nizi sadrzaj Secera (Gizl, Im17). Ako se uzmu u obzir i drastiCno maniji pokazatel;i
prinosa sylvestris u odnosu na vinifera utvrdeni u ovom istrazivanju (tablica 4. 2.) rezultati
su u skladu i s drugim istraZivanjima, poput Marrano i sur. (2018), ali i ranim navodima o
malim dimenzijama grozda i potencijala sylvestris od prije 2000 godina (Ocete i sur., 2019).
Meléndez i sur. (2016) navode kako sylvestris nije materijal koji bi dao dobro vino vec¢ se
plod moze koristiti u svrhu razmnozavanja. Ipak, u istrazivanju istonih sylvestris populacija
uocen je i zadovoljavajuéi potencijal sylvestris loze za proizvodnju vina (Drori i sur., 2017).
Sylvestris u Hrvatskoj je do sada pokazao razli€it antocijanski profil od vinifera, i pojedine
jedinke su u tom svojstvu bile blize kultiviranoj lozi (jedinka s Paklenice sorti Merlot) (Budic¢-
Leto i sur., 2018). S obzirom na istaknuti problem mediteranskih vina koja su niske kiselosti
i obojanosti sylvestris moguce ima potencijal za koriStenje u oplemenjivanju kao donor gena
(Cantos i sur., 2017).

Otpornost na gljivicne bolesti
Otpornost na bolesti (pepelnicu, plamenjacu i sivu plijesan) nije posebno izrazena u

divlje in situ loze, iako je napad Stetnih organizama rijetko uo¢avan (vise na Krki i Grabu).
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Uocen je jaci napad pepelnice u odnosu na plamenjacu koja osim na lokalitetu Grab nije
uoCena u sylvestris. Pepelnica je izrazeniji problem u Dalmaciji od plamenjace (Cvjetkovi¢,
2010). Napad sive plijesni osim na lokalitetu Imotski, nije uoc¢en i kao i u vinifera, zbijeniji
grozdovi pokazuju vecu osjetljivost na ovu bolest nego rastresiti grozdovi kakvi su ve¢inom
kod sylvestris. Povezanost izmedu zbijenih grozdova i napada sive plijesni Cesto je
istaknuta u literaturi (Rist i sur., 2016; 2018). Maniji napad bolesti divlje loze moguce je
posljedica viSeg bazalnog imuniteta s obzirom na samostalni opstanak u prirodi (Margaryan
i sur.,, 2019), ali i zbog moguce manje prisutnosti patogena uslijed drugih nepovoljnih

¢imbenika za njihov rast i razmnozavanje.

Sjemenjaci su u in vivo uvjetima uglavnom bili srednje otporni (oko 45% skupa) na
napad pepelnice. Sliéno je i sa sortama koje su sve bile u podruc¢ju od srednje do vrlo
otpornih. 1zmedu 35 i 40% sjemenjaka pokazalo je otpornost ili visoku otpornost na
pepelnicu u uvjetima netretirane kolekcije kroz obje godine istrazivanja. Kod metode lisnih
isje€aka (in vitro), jedinke su pokazale vecu osjetljivost na bolesti (prosjek: 5,23) u odnosu
na in vivo metodu (prosjek: 5,57) sto je i opravdano s obzirom na umjetnu inokulaciju i
ravnomjernu distribuciju inokuluma u prvom slu€aju kod svih jedinki za razliku od varijabilnih
uvjeta u netretiranoj kolekciji. Ipak, obje metode zasebno, bile su pouzdane. Sjemenjaci
analizirani in vitro varirali su od srednje otpornih (49% skupa 2019. godine) do otpornih i
vrlo otpornih (57% skupa u 2018. godini). Sli€no su i sorte pokazale srednju otpornost i
otpornost, osim sorte Rukatac i PoS3ip bijeli 2019. godine, koje se kao bijele sorte i navode
vrlo osjetljive i osjetjive na gljivicne bolesti (Maleti¢ i sur., 2015). Plamenja¢a u in vivo
evaluaciji sjemenjaka nije uoena, a u in vitro uvjetima je pokazala prili¢no razli€ite rezultate
po sezoni (od 31% skupa, do 86% skupa). Do ovakve razlike moguce je doslo zbog
modifikacije u samoj analizi, pri ¢emu je kapljica suspenzije spora uklonjena s lisnog diska
nakon 24 sata kako bi se sprije€io razvoj neciljanih mikroorganizama, ali s obzirom na
mraéne uvjete, gljiva moguce nije u potpunosti inficirala biljno tkivo u datom vremenu i
uvjetima. Otpornost sorata na plamenjacu takoder je varirala izmedu sezona, samo je jedna
primka PoSipa bijelog bila visoko otporna obje godine &to je suprotno prakticnim saznanjima
0 osjetljivosti ove sorte na plamenjacu. Zaklju¢no, uz sve moguce nedostatke primijenjenih
analiza, moze se konstatirati da sylvestris u ovom istrazivanju nije pokazao znacCajne razlike

u razini otpornosti prema analiziranim bolestima u odnosu na kontrolne vinifera genotipove.

Analiziran je polimorfizam R-SSR lokusa za koje je nedavno utvrdena otpornost u
sylvestris jedinki (Riaz i sur., 2013; 2020) te potpuna podudarnost Ren1 lokusa izmedu
sylvestris i vinifera (Riaz i sur., 2020). Kod in situ jedinki utvrdena je prisutnost R-alela 239
na lokusu SC47-18 koji je jedan od lokusa u kojih je zabiljezeno i do 96% fenotipske

raznolikosti prilikom QTL analize (Riaz i sur., 2020). Alel 239 dovodi se u vezu sa sylvestris
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porijeklom, koji ima vecina sylvestris jedinki u ovom istrazivanju. Iznimno jedinke Im4 i Luk8
su imale alel 246 na istom lokusu koji se dovodi u vezu s vinifera porijeklom, a Luk8 bi bila
zanimljiva za daljnja istrazivanja s obzirom da na istom lokusu nosi i 239 i 246 alel
otpornosti. lako je lokus SC8-0071-014 bio vrlo informativan u istrazivanju isto¢nih sylvestris
populacija (Riaz i sur., 2020), u ovom istrazivanju nisu detektirani R-aleli za ovaj lokus.
Takoder niti za lokus GF09-46 za plamenjacu; mogucée zbog stranog izvora otpornosti (V.
amurensis), a i Zhao i sur. (2019) uocili su svega 48% fenotipske varijacije objadnjene ovim
lokusom. U in situ jedinki, najvise jedinki s R-lokusima utvrdeno je unutar populacije
Paklenica (18/32), dok je kod sjemenjaka Paklenice uoCeno najmanje (2/15). Suprotno
tome, sjemenjaci Gizdavca, u kojih je samo jedna in situ jedinka imala alel otpornosti (Giz2),
koji nije niti naslijeden u potomka (SjGiz4), imali su najvecu raznolikost R-alela, ve¢inom
alela 239 (povezan sa sylvestris izvorom otpornosti). Ovi rezultati u usporedbi sa rezultatima
populacije Paklenica, upucuju na moguci veéi protok gena u populacije Gizdavac, nego
'zatvorenije' populacije Paklenica. Sjemenjaci koji su imali dva razliita R-alela (SjGiz18,
SjCerl i SjCer23) pokazali su se otporni na pepelnicu u in vivo i in vitro analizama i mogli
bi biti zanimljivi s aspekta piramidiziranja gena (Schwander i sur., 2012; Riaz i sur., 2019).
Sjemenjaci populacije Cerovica (Bosnha i Hercegovina) u ovom istrazivanju prosje¢no su se
pokazali najotporniji na pepelnicu, a i sylvestris uzorci koristeni za harmonizaciju R-alela,
za koje su najprije detektirani R-lokusi, jesu porijeklom iz Bosne i Hercegovine. Alel 215 (na
lokusu SC47-18) uoCen u nekoliko sjemenjaka, prema Riaz i sur. (2020) ne dovodi se u
vezu s otpornosti, ali je uo€en u jedne otporne sylvestris jedinke, a sve jedinke s ovim alelom
bile su uglavnom srednje otporne. Sli¢no i alel 216 na lokusu UDV 124, u prijasnjoj publikaciji
(Riaz i sur., 2013), naveden kao R alel, u ovom istrazivanju je utvrden u jednog sjemenjaka
i jedne in situ jedinke, a sjemenjak je pokazao srednju otpornost na pepelnicu. U in situ
jedinki je za razliku od sjemenjaka, utvrden alel 246 na lokusu SC47-18 u dvije jedinke (Im4
i Luk8), a u sjemenjaka su za razliku od in situ jedinki bili utvrdeni aleli 208 i 212 oba na
lokusu UDV124. Moguce da je izostanak alela 246 u sjemenjaka povezan i s izostankom
sjemenjaka lokaliteta Imotski i Lukovdol u kojih je alel utvrden. Ovim istrazivanjem utvrdena
je srednja otpornost jedinki (sjemenjaka) koji su imali jedan R-alel $to je potvrda novijih
istraZivanja o odredenoj parcijalnoj otpornosti kod prisutnosti jednog alela (Tépfer, 2016) ili

opcenito Ren1 genske regije (Riaz i sur., 2020).

Sylvestris jedinke istrazivane u ovom radu pokazale su relativno mali oplemenjivacki
potencijal u pogledu odabranih svojstava za analizu. Medutim, s obzirom na dokazanu
genetsku strukturiranost sylvestris skupa i dugotrajne izlozenosti istrazivanih populacija

prirodnoj selekciji, ipak se moze pretpostaviti postojanje korisnih gena koji doprinose
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njihovoj adaptabilnosti na znacajne okolinske stresove (Margaryan i sur., 2019; Riaz i sur.,
2020).

Zbog svega gore navedenog, bilo bi potrebno nastaviti i proSiriti istrazivanja u pravcu
sakupljanja, karakterizacije i oC€uvanja prirodnih sylvestris populacija. Za detaljnija
istrazivanja upotrebne vrijednosti bilo bi korisno formirati ex situ kolekciju klonskih potomaka

jedinki iz prirodnih populacija i sjemenjaka.

5.5. Feralne (ne-sylvestris) jedinke

Prikupljeni i analizirani uzorci sylvestris sa sedam lokaliteta analizirani su na vise
nacina kako bi se u konacnici formirao pro€iSéeni sylvestris skup iz kojega bi se izdvojile
feralne jedinke. Prema nekim autorima, feralnim jedinkama smatraju se kultivari pobjeqgli iz
uzgoja (escapes) (Myles i sur., 2011; Biagini i sur., 2014; Zhou i sur., 2017), ili pak divije
feralne forme (hermafroditne biljke), 'prijelazni' genotipovi izmedu vinifera i sylvestris (Riaz
i sur., 2020), divlje jedinke koje imaju barem jednog vinifera roditelja i koje se jo$ nazivaju i
naturaliziranim formama (De Michele i sur., 2019), a koristi se i naziv feralna sativa (Drori i
sur., 2017).

U ovom istrazivanju feralnim jedinkama smatrane su one kod kojih je dokazan
istovjetan genotip s nekim vinifera kultivarom (npr. Im2) ili hibridno porijeklo. DonoSenje
odluke o feralnom statusu jedinke zapocelo je selekcijom na terenu, prvenstveno na osnovi
spola cvijeta, pri ¢emu hermafroditne jedinke u pravilu nisu uzorkovane za analizu, osim u
sluaju kada su morfologijom upucivale na sylvestris (npr. Im10) ili sumnje na hibridno
porijeklo (Im16). Potom su temeljem detaljne morfoloske analize isklju€eni genotipovi koji
su morfologijom podsjecali na sorte ili lozne podloge te koji su se putem filogenetske klaster
analize svrstali medu sorte ili podloge. ProdiS¢avanje ukupnog sylvestris skupa provedeno
je sliéno kako je opisano kod De Andres i sur. (2012), osim $to detekcija feralnih jedinki nije
bila temeljena na roditeljskim analizama. Osim detekcije feralnih jedinki putem morfoloskih
i genetickih analiza (NJ), nakon procis¢enja i formiranja pretpostavljeno true to type skupa

jedinki, Structure analiza pokazala je dodatne feralne jedinke.

Analizom ukupnog pretpostavljenog sylvestris skupa, pomoc¢u morfoloskih (OIV) i
mikrosatelitskih analiza (NJ) identificirano je 19% feralnih jedinki. NajviSe feralnih jedinki
zabiljezeno je na lokalitetima Krka i Imotski. Oba lokaliteta nalaze se u blizini urbanih
sredista (Butorac i sur., 2018), a lokalitet Krka kao nacionalni park, pod strogom je zaStitom
posljednjih 35 godina (od 1985. godine). U slu€aju Nacionalnog parka Krka, eventualno se
moze pretpostaviti ve¢a prisutnost vinograda u proslosti s obzirom na bogatu sakralnu i

kulturnu bastinu te ostatke starohrvatskih utvrda iz 14. st. Analiza Structure, koja daje
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detaljniji uvid u genom jedinki, dodatno je unutar pretpostavljenog true to type sylvestris
skupa identificirala jedinke mijeSanog vinifera-sylvestris genoma i takvih je jedinki takoder
bilo oko 19% unutar prociS¢enog skupa. Od ukupnog pretpostavijenog sylvestris skupa,
svim provedenim analizama utvrdeno je 38% jedinki mijeSane genetske pozadine $to je
nesto viSe od podataka zabiljeZenih u drugim istrazivanjima (19% kod De Andres i sur.,
2012, ili 8% kod Arnold i sur. 2017). MorfoloSki se feralne jedinke nisu bitno razlikovale od
pretpostavljeno true to type jedinki, osim prisutnosti hermafroditnih jedinki, vecih listova
veceg broja lisnih isjeCaka, Sto same morfoloSke metode u tom slucaju Cini manje

pouzdanima.

Na genetskoj osnovi, usporedbom alelnih frekvencija, utvrdeno je 11 alela u feralnih
jedinki, specifi¢nih za lozne podloge (tablica 4. 10.) dok je jasnu genetsku razliku u smislu
specificnih alela izmedu feralnih-vinifera-sylvestris bilo teSko utvrditi zbog njihove velike
sliénosti. Ipak, za Sest feralnih jedinki koje posjeduju alele loznih podloga, moze se
pretpostaviti hibridno porijeklo. Od ovih jedinki dvije su se klasterirale s podlogama na NJ
stablu (Krka5, Krkal0), druge sa vinifera (Grab3, Grab4, Im16) ili sa sylvestris (Psunj6).

Lokaliteti Krka i Imotski imaju prevladavajuéi klorotip D koji se u literaturi dovodi u
vezu sa vinifera i istonim porijeklom populacija (Arroyo-Garcia i sur., 2002; Castro i sur.,
2013), a tu je i feralna jedinka klorotipa C, Cije je klasteriranje bilo medu sylvestris
jedinkama. Klorotip C najée$éi je klorotip hrvatskog vinifera sortimenta (Zulj Mihaljevié,
2017). Introgresija u vinifera skupu veca je u zapadnoeuropskih sorti, dok skup hrvatskih
sorata ima prosjecni udio sylvestris genoma 9%. Udio genoma svojstven vinifera klasteru
kod 'mijeSanih’ sylvestris jedinki podjednak je izmedu hrvatskog i europskog vinifera
klastera. U istrazivanju Riaz i sur. (2018), ve¢i utvrden broj admixed jedinki unutar sylvestris
skupa zabiljeZzen je kod isto¢nih populacija, dok je veéi udio admixed genotipova unutar
vinifera skupa zabiljeZzen kod zapadnoeuropskih sorata. Temeljem analize spola cvijeta, u
feralnih jedinki utvrdena je na APT3 lokusu najéeS¢a kombinacija 266/397/466 svojstvena
muskim i hermafroditnim jedinkama (Fechter i sur., 2012). MajCinska jedinka nekoliko
sjemenjaka s Paklenice, ima odredeni udio genoma vinifera $to upucuje na mijeSanu
genetsku pozadinu ne samo in situ jedinke nego i njezinih potomaka. Prema ovim
istraZivanjima, ali i drugim poput Zecca i sur. (2010), hibridizacija izmedu vinifera i sylvestris
je niska te vinifera uglavnom bude reproduktivno izolirana, najvjerojatnije zbog geografske
udaljenosti izmedu vinograda i Sumskih populacija sylvestris, a i temeljem ovoga
istraZivanja moguce je pretpostaviti reduciran protok polena u jedinki udaljenih viSe od 100
metara (Biagini i sur., 2016). Niska razina polenom upravljanog protoka gena (4 — 26 %),
utvrdena je od vinifera prema sylvestris (Di Vecchi-Staraz i sur., 2009). Ovaj proces moze

biti i povoljan za o€uvanje genetske varijacije i smanjenja tzv. inbreeding depresije. Problem
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udaljenosti sylvestris populacija od vinograda istaknut je u vise navrata (Schneider i sur.,
2015; Riaz i sur., 2018), stoga je preporu¢ena minimalna udaljenost od 10 kilometara kod

istrazivanja ovih podvrsta (Imazio i sur., 2013).

5.6. Roditeljske analize

Roditeljskom analizom in situ sylvestris jedinki nije bilo moguée utvrditi direktne
roditelj-potomak veze, ali je simulacijom roditeljskog para izdvojeno 11 predlozenih
roditeljskih kombinacija s viSim LOD i minimalnim brojem nepodudarajuéih lokusa. Sve
kombinacije sadrzavale su jedinke iste populacije iz ¢ega je evidentna unutar-populacijska
genetska slicnost, €esto jedinki koje blize rastu jedna drugoj $to upucéuje na odredeni
protok/cirkulaciju gena izmedu fizicki bliskih jedinki. Ovom analizom predlozena su i dva
para sylvestris-vinifera, no zbog nepodudaranja lokusa nuklearnog i kloroplastnog genoma,
nije utvrdena direktna roditelj-potomak veza niti su rezultati ovdje posebno navodeni. Imazio
i sur. (2015) navode da je gotovo nemoguce pronaci vezu izmedu dviju podvrsta na temelju
roditeljskih analiza i da danasnje sylvestris jedinke prvo i drugo razrednih odnosa sa
vinifera, mogu biti povezane dogadajima spontanog protoka gena. Za razliku od istraZivanja
De Andres i sur. (2012), De Michele i sur. (2019) i D'Onofrio (2020), roditeliskom analizom
nije bio cilj utvrdivanje potencijalno feralnih jedinki, ali od ukupno 28 jedinki, uo€ene su fri
feralne jedinke s Imotskog u predlozenim roditeljskim kombinacijama ¢ime se potvrduje
pouzdanost prethodno koridtenih analiza (morfoloSke, NJ, Structure) u identifikaciji feralnih
jedinki.

Puno roditeljstvo za skup od 40 sjemenjaka, apriori poznate maj€inske jedinke,
utvrdeno je za 23% sjemenjaka. Od ukupno utvrdene dvije oCinske jedinke, kod oCinske
jedinke Pak28 zabiljezen je veci broj sjemenjaka u odnosu na o€insku jedinku Giz2 Sto
odgovara i manjoj udaljenosti Pak28 od receptora polena Pak29 u odnosu na 100 metara
udaljenosti izmedu roditeljskog para Giz1 i Giz2. Biagini i sur. (2016) su takoder uodili rjiede
srodstvene odnose na udaljenostima veéim od 100 m. Rezultati upuéuju na postojanje
slobodne meduoplodnje unutar sylvestris populacija. Nije zabiljezeno krizanje s podlogama
ili sortama nego sa sylvestris jedinkama istog lokaliteta. Ipak, oCinska jedinka Pak28,
klasterirala se na NJ stablu u blizini sorte Nepoznata 4, a putem Structure analize pokazala

26% genoma dodijeljenog hrvatskom i 4% europskom vinifera skupu.

Sjemenjaci kojima su utvrdena oba roditelja blisko su se uz njih vezali i na NJ stablu

i to u oba slucaja viSe u o€inskom dijelu klastera (slika 4.11.).

Poku$aj da se eksperimentalno potvrdi slobodna oplodnja i cirkulacija gena unutar

pojedinih populacija genotipizacijom svih jedinki i roditeljskom analizom nije dao
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jednostavan odgovor. Vecina utvrdenih roditeljstava in situ jedinki dogodila se o¢ekivano
unutar pojedinih populacija uz samo dva slu€aja mogucih veza s vinifera sortama za razliku
od rezultata D'Onofrio (2020) koji je utvrdio veci udio vinifera-sylvestris hibrida unutar
prirodnih populacija. Medutim, unato¢ tome $to su skoro na svim lokacijama uzorkovane
brojne muske biljke u neposrednoj blizini Zenskih biljaka, u slu¢aju mnogih analiziranih
sjemenjaka oprasSivac nije identificiran.
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6. ZAKLJUCCI

1. Zdruzenom analizom morfoloskih svojstava i genotipizacijom pomocu
mikrosatelitskih markera utvrdena je jasna genetska strukturiranost sjevernih i
juznih sylvestris populacija, ali i pojedinaénih populacija gdje je uzorkovan vedi broj
jedinki, uz veéu genetsku raznolikost juznih (Ho=0,72) i zapadnih (Ho=0,60)
populacija u odnosu na sjeverne (Ho=0,54).

2. Primjenom 21 OIV deskriptora i 20 SSR markera uspjeSno su razdvojene sve
sylvestris jedinke od kultivara plemenite loze i definiran skup svojstava za pouzdanu
determinaciju sylvestris jedinki pri Cemu su se OIV deskriptori: OIV4, OIV53, OIV65,
0OIV68, OIV79, 0OIV80, OIV84 i OIV151 pokazali najpolimorfnijima za identifikaciju
sylvestris jedinki, a kod analize SSR markera utvrdeno je 12 privatnih alela unutar
sylvestris populacija te jo3 15 alela €ija je frekvencija u sylvestris setu veéa od 30%
i od drugih analiziranih grupa.

3. Tip cvijeta je glavni morfoloSki element pri razlikovanju sylvestris od kultivara
plemenite loze pri éemu su sylvestris populacije dvodomne s vec¢im brojem muskih
naspram zenskih jedinki. DNA marker APT3 je pokazao ograni¢enu upotrebu za
determinaciju tipa cvijeta kod sylvestris i to kao molekularna potvrda homozigotnog
stanja Zzenskog tipa cvijeta.

4. Kombinacijom morfoloSkih i genetskih analiza 112 istrazivanih jedinki divlje loze iz
sedam populacija, za 91 jedinku (81%) je utvrdeno da odgovaraju podvrsti
sylvestris, dok je preostala 21 jedinka (19 %) izdvojena kao ne-sylvestris (feralna)
biljka.

5. Utvrdena genetska varijabilnost sylvestris skupa u odnosu na kultivare plemenite
loze i podloge je bila manja za sve koriStene pokazatelje izraCunate na temelju SSR
podataka, uklju€ujudi i broj privatnih alela.

6. Modelnom rasporednom klaster analizom utvrden je najvjerodostojniji broj izvornih
populacija K = 4, od €ega sylvestris €ini jednu grupu, lozne podloge drugu, dok su
kultivari plemenite loze podijeljeni u grupu zapadno-europskih kultivara i autohtonih
hrvatskih kultivara.

7. Potvrdena je prisutnost dva klorotipa u proCiséenom skupu sylvestris populacija. U
hrvatskih populacija prevladava klorotip A (64%), a potom slijedi klorotip D (36%).
Klorotip D vecinski je zastupljen u populacija s veéim brojem jedinki oznacenih kao

feralne. Iznimno je u feralnih jedinki utvrden i jedan slucaj klorotipa C (Krka4).
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8.

10.

11.

12.

Usporedbom genetskih profila, upotrebom razli€itih hijerarhijskih i nehijerahijskih
rasporednih i razvrstavnih klaster analiza in situ jedinki i populacije sjemenjaka
utvrden je protok gena u manjem obimu.

Analizom mosta sylvestris jedinki utvrdene su znacajno viSe vrijednosti sadrzaja
ukupnih kiselina (prosje¢no 7,93 — 15,55 g/I) u odnosu na kultivare plemenite loze
(prosjecno 5,05 — 5,22 g/l).

Primjenom bioloskih in vivo i in vitro metoda procjene otpornosti na najvaznije
bolesti kod populacije sjemenjaka sylvestris, iako je utvrden odredeni broj relativho
otpornih jedinki, nisu utvrdene znacajne razlike u otpornosti sylvestris u odnosu na
vinifera.

Procjenom otpornosti na najvaznije bolesti analizom genotipa Cetiri R-SSR lokusa
in situ jedinki i populacije sylvestris sjemenjaka, utvrden je veéi broj jedinki koje
posjeduju na jednom ili dva lokusa alele koje se u literaturi povezuje s otpornoséu.
R-alel najveceg polimorfizma u istrazivanom setu bio je SC47-18. Medutim, nije bilo
znacajne povezanosti izmedu jedinki veceg stupnja otpornosti utvrdenog u
bioloSkim testovima sa ocekivano otpornim genotipovima. Jedinke koje imaju
pozeline alele otpornosti, naro€ito dva alela i istovremeno su pokazale reakciju
otpornosti u bioloskim testovima (SjPak3, SjCer7, SjCer14, SjCer23) zasluzuju
dodatna ispitivanja posebice s moguénoscu njihova koristenja u oplemenjivanju.
Temeljem fenotipske raznolikosti sylvestris populacija ukljucivsi: visoku razinu
kiselosti u grozdu, specifi¢nu arhitekturu grozda te djelomi¢nu razinu otpornosti na
pepelnicu s utvrdenom prisutnosti R-alela, moze se potvrditi pretpostavljena
hipoteza o posjedovanju korisnih svojstava i gena unutar prirodnih sylvestris

populacija za moderno oplemenjivanje vinove loze.
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9. PRILOZI

Prilog 1. Popis hrvatskih sinonima za divlju lozu (sylvestris)

Validno ime Izvor Lokalitet/ navod
Porodica Rod vrste Sinonimi literature/br.stranice Izvornik lokaliteta
Vitis vinifera
Linné subsp.
sylvestris Bace povrh Brestove u
Vitaceae Vitis Gmelin divi trs Sugar (2008) / 967,154 Istri/Sugar
divia loza Sugar i sur. (2002) / 31
divja loza Sugar i sur. (2002) / 31
Sugar (2008) / 155 Liber de simplicibus  Ponikve, Kuciste; PeljeSac
Sugar (2008) / 967
divlja loza Sugar i sur. (2002) / 31
Sugar (2008) / 158, 967
divlja vinova
loza Sugar (2008) / 967
divlje grozde  Sugar (2008) / 967

Herbario nuovo di
Castore Durante.
Discorsi di M.P.A.

u knjiznici samostana u
Visovcu/ 18.st.; u knjviinici
samostana u Sinju/ Sulek,

divoloza Sugar (2008) / 162, 967  Matthioli 1879
Herbario nuovo di u knjiznici samostana u
Castore Durante. Visovcu/ 18.st.; u knjiznici
Discorsi di M.P.A. samostana u Sinju/ Sulek,
divolozica Sugar (2008) / 162, 967  Matthioli 1879.
Hercegovina (Bosna
dZonkavica Sugar (2008) / 184, 967 Hercegovina)
greSika Sugar (2008) / 222, 967
knjiznica Sv. Marka u
Veneciji/ Sulek (1879),
loza divja Sugar (2008) / 382 Liber de simplicibus ~ Sugar i sur. (2002), 15.st.
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Prilog 1. nastavak

Validno ime Izvor
Porodica Rod vrste Sinonimi literature/br.stranice Izvornik Lokalitet/ navod lokaliteta

Bosna i Hercegovina/ Pichler

loza divlja Sugar (2008) / 383 (1905)
Erbario Italiano -

loza poznica Sugar (2008) / 383, 967 lllirico dubrovacko podrucje
lozica Sugar (2008) / 383, 967 Pucisca, Blaca (otok Brac)
loznica Sugar (2008) / 383, 967 Bosna i Hercegovina
ostruga Sugar (2008) / 492, 967 Otok (Slavonija)
pastrica Sugar (2008) / 511, 967

Hercegovina, Bosna i
prhavac Sugar (2008) / 553, 967 Hercegovina
Sajbac Sugar (2008) / 676, 967 Sabljevac pod Sisolom u Istri
silvestris Sugar i sur. (2002) / 31

sylvestris Blam i
Java

Steudel (1841) / 778

sylvestris Gmel
vinifera

Steudel (1841) / 778

govore Hrvati u Madarskoj i

trtovina Sugar (2008) / 736, 967 Austriji
venika Sugar (2008) / 751, 967
viniCevina Sugar (2008) / 756, 967 Hrvatsko zagorje
vini¢ina Sugar (2008) / 756, 967 kalnicko podrudje
vinika Sugar (2008) / 757, 967 Dalmacija, u Poljicima
Hercegovina (Bosna i
vinina Sugar (2008) / 757, 967 Hercegovina)
Otok (Slavonija); Hercegovina
vinjaga Sugar (2008) / 759, 967 (Bosna i Hercegovina)
Liber de Ponikve, Kuciste; PeljeSac;
Vitis vinifera simplicibus. Kosute (Sinjsko polje)/ Sugar;

subsp. silvestris
(Gmelin) Hegi

Sugar (2008) / 155, 158,
162

Herbario nuovo di
Castore Durante

zabiljezeno u knjiznici
samostana u Visovcu/ 18.st




Prilog 2. Popis divergentnih genotipova za analize uskladene na 20 SSR lokusa

Ime primke/sorte

lzvor

Babi¢

Babica

Bascan

Beli Debejan
Belina hizakovecka
Belina mala
Belina pikasta
Belina Semnicka
Belina starohrvatska
Belina svetokriSka
Beretinjok

Bijela Brajdica
Bilan

Bljuzgavac
Bogdanusa
Bratkovina bijela
Bratkovina crvena
Brunac

Bumba b. Zaton
Cetinka

Cibib

Crljenak Viski
Crnka

Debejan

Debit

DiSec¢a Ranina
Divjaka

Dobric¢i¢

Dol¢&in

Drneku$a mala
Dugovrst bijeli
Duranija
Frmentun

Galac

Garganja
Glavanjusa
Glavinusa

Grk

Gustopupica ninska
Jarbola

Kadarun Konavle
Kamenina
Kavcina

KlescCec

Kozjak bijeli
Kraljevina

Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
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Prilog 2. nastavak 1

Ime primke/sorte

lzvor

Krivaja crvena
Krkosija
KrstiCevica
Kujundzu$a
Kurtelaska
Lipovina

Ljutun

Magrovina
Malvasija Zupska
Malvazija crvena
Malvazija istarska
Marastina
Marastina omiska
Mejsko Bijelo
Mekuja

Mijajusa
Mirkovaca
Mladenka

Modra kosovina
Moslavac
Muskatel

Nepoznata 4 Vela Pergola

Nepoznata 6
Nepoznata ljubiCasta
Nepoznata Matulji
Nepoznata roza
NincusSa
Okatica crna
OSsljevina
Palagruzanka
Palarusa viska
Pavici¢

Plava Lovora
Plavac krcki
Plavac mali
Plavdina

Plavec zuti
PoSip b.

PoSip c.

Pr¢

Privlacka bilina
Prsljivka

Ranfol
Rudezusa
Rusljin

Ruza b.

Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
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Prilog 2. nastavak 2

Ime primke/sorte

lzvor

Ruza b. Il
Sansigot

Sarica tri$njavica
Semperinka bijela
Silbijanac
Silozder

Sipelj

Skrlet

sPlavina

Stara bran¢evka
Svijetljak
Svrdlovina crna
Tanetova loza
Teran

Terin

Tribidrag

Trnjak

Trojis¢ina

Verdi¢

Vlaski Crljenak Brac
Volarovo

Vranac

Vrskajica

Vugava

Vugava bijela omiSka

Vugava crvena omiska

Zadarka

Zelenjak c.
Zerjavina

Zilavka

Zlahtina

Zlatarica blatska
Zlatarica vrgorska
Zumié

Zutozelen

Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevi¢ (2017)
Zulj Mihaljevié (2017)

Aligoté

AuXxerrois

Chenin

Elbling

Kishmish vatkana
Melon

Muscat d'Alexandrie
Pedro gimenez faux
Pinot

Riesling

Saint laurent

Lacombe i sur. (2013)
Lacombe i sur. (2013)
Lacombe i sur. (2013)
Lacombe i sur. (2013)
Lacombe i sur. (2013)
Lacombe i sur. (2013)
Lacombe i sur. (2013)
Lacombe i sur. (2013)
Lacombe i sur. (2013)
Lacombe i sur. (2013)
Lacombe i sur. (2013)
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Prilog 2. nastavak 3

Ime primke/sorte

lzvor

Sangiovese
Sylvaner

Syrah

Traminer
Affenthaler
Amigne

Arvine petite
Blatina
Gelbhoelzer blau
Heunisch schwarz
Malanstraube
Manseng petit blanc
Raeuschling weiss
Tauberschwarz

Lacombe i sur. (2013)
Lacombe i sur. (2013)
Lacombe i sur. (2013)
Lacombe i sur. (2013)
Zduni¢ i sur. (2017)
Zdunic i sur. (2017)
Zduni¢ i sur. (2017)
Zdunic i sur. (2017)
Zdunic i sur. (2017)
Zduni¢ i sur. (2017)
Zdunic¢ i sur. (2017)
Zduni¢ i sur. (2017)
Zduni¢ i sur. (2017)
Zdunic i sur. (2017)

Paulsen 1045

Paulsen 1447

Richter 110

Richter 99

Riparia grand glabre
Rupestris du lot
Selektion oppenheim 4

Zduni¢ i sur. (2017)
Zdunic¢ i sur. (2017)
Zdunic¢ i sur. (2017)
Zduni¢ i sur. (2017)
Zdunic¢ i sur. (2017)
Zduni¢ i sur. (2017)
Zduni¢ i sur. (2017)

Prilog 3. Popis divergentnog skupa kultivirane loze uklju¢en u uvometrijske analize,

morfometrijske analize sjemenki i otpornosti na gljivine bolesti

Naziv sorte

Boja kozice
bobice

Babic

Babica

Bak (Silozder)
Beretinjok
Bogdanu$a
Borgonja

Bratkovina bijela

Cetinka
Dobrigi¢
Gegi¢
Glavanjusa
Glavinusa
GraSevina
KrstiCevica
Ljutun

Malvasia dubrovacka bijela

NinduSa
Okatica bijela
Original
Palarusa viska
Plava lovora

Z W ZWZOWZZWZWHZWWZZZ
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Prilog 3. nastavak

Boja kozice
Naziv sorte bobice
Plavac mali crni*
Plavac mali sivi**
Plavina
Posip bijeli**
PosSip crni
PosSip sitni
Pré
Rudezusa
Rukatac**
Sauvignon bijeli
Svrdlovina crna
Tempranillo*
Terin
Vlaska
Vranac
Vrskajica
Vugava bijela omisSka
Vugava crvena omiSka
Xynomavro*
Zadarka
Zlatarica blatska bijela
Zilavka
Boja kozice: N, plavo crna do tamno crvena; B, zeleno-Zuta;
Rs, ruzi€asta; Rg, crvena
*sorta ukljuéena dodatno u morfometrijsku analizu sjemena
** sorta uklju¢ena dodatno u analizu otpornosti na bolesti

mwzzldowwzozzZzZowzZowzwzF 2
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Prilog 4. Morfolo$ki profil pro€iséenog sylvestris seta na osnovi 21 OIV deskriptora

Uzorak Mladica Mladi list Odrasli list
OlVv 002

Antocijans Olv 007 OlV 053

ko Olv 004 Boja Gustoca o

obojenje Gusto¢éa  dorzalne paucinasti 068

001 paucinasti paucinasti strane Olv 051 h dlacica OlV 065 OIV 067 Broj Olv 072
Oblik h dlaéica h dlaéica internodi Bojalica na nali¢ju Veli¢ina Oblik isje¢ Naborano
vrha vrha vrha ja lista lista plojke plojke aka st plojke
Pakl 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1 zelena 1 zelena 3 niska 3/5 2 klinast 2 tri 1/3
2
zelena+cr

Pak2 7 vinifera 2 malo 1 odsutna vena 1 zelena 3 niska 1 vrlo mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
Pak3 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1 zelena 1 zelena 1 odsutna 1 vrlo mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
Pak5 7 vinifera 2 malo 3 niska 1 zelena 1 zelena 3 niska 3 mali 2 klinast 2 tri 1/3
Pak6 7 vinifera  nd nd 1 zelena 1 zelena 3 niska 3 mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
Pak7 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1 zelena 1 zelena 1 odsutna 1 vrlo mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
Pak8 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 1 odsutha 3 mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
Pak9 7 vinifera 2 malo 1 odsutna 1/2 1 zelena 1 odsutna lvrlomali 2klinast 3 pet 1 odsutnha
Pak10 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 1 odsutha 1 vrlo mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
Pakl11l 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 1/3 3 mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
Pak12 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 1 odsutna 3 mali 2 klinast 2 tri 1/3
Pak13 7 vinifera 1 odsutno 1/3 1zelena 1 zelena 3 niska 5 sredniji 2 klinast 3 pet 1 odsutna
Pak14 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1 zelena 1 zelena 3/5 1/3 2 klinast 3 pet 1 odsutna
Pak15 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1 zelena 1 zelena 1 odsutna 3/5 2 klinast 3 pet 1 odsutna
Pakl16 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 3 niska 1 vrlo mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
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Prilog 4. nastavak 1

Uzorak | Mladica Mladi list Odrasli list
OlIV 002

Antocijans Olv 007 OlV 053

ko OlVv 004 Boja Gustoca ol

obojenje Gustoca dorzalne paucinasti 068

001 paucinasti paucinasti strane Olv 051 h dlacica OIV 065 OIV 067  Broj Olv 072
Oblik h dlacica h dlaica internodi Bojalica nanali¢ju Veli¢ina Oblik isje¢  Naborano
vrha vrha vrha ja lista lista plojke plojke aka st plojke
Pakl17 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1 zelena 1 zelena 3 niska 3 mali 2 klinast 3 pet 1 odsutna
Pak18 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 1 odsutna 3 mali 2 klinast 2 tri 3 slaba
Pak19 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 5 srednja 3 mali 2 klinast 2 tri 3 slaba
Pak20 7 vinifera 1 odsutno 1/3 1zelena 1 zelena 3/5 3 mali 2 klinast 3 pet 3slaba
Pak21 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 1 odsutna 3 mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
Pak22 7 vinifera 1 odsutno 3 niska 1zelena 1 zelena 5 srednja 3 mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
Pak23 7 vinifera 1 odsutno 3 niska 1zelena 1 zelena 3 niska 3 mali 2 klinast 3 pet 1 odsutha
Pak24 7 vinifera 1 odsutno 1/3 1zelena 1 zelena 3 niska lvrlomali 2klinast 2 tri 1/3
Pak25 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 1 odsutna 1/3 2 klinast 3 pet 1 odsutna
Pak26 7 vinifera  1/2 1 odsutna 1zelena 1 zelena 3 niska 3 mali 2 klinast  2/3 3 slaba
Pak27 7 vinifera  1/2 1 odsutna 1zelena 1 zelena 3 niska lvrlomali 2klinast 3pet 3slaba
Pak28 7 vinifera 1 odsutno 5 srednja 1 zelena 1 zelena 5 srednja lvrlomali 2Kklinast 2tri 1 odsutna
Pak29 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 1 odsutna 3 mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
Pak30 7 vinifera 1 odsutno 3/5 1 zelena 1 zelena 3/5 3 mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
Pak32 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1 zelena 1 zelena 1 odsutna 3 mali 2 klinast 2 tri 3 slaba
4 bakreno

Pak33 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1 zelena crvena 1/3 1 vrlo mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
Pak34 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 1 odsutna 3/5 2 klinast 3 pet 1 odsutna
Im3 7 vinifera 1 odsutno 1/3 1zelena 1 zelena 3 niska lvrlomali 2Kklinast 2 tri 3 slaba
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Prilog 4. nastavak 2

Uzorak Mladica Mladi list Odrasli list
OlVv 002
Antocijans Olv 007 OlV 053
ko OlVv 004 Boja Gustoca ol
obojenje Gustoca dorzalne paucinasti 068
001 paucinasti paucinasti strane Olv 051 h dlacica OIV 065 OIV 067  Broj Olv 072
Oblik h dlacica h dlaica internodi Bojalica nanali¢ju Veli¢ina Oblik isje¢  Naborano
vrha vrha vrha ja lista lista plojke plojke aka st plojke
2
zelena+cr
Im4 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna vena 1 zelena 1 odsutna 1 vrlo mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
Im5 7 vinifera 1 odsutno 3 niska 1 zelena 1 zelena 3 niska 1 vrlo mali 2 klinast 2 tri 3 slaba
2
zelena+cr
Im7 7 vinifera 2 malo 1 odsutna vena 1 zelena 3 niska 1 vrlo mali 2 klinast 2 tri 3 slaba
Im8 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1 zelena 1 zelena 1 odsutna 1 vrlo mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
Im11 7 vinifera 1 odsutno 3 niska 1/2 1 zelena 3 niska 1 vrlo mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
2
zelena+cr
Im14 7 vinifera  1/2 1 odsutna vena 1 zelena 3 niska 3 mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
Im17 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1 zelena 1 zelena 1/3 1 vrlo mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
Im18 7 vinifera  2/3 1 odsutha 3crvena 1 zelena 3 niska 1 vrlo mali 2 klinast 2 tri 1 odsutha
2
zelena+cr
Im19 7 vinifera 2 malo 1 odsutna  vena 1 zelena 1/3 lvrlomali 2klinast 3 pet 1 odsutnha
Im20 nd nd nd nd nd nd 3 mali 2 klinast 3 pet 1 odsutna
Im21 nd nd nd 1 zelena 1 zelena 3 niska 3 mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
Lukl nd
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Prilog 4. nastavak 3

Uzorak | Mladica Mladi list Odrasli list
OlIV 002

Antocijans Olv 007 OlV 053

ko OlVv 004 Boja Gustoca ol

obojenje Gustoca dorzalne paucinasti 068

001 paucinasti paucinasti strane Olv 051 h dlacica OIV 065 OIV 067  Broj Olv 072
Oblik h dlacica h dlaica internodi Bojalica nanali¢ju Veli¢ina Oblik isje¢  Naborano
vrha vrha vrha ja lista lista plojke plojke aka st plojke

Luk2 nd
Luk3 nd nd nd nd nd nd 5 sredniji 2 klinast 3 pet 3slaba
Luk4 7 vinifera 1 odsutno 3 niska 1zelena 1 zelena 5 srednja nd nd nd nd
Luk5 nd nd nd nd nd nd 5 sredniji 2 klinast 3 pet 1/3
Luk6 7 vinifera 1 odsutno 3 niska 1zelena 2 Zuta 5 srednja lvrlomali 2klinast 3pet 3slaba
Luk8 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 5 srednja 5 sredniji 2 klinast 2 tri 3 slaba
Luk10 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 1 odsutna lvrlomali 2klinast 3 pet 1 odsutha
Lukl1l 7 vinifera 1 odsutno 1/3 1 zelena 1 zelena 1 odsutna 3 mali 2 klinast  2tri 1 odsutna
Luk12 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 2 Zzuta 1/3 3 mali 2 klinast 3 pet 3slaba
Luk13 7 vinifera  1/2 7 visoka 1zelena 1 zelena 7 visoka 3 mali 2 klinast 3 pet 1 odsutna
Luk14 7 vinifera 1 odsutno 3 niska 1zelena 1 zelena 1/3 3 mali 2 klinast 2 tri 1/3
Luk15 7 vinifera 1 odsutno 3 niska 1zelena 1 zelena 3 niska lvrlomali 2klinast 3pet 3slaba
Luk16 7 vinifera 2 malo 1 odsutna 1zelena 1 zelena 3 niska lvrlomali 2klinast 3 pet 1 odsutha
Luk17 7 vinifera 1 odsutno 3 niska 1zelena 1 zelena 1 odsutna lvrlomali 2klinast 3 pet 1 odsutnha
Luk18 7 vinifera 1 odsutno 5 srednja 1zelena 1 zelena 5 srednja 3/5 2 klinast 3 pet 1 odsutna
Luk19 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 1 odsutna lvrlomali  2klinast 2 tri 1 odsutna
Luk20 7 vinifera 1 odsutno 3 niska 1zelena 1 zelena 1/3 lvrlomali 2klinast 3 pet 1 odsutha
Grabl 7 vinifera 1 odsutno 3 niska 1/2 1 zelena 5 srednja lvrlomali 2klinast 3pet 3slaba
Krka9 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1 zelena 1 zelena 1 odsutna lvrlomali  2Kklinast 2/3 1 odsutna
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Prilog 4. nastavak 4

Uzorak | Mladica | Mladi list | Odrasli list
OlV 002
Antocijans OlVv 007 OlV 053
ko OlVv 004 Boja Gustoca olv
obojenje Gustocéa dorzalne paucéinasti 068
001 paucinasti paucinasti strane OlVv 051 h dladica OlV 065 OIV 067 Broj OIV072
Oblik h dlagica h dlagica internodi Bojalica nanali¢ju Veli¢ina Oblik isje¢ Naborano
vrha vrha vrha ja lista lista plojke plojke aka st plojke
3
3 pentagon
Krkal5 7 vinifera 2 malo 1 odsutna 1zelena bronana 1 odsutna 3 mali alan 3 pet 1odsutna
3
pentagon
Krkal8 7 vinifera  1/2 1 odsutna 1zelena 1/3 1 odsutna 3 mali alan 3 pet 1odsutna
Krkal9 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 1 odsutna 3 mali 2Kklinast  2tri 1 odsutna
Krka20 nd nd nd nd nd nd lvrlomali  2klinast 2 tri 1 odsutna
3
pentagon
Krka21l 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 3 niska 3 mali alan 2 tri 1 odsutna
Krka24 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 1 odsutna 1/3 2 klinast  2/3 1 odsutna
Krka26 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 1/3 lvrlomali  2klinast 2 tri 3 slaba
Krka27 7 vinifera 1 odsutno 3 niska 1zelena 1 zelena 1/3 lvrlomali  2klinast 2 tri 1 odsutna
Psunj3 7 vinifera 1 odsutno 5 srednja 1zelena 1 zelena 1/3 3/5 2 klinast 2 tri 1 odsutna
Psunj4 7 vinifera 1 odsutno 3 niska 1zelena 1 zelena 3 niska lvrlomali 2Kklinast 2 tri 1 odsutna
Psunj5 7 vinifera 2 malo 3 niska 1zelena 1 zelena 3 niska 3 mali 2 klinast  2/3 1 odsutna
Psunj7 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 3 niska lvrlomali 2Kklinast 2 tri 1 odsutna
Psunj8 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 3 niska lvrlomali 2klinast 2 tri 1 odsutna
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Prilog 4. nastavak 5

Uzorak | Mladica Mladi list Odrasli list
OlV 002

Antocijans Olv 007 Olv 053

ko OlV 004 Boja Gustoca olv

obojenje Gustoca dorzalne paucinasti 068

001 paucinasti paucinasti strane Olv 051 h dlacica OIV 065 OIV 067  Broj Olv 072
Oblik h dlaéica h dlaica internodi Bojalica nanali¢ju Veliéina Oblik isje¢ Naborano
vrha vrha vrha ja lista lista plojke plojke aka st plojke
Psunj10 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 1/3 lvrlomali  2Kklinast 2 tri 1 odsutna
Psunjll 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 517 lvrlomali  2klinast 2 tri 1 odsutna
Psunjl2 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 3/5 lvrlomali 2klinast 2 tri 1 odsutna
Psunjl4 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 1 odsutna lvrlomali 2klinast 2 tri 1 odsutna
Psunj21 7 vinifera 1 odsutno 1/3 1zelena 1 zelena 517 lvrlomali 2klinast 2 tri 1 odsutna
Psunj22 7 vinifera 2 malo 3 niska 1zelena 1 zelena 3 niska lvrlomali 2/3 2/3 1 odsutna
Psunj23 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 3/5 lvrlomali  2klinast 2 tri 1 odsutna
Psunj24 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 3/5 lvrlomali  2klinast 2 tri 1 odsutna
Psunj25 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 3/5 lvrlomali 2klinast 2 tri 1 odsutna
Psunj26 7 vinifera 1 odsutno 1/3 1zelena 1 zelena 3 niska lvrlomali  2klinast 2 tri 1 odsutna
Psunj27 7 vinifera 1 odsutno 1/3 1zelena 1 zelena 3 niska lvrlomali  2klinast 2 tri 1 odsutna
Psunj28 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna 1zelena 1 zelena 3 niska lvrlomali  2Kklinast 2 tri 1 odsutna
2
zelena+tcr

Gizl 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna vena 1 zelena 3 niska 1 vrlo mali 2 klinast 2 tri 3 slaba
Giz2 7 vinifera 1 odsutno 1 odsutna nd 1 zelena 3 niska 1 vrlo mali 2 klinast 2 tri 1 odsutna
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Prilog 4. nastavak 6

Uzorak | Odrasli list ‘ Spol ‘ Grozd
Olv 084 Olv 231
OlV079 OIV080 OIvV081-1 Gustoca ol Antocijan
Otvoren Oblik Prisutnos paucinast o ol 225 sko
ost dna t zupcau ihdlagica 151 olv 223 Boja obojenje Olv 241
sinusa  sinusa sinusu na naliéju Spol 202 OlvV 204 Oblik kozice mesa Formiranje
peteljke peteljke peteljke lista cvijeta Duzina Zbijenost bobice bobice bobice sjemenki
1 Siroko
Pakl otvoren 2} 1 odsutan 3 niska 4 F
Pak2 3otvoren 1U 1 odsutan 3 niska 1M muski
1 Siroko
Pak3 otvoren 2} lodsutan 1lodsutna 1M musKki
Pak5 3otvoren 1U 1 odsutan 3 niska 1M musKi
1 Siroko
Pak6 otvoren 2} 1 odsutan 3 niska 1M musKki
1 Siroko 3 1 vrlo 2
Pak? otvoren 2} 1odsutan 1lodsutna 4F kratak ~ rastresit  okrugla nd nd 3 potpuno
1 Siroko
Pak8 otvoren 2} 1 odsutan 1 odsutna nd
Pak9 3 otvoren 2} 1 odsutan 1 odsutna nd
1 Siroko
Pakl10  otvoren 2} 1lodsutan 1odsutna 4F
Pakl1l  3otvoren 3V 1 odsutan 1/3 1M musKi
1/3 vrlo 6
kratak .
do 3 rastresit okruala plavo- 1 odsutno 3 potpuno
92 trma
Pak12 3 otvoren 1U 1lodsutan 1odsuthna 4F kratak
Pakl3 3otvoren 1U 1 odsutan 3 niska 1M muski
Pakl4  3otvoren 1U 1 odsutan 3/5 nd
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Prilog 4. nastavak 7

Uzorak | Odrasli list \ Spol \ Grozd
OlV 084 Olv 231
OIV079 OIvV080 OIvV081-1 Gustoca o Antocijan
Otvoren  Oblik Prisutnos paucéinast OIV o 225 sko
ost dna tzupcau ihdladica 151 ol 223 Boja obojenje Olv 241
sinusa sinusa  sinusu na nali€ju Spol 202 OIlvV 204  Oblik kozice mesa Formiranje
petelijke peteljke peteljke lista cvijeta Duzina Zbijenost bobice bobice bobice sjemenki
Pakl5 3otvoren 1U 1 odsutan 1 odsutna nd
Pakl6 3 otvoren 1U 1 odsutan 3/5 nd
Pakl7 3 otvoren 1U lodsutan 1lodsutna 1M musKi
Pak18 3otvoren 1U 1 odsutan 1odsutna nd
1 Siroko
Pakl19  otvoren 2} lodsutan 5srednja 1M musKki
Pak20 3 otvoren 3V 1 odsutan 3/5 nd
1 Siroko
Pak21  otvoren 2} 1 odsutan 1/3 1M musKki
Pak22  3otvoren 3V 1 odsutan 5srednja nd
Pak23 3 otvoren 3V 1 odsutan 3 niska nd
Pak24  3otvoren 1U 1 odsutan 3 niska nd
Pak25 3otvoren 1U 1 odsutan 5srednja nd
Pak26 3 otvoren 1U 1 odsutan 3 niska nd
Pak27 3 otvoren 3V 1 odsutan 1/3 1M muski
Pak28 3 otvoren 1U lodsutan 5srednja 1M muski
Pak29 3 otvoren 2} 1lodsutan 1odsutna 4F
Pak30 3 otvoren 3V 1 odsutan 3/5 nd
Pak32 3 otvoren 3V lodsutan lodsutha 1M muski
Pak33 3 otvoren 1/2 1 odsutan 3 niska 1M muski
Pak34 3otvoren 1U lodsutan 1lodsuthna 4F
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Prilog 4. nastavak 8

Uzorak \ Odrasli list \ Spol \ Grozd
Olv 084 Olv 231
OIV079 OIV080 OIv081-1 Gustoca ol Antocijan
Otvoren  Oblik Prisutnos paucéinast OIV o 225 sko
ost dna tzupcau ihdlagdica 151 ol 223 Boja obojenje Olv 241
sinusa sinusa  sinusu na nali€ju Spol 202 OIvV 204 Oblik kozice mesa Formiranje
petelijke peteljke peteljke lista cvijeta Duzina Zbijenost bobice bobice bobice sjemenki
1/3 vrlo 6
! 1 vrlo rastresit 2 plavo- 1 odsutno 3 potpuno
preklopl] kratak do okrugla crna
Im3 en 3V 1 odsutan 3 niska 4F rastresit
Im4 3otvoren 1U lodsutan 1lodsutna 1M musKi
Im5 3otvoren 1U 1 odsutan 3 niska 1M musKki
Im7 3otvoren 3V 1 odsutan 3 niska nd
Im8 1/3 1U lodsutan 1odsuthna 4F
1/3vrlo 1/3 vrlo 6
kratak rastresit 2 plavo- 1 odsutno 3 potpuno
do do okrugla crna
Im11 3otvoren 1U 1 odsutan 3 niska 1M kratak rastresit
1 vrlo 35 . 2 6
1 Siroko kratak srednje okrugla plavo- 1 odsutno 3 potpuno
Im14 otvoren 1U 1 odsutan 3 niska 4F zbijen crna
6
Iir\;[g)k 5/7 zbijen gkrugla plavo-  1/3 slabo 3 potpuno
Im17 3 otvoren 3V 1 odsutan 3 niska 4F crna
Im18 3 otvoren 1U 1 odsutan 3 niska 1M muski
Im19 3otvoren 1U 1 odsutan 3 niska 1M musKi
1 Siroko
Im20 otvoren 2} lodsutan lodsutha 1M muski
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Prilog 4. nastavak 9

Uzorak | Odrasli list \ Spol \ Grozd
OlV 084 Olv 231
OIV079 OIvV080 OIvV081-1 Gustoca Antocija
Otvoren  Oblik Prisutnos paucéinast OIV OlV 225 nsko Olv 241
ost dna t zupcau ihdladica 151 OlV 223 Boja obojenje Formiran
sinusa sinusa  sinusu na nali€ju Spol Olv 202 OIV 204 Oblik kozice mesa je
petelijke peteljke peteljke lista cvijeta Duzina Zbijenost  bobice bobice bobice sjemenki
Im21 3otvoren 1U 1 odsutan 3/5 1M musKki
Lukl
Luk?2
1 Siroko
Luk3 otvoren 2} 1l odsutan 5srednja nd
Luk4 nd nd nd nd nd
1 Siroko
Luk5 otvoren 2} lodsutan 5srednja 1M muski
Luk6 3otvoren 21} 1l odsutan 5srednja nd
Luk8 3 otvoren 3V 1 odsutan 3 niska nd
1 Siroko
Luk10 otvoren 2} 1 odsutan 1odsutna nd
Luk11 3otvoren 1U 1 odsutan 1 odsutna nd
Luk12 3 otvoren 3V 1 odsutan 1/3 nd
Luk13 1/3 2} 1 odsutan 5srednja nd
Luk14 3 otvoren 21} 1 odsutan 1odsutha nd
Luk15 3 otvoren 3V 1 odsutan 3 niska nd
1 Siroko
Luk16 otvoren 2} 1 odsutan 3 niska nd
1 Siroko
Luk17 otvoren 2} 1 odsutan 1 odsutna nd
1 Siroko
Luk18 otvoren 2} 1l odsutan b5srednja nd
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Prilog 4. nastavak 10

Uzorak | Odrasli list \ Spol \ Grozd
Olv 084 Olv 231
OIV079 OIvV080 OIvV081-1 Gustoca Antocijan
Otvoren  Oblik Prisutnos pauéinast OIV sko
ost dna tzupcau ihdladica 151 ol obojenje Olv 241
sinusa sinusa  sinusu na nali€ju Spol 202 OlVv 204 mesa Formiranje
petelijke peteljke peteljke lista cvijeta Duzina Zbijenost bobice sjemenki
1 Siroko
Luk19 otvoren 1U 1 odsutan 1 odsutna nd
1 Siroko
Luk20 otvoren 2} 1 odsutan 1/3 nd
Grabl  3otvoren 2} 1 odsutan 5srednja nd
1 Siroko
Krka9 otvoren 2} lodsutan 1lodsutna 1M musKki
1 Siroko
Krkal5 otvoren 1U 1 odsutan 1 odsutna nd
1 Siroko
Krkal8 otvoren 1/2 1 odsutan 1 odsutna nd
Krkal9 3otvoren 2} lodsutan 1lodsutna 4F
1 vrlo 35 .
kratak srgdnje 1 odsutno 3 potpuno
Krka20 3 otvoren 2} 1 odsutan 3/5 4F zbijen
1 Siroko
Krka21 otvoren 2} 1 odsutan 1 odsutna nd
Krka24 3 otvoren 3V 1lodsutan 1lodsutna 1M musKi
Krka26 3 otvoren 1U 1 odsutan 1/3 1M musKi
1 Siroko
Krka27 otvoren 2} 1 odsutan 3 niska Y muski
1 Siroko
Psunj3  otvoren 1U lodsutan 5srednja 1M muski
Psunj4 3 otvoren 1/3 1 odsutan 3 niska 1M musKi
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Prilog 4. nastavak 11

Uzorak | Odrasli list \ Spol \ Grozd
Olv 084 Olv 231
OIV079 OIvV080 OIvV081-1 Gustoca o Antocijan
Otvoren  Oblik Prisutnos paucéinast OIV 225 sko
ost dna tzupcau ihdlagdica 151 ol OlV 223 Boja obojenje Olv 241
sinusa sinusa  sinusu na naliéju Spol 202 OIV 204  Oblik kozice mesa Formiranje
peteljke peteljke peteljke lista cvijeta Duzina Zbijenost bobice bobice bobice sjemenki
Psunj5 3otvoren 1U 1 odsutan 5srednja nd
Psunj7 3 otvoren 1/3 lodsutan 1lodsuthna 4F
Psunj8 3 otvoren 1U 1 odsutan 3 niska nd
1 Siroko
Psunj10 otvoren 1U 1 odsutan 3 niska 1M
1 Siroko
Psunjll otvoren 1U 1 odsutan 1 odsutna nd
Psunjl2 3otvoren 1U 1 odsutan 1 odsutna nd
1 Siroko
Psunj14 otvoren 2} 1 odsutan 1odsutna nd
1 Siroko
Psunj21 otvoren 1U 1 odsutan 3 niska nd
1 Siroko
Psunj22 otvoren 1U 1 odsutan 3/5 nd
1 Siroko
Psunj23 otvoren 1U 1 odsutan 3/5 nd
1 Siroko
Psunj24 otvoren 1U 1 odsutan 5srednja nd
1 Siroko
Psunj25 otvoren 1U 1 odsutan 3/5 nd
1 Siroko
Psunj26 otvoren 1U 1 odsutan 3/5 nd
1 Siroko
Psunj27 otvoren 1U 1 odsutan  3/5 nd




Prilog 4. nastavak 12

Odrasli
Uzorak | list Spol Grozd
Olv 084 Olv 231
OIV079 OIV080 OIV081l-1 Gustoca ol Antocijan
Otvoren Oblik Prisutnos paucéinast OIV 225 sko
ost dna tzupcau ihdladica 151 ol Olv 223 Boja obojenje Olv 241
sinusa sinusa  sinusu na naliéju Spol 202 OIV 204  Oblik kozice mesa Formiranje
petelike petelijke peteljke lista cvijeta Duzina Zbijenost bobice bobice bobice sjemenki
1 Siroko
Psunj28 otvoren 1U 1 odsutan 3/5 nd
1/3 vrlo 1/3vrlo 6
kratak rastresit 2
1 Siroko do do okrugla E:i\éo' 1 odsutno 3 potpuno
Gizl otvoren 1U 1 odsutan 3 niska 4 F kratak rastresit
1 Siroko
Giz2 otvoren 1U 1 odsutan 3 niska 1M muski
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Prilog 5. Morfometrijske karakteristike grozdova 42 divergentne sorte u 2017. i 2018. godini

Masa grozda

Masa svjeze

Broj bobica po

Uzorak God. Duzina grozda (cm) Sirina grozda (cm) (9) peteljke (9) grozdu
< c % S c 3 S c % S c 3 S = 3
o = = o = = o = = o = = o = =
Babic 2017 22.63 18.60 29.90 15.84 11.80 25.60 447.36 324.74 705.24 1436 9.52 24.77 138.30 101 217
2018 20.03 13.50 22.50 13.60 11.10 1950 671.08 557.53 932.05 18.29 13.25 26.79 192.30 160 267
Babica c. 2017 16.89 14.60 19.80 11.92 7.40 15.60 28190 171.48 42781 9.75 6.75 14.46 120.70 73 183
2018 14.62 12.20 16.50 9.47 590 13.20 341.04 204.26  480.26 1245 751 19.78 166.90 100 235
Bak 2017 17.89 14.20 21.20 10.14 550 13.20 24254 140.15 39394 9.61 5.01 14.49 150.60 87 249
2018 16.88 12.30 20.10 10.51 6.90 15.20 336.29 198.78 45191 1234 7.44 16.70 169.60 100 228
Beretinjok
b. J 2017 17.73 1420 21.60 10.66 7.60 14.30 234.70 143.27 355.65 1595 857 29.41 176.50 109 267
2018 16.33 13.50 18,50 9.14 7.20 11.20 287.24 180.03 391.92 1225 8.03 1849 151.00 95 205
Bogdanusa 2017 18.02 15.10 22.00 14.19 9.70 1870 347.30 196.94 565.42 1344 824 20.26 89.70 51 146
2018 14.96 12,50 20.50 9.03 7.10 1150 333.20 222.68 55959 11.91 9.36 20.34 90.20 60 151
Borgonja 2017 16.62 11.90 24.00 11.37 7.40 14.30 132.00 8145 17419 6.85 363 992 7990 50 105
2018 17.39 14.20 21.20 11.15 7.30 15.30 264.32 155.29 375.74 20.79 9.77 29.60 137.70 76 196
Bratkovina
blatska b. 2017 17.84 12.40 22.60 1222 9.60 1820 329.57 204.91 50757 1350 6.06 23.11 123.40 78 189
2018 18.24 13.40 21.60 12.39 9.00 17.70 407.01 201.28 49355 1832 1193 2158 129.40 63 157
Cetinka 2017 17.24 10.50 23.50 14.21 1050 20.10 359.98 197.85 760.03 12.16 7.08 29.51 112.80 62 237
2018 19.19 16.10 25.20 10.54 8.40 1350 521.33 244.26 913.74 11.83 554 1955 140.90 66 247
Dobrici¢ 2017 1795 9.20 21.20 11.04 7.80 16.60 29459 209.45 47574 11.36 8.76 16.65 131.60 93 213
2018 19.84 13.50 23.50 12.89 10.50 17.10 588.19 302.17 952,94 25.64 14.22 33.70 255.20 131 417
Drnekusa
vela 2017 21.16 18.50 25.50 18.51 13.60 24.00 483.31 29259 67545 17.74 1245 28.10 224.00 135 312
2018 18.16 13.30 21.20 14.03 11.20 17.00 637.13 360.62 878.68 1548 8.16 20.74 245.30 139 341
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Prilog 5. nastavak 1

Masa svjeze

Broj bobica po

Uzorak God. Duzina grozda (cm) Sirina grozda (cm) Masa grozda (g) peteljke (g) grozdu
3 = 5 S = 3 S = 5 S = S S = 3
o = = o = = o = = a = = o = =
Gegié 2017 22.68 20.00 25.60 14.92 11.80 20.20 331.94 192.79 489.95 16,56 9.34 24.86 160.70 93 240
2018 20.02 15.90 22.40 12.06 9.20 16.90 499.93 307.65 81554 18.32 11.07 3255 214.00 132 348
Glavinusa 2017 21.94 18.10 26.80 17.95 14.00 21.60 400.43 274.23 501.45 1592 10.28 21.95 189.90 130 238
2018 17.36 15.10 20.10 11.91 10.10 13.20 326.22 255.47 41495 12.73 952 15.72 163.00 128 208
GraSevina 2017 14.45 1150 1750 948 750 12.40 257.62 201.84 314.92 12.48 8.97 17.97 184.00 143 223
2018 14.38 12.70 16.60 10.48 6.90 1540 22890 165.05 296.76 12.63 8.43 19.64 155.70 113 200
Krsticevica 2017 18.00 14.60 21.60 13.02 5.60 2590 177.98 81.89 279.99 8.09 448 12.31 108.00 49 170
2018 16.47 12.30 20.50 10.94 8.40 14.10 417.21 161.84 576.37 1885 6.81 33.21 210.10 82 288
Ljutuncrni 2017 19.27 1550 28.80 13.19 6.90 18.10 268.83 180.36 399.99 10.48 6.77 15.58 147.10 99 219
2018 16.72 12.20 2250 11.03 8.20 14.20 382.60 226.92 558.41 1259 6.73 18.33 179.80 107 264
Malvazija
dubr. b.J 2017 21.00 12.90 30.30 13.59 8.30 18.90 116.35 42.46 153.30 10.06 5.70 14.01 134.10 46 179
2018 28.32 17.80 31.90 14.43 8.80 21.30 152.72 79.06 281.90 10.71 6.23 15.10 162.20 83 306
Ninéusa 2017 18.40 15.10 22.10 16.46 9.80 2490 216.33 176.58 316.06 12.05 6.19 15.64 11520 94 169
2018 19.85 17.10 22.80 15.58 12.60 19.90 611.85 363.95 875.75 18.64 12.83 27.71 198.10 117 286
Okatica b. 2017 13,50 11.90 15.80 11.03 7.60 1490 191.61 12943 31339 8.08 521 1371 7210 49 118
2018 15.01 11.40 18.00 10.67 850 12.20 335.66 233.71 42499 11.07 7.01 1526 96.20 67 121
Original 2017 23.53 12.60 29.40 17.15 9.80 24.40 36150 158.93 605.18 12.30 3.66 19.12 100.40 45 170
2018 23.30 15.20 27.10 11.81 9.20 13.40 355.13 271.11 655.83 1469 10.83 28.01 108.20 83 199
Palarusa 2017 15.86 11.60 18.20 10.17 8.60 15.70 332,54 223.75 448.64 13.05 8.18 1890 97.20 66 131
2018 13.84 11.20 1850 8.45 6.10 14.20 354.19 18051 748.42 1413 554 3150 81.80 41 173
Plava
lovora 2017 2257 1750 26.70 13.23 7.30 19.50 157.97 8543 23310 793 3.75 1042 73.10 40 109
2018 21.72 1750 23.20 9.19 6.10 13.50 370.94 208.23 611.57 1143 7.16 16.23 156.40 87 259
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Prilog 5. nastavak 2

Masa svjeze

Broj bobica po

Uzorak God. Duzina grozda (cm) Sirina grozda (cm) Masa grozda (g) peteljke (g) grozdu
3 = 5 S = 3 S = 5 S = S S = 3
o = = o = = o = = o = = o = =
Plavac m.
crni 2017 15.78 13.70 18.70 14.29 830 2550 215.62 136.19 303.87 8.75 595 1447 86.60 54 123
2018 17.80 15.40 20.40 1257 9.90 15.20 529.82 250.31 801.14 1495 7.05 20.14 196.80 91 299
Plavac m.
Sivi 2017 14.42 12.40 17.10 12.07 8.60 14.40 237.66 172.88 42581 12.67 8.49 2527 119.00 86 212
2018 14.90 11.20 19.40 10.49 8.10 1350 358.99 181.32 542.14 1296 6.80 24.46 159.50 72 243
Plavina 2017 1428 9.60 18.60 9.37 490 13.60 162.71 74.27 29505 7.68 3.74 12.09 105.80 48 193
2018 14.38 12.10 18.10 8.45 6.10 12.30 255.43 143.39 467.40 1454 10.34 26.37 133.90 74 245
Posip b. 2017 23.50 19.50 26.10 16.06 11.90 23.10 401.89 272.28 55547 1429 9.32 19.04 138.10 94 191
2018 25.82 19.60 29.20 14.73 11.70 19.20 638.14 468.22 893.98 1891 1298 2795 199.50 147 279
Posip c. 2017 18.45 16.80 20.40 16.04 14.20 20.00 393.00 300.22 609.75 18.58 14.23 28.57 159.30 120 247
2018 17.40 14.20 20.50 10.83 850 1250 406.29 239.87 576.70 20.02 13.79 28.30 146.50 86 208
PoSip sitni 2017 26.08 22.00 31.80 16.80 11.70 19.50 415.78 329.35 606.14 15.60 10.31 20.53 225.50 177 330
2018 27.14 13.20 38.80 16.63 12.80 21.80 462.35 261.83 776.07 18.37 10.82 34.26 210.80 119 356
Prc 2017 15,59 13.30 1850 9.48 7.20 11.70 297.30 117.87 440.57 10.71 473 1454 126.80 50 189
2018 13.89 11.10 16.50 8.18 550 1540 336.51 207.38 484.13 10.54 581 1597 125.30 77 180
Sauvignon
b. 2017 12.29 10.80 13.70 8.42 6.30 9.70 192.69 15490 23862 9.68 7.49 13.21 10750 87 134
2018 14.29 12.30 16.60 9.49 7.10 12.20 216.52 14251 319.14 1157 538 17.73 14150 95 208
Svrdlovina 2017 14.83 11.60 18.80 10.97 7.20 13.80 264.38 165.38 462.76 10.76 6.47 1751 179.30 112 315
2018 14.47 12.10 16.20 9.44 7.10 11.20 291.67 216.81 376.96 10.31 7.14 13,57 161.40 120 210
Tempranillo 2017 19.49 16.30 24.60 12.07 8.80 15.10 31255 199.47 392.40 18.75 14.06 22.16 15050 95 190
2018 17.83 15.10 20.10 9.78 7.20 1250 397.95 266.06 532.20 16.97 10.56 23.81 178.70 120 238
Terin 2017 1196 450 1870 7.19 3.70 11.70 107.51 36.15 250.10 546 2.04 11.21 106.20 35 253
2018 18.96 14.40 22.10 8.89 6.20 10.10 180.74 92.43 363.96 9.36 540 15.25 147.40 75 300
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Prilog 5. nastavak 3

Masa svjeze

Broj bobica po

Uzorak God. Duzina grozda (cm) Sirina grozda (cm) Masa grozda (g) peteljke (g) grozdu
< c % S c 3 S c 3 S c % S = 3
o = = o} = = o = = o = = o = =
Rudezusa 2017 17.18 13.60 19.90 10.76 7.60 16.40 279.90 139.08 438.79 11.35 6.68 16.45 16150 80 254
2018 15.93 13.70 19.40 9.17 6.10 13.20 333.05 209.72 501.19 13.13 7.47 20.35 163.00 103 245
Vlaska 2017 19.55 16.30 23.30 11.75 10.10 15.30 465.74 294.16 572.63 18.23 11.88 24.84 157.90 100 193
2018 18.71 16.10 21.90 15.28 10.20 17.80 557.47 260.99 778.09 17.49 10.75 25.18 175.80 81 245
Vranac 2017 18.35 12.40 21.00 10.94 840 14.10 292.45 169.31 44530 1296 8.04 19.15 14050 81 214
2018 18.73 1250 2220 854 6.70 11.20 334.44 24497 43599 1391 8.67 20.39 127.20 93 165
Vrskajica 2017 18.58 13.70 25.90 1450 9.20 22.70 195.44 96.66 406.39 11.33 6.38 22.17 53.90 26 113
2018 20.46 16.20 24.80 14.87 9.90 21.70 564.93 278.92 957.14 18.14 8.99 31.67 140.00 69 237
Vugava
b.ogmié. 2017 13.88 10.60 17.80 11.22 7.80 15.30 154.29 126.16 229.13 6.22 5.01 9.09 4740 39 70
2018 15.93 12.60 18.20 11.94 9.20 16.40 279.79 173.22 399.35 1237 6.48 2365 6590 41 93
Vugava c.
om?é. 2017 17.31 9.20 2450 15.61 10.90 19.30 320.82 137.37 533.58 11.54 480 21.25 138.30 59 229
2018 17.96 11.20 26.50 1156 7.10 14.60 397.49 119.72 81430 9.61 243 20.36 136.90 41 280
Xynomavro 2017 18.05 16.10 19.50 11.76 8.60 15.90 226.41 160.17 333.28 11.70 7.97 17.25 113.20 80 167
2018 18.14 15.40 2250 9.27 6.50 13.20 241.94 155.99 338.26 11.77 7.14 15.23 113.80 73 160
Zadarka 2017 20.09 16.80 23.00 14.64 9.10 17.90 496.73 260.52 74891 2248 11.30 36.70 167.30 87 255
2018 17.18 14.10 1950 11.87 8.10 14.20 409.01 241.03 586.06 16.68 10.68 23.47 138.20 80 199
Zilavka 2017 17.07 14.80 1950 1294 9.70 17.70 288.75 155.42 397.78 10.20 5.69 13.99 120.30 65 166
2018 14.23 11.20 1750 8.29 6.10 10.40 268.42 142.45 415.19 7.36 4.03 9.29 103.80 55 162
Zlatarica
blatska b. 2017 16.84 13.30 21.00 11.04 6.40 14.70 108.88 62.70 29190 534 296 11.27 53.80 30 146
2018 15.93 11.20 1920 8.01 470 11.20 176.14 119.99 27162 768 525 1201 71.30 48 110
Prosjek 2017 18.02 13.91 21.94 12.02 852 16.30 333.49 200.59 507.54 13.25 791 20.53 14166 85 216
2018 17.94 13.82 21.81 1193 844 16.12 330.23 198.12 502.31 13.17 7.85 20.37 140.85 84 215
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Prilog 6. Fizikalno-kemijska analiza mosSta 42 divergentne sorte vinifera u 2017. i 2018.

godini
Sadrzaj Ukupne
Uzorak Godina pH Secera (°Oe) kiseline (g/l)
Babi¢ 2017 3.52 91.33 5.88
2018 3.53 90.00 5.70
Babica crna 2017 3.57 80.67 5.39
2018 3.60 73.67 5.48
Bak 2017 4.07 74.33 2.37
Beretinjok bijeli 2017 3.59 89.00 8.10
2018 3.43 83.33 6.37
Bogdanusa 2017 3.39 85.67 6.21
2018 3.43 84.00 6.24
Borgonja 2017 3.80 113.67 4.89
2018 3.68 108.33 5.61
Bratkovina blatska
bijela 2017 3.54 91.00 8.02
2018 3.62 92.33 7.22
Cetinka 2017 3.34 90.67 5.37
2018 3.50 96.67 4.79
Dobrici¢ 2017 3.61 99.67 4.89
2018 3.77 87.67 4.77
DrnekuSa vela 2017 3.43 94.67 5.27
2018 3.59 85.67 3.78
Gegi¢ 2017 341 84.67 5.91
2018 3.37 90.67 6.36
Glavinusa 2017 3.38 90.00 7.52
2018 3.41 83.33 7.28
GraSevina 2017 3.67 101.33 4.35
2018 3.60 105.67 4.40
KrstiCevica 2017 3.77 86.67 3.84
2018 3.74 81.00 3.73
Ljutun crni 2017 3.36 77.33 6.33
2018 3.45 79.67 6.02
Malvazija
dubrovacka bijela 2017 3.54 122.00 6.43
2018 3.69 126.33 6.54
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Prilog 6. nastavak 1

Sadrzaj Ukupne
Uzorak Godina pH Secera (°Oe) kiseline (g/l)
Nincusa 2017 3.48 92.67 5.70
2018 3.44 80.67 5.90
Okatica bijela 2017 3.54 90.00 6.59
2018 3.54 85.00 6.54
Original 2017 3.81 118.33 5.01
2018 4.03 118.67 4.42
Palarusa 2017 3.83 90.67 4.10
2018 3.84 93.00 4.20
Plava lovora 2017 4.01 101.67 3.16
2018 3.96 95.00 4.13
Plavac mali crni 2017 3.50 93.00 5.26
2018 3.39 79.67 6.24
Plavac mali sivi 2017 3.67 98.00 4.16
2018 3.68 93.33 4.05
Plavina 2017 4.17 108.00 3.06
2018 3.97 97.67 3.67
PoSip bijeli obi¢ni 2017 3.53 102.33 6.49
2018 3.68 105.67 5.79
PosSip crni 2017 3.48 89.67 6.72
2018 3.48 100.33 7.01
PosSip sitni 2017 3.72 109.00 5.16
2018 3.98 110.00 3.96
Pr¢ 2017 3.40 85.00 5.47
2018 3.53 87.33 5.04
Sauvignon bijeli 2017 3.73 98.67 4.41
2018 3.91 122.00 5.12
Svrdlovina crna 2017 3.85 94.33 4.74
2018 3.91 101.33 4.31
Tempranillo 2017 3.66 104.00 3.34
2018 3.81 100.33 3.33
Terin 2017 3.92 98.33 4.45
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Prilog 6. nastavak 2

Sadrzaj Ukupne
Uzorak Godina pH Secera (°Oe) kiseline (g/)
2018 3.79 83.00 4.50
Rudezusa 2017 3.74 118.33 5.49
2018 3.93 124.33 5.14
Vlaska 2017 3.80 93.33 3.87
2018 3.84 89.67 3.77
Vranac 2017 3.55 114.00 5.77
2018 3.65 108.67 4.87
Vrskajica 2017 3.70 97.00 3.94
2018 3.74 88.33 3.37
Vugava bijela
omiska 2017 3.70 93.33 3.58
2018 3.99 98.33 3.17
Vugava crvena
omiska 2017 3.61 87.00 6.16
2018 3.59 89.33 5.63
Xynomavro 2017 3.19 93.67 7.57
2018 3.25 95.33 7.60
Zadarka 2017 3.57 87.67 3.75
2018 3.75 91.33 3.38
Zilavka 2017 3.57 86.67 6.30
2018 3.81 95.67 5.08
Zlatarica blatska
bijela 2017 3.82 118.33 4.23
2018 3.79 122.00 5.33
Prosjek 2017 3.63 96.09 5.22
2018 3.68 95.29 5.05
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Prilog 7. Mikrosatelitski profili ukupnog sylvestris seta s originalnih in situ lokaliteta na podru&ju Hrvatske na osnovi 24 nSSR lokusa

Uzorak  VVS2 VVMD7 VVMD27 VVMDS VVMD25 VVMD28  VVMD32 VVIQ52 VVIP31 VVIP60 VMC1B11 VMC4F3.1
Pakl 147 155 249 263 186 190 228 242 249 255 234 252 250 264 76 82 173 193 306 306 171 189 165 177
Pak2 147 155 247 263 190 190 242 242 239 249 236 254 240 240 76 76 177 181 306 316 169 169 177 181
Pak3 141 151 263 263 186 190 234 242 239 249 236 236 240 256 76 82 191 193 306 316 167 169 177 177
Pak5 141 155 239 257 190 190 228 242 239 267 236 254 256 256 76 76 191 193 306 306 167 169 171 181
Paké 151 155 263 263 190 190 234 242 249 255 234 264 240 250 76 82 177 181 316 316 167 169 171 177
Pak7 141 151 257 263 186 186 242 242 249 249 264 264 240 240 7v6 76 173 191 316 316 167 185 177 177
Pak8 141 141 257 263 190 190 224 242 249 249 236 236 250 256 76 76 181 193 316 318 167 167 177 181
Pak9 139 155 257 261 190 190 238 242 239 239 236 236 240 240 76 76 181 181 306 316 167 169 171 177
Pak10 139 141 239 257 186 190 230 238 239 249 236 252 250 250 76 76 181 181 318 326 167 167 177 177
Pak11l 151 155 257 263 190 190 242 242 239 249 236 264 240 240 76 76 181 181 306 316 169 171 177 177
Pak12 141 151 249 263 190 190 230 238 239 249 234 234 240 240 76 76 181 191 316 322 169 175 177 181
Pak13 141 151 249 263 190 190 228 230 239 255 234 234 250 256 76 78 191 191 306 306 169 183 177 181
Pak14 147 151 247 263 186 190 230 238 249 249 252 264 240 256 76 76 193 193 306 306 169 169 171 177
Pak15 141 147 257 263 190 190 230 240 239 249 236 264 250 272 76 80 193 193 306 306 171 195 181 181
Pak16 147 155 257 257 190 190 242 242 249 267 236 236 250 256 76 82 191 191 306 316 169 195 171 181
Pak17 151 155 247 263 190 190 230 242 249 249 234 264 240 272 76 76 193 193 306 306 171 183 181 206
Pak18 151 151 239 261 190 190 228 242 249 249 236 254 240 240 76 80 193 193 306 322 167 169 181 181
Pak19 141 147 263 263 190 190 234 242 249 249 252 254 240 256 76 76 191 191 316 316 167 175 177 177
Pak20 143 151 257 263 190 190 234 242 255 255 236 264 240 256 76 76 173 173 306 318 167 167 177 177
Pak21 141 147 261 263 190 190 230 242 249 249 264 264 250 250 7v6 82 173 173 316 318 167 167 177 177
Pak22 151 155 239 253 190 190 230 234 249 249 252 252 240 272 76 82 181 181 306 316 167 169 177 181
Pak23 151 155 239 253 190 190 230 234 249 249 234 264 240 272 76 82 173 191 306 316 169 185 171 177
Pak24 151 155 239 263 190 190 238 238 249 249 234 236 nd nd 76 76 177 177 306 306 167 169 177 177
Pak25 147 155 257 265 190 190 230 230 249 249 236 264 240 240 76 82 177 193 316 316 169 175 177 181
Pak26 133 151 263 265 186 190 230 242 249 249 236 264 250 256 82 82 181 193 306 318 169 169 177 181
Pak27 139 147 239 247 190 190 234 242 239 249 234 254 240 256 76 82 181 181 306 306 167 175 177 177
Pak28 133 151 263 263 180 190 240 242 239 241 264 264 240 240 76 82 173 181 306 326 169 185 181 181
Pak29 141 151 257 263 190 190 234 242 255 267 264 264 240 256 76 76 181 191 306 306 167 167 177 177
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Prilog 7. nastavak 1

Uzorak VVS2 VVMD7 VVMD27 VVMD5 VVMD25 VVMD28 VVMD32  VVIQ52 VVIP31 VVIP60 VMC1B11 VMCA4F3.1
Pak30 133 155 253 263 190 190 nd nd 255 267 234 254 240 250 76 76 181 191 316 322 167 167 177 177
Pak31* 143 155 257 263 182 186 236 238 255 267 254 254 250 250 76 76 181 181 316 316 169 185 177 177
Pak32 133 151 257 263 190 190 240 242 239 241 236 236 240 250 76 76 181 181 306 318 169 171 181 181
Pak33 141 151 257 257 190 192 230 242 239 249 234 264 240 240 76 76 181 181 306 318 169 175 177 181
Pak34 133 155 263 263 190 190 230 242 255 267 236 264 240 250 76 78 181 181 306 316 167 169 177 177
Im1* 143 155 239 263 182 192 228 242 255 267 244 246 250 262 76 82 173 177 306 318 169 185 171 171
Im3 139 155 239 263 190 192 228 234 239 249 236 244 240 240 76 76 181 191 322 322 169 169 171 171
Im4 151 155 261 263 180 192 228 234 255 255 236 236 240 240 82 82 191 193 318 318 167 169 171 177
Im5 139 151 239 263 190 192 228 228 241 255 236 244 240 240 76 82 177 191 316 322 167 169 171 171
Im7 151 151 239 263 180 190 234 234 249 255 236 264 240 250 76 82 191 191 318 322 169 171 177 177
Im8 151 155 263 263 192 192 228 230 239 267 236 244 240 250 76 v8 177 181 318 318 167 169 171 171
Im10* 133 149 239 263 182 190 236 242 249 255 244 246 250 252 76 82 173 185 322 322 167 167 171 177
Im11 147 151 239 263 180 190 228 248 249 255 236 244 240 262 76 78 177 193 322 322 169 171 171 171
Im12* 133 151 263 263 190 190 228 234 241 255 236 236 240 262 76 76 177 177 316 322 167 169 171 206
Im14 151 155 263 263 190 192 228 230 249 255 236 244 240 250 76 82 181 181 316 318 167 169 171 171
Im15* 133 155 263 263 192 192 228 230 241 267 228 244 240 240 76 78 191 193 318 322 169 169 177 177
Im16* 151 151 239 261 180 182 228 242 255 263 234 254 240 272 82 82 187 191 318 320 169 173 171 177
Im17 133 151 239 263 190 192 230 230 241 249 236 236 240 250 78 82 173 191 318 322 169 169 171 177
Im18 133 147 239 239 190 192 230 234 241 255 236 236 240 250 78 82 1v7 191 316 322 169 171 171 177
Im19 147 155 263 263 192 192 228 234 239 249 236 236 240 250 76 82 177 191 318 322 169 171 171 177
Im20 143 155 263 263 192 192 230 230 239 239 236 244 262 264 76 78 173 177 322 322 167 169 171 171
Im21 143 155 239 263 180 192 228 238 249 255 236 244 240 250 78 82 185 191 318 322 167 171 171 177
Lukl 151 155 257 261 190 190 230 234 255 255 236 252 240 240 76 76 181 181 306 318 167 169 177 203
Luk2 141 155 249 260 190 192 230 234 249 267 236 248 240 240 76 776 181 181 318 318 167 167 177 181
Luk3 151 155 nd nd 190 190 234 234 nd nd nd nd 240 250 76 76 173 195 nd nd 169 169 nd nd

Luk4 155 155 249 263 190 190 230 234 249 255 236 264 240 250 76 76 191 193 306 316 167 169 177 203
Luk5 151 155 249 263 190 190 230 234 249 249 236 236 240 240 76 76 193 193 306 306 169 169 177 177
Luké 155 155 249 260 182 190 230 234 249 257 236 264 240 256 76 78 193 193 306 316 169 169 171 177
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Prilog 7. nastavak 2

Uzorak  VVS2 VVMD7 VVMD27 VVMD5 VVMD25 VVMD28  VVMD32 VVIQ52 VVIP31 VVIP60 VMC1B11 VMCA4F3.1
Luk8 151 151 257 263 190 190 234 234 257 267 236 236 240 240 76 78 173 181 316 318 169 169 171 177
Luk9o* 133 151 239 261 190 192 234 236 239 249 228 236 nd nd 76 76 181 181 306 318 167 171 171 177
Luk10 151 155 239 263 190 190 230 230 249 257 236 236 240 240 76 76 195 195 318 318 169 169 177 177
Lukl11 139 155 257 257 190 192 230 234 249 255 236 236 240 250 76 78 181 195 316 316 167 169 177 177
Luk12 139 151 239 263 188 190 230 230 255 255 236 268 240 240 78 82 181 193 314 314 169 169 171 177
Luk13 151 151 239 257 188 190 230 234 249 267 252 264 240 240 76 82 195 195 306 316 167 185 177 181
Luk14 139 143 239 257 190 195 230 230 255 255 236 268 240 240 82 84 181 195 306 320 167 169 181 203
Luk15 151 155 257 261 188 190 228 238 nd nd 236 252 240 240 76 76 180 181 314 320 167 169 177 203
Lukl16 151 155 257 257 188 190 234 234 nd nd 236 236 240 240 76 76 181 193 320 320 167 169 167 181
Luk17 139 155 257 263 188 190 234 234 255 255 236 236 240 240 76 82 181 193 316 316 169 169 167 181
Luk18 155 155 249 257 188 190 230 234 nd nd 236 252 240 240 76 76 181 195 306 306 167 169 181 181
Luk19 151 155 239 260 188 190 230 234 nd nd 219 264 240 250 76 76 181 195 320 320 169 169 177 177
Luk20 151 155 239 263 188 190 230 230 nd nd 236 264 240 256 76 80 193 195 320 320 169 169 177 177
Grabl 155 155 249 257 190 192 230 238 255 255 236 236 240 256 76 76 181 181 306 322 167 169 177 203
Grab3* 143 151 249 263 182 190 230 236 255 267 236 258 252 252 76 78 181 181 306 322 171 173 181 181
Grab4* 143 145 239 249 180 190 230 238 237 239 236 248 240 256 78 78 181 191 310 326 167 169 171 171
Krkal* 151 151 263 263 186 190 234 242 239 249 236 258 240 272 76 78 173 173 322 322 169 185 181 181
Krka2* 133 153 257 263 186 190 230 234 241 249 234 264 240 256 76 82 191 191 318 332 169 185 nd nd

Krkad* 133 139 239 257 186 190 228 234 239 241 258 258 240 262 76 76 189 191 318 322 167 169 165 181
Krka5* 136 153 257 261 186 206 224 224 239 249 258 258 250 250 76 78 181 181 306 310 175 195 nd nd

Krka6* 133 153 247 257 186 190 230 234 239 249 258 258 252 272 76 76 181 181 318 332 169 195 177 177
Krka8* 133 153 239 239 186 186 234 234 249 255 nd nd 240 272 76 82 193 193 318 318 167 167 177 177
Krka9 139 149 239 263 186 190 230 248 249 249 234 258 240 240 76 82 191 193 318 322 167 195 177 181
Krkal0* 136 157 249 257 206 208 238 248 237 255 219 236 nd nd 78 78 187 187 310 332 173 173 187 187
Krkall* 157 157 247 249 188 190 228 230 241 255 244 258 240 240 76 78 189 191 306 322 169 185 171 177
Krkal3* 133 153 247 263 188 190 228 234 249 249 236 236 240 240 76 82 191 191 306 318 195 195 203 203
Krkal5 139 139 249 257 188 190 228 242 239 239 236 236 240 252 76 82 177 177 306 318 167 195 171 203
Krkal7* 133 139 247 257 190 190 228 242 239 255 236 258 240 252 76 76 180 180 306 306 185 195 171 171
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Prilog 7. nastavak 3

Uzorak  VVS2 VVMD7 VVMD27 VVMD5 VVMD25 VVMD28  VVMD32 VVIQ52 VVIP31 VVIP60 VMC1B11 VMC4F3.1
Krkal8 143 153 239 247 182 186 230 242 249 255 244 258 256 256 76 76 176 189 318 322 185 185 181 181
Krkal9 133 157 253 263 190 190 228 242 249 255 236 236 240 272 78 82 189 195 318 322 169 169 181 181
Krka20 133 157 263 263 190 190 230 242 249 255 236 236 240 272 76 78 176 189 318 318 169 169 181 181
Krka21 133 151 263 263 182 190 234 248 249 255 236 236 256 272 76 76 176 193 318 318 169 185 177 177
Krka24 133 133 247 263 190 190 230 242 239 241 nd nd 240 256 76 76 177 193 322 332 nd nd 171 181
Krka25* 133 143 239 257 190 190 234 234 239 255 236 236 240 252 78 82 181 181 316 332 175 185 171 181
Krka26 133 153 263 265 180 182 230 234 241 249 254 268 240 256 76 82 177 189 322 322 167 169 171 187
Krka27 143 153 247 253 186 190 230 234 249 255 236 244 240 240 76 76 189 189 318 322 185 185 177 177
Psunj3 141 153 249 257 182 192 230 234 249 267 236 236 240 256 76 76 181 193 314 316 167 169 177 177
Psunj4 153 153 239 247 190 192 228 230 239 255 244 244 240 256 76 76 173 193 316 318 169 183 171 177
Psunj5 133 139 239 257 190 192 230 234 239 255 236 236 240 240 76 76 181 181 306 318 169 169 177 177
Psunj6* 141 141 255 263 190 190 230 248 249 255 236 244 240 240 76 78 177 193 306 310 167 167 201 203
Psunj7 133 157 239 247 186 190 228 234 249 267 nd nd nd nd 76 76 193 193 306 306 169 169 171 177
Psunj8 133 141 247 263 190 192 230 230 249 249 nd nd 240 240 76 82 181 185 306 316 167 169 177 177
Psunj10 141 153 247 257 182 192 230 234 255 267 236 268 240 272 76 82 181 193 316 316 169 195 171 177
Psunjil1 153 157 239 247 188 190 228 230 239 249 268 268 272 272 76 76 181 181 318 318 169 183 171 171
Psunji2 153 157 257 263 188 190 228 230 239 249 268 268 240 272 76 78 193 193 316 318 167 169 171 177
Psunj14 141 157 257 257 188 190 230 234 255 257 236 264 256 256 76 78 177 193 314 316 169 195 177 177
Psunj21 133 141 239 257 188 190 230 236 249 257 246 246 240 240 76 82 185 185 306 318 167 167 177 177
Psunj22 141 153 239 247 190 192 230 230 249 255 236 246 240 240 78 82 193 193 306 316 167 167 177 177
Psunj23 145 157 239 249 188 190 230 230 249 249 236 244 240 240 82 82 191 193 306 316 167 167 171 171
Psunj24 133 153 257 257 188 190 230 230 249 257 244 264 240 240 76 76 177 177 306 306 167 167 171 171
Psunj25 133 157 239 261 188 190 230 230 249 249 236 244 240 240 76 82 177 177 306 306 167 167 201 203
Psunj26 133 133 239 261 190 190 230 230 249 257 236 244 240 240 nd nd 177 177 306 306 167 167 177 177
Psunj27 nd nd 239 239 nd nd 230 230 249 257 nd nd 240 240 nd nd 191 191 306 306 167 169 171 177
Psunj28 153 157 257 261 190 195 230 242 255 267 236 264 240 240 76 76 193 193 306 306 171 183 165 171
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Prilog 7. nastavak 4

Uzorak VVS2 VVMD7 VVMD27 VVMD5 VVMD25 VVMD28 VVMD32  VVIQ52 VVIP31 VVIP60 VMC1B11 VMCA4F3.1
Gizl 151 155 263 263 190 190 230 242 249 255 236 236 240 240 76 76 181 181 316 318 167 169 171 171
Giz2 133 151 261 263 190 190 242 242 249 267 236 236 240 240 76 76 187 195 316 322 167 169 177 177
CF 139 147 239 263 182 190 228 242 239 255 228 236 240 258 76 76 187 187 314 324 185 189 171 177
MU 133 133 233 249 180 195 230 238 241 249 246 268 264 272 76 76 181 185 318 318 185 189 165 206
* feralna jedinka
CF Cabernet Franc, MU Muscat a petits grains: genotip za harmonizaciju alelnih vrijednosti

Prilog 7. nastavak 5
Uzorak  VVIH54 VVIV67 VVIBO1 VVMD24 VVMD21 VVIN16 VVIN73 VVIV37 VrZag79 VrZag62 VrZag83 VrZag67
Pakl 149 165 361 369 289 291 214 214 249 250 151 157 260 266 150 166 247 251 194 200 188 190 127 127
Pak2 163 165 365 369 291 291 210 210 249 250 149 151 266 266 150 158 247 251 194 196 201 201 149 160
Pak3 163 165 359 365 291 295 204 210 249 250 151 151 266 268 150 154 247 251 194 194 190 201 127 149
Pak5 149 163 365 369 289 291 204 210 244 249 147 151 266 266 150 160 251 251 194 196 201 201 127 135
Pak6 149 163 359 359 291 299 210 210 249 250 149 157 266 266 150 150 251 251 194 194 190 194 149 149
Pak7 149 149 359 369 289 289 210 210 249 249 149 157 266 266 150 158 247 247 194 194 201 201 151 151
Pak8 157 163 nd nd 289 291 210 210 249 250 157 157 266 266 150 154 251 251 194 194 201 201 127 149
Pak9 149 173 359 373 291 295 210 210 249 250 157 157 266 266 150 162 251 253 194 196 190 201 127 127
Pak10 163 163 359 373 291 291 210 210 250 250 157 157 266 268 150 158 251 251 194 194 201 201 149 151
Pakl1 149 179 363 373 287 289 204 210 249 250 151 151 266 266 160 160 251 253 194 196 190 201 135 149
Pak12 165 165 361 369 291 291 206 210 250 250 157 157 266 266 150 160 247 251 194 200 201 201 149 151
Pak13 165 165 nd nd 289 291 210 210 250 250 147 157 266 266 158 158 251 251 194 200 201 201 135 151
Pakl14 163 165 359 383 291 291 204 214 250 250 147 157 266 266 150 150 245 251 196 204 201 201 149 149
Pak15 165 165 359 365 289 291 210 210 249 250 157 157 266 266 150 158 251 251 194 194 188 201 149 149
Pak16 163 165 359 359 289 291 210 214 250 250 147 157 266 266 162 174 251 251 194 194 201 201 121 135
Pakl17 149 165 369 373 291 291 210 210 250 250 157 157 266 266 150 158 251 251 194 194 201 201 149 151
Pak18 163 173 359 369 291 291 204 210 244 250 147 151 266 266 150 174 251 251 194 194 201 201 135 149
Pak19 149 173 359 369 287 289 210 210 244 250 157 157 266 268 154 158 251 251 194 194 170 201 127 149
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Prilog 7. nastavak 6

Uzorak  VVIH54 VVIV67 VVIBO1 VVMD24 VVMD21 VVIN16 VVIN73 VVIV37 VrZag79 VrZag62 VrZag83  VrZag67

Pak20 149 149 369 369 289 291 210 214 244 249 149 157 266 268 158 160 247 251 194 194 190 201 149 153
Pak21 149 173 359 369 291 295 204 214 244 250 157 157 266 268 150 162 251 251 194 194 190 201 121 149
Pak22 165 173 359 377 289 291 210 210 249 250 149 151 266 268 150 162 251 251 196 200 188 190 127 149
Pak23 149 173 359 365 289 291 210 210 249 250 149 151 266 268 150 162 251 251 196 200 188 190 149 149
Pak24 163 163 361 373 291 291 204 210 249 250 147 157 266 268 150 154 247 251 194 194 190 201 149 149
Pak25 163 173 359 369 289 291 210 210 249 250 149 157 266 268 150 166 247 251 194 194 194 201 135 151
Pak26 149 163 359 365 289 291 204 210 249 249 149 157 266 266 160 160 251 251 194 194 201 201 127 149
Pak27 163 165 359 373 291 291 210 210 249 252 151 157 266 266 150 150 251 251 194 202 194 201 149 151
Pak28 163 165 361 373 291 291 204 210 250 250 147 151 266 266 160 174 251 251 194 194 201 201 149 149
Pak29 165 179 359 369 289 291 210 210 244 250 157 157 266 266 174 174 251 251 194 202 201 201 135 149
Pak30 165 165 361 377 289 291 210 214 250 252 149 151 266 268 150 160 251 251 194 204 201 201 135 151
Pak31* 163 173 373 373 289 291 210 210 250 250 151 157 266 266 150 150 243 247 194 196 188 201 135 151
Pak32 165 165 359 373 291 295 210 214 250 250 157 157 266 266 150 158 251 251 194 194 170 201 135 149
Pak33 149 163 359 373 291 295 210 210 244 250 147 157 266 268 162 162 251 251 194 196 201 201 135 149
Pak34 165 165 361 369 289 291 210 214 250 252 149 157 266 268 158 160 251 251 194 196 201 201 127 151
Im1* 149 165 365 369 291 295 206 212 244 250 149 157 266 268 162 166 251 259 194 204 188 194 127 135
Im3 163 165 359 369 289 291 204 212 249 250 149 157 260 266 150 162 247 251 196 196 201 201 127 127
Im4 163 165 361 361 291 291 204 210 249 250 149 157 264 266 150 166 247 255 196 196 201 201 127 127
Im5 149 163 361 369 289 291 204 204 244 250 157 157 260 266 150 150 251 251 196 196 201 201 127 135
Im7 165 165 361 369 295 295 212 214 249 250 151 157 260 266 150 150 255 255 188 194 194 201 127 135
Im8 163 165 361 369 291 295 212 212 249 250 157 157 266 268 150 162 247 251 196 196 190 201 127 127
Im10* 165 167 359 377 291 295 210 210 250 250 149 157 260 266 160 160 243 251 188 194 190 194 135 149
Iml11 163 165 361 373 291 306 204 206 244 250 157 157 260 266 150 150 243 251 194 196 190 201 127 127
Im12* 149 163 361 377 289 291 204 212 249 249 157 157 260 266 150 150 247 251 194 196 194 201 135 149
Im14 163 165 369 369 291 295 210 212 249 250 157 157 266 266 150 162 251 251 196 196 190 201 127 127
Im15* 163 165 361 369 291 295 212 212 250 250 157 157 266 268 150 150 247 251 194 196 201 201 127 149
Im16* 149 163 359 367 295 306 204 212 250 250 151 157 266 266 150 160 255 259 188 196 201 201 127 135
Im17 149 165 365 377 291 295 204 212 250 250 149 157 260 266 158 158 247 251 194 196 188 201 127 149
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Prilog 7. nastavak 7

Uzorak  VVIH54 VVIV67 VVIBO1 VVMD24 VVMD21 VVIN16 VVIN73 VVIV37 VrZag79 VrZag62 VrZag83  VrZag67

Im18 163 165 361 361 291 295 204 212 244 250 149 157 260 260 150 160 247 247 194 196 188 201 127 135
Im19 165 165 359 369 291 291 212 212 249 249 157 157 266 266 150 150 247 251 194 196 190 201 127 149
Im20 149 163 369 377 291 295 204 210 249 250 155 157 260 266 150 150 247 251 194 196 188 194 127 135
Im21 149 149 363 369 291 295 210 212 249 250 147 157 264 266 150 160 251 251 188 196 194 201 127 145
Lukl 149 163 380 380 289 291 210 214 249 249 149 157 260 266 150 160 251 251 194 194 201 201 149 149
Luk2 163 165 359 359 289 291 210 210 249 250 149 151 260 260 150 150 251 251 194 200 190 201 149 149
Luk3 149 163 nd nd 291 291 nd nd 249 249 149 149 nd nd 150 150 nd nd 194 196 190 201 151 151
Luk4 163 163 359 380 289 291 210 214 250 250 149 157 266 266 150 150 251 255 194 200 190 201 149 151
Luk5 149 149 359 380 289 289 204 210 250 250 149 149 266 266 150 150 249 249 194 196 190 201 127 149
Luké 149 151 359 380 289 291 210 214 250 250 149 157 266 266 150 150 243 251 194 196 201 201 149 149
Luk8 149 167 359 380 289 291 210 210 250 250 147 149 266 266 150 160 247 251 194 196 190 201 149 151
Luk9* 163 163 359 365 289 291 210 214 250 250 149 151 266 266 160 160 255 255 194 194 190 190 149 151
Luk10 149 149 359 380 289 289 210 214 250 250 149 149 266 266 150 160 251 251 196 196 201 201 149 151
Lukl11 163 163 359 380 289 289 210 210 249 249 149 151 266 266 150 150 249 249 194 194 190 201 149 149
Luk12 163 163 nd nd nd nd 210 210 250 250 149 151 nd nd 160 160 249 255 196 196 190 190 149 155
Luk13 149 163 363 380 291 291 210 210 249 250 147 149 266 266 150 150 237 253 194 194 190 201 149 151
Luk14 149 163 nd nd 291 291 210 210 250 250 149 151 260 266 150 150 237 251 194 194 190 201 149 149
Luk15 149 163 380 380 nd nd nd nd 249 249 149 157 nd nd 150 160 237 251 194 194 201 201 149 149
Luk16 163 163 nd nd 291 291 214 214 250 250 149 157 nd nd 150 160 247 247 194 194 201 201 149 151
Luk17 149 149 nd nd 291 291 210 214 250 250 151 157 266 266 150 160 251 251 194 194 201 201 149 149
Luk18 163 163 383 383 289 289 210 214 249 250 151 157 nd nd 150 162 247 247 194 202 190 201 149 149
Luk19 149 163 nd nd 291 299 206 210 249 250 149 151 nd nd 150 162 nd nd 194 194 190 201 149 151
Luk20 149 163 nd nd 289 289 210 214 250 250 149 149 nd nd 150 150 237 251 194 194 190 201 149 149
Grabl 149 149 nd nd 291 291 210 210 250 257 149 157 266 266 150 150 nd nd 196 200 190 201 149 149
Grab3* 149 165 359 359 295 295 206 212 229 250 149 149 257 266 152 162 243 255 194 202 184 190 151 164
Grab4* 149 167 365 377 295 295 204 206 250 250 149 149 264 264 150 166 237 255 188 194 188 201 127 149
Krkal* 165 173 359 359 289 291 204 204 252 252 149 149 266 266 150 166 238 251 194 196 188 188 135 151
Krka2* 163 165 369 373 291 295 210 210 249 250 149 149 266 266 150 150 238 251 194 196 190 201 127 149
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Prilog 7. nastavak 8

Uzorak  VVIH54 VVIV67 VVIBO1 VVMD24 VVMD21 VVIN16 VVIN73 VVIV37 VrZag79 VrZag62 VrZag83  VrZag67

Krkad* 163 165 359 373 289 291 206 210 250 250 149 151 266 266 158 166 238 251 188 196 nd nd 121 149
Krka5* 143 163 367 367 284 289 204 210 229 250 149 149 nd nd 154 158 251 263 194 196 nd nd 127 174
Krka6* 149 163 367 367 289 291 210 210 244 250 149 155 266 266 158 166 245 251 196 204 188 201 127 149
Krka8* 149 163 359 373 289 291 210 210 250 257 151 157 266 266 158 166 238 238 194 202 188 190 127 149
Krka9 149 163 369 373 289 291 212 214 250 250 151 157 266 266 150 166 238 251 200 202 201 201 127 149
Krkal0* 143 147 365 365 284 306 204 204 229 229 149 173 257 257 154 154 259 263 188 194 186 186 174 174
Krkall* 161 163 361 363 289 291 212 215 249 250 157 157 268 268 150 158 251 251 196 202 190 201 127 149
Krkal3* 163 167 367 369 289 291 210 210 252 252 149 155 266 266 176 176 245 251 196 204 201 201 151 151
Krkal5 149 167 367 369 289 291 204 210 244 250 149 149 266 266 160 174 251 251 200 202 190 190 149 151
Krkal7* 149 177 363 369 289 299 204 204 250 250 149 149 266 266 150 174 251 251 196 200 190 190 149 151
Krkal8 163 177 363 369 289 289 210 210 250 250 147 151 266 266 150 150 243 259 200 202 194 201 135 149
Krkal9 163 167 369 373 289 291 215 215 250 252 149 157 266 266 150 154 245 251 194 196 190 201 149 151
Krka20 163 163 361 373 289 291 210 215 250 250 149 149 266 266 150 150 245 247 194 196 190 201 149 149
Krka2l 149 163 359 369 289 291 210 210 250 252 147 149 266 266 150 150 245 259 194 202 188 194 127 149
Krka24 149 149 363 369 289 291 210 210 nd nd 151 155 266 266 150 158 245 251 196 202 194 201 135 135
Krka25* 163 179 367 377 291 295 204 210 250 250 149 149 268 268 166 166 245 251 194 196 190 194 135 151
Krka26 149 149 363 369 289 289 210 215 250 250 149 149 266 266 150 160 251 251 194 194 188 201 127 127
Krka27 165 177 369 369 289 291 210 215 250 252 147 151 266 266 150 158 245 251 196 202 201 201 135 149
Psunj3 149 163 359 383 289 291 206 210 249 249 149 151 266 266 160 160 237 251 196 200 188 201 127 149
Psunj4 163 165 359 383 289 295 210 214 250 250 151 157 260 260 150 162 251 251 188 204 190 201 127 149
Psunj5 163 163 369 383 291 295 210 214 250 250 147 149 260 260 150 160 247 251 194 194 190 190 127 149
Psunjg* 149 149 353 383 291 295 204 210 nd nd 147 149 257 266 150 162 249 251 181 196 190 190 135 139
Psunj7 163 167 380 383 289 291 210 212 249 250 149 149 266 266 160 162 251 251 194 194 201 201 127 149
Psunj8 161 163 383 383 291 291 206 210 249 250 151 157 266 266 162 162 251 251 196 204 190 201 127 127
Psunjl0 149 163 359 383 291 291 208 210 249 249 151 151 266 266 150 160 251 251 196 204 188 201 127 135
Psunjil 149 163 359 359 289 295 210 210 249 250 149 151 nd nd 150 160 251 251 188 194 188 188 145 149
Psunji2 149 163 359 383 289 295 206 210 249 250 149 157 266 266 150 150 251 251 194 204 188 188 127 149
Psunjl4 163 177 373 373 289 291 210 210 249 249 149 151 260 266 150 150 251 251 196 204 188 188 127 149
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Prilog 7. nastavak 9

Uzorak  VVIH54 VVIV67 VVIBO1 VVMD24 VVMD21 VVIN16 VVIN73 VVIV37 VrZag79 VrZag62 VrZag83  VrZag67

Psunj21 163 177 359 359 289 291 208 210 249 250 149 157 nd nd 150 150 251 251 196 204 190 201 127 149
Psunj22 161 163 383 383 291 291 208 210 249 250 149 157 266 266 150 162 251 251 194 204 201 201 135 149
Psunj23 161 163 383 383 289 291 208 210 250 250 149 149 266 266 150 162 251 253 194 194 201 201 127 149
Psunj24 149 163 383 383 289 291 210 210 250 250 149 157 nd nd 150 160 251 253 196 196 190 201 127 149
Psunj25 163 163 383 383 289 291 210 214 250 250 149 157 nd nd 150 160 247 253 194 194 190 201 127 151
Psunj26 161 163 383 383 289 291 208 210 249 250 149 157 266 266 150 150 247 253 194 194 190 190 127 151
Psunj27 161 163 383 383 289 291 210 210 250 250 149 149 260 266 150 150 247 253 194 196 190 190 127 127
Psunj28 149 163 359 383 289 295 210 214 250 250 149 157 260 266 150 162 247 249 194 196 190 190 127 149
Gizl nd nd 369 369 289 289 210 210 250 250 149 157 260 266 150 160 247 251 194 196 nd nd nd nd

Giz2 nd nd 359 377 289 289 210 215 250 250 147 149 260 266 150 150 247 251 194 196 nd nd nd nd

CF 165 179 373 373 291 291 206 206 249 259 149 151 266 270 150 160 247 259 194 204 194 201 135 135
MU 165 165 365 376 291 295 210 215 250 267 147 147 264 266 160 162 251 255 186 196 188 188 121 135

* feralna jedinka

CF Cabernet Franc, MU Muscat a petits grains: genotip za harmonizaciju alelnih vrijednosti
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Prilog 8. Mikrosatelitski profili 67 sjemenjaka na oshovi 24 nSSR lokusa

Uzorak  VVS2 VVMD7 VVMD27  VVMDS5 VVMD25 VVMD28  VVMD32  VVIQ52 VVIP31 VVIP60 VMC1B11 VMC4f3.1
SjGizl 155 155 263 263 190 190 242 242 249 255 236 264 240 240 76 76 181 193 306 318 167 169 171 171
SjGiz2 133 151 249 263 186 190 228 230 249 255 236 258 240 272 76 76 181 187 318 326 167 167 203 203
SjGiz3 133 155 263 263 180 190 230 230 241 249 236 236 240 256 76 82 181 195 306 316 167 169 171 171
SjGiz4 151 155 261 263 190 190 230 242 249 249 236 236 240 240 76 76 181 195 316 322 167 169 171 177
SjGiz5 151 151 263 263 190 192 242 242 249 255 236 236 240 256 76 76 181 191 318 318 167 169 177 203
SjGiz6 151 151 263 263 190 190 230 230 249 255 236 244 240 240 76 76 181 191 316 318 167 169 171 171
SjGiz7 133 155 257 263 190 192 230 242 249 249 236 236 240 250 76 82 181 181 316 322 167 169 171 177
SjGiz8 151 155 263 263 190 190 230 242 249 255 236 236 240 256 76 76 181 195 318 318 167 167 171 177
SjGiz9 151 151 263 263 190 190 234 242 255 257 236 236 240 256 76 76 181 191 306 316 167 169 171 171
SjGiz10 143 155 263 263 190 190 230 242 241 249 236 258 240 240 76 82 181 195 316 316 167 169 171 171
SjGiz1ll 155 155 263 263 190 190 230 230 249 249 236 264 240 250 76 76 181 195 316 316 169 169 171 177
SjGiz1l2 155 155 261 263 190 190 230 242 249 249 236 246 240 256 76 76 181 195 318 322 167 169 171 177
SjGiz13 141 151 263 263 190 190 230 234 255 255 228 236 240 262 76 76 181 191 316 322 167 167 171 177
SjGiz1l4 145 155 249 263 186 190 230 242 241 255 236 258 240 272 76 78 181 195 316 330 167 169 171 203
SjGizl5 151 151 249 263 190 192 234 242 249 255 236 252 240 240 76 76 181 191 316 316 169 169 181 203
SjGizlé 151 151 263 263 190 190 230 242 249 255 236 236 240 256 76 76 181 191 306 318 169 169 171 171
SjGizl7 139 155 263 263 190 192 230 242 239 249 236 236 240 256 76 76 181 191 318 318 169 169 171 177
SjGiz18 151 155 239 263 190 190 242 242 249 255 236 236 240 256 76 76 181 181 316 318 167 169 171 171
SjGiz19 141 151 nd nd 190 192 242 242 255 255 236 236 240 250 76 76 176 187 316 322 167 169 171 203
SjGiz20 139 151 263 263 190 190 242 242 249 255 236 264 240 256 76 76 181 193 318 318 167 169 177 203
SjGiz21 155 155 253 253 180 190 230 230 249 249 236 236 240 256 76 82 181 195 306 318 167 167 171 201
SjGiz22 155 155 263 263 180 190 242 242 239 249 236 236 240 240 76 76 181 181 316 322 167 169 171 171
SjGiz23 151 155 257 263 190 190 230 242 249 249 236 264 240 250 76 82 181 187 316 316 169 195 171 181

171



Prilog 8. nastavak 1

Uzorak  VVS2 VVMD7 VVMD27  VVMD5 VVMD25 VVMD28 VVMD32  VVIQ52 VVIP31 VVIP60 VMC1B11 VMCA4f3.1
SjGiz24 155 155 263 263 190 190 230 230 249 249 228 236 240 250 76 76 181 195 318 318 167 169 187 201
SjGiz25 151 155 251 263 180 190 242 242 249 255 236 264 240 240 76 82 181 193 318 332 169 195 171 203
SjPakl 141 147 249 263 190 192 228 230 249 249 234 264 240 256 76 76 181 191 316 322 167 175 177 177
SjPak2 151 155 249 263 190 190 238 242 239 239 234 236 240 250 76 76 181 181 316 330 175 195 177 181
SjPak3 151 155 263 263 190 190 230 242 239 249 234 236 240 240 76 80 173 191 306 322 169 175 181 181
SjPak4 141 155 249 263 190 190 230 236 239 249 234 236 240 250 76 76 181 191 322 330 169 195 171 181
SjPak5 141 151 249 263 190 190 230 242 239 249 234 264 240 240 76 76 181 191 322 322 169 169 177 181
SjPak9 141 155 263 263 190 190 230 242 249 255 236 264 240 256 76 76 181 181 306 316 167 167 177 181
SjPakl0 133 139 247 263 190 190 242 242 239 267 264 264 240 240 76 78 181 191 316 316 169 169 177 177
SjPakll 133 141 257 263 180 190 242 242 241 267 264 264 240 256 76 82 173 191 306 306 167 169 177 181
SjPakl2 151 151 257 263 180 190 234 240 239 255 264 264 240 256 76 82 181 181 306 326 167 169 177 181
SjPak13 133 151 257 263 190 190 242 242 241 255 264 264 240 256 76 76 181 191 306 306 167 185 177 181
SjPak14 133 141 263 263 180 190 234 240 241 267 264 264 240 240 76 76 173 191 306 326 167 169 177 181
SjPakl5 133 141 257 263 180 190 234 240 241 267 264 264 240 256 76 82 173 181 306 326 167 185 177 181
SjPak16 133 141 263 263 180 190 240 242 241 267 264 264 240 240 76 76 181 181 306 306 167 169 177 181
SjPakl7 133 151 263 263 180 190 240 242 241 255 264 264 240 256 76 76 181 191 306 306 167 169 177 181
SjPak18 141 151 263 263 190 190 240 242 239 267 264 264 240 240 76 82 181 191 306 326 167 169 177 181
SjCerl 141 155 239 249 186 192 230 242 257 267 236 236 240 256 76 78 181 195 318 318 169 169 171 177
SjCer2 139 151 247 263 186 192 230 230 241 249 236 236 240 256 76 78 181 195 318 318 169 169 177 177
SjCer3 151 151 249 263 180 190 230 234 249 249 236 236 240 256 76 76 181 195 318 318 169 195 177 177
SjCer4 141 151 263 263 180 190 230 242 249 267 236 236 240 240 76 76 193 195 318 318 169 195 177 177
SjCer5 141 155 263 263 190 192 230 230 249 267 236 236 240 240 76 78 181 195 318 318 167 169 177 177
SjCer6 139 151 247 263 180 186 230 242 241 249 236 236 240 256 76 82 181 181 318 318 169 169 171 171
SjCer7 141 155 247 263 180 192 230 230 257 267 236 236 240 256 76 78 181 195 318 318 169 169 171 177
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Prilog 8. nastavak 2

Uzorak  VVS2 VVMD7 VVMD27  VVMD5 VVMD25 VVMD28  VVMD32  VWVIQ52 VVIP31 VVIP60 VMC1B11 VMC4f3.1

SjCer8 141 141 265 265 180 190 230 234 267 267 236 236 240 256 76 76 193 195 318 318 169 195 177 177
SjCer9 141 155 249 265 192 192 230 242 257 267 236 236 240 256 76 78 191 195 318 318 169 169 171 171
SjCerl0 151 155 251 265 180 190 230 234 249 249 236 236 240 240 78 78 181 193 318 318 169 169 177 177
SjCerll 141 151 263 263 190 192 230 230 249 267 236 236 240 250 76 76 181 195 318 318 169 169 171 177
SjCerl2 141 151 255 261 190 192 230 230 255 267 236 236 240 256 76 76 181 181 318 318 167 169 171 171
SjCerl3 151 155 239 257 190 190 234 242 255 255 236 236 240 264 76 78 173 181 318 318 167 169 171 177
SjCerl4 151 155 263 263 180 190 230 230 249 249 234 236 240 240 76 78 181 195 318 318 167 169 177 177
SjCerl5 141 155 239 263 180 192 230 230 249 267 236 236 240 240 76 78 193 195 316 318 169 169 171 177
SjCerl6 139 141 239 249 180 192 230 230 241 267 236 236 240 256 82 82 181 195 318 318 169 169 171 177
SjCerl7 141 155 257 265 190 192 230 242 249 267 236 236 240 240 76 78 181 181 318 318 169 195 171 171
SjCerl8 143 151 249 263 190 192 230 230 239 249 236 236 240 240 78 78 181 195 318 326 169 183 171 177
SjCerl9 141 151 239 265 190 192 230 230 255 267 236 249 240 256 76 76 181 181 318 318 169 195 171 171
SjCer20 151 151 263 263 190 192 228 230 249 255 236 236 240 256 76 76 191 195 318 318 167 169 177 177
SjCer21 151 155 239 263 180 192 230 242 249 257 236 236 240 250 76 78 181 195 318 318 169 169 171 177
SjCer22 151 155 257 261 190 190 230 234 249 267 236 264 240 256 76 78 181 181 318 318 167 169 171 171
SjCer23 151 155 239 263 186 192 230 242 249 257 236 236 240 250 78 82 181 195 318 318 169 169 171 171
SjCer24 151 151 239 249 180 190 230 234 249 267 236 236 240 250 76 76 181 195 318 318 167 169 171 177
SjCer25 133 151 249 263 180 190 228 230 239 249 236 236 240 240 76 76 181 191 318 318 169 169 177 177
SjCer26 141 151 239 249 192 192 230 242 249 267 236 236 240 256 76 76 187 187 318 318 169 169 171 177
SjCer27 141 155 263 263 190 190 230 234 249 249 236 236 240 250 76 78 181 191 306 318 169 185 171 171
CF 139 147 239 263 182 190 228 242 239 255 228 236 240 258 76 76 187 187 314 324 185 189 171 177
MU 133 133 233 249 180 195 230 238 241 249 246 268 264 272 76 76 181 185 318 318 185 189 165 206

CF Cabernet Franc, MU Muscat a petits grains: genotip za harmonizaciju alelnih vrijednosti
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Prilog 8. nastavak 3

Uzorak  VVIH54 VVIV67 VVIBO1 VVMD24  VVMD21  VVIN16 VVIN73 VVIV37 VrZag79 VrZag62 VrZag83  VrZag67

SjGizl 163 173 367 367 289 291 210 210 250 250 157 157 260 266 150 150 247 251 196 196 201 201 127 145
SjGiz2 165 173 367 375 289 299 206 210 250 250 149 155 266 266 148 160 247 257 188 193 190 201 127 145
SjGiz3 165 173 358 367 289 289 210 210 250 250 157 157 260 266 150 150 247 255 196 196 190 201 127 149
SjGiz4 149 173 359 369 289 289 210 210 250 250 149 149 260 266 150 150 247 247 196 196 201 201 127 149
SjGiz5 149 165 367 380 289 295 210 215 250 250 149 157 260 266 150 160 247 251 194 196 201 201 127 149
SjGiz6 173 173 359 367 289 291 210 212 250 250 149 149 266 266 150 160 247 251 194 194 201 201 127 149
SjGiz7 149 165 367 380 289 291 210 210 249 250 149 157 266 266 158 160 251 251 194 194 188 201 127 135
SjGiz8 149 165 359 367 289 291 210 212 250 250 149 157 266 266 154 160 251 251 196 196 201 201 127 149
SjGiz9 163 173 367 380 289 289 210 210 250 250 149 157 260 266 150 150 251 251 194 196 201 201 127 151
SjGiz10 163 173 358 367 289 291 210 210 249 250 149 157 266 266 150 160 247 247 194 196 201 201 127 149
SjGiz11 149 165 359 367 289 291 210 212 250 250 149 149 266 266 160 162 251 251 196 196 188 201 127 149
SjGiz12 149 173 358 367 289 291 210 215 250 250 149 157 260 260 150 166 247 251 188 196 201 201 127 127
SjGiz13 149 149 367 367 289 289 210 212 253 253 149 157 260 266 150 154 247 251 194 194 201 201 127 127
SjGiz14 165 173 359 367 289 291 206 210 250 259 149 151 266 266 160 166 247 251 188 194 190 201 121 127
SjGizl5 149 163 358 367 289 289 210 210 250 250 157 157 266 266 150 162 247 251 194 200 201 201 127 127
SjGizlé 149 165 359 367 289 295 210 210 250 250 149 157 266 266 150 160 247 251 196 196 201 201 127 127
SjGizl7 163 173 367 373 289 291 210 210 250 250 149 149 260 266 160 160 251 251 194 196 201 201 127 151
SjGiz18 149 165 367 380 289 291 204 210 249 250 149 157 266 266 150 154 251 251 194 196 190 201 127 127
SjGiz19 173 173 367 375 289 289 210 210 250 250 149 157 266 266 150 160 247 251 194 196 194 201 127 149
SjGiz20 149 163 358 367 289 289 210 215 250 250 157 157 266 266 150 150 238 251 194 196 201 201 127 127
SjGiz21 149 179 367 367 289 289 204 210 250 250 157 157 260 266 150 160 251 255 194 196 190 201 127 149
SjGiz22 149 163 367 367 289 291 210 215 250 250 149 157 266 266 150 150 247 251 194 196 201 201 127 145
SjGiz23 149 149 367 367 289 289 210 210 244 250 149 157 266 266 150 160 247 251 194 194 201 201 127 149
SjGiz24 165 173 358 367 289 291 210 210 250 267 157 157 260 266 150 160 247 247 194 196 201 201 127 127
SjGiz25 173 173 365 367 289 295 210 212 244 250 157 157 266 266 150 160 247 259 196 196 201 201 127 127
SjPakl 163 165 358 369 291 291 210 210 250 250 157 157 266 266 160 160 247 251 194 200 194 201 149 149
SjPak2 165 165 361 361 291 291 206 214 250 250 157 157 266 266 150 150 247 251 194 200 201 201 149 149
SjPak3 163 165 361 369 289 291 210 210 250 250 157 157 266 266 160 160 247 251 194 194 201 201 135 151
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Prilog 8. nastavak 4

Uzorak  VVIH54 VVIV67 VVIBO1 VVMD24  VVMD21  VVIN16 VVIN73 VVIV37 VrZag79 VrZag62 VrZag83  VrZag67

SjPak4 149 165 361 369 291 291 210 210 250 250 157 157 266 266 160 162 251 251 194 200 201 201 121 151
SjPak5 165 165 361 361 291 291 206 206 250 250 157 157 266 266 150 150 247 251 194 200 201 201 135 149
SjPak9 149 165 369 377 291 291 210 214 250 253 149 157 266 268 150 160 251 251 194 196 201 201 127 149
SjPakl0 163 165 361 369 291 291 210 214 250 250 149 157 266 268 160 162 251 251 194 196 201 201 149 151
SjPakll 163 165 369 373 291 291 204 210 250 250 151 157 266 266 174 174 251 251 194 194 201 201 149 149
SjPakl2z 163 179 359 361 291 291 204 210 244 250 151 157 266 266 174 174 251 251 194 194 201 201 149 149
SjPak13 163 179 359 361 291 291 204 210 244 250 147 157 266 266 160 174 251 251 194 194 201 201 135 149
SjPakl4 165 179 369 373 291 291 210 210 250 250 151 157 266 266 174 174 251 251 194 202 201 201 135 149
SjPakl5 163 165 369 373 291 291 210 210 250 250 151 157 266 266 160 174 251 251 194 194 201 201 135 149
SjPakl6 163 165 359 373 291 291 210 210 244 250 147 157 266 266 174 174 251 251 194 202 201 201 149 149
SjPakl7 163 179 361 369 291 291 210 210 244 250 151 157 266 266 160 174 251 251 194 202 201 201 135 149
SjPak18 165 179 359 373 291 291 210 210 250 250 151 157 266 266 174 174 251 251 194 202 201 201 135 149
SjCerl 149 163 358 367 289 291 212 212 249 250 149 157 266 266 150 162 238 251 193 193 201 201 127 127
SjCer2 163 163 358 373 289 291 210 212 250 250 157 157 260 266 150 162 238 251 196 196 201 201 127 151
SjCer3 149 163 358 359 289 291 210 210 250 252 149 157 266 268 160 162 251 257 194 196 186 201 127 151
SjCer4 163 163 358 359 289 291 210 212 249 250 157 157 266 268 160 162 251 259 196 196 201 201 127 149
SjCer5 163 163 358 358 291 291 210 212 249 250 149 157 266 266 150 160 251 251 196 196 201 201 127 149
SjCer6 149 163 358 373 291 291 210 212 250 250 149 149 260 266 150 160 238 259 196 196 201 201 127 127
SjCer7 163 163 nd nd 291 291 210 212 250 250 149 157 260 266 150 160 251 259 nd nd 201 201 nd nd

SjCer8 149 163 358 359 291 291 210 210 250 250 157 157 266 268 160 162 251 259 196 196 201 201 127 149
SjCer9 163 163 358 367 291 291 210 212 249 249 157 157 260 266 150 162 251 251 196 196 201 201 145 149
SjCerl0 163 163 358 358 291 291 210 210 249 249 157 157 266 266 150 160 251 259 194 196 201 201 145 149
SjCerll 149 149 358 359 291 291 210 210 249 250 149 157 260 266 150 160 251 251 194 196 201 201 127 148
SjCerl2 163 163 359 367 291 291 210 214 249 249 157 157 266 266 160 162 251 251 196 196 190 201 121 149
SjCerl3 163 163 359 375 289 291 210 210 249 250 149 157 260 266 150 162 251 251 196 196 188 190 149 151
SjCerl4 149 149 358 367 291 291 210 212 250 250 147 149 266 266 150 162 251 251 196 196 190 201 149 149
SjCerl5 149 163 358 358 291 291 204 210 249 249 157 157 266 266 150 160 251 257 196 196 190 201 149 151
SjCerl6 149 163 358 373 291 291 210 210 250 250 149 157 260 266 150 160 251 259 194 194 201 201 127 149
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Prilog 8. nastavak 5

Uzorak  VVIH54 VVIV67 VVIBO1 VVMD24  VVMD21  VVIN16 VVIN73 VVIV37 VrZag79 VrZag62 VrZag83  VrZag67

SjCerl7 149 163 359 375 291 291 210 210 250 250 157 157 260 266 150 162 237 251 194 196 190 201 149 149
SjCerl8 149 163 358 367 291 291 206 210 250 250 149 149 266 266 150 160 251 251 196 196 201 201 127 149
SjCerl9 149 163 359 375 289 291 210 214 249 250 157 157 260 260 150 162 251 251 194 194 190 201 121 149
SjCer20 149 149 358 359 291 291 210 210 nd nd 157 157 266 266 160 162 251 251 194 196 186 201 127 148
SjCer21 149 163 358 367 291 291 210 212 249 250 157 157 266 266 150 162 251 259 194 196 170 201 149 149
SjCer22 149 163 367 375 289 291 212 212 249 250 157 157 260 266 150 160 251 251 194 196 190 190 121 127
SjCer23 163 163 358 373 289 291 212 212 249 249 149 157 260 266 150 160 238 251 194 196 170 201 127 149
SjCer24 149 163 358 367 291 291 210 210 249 249 157 157 266 266 150 162 251 259 194 194 190 201 127 149
SjCer25 149 149 358 359 289 291 210 212 249 249 157 157 266 266 162 162 251 257 194 194 190 201 149 149
SjCer26 149 165 358 367 291 291 210 210 249 250 149 149 266 266 160 160 251 251 194 194 186 201 127 149
SjCer27 163 163 367 367 289 291 210 212 244 250 147 157 260 266 150 150 251 251 196 196 190 201 127 149
CF 165 179 373 373 291 291 206 206 249 259 149 151 266 270 150 160 247 259 194 204 194 201 135 135
MU 165 165 365 376 291 295 210 215 250 267 147 147 266 266 160 162 251 255 186 196 188 188 121 135

CF Cabernet Franc, MU Muscat a petits grains: genotip za harmonizaciju alelnih vrijednosti
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Prilog 9. Frekvencije alela za grupe sorata, podloga i sylvestris na 20 SSR lokusa (aleli s
frekvencijom vecom od 0.3 za sylvestris i manjom od 0.3 za ostale grupe posebno su

istaknuti)
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Prilog 9. nastavak 1
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Prilog 9. nastavak 2
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Prilog 9. nastavak 3
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Prilog 10. Polimorfizam ukupnog in situ sylvestris seta na APT3 markeru

Fenotip olv
Uzorak cvijeta 151 APT3
Pakl F 4 266 266
Pak2 M 1 266 397 466
Pak3 M 1 266 397 466
Pak5 M 1 266 397 466
Pak6 M 1 266 397 466
Pak7 F 4 266 266
Pak8 nd nd 266 266
Pak9 nd nd 266 266
Pak10 F 4 266 266
Pak11 M 1 266 397 466
Pak12 F 4 266 266
Pak13 M 1 266 466
Pak14 nd nd 266 266
Pak15 nd nd 266 397 466
Pak16 nd nd 266 266
Pakl17 M 1 266 397 466
Pak18 nd nd 266 266
Pak19 M 1 266 397 466
Pak20 nd nd 266 266
Pak21 M 1 266 397 466
Pak22 nd nd 266 266
Pak23 nd nd 266 397 466
Pak24 nd nd 266 266
Pak25 nd nd 266 397 466
Pak26 nd nd 266 397 466
Pak27 M 1 266 397 466
Pak28 M 1 266 397 466
Pak29 F 4 266 266
Pak30 nd nd 266 397 466
Pak31* nd nd 266 266
Pak32 M 1 266 397 466
Pak33 M 1 266 397 466
Pak34 F 4 266 266
Im1* F 4 266 397
Im3 F 4 266 266
Im4 M 1 266 397 466
Im5 M 1 266 397 466
Im7 nd nd 266 397 466
Im8 F 4 266 266
Im10* H 3 266 397 466
Im11 M (H?) 1 266 397 466
Im12* M 1 266 397 466
Im14 F 4 266 266
Im15* M 1 266 397 466
Im16* F 4 266 397 466
Im17 F 4 266 266
Im18 M 1 266 397 466
Im19 M 1 266 397 466
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Prilog 10. nastavak 1

Fenotip ol
Uzorak cvijeta 151 APT3
Im20 M 1 266 397 466
Im21 M 1 266 397 466
Lukl nd nd 266 266
Luk2 nd nd 266 397 466
Luk3 nd nd 266 466
Luk4 nd nd 266 466
Luk5 M 1 266 397 466
Luk6 nd nd 266 397 466
Luk8 nd nd 266 397 466
Luk9* nd nd 266 397 466
Luk10 nd nd 266 397 466
Lukl1l nd nd 266 397 466
Luk12 nd nd 266 397 466
Luk13 nd nd 266 466
Luk14 nd nd 266 266
Luk15 nd nd 266 266
Luk16 nd nd 266 397 466
Luk17 nd nd 266 466
Luk18 nd nd 266 466
Luk19 nd nd 266 466
Luk20 nd nd 266 397 466
Grabl nd nd 266 466
Grab3* nd nd 266 397 466
Grab4* nd nd 266 397 466
Krkal* M 1 266 397 466
Krka2* nd nd 266 397 466
Krka4* nd nd 266 266
Krka5* nd nd 266 397 466
Krka6* nd nd 266 266
Krka8* nd nd 266 397 466
Krka9 M 1 266 397 466
KrkalO* nd nd |336 336
Krkall* nd nd 266 397 466
Krkal3* nd nd 266 336
Krkal5 nd nd 266 397 466
Krkal7* nd nd 266 397 466
Krkal8 nd nd 266 397 466
Krkal9 F 4 266 266
Krka20 F 4 266 266
Krka2l nd nd 266 266
Krka24 M 1 266 397 466
Krka25* nd nd 266 266
Krka26 M 1 266 397 466
Krka27 M 1 266 397 466
Psunj3 M 1 266 397 466
Psunj4 M 1 266 466
Psunj5 nd nd 266 466
Psunj6* H 3 266 397 466
Psunj7 F 4 266 266
Psunj8 nd nd 266 266
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Prilog 10. nastavak 2

Fenotip ol
Uzorak cvijeta 151 APT3
Psunj10 M 1 266 397 466
Psunjll nd nd 266 266
Psunjl12 nd nd 266 266
Psunj14 nd nd 266 466
Psunj21 nd nd 266 397 466
Psunj22 nd nd 266 397 466
Psunj23 nd nd 266 397 466
Psunj24 nd nd 266 397 466
Psunj25 nd nd 266 266
Psunj26 nd nd 266 397 466
Psunj27 nd nd 266 266
Psunj28 nd nd 266 397 466
Gizl F 4 266 266
Giz2 M 1 266 466

* feralna jedinka

Prilog 11. Polimorfizam 67 sjemenjaka na markeru APT3 za spol cvijeta

Sjemenjak APT3

SjGizl 266 397

SjGiz2 266 336 397
SjGiz3 266 397

SjGiz4 266 397 466
SjGiz5 266 397 466
SjGiz6 266 397

SjGiz7 266 397 466
SjGiz8 266 397 466
SjGiz9 266 397

SjGiz10 266 397

SjGiz11 266 397 466
SjGiz12 266 397 466
SjGiz13 266 397 466
SjGiz14 266 397

SjGiz15 266 397 466
SjGiz16 266 397

SjGiz17 266 397

SjGiz18 266 397 466
SjGiz19 266 397

SjGiz20 266 397 466
SjGiz21 266 397

SjGiz22 266 397

SjGiz23 266 397 466
SjGiz24 266 397 466
SjGiz25 266 397 466
SjPakl 266 397 466
SjPak2 266 397 466
SjPak3 266 397 466
SjPak4 266 397

SjPak5 266 397

SjPak9 266 397 466
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Prilog 11. nastavak

Sjemenjak APT3
SjPak10 266 397 466
SjPak11 266 397 466
SjPak12 266 397 466
SjPak13 266 397
SjPak14 266 397 466
SjPak15 266 397 466
SjPak16 266 397
SjPak17 266 397 466
SjPak18 266 397

SjCerl 266 397 466
SjCer2 266 397 466
SjCer3 266 397

SjCer4 266 397

SjCer5 266 397 466
SjCer6 266 397

SjCer7 266 266

SjCer8 266 266

SjCer9 266 397

SjCerl0 266 397 466
SjCerll 266 397 466
SjCerl2 266 266

SjCerl3 266 397

SjCerl4 266 397 466
SjCerl5 266 397 466
SjCerl6 266 266

SjCerl7 266 397

SjCerl8 266 266

SjCerl9 266 397 466
SjCer20 266 266

SjCer21 266 397

SjCer22 266 397 466
SjCer23 266 397

SjCer24 266 397

SjCer25 266 397

SjCer26 266 397

SjCer27 266 397 466
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Prilog 12. Alelne varijacije i klorotipovi ukupnog in situ sylvestris skupa na 9 kloroplastnih SSR lokusa

Uzorak

cCSSR14 cpSSR3 NTCP12 ccSSR5 NTCP8 ccSSR23 ccSSR9 cpSSR10 cpSSR5 Klorotip
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Prilog 12. nastavak 1

Uzorak

cCSSR14 cpSSR3 NTCP12 ccSSR5 NTCP8 ccSSR23 ccSSR9 cpSSR10 cpSSR5 Klorotip
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Prilog 12. nastavak 2

Uzorak

cCSSR14 cpSSR3 NTCP12 ccSSR5 NTCP8 ccSSR23 ccSSR9 cpSSR10 cpSSR5 Klorotip

Luk5
Luk6
Luk8
Luk9*
Luk10
Luk11
Luk12
Luk13
Luk14
Luk15
Luk16
Luk17
Luk18
Luk19
Luk20
Grabl
Grab3*
Grab4*
Krkal*
Krka2*
Krka4*
Krka5*
Krka6*
Krka8*
Krka9
KrkalO*
Krkall*
Krkal3*

201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
nd
201
201
201
201
nd
202
202
203
201
201
201
201
202
201
202
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106
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119
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119
119
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255
255
255
255
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Prilog 12. nastavak 3

Uzorak

cCSSR14 cpSSR3 NTCP12 ccSSR5 NTCP8 ccSSR23 ccSSR9 cpSSR10 cpSSR5 Klorotip

Krkal5
Krkal7*
Krkal8
Krkal9
Krka20
Krka2l
Krka24
Krka25*
Krka26
Krka27
Psunj3
Psunj4
Psunj5
Psunj6*
Psunj7
Psunj8
Psunj10
Psunjl1
Psunj12
Psunj14
Psunj21
Psunj22
Psunj23
Psunj24
Psunj25
Psunj26
Psunj27
Psunj28

202
202
202
202
202
202
202
202
202
202
201
202
201
201
202
201
202
201
201
202
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202
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Prilog 12. nastavak 4

Uzorak ccSSR14 cpSSR3 NTCP12 ccSSR5 NTCP8 ccSSR23 ccSSR9 cpSSR10 cpSSR5 Kilorotip
Gizl 201 106 119 255 248 280 166 114 105 A
Giz2 201 106 119 255 248 280 166 114 105 A

* feralna jedinka

Prilog 13. Alelne varijacije i klorotipovi 67 sjemenjaka na 9 kloroplastnih SSR lokusa

Uzorak c¢cSSR14 c¢pSSR3 NTCP12 c¢cSSR5 NTCP8 c¢cSSR23 ccSSR9 cpSSR10 cpSSR5 Klorotip

SjGizl 201 106 119 255 248 nd 166 114 105 A
SjGiz2 201 106 119 255 248 280 166 114 105 A
SjGiz3 201 106 119 255 248 280 166 114 105 A
SjGiz4 201 106 119 255 248 nd 166 114 105 A
SjGiz5 201 106 119 255 248 280 166 114 105 A
SjGiz6 201 106 119 255 248 nd 166 114 105 A
SjGiz7 201 106 119 255 248 280 166 114 105 A
SjGiz8 201 106 119 255 248 280 166 114 105 A
SjGiz9 201 106 119 255 248 nd 166 114 105 A
SjGiz10 201 106 119 255 248 nd 166 114 105 A
SjGiz11 201 106 119 255 248 280 166 114 105 A
SjGiz12 201 106 119 255 248 280 166 114 105 A
SjGiz13 201 106 119 255 248 280 166 114 105 A
SjGiz14 201 106 119 255 248 280 166 114 105 A
SjGiz15 201 106 119 255 248 280 166 114 105 A
SjGiz16 201 106 119 255 248 280 166 114 105 A
SjGiz17 201 106 119 255 248 nd 166 114 105 A
SjGiz18 201 106 119 255 248 nd 166 nd 105 A
SjGiz19 201 106 119 255 248 280 166 114 105 A
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Prilog 13. nastavak 1

Uzorak

CCSSR14 cpSSR3 NTCP12 ccSSR5 NTCP8 ccSSR23 ccSSR9 cpSSR10 cpSSR5 Klorotip

SjGiz20
SjGiz21
SjGiz22
SjGiz23
SjGiz24
SjGiz25
SjPak1l
SjPak2
SjPak3
SjPak4
SjPak5
SjPak9
SjPak10
SjPak11
SjPak12
SjPak13
SjPak14
SjPak15
SjPak16
SjPak17
SjPak18
SjCerl
SjCer2
SjCer3
SjCer4
SjCerb5

201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201

106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106

119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119

255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255

248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
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248
248
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248
248
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248
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105
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Prilog 13. nastavak 2

Uzorak

CCSSR14 cpSSR3 NTCP12 ccSSR5 NTCP8 ccSSR23 ccSSR9 cpSSR10 cpSSR5 Klorotip

SjCer6

SjCer7

SjCer8

SjCer9

SjCerl0
SjCerll
SjCerl2
SjCerl3
SjCerl4
SjCerl5
SjCerl6
SjCerl?7
SjCerl8
SjCerl9
SjCer20
SjCer21
SjCer22
SjCer23
SjCer24
SjCer25
SjCer26
SjCer27

201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201

106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106

119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119

255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255

248
248
nd
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
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280
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nd
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nd
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nd
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nd
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166
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166
166
166
166

114
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Prilog 14. Udjeli genoma prociS¢enog skupa sylvestris i 159 genotipova vinifera i podloga
(=250) u Cetiri predloZena genska skupa prema Structure analizi. Istaknute su vrijednosti

g>0.75.
Genotip Klaster
RSN oo V. syivestris

Babi¢ 0.963 0.015 0.002 0.020
Babica 0.989 0.004 0.002 0.005
Basc¢an 0.993 0.003 0.002 0.002
Beli Debejan 0.993 0.004 0.001 0.002
Belina hizakovecka 0.990 0.007 0.002 0.002
Belina mala 0.505 0.488 0.003 0.004
Belina pikasta 0.079 0.853 0.007 0.061
Belina Semnicka 0.930 0.067 0.002 0.002
Belina starohrvatska 0.396 0.600 0.001 0.002
Belina svetokriska 0.943 0.053 0.002 0.002
Beretinjok 0.969 0.020 0.002 0.010
Bijela Brajdica 0.992 0.004 0.001 0.002
Bilan 0.886 0.111 0.002 0.002
Bljuzgavac 0.990 0.006 0.002 0.003
Bogdanus$a 0.992 0.004 0.002 0.003
Bratkovina bijela 0.987 0.009 0.002 0.002
Bratkovina crvena 0.991 0.005 0.001 0.003
Brunac 0.827 0.122 0.004 0.047
Bumba b. Zaton 0.947 0.040 0.011 0.003
Cetinka 0.926 0.056 0.002 0.015
Cibib 0.733 0.166 0.090 0.010
Crljenak VisKki 0.993 0.004 0.001 0.002
Crnka 0.993 0.004 0.001 0.002
Debejan 0.991 0.004 0.002 0.003
Debit 0.986 0.005 0.002 0.007
DiSec¢a Ranina 0.221 0.775 0.002 0.002
Divjaka 0.118 0.848 0.004 0.030
Dobric¢i¢ 0.991 0.005 0.002 0.003
Dolgin 0.944 0.048 0.003 0.005
DrnekuSa mala 0.994 0.003 0.002 0.002
Dugovrst bijeli 0.988 0.006 0.003 0.002
Duranija 0.989 0.005 0.001 0.005
Frmentun 0.939 0.053 0.002 0.005
Galac 0.987 0.005 0.002 0.006
Garganja 0.981 0.014 0.002 0.002
Glavanjusa 0.994 0.002 0.002 0.002
Glavinusa 0.993 0.004 0.002 0.002
Grk 0.984 0.009 0.004 0.003
Gustopupica ninska 0.916 0.080 0.001 0.002
Jarbola 0.028 0.966 0.002 0.004
Kadarun Konavle 0.986 0.008 0.002 0.004
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Prilog 14. nastavak 1

Genotip Klaster
V. vinifera hrv V. vinifera eur Pod V. sylvestris

Kamenina 0.979 0.010 0.004 0.007
Kavcina 0.975 0.021 0.002 0.003
KleS¢ec 0.323 0.630 0.003 0.045
Kozjak bijeli 0.926 0.069 0.002 0.003
Kraljevina 0.868 0.071 0.002 0.059
Krivaja crvena 0.471 0.516 0.010 0.003
KrkoSija 0.989 0.007 0.002 0.002
KrstiCevica 0.994 0.003 0.002 0.002
Kujundzu$a 0.692 0.016 0.002 0.290
Kurtelaska 0.963 0.030 0.002 0.006
Lipovina 0.993 0.004 0.001 0.002
Ljutun 0.994 0.002 0.002 0.002
Magrovina 0.105 0.889 0.002 0.004
Malvasija Zupska 0.968 0.027 0.002 0.003
Malvazija crvena 0.988 0.006 0.003 0.003
Malvazija istarska 0.983 0.011 0.002 0.003
Marastina 0.990 0.006 0.003 0.001
Marastina omiska 0.690 0.298 0.002 0.010
Mejsko Bijelo 0.987 0.007 0.001 0.005
Mekuja 0.974 0.015 0.002 0.010
Mijajusa 0.787 0.189 0.022 0.002
Mirkovaca 0.948 0.048 0.002 0.002
Mladenka 0.993 0.004 0.001 0.002
Modra kosovina 0.059 0.929 0.008 0.004
Moslavac 0.990 0.007 0.001 0.002
Muskatel 0.057 0.936 0.005 0.002
Nepoznata 4 Vela

Pergola 0.010 0.866 0.116 0.008
Nepoznata 6 0.023 0.921 0.002 0.054
Nepoznata ljubiasta 0.976 0.018 0.003 0.003
Nepoznata Matulji 0.052 0.943 0.002 0.004
Nepoznata roza 0.934 0.058 0.006 0.002
Nincusa 0.995 0.002 0.002 0.001
Okatica crna 0.113 0.850 0.004 0.033
Osljevina 0.980 0.015 0.002 0.003
Palagruzanka 0.985 0.011 0.002 0.002
Palaru$a viska 0.978 0.011 0.003 0.008
Pavici¢ 0.986 0.006 0.002 0.007
Plava Lovora 0.992 0.003 0.002 0.002
Plavac krcki 0.975 0.017 0.002 0.006
Plavac mali 0.995 0.002 0.002 0.002
Plavéina 0.985 0.012 0.001 0.002
Plavec zuti 0.826 0.169 0.002 0.003
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Prilog 14. nastavak 2

Genotip Klaster
V. vinifera hrv V. vinifera eur Pod V. sylvestris

Posip b. 0.986 0.006 0.002 0.006
Posip c. 0.989 0.005 0.003 0.003
Pr¢ 0.958 0.029 0.002 0.012
Privlacka bilina 0.987 0.009 0.001 0.002
Prsljivka 0.985 0.010 0.001 0.004
Ranfol 0.984 0.012 0.001 0.002
Rudezu$a 0.940 0.054 0.003 0.003
Rusljin 0.939 0.008 0.002 0.050
Ruza b. 0.774 0.220 0.001 0.005
Ruza b. Il 0.974 0.023 0.002 0.002
Sansigot 0.992 0.004 0.002 0.003
Silbijanac 0.961 0.018 0.002 0.020
Silozder 0.987 0.007 0.003 0.003
sPlavina 0.984 0.008 0.003 0.005
Stara bran¢evka 0.991 0.006 0.001 0.002
Svijetljak 0.977 0.019 0.001 0.003
Svrdlovina crna 0.808 0.107 0.003 0.082
Sarica tri$njavica 0.938 0.047 0.002 0.014
Semperinka bijela 0.973 0.018 0.002 0.007
Sipelj 0.986 0.011 0.001 0.002
Skrlet 0.020 0.971 0.002 0.007
Tanetova loza 0.989 0.006 0.002 0.003
Teran 0.013 0.736 0.001 0.249
Terin 0.989 0.007 0.001 0.003
Tribidrag 0.990 0.005 0.002 0.003
Trnjak 0.016 0.978 0.003 0.004
Trojis¢ina 0.963 0.015 0.002 0.020
Verdi¢ 0.569 0.421 0.002 0.009
Vlaski Crljenak Brac 0.911 0.061 0.018 0.011
Volarovo 0.975 0.018 0.003 0.004
Vranac 0.989 0.005 0.002 0.005
Vrskajica 0.991 0.005 0.002 0.002
Vugava 0.984 0.010 0.003 0.003
Vugava bijela omiska 0.993 0.003 0.002 0.002
Vugava crvena omiska 0.979 0.016 0.002 0.002
Zadarka 0.993 0.004 0.001 0.002
Zelenjak c. 0.993 0.003 0.002 0.002
Zlatarica blatska 0.991 0.005 0.002 0.002
Zlatarica vrgorska 0.922 0.063 0.007 0.008
Zlahtina 0.983 0.009 0.002 0.006
Zerjavina 0.071 0.923 0.001 0.005
Zilavka 0.993 0.004 0.002 0.002
Zumic 0.992 0.005 0.001 0.002
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Prilog 14. nastavak 3

Genotip Klaster
V. vinifera hrv V. vinifera eur Pod V. sylvestris

Zutozelen 0.993 0.004 0.002 0.002
Affenthaler 0.006 0.983 0.001 0.009
Aligoté 0.010 0.894 0.002 0.094
Amigne 0.211 0.773 0.004 0.012
Arvine petite 0.005 0.520 0.004 0.470
Auxerrois 0.005 0.987 0.001 0.006
Blatina 0.981 0.012 0.003 0.004
Chenin 0.031 0.897 0.002 0.071
Elbling 0.008 0.984 0.002 0.006
Gelbhoelzer blau 0.009 0.984 0.003 0.003
Heunisch schwarz 0.010 0.982 0.002 0.007
Kishmish vatkana 0.056 0.939 0.003 0.003
Malanstraube 0.020 0.914 0.005 0.061
Manseng petit blanc 0.008 0.185 0.003 0.804
Melon 0.005 0.981 0.002 0.012
Muscat d'Alexandrie 0.035 0.951 0.008 0.006
Pedro gimenez faux 0.194 0.801 0.002 0.003
Pinot 0.003 0.810 0.002 0.186
Raeuschling weiss 0.006 0.987 0.002 0.005
Riesling 0.047 0.934 0.002 0.018
Saint laurent 0.006 0.951 0.002 0.041
Sangiovese 0.620 0.118 0.002 0.260
Sylvaner 0.026 0.966 0.002 0.006
Syrah 0.065 0.785 0.002 0.148
Tauberschwarz 0.005 0.987 0.002 0.006
Traminer 0.003 0.579 0.001 0.417
Paulsen 1045 0.001 0.002 0.995 0.002
Paulsen 1447 0.001 0.002 0.995 0.002
Richter 110 0.009 0.010 0.976 0.005
Richter 99 0.001 0.002 0.994 0.003
Riparia grand glabre 0.006 0.004 0.987 0.003
Rupestris du lot 0.001 0.001 0.996 0.001
Selektion oppenheim 4 0.002 0.003 0.992 0.003
Pakl 0.030 0.173 0.004 0.793
Pak2 0.003 0.003 0.001 0.993
Pak3 0.004 0.004 0.002 0.990
Pak5 0.007 0.003 0.002 0.987
Pak6 0.004 0.006 0.002 0.988
Pak7 0.003 0.005 0.001 0.991
Pak8 0.003 0.003 0.006 0.988
Pak9 0.002 0.003 0.002 0.993
Pak10 0.014 0.006 0.005 0.975
Pakl11l 0.005 0.006 0.004 0.985
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Prilog 14. nastavak 4

Genotip Klaster
V. vinifera hrv V. vinifera eur Pod V. sylvestris

Pak12 0.012 0.013 0.003 0.972
Pak13 0.007 0.007 0.003 0.982
Pakl14 0.002 0.002 0.003 0.993
Pak15 0.006 0.009 0.002 0.983
Pak16 0.002 0.002 0.002 0.994
Pak17 0.004 0.008 0.002 0.987
Pak18 0.005 0.002 0.002 0.990
Pak19 0.002 0.002 0.006 0.990
Pak20 0.007 0.009 0.002 0.982
Pak21 0.003 0.003 0.002 0.992
Pak22 0.005 0.004 0.002 0.989
Pak23 0.014 0.031 0.002 0.953
Pak24 0.002 0.003 0.008 0.987
Pak25 0.004 0.004 0.003 0.990
Pak26 0.005 0.007 0.002 0.986
Pak27 0.004 0.003 0.002 0.991
Pak28 0.263 0.037 0.002 0.697
Pak29 0.003 0.002 0.002 0.993
Pak30 0.006 0.008 0.002 0.984
Pak32 0.015 0.031 0.002 0.953
Pak33 0.003 0.003 0.003 0.991
Pak34 0.002 0.003 0.002 0.993
Im3 0.003 0.003 0.002 0.992
Im4 0.022 0.065 0.002 0.910
Im5 0.007 0.006 0.002 0.985
Im7 0.023 0.020 0.001 0.955
Im8 0.003 0.004 0.002 0.991
Im11 0.292 0.030 0.003 0.675
Im14 0.003 0.003 0.001 0.992
Im17 0.050 0.033 0.003 0.915
Im18 0.018 0.021 0.002 0.959
Im19 0.003 0.003 0.001 0.993
Im20 0.088 0.173 0.003 0.736
Im21 0.088 0.221 0.003 0.688
Lukl 0.001 0.002 0.001 0.995
Luk2 0.014 0.004 0.003 0.980
Luk3 0.003 0.004 0.002 0.991
Luk4 0.002 0.002 0.001 0.995
Luk5 0.002 0.002 0.001 0.995
Luk6 0.004 0.004 0.003 0.988
Luk8 0.003 0.008 0.003 0.985
Luk10 0.002 0.002 0.001 0.995
Luk1l 0.001 0.002 0.001 0.995
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Prilog 14. nastavak 5

Genotip Klaster
V. vinifera hrv V. vinifera eur Pod V. sylvestris

Luk12 0.004 0.006 0.002 0.989
Luk13 0.006 0.006 0.002 0.987
Luk14 0.022 0.031 0.003 0.945
Luk15 0.006 0.006 0.004 0.983
Luk16 0.002 0.005 0.002 0.991
Luk17 0.002 0.003 0.001 0.994
Luk18 0.002 0.002 0.001 0.995
Luk19 0.008 0.074 0.003 0.914
Luk20 0.002 0.003 0.001 0.994
Grabl 0.004 0.016 0.002 0.978
Krka9 0.076 0.089 0.007 0.827
Krkal5 0.204 0.088 0.003 0.705
Krkal8 0.423 0.146 0.002 0.429
Krkal9 0.018 0.138 0.004 0.839
Krka20 0.040 0.037 0.002 0.921
Krka2l 0.143 0.011 0.002 0.845
Krka24 0.041 0.240 0.002 0.717
Krka26 0.183 0.208 0.002 0.607
Krka27 0.146 0.153 0.002 0.699
Psunj3 0.016 0.007 0.001 0.975
Psunj4 0.019 0.005 0.001 0.975
Psunj5 0.003 0.004 0.001 0.992
Psunj7 0.007 0.019 0.002 0.972
Psunj8 0.014 0.010 0.002 0.975
Psunj10 0.009 0.006 0.001 0.984
Psunj11 0.059 0.080 0.001 0.860
Psunj12 0.012 0.012 0.002 0.975
Psunj14 0.004 0.003 0.003 0.990
Psunj21 0.103 0.093 0.003 0.802
Psunj22 0.006 0.006 0.002 0.986
Psunj23 0.025 0.007 0.003 0.966
Psunj24 0.002 0.003 0.001 0.994
Psunj25 0.002 0.021 0.002 0.975
Psunj26 0.002 0.003 0.001 0.994
Psunj27 0.002 0.003 0.002 0.993
Psunj28 0.008 0.025 0.002 0.965
Gizl 0.002 0.003 0.001 0.994
Giz2 0.020 0.009 0.008 0.962
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